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SOARES, N.C. Resumo

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose que apresenta grande distribuicdo mundial e
integra 0 grupo de doencas tropicais negligenciadas da Organizacdo Mundial de Saude. No
Brasil, o co tem um papel importante na disseminagdo da LV e o diagndstico preciso da doenca
canina é essencial para o controle da enfermidade. Atualmente, o protocolo de diagndéstico conta
com dois principais testes, 0 TR-DPP® e EIE-LVC, que apresentam limitacdes, entre elas se
destacam: reacOes cruzadas com outros patdgenos caninos, baixa sensibilidade na deteccao de
caes assintomaticos e ocorréncia de resultados falso-positivos em animais vacinados. Em con-
sequéncia dessas limitacdes, ha uma falha na rapida identificacao de animais nas areas endémi-
cas, comprometendo as medidas de controle. Em busca de melhorias no diagnéstico da doenca
canina, o uso de técnicas mais sensiveis, como a citometria de fluxo € uma opcao, pois apresenta
um alto desempenho e melhor deteccdo de animais com baixo titulo de anticorpos. Nosso grupo
de pesquisa desenvolveu nos ultimos anos um prototipo de kit, denominado LeishFlow, para o
diagndstico soroldgico por citometria de fluxo da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). em
gue obtivemos bons resultados iniciais. Para aprofundarmos e aprimorarmos o desenvolvimento
biotecnoldgico do Kit LeishFlow, neste estudo produzimos e revalidamos um novo lote do Kit,
avaliamos o desempenho do novo kit em larga escala e comparamos a eficacia do emprego do
LeishFlow como teste Gnico para o diagndstico da LVC em paralelo aos testes preconizados
pelo Ministério da Saude (MS). Os testes foram realizados em uma ampla variedade de soros
caninos (n = 1.546), estes coletados em uma &rea de alta endemicidade, desta forma, estabele-
cemos a concordancia entre os testes diagnosticos e a prevaléncia mais realistica da doenca com
um teste de melhor sensibilidade e especificidade. O uso do Kit LeishFlow sozinho resultou em
melhora diagnostica, ao analisarmos a prevaléncia da area endémica estudada observamos que
0 TR-DPP® e EIE-LVC apresentaram um valor de 18,24%, ja o LeishFlow apresentou uma
prevaléncia de 29,43%. Nossos resultados mostram que o LeishFlow tem um alto potencial
como teste diagndstico Unico, e pode descriminar os animais infectados de ndo infectados para
L. infantum, apresentando um valor de sensibilidade (88,3%) e especificidade (83,7%), quando
referenciado pelos testes TR-DPP® e EIE-LVC, e uma concordancia de 84,5%. Demonstrou
bons resultados ao estratificar animais por sintomatologia, nos calculos de sensibilidade
(95,1%), especificidade (72,1%) e acuracia (85%) dos animais sintomaticos e para animais as-
sintomaticos apresentou sensibilidade de 87,1% e especificidade de 84,7%, e acurécia de 82,3%
quando utilizados os testes padrdo de referéncia do MS. O LeishFlow, por ser mais sensivel e
especifico, melhoraria a deteccdo de animais positivos nas areas endémicas, e por ser um teste
unico, diminuiria os custos operacionais, a rapidez no diagnéstico e assim nas acdes de controle,
0 que torna essa metodologia uma alternativa para o diagnostico soroldgico da LVC. Além
disso, mais opcOes de teste de diagnostico é essencial para laboratorios privados e servicos
veterinarios no Brasil, dada a crescente demanda e impacto na satde publica causado pela LVC.

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral canina; diagnéstico soroldgico; citometro de fluxo;
TR-DPP®, EIE-LVC, LeishFlow



SOARES, N.C. Abstract

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis that is widely distributed worldwide and is part of
the neglected tropical diseases group of the World Health Organization. In Brazil, dogs play an
important role in the dissemination of VL and the accurate diagnosis of canine disease. it is
essential for the control of the disease. Currently, the diagnostic protocol has two main tests,
the TR-DPP® and EIE-LVC, which have limitations, among which stand out cross-reactions
with other canine pathogens, low sensitivity in the detection of asymptomatic dogs and occur-
rence false-positive results in vaccinated animals. As a result of these limitations, there is a
failure in the rapid identification of animals in endemic areas, compromising control measures.
In search of improvements in the diagnosis of canine disease, the use of more sensitive tech-
niques, such as flow cytometry is an option, as it presents a high performance and better detec-
tion of animals with low antibody titers. Our research group has developed in recent years a
prototype kit, called LeishFlow, for the serological diagnosis by flow cytometry of Canine Vis-
ceral Leishmaniasis (CVL). where we got good initial results. In order to deepen and improve
the biotechnological development of the LeishFlow Kit, in this study we produced and revali-
dated a new batch of the Kit, evaluated the performance of the new kit on a large scale and
compared the effectiveness of using LeishFlow as a single test for the diagnosis of CVL in
parallel to the tests recommended by the Ministry of Health (MS). The tests were carried out
on a wide variety of canine sera (n = 1546), these collected in an area of high endemicity, in
this way, we established the agreement between the diagnostic tests and the real prevalence of
the disease with a test of better sensitivity. and specificity. The use of the LeishFlow Kit alone
resulted in diagnostic improvement, when analyzing the prevalence of the endemic area studied,
we observed that the TR-DPP® and EIE-LVC presented a value of 18.24%, whereas LeishFlow
presented a prevalence of 29.43%. Our results show that LeishFlow has a high diagnostic po-
tential as a single diagnostic test, and can discriminate infected animals from non-infected to L.
infantum, presenting a sensitivity value (88.3%) and specificity (83, 7%), when referenced by
the TR-DPP® and EIE-LVC tests, and an agreement of 84.5%. It demonstrated good results
when stratifying animals by symptomatology, in calculations of sensitivity (95.1%), specificity
(72.1%) and accuracy (85%) of symptomatic animals and for asymptomatic animals showed
sensitivity of 87.1% and specificity of 84.7%, and accuracy of 82.3% when using the standard
MS reference tests. LeishFlow, being more sensitive and specific, would improve the detection
of positive animals in endemic areas, and because it is a unique test, it would decrease operating
costs, speed of diagnosis and thus in control actions, which makes this methodology an alter-
native for the serological diagnosis of CVL. In addition, more diagnostic testing options are
essential for private laboratories and veterinary services in Brazil, given the growing demand
and impact on public health caused by CVL.

Key words: canine visceral leishmaniasis; serological diagnosis; flow cytometry; TR-DPP®,
EIE-LVC, LeishFlow.
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CA- Cées assintomaticos
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LV- Leishmaniose Visceral

LVC- Leishmaniose Visceral Canina

MAPA- Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
Min - Minutos

mL- Mililitros

MS- Ministério da Saude

NI- Cées ndo infectados

OMS- Organizacdo Mundial de Saude

OPAS- Organizagdo Pan-Americana de Saude
PAHO-Pan-American Health Orgazination

PBS- Phosphate Buffer Salin

PCR- Polimerase Chain Reaction

PPFP — Porcentagem de Promastigotas Fluorescentes Positivas
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pH- Potencial hidrogenionico

RIFI- Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
rpm- Rotagdo por minuto

SFB- Soro Fetal Bovino

SMF — Sistema mondcito fagocitario

SSC — Granulosidade

TR-DPP®- Teste Rapido - Dual Path Platform/Bio-Manguinhos
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WHO- World Health Organization
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A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga infecciosa cronica, que integra o grupo de
doencas negligenciadas segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2020a). No Brasil é
considerada uma zoonose de alta morbimortalidade, acometendo, sobretudo, seres humanos e
cdes domésticos. A LV € causada por protozoarios do género Leishmania e constitui uma en-
fermidade de grande problema para a saude publica (ROSS, 1903).

O cdo é um importante elo no ciclo urbano da doenca como reservatério, apresentando
um papel crucial na manutencéo e disseminacdo da LV nas areas endémicas. Estudos indicam
que a elevada taxa de infeccao nestes animais esta associada com maior risco de doenca humana
(BELO et al., 2013; LOPES et al., 2010; MARGONARI et al., 2006; MOLINA et al., 1994;
PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011). Em funcéo disto, o controle da doenga canina é consi-
derado essencial, em razdo da relevancia do cdo para a manutencdo no ciclo de transmissao
(BELO et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2013a; LAURENTI et al., 2013).

A vista disto, é essencial que os testes diagnosticos para a deteccio de cées infectados
sejam assertivos, para que haja o emprego de medidas de controle e prevencdo eficientes. Os
testes diagndsticos soroldgicos convencionais disponibilizados pelo Ministério da Saude (MS)
para a identificacdo de animais positivos para LVC sdo o TR-DPP® que é um teste imunocro-
matografico rapido - Dual Path Plattform, utilizado como teste de triagem e o teste confirma-
torio kit EIE-LVC, que consiste em um ensaio imunoenzimatico - Enzyme Linked Immunosor-
bant Assay (ELISA), ambos sdo produzidos pela Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Os métodos de diagndsticos oficialmente recomendados pelo MS (TR-DPP®, EIE-LVC)
apresentam falhas, como reagdes cruzadas com outros patégenos caninos, baixa sensibilidade
em animais assintomaticos e reacdes falso-positivas em animais vacinados (GRIMALDI et al.,
2012a; MARCONDES et al., 2013). Essas falhas acarretam no diagnostico inadequado de cées,
levando até mesmo a eutanésias de animais saudaveis. Além disso, tais métodos ndo identificam
assertivamente 0s animais com baixos titulos de anticorpos contra Leishmania, levando a per-
manéncia de animais positivos nas areas endémicas, o que induz a baixa eficiéncia no controle
da Leishmaniose Visceral. Neste contexto, o desenvolvimento de novas tecnologias com ele-
vado aprimoramento da detec¢do LVC se faz necessério.

A citometria de fluxo, nesse cenario, tem um papel promissor, apresenta uma metodo-
logia bem estabelecida e um alto desempenho no diagnoéstico soroldgico de diferentes patolo-
gias em laboratérios clinicos (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999; MARTINS-FILHO et al.,

1995; ROCHA et al., 2002). Por conter o emprego de microdilui¢Oes revela uma capacidade de
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melhoria na sensibilidade e a capacidade de identificacdo de baixos titulos de anticorpos
(ANDRADE et al., 2009; JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999; ROCHA et al., 2002). Por conse-
guinte, recentemente, nosso grupo de pesquisa propds um prototipo de diagnostico sorologico
por Citometria de Fluxo denominado LeishFlow (KER et al., 2013).

O kit LeishFlow tem elevado potencial diagndstico, visto o alto desempenho e capaci-
dade em distinguir animais positivos para LV de outras doengas caninas, diferenciar animais
imunizados com vacinas comerciais e outros candidatos vacinais, e, além disso, apresentar me-
Ihor sensibilidade na deteccdo de cées assintomaticos (ANDRADE et al., 2007, 2009;
CARVALHO NETA et al., 2006; GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013).

Portanto, este estudo tem a finalidade de contribuir para a consolidagdo de uma nova
perspectiva diagndstica para leishmaniose visceral canina (LVC), com uso do kit LeishFlow.
Temos como objetivo principal avaliar o potencial do Kit LeishFlow como diagndéstico sorolo-
gico da LVC em larga escala, empregando um grande nimero de amostras de area endémica
para LV, comparando-0 com os testes soroldgicos recomendados pelo MS (DPP® e EIE-LVC).
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Aspectos gerais das Leishmanioses

As Leishmanioses sdo um complexo de doencgas parasitarias complexas e cosmopolitas
com ampla distribuicdo geogréafica e apresentacao clinicas multifacetadas, vista como endémica
em 98 dos 200 paises e territdrios que reportam a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Com
alta prevaléncia em regides tropicais e subtropicais é considerada uma enfermidade negligen-
ciada, e estd associada a popula¢des em condi¢do de vulnerabilidade ou estado de pobreza, mé
nutricdo e, sem saneamento basico adequado. Estima-se que aproximadamente 1 bilh&o de pes-
soas no mundo encontram-se em risco de contrair leishmaniose e ocorra mais de 1 milhdo de

novos casos anualmente (WHO, 2020a).

Esse complexo de doencas € ocasionado por protozoarios flagelados da ordem Kineto-
plastida, familia Trypanossomatidae, do género Leishmania (ROSS, 1903). Séo descritas mais
de 20 espécies do género Leishmania sp. como agentes etiolégicos das Leishmanioses
(LAINSON; SHAW, 1987). Esses parasitos apresentam ciclo de vida heteroxénico, ou seja,
vivem alternadamente entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Nos vertebrados multi-
plica-se no sistema monadcito fagocitario (SMF) e apresenta a forma evolutiva denominada
amastigota, no inseto vetor assume a forma promastigota, presente no meio extracelular do tubo
digestivo do invertebrado (CECILIO et al., 2020; CHANG; FONG; BRAY, 1985; PALATNIK-
DE-SOUSA; DAY, 2011; SERAFIM et al., 2018).

Os hospedeiros invertebrados sdo fémeas de dipteros hematdfagos da ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae. No velho mundo pertencem aos géneros
Phlebotomus, no entanto, o género Lutzomyia é considerado o vetor responsavel pela transmis-
sdo no Novo Mundo (LAINSON & SHAW, 1987). Conhecidos como flebotomineos, estes in-
setos vetores sdo de pequeno porte, com tamanho aproximado de 2 a 4 milimetros, caracteri-
zam-se por apresentar cor palha ou castanho claro e corpo com intensa pilosidade, apresentam
habitos de voo e repasto sanguineo crepusculares e seu desenvolvimento ocorre em locais Umi-

dos e ricos em matéria organica (LEWIS, 1974).

Os hospedeiros vertebrados sdo mamiferos de diferentes ordens, e estdo presentes no
ambiente silvestre ou urbano. Nas Ameéricas, sdo identificados como reservatorios silvestres 0s
marsupiais (Didelphis spp.), preguicas (Choloepus spp. e Bradypus spp.), tamandué (Tamandua

tetradactyla), raposa-caranguejeira (Cerdocyon thirty), roedores (Rattus spp., Proechimys spp.,
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Nectomys spp. Oryzomys spp., etc.), entre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). No meio
urbano e rural, a doenca ja foi descrita em cées, considerado reservatorio da doenca, e gatos,
equinos e suinos, sendo necessario mais estudos sobre a importancia destes no ciclo epidemio-
l6gico (BRAZIL; NASCIMENTO; MACAU, 1987; PENNISI et al., 2015; SOARES et al.,
2013)

As Leishmanioses abrangem diferentes formas clinicas, que depende principalmente, da
espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro, além de outros variaveis de risco como:
idade, ocupacéo laboral e inseguranga alimentar com quadros de desnutricdo graves. Segundo
a OMS, sdo classificadas de acordo com a sintomatologia clinica, que sdo: a leishmaniose cu-
tanea (LC), que ocasiona Ulceras na pele; a leishmaniose mucocutanea (LMC), que provoca
lesGes na mucosa; e a leishmaniose visceral (LV), vista como a forma mais grave das leishma-

nioses por acarretar uma doenca sistémica que acomete 6rgaos importantes (WHO, 2017).

Nas Américas, as leishmanioses tem ampla distribuicdo geogréafica e encontram-se entre
as enfermidades que representam um grande problema de satdde publica. De acordo com a Or-
ganizacao Pan-Americana de Salde sdo 18 paises endémicos para LC e LMC, e 13 paises en-
démicos para LV. O Brasil € um dos paises com maior nimero de casos, 0 que o0 torna respon-
savel pelo maior nimero de notificacbes (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION,
2020).

2.2 Leishmaniose visceral

A LV, também conhecida como calazar, é classificada pela OMS como uma das princi-
pais enfermidades parasitarias com potencial de surto e mortalidade. E uma doenca sistémica,
gue acomete 6rgdos como baco, figado, linfonodos e medula 6ssea, em humanos é caracterizada
por episodios de febre, anemia, aumento do baco e figado, e perda de peso. Apresenta uma alta
taxa de mortalidade nos paises em desenvolvimento, pode chegar a 100% em 2 anos, se a do-
enca ndo for tratada (WHO, 2020a).
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Dos paises que reportaram 0s dados a OMS mais de 90% dos casos globais de LV foram
relatados no Brasil, Africa Oriental e na india (Figura 1). Estima-se que anualmente ocorram
de 50.000 a 90.000 novos casos de LV em todo o mundo. Nas Américas, a LV compde um
grave problema de salde publica, 65.934 novos casos foram registrados de 2001 a 2019, com
uma média de 3.470 casos por ano tendo o Brasil 0 pais com maior nimero de notificagdes. No
Brasil, 5.995 casos humanos confirmados ocorreram por LV de 2017 a 2019 o que corresponde
a 97% do total de casos de Leishmaniose Visceral nas Américas, ha a disseminacdo gradual de
casos por todos os estados, associado as méas condicdes de vida (ALVAR et al., 2012; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2020; WHO, 2020b).

Countries reporting
imported VL cases, 2019

Number of new VL cases, 2013 n
| / A
i\ [ 0 cases reported [ e
o <100 ) /
(\\\K‘é 0 100-499 No autochthonous cases reported
Sgp U EE s00-00 [ Nodata
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of any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization concerning the legal status Map Production; Centrol of Neglected World Health

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression Data Source: World Health Organization #5x
@
NP

S Organization

of any country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers Tropical Diseases (NTD)
or boundaries, Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not World Health Organization
yet be full agreement. & WHO 2021 All rights reserved

Figura 1 - Situacdo de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo.

A infeccéo apresenta duas formas distintas, clinicamente e epidemiologicamente, sendo
descritas como LV antroponotica e LV zoonotica. A forma antroponotica é causada pela espécie
Leishmania (L.) donovani, e esta presente em Bangladesh, india e Nepal. J4 no Oriente Médio,
Asia Central, China e Europa Mediterranea, ha o predominio da forma zoongtica, o agente eti-
oldgico é a Leishmania infantum (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011), reconhecida como

sindnimo de L. chagasi na América do Sul durante muitos anos, até que pesquisas bioguimicas,
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moleculares e genéticas identificaram como uma Unica espécie geneticamente idéntica a L. in-
fantum (LEBLOIS et al., 2011; MAURICIO et al., 1999) tendo o co e/ou outros canideos como

reservatorios do parasito.

No Brasil, 0 agente etioldgico causador da LV é a Leishmania infantum, e o inseto vetor
responsavel pela transmissdo sdo os flebotomineos do género Lutzomyia (ROMERO;
BOELAERT, 2010). O ciclo da LV consiste em duas etapas, uma no vetor e a outra no hospe-

deiro mamifero.

O estagio no vetor comega ap0s o repasto sanguineo sobre a derme vascularizada do
hospedeiro vertebrado infectado, em que ocorre a ingestdo de células do SMF infectadas por
amastigotas. No tubo digestério do flebotomineo as amastigotas se transformam em promasti-
gotas e se desenvolvem até a forma infectante. A promastigota infectante gera um blogqueio no
intestino do vetor, o que favorece o regurgitamento do parasito durante um novo repasto san-
guineo, e a inoculacgdo das formas infecciosas em um novo hospedeiro mamifero (JERONIMO;
PEARSON, 1992; SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992).

No mamifero, apds a inoculacdo das promastigotas pelo flebotomineo, ha uma resposta
inflamatdria, em que as células do SMF fagocitam o parasito como um mecanismo de defesa
do sistema imune. No interior dessas células as promastigotas se multiplicam dentro de vacuo-
los parasitoforos e se transformam em amastigotas. Devido a grande multiplicacéo, as células
se rompem liberando as amastigotas, que quando livres infectam novas células do SMF onde
se multiplicam novamente até um novo repasto sanguineo do hospedeiro invertebrado, fe-
chando assim o ciclo do parasito (CHANG; FONG; BRAY, 1985; PALATNIK-DE-SOUSA;
DAY, 2011).

O cédo domeéstico tem sido implicado como um importante reservatorio doméstico da
LV, por apresentar elevado parasitismo cutaneo, comportando-se como fonte de infeccao para
0s vetores e mantendo o ciclo urbano da doenca (GRIMALDI et al., 2012b; ZOGHLAM I et al.,
2014), além disso, trabalhos na literatura relatam que a ocorréncia de casos caninos em geral
antecede o desenvolvimento de casos humanos, esses achados foram relacionados também, ao
estreito convivio do cdo com 0 homem (BELO et al., 2013; LOPES et al., 2010; MARGONARI
et al., 2006; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011; THOMAZ SOCCOL et al., 2017).
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2.3 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é descrita como uma doenga crénica multisis-
témica que afeta varios 6rgdos do animal (BANETH et al., 2008; RIBEIRO et al., 2018). Se-
gundo Mancianti et al (1988), ap0s avaliar a sintomatologia, os cées infectados e soropositivos
podem ser classificados de acordo com o estado clinico, em assintomaticos, oligossintomaticos
e sintomaticos. Os animais assintomaticos sdo aqueles que apresentam auséncia de sinais clini-
cos sugestivos para LVC; os oligossintomaticos manifestam ate trés sinais clinicos, e 0s sinto-
maticos exibem pelo menos mais de trés sinais clinicos da doenga (MANCIANTI; MECIANI,
1988)

A sintomatologia dos animais infectados pelo parasito pode ocorrer de forma visceral
ou sistémica, e um grande nimero de animais € acometido por alguma alteracdo cutanea. Os
sinais clinicos mais comuns observados sdo: linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, onicogri-
fose, alopecia, dermatites, Ulceras de pele, lesdes crostosas e ulcerativas, comumente, nas pon-
tas de orelha e nariz, ceratoconjuntivite, apatia, edema de patas, hiperqueratose, doencas oftal-
micas, digestivas e renais, hepatoesplenomegalia, perda progressiva de peso, epistaxe
(MARCONDES; ROSSI, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2014; PALTRINIERI et al.,
2010).

Os animais assintomaticos apresentam grande preocupacdo para as autoridades sanita-
rias e comunidade cientifica, estudos indicam que cerca de 20% desses animais apresentaram
parasitismo cutaneo, baixos titulos de anticorpos e alta taxa de transmissdo aos vetores, 0 que
acarreta no favorecimento da disseminacéo do parasito, e na dificuldade de controle da doenca.
(BANETH et al., 2008; LAURENTI et al., 2013; MARZOCHI et al., 1985). Alguns autores
estimam que em areas endémicas de 15 a 60% dos cdes podem ser assintomaticos a depender
do teste de diagnostico empregado (sorolégico ou molecular) (COURA-VITAL et al., 2011a;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A eficiéncia da resposta imune no céo € uma condigdo importante para o aparecimento
da sintomatologia clinica e para a progressdo da doenca (RIBEIRO et al., 2018). As células
imunes do reservatdrio canino quando entram em contato com a Leishmania infantum, o fago-

cita e produzem citocinas que moldam a resposta imune, podendo esta resposta ser protetora e
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ndo acarretar sintomatologia clinica, ou prejudicial, ou seja, que promove a progressdo da do-
enga (ROSSI; FASEL, 2018).

Estudos apontam que a imunidade em cées assintomaticos é mediada por uma resposta
imune celular do tipo 1, prevalecendo a producdo das citocinas: interferon-gama (IFN-y) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), estes por consequéncia sdo mecanismos nos quais reprime a
multiplicacdo do parasito. No entanto, animais sintomaticos, ou seja, aqueles em que ocorre a
progressdo da doenca ha um aumento na producdo das citocinas como, interleucina- 4 (IL-4)
e/ou interleucina -10 (IL-10), que favorece a resposta imune do tipo 2, que estimula a resposta
imune humoral, mediante a ativacao dos linfocitos B que produzem anticorpos, como resultado
h& uma ataque sistémico ao organismo pelo préprio sistema imune associado a multiplicacdo
do parasito (BANETH et al., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009; PINELLI et al., 1994;
RIBEIRO et al., 2018). A partir desta resposta imune, € possivel indicar niveis de IgG total de
acordo com a evolucéo clinica da LVC, estudos demonstram que cdes sintomaticos tem altos
niveis de anticorpos da classe 1gG total, 1gG2, IgA e IgE, em contrapartida animais oligossin-
tomaticos e assintomaticos apresentam niveis proeminentes apenas de IgG1 (COURA-VITAL
etal., 2011b; NETO et al., 2010; REIS et al., 2006a, 2006b)

Diante da resposta imune do cdo em contato com a L. infantum é sabido que a presenca
de sintomatologia clinica € proporcional a presenca ou auséncia de anticorpos circulantes anti-
Leishmania no soro, sendo assim, cdes assintomaticos apresentam baixos titulos de anticorpos
ou mesmo a auséncia deles, em contrapartida cdes sintomaticos geralmente possuem altos ni-
veis de anticorpos no sangue (IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2020; MAIA;
CAMPINO, 2018; PINELLI et al., 1994; REIS et al., 2009). Esta caracteristica de evasdo do
parasito conectado a resposta imune gera uma dificuldade para o diagnostico e controle ade-
quado da LVC. Os cdes assintomaticos sdo um elemento comum nas areas endémicas e promo-
vem o ressurgimento e permanente transmissdo da doenca (SEVA et al., 2016), assim o seu
impacto em termos de propor¢do na populagdo e papel na transmissao precisa ser mais bem
determinado (ALVAR et al., 2020). Na auséncia de outras ferramentas de controle, como vaci-
nas ou tratamento precoce disponiveis para os caes, hd uma necessidade de ferramentas diag-
nosticas mais eficazes para identificacdo precisa e rapida dos animais assintomaticos e assim

favorecer as aplicagdes das medidas de controle contra a doenga.
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2.4  Controle, prevencéo e Tratamento

Medidas de controle e vigilancia contra a leishmaniose visceral foram adotadas nos ul-
timos anos no Brasil, com o intuito de diminuir o nimero de casos humanos e caninos. Dessa
forma, em 2006, o Ministério da Saude lancou o primeiro Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral, que se atualizou nos ultimos anos e tem o intuito de implementar as
acOes do Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Atualmente, as recomendacGes contidas no PVC-LV sdo embasadas no diagndstico e
tratamento precoce de casos humanos, diagndstico de cdes e recomendacdo de eutanasia de
animais positivos, educacdo em saude, manejo ambiental e controle dos insetos vetores
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Porém, mesmo com todas essas medidas é crescente o
numero de casos da doenca e a efetividade dessas a¢cdes de controle é questionada.

Em 2008 o MS proibiu o uso de qualquer medicamento humano em cées para o trata-
mento da LV (Portaria Interministerial - Ministérios da Satde e Ministério da Agricultura, Pe-
cuéria e Abastecimento - N° 1.426, de 11 de julho de 2008), sendo assim, a medida de eutanasia
de cédes infectados tornou-se a mais utilizada para o controle da doenca .O Brasil é um dos
poucos paises no mundo que empregam a eutanasia de cdes como medida de controle da doenca
e tal medida nfo tem diminuido a incidéncia da doenca a niveis satisfatérios (SEVA et al.,
2016). Nesse sentido, sobre esse cenério, existem discordancias sobre a eutanasia como método
de controle da doenca, tanto na comunidade cientificabem como na sociedade civil (DANTAS-
TORRES; OTRANTO, 2016; MACHADO; SILVA; VILANI, 2016). Frente a essas divergén-
cias, diversos grupos de pesquisa buscam novos métodos de controle, como a imunoprofilixaxia
de cdes (FERNANDES et al., 2008; REIS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2018), uso de coleiras
e inseticidas para cdes (COURA-VITAL et al., 2018; DAVID et al., 2001; OTRANTO;
DANTAS-TORRES, 2013; WERNECK et al., 2014) e aprovacdo de uma medicagdo propria
para o publico canino (DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019).

O desenvolvimento das vacinas contra LVC é considerada uma alternativa para frear a
expansao da doenca, com potencial para ser utilizado de forma profilatica ou terapéutica (REIS
et al., 2010). Apesar de ndo ser um metodo de controle até aqui recomendado pelo MS, atual-

mente no Brasil ha uma Unica vacina disponivel comercialmente, a Leish-Tec® (antiga Hertape
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Calier Saude Animal S/A, atualmente CEVA Saude Animal Ltda) (FERNANDES et al., 2008).
Esta vacina é composta pela proteina recombinante A2 associada ao adjuvante saponina, no
entanto, estudos indicam que esta vacina possui baixa eficacia protetora, apesar de alguns tra-
balhos demonstrarem uma eficacia de aproximadamente 71%, e estima-se que 0 uso desta va-
cina ndo tem impacto na reducéo da incidéncia de LVC em areas com altas taxas de transmissao
apos os estudos de Fase 111 (RIBEIRO et al., 2018). Dessa forma, é necessario se investir na
pesquisa e desenvolvimento de novos candidatos vacinais, para haver resultados promissores
que incentivem os gastos publicos na utilizacdo de vacinas como medida de prevencédo e con-

trole da LVC em ambito de satde publica.

Outra alternativa de controle é o uso de compostos com efeitos repelentes ou até mesmo
inseticidas contra o inseto vetor, 0 composto mais utilizado atualmente ¢ a base de piretroides
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014) . Estudos apontam que 0 uso destes compostos promove o
aumento da mortalidade de flebotomineos, além de diminuir a prevaléncia e a incidéncia da
infeccdo canina, apresentando boa eficacia (COURA-VITAL et al., 2018; DAVID et al., 2001;
OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013; WERNECK, 2014). Apds longos anos de estudos
clinicos e multicéntricos em areas endémicas e analises do comité técnico e cientifico que
auxilia 0 MS nas tomadas de decisdes e na revisao técnica do PCLV no Brasil o MS decidiu
empregar 0 uso de coleiras empregnadas de inseticidas em cdes de areas endémicas. A
operacionalizacdo desta medida devera ser empregadas em breve e vem sendo debatida pelo
MS a logistica de seu emprego (COURA-VITAL et al., 2018; WERNECK et al., 2014).

Sevé et al. (2016) empregando modelos matematicos compararam a eficacia de algumas
das estratégias atualmente disponiveis com foco em caes para prevenir e controlar a LV. Os
autores demonstraram com as simula¢gdes matematicas que a eutanasia de cées soropositivos, 0
uso de coleiras impregnadas de inseticida e a vacinacdo de cédes contribuem significativamente
para reduzir a prevaléncia de infeccdo tanto em caninos quanto em humanos. Entretanto, o uso
de coleiras impregnadas com inseticida apresentou o maior nivel de eficacia, principalmente
porque afetou diretamente a forca de infeccdo e o contato vetor-cdo. Além disso, quando usada
em uma taxa de cobertura de 90%, a coleira impregnada com inseticida foi capaz de diminuir a
prevaléncia de cdes e humanos soropositivos para zero; ademais, pela facilidade de aplicagéo e
aceitacao pela populagdo-alvo, esses colares podem ser considerados 0s mais viaveis para in-
clusdo em politicas publicas entre as trés medidas simuladas. Os autores quando compararam o

uso de eutanasia e vacinagdo, nas coberturas de 70 e 90%, respectivamente, a proporcao de
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populacdes infectadas foi semelhante. No entanto, ao avaliar as implicagcGes de ambos os mé-
todos, particularmente os aspectos negativos do abate de cées e a proporc¢ao de animais prote-
gidos pela vacinacdo, a tltima medida parece ser a melhor opcéao se o custo total ndo for signi-
ficativamente mais alto (SEVA et al., 2016).

Uma outra medida de controle na doenga seria o tratamento de cées infectados, princi-
palmente ao analisarmos a falta de adesao por parte de proprietarios e a forte pressdo da comu-
nidade contra eutanasia de cies. E importante destacar que frente a proibicdo do tratamento
com medicacdo humana (Portaria Interministerial - Ministérios da Salde e Ministério da Agri-
cultura, Pecuéria e Abastecimento - N° 1.426, de 11 de julho de 2008), a opcéo de ter uma
medicacdo propria para uso canino se faz necessdria. Em 2016 a Nota Técnica N°
11/2016/Cpv/Dfip/Sda/Gm/Mapa autorizou o registro do produto Milteforan™ (miltefosine)
da empresa Virbac Satude Animal o qual, ndo é usado para o tratamento humano no Brasil.
Dessa forma, o uso do Milteforan™ passou a ser uma op¢ao de tratamento dos caes infectados,
porém, esse medicamento apenas diminui a carga parasitaria e consegue uma melhora clinica
dos cées e ndo uma cura parasitologica (DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019). No entanto,
0 Ministério da Saude ainda ndo recomenda a utilizacdo desse tratamento como método de
controle e prevencgdo para LV em &mbito de satde publica. Mesmo se tratando de um avanco,
o uso tratamento com Milteforan™ ¢ de carater individual, e fica a cargo Unico e exclusiva-
mente de uma escolha do proprietario do animal, sendo que 0 mesmo deve arcar com todos 0s

custos e se responsabilizar pelo uso correto dessa forma de controle (CFMV, 2020).

Posto isso, ainda existem inUmeras criticas sobre os méetodos de controle oficiais do
PVC-LV, principalmente em consideracao a eutanasia de animais, em razao da sua eficiéncia,
questBes éticas e morais e ainda a deteccdo pelo diagndstico sorolégico de maneira eficaz e
correta de cdes positivos para LVC. (DANTAS-TORRES et al., 2019; MACHADO,; SILVA;
VILANI, 2016; WERNECK, 2014; WERNECK et al., 2014).

2.5  Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina

A variedade de sintomas clinicos ou até mesmo a auséncia deles, unido aos métodos de
controle preconizados pelo MS para LV, denota a importancia de um diagndstico apropriado e
principalmente com elevada acuracia na comprovacdo de um animal infectado (DE BRITO et
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al., 2020; IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2020). Entretanto, ainda que ocor-
ram pesquisas e avancos em busca de diagndsticos mais precisos e acurados, até entdo nenhum
dos diagndsticos presentes no mercado apresentam elevada sensibilidade e especificidade, prin-
cipalmente em assintomaticos, o que permite uma desconfianga nos testes empregados (DE
BRITO et al., 2020; IBARRA-MENESES et al., 2019; IBARRA-MENESES; MORENO;
CARRILLO, 2020).

O diagnostico clinico para leishmaniose visceral € incerto, por apresentar a sintomato-
logia variada, os métodos laboratoriais sdo os Unicos que podem conferir um diagndstico con-
clusivo. Os métodos disponiveis compreendem métodos parasitoldgicos, imunoldgicos e mole-
culares (DE BRITO et al., 2020).

2.5.1 Métodos Parasitoldgicos

As técnicas parasitoldgicas consistem em encontrar as formas amastigotas de Leishma-
nia em material proveniente dos aspirados ou imprint/claps de tecidos de interesse, que apre-
sentam maior quantidade de parasito, como figado, baco, linfonodos, medula éssea e pele. Esse
método é realizado a partir do esfregaco da amostra, corado por Giemsa, ap06s esse procedi-
mento € feito a leitura em microscopio Optico. Outra técnica utilizada para encontrar o parasito
é 0 emprego do meio de cultura para o cultivo e isolamento das formas promastigotas presentes
nos tecidos alvo (HERWALDT, 1999; PALTRINIERI et al., 2016).

Como alternativa para a otimizacdo das técnicas citoldgicas e histoldgicas, a abordagem
imunohistoquimica (IHC), como imunoperoxidase ou imunofluorescéncia direta de tecidos, tor-
nou-se uma ferramenta suplementar. O intuito dessa técnica é confirmar e direcionar, atraves
da ligacdo antigeno-anticorpo e 0 uso de cromoOgenos, a presenca do parasito
(BOURDOISEAU; MARCHAL; MAGNOL, 1997; FERRER et al., 1988; TAFURI et al.,
2004).

O diagndstico parasitoldgico somente € positivo quando € identificado o protozoario na
amostra coletada, € considerado um teste padréo ouro, porém, se nao encontrado o parasito ndo
se descarta a infecgdo. E importante ressaltar que o emprego dessas técnicas apresenta limita-
cOes, entre elas destacam a necessidade de profissional qualificado para analise (METTLER et

al., 2005), além disso, ha uma baixa sensibilidade do método, dependente do tecido utilizado
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como amostra (BARROUIN-MELO et al., 2004; PALTRINIERI et al., 2016) e também do
animal avaliado, pois em animais assintomaticos e oligossintomaticos usualmente néo é encon-
trado o parasito, devido a baixa carga parasitaria desses animais (OSMAN, KAGER, ZIJLS,
1997; REALE et al., 1999). Diante disso, em cdes com essas caracteristicas sdo necessarios
outros métodos de comprovacao da infecgdo, sendo invidvel a realizacdo desses métodos em
programas de salde publica (ASHFORD et al.,, 1995; FARIA; ANDRADE, 2012;
HERWALDT, 1999; SANTOS et al., 2014).

2.5.2 Métodos Moleculares

Testes moleculares se tornaram uma opgao para detecgéo da infeccdo por Leishmania,
hoje séo descritos diversos métodos, entre eles se destaca a Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e suas variagdes. (FARIA; ANDRADE, 2012; FISA et al., 2001; FRANCINO et al.,
2006; QUARESMA et al., 2009). A PCR se baseia no isolamento e amplificacdo de uma regiao
do DNA do parasito, pode ser realizado em diferentes amostras, tais como aspirados de medula,
aspirados de linfonodos e bago, sangue e urina, e bidpsias de pele (PALTRINIERI et al., 2016;
QUARESMA et al., 2009; REIS et al., 2013).

Estes testes moleculares fornecem melhores resultados de sensibilidade e especificidade
em comparacdo aos testes parasitoldgicos, e sdo capazes de identificar e quantificar as espécies
de Leishmania de forma eficiente e relativamente rapida. Entretanto, sdéo métodos de alto custo
e a positividade dos animais pode variar de acordo com a amostra utilizada e bem como o
iniciador utilizado (LACHAUD et al., 2002; QUARESMA et al., 2009; SANTOS et al., 2014).

2.5.3 Métodos Soroldgicos

Os métodos soroldgicos sdo bastante utilizados para o diagndstico da LV canina, se
baseiam em detectar anticorpos ou antigenos especificos de Leishmania sp., sendo considerados
testes diagnosticos indiretos. Existem diferentes técnicas soroldgicas disponiveis, esses testes
diferem em sua sensibilidade, especificidade, acuracia e precisao, e tem como principal vanta-

gem o uso de métodos ndo invasivos para a coleta de material (FARIA; ANDRADE, 2012).
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No Brasil, os principais métodos utilizados fundamentam-se nos testes de reacao de
imunoflorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacdo direta (DAT), teste imunocromatogra-
fico (TRALd, K39, LEISHK39, rK39) e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) (DE BRITO et al.,
2020).

O teste de aglutinagdo (DAT), é considerado um teste simples e de facil execucéo, de-
vido a ndo necessidade de equipamentos especificos para sua realizacdo. Consiste na capaci-
dade dos anticorpos em reconhecer os antigenos da LVC, formando um produto final visivel.
Embora apresente valores considerados de sensibilidade, o teste tem um déficit na especifici-
dade, além disso, ndo apresenta boa reprodutibilidade, devido a técnica ser de dificil padroni-
zacdo e também controle complexo da qualidade do antigeno (OSKAM et al., 1996; OZBEL et
al., 2000).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi utilizada durante um periodo ex-
tenso como teste confirmatorio nos inquéritos epidemiologicos recomendados pelo PVC-LV.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O método utilizado a partir da década de 60, se baseia na
deteccdo de anticorpos circulantes, onde é realizado uma serie de dilui¢des, e os titulos obtidos
sdo considerados positivos quando iguais ou superiores a 1:40 (DUXBURY; SADUN, 1964;
MANCIANTI; MECIANI, 1988; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Apesar de ter sido amplamente utilizado, a RIFI contem imperfeicGes, devido a sua
baixa especificidade apresenta reacBes cruzadas com outros patdgenos Tripanossomatideos,
como o da Doenca de Chagas e os da Leishmaniose Tegumentar, apresentando resultados falso-
positivos (GONTIJO; MELO, 2004). Além disso, a técnica possui grandes falhas na deteccédo
de cées assintomaticos ou cdes com baixa carga de anticorpos, negativando um grande nimero
de animais verdadeiramente positivos (ALVAR et al., 2004; BERRAHAL et al., 1996). Diante
disso, a partir de 2012, houve a mudanca de protocolo, e a RIFI deixou de ser usada como
rastreamento de cdes no PVC-LV, sendo substituido por um teste imunocromatografico (TR-
DPP® - Dual Path Platform) (COURA-VITAL et al., 2013b; MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Outro método utilizado no diagnostico da LVC € o teste imunoenzimatico - ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), atualmente é um dos testes mais comumente feitos
para a confirmacao da infec¢do por LVC. O ELISA consiste no uso de uma placa de poliestireno

com antigeno adsorvidos, durante a reagdo ocorre a interacdo dos anticorpos dos cdes com 0
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antigeno e um anticorpo anti-imunoglobulina de cdo ligada a uma enzima, essa reacdo em placa
produz um composto, que em leitura representa o valor de densidade 6tica. A amostra de soro
é considerada positiva quando a densidade otica for igual ou superior a trés desvios-padréo do
ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle negativo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Este método tem varios pontos positivos, ele permite a realiza¢do do teste em um grande
numero de amostras, podendo permitir a determinacao de titulos de anticorpos através da den-
sidade Optica. Além disso, pode ser utilizado diferentes tipos de antigenos, ou a combinacGes
deles, diminuindo as reagdes cruzadas com outros Tripanossomatideos e melhorando a sensibi-
lidade e especificidade da técnica. (ELMAHALLAWY et al., 2014; GONTIJO; MELO, 2004)

No entanto, a técnica também apresenta limitacGes, como o tempo empregado para a
execucao do teste, reagdes cruzadas com outros patdgenos caninos filogeneticamente distante
dos Tripanossomatideos, e uma dificuldade de deteccdo de animais assintomaticos e com baixos
titulos de anticorpos. Mesmo assim, é um teste preconizado pelo Ministério da Saude, o EIE-
LVC (Biomanguinhos), como teste confirmatério no PVC-LV (DA SILVA et al., 2020;
LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al., 2014).

Em busca de uma técnica rapida, que ndo necessitasse de equipamentos rebuscados, 0s
ensaios imunocromatograficos surgiram como uma tecnologia inovadora (GRIMALDI et al.,
2012a). O método é baseado numa prova qualitativa feita a partir da reacdo antigeno anticorpo,
utiliza antigenos recombinantes, que variam de acordo com o kit disponibilizado. Atualmente,
no setor publico, é feito o uso do TR-DPP® (Biomanguinhos) como teste de triagem, que é uma
imunocromatografia rapida de duplo percurso que se utiliza de antigenos recombinantes rk9,
rk26 e rk39 de Leishmania infantum (FIGUEIREDO et al., 2018).

O teste dispBe de uma execucao e leitura rapida e permite o uso de apenas uma gota de
sangue periférico, com a vantagem de poder ser usado em condi¢des de campo. Mesmo havendo
grandes vantagens no uso do TR-DPP® como teste de triagem, a técnica apresenta deficiéncias,
ha dificuldades na deteccdo de cées assintomaéticos, reacfes cruzadas com outros patdgenos
caninos, e relatos de falso positivos, quando ocorre o aumento da prevaléncia da doenca
(FIGUEIREDO et al., 2018; LARSON et al., 2017).

Mediante o exposto, o diagnostico preciso para LVC é indispensavel para o controle da
enfermidade. Em frente as limitacGes apontadas pelos métodos de diagndstico disponiveis, h

uma necessidade de aprimorar e elaborar novas ferramentas capazes de proporcionar um
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diagnostico seguro e efetivo para LVC (DE BRITO et al.,, 2020; IBARRA-MENESES;
MORENO; CARRILLO, 2020).

2.5.4 Avancos e novas metodologias no diagndéstico da leishmaniose visceral

Através da prospecgdo de novas técnicas diagnosticas para LVC, houve o desenvolvi-
mento e aprimoramento de novas tecnologias, como a LAMP (Loop Mediated Isothermal Am-
plification) que consiste em um novo método de amplificacdo do DNA. Considerado um teste
rapido, eficiente, altamente especifico e sensivel, a metodologia baseia-se no uso de iniciadores
associados com a enzima Bst DNA polimerase, € capaz de amplificar grandes quantidades de
DNA, em pouco tempo a temperatura constante, usando equipamento basicos para a reacédo e
visualizacao dos resultados, tornando-o de baixo custo (ADAMS et al., 2010; NOTOMI, 2000).

A deteccdo do DNA de Leishmania sp. em amostras de cées e humanos tem sido reali-
zado através da técnica de LAMP em diversos trabalhos de pesquisa, dentre eles ressalta-se
reacOes eficientes na amplificacdo de amostras de diferentes espécies de Leishmania
(CHAOUCH etal., 2013; GAO et al., 2015). Gao et al. (2015) ao utilizar amostras de esfregaco
conjuntival utilizando a técnica de LAMP, salientou que a técnica foi mais sensivel na deteccdo
da LVC do que a PCR, ELISA e a microscopia. Mais recentemente, Ibarra-Meneses et al (2018)
avaliaram o desempenho de um kit LAMP point-of-care, usando dois fluorimetros em tempo
real para amplificar o DNA de Leishmania obtido por protocolos de coluna de silica e Boil &
Spin. Os autores identificaram que as diferentes abordagens utilizadas para executar e interpre-
tar as reacbes LAMP apresentaram desempenho equivalente ao PCR e PCR em tempo real,
abrindo a possibilidade de usar um kit LAMP para o diagnostico da leishmaniose no local de
atendimento (IBARRA-MENESES et al., 2018).

Mais recentemente, os biossensores também tem tomado espaco como novas ferramen-
tas analiticas por sua boa sensibilidade prometendo ocupar posi¢do importante no portifélio
futuro de testes de diagnosticos para doencas infeciosas e parasitarias. Baseiam-se na utilizacdo
de constituintes bioldgicos como elementos de reconhecimento de outras estruturas como anti-
corpos, antigenos, DNA e RNA entre outros, ao identificar essas estruturas ocorre a transdugao

e a conversdo em um sinal quimico ou fisico mensuravel. Na literatura cientifica ja foram
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descritos diferentes biossensores, classificados de acordo com o elemento biol6gico de reco-
nhecimento e/ou transdutor (CHAMBERS et al., 2008).

Algo a se ressaltar sdo 0s imunossensores baseados numa reacdo imunologica, funda-
menta-se na imobilizag&o, na superficie no transdutor, do antigeno ou anticorpo. Ja foram des-
critos diferentes tipos de imunossensores, construidos com diferentes tipos de transdutores (DE
BRITO et al., 2020). Souto et al. (2013), ao avaliarem o imunossensor desenvolvido para o
diagnostico da LVC, concluiram que a tecnologia apresenta alta sensibilidade e especificidade
para deteccdo de anticorpos em soros de cdes infectados para L. infantum. O mesmo foi encon-
trado por Cordeiro et al. (2019), que destacaram a possiblidade do uso de imunossensores para

aplicacdes clinicas e epidemiologicas.

2.5.4.1 Citometria de fluxo

Diante das novas ferramentas de diagndstico soroldgico e seus desafios para uma acu-
rada deteccdo de LVC, a citometria de fluxo vem sendo aplicada em diversos grupos de pes-
quisa (DE BRITO et al., 2020). Desde 1995, diferentes pesquisadores obtiveram resultados
promissores para abordagens soroldgicas na deteccdo das Leishmanioses baseadas em citome-
tria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995; ROCHA et al., 2002).

A citometria de fluxo é um método baseado em sistema de lasers, capazes de medir
pequenas particulas bioldgicas até as células inteiras e suas organelas, o que permite a caracte-
rizacdo de particulas ou células numa amostra. A técnica permite um exame quantitativo e qua-
litativo dos constituintes da amostra marcados com 0s reagentes, como anticorpos monoclonais
ligados a fluorocromos (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa iniciou estudos realizados para a producao de
um teste diagnostico para LV baseado em citometria de fluxo. Diferentes estudos publicados,
demonstraram a eficiéncia do uso de um Anticorpo 1gG Anti-Promastigota Fixada (AAPF-IgG)
para a deteccdo de cdes com LVC (ANDRADE et al., 2007, 2009; CARVALHO NETA et al.,
2006; GAMA KER et al., 2013b). Diante disso, Ker et al.(2013) desenvolveu um teste sorolo-
gico, através da técnica de AAPF-IgG, empregando promastigotas de L. infantum, nomeado
LeishFlow (GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013). Neste estudo, Gama Ker et al.

(2013b) propuseram estabelecer as melhores condi¢fes para preservacdo dos antigenos de
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promastigotas de Leishmania infantum empregados na sorologia por citometria de fluxo. Os
autores acompanharam durante 12 meses o perfil da reacdo soroldgica e controle microbiolé-
gico do antigeno de promastigotas mantidos em diferentes conservantes (solucao salina tampo-
nada com fosfato com soro fetal bovino a 3%, fenol 0,35%, timerosal 0,01% e formaldeido
0,5%) e armazenados a 3 temperaturas distintas (25 ° C, 4 ° C e —20 ° C). Os resultados indica-
ram que as melhores condic¢des para preservacao dos antigenos foi armazenamento em formal-
deido a 4 ° C, mantendo o perfil morfoldgico e a estabilidade antigénica, capazes de manter
também a adequada reatividade soroldgica por um longo periodo de conservacdao (GAMA KER
et al., 2013b).

Apds a obtencdo desses resultados, nosso grupo de pesquisa elaborou o protétipo de Kit
LeishFlow que teve sua patente depositada no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
(BR 10 2012 0047420) sob titulo “Prot6tipo de um kit de diagndstico soroldgico da leishmani-
ose visceral canina, empregando formas promastigotas fixadas pela técnica de citometria de
fluxo”. A técnica diagnostica empregando o LeishFlow apresentou uma boa performance
guando comparado a RIFI e ELISA em um baixo nimero de amostras de soro de caes (KER et
al., 2013). Ker et al. (2013) obtiveram um diagnostico acurado empregando o LeishFlow, em
que conseguiram diferenciar cdes vacinados de animais positivos, além de baixa reatividade
cruzada com outros patdgenos caninos como Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis, Ehr-
lichia canis e Babesia canis (KER et al., 2013). Os dados obtidos por nosso grupo de pesquisa
reforcam o potencial do teste de protétipo para uso como um kit comercial e destacam seu

excelente desempenho mesmo ap6s armazenamento por 1 ano a 4 ° C.

Nesse sentido, o presente estudo visa contribuir com o desenvolvimento biotecnoldgico
da sorologia por citometria de fluxo, ampliando os conhecimentos da reagdo soroldgica pelo
Kit LeishFlow. Para isso, nesse estudo, iremos realizar um detalhado estudo comparativo em
larga escala do protétipo de kit LeishFlow com os testes soroldgicos preconizados pelo Minis-
tério da Satde no Brasil (TR-DPP® e EIE-LVC).
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3.1

Objetivo Geral

Avaliar e validar o potencial do Kit LeishFlow como diagndstico soroldgico da Leish-

maniose Visceral Canina em um grande nimero de amostras de area endémica, comparando-o

com os testes soroldgicos preconizados pelo Ministério da Satide no Brasil (TR-DPP® e EIE-

LVC).

3.2

Objetivos Especificos

Produzir e revalidar um novo lote do Kit LeishFlow e determinar as melhores condic¢des
de reacdo para 0 Uso no ensaio sorolégico;

Determinar a prevaléncia da infec¢do por L. infantum a partir do teste soroldgico em-
pregando o kit LeishFlow na &rea endémica de Governador Valadares;

Avaliar o desempenho e concordancia do teste sorolégico empregando o Kit LeishFlow
em relacéo ao teste soroldgico TR-DPP® como padréo de referéncia;

Avaliar o desempenho e concordéncia do teste sorolégico empregando o Kit LeishFlow
em relacdo aos testes sorolégicos combinados TR-DPP® e EIE-LVC como padréo de
referéncia;

Avaliar o desempenho e concordancia do teste sorolégico empregando o Kit LeishFlow
em relacio aos testes soroldgicos combinados TR-DPP® e EIE-LVC como padréo de
referéncia ao estratificarmos as amostras de acordo com as formas clinicas (assintoma-

tico e sintomatico).

34



SOARES, N.C Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Material e métodos

Neste trabalho foi produzido um novo lote e realizada uma nova validagdo do Kit
LeishFlow para estabelecimento das condi¢cdes metodoldgicas do estudo em larga escala. Apos
a definicdo da metodologia foi realizado e ensaio sorolégico comparando os testes recomenda-
dos pelo Ministério da Satde no Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(TR-DPP® e EIE-LVC) com o Kit LeishFlow em um grande niimero de amostras.

4.2  Considerac0es éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Univer-
sidade Federal de Ouro Preto (protocolo n° 2014/18). Todos os procedimentos seguiram as di-
retrizes definidas promovido pelo Colégio Experimental Animal Brasileiro (lei federal n°
11.794). Os donos de todos os cdes participantes deste projeto foram informados dos objetivos
da pesquisa e assinaram um formulério de consentimento antes de todos os procedimentos
(LEAL et al., 2018).

4.3 Delineamento do estudo e amostras

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte de um banco de soros (soroteca) man-
tido no Laboratorio de Pesquisa em Epidemiologia na Escola de Farméacia da Universidade
Federal Ouro Preto (EFAR/UFOP) sob responsabilidade do Prof. Dr. Wendel Coura Vital, ob-
tido durante o estudo de Leal et al. (2018). Os critérios para inclusdo da amostra no presente
estudo se basearam em ter material bioldgico (soro) suficiente disponivel para a realizagcdo dos
testes soroldgicos e pertencer as amostras coletadas no estudo de Leal et al. (2018) na fase do
estudo pertencente a linha de base. Assim foram incluidos neste estudo amostras de soro de

1546 cdes, selecionados aleatoriamente da soroteca composta por 5.822 amostras.

No estudo realizado por Leal et al. (2018), foram coletados amostras e dados por agentes

de salde durante o inquérito canino proposto no PVC - LV no periodo entre agosto de 2014 a
dezembro de 2015, as amostras foram armazenadas a -20° C. Os soros empregados em nosso
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estudo para realizacdo do teste soroldgico por citometria de fluxo pelo protdtipo de Kit
LeishFlow foram coletadas para uma verificagdo inicial (linha de base), com o intuito de sele-
cionar os cdes soronegativos para fazer parte do estudo de Leal et al. (2018). Os animais foram
triados por meio do teste soroldgico Dual Path Platform (TR-DPP®) e os soropositivos foram
avaliados com o teste confirmatorio Enzyme Linked Immunosorbent Assay (EIE-LVC). O Mi-
nistério da Salide recomenda a eutanasia de cdes positivos para TR-DPP® e EIE-LVC e indica
arealizagdo do teste EIE-LVC apenas para caes soropositivos para o teste TR-DPP®. Para com-
parar o desempenho do LeishFlow, no presente estudo, cies que foram positivos por TR-DPP®
e negativos por EIE-LVC também foram incluidos. Porém, seguindo o protocolo preconizado
pelo MS, em que a condigdo de realizar o teste EIE-LVC apenas em amostras positivas previa-
mente no TR-DPP®, ndo temos um grupo de cées positivos no EIE-LVC, mas negativos no TR-
DPP®. Devido a isso, no presente estudo, realizamos o teste sorol6gico com o protdtipo de kit

LeishFlow nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo TR-DPP® - : soro de cdes que ndo apresentaram reatividade soroldgica
com o TR-DPP®, ou seja, amostras considerada negativas para LVC, segundo
protocolo do MS.

e Grupo TR-DPP® + : soro de cdes que apresentaram reatividade sorologica com
o teste TR-DPP®, ou seja, amostras dito positivas apenas no teste TR-DPP®.
Essas amostras necessitam da confirmacao da positividade sorolégica por EIE-

LVC para serem consideradas positivas para LVC.

o Grupo TR-DPP® + EIE-LVC +: soro de cdes que apresentaram reativi-
dade soroldgica em ambos os testes TR-DPP®e EIE-LVC, ou seja, amos-

tras consideradas positivas para LVC, segundo protocolo do MS.

o Grupo TR-DPP® + EIE-LVC - : soro de cées que apresentaram reativi-
dade soroldgica apenas no teste TR-DPP®, ndo apresentando reatividade
soroldgica na EIE-LVC, ou seja, amostras consideradas negativas para

LVC, de acordo com o protocolo do MS.

4.4  Areade estudo
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As amostras utilizadas foram coletadas de cées que residiam no municipio de Governa-
dor Valadares (18°51°04>" S, 41°56°58”* W), localizada na regido leste do estado de Minas
Gerais, na regido do Vale do Rio Doce, no sudeste do Brasil. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE, a cidade de Governador Valadares/ MG durante a coleta para
0 estudo de Leal et al. (2018), apresentava aproximadamente 279.665 habitantes em mais de
100 bairros na regido urbana e em mais de 10 distritos sitiados na zona rural (IBGE, 2017).

Figura 2 - Distribui¢do dos bairros por setores (A a I) no municipio de Governador Vala-
dares — MG. Fonte: Leal et al. (2018) apud GEPI/DVS/SMS-GV

O municipio é endémico para LV, apresenta alta prevaléncia e, é classificado como érea
de intensa transmissdo pelo Ministério da Saude do Brasil (BARATA et al., 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Devido a isso e por apresentar o apoio da Secretaria de
Saude do municipio, a cidade foi selecionada para o estudo e dividida em 9 setores, de A a I,
de acordo com o PVC-LV. Os soros utilizados neste estudo vieram dos setores A (Bairros:
Altindpolis, Santo Antdnio, M&e de Deus, Palmeiras, Vila Ozanan, Planalto, Turmalina e adja-
centes), B (Bairros: Santa Helena, Santa Efigénia, Carapina, Nossa Senhora das Gragas, Monte
Carmelo e adjacentes), G (Bairros: Nova Santa Rita, Santa Rita, Penha, Novo Horizonte, Cas-
tanheiras, Figueira do Rio Doce e adjacentes) e H (Bairros: Nova Vila Bretas, Sdo José, S&o
Cristovdo, Vila Império, Jardim Pérola, JK I, Il e 111, Jardim Alice, Fraternidade, Jardim Ken-
nedy, Bela Vista, Vila Rica e adjacentes), locais que de acordo com o Centro de Controle de
Zoonoses e Secretaria Municipal de Saude de Governador Valadares (CCZ/SMS-GV)
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apresentaram elevadas prevaléncias de LVC e caracteristicas ambientais semelhantes (Figura
2) (LEAL et al., 2018).

45  Ensaio sorologico preconizado pelo ministério da satde para o diagnéstico da LVC

Os exames soroldgicos que compunham o padrdo de referéncia foram realizados no La-
boratorio de Sorologia do Centro de Controle de Zoonoses do Governo Valadares. Cada amos-
tra foi testada usando o protocolo de diagnoéstico estabelecido pelo Ministério da Sadde. Utili-
zou-se os testes soroldgicos TR-DPP® (Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como
teste de triagem e EIE-LVC (Ensaio Imunoenzimaético para LVVC / Bio-Manguinhos / Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brasil) como um teste confirmatorio. Os testes diagnosticos foram realizados
com amostras de soro, seguindo as instrucdes do fabricante (Anexo A, B e C) (LEAL et al.,
2018). O critério de infeccdo foi estabelecido conforme preconizado pelo Ministério da Saude
(TR-DPP®+ e EIE-LVC +).

45.1 Teste rapido de triagem para LVC: Dual Path Plataform-DPP®

Empregou-se o Kit Dual Path Platform para Leishmaniose Visceral Canina (TR-DPP®),
produzido pela BioManguinhos/FIOCRUZ, o principio do TR-DPP® baseia na rea¢éo de uma
proteina sintética recombinante, que consiste da fusdo dos antigenos K9, K26, K39 de Leish-
mania infantum, com anticorpo do cdo. O método imunocromatografico foi executado e inter-

pretado conforme orienta¢des informadas na bula do fabricante (Anexo A).

A execugdo consistiu na adi¢do de 5 pL de soro do c@o no pogo intitulado “Amostra +
Tampao”, seguido da adigdo de 2 gotas de solucdo tampdo. Apds 5 minutos houve a ocultacdo
das linhas azuis, controle indicado como C e teste, demostrado como T. Em sequéncia, adicio-
nou-se 4 gotas da solu¢do tampao no segundo poco denominado “Tampao”. A leitura dos re-
sultados foi realizada ap6s 10 a 15 minutos da adi¢do descrita anteriormente, o resultado posi-
tivo foi verificado quando houve o aparecimento de duas linhas vermelhas (T e C), e 0 negativo
foi reconhecido com o aparecimento apenas da linha vermelha controle (C).
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452 Teste confirmatério para LVC: Ensaio de Imunoabsor¢do enzimatica-EIE-
LVC/ELISA

Foi utilizado o kit EIE-LVC produzido por BioManguinhos/FIOCRUZ, que consiste na
utilizacdo de placa de microtitulacéo sensibilizada com antigenos soltveis purificados de Leish-
mania major-like. A execucdo e interpretacdo do teste seguiram as orientacdes informadas no

manual de instrugdes do fabricante (Anexo B).

Em resumo, realizou-se a incubacdo da placa sensibilizada com a presenca dos soros
controle do teste e das amostras analisadas na dilui¢do 1:100 a 37° C por 30 min. Apds a incu-
bacdo foi realizada a lavagem da placa (200 pL/po¢o) por seis vezes com o tampé&o de lavagem
fornecido no kit. Na etapa seguinte, adicionou-se 100 pL/pogo da anti-imunoglobulina de céo
marcada com a enzima peroxidase (conjugado) diluido a 1:100 e foi realizado uma nova incu-

bacdo e lavagem da placa, conforme descrito anteriormente.

A reacéo foi evidenciada ao adicionar 100 pL/poco de Tetrametilbenzidina-TMB (cro-
maogeno) que pela acdo da peroxidase com peroxido de hidrogénio, forma um composto de
coloracdo azul turquesa. Para interromper a rea¢édo, adicionou-se 50 pL/poco de acido sulfarico
2 Molar. A reacdo passa a apresentar a coloracdo amarela em caso positivo e sem desenvolvi-
mento de cor caracteriza-se uma reacdo negativa. A leitura foi realizada em espectrofotémetro

equipado com filtro de 450 nanémetros.

4.6 Kit LeishFlow

4.6.1 Ensaio sorolégico empregando o Kit LeishFlow

O protétipo de kit LeishFlow avaliado neste estudo esta inscrito no Instituto Nacional
de Propriedade Industrial (Brasil) sob o nimero da patente BR 1020120047420, depositada em
2 de marco de 2012 e finalmente concedida em 2021. A metodologia para preparacdo do anti-
geno e das condigdes de reagdo foram realizadas conforme descrito anteriormente por Gama
Ker et al. (2013b) e Ker et al. (2013).
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Os ensaios sorologicos de citometria de fluxo foram realizados segundo protocolo des-
crito na bula do kit LeishFlow (Anexo C). Assim, o antigeno de L. infantum foi preservado em
0,5% de formaldeido e o anticorpo marcado com IgG foram armazenados a 4° C. Resumida-
mente, 50 pL das suspensdes de antigeno (5,0x 10° parasitas / pogo) foram incubados a 37 °C
por 30 min na presenca de 50 puL de amostras de soro diluido em solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS) com Soro Fetal Bovino (SFB) a 3%, em uma dilui¢do de 1: 4096, usando uma
placa de fundo em ’U”’ de 96 pogos (Linbro, ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio). Apds a
incubacdo, a suspensdo do parasita foi lavada duas vezes com 150 pL de PBS com SFB a 3%
e centrifugado a 2200 rpm por 10 min a4 ° C. O pellet foi ressuspendido em vortex e reincubado
no escuro, por 30 min a 37 ° C na presenca de 50 pL de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
anti-lgG canina - anticorpo marcado (numero de catdlogo AAI32F; Lote n® 230215; BIO-
RAD), previamente diluido a 1:1000 em PBS. Depois da incubacdo foram lavados duas vezes
com 150 pL de PBS com SFB a 3% através da centrifugacdo a 2200 rpm por 10 mina 4 ° C.
Os parasitas marcados foram ressuspendidos em 250 pL de Solugdo fixadora - MFF (10 g/ L
de paraformaldeido, 10,2 g / L de acodilato de sodio e 6,65 g / L de cloreto de sddio, pH 7,2;
Sigma ChemicalCorp., St. Louis, MO, EUA) e mantido por pelo menos 30 mina 4 ° C no
escuro antes da leitura no citométro de fluxo. Para cada amostra foi feita a aquisigdo de vinte
mil eventos no citométro de fluxo conforme bula do kit LeishFlow.

4.6.2 Anélise de dados por citometria de fluxo

A aquisicdo dos dados foi realizada no citdmetro de fluxo FACScalibur® (Becton
Dickinson, San Diego) empregando o software Cell Quest (Becton Dickinson, San Diego). Na
Figura 3 demonstra a analise dos dados realizada através do software FlowJo® (FlowJo,
Ashland, Oregon, EUA). Para cada amostra individual foram adquiridas informacoes relativas
ao tamanho (FSC - Forward Scatter), granulosidade ou complexidade interna (SSC - Side Scat-
ter) e intensidade relativa de fluorescéncia dos parasitos incubados com anticorpos marcados
com FITC que, quando excitados, emitem sinais luminosos distintos, correspondentes as fluo-
rescéncias do tipo 1 (FL1-fluorescéncia verde). A reatividade foi expressa como a porcentagem
de parasitas positivos para fluorescéncia. O valor de corte empregado no teste foi 0 mesmo
utilizado e descrito por Ker et al. (2013), empregando o valor de 20% ponto de corte entre 0s
resultados positivos (PPFP>20%) (Figura 3B) e negativos (PPFP<20%) (Figura 3C). Assim,
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utilizou-se a estratégia de analise receiver operating characteristic curve, conhecida como
curva ROC, para definigdo do melhor ponto de corte para o teste e avaliagdo da acurécia global
da AAPF. (KER et al., 2013).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da sequéncia das andlises dos dados obtidos por citometria de fluxo. A primeira
coluna representa a selegdo de promastigotas de L.infantum utilizando parametro de tamanho (FSC) e Granulosidade
(SSC). Segunda coluna séo histogramas representando o percentual de promastigotas fluorescentes positivas (PPFP) e
negativas (PPFN), de acordo com a Intensidade de Fluorescéncia (FL-1) e o nimero de parasitos. (A) controle do Con-
jugado, (B) céo Infectado, (C) cdo ndo infectado.
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A anélise da reatividade de anticorpos presentes no soro anti-formas promastigotas de
L. infantum foi feita inicialmente pela selegdo da populagdo celular de interesse por um ‘’gate’’
no grafico FSC x SCC (gréaficos da primeira coluna da Figura 3). Para avaliar a intensidade
média de fluorescéncia (FL1) da populagdo selecionada (parasitos dentro do “’gate’’), histogra-
mas foram construidos em func¢éo do nimero de parasitos (FL1 x N° de parasitos — gréaficos da
segunda coluna da figura 3). Os resultados das andlises de fluorescéncia apresentados pelos
parasitos apds incubacdo com soros e revelados com os anticorpos anti-lIgG caninos marcados
com FITC foram expressos sob a forma de percentual de parasitos fluorescentes positivos
(PPFP) e percentual de parasitos fluorescentes negativos (PPFN). O PPFP e PPFN para cada
amostra de soro foi determinado através do estabelecimento de um marcador de reatividade
(representado pela linha) em funcéo da fluorescéncia obtida para o controle isotipico da reacéo
(Figura 3A). O posicionamento do marcador (linha) para todas as amostras da placa seguiu
sempre o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o controle do conjugado. Desta
forma, foi empregando a posicdo deste marcador (linha) em todas as amostras da placa, tendo
como base o controle isotipico da reacdo (Figura 3A). Assim, se a PPFP for maior que 20% a
amostra foi considerada positiva (Figura 3B) e se a PPFP for abaixo de 20% a amostra foi

considerada negativa (Figura 3C).

Nesse sentido, para controle interno e monitoramento de ligacdes ndo especificas, bem
como para definicdo o marcador para PPFP e PPFN, os parasitas foram incubados na auséncia
de soro de cdo e presenca do reagente secundario marcado com FITC -controle do conjugado
(Figura 3A). Além disso, foram incluidos para todas as placas do experimento 2 controles po-
sitivos (parasitoldgico positivo — PCR da medula dssea; e soroldgico duplo positivo no TR-
DPP® e EIE-LVC), 4 controles negativos de canil (parasitologico negativo e sorolégico duplo
negativo no TR-DPP® e EIE-LVC) e 4 controles negativos de area endémica (soroldgico duplo
negativo no TR-DPP® e EIE-LVC). Foi realizado também a repeticio de 216 amostras (14%)
para controle interno da reacdo por placa, em que cada placa continha replicatas escolhidas de

forma aleatério.

4.6.3 Confeccéo e validagédo do Kit LeishFlow

Para ajustar e comprovar as determinacdes das condigdes ideais de reacdo sorologica

propostas por Ker et al. (2013) e presentes na bula do Kit LeishFlow, realizou-se uma nova
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confecgéo e validagdo de um novo lote do Kit LeishFlow. O objetivo foi definir e validar: (i) a
nova preparacao antigénica produzida e suas condi¢bes (armazenamento, conservacéo e fixa-
¢do); (ii) a concentracdo apropriada do novo revelador/conjugado anti-imunoglobulina G ca-
nino marcado com Isotiocianato de fluoresceina (FITC); (iii) a diluicdo adequada de soro, para
separar as amostras de cées dos grupos infectados e ndo infectados. Para isso, primeiramente,
foi produzido um novo lote do antigeno de formas promastigotas fixadas de L. infantum cepa
PP75. No segundo momento, empregando esse novo lote de antigeno foi realizado a reacéo
soroldgico por citometria de fluxo (conforme descrito no item 4.6.1) empregando dilui¢des
seriadas (1:128 a 1:262.144) de um pool de soro positivo (5 amostras diferentes de caes infec-
tados) e um pool de soro negativo (5 amostras diferentes de cées controle ndo infectados) em

trés diluicGes diferentes para o novo conjugado (1:500, 1:1.000 e 1:2.000).

4.6.3.1 Preparo do antigeno - formas promastigotas fixadas de L. infantum cepa
MHOM/BR/1974/PP75

Os parasitos, no sexto dia de cultivo em LIT, foram transferidos para tubos de polipro-
pileno de 50mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego), homogeneizados em vortex a baixa
rotacdo para dissolver os grumos de parasitos (Gomes, 2006). Em seguida, a suspenséo celular
foi submetida a uma centrifugacao diferencial (25°C, 200rpm por 10 minutos) para remocao de
contaminantes como eritrocitos e grumos de parasitos no sedimento. Para recuperacdo dos pa-
rasitos no sobrenadante, estes foram deixados em repouso por 10 minutos a temperatura ambi-
ente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno de 50mL e o sedimento
foi desprezado. Em seguida os parasitos foram lavados em PBS contendo 3% de SFB, por duas
vezes, por centrifugacdo a 4°C, 2.200rpm por 10 minutos. Os sedimentos formados foram ho-
mogeneizados cuidadosamente, ressuspendidos em 10 mL de PBS 3% de SFB e agrupados em
um Unico volume. Posteriormente, uma aliquota de 10uL foi separada e diluida (1:10) para a
realizacdo da contagem do niimero de parasitos no aparelho BC-Vet 2800, Mindray®. Ao final
das etapas de lavagem e contagem do nimero de parasitos, a suspenséo celular foi ajustada para
5x107 promastigotas/mL na solucéo conservantes de Formol 0,5%. Posteriormente, a prepara-
cao antigénicas foi aliquotadas em fracGes de 1 mL em tubos de criopreservagdo estéreis e, em
seguida, armazenadas na temperatura de: 4°C (geladeira) (GAMA KER et al., 2013b).
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4.6.3.2 Validacéo da diluicdo ideal do soro e conjugado

Para a validacdo do novo Kit foram feitos dois pools de soros de amostras da soroteca
do Laboratério de Imunopatologia (LIMP/NUPEB/UFOP) composto por:

e Pool de soros negativos: 5 soros de cdes do grupo ndo infectados nascidos, criados e
mantidos no canil do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP que apresentavam

exames sorologicos (RIFI e EIE-LVC) negativos para LVC;

e Pool de soros positivos: 5 soros de cédes do grupo infectado (2 assintomaticos, 1 oligos-
sintomatico e 2 sintomaticos) provenientes do municipio de Belo Horizonte fornecidos
pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte (CCZ-BH) que apresentavam

exames sorologicos (RIFI e EIE-LVC) positivos para LVC.

Os resultados da validagdo foram obtidos ap6s a incubacéo dos pools de soros caninos
com as formas promastigotas fixadas de L. infantum, previamente produzidas (conforme item
4.6.3.1), e realizacdo do ensaio sorologico por citometria de fluxo (conforme descrito no item
4.6.1).

Para definir as concentracdes apropriadas usamos como ponto de corte entre 0s animais
infectados e ndo-infectados a reatividade das promastigotas fixadas expressos como percentual

de parasitos fluorescentes positivos (PPFP), conforme descrito anteriormente (item 4.6.2).

4.7 Analises aplicadas a avaliacdo de desempenho diagnoéstico do Kit Leishflow

Para avaliar o desempenho do Kit LeishFlow foram estabelecidos dois padrdes de refe-
réncia: (i) a combinacéo dos testes TR-DPP® e EIE-LVC ou (ii) apenas o teste TR-DPP®.

Para avaliar o desempenho do Kit LeishFlow foram utilizados indices de validade que
se refere a quanto, em termos quantitativos ou qualitativos, um teste é Util para diagnosticar um
evento. Para a realizagdo das analises comparamos os resultados do LeishFlow com os testes
considerados padrdo ouro ou referéncia, testes estes preconizados pelo MS. Os célculos foram
realizados a partir dos resultados das quatro categorias de acordo com a presenca ou auséncia

da infeccdo. As categorias descritas na Tabela 1 foram definidas da seguinte forma:
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“verdadeiro-positivo” [(a)] = presenga de infeccao e teste positivo; “falso-positivo” [(b)] = au-
séncia de infec¢do e teste positivo; “falso-negativo” [(c)] = presenga de infecgdo e teste negativo
e “verdadeiro-negativo” [(d)] = auséncia de infecgdo e teste negativo. De acordo com a Tabela
1, a tabela similar foi preenchida com base no nimero de ocorréncias de cada uma das catego-

rias. (a, b, ¢, e d).

Tabela 1 - Categorias de resultados do teste diagndstico em uma populacdo que inclui caes ndo infectados e caes
infectados com L. infantum.

Teste analisado

Positivo Negativo Total
Infectado a c a+c
Padrao de referéncia
N&o Infectado b d b+d
Total a+b c+d at+b+c+d

As andlises de dados foram conduzidas usando o software Stata (versdo 11.0; Stata Cor-
poration, College Station, TX), e a performance da sorologia de citometria de fluxo foi avaliado
por porcentagens. Os dados e graficos apresentados foram processados com GraphPad Prism,
versdo 5.0 (La Jolla, CA, EUA).

O desempenho do LeishFlow foi avaliado por sua sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razdo de verossimilhanca positivo
(RV+), razdo de verossimilhanca negativo (RV-) e concordancia/acurécia, utilizando os resul-
tados dos testes sorologicos TR-DPP® e EIE-LVC como padrdes de referéncia (intervalo de
confianca de 95%). Os resultados do desempenho do LeishFlow seguiram as férmulas descritas
na tabela 2 , tendo como base os resultados obtidos na tabela 1 (GREENHALGH, 1997; KER
etal., 2013).

Pelo software Stata foi avaliado também a prevaléncia quando utilizado o Kit LeishFlow
e quando utilizado o padrédo de referéncia. Além disso, calculou-se também a concordancia e
indice Kappa entre o protétipo LeishFlow e o padrdo de referéncia (TR-DPP® e EIE-LVC).
Para estimar a concordancia entre a positividade e a negatividade dos testes soroldgicos utili-
zou-se o Indice Kappa, que foi interpretado de acordo com a seguinte categorizagio: (1) «

<0,01, sem concordancia; (2) 0,01 « x« < 0,20, concordancia ruim; (3) 0,21 < « < 0,40,
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concordéncia fraca; (4) 0,41 < « < 0,60, concordancia moderada; (5) 0,61 k x« < 0,80, boa
concordancia; e (6) k> 0,81, concordancia excelente (LANDIS; KOCH, 1977).

Tabela 2 - Formulas para célculos dos parametros estatisticos com base nos resultados apresentados na Tabela 1

Resultados
Sensibilidade alath
Especificidade d/c+d
VPN d/b+d
VPP alatc
Acurécia a+d/atb+c+d
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5. RESULTADOS
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5.1 Validacéo do novo lote do Kit LeishFlow para estabelecimento das condi¢des me-
todoldgicas do estudo em larga escala

A analise da validacdo do novo lote antigénico de promastigotas fixadas de L.infantum,
conservadas em formaldeido 0,5% em temperatura de geladeira foi feita com amostras de pool

de soros positivos e negativos e seus resultados se encontram na Figura 4.
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Figura 4 - Curvas de diluigdes (1/128 a 1/262177) de pool de soros de cées ndo infectados (NI = m) e infectados
(INF = #) incubados com diferentes titula¢cGes do anticorpo anti-IgG caninos conjugado com FITC (A) 1:500, (B)
1:1000 e (C) 1:2000. O cut-off >20% PPFP foi estabelecido conforme Ker et.al (2013). A linha pontilhada em
vermelho corresponde a diluicdo escolhida do soro e do conjugado.

A validacéo constatou que em pool de soros positivos de caes infectados, os valores de

PPFP da diluicdo 1/128 até a 1/262.144 para a titulacdo 1:500 do anticorpo, apresentaram-se
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acima de 20% de PPFP e assim foram considerados positivos em todas as dilui¢fes do soro,
bem como para as diluigdes de 1/128 ateé 1/65538 para as titulagdes 1:1000 e 1:2000 (Figura
4A, 4B e 4C). No entanto, nas titulagcdes do conjugado de 1:1.000 e 1:2000, as dilui¢Bes do soro
de cées infectados em 1:131.072 e 1:262.144 apresentaram abaixo do ponto de corte de 20% de
PPFP (Figura 4B e 4C).

Ao avaliar as curvas de titulacdo de anticorpos dos animais ndo infectados, os valores
PPFP da diluicdo do soro 1/128 ate 1/512 na titulacdo do conjugado 1:500 foram positivos, ou
seja, apresentaram-se acima do ponto de corte (Figura 4A). Em contrapartida, quando o anti-
corpo foi titulado 1:1000 e 1:2.000, os valores de PPFP iniciam negativos na dilui¢do 1:128 e
permanecem negativos até 1/262144 (Figura 4A, 4B e 4C).

Considerando os resultados da reatividade das PPFP na validacdo do novo lote do kit
LeishFlow observamos resultados semelhantes ao estudo realizado por Ker et.al (2013) e que
sdo preconizados na bula do Kit LeishFlow. Nesse sentido, a escolha da diluicao ideal do soro
bem como da dilui¢do do conjugado para as analises subsequentes do ensaio soroldgico foram
1:4096 e 1:1000, respectivamente (retangulo tracejado em vermelho, Figura 4B), uma vez que

observa boa amplitude diagndstica na segregacdo dos animais infectados dos ndo infectados.

A selecdo das condi¢des ideais seguiram 0 mesmo critério estabelecido para o teste por
citometria de fluxo proposto por Gama Ker et al.(2013b), em que determina que um ponto 6timo
da curva de titulacdo deve corresponder a um titulo de soro que se encontra entre dois outros
titulos que apresentem excelente diferenciacdo de reatividade entre NI e INF. Isto é, esta regido
da curva de titulacdo deve apresentar diferenciacdo da reatividade soroldgica entre os pool de

soro NI e INF com uma amplitude de variacao no PPF superior a 85% (APPF>85).

5.2 Testes soroldgicos para o diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina: TR-DPP®,
EIE-LVC e LeishFlow

Para compor este estudo soroldgico, foram utilizadas 1.546 amostras de soro de cées da
cidade de Governador Valadares no estado de Minas Gerais, Brasil, uma area endémica de
leishmaniose visceral. Desses animais, 1.013 (65,5%) foram soronegativos e 533 (34,5%) so-
ropositivos para TR-DPP®. Do total de animais TR-DPP® positivos, 251 (16,24%) apresenta-

ram resultados negativos e 282 (18,24%) positivos no teste de EIE-LVC. Utilizando o padréo
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de referéncia, que consiste nos parametros do Ministério da Saude, nos quais para afirmar que
o animal é positivo, ele deve ser sorologicamente duplo-positivo (TR-DPP® e EIE-LVC), assim,
18,24% (282 / 1.546) dos animais foram considerados verdadeiramente positivos no estudo. O
LeishFlow apresentou 1.091 (70,6%) dos animais negativos e 455 (29,4%) positivos. A Figura
5 representa um fluxograma com informacdes detalhadas sobre a populacéo canina avaliada no
estudo de acordo com os resultados sorolégicos para o diagndstico da LVC nas diferentes me-
todologias avaliadas (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow). Realizamos o controle interno da re-
acao do kit LeishFlow executando duplicatas das placas (14% das amostras analisadas na
placa). Nessas analises encontramos a concordancia entre as duplicatas de 98,1% com Kappa
de 0,96.

Soros caninos
n = 1546

v v v v
Positivo Negativo Positivo Negativo
n=533 (34,5%) n=1013 (65,5%) n=455 (29,4%) n=1091 (70,6%)

v v
Positivo Negativo
n=282 (18,24%) n=251(16,24%)

Figura 5 - Fluxograma da estratégia experimental que descreve a populacéo canina da area endémica do estudo
e os resultados obtidos pelos diferentes testes soroldgicos (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow) aplicados para
detec¢do da leishmaniose visceral canina.
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5.3 Analise de concordéancia do teste diagnoéstico soroldgico LeishFlow em relagdo aos
padrdes de referéncia TR-DPP® e EIE-LVC versus LeishFlow ou TR-DPP® versus
LeishFlow

Apos o ensaio sorologico, realizamos uma avaliagdo mais detalhada da concordéncia e
desempenho do teste LeishFlow em larga escala em comparagdo com os testes TR-DPP® e EIE-
LVC. O desempenho do LeishFlow é demonstrado na figura 6A, através da distribuicdo da
reatividade 1gG das formas promastigotas de Leishmania infantum estratificadas por grupos:
TR-DPP® negativo (n = 1.013) onde LeishFlow foi positivo em 125 (12,3%) amostras; grupo
TR-DPP® positivo (n = 533) no qual 330 (62,1%) amostras foram positivas no LeishFlow;
grupo duplo-positivo TR-DPP® e EIE-LVC (n = 282) com 249 (88,3%) soropositivos no teste
LeishFlow; e grupo TR-DPP® positivo e EIE-LVC negativo (n = 251) em que LeishFlow foi
positivo em 81 (32,3%) das amostras de soro.
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Figura 6 - (A): Teste de diagnostico sorolégico por citometria de fluxo empregando LeishFlow em diferentes
grupos. Os resultados sdo expressos como porcentagens de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) para amos-
tras individuais em cada grupo: TR-DPP® negativo () n = 1013, TR-DPP® positivo (m) n = 533, TR-DPP®
positivo e EIE-LVC (A) n =282, positivo TR-DPP® e EIE-LVC negativo (#) n = 251. Os valores percentuais
correspondem aos valores positivos nos testes de LeishFlow em comparagdo com o numero total de cada grupo.
As amostras acima do cut-off (PPFP de 20%) sdo consideradas positivas no teste LeishFlow. (B): Gréfico de
interseccdo dos resultados positivos nos testes TR-DPP®, EIE-LVC* e LeishFlow. Os valores percentuais cor-
respondem aos valores positivos em relagcdo ao nimero total de amostras do estudo. *N&o ha resultados em
algumas interseccgOes com o teste EIE-LVC, uma vez que os resultados do EIE-LVC s6 sdo realizados/obtidos
em cées com resultados TR-DPP® positivos.
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A figura 6B representa uma andlise grafica da interseccdo das amostras com resultados
positivos nos testes TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow. Ao analisar as 1546 amostras de soro,
encontramos 249 amostras (16,1%) positivas nos trés testes utilizados (Figura 6B). Na avalia-
¢do dos animais positivos tanto no teste TR-DPP® quanto no teste EIE-LVC (n to-
tal=249+33=282), testes padrédo de referéncia do Ministério da Saude, apenas 33 (2,2%) foram
negativos no LeishFlow (ou seja, 249 de 282 amostras foram positivas nos trés testes) (Figura
6B). E importante salientar que 1264 amostras foram consideradas negativas nos testes padréo
de referéncia, sendo que destas, 1058 amostras (68,4%) foram negativas nos trés testes sorolo-
gicos (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow), e 206 amostras (13,3%) foram negativas nos dois
testes TR-DPP® e EIE-LVC, mas positivas no LeishFlow.

Quando analisamos como padréo de referéncia soroldgica apenas o TR-DPP®, dos ani-
mais TR-DPP® positivos (n total= 533), 170 animais foram positivos apenas no TR-DPP®,
sendo negativas na EIE-LVC quanto no LeishFlow. Houve a concordéncia de 330 amostras
positivas no TR-DPP® e LeishFlow (Tabela 3). Entretanto, 81 amostras (5,2%) das 330 amos-
tras foram positivas no TR-DPP® e LeishFlow, mas negativas na EIE-LVC (Figura 6B). En-
quanto que 203 amostras (170 + 33) (10,9% + 2,2%= 13,1%) foram negativas no LeishFlow,
mas positivas no TR-DPP® (sendo 170 positivas apenas no TR-DPP® e 33 positivas no TR-
DPP® e EIE-LVC). E importante salientar que 125 amostras (8,1%) foram positivas apenas no
teste soroldgico pelo LeishFlow, sendo negativas no TR-DPP®. E importa frisar sobre estas 125
amostras, que ndo podemos afirmar se sdo também negativas na EIE-LVC, pois so6 foi feito
EIE-LVC nas amostras positivas para o0 TR-DPP® (Figura 6B e Tabela 3). Houve a concordan-

cia de 888 amostras duplo negativas no TR-DPP® e LeishFlow (Tabela 3).

Na tabela 3, analisamos também a concordancia entre 0 TR-DPP® e a EIE-LVC, salien-
tando que sé realizamos os testes de EIE-LVC nas amostras positivas para o TR-DPP® (n Total=
533). Assim observamos a concordancia de 282 amostras (18,2%) duplo positivas, enquanto

que 251 amostras (16,2%) foram positivas apenas no TR-DPP®, mas negativas na EIE-LVC.
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Tabela 3 - Valores absolutos dos resultados dos testes de diagnostico sorolégico TR-DPP®, EIE-LVC. e
LeishFlow de acordo com o padrdo de referéncia estabelecido. Calculo de valores de concordancia (%) e indice
kappa (IC 95%)

;;derréé%gz — LeIShFIO_W Concordéancia (%) Kappa
Positivo Negativo Total
Positivo 330 203 533
TR-DPP® Negativo 125 888 1013 78,8 0,51
Total 455 1091 1546
Positivo 249 33 282
TS'E?E\PZE Negativo 206 1058 1264 84,5 0.58
Total 455 1091 1546
EIE-LVC
Positivo 282 251 533
TR-DPP® Negativo 0 1013 1013 52.9*
Total 282 1264 1546

* Resultados concordantes de positivos nos dois testes, visto que se faz EIE-LVC apenas das amostras TR-DPP®
positivo

Na Tabela 3, podemos observar os valores absolutos dos resultados descritos acima,
além disso, calculamos a concordancia e indice kappa entre os testes TR-DPP® + EIE-LVC +
versus LeishFlow, TR-DPP® + versus LeishFlow e, TR-DPP® + versus EIE-LVC. Nos resulta-
dos podemos observar um valor de 84,5% para concordancia e 0,58, para indice kappa, quando
comparamos animais duplo positivos (TR-DPP® e EIE-LVC) ao LeishFlow. Porém, quando
comparamos os dados de TR-DPP® + e LeishFlow ha uma diminuicdo do valor de concordancia
e do indice kappa, com valores de 78,8% e 0,51, respectivamente. E importante salientar que
quando avaliamos a concordancia entres os testes TR-DPP® e EIE-LVC n&o acrescentamos 0s
resultados concordantes de negativos nos dois testes, visto que se faz EIE-LVC apenas dos TR-
DPP® positivo, dessa forma, a concordancia entre os testes foi de 52,9%, e nio ha possibilidade

de calculo para indice kappa.

5.4 Analise do desempenho do teste soroldgico LeishFlow em relacdo aos padrdes de
referéncia: TR-DPP® e EIE-LVC versus LeishFlow ou TR-DPP® versus LeishFlow

Para as analises soroepidemioldgicas, considerou-se o padréo de referéncia pré-estabe-

lecido pelo Ministério da Satde, que considera TR-DPP® e EIE-LVC como testes soroldgicos.
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A Tabela 4 mostra detalhadamente os parametros como: sensibilidade, especificidade, bem
como, valores preditivos negativo e positivo, com seus respectivos valores de intervalo de con-
fianca (95%) dos imunoensaios com base no padréo de referéncia estipulado (TR-DPP® e EIE-
LVC ou apenas TR-DPP®).

Tabela 4 - Avaliacdo soroepidemiolégica de acordo com o padrdo de referéncia estabelecido. Célculos de sensi-

bilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo (VPP e VPN).

% (IC 95%)
Padrao de Referéncia

Sensibilidade Especificidade VPP VPN
88,3 83,7 54,7 96,97
TR-DPP® + EIE-LVC +
(84,0-91,5) (81,6 - 85,6) (50,1-59,2) (95,8-97,8)
61,9 87,7 72,5 81,4
TR-DPP® +
(57,7 - 65,9) (85,5 - 89,5) (68,2 - 76,4) (78,9 - 83,6)

O LeishFlow mostrou uma sensibilidade de 88,3% e especificidade de 83,7%, VPN de
96,97% e VPP de 54,7%, quando relacionado ao padrédo de referéncia preconizado pelo Minis-
tério da Salide (TR-DPP® e EIE-LVC) (Tabela 4).

Ao considerarmos como padréo de referéncia estabelecido apenas os resultados do teste
sorolégico TR-DPP® para realizacio da analise de desempenho do teste LeishFlow, os valores
de sensibilidade e especificidade foram de 61,9% e 87,7%, respectivamente, 0 VPN de 72,5%
e VPP de 81,4% (Tabela 4).

Para constatarmos o desempenho do LeishFlow com relacdo a sintomatologia clinica
dos animais, realizou-se a avaliacdo soroepidemioldgica estratificando animais assintomaticos
e sintomaticos (Tabela 5). Dessa forma, o LeishFlow quando equiparado ao TR-DPP® e EIE-
LVC) em animais assintomaticos mostrou uma sensibilidade de 87,1% e especificidade de
84,7%, a acuracia foi de 85%, e 0,56 de indice Kappa. Considerando apenas animais sintoma-
ticos e a utilizagdo do mesmo padrdo de referéncia, o teste LeishFlow obteve os valores de
sensibilidade e especificidade de 95,1% e 72,7%, respectivamente, enquanto a acuracia foi de
82,3%, e o indice Kappa foi de 0,49.
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Tabela 5 - Avaliacdo soroepidemiolégica com estratificacdo de animais em Sintomaticos e Assintomaticos. Cal-
culos de sensibilidade, especificidade, acuracia e indice Kappa.

% (CI 95%) Kappa
Padréo de referéncia
Sensibilidade Especificidade Acurécia
TR-DPP®/EIE-LVC+ 87,1 84,7 85,0 056
CA (82,3-90,7) (82,6-86,6) (83,2-86,8) '
TR-DPP®/EIE-LVC + 95,1 72,7 82,3 049
Cs (83,9-98,6) (59,8-82,7) (73,5-88,6) ’

CA = cées assintomaticos; CS = cdes sintomaticos

Com o intuito de melhor avaliar o desempenho do LeishFlow, além das analises descri-
tas, realizou-se também as raz6es de verossimilhanca (Tabela 6). As razdes de verossimilhanca
expressam guantas vezes é mais provavel (ou menos) de encontrar um resultado de um teste
diagndstico. As razbes de verossimilhanca positiva e negativa em comparagdo ao padrdo de
referéncia (TR-DPP® e EIE-LVC) foi de 5,42 e 0,13, respectivamente. As razdes de verossimi-
Ihanca positiva e negativa em comparacio ao TR-DPP® revelou valores de 5,02 e 0,43, respec-

tivamente.

Tabela 6 - Valores de Razdo de Verossimilhanca Positivo e Negativo, de acordo com o padrdo de referéncia
estabelecido.

Padrédo de Referéncia Raz&o de Verossimilhanca Positivo Razéo de Verossimilhanca Negativo
TR-DPP® e EIE-LVC 5,42 0,13
TR-DPP® 5,02 043
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5.5. Anadlise da prevaléncia da area endémica em relacgéo a sorologia pelos imunoen-
saios: TR-DPP® associado a EIE-LVC ou LeishFlow sozinho

A prevaléncia de infeccdo na area endémica, que se refere ao nimero de casos existentes
de uma doenca em um dado momento, foi determinada a partir dos resultados duplo-positivos,
TR-DPP® associado a EIE-LVC, e também a partir dos resultados obtidos pelo LeishFlow. A
prevaléncia do padrdo de referéncia (TR-DPP® associado a EIE-LVC) foi de 18,24% (IC95%
16,4 - 20,24) e o LeishFlow obteve prevaléncia de 29,43% (1C95% 27,21 - 31,75) (Tabela 7).
Para o teste sorol6gico empregando o LeishFlow, foi realizada uma avaliacéo usando diferentes
cenarios de prevaléncia artificial e os dados para esta avaliacdo sdo apresentados na Figura 7
(pagina seguinte). O valor preditivo negativo do teste de LeishFlow tende a cair ligeiramente
em prevaléncias acima de 20%. Por outro lado, o Valor Preditivo Positivo mostra um ligeiro

aumento a medida que a prevaléncia sobe para niveis acima de 25%.

Tabela 7 - Valores de prevaléncia na area endémica de Governador Valadares/Minas Gerais, ao usar os testes
preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-LVC) e o LeishFlow.

Teste Diagnostico Prevaléncia (%) Intervalo de confianca (1C95%)
TR-DPP® ¢ EIE-LVC 18,24 16,4 - 20,24
LeishFlow 29,43 27,21 - 31,75
A
100
80
60
o 40
&> —VPP
20 VPN
0
5 75 10 125 15 17,5 20 225 25 27,5 30
Prevaléncia >

Figura 7 - Andlise dos valores preditivos em diferentes cenérios artificiais usando o teste de
LeishFlow: VPP — Valores preditivos positivos (——); VPN = Valores preditivos negativos ( ).
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6. DISCUSSAO
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O diagndstico da LVC é imprescindivel para a vigilancia, controle e prevencdo da LV
em éreas endémicas. Os testes Dual Path Platform (TR-DPP®) e Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay (EIE-LVC), ambos fabricados pela Biomanguinhos, Fiocruz, RJ/Brasil sdo reco-
mendados pelo Ministério da Salde para o diagnostico de cdes em inquéritos caninos e estudos
epidemioldgicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A sensibilidade e especificidade dos tes-
tes diagnosticos utilizados atualmente pelo poder publico no Brasil para avaliar a LVC no
campo, tem sido questionado devido a sua acuracia imperfeita que, consequentemente, impacta
na eficacia de medidas de controle (COSTA et al., 2013; DANTAS-TORRES et al., 2019;
PESSOA-E-SILVA et al., 2019).

No contexto diagndstico, a citometria de fluxo é uma técnica imprescindivel dentro dos
laboratdrios de andlise clinica pela sua capacidade e eficiéncia diagnostica pelos métodos de
imunofenotipagem. Nos Ultimos anos, a citometria de fluxo vem também se destacando pelo
seu potencial no diagnostico soroldgico em doengas infecto-parasitarias (CARVALHO NETA
et al., 2006; MARTINS-FILHO et al., 1995; MATOS et al., 2011; PEREIRA et al., 2012;
PISSINATE et al., 2008). Nesse sentido, a investigacao realizada no presente estudo refere-se
a validacdo em larga escala de um Kit sorolégico para LVC baseado em citometria de fluxo,
denominado LeishFlow, e a avaliacdo do seu desempenho frente aos métodos de diagnostico
soroldgico para LVC preconizados pelo Ministério da Satide (TR-DPP® e EIE-LVC).

A primeira etapa do nosso estudo consistiu na confec¢do de um novo lote do kit
LeishFlow e sua validagdo em um pool de soros ndo infectado (NI) e outro infectado (INF),
com intuito de selecionar/checar as melhores condi¢des da reacdo a serem empregadas na pes-
quisa, tais como: a concentracdo do anticorpo conjugado (FITC) e as melhores dilui¢6es de soro
a serem utilizadas na reacdo soroldgica conjuntamente com o antigeno (promastigotas fixadas
de Leishmania infantum) recém produzido. Dessa forma, a analise da valida¢éo do novo lote
antigénico mostrou que houve reatividade soroldgica diferencial entre grupo de animais infec-
tados e ndo infectados, em todas as titulagdes de anticorpos, como demonstrado em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa, que visaram o desenvolvimento biotecnolégico do kit
LeishFlow e, assim, a padronizacgéo da técnica e as melhores condic¢des sororreativas, bem como
as condigdes de conservacdo e preservacao antigénica (GAMA KER et al., 2013b; KER et al.,
2013).
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Na nova validagéo do kit LeishFlow as curvas de reatividade do pool de soros de caes
do grupo néo infectado (NI), em todas as diluigdes aplicadas, denotam valores baixos de PPFP
nas dilui¢cdes do conjugado de 1:1000 e 1:2000, o que indica uma especificidade excelente da
técnica empregada. Por outro lado, nas diluicdes do conjugado 1:500 no grupo NI houve a
variacdo dos valores de PPFP relacionados as diluicbes mais baixas do pool de soro, inclusive
h& a positividade de algumas dilui¢des, € importante ponderar que o pool de soros NI reflete o
somatorio da reatividade individual de cada soro aplicado. Portanto, a positividade advém da
interacdo de epitopos semelhantes ao antigeno alvo e, quando avaliado as amostras individuais,
0s resultados positivos decerto ndo estariam presentes. Além disso, ao diluir mais o pool de
soros, observamos que essa interagdo diminui consideravelmente, o que acarreta na queda de

ligacGes inespecificas.

Ao observar a reatividade do pool de soros de cées do grupo infectado (INF), presencia-
se, em todas as dilui¢des dos conjugados, valores elevados de PPFP na maior parte das dilui¢des
de soro empregadas. E notavel a queda nos valores de PPFP com a intensificacdo da diluicdo
das amostras, condi¢do essa esperada em consequéncia da diluicdo promover uma reducao do
namero de anticorpos presentes para a interacdo da reagdo soroldgica, e assim ndo ha a forma-
cao do complexo antigeno-anticorpo. A técnica de citometria de fluxo se baseia em variacGes
na dispersdo da luz produzidas por lasers que interceptam as particulas em suspensao (nesse
caso, 0 antigeno composto por promastigotas totais), além de anticorpos marcados com fluoro-
cromos especificos para identificacdo das amostras positivas. Um dos ganhos do kit LeishFlow
é exatamente relacionado a metodologia empregada, que possui elevada sensibilidade, pois per-
mite analisarmos as amostras de soro em microdiliuicdes, muito abaixo dos limites de detec¢do
em outras técnicas diagnosticas, que faz com que tenhamos um ganho na diminui¢do do numero
de ligacOes inespecificas entre 0s anticorpos presentes no soro e 0s antigenos empregados
(GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013).

A escolha do ponto a ser utilizado na metodologia se baseou na curva mais estavel de
diluicdo do conjugado e soro, inicialmente a diluicdo do conjugado 1:2000 poderia ser a de
escolha, por apresentar valores mais altos de PPFP no grupo INF e negatividade em todas as
titulagdes do pool de soros NI. Porém, ao observar a reatividade da curva ha uma instabilidade
na reacdo em diluicdes mais altas do soro, o que pode levar em uma falha durante a realizacdo
da metodologia, caso ocorram erros na diluicdo do soro. Portanto, preferimos selecionar a di-

luicdo do anticorpo 1:1000 e do soro 1:4096 uma vez que apresentou maior amplitude de
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segregacéo entre os grupos (INF e NI) e exibiu uma boa associagéo entre sensibilidade e espe-
cificidade. Esta concluséo esta em concordancia com os resultados obtidos em estudos anterio-
res por Ker et al., (2013) e Gama — Ker et al., (2013) e presentes na bula do Kit LeishFlow, o
que demonstra a reprodutibilidade das condi¢des reacionais da técnica no novo lote do antigeno
produzido. Uma das necessidades fundamentais de um kit diagnostico para produgdo em larga
escala é sua reprodutibilidade lote a lote das condigdes reacionais (BANOO et al., 2006).

Ap0ds confirmar as melhores condigdes reacionais conforme preconizadas na bula do kit
LeishFlow, o presente trabalho buscou analisar o kit LeishFlow em um grande nimero de amos-
tras (1546) de soro canino, o que permitiu uma verifica¢do robusta do desempenho do kit. Além
disso, em todo as reacdes soroldgicas do estudo empregando do kit LeishFlow usamos um con-
trole interno de duplicatas das placas (14% das amostras analisadas na placa). Nessas analises
encontramos a concordancia entre as duplicatas de 98,1% com Kappa de 0,96. Esses achados
reforcam o grande potencial para replicacdo do teste, de acordo com Landis e Koch (1977) ha
uma concordancia 6tima quando o Indice Kappa esté entre 0,81-0,99. Portanto, a metodologia
empregada nesse ensaio sorologico obteve consisténcia, confiabilidade e reprodutibilidade dos

resultados obtidos.

O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV) tem suas
acOes direcionadas para a queda da morbidade e letalidade, controle do reservatorio e dos ve-
tores e na educacdo em saude. Os cdes sdo considerados o principal reservatorio da LV, e hd a
indicacdo de eutanasia para aqueles animais sorologicamente positivos, sendo esse o principal
ponto critico do PVC-LV. Séo descritas dificuldades para a realizacdo das recomenda¢6es con-
tidas no programa e descontinuidade das ac6es, além disso, ha o questionamento advindo da
grande expansédo da doenga nos ultimos anos, em consequéncia do insucesso das medidas pre-
conizadas (COURTENAY et al., 2002; GONTIJO; MELO, 2004; GRIMALDI et al., 2012b;
ZUBEN; DONALISIO, 2016).

Entre as dificuldades na execucédo das acdes preconizadas pelo PVC-LV, destacam-se a
resisténcia da populagéo para a entrada dos técnicos nas residéncias para busca ativa de animais
positivos para LV; atrasos para a deteccao e eliminacéo de caes infectados, uma vez que ha a
dificuldade da logistica para realizacbes de exames; e o custo alto para manutencdo das acdes,
visto que o investimento advindo pelo poder publico é insuficiente (COURA-VITAL et al.,
2014; ZUBEN; DONALISIO, 2016). Além disso, podemos ressaltar que o insucesso das

63



SOARES, N.C. Discussao

medidas de controle podem ser atribuidas também a baixa sensibilidade dos métodos soroldgi-
cos (TR-DPP® e EIE-LVC) recomendados (PESSOA-E-SILVA et al., 2019; SILVA et al.,
2011).

O sorodiagnostico para LVC utilizado pelas autoridades brasileiras em &reas endémicas
ndo consegue detectar os animais verdadeiramente positivos, ou seja, apresentam baixa sensi-
bilidade, e apresentam uma baixa acuracia, dessa forma néo identifica os cédes realmente infec-
tados por L. infantum, e subestima a prevaléncia das areas endémicas, dificultando o sucesso
do controle da doenca (LAURENTI et al., 2014; PESSOA-E-SILVA et al., 2019). Ao analisar
a prevaléncia da area endémica estudada, podemos observar que o LeishFlow por ser um teste
mais sensivel detecta mais animais verdadeiramente positivos, por conseguinte hd um calculo
mais assertivo e um valor de prevaléncia mais alto de 29,43% (C195% 27,21 - 31,75) em com-
paragio aos testes TR-DPP® e EIE-LVC que apresentaram um valor de prevaléncia de 18,24%
(CI195% 16,4 - 20,24). Esses resultados obtidos corroboram com o encontrado em outras pes-
quisas que sinalizam que a prevaléncia em areas endémicas esta subestimada quando usados 0s
testes prescritos pelo MS (LAURENTI et al., 2014; PESSOA-E-SILVA et al., 2019).

Variando os valores de prevaléncia ocorre a alteracdo do VPP e VPN, podemos perceber
que o LeishFlow aumenta sua probabilidade de detectar animais verdadeiramente positivos as-
sim gue aumenta a prevaléncia da area endémica, o que valida a utilizacdo do teste na melhoria
de deteccdo de animais positivos em area endémica. DE ARRUDA et al., (2013) ao avaliar a
precisdo e reprodutibilidade do teste de EIE-LVC - Biomanguinhos® afirmaram que a preva-
Iéncia da doenca esta diretamente ligada aos valores preditivos do teste EIE-LVC. Nesse estudo,
na amostra estudada observaram que em uma prevaléncia de 6,9% o VPN apresentou 99,28%,
indicando excelente sensibilidade do teste, porém, o VPP encontrado foi de 29,61%. DE
ARRUDA et al., (2013) enfatizaram que esses resultados poderiam eliminar pelo menos trés
cdes com resultado falso-positivo por cada animal verdadeiramente infectado, dependendo da
prevaléncia da regido estudada. JA DE MENDONCGCA et al., (2017) em seu estudo concluiram
que em areas de alta transmisséo, os testes TR-DPP® e EIE-LVC néo descriminam adequada-

mente cées infectados ou ndo infectados para L. infantum.

Em coeréncia com o encontrado nos calculos de prevaléncia, ao analisar os resultados
obtidos nos ensaios soroldgicos preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-LVC), observamos
que dos animais participantes 282 (18,24%) cées foram considerados positivos em ambos os
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testes, valores estes menores do que encontramos no nosso Kit, que positivou 455 amostras.
Apesar do TR-DPP® e EIE-LVC serem o diagnostico padro de referéncia do MS, foi demons-
trado, em estudos anteriores, a dificuldade na deteccdo de cdes verdadeiramente positivos por
estes testes. RIBEIRO et al., (2015) ao analisarem os testes pareados (TR-DPP® e EIE-LVC)
obteve um valor de 65% de sensibilidade. Em estudo semelhante, Laurenti et al. (2014) relata-
ram valores de 82,1% de sensibilidade quando os testes foram utilizados em sequéncia. Dessa
forma, constatamos a dificuldade de deteccéo de cdes verdadeiramente positivos, quando em-
pregado os testes do PVC — LV, fato também encontrado em outros estudos que avaliam esses
métodos diagndsticos (PESSOA-E-SILVA et al., 2019). Em contrapartida, o LeishFlow apre-
sentou resultados promissores de sensibilidade em estudos anteriores (ANDRADE et al., 2007,
2009; CARVALHO NETA et al., 2006; KER et al., 2013).que desenvolveram e padronizaram
as condicdes reacionais do protétipo LeishFlow, em que obteve valores de 100% para sensibi-
lidade, por conseguinte esclarecendo o0 maior nimero de resultados positivos na amostra avali-

ada nesse trabalho.

Embora o TR-DPP® e EIE-LVC sejam os testes diagnosticos preconizado pelas autori-
dades brasileiras, ao avaliar ambos vemos uma discordancia sobre a efetividade entre os testes
na detecgdo de animais positivos e negativos para LVC. Portanto, apesar de utilizar os testes
preconizados do MS para constituir nosso padrdo de referéncia, necessita-se de atencdo com 0s
resultados obtidos no estudo, visto que podem estar levemente enviesados em consequéncia das
limitacdes na sensibilidade e especificidade conhecidas dos testes empregados. E importante
salientar que, neste estudo foi seguido o protocolo do MS, em que somente é feito EIE-LVC
em animais que se apresentaram positividade sorolégica no TR-DPP® (BRASIL, 2014). Os
testes parasitoldgicos, sdo usados como teste ouro na avaliacdo de novos testes diagnasticos,
pois se isolarmos ou visualizarmos o parasito na lesdo é confirmado a presenca da infeccéo.
Porém para nosso estudo, devido ao grande nimero de amostras, essa confirmacao parasitold-
gica € inviavel. Sendo assim baseamos no que foi encontrado por Ker et al. (2013) em que o Kit
LeishFlow apresentou 100% de sensibilidade, quando utilizado o padréo ouro parasitolégico e
a positividade nos testes sorologicos referéncia da época (RIFI e EIE-LVC). Diante disso, nosso
trabalho focou em realizar um estudo comparativo com os testes sorologicos fornecidos pelo
MS (TR-DPP® e EIE-LVC).

Com o intuito de melhor avaliar o desempenho do LeishFlow e identificar os cdes que

nédo foram detectados pelos testes preconizados pelo Ministério da Salde, separamos 0s animais
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de acordo com suas caracteristicas clinicas. A acuracia dos testes soroldgicos pode variar com
0 estado clinico dos cdes infectados e de acordo com o estagio da infeccdo ou status imunolé-
gico do hospedeiro (DE ARRUDA et al., 2013). Compreende-se que a sintomatologia dos ani-
mais é influenciada com a eficiéncia da resposta imune no céo e estudos apontam que caes
sintométicos tem altos niveis de anticorpos, em contrapartida animais assintomaticos apresen-
tam titulos quase indetectaveis de anticorpos (COURA-VITAL et al., 2011b; NETO et al.,
2010; REIS et al., 2006a, 2006b). Os testes preconizados pelo MS apresentam baixa deteccao
de animais assintomaticos (DE CARVALHO et al., 2018; GRIMALDI et al., 2012a), em con-
sequéncia, o resultado falso negativo pode causar a manutencéo de cdes infectados na popula-
cao da area endémica e, assim, causar a ineficiéncia dos métodos de prevencdo e controle. Lopes
et al., (2017) ao pesquisarem em area endémica os métodos soroldgicos preconizados pelo MS
e compara-los a um teste molecular para LVVC, observou que em cada 5 cdes soronegativos nos
testes TR-DPP® e EIE-LVC, um esté infectado, ou seja, 0 PVC-LV néo esta identificando 20%
dos animais verdadeiramente infectados na regido endémica. Na literatura cientifica discute-se
ha a possibilidade desses animais positivados no PCR, ap6s um certo tempo, em um novo in-
quérito canino apresentar resultados positivos na sorologia (COURA-VITAL et al., 2013b). O
mesmo raciocinio € valido e acontece nos inquéritos sorolégicos empregados pelo MS, uma
vez que se utiliza a EIE-LVC, que é um teste de menor sensibilidade e especificidade, como
confirmatoria da positividade no TR-DPP® (empregado no screening). Muitos animais que s&o
positivos no teste inicial pelo TR-DPP®, ao serem analisados pelo teste confirmatério EIE-
LVC, sdo negativos, entretanto, meses depois soroconverterdo na EIE-LVC, causando: perma-
néncia de animais positivos por maior tempo nas areas endémicas, o que dificultara as acdes do
PVC-LV, além de aumentar os gastos financeiros (COURA-VITAL et al., 2014).

A sorologia para LVC por citometria de fluxo se destaca na deteccéo de animais assin-
tomaticos (baixo titulo de anticorpos) (ANDRADE et al., 2007, 2009; CARVALHO NETA et
al., 2006; KER et al., 2013)., devido ao seu sistema de microdiluicdo. Ker et al., (2013), ao
avaliarem o LeishFlow, estratificou os animais em assintomaticos | (animais negativos para
RIFI e EIE-LVC) e assintomaticos Il (animais positivos para RIFI e EIE-LVC), o LeishFlow
apresentou eficiéncia equivalente aos testes preconizados pelo MS. No estudo atual, 206 ani-
mais, que foram negativos no padréo de referéncia (TR-DPP® + e EIE-LVC +), foram positivos
para o LeishFlow, sendo que 191 (97,2%) desses animais ndo apresentavam sintomas para

LVC. E importante ressaltar que o EIE-LVC negativou 251 animais positivos para TR-DPP®
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+, apresentando uma concordancia entre positivos de 52,9%, sendo que desses animais, 81
(12,3%) foram positivos no LeishFlow, ou seja, cdes potencialmente positivos (falso negativos
pelos testes TR-DPP® + e EIE-LVC +), com baixos titulos de anticorpos e que permaneceram
em area endémica e ndo foram avaliados por outra sorologia. O que se observa na pratica, é que
esses caes, possivelmente, estdo no inicio da infecgdo e ap6s um periodo de tempo hé a soro-
conversdo desse animal no teste EIE-LVC, que no primeiro momento havia dado negativo e
assim n&o concordante com o resultado positivo do TR-DPP® (COURA-VITAL et al., 2013b).
Ou seja, esses animais ja estdo infectados, e contribuem para o insucesso do PVC-LV, uma vez
que favorecem a perpetuacdo da infeccdo (COURA-VITAL et al., 2014; LAURENTI et al.,
2014). Situagdo essa que poderia ser evitada ao utilizar um teste mais sensivel e especifico,
como LeishFlow, o que diminui gastos com deslocamento, equipamentos e recursos humanos
para um novo exame desse cdo, ademais, abaixa os riscos de dispersdo da doenca em humanos

e animais presentes no domicilio e nas proximidades.

Nos calculos de validade do teste, ao segmentar animais sintomaticos e assintomaticos,
identificamos um aumento na sensibilidade da técnica nos animais sintomaticos (95,1%) e uma
queda na especificidade (72,7%), isso ocorre devido ao LeishFlow apresentar uma sensibilidade
elevada em comparacéo aos testes padrdo de referéncia (TR-DPP® + e EIE-LVC +), detectando
os verdadeiramente positivos. Porém, a queda na especificidade (72,7%) é explicada devido ao
LeishFlow conseguir diferenciar melhor os animais que apresentam alguma outra enfermidade,
como por exemplo a Babesiose, diferentemente dos testes padréo de referéncia utilizados, aos
quais apresentam reagdes cruzadas com outros patdgenos caninos (com por exemplo: Erliqui-
ose, Babesiose, Anaplamose, leishmaniose tegumentar canina, doenca de chagas, entre outras)
(ALVAR et al., 2004; FERREIRA et al., 2007; LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al.,
2014). Sendo assim, quando se realiza os célculos soroepidemioldgicos do LeishFlow em com-
paracao aos testes preconizados pelo MS, ha uma variacdo desses valores, uma vez que alguns
animais ditos positivos para LVC no padréo de referéncia foram negativos no LeishFlow. Em
funcdo da melhor especificidade do LeishFlow é possivelmente que estes animais sejam falso-
positivos para LVC, por apresentarem reagdes cruzadas com outros patégenos caninos que nao
s&o discriminados pelo TR-DPP® + e EIE-LVC +. E importante destacar que, 0s animais assin-
tomaticos sdo maioria em nosso estudo, e observamos valores aproximados de sensibilidade,
especificidade e acurécia nesse subgrupo clinico em comparacédo aos célculos do total de amos-

tras (1546), isso ocorre devido ao n amostral ser composto por 93,8% cées assintomaticos.
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Nesse sentido, quando relacionamos os dados de animais positivos no padrdo de referéncia, os
resultados demonstram que 210/282 cdes sdo assintomaticos.

Os resultados soroepidemiol6gicos do nosso protétipo apresentou, bons valores de sen-
sibilidade, especificidade e VPN, apesar dos valores apresentados ndo serem 100%, o padréo
de referéncia empregado ndo dispOe de valores altos de sensibilidade e especificidade quando
utilizados em sequéncia, pareados ou separadamente (LAURENTI et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2015). RIBEIRO et al., (2019) avaliaram diferentes testes soroldgicos para LVC, entre eles TR-
DPP® (Bio-Manguinhos) e EIE-LVC (Bio-Manguinhos) e destacaram que nenhum dos testes
obteve 100% de sensibilidade e especificidade, e ainda ressaltam que o EIE - LVVC apresentou
especificidade inferior, o que pode gerar reacdes falso-positivas e, assim, levar a morte errénea

de animais saudaveis.

No contexto da imperfeicdo dos testes utilizados como padréo de referéncia, constatou-
se que apenas 33 (2,2%) animas positivos em ambos os testes (TR-DPP® e EIE-LVC) foram
identificados como resultados negativos no Kit LeishFlow. Acreditamos que este pequeno nu-
mero de animais é falso-positivo no TR-DPP® e EIE-LVC. Diversos estudos descritos apontam
a ocorréncia de resultados falso-positivos quando utilizados os testes soroldgicos preconizados
pelo MS (PESSOA-E-SILVA et al., 2019). As patologias caninas disseminados por vetores,
como erliquiose e babesiose, sdo amplamente disseminadas no Brasil. De acordo com a litera-
tura, varias regides sdo endémicas para essas hemoparasitoses e a semelhanca entre esses pato-
genos com a Leishmania spp., levam ao compartilhamento de epitopos antigénicos e acarretam
em reatividade cruzada com alguns métodos sorologicos (KRAWCZAK et al.,, 2015;
LABARTHE et al., 2003). Por exemplo, sabe-se que o gene HSP70, regido conservada entre as
espécies de Leishmania, esta presente no género Babesia e sdo importantes para a sobrevivéncia
do parasito de Leishmania, o que pode gerar reatividade cruzada com certos epitopos especifi-
cos compartilhados entre esses microrganismos (YAMASAKI et al., 2007). Embora ndo haja
evidéncias concretas de homologia genémica entre 0os microrganismos do género Ehrlichia e
Leishmania, ha indicacdes claras de que infec¢bes caninas com E. canis e B. canis podem levar
a reatividade cruzada em testes sorologicos de leishmaniose (LAURENTI et al., 2014; LIRA et
al., 2006; ZANETTE et al., 2014). E sabido que os testes do MS apresentam reacdes cruzadas
com outros patdgenos caninos, como Ehrlichia canis e Babesia canis (ALVAR et al., 2004;
FERREIRA et al., 2007; LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al., 2014). Em contrapartida,

o LeishFlow demonstrou 93,3% e 100% de especificidade quando realizado o teste com animais
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infectados com E. canis e B. canis, respectivamente, portanto esses achados expdem que o0 em-
prego do LeishFlow como teste para LVC, diminuiria a possiblidade da eutanasia de animais

falsos positivos.

Na andlise de desempenho, tendo como padrdo de referéncia apenas o teste TR-DPP®
em comparagéo ao LeishFlow, notamos um indice alto de positividade. Dos animais avaliados,
533 foram positivos para 0 TR-DPP® sendo que desses, 330 se positivaram no LeishFlow.
Dessa forma, vemos que 203 animais foram falso-positivos no teste de triagem, se considerar-
mos os resultados do LeishFlow como corretos, por ser um teste mais especifico que o TR-
DPP® (KER et al., 2013). Esses resultados estdo de acordo ao encontrado por outros pesquisa-
dores, que ao avaliar o TR-DPP® notaram a presenca de resultados falsos positivos
(GRIMALDI et al., 2012a; LAURENTI et al., 2014), incriminados como positivos cées infec-
tados por outras doencas, devido a rea¢fes cruzadas com outros patdgenos caninos (principal-
mente, com Ehrlichia canis e Babesia canis) (LAURENTI et al., 2014). Ao discriminar os ani-
mais negativos no TR-DPP®, identificou-se que dos 1013 animais negativos, 125 foram positi-
vos para o LeishFlow dos quais, 115 eram assintomaticos. Grimald et al., (2012a) ao avaliarem
o TR-DPP® obteve em seus resultados uma decrescimento gradual da sensibilidade da técnica
associado a reducdo da sintomatologia clinica dos animais, destacou ainda que o teste rapido é
insuficientemente sensivel para identificar portadores assintomatico de L.infantum. Esses tra-
balhos cientificos reforcam nossos achados, em que notamos que 0 TR-DPP® nio foi capaz de
detectar suficientemente os animais verdadeiramente positivos (tendo como base 0s nossos re-
sultados de 125 animais positivos no LeishFlow, mas negativos no TR-DPP®). Essa dificuldade
encontrada no TR-DPP® reflete nos resultados de validade do teste LeishFlow, uma vez que a
sorologia por citometria de fluxo é uma técnica mais sensivel, dessa forma, ocorre uma variagédo
dos célculos soroepidemiolégicos, ha uma queda na concordancia, indice Kappa e sensibili-
dade, devido ao padrdo de referéncia (TR-DPP®) utilizado. Figueiredo et al. (2018) ao avaliar
o TR-DPP®, usando cultura parasitolégica, imunohistoquimica e histopatologia como padréo
de referéncia, constatou que o teste TR-DPP® no conjunto de amostras obteve valores de 89%
de sensibilidade e 70% de especificidade. No mesmo estudo, subdividiu os animais com base
na sintomatologia, e os pesquisadores encontrarem que em cées assintomaticos 0 TR-DPP® teve
uma sensibilidade de 75% (1C95% 42,8 - 94,5) e especificidade de 72,9% (1C95% 68,5 - 77,1)
em comparagdo com a sensibilidade de 93,8% (1C95% 82,8 - 98,7) e especificidade de 56,4%
(1C95% 46,2% - 66,3%) em cées sintomaticos (FIGUEIREDO et al., 2018).
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Em diferentes trabalhos cientificos os testes preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-
LVC) e utilizados como padrao de referéncia nesse estudo apresentam valores variados de sen-
sibilidade e especificidade (DE CARVALHO et al.,, 2018; FIGUEIREDO et al., 2018;
LAURENTI et al., 2014; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015; SILVA et al., 2016).
De acordo com as informagdes contidas na bula do fabricante dos Kits (Bio-Manguinhos/FI10-
CRU2Z) ao utilizar soro canino, em comparagdo ao padrao ouro utilizado por eles para o célculo,
0 EIE-LVC apresenta valores de 94,54% e 91,76%, para sensibilidade e especificidade, respec-
tivamente, e o TR-DPP® revela uma sensibilidade de 89,7% — 93,1%, e especificidade de 93,8%
—97,9%. Esses valores descritos nas bulas séo refutados por diferentes grupos de pesquisa (DE
CARVALHO et al., 2018; DE MENDONCA et al., 2017b; PEIXOTO; DE OLIVEIRA;
ROMERO, 2015; SILVA et al., 2016). Peixoto et al. (2015) ao realizarem uma meta-analise da
qualidade dos testes empregados para o diagnostico da LVVC nas Américas, estimaram para TR-
DPP® uma sensibilidade de 83,5% (1C95% 78,3 - 87,9) e uma especificidade de 72,9% (IC95%
70,5 - 75,2), e uma sensibilidade de 89 % (1C95% 86,9 - 90,9) e especificidade de 87% (1C95%
85,6 a 88,3) para o teste de ELISA com antigenos totais. Neste mesmo estudo, Peixoto et al.
(2015) destacam que houve uma variacdo ampla na sensibilidade (8,0-% -100%) e especifici-
dade (60% - 100%) do teste de ELISA com antigenos totais de Leishmania.

A analise da razdo de verossimilhanca (RV), constitui a probabilidade de uma doenca
estar presente depois de um teste diagnostico, a interpretacdo desse dado nos permite saber a
precisdo diagndstica. Conforme Jaeschke et al. (1994), quanto mais distante de 1 for os valores
de RV positivos maior a chance de confirmacdo da presenca da doenca, em contrapartida, va-
lores mais proximos de 0 maior a chance de confirmar a auséncia de doenca. Visto isto, nos
calculos de RV quando comparamos o teste LeishFlow aos testes padréo de referéncia do MS
(TR-DPP® e EIE-LVC), podemos interpretar que para um resultado negativo no LeishFlow, a
RV indica uma chance minima de 0,13 de um resultado positivo advir de um céo infectado,
enquanto que para um resultado positivo, a RV aponta uma chance de 5,42 a mais de se encon-
trar um resultado positivo em um c&o com LVC do que em um cdo sem infec¢do. Adicional-
mente, realizamos o célculo de RV utilizando o TR-DPP® como padréo de referéncia, os resul-
tados obtidos constataram que ao usar o0 TR-DPP® como referéncia as chances de encontrar
resultados erroneos utilizando o LeishFlow aumentam. Assim, o uso do LeishFlow proporciona
um diagndstico seguro, visto que a elevada RV Positiva (5,42) indica que um resultado positivo

é mais provavel de ser verdadeiro positivo do que falso-positivo. Além disso, a RV Negativa
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bem proxima do valor 0 (0,13) sugere que um resultado negativo é mais provavel de ser um

verdadeiro negativo do que um falso-negativo.

Os testes soroldgicos padrao de referéncia do Ministério da Salude apresentam valores
variados de sensibilidade e especificidade, dificultando as a¢des de controle da doenca em re-
gibes endémicas do Brasil. Dessa forma, vemos a necessidade de substituicdo dos imunodiag-
nosticos hoje empregados, por testes soroldgicos mais sensiveis e especificos. Os resultados
apresentados neste estudo demonstram que o LeishFlow tem um alto potencial diagndstico, e
pode descriminar os animais infectados de ndo infectados para L. infantum. Além disso, em
andlise de custos conduzida no Laboratério de Pesquisas Clinicas da UFOP, o valor unitéario da
reacao por citometria de fluxo para diagndstico da LVC é de R$ 5,94. Segundo dados disponi-
bilizados pelo Ministério da Salde, o teste para rastreamento de amostras positivas (TR-DPP®)
tem custo por unidade de reacdo de R$6,30, enquanto no teste confirmatério de EIE-LVC o
valor é de R$3,78. Neste sentido, o ensaio soroldgico por citometria de fluxo apresenta forte
potencial, pois além de apresentar valor unitario de reacdo proximos daqueles atualmente dis-
ponibilizados em campanhas de controle da LV, € uma metodologia diagnéstica capaz de for-
necer um diagnostico mais acurado para a LVC (GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013).

Baseado nas informacgdes geradas no presente estudo, podemos inferir que o teste
LeishFlow permitiu uma analise diagndstica superior ao encontrado nos métodos recomenda-
dos pelo MS, em uma plataforma Gnica de ensaio soroldgico. Além de tudo, demonstrou ser
uma potente ferramenta biotecnoldgica, podendo ser utilizada em outros modelos metodoldgi-
cos, como o LeishPlex, outro prototipo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, que obteve
Otimos resultados para o diagnéstico da LVC (KER et al., 2019). Diante desses resultados e a
partir da ascensdo da citometria de fluxo como alternativa para o estabelecimento de testes
soroldgicos mais assertivos e refinados, anseia-se a possibilidade do kit LeishFlow compor um
novo protocolo de diagndéstico da LVC. Além disso, uma gama mais abrangente de opcdes de
teste de diagnostico é essencial para laboratorios privados e servicos veterinarios no Brasil,

dada a crescente demanda e impacto na saude publica causado pela LVC.
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7. CONCLUSAO
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Com os resultados obtidos, concluimos que o Kit LeishFlow apresenta um bom desempenho
diagndstico para LVC, com elevada reprodutibilidade diagnéstica e manteve as condicfes rea-
cionais no novo lote produzido. Ao compararmos com o0s dois testes sorologicos disponibiliza-
dos pelo MS para LVVC com o LeishFlow, inferimos que nosso kit apresentou indices conside-
raveis de desempenho (sensibilidade, especificidade, VPN). Dessa forma, demonstrou ser uma
boa ferramenta biotecnoldgica para o diagnéstico soroldgico da LVC. Diante desses resultados
confirmamos que a citometria de fluxo proporciona um aumento na qualidade e seguranca do
diagnostico da LVC, podendo ser empregada como teste diagndstico Gnico na LVC, e contribuir

como uma nova técnica soroldgica para melhorar as agdes de controle voltadas para LV.
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8. PERSPECTIVAS
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A partir dos resultados obtidos com este projeto, confirmamos o potencial diagnéstico do
Kit LeishFlow como uma nova tecnologia diagnostica disponivel para ser empregada em cam-
panhas de controle da LV e/ou médicos veterinarios em busca de um diagnostico mais acurado
e sensivel. Futuramente, ha a intencdo de realizar um ensaio sorolégico multicéntrico, utili-
zando o protocolo descrito neste estudo em diferentes laboratorios em distintas instituicbes do
Estado de Minas Gerais e do Brasil. Dessa forma, pretendemos avaliar a aplicabilidade do teste
em diferentes locais, bem como por diferentes técnicos e citometros de fluxo, e assim seriamos
capazes de confirmar o potencial biotecnolégico do kit em diferentes situacdes comuns e ine-
rentes aos laboratorios clinicos. Durante este estudo, elaboramos um Pitch para disponibilizar
o LeishFlow ao mercado, ademais, ha a intencdo incluir o kit na Incultec (Centro de Referéncia
em Incubacao de Empresas e Projetos de Ouro Preto) e apresenta-lo a Startups, através da cri-
acao de um plano de negdcios, e assim viabilizar o kit como alternativa para o diagndstico da
LVC.
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10. ANEXO A - BULA DO EIE-LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA/BIOMA-

GUINHOS
EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Blo-Manguinhos
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-As cos les devern ser puladas com culdad

- Homogeneizar as amostras e controles antes de usar;

- Utilear squipamento de protesio individual (EFY, tais como luvas o fveis, jaleco e p facial. em todas as etapas
do teste.

« Desp p lueas, pip de vidro, fra placas utilizades, etc., em soluglo de hipodarita de sédio a 2.5% ou
dgun saniaria:

« Munca It d.lu.ﬂL

- Accaselha-se 6 utiiaar j

b

Mmm&&mmmmu“ummmmmm
- Cada strip 6 pode ser utiizada umna Gnica vez:
« Sclugdes contendo TMB ety perodidass sio para pele e & ndo devern efirar een CONLao com metals;
- Nho usar 08 companentes apds sua data de vencimento:
+ Utilizar frascos e vidraries rigorosamente limpos, pols residuos de detergentes elou substincas avidantes poderdo Interdesir

N reacia,

PROCEDIMENTO DO TESTE
&W&MMMW@.«K.!’CMquWMW
de -20°C, 30606 controles ¢ as strips sensibillzadas, devem ser retirados de sua temp vagho antes do inicio do
teste e welizados, retomando-os & temperatura logo apds o uso.

Importante: Retirar apenas a quantidade de “Strps” a serem utiimdas no teste,
Ocum&vnunuhdodem W«mmmmmhmm sem 8 necessidode

de descongelamento para = apos seu uso.
Importante: Este insumo nbo tolen varagoes de temperatura, evitar prolongar sua p éncia fors da temp de -20°C.
1. Preparo do diluente de amostras‘conjugsdo:
o° STRIPS duplas  n" REAGOES ""“““c' et Lecting de Leite (pesa) M, destilada
a1 2616 Ik 034q 12k
4 — e [
o s +3+ e — —Ho—
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0 a6 80 12ml 129 4Bl
06 até 96 14 mi 149 S6mL

2. Diuir em tubcs, 9 ub dos controles e das amostras de soros ou plasmes de ches o serem analisadas, previamente
homogenewadas, em 500 sl do divents de amostra‘conjugado (1:100).

3. Distribuir na placa sensibilizade, 100 j2l. dos controles e amostras ji dikiidos, da seguinte forma: na coluna | fileiras A e 8"
o cantrole posithvo; na °C, D‘:'Eomm‘?o‘a'mm(ouwdedooow S5), Nos dernais orilicios,
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4, Selar 05 “strips” coen & folha adesiva & incubar a 37°C + 1°C por 30 min,
Obs.: Caso ocotra variagho sigrificativa de temperatura dusante o periodo de incubago, o técnico deverd invalider o ensaio.

5., Preparo do tampdo de lavagem:
Oba.: QMQMQMMMMWmWMerlWMM
#) volumes necessirios quando se utlliza sistema de vécun com pente de lavagerm ou pipeta Pasteur:

n° STRIPS duphas ° REAGOES Tampso de Lavagem [20X] H,0 destilada
ol LAl 2mL 38l
0 ané 32 3mlL 5Tml
48] até 48 4mil. T6mil
ST At 64 _ SmL [ LY
F o5 alé 80 Tl - 133 mL
06 aé 96 8mL 152 mi
b) vokames necessésios guando == utiles lvadones atomitices:
n” STRIPS duplas n® PLACAS Tampdo de Lavagem [20X)] H,O destilaca
" 03 12 20mL 380 mL
até 06 I 25 mlL 475 mL
até 09 112 30 mL 570 ml.
nté 12 2 T 35ml 665 mL
até 15 212 40 mL 760 mL
aé 18 3 45 mL 455 mL
a0 21 3z %50 mL 950 mL
Mé 24 4 55 mL 1043 ml
6. Descol dad a folha adesha, aspinr o Odo e lavar 6 veres com tampdo de lavagem (200 uLlorificio),
Aguardiar 30 8 60 segundos entre cada lavag
7. Dilulr @ congugado no diluente de st Jugado, preparad rh
Prepara do conjugadeo:
HAINES daphis n* REACOES c-qug:omoo Conjigado
[0} até 16 SmL Spl
l 0 até 32 SmL 5ol
‘ 3 aé 48 10 ml 10uL
| o e 64 10l 10 4L
05 né B0 15 mi 15l
06 6 05 15 mi 15l

‘ 8. Homogenetzar bem e distribuir 100 gl da diluigéo do conjugado em cada orificio dos strips.

9. Selar "o strips” com follw adesiva ¢ incubar a 37°C £ 1°C por 30 min. Asplrer e laver conforme descrito no Rem 6.
{ 10. Prepacar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencishmente em frasce escuro (ao abrigo da k).

11, Prepeso do substrato:
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n° STRIPS duplas  n" REACOES  Diluente do Substrato  Cromégeno (TMB) Substrato H,0,
01 @ 16 25ml 25l 5 ul
o “é 32 4ml A0 ul Bul
o3 aé 48 6ml 60 pl. 12l
[ até 64 Sml B0 ul 16wl
1<) até BO 10ml 100 el 20 ul
05 até 56 2ml 120 ul 24pL

12 Distrivudr 100 il do substrato rapidamente em todos os orfficios.
13. Dabxar & temperatura embiente, 80 abrigo da hz, durante 30 min
mw.mmwmammm@wuammmm-w
das microplacas.
LEITURA
Lgar o esp foty pars Pl quipado com filtro de 450 nm para leltura e sem a utiizagio de filre
de referéncia {620-630nm). Apés alguns minutos, para estabiizagdo do febe de luz. zerar o aparetho no ac (sem a
microplacs de teste) e, em seguida, Iniciar o leftura.
WACMIMNHMMGwadmmmMmammuM
Aticas (DO) ficardo ababo do esperado, prejudicando o cileulo do cut-off e causando & ocorréncia de resulados
Falso-positivos 1O ensaio.
momamwmammammmmmmdammma
faixa de validacio do teste. Caso seja da alguma densidade Gtica fora da faixa de validagdo do teste,
e5ta devers ser descartada & 8 média deverd ser realizadas utikzando-se as demals densidedes Gticas, conforme
demorstredo nos exemplos abalxo,
VALIDAG‘ODOT&TE
Considerar 0 1este vilide quando os valores da densidada Gtica estiverem na faixa descrita a seguir:
Controle Positivo: = 0,500 de DO
: egativo: 2 0,030 5 0.120 de DO
1 \ beranies we 05 valnres citados estverem fora do Trrite
Calculo do Cut-0rr (CO)
CO = XCNx2
XCN = Média da densidade dptica dos orificios do controle negativo.
DO = Densidade dtica
N = Controke Negativo
Exemplo 1:
DOCN 1 = 0,100 ROCNL + DO CN2 + DO CN3 = 0,100 + 0,098 + 0,101 = 0,099
DOCN2 = 0,068 3 3
DOCN3 « 0,101
CO = XCNx2
0099x2 = 0,199
Exemplo 2:
DOCN | = 0,110 ROCNI + DO CN2 = 0.110 + 0.090 = 0,100
‘DOCN2 = 0,090 2 2
POEMN3 =13+ —» Fora da faba de validacho do leste = descartar
CO « XCNx2
0,100x2 = 0,200
~ Exempio 3:
DOCN1 =010 ROCHL + DO CN2 = 0,110 + 0,080 ~ 0,069
DOCN 2 = 0,080 2 2
PO-EM-3-=8.040 » Fora da faixas de validagho do teste = descartar
00 = XCNx2
0095x2 = 0,190
Célculo da Faixa Cinza (FC)
FC=C0x1.2
A o0 As que ap tarem densidade otica igual ou superior a0 Cut-Off.
:mmw:nummm-m»m-m
:mmmuuwmwamom-mumm
Obs, I darmos a repeticho das que ap densidade otica na “fata cnaa”, considerada
neste teste, entre o vatlor obtido para o Cle-Off ¢ o valor obtido com o muliplicagao deste por 1.2,
Obs. 2: mantendo-se &8 amostras na fala crua” apés a repeticdo, recomendamos 2 utilicacho de outras
doogins paca confirmagao deste resultado, que deverd ser designado como INDETERMINADO.
_Obs. 3: operador deverd obsenvar os c des do teste, i) que a DO obtida para o controle do conjugado
I‘m.nhp&iwnm-ljxDOowhmommdem
.nocemooommmosrmcommseu PAPEL FILTRO
| 1. Prepara do diuente de amostrasconiugado:
o* STRIPS duplas  n° REAGOES  Diluente de Amostras/  Lecitina de Leite (pesar)  H,O destilada
Conjugado [5X]
01 até 16 3ml 03g 12ml
o2 até 32 6 ml 06g 24 mlL
[1c] ad 48 8mlL 08g 32ml
0t ate 64 10 mL 1g 40 mi.
05 até B0 12mb 1.2g 48 mL
06 oté 96 14 mb l4g 56 mL
2 Em tubas previ inados, Bmpos € secos, colocar 2 picates (6mm) de cads amostra coletads em
mammmmlmwmm)mmmmwemmmm
3. Adickonar 400 ul de diuents de amastra‘conjugado, par tubo, paca &s amostras coletadas em papsl Whatman
n°] ou 500 ul de diluente para amostras coletadas em papel Klabin 80,
| 4. Colocar a estante de tubos em agiador rotacional para elulr as amostras coletadas em papel de fitro. Debar eluir
durante a noite na geadeira ou agitar | hor no agitador, Totagao de 30 Rpen a 125 Rpm.
5. Dituir em tubos, % L. 606 50705 controle positiv & negativo, previamente homogeneizados, em 500 ul. do dikiente
de amostra/conjugado (1:100). 91
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6. Distribuir na placa sensbilizada 100 ul dos controles ¢ das amostras eluidas da seguinte forma: na coluna |
fileira "A", "B", 0 soro controle positive, na "C', *D", “E” o contrale negativo, na “F” ¢*G”, somente o diluente da
amostry/ conjugado (sem soro). Nas outros orificios, distribuir 100 ul das amostras teste jé eluidas, seguindo o
protocolo abaixo:

1 2 3 “ 5 6 7 ] 9 10 1 12
A o Avaste | Acwwne | Avestn | Arosas | Arceme | Avoste | Anoexs | Avosta | Asosss | Avcets | Amods
2 10 " L - « %0 L ”» " ”
8| cn |Aman]anies | Avsee | Arosns | Arustm | Amosrs | Asosss | Avass | Avecsrs | Anesta | Anoss
3 i) “w n » “ Ll 3 o bid »
Avosks | Arwours | Amost | Arvonis | Arats | Avoss | Arosis | Avesis | Aosts | Aveste | Aveede
C| o S RO | AR | NSRS | APRSTE | Apvmats | A | Ao | A 4| M| CP - Controle Positivo
ol o Aot | Aoy | Amesies | Aceoairs | Arweies | Amosks | Arvoss | Avasin | Avosie | Aveshe | Avass
Polw | e | W | e | @ | w | e | CN-Controle Negativo
E| o Arcats | Arcwss | Amosrs | Arcaes | Axcetm | Arsosks | Arvoas | Aot | Arsooirs | Aroeks | Areoste
. “ n x M - “ e ™ » -
F | o [ | Avasi | e | Arcaes | Arovks | Aevoevs | Amcss | Amaves Arvs | Avoses] vt | S - Sem Soro
T ALl n »n - ol “ - H " L
G = Arcams | Avasts | Amosss | Amosts | Amoetrs | Arwours | Arcetw | Amours  Arcairs | Amasis | Arvosis
3 » ) = -« -~ - s " - -
“~_~~“_I_A—~u?_.m
1 L AL = = A - w - " -

7. Selar os "strips” com a folha adesha e Incubar a 37°C = 1°C por 30 min.

Obs.: Caso ocorra varisgio significativa de temperatura durante o periodo de incubacho, o técnico devers irvalidar
© enssio.

B. Prepato do tampdo de lvagenm:

Obs.: Este tampdo ¢ suieito a oristalzagso, neste caso, cologue em banho-marks a 37°C até a dissolugio dos
cristals.

) volumes necessérios quando se utilza sistema de vicuo com pente de lavagem ou pipeta Pastewr:

° STRIPS duplas n* REAGOES Tampdo de Lavagem [20X] H,0 destilada
01 aé 16 2mlb 38 mL
02 até 32 3ml 57 ml.
PP Y — i — AmL PO
04 até 64 5 mb @ mlL
o5 aé 80 Tml 138 mL
06 até 96 8mL 152 ml
b} volurnes necessdrios quando se utilza lavadores automaticos:
n® STRIPS duplas n® PLACAS w*tm[m H,O destilada
and 03 12 380 mL
ané 05 1 25lri. 475 mb
=é 09 112 30 mL 570 mi.
-é 12 2 35 ml 665 mb
aé 15 212 40 ml 760 mi
até 18 3 45 mlL 855 miL.
até 21 312 50 mL 950 mil
até 24 a 55 mi. 1045 mi
9. Descolar cuidado @ folha adesh cqalv'o eido ¢ lavar 6 vezes com tampéo de lavagem (200 pl/
orficio). Aguardar 30 a 60 segund cada lavagem.
lamowmm«mwmm
Preparo do conjugada:
n® STRIPS duplas n* REACOES vk byl Conjugsdo
[} ae 16 5mb Sul
@ oté 32 Smb Sul
i) ad 48 10mL 104l
04 até 64 10mil 104l
05 até 80 15 mi 15l
06 até 96 15 mL 15uL

11, Homogenetzar e distribulr 100 4L da diuigso do conjugado em cada orificio dos strips.

12 Selar “cs strips” coen folhs adesha & incubar a 37°C + 1°C par 30 min. Aspirar e lvar conforme descrito no item 9.
13. Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferenciaimente em frasco escuro (a0 abrigo da huz)

14. Prm-mhmbwm

03
04
05
06

aré 96 12ml 120 ub. 24l

15, Distribuie 100 ul. do substrato rapidamente em todos o5 orficios.

16. Detxar & temperaturs ambiente, 30 abrigo da luz, durante 30 min.

17. Bloquear a reagio adicionando 50 ul. de dcido sulfirico 2M em 10dos o5 orfficios. Em segulda, proceda a leitura
das microplacas.

LEITURA

Ligar o espectrofoadmetio para microplacss, equipado com Miro de 450 nen para lelura e sem 2 utilzagso de filtro
de referéncia (620-630 nem). Apds alguns minusos, para establlizagao do fetee de . zerar o apareho no ar (sem a
microplaca de teste) e, em seguids, iniciar a letura.

Obs.: caso & leitura seja feita com fitro de 450nm. tendo como referéncia outro de 620-630 nm, todas as densidades
Sticas (DO) ficardo ababuo do esperado, prejudicando o cliculo do aust-off ¢ do a ocoméncie de resulad
falso-positives no ensalo.

Para o célculo do cut-off deve-se caloular 8 média das densidades Gticas dos controles negativos dentro da faixa de
validacho do teste, Caso seja encontrada alguma densidade dtica fora da fatua de validagho do teste, esta devers
ser descartada e 8 médis deverd ser realizades utilizando-se as demails dersidades dicas, conforme demonstrado
nos exermplos abaixo,

VWODOTBTE

Considesar o teste vilido quando os valores do denskiade dtica estiverem na falxa descrita a seguln:
Controle Positivo: = 0,500 de DO

Controle Negativo: 20,050 < 0,120 de DO

Repetir 0 ensaio se o5 valores citados estiverem fora do Imite.
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Calculo do Cut-Off (CO)

CO = XCNx3
XCN = Média da densidade Optica dos crificios do controle negativo,
DO = Densidade dtica
CN = Controle Negativo
1

DOCN 1 = 0,100 DO CNI + DOCN2 + DOCHI = 0,100 + 0098 4+ 0,101 = 0.099
DOCN2 = 0,008 3 3
DOCN3 = 0,101
QO = XCNx3

0,099 X3 = 0287

Exemplo 2:
DOCN1 = 0,110 DQ_QIL:J}Q.QR muu.n.m 0,100
DOCNZ = 0,090
mmumnmuw-m
CO = XCNx3

0,100X 3 = 0300

Exemplo 3:
DOCNT = 0,110 ROCN1 + DO CNZ = 0,110+ 0.080 = 0,
2 2

DOCN2 « 0,080
Fora da faixa de validagao do teste = descartar
CO = XCNx3
0,095 x 3 = 0,285

Célculo da Faixa Cinza (FC)
FC=COx12

‘Exemplo: CO = 0,322 co
~FC=COX12 = <r___ —
rc=032xi12 AMOITRAD NAO REATIVAS AMOGTIAL REATIVAS

FC = 0386

Obs.: operador devesd observar os conlroles do teste, considerando que & DO obtida para o controle do conjugado (SS), nbo
poderd ser superior a 1.5 x DO obtida para o soro controle negativo.

RESULTADOS

Amostras reagentes: As que apresentarem densidade dtica igual ou superior so Cut-Off.

Amostras ndo reagentes: As que apresentarem densidade Gtica inferior a0 Cut-Off
mmuummmmoawﬂumm

Obs. 1: da odo das que apresentarem densidade dtica na “fata cirea®, considerada neste teste,
mowlntuwdomocwoﬂ'eovdmowdocomnnwplcnq‘om”l,z

mz:nmuu-mnrum “faixa cinza” apds & repeticho, recomendamos a utilzagso de autras metodologias para
R0 deste resultado, que deverd st designado como INDETERMINADO,

Obs, 3: operador deverd abservar os controles do teste. consideranda que a DO oblida para o controle do corjugado (SS), nao
poderd ser superior & 1,5 x DO cbtida para o s0r0 controle negativg.

INDICE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Estudos preliminares de padronizaglo do teste foram ealizados por Blo-Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolio Lutz
(AL-SP), Foram identificados 130 ces com suspeita ciinica de Leishrmanis Vi d Arnerk (LVA) dos quais foram coketadas
AMOSLas de SOT0 € amastras coletadns em papsl de filtro. Estas amostras foram testadas tanto na i1 quante no EIE. Pora os
célculos de sensibilidade e especificidade a IFT foi iderndo o teste padrdo ("Gold Standard”), e os seguintes indices foram
encontrados: Sensibilidade pars amostras de soro dos ces: 94,54% e especificidade de 91,76%. J& para 8s amostras coletadas
em papel de filtro os indices de sensibfidade e especificidade foram de 79.45% & 90,24/% respecthamente.

INDICE DE RERODUTBIUDAD!. REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE

Di estuch izad nossos laborators mmwum.nrmd-mopdrh.mb
amawemnw«m riodo minimo de 6 meses de
ﬂd-depmomm WMMquWdemaUn&nmm
P opr aiivs © st padies Je yualidede.
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ASSISTENCIA AOS USUARIOS
Orientagbes téonicas adiclonal peito deste produto poderso ser obtidas junto a:
mw&Tmmwlmlm

Av. Beasil, 4365 - - CEP 21040-900 | Rio de Janeiro-RJ | CNPJ 33.781.055,00015-30

SAC: 08000.210.310 | sac reativosi bio. Socruzbr | www.bio. fiocrue. br

Indistria Brasileira

Ap Gho da Are: beo|11 Arte: BM-BUL-O30-02-R-14870 Texto: MI_EIE LVC 07

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
MOODELO DE PROTOCOLO: SORC

Prody Partida n': Vencimant )
Segio: EIE n* Data: ! /
INIEHO: o M TEMINO: i | i . min
Disposigso das Amostras Densidade Otica das Amostras
1 2 3 4 5 67 8 9% 1011 12 1. 2.3 4.5 85 7. .89 11 12
A A
L L]
C C
D D
E E
F F
a a
H H
Céleulo do Cut-Off (CO) Técnico Responsével:
§°m'_’°$d‘..2a, densidade ptica W UYL
 HEGANG.
DO = Densidade ctica.
CHN = Controle Negativo.
CO~- M_CHIJ,DOJCHZ + DOCNS = xgm =X
CO=Xx2=

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
MODELD DE PROTOCOLO: FILTRO

Pr PartRIE I e i, . Vencimento: ... fevmeensranens
Segao: EIE n*: Data: ! !
Iniclo: h min  Térmi h min
Dis das Densidade Otica das Amostras
1 2 3 4 35 6 7 8.9 1011 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
A |
n |
c
D
e
F
]
H

EIE LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

Bio-Manguinhos

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA
DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(material fornecido para 384 reagoes)

IMnsino da Soude
nocwuz
Crnaz

Inttau de Serooge

7 Bio-Manguinhos
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11. ANEXO B - BULA DO TR-DPP®-LESHMANIOSE VISCERAL CANINA/BIO-
MANGUINHOS

TR DPPYULEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Blo-Manguinhos
(USO VETERINARIO)
TEWMPINWAMWADEECCMOEMMDECAOMLEBHM
(material fomedido para 20 determinagbes)

INDICAGAO DE USO

O TR DPP* Lelshmaniose Visceral Caning -~ Bio-Manguinhos € um teste de trlagem
Imunoctomatografico de uso (nico para detecho, em caes, de anticorpos especificos para
Letshmania, em soco, plasma ou sangue 10tal venoso.

O teste ¢ usado pata o diagndstico de leishmaniose visceral canina em associacao a outics
citérios. O TR DPP* Letshmaniose Visceral Canina - Blo-Manguinhos € indicado para uso por
profissionats de salide de acordo com as nstrugdes fomecidas.

INFORMAGOES TECNICAS

A leishmaniose ¢ causada pol uim protozodiio pasasity do género Lelshmania. Essa doenga ¢
endémica em 88 paises, wialzando 3% milhdes de pessoas. A Leishmania estd presente om
Sreas desde a Motesta topical das Américas do Sul & Central aos desertos no Oeste da Asia,
com mals de 90K de todos os casos de letshmaniose visceral (LV) ocorridos em Bangladesh,
Nepal, Indla, Sudio e Brasil. H& cerca de 500,000 novos casos anuals de lelshmaniose visceral
humana'?. Entre os anos de 1984 a 1999, 37,254 novos casos de LV humana lotam relatados
pelo Ministéno da Sadde’.

A LV algumas vozes refetida como Kalazar € Lme doenga crorics e potenciaimente letal se ndo
uastada antes do aparecimento de sintomas.  Sinals clinicos da doenca incluem Indisposicac,
anemia, febre, perda de peso e Inchago no bago, figado e ganglios Infdticos’,

A Infeccio pode ser prevenida evitando-se a picada de flebotorminecs através de protetores
como vestuiio, repelentes ou Inseticidas. Tratamentos para LV séo mulio dificels ¢ geralmente
requerem o s de antimdnio pentavalente ou estboghuconato de sidio’,

ALV ¢ uma ooncse na qual os canideos 18m sido implicados como Importantes reservalonos
para o parasita®® A ransimissho aos hurmancs ocorre pela picada do flebdtomo ibmen infectado.
Programas de controles pata LY incluem a cutandsia de ches infectados identificados através
de teste soroldgico. Este procedimento tem provado ser uma impodtante etaps do contiole
eongregado o Deasl®

Varios ensalos como a imunofiuorescincia, hemaglutinagdo, PCR e ELISA encontram-se
awalmente em uso para este diagndstico™’ ¢ os antigonos recombinantes s8o feTamentas
apropriadas para melhorar os métodos de diagndstico soroldgico atusis para leishmaniose
visceral caning (1LVCO).

O TR DPP* Leishmanione Visceral Canina - Bio-Manguinhos é um ensalo de trlagem,
imunocromatogrfics, que empregs uma combinagio dnica de antigenos recombinantes
especlicos para a detecg o de anticorpos especiicos para Leishimania, em caes. E répido, simples
 fdcll de usar ¢ pode ser ammiazenado A tempetatuta amblente (2 a 30°C).

PRINCIPIO DO TESTE

O TR DPP® Letshmaniose Visceral Caning - Blo-Manguinhos emprega uma comblinacao de
protelna A conjugada » particulas de ouro colokdal e anticorpos especificos da amostra para
Leishmania. Em seqOéncia, reage cotm antigencs recombinantes de Letshinaria lgados a uma
membrana (lase s6lida)

A amostra & aplicada ao pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAD), seguida pela adicho do tampdo de
comida. O @mpdo propicia o fluxo lateral promovendo a ligagho dos anticorpos acs antigenos.
ApGs 8 miglagso da amostra ¢ do ampdo ao longo do suporte de este, deve-se adiclonar
tampéo de comida ac poco # 2 (TAMPAD). O conjugado se lign sos mnticonos especllicos pama
Ledshmania produzindo uma linha (roxarosa) na drea do TESTE (T). Na auséncla de anticorpos
pata Letshmania a Mnha (roxa/rosa) ndo aparece na &rea do TESTE (T). Em ambos os casos, 8
amostra continua a migrar a0 longo da membrana produdndo uma linha (rox/rosa) na dres de
CONTROLE (), 0 que demonstra o lundionamento adequado dos reagentes.

MATERIAL FORNECIDO

Suportes DPP® contendo de Leishmanae o

Conjugado de Ouro Coloidal a em Membranas Especiais 20 unidades
Tampéo de Comida 01 frasco (6 mL)
Algas Coletoras Descartivels (5 ul) 20 unidades
Lancetas Estérets Descartavels 20 unidades
Manual de instrugao de Uso 01 unidade
MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

- Crondmetro ou reldgio
Micropipeta calibada paca 5 pl. (como alternativa A slo coletom)
Luvas descartdvels

95



SOARES, N.C. Anexo

- Recipiente seguro pata descarte de malerlal bioldgico
- Alcoot 70%

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL

O TR DPP* Letshrmaniose Visceral Canina Blo- Mangumbos deve ser atmassenado entre 2 ¢ 30°C. Recomenda.
e a conserves; 30 do MWL em geladelrs somente em locals onde & lemperatura amblente ultrapasss 30°C. Nao
congele o kit ou os seus componentes. Os supartes de teste devem permanecer jacrados até o momento de
sun utiizagso. O tampho de corrida deve ser mantido em seu reciplents onginal, Caso o Wt seja guasdado
s0b refrigeracho mseguist se de que 10308 O componenles estefam A lemperatura amblente no MOMenio
de sta utiZacsn.

CUIDADOS E PRECAUGOES

Somente pata uso em diagnostico (n uimo.

Somente pata (o veterindrio,

Este conjunto disgnostico contdm produtos boldgicos ¢ quirmicos podendo representar uma fonte de
Mson. Ao manusear sste conpunto, cbservar as precauches de blosseguranca necessdrias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunio diagndstico depende do cumprimento das Boas
Priticas de Laboeatdnio, tals como:

- O 1este deve ser roalizado apenas por profissionals de sadde, segundo as instyugoes contidas neste manual;
- Nao realzar mals de * testes por vez. Esta conduta reduz falhas no procedimento do teste, bem como
na Interpresaco dos resultados;

- As amostras devem set homogenezadas antes do uso;
~mammmmwamm-ammzem
podendo ser ussdins em até 3 dias;

- Amaostras de soro oo plasena podem ser conservadas entre 2 @ B'C por 3 dias apds a coleta, alé que sejun
wtizadas no teste. Caso a realizacao do teste ndo sefa possivel dentro deste perfodo, as amestras devem
et congeladas (-20°C ou abaixo);
wamwmmmmmemdmmnm
e todas as etapas de realzacho do teste;

« On wstes nunca devem ser utiizados apos a data de walidade;

Componenies de kits de lotes diferentes nunca devem ser misturados;

A Integridade dos componentes do kit sempre deve ser verfficada. Em especial, assequrar-se de que a
embalagem dos suportes esteja (ntacta. Caso algum dos componentes do kit demonstre itregularidade,
separe 0 Kit evitando que sefa utilizado e entre em contato com o SAC de Blo-Manguinhos;
mmmu&

- S0 pligasr sang NG aapons de teste. Utlliear sermpre a algn col formeeida no bt
W-mmwmamu

- Culdado no adicionar a amostra: a algs deve set manticha em posicao vertical & a amostra deve ser aplicada
20 centro do orificio ou pego # 1 (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste;

- Cuidado so adicionar o tampho de corrida: o frasco deve ser mantido em posicho vertical ¢ apenas duas
gotas do liquido devem ser dispensadas a0 poco # 1 (A\MOSTRA + TAMPAC) do suporte de teste onde
S encontie & amostia;

- Aguardar cinco minuics ¢ somente apds o desaparecimento das cores das linhas T (TESTE) e C
(CONTROLE) adiclonar quatro gotas do tampio de corrida ao pogo # 2 (TAMPAD),

ATENGAO: Alguns resultados reagentes podem aparecer em menos de 10 minutos, mas s30 necessanos
10 mirutos para detectat um resullado nko-teagente. Ler os resultados em amblente bem Suminado, Nao
lor os resultados apds 29 minutos da adico do tampao de corida ao pogo # 2 (TAMPAQ).

< Apdes 0 USO, Suparies, pontelias, lancetas, algas coletoras ¢ luvas devern ser descariadas em Agus sanitdda
ou am salugio de hipocionio de s6dio 8 2,%% como matesial biokégico potencialmente Infeccioso.

COLETA DE AMOSTRA

ATENCAO: para o perfeito funcionamento do leste, usar 5 ul de amostia € seguil as Instrugtes de
procedimento do teste.

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina Bio Manguinhos pode ser realizado com amastra de soro,
plasma ou sangue total venoso.

Sanque total
Uitzar & lanceta pasa obter sangue & partir da ceelha, patas ou abo do animal. Pass Leste kmediato utiizar as
algas coletoms.

Sangue Total Venoso
Coletar o sangue assepticamente nos tubos contendo EDTA, hepatina ou citrato de sédio. Certifique-se que
© tubo de sangue fol bem misturedo anles da amostragem, Siga cotretamente 0 procedimento do teste

Soro

cbtido do sangue 1ot coletado assepticamente POr pUngao de vels com um wbo Bmpo sem anticosguiante.
Detiar 0 sangue coagular a temperatura amblente. Contrifugar o sangue o 2000ypm, durante 10 mdnutos,
& temperatura amblente. Separar 0 so0 dJ0 CodgUio pata evitar hemolise.
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Plasma
Coletar 0 sangue totel com anticoagulante, centrifugar & 2000rpm, durante 10 minutos, a
temmperatura amblente e separal 0 plasma sobrenadante,

PROCEDIMENTOS PARA REALIZAGAO DO TESTE RAPIDO TR DPP* LEISHMANI-
OSE VISCERAL CANINA - BIO-MANGUINHOS

1.Certifique-se de que a amaostra 6 sef testada eslep A temperatins amblente. Caso & amostra
tenha sido refrigerada ou congelada, permitie que a mesma alcance a temperatura amblente
antes de se1 testada.

2.Retirar o niimeso necessério de componentes do TR DP9P*
LESHMANIOSE VISCERAL CANINA BIC - MANGUINHOS
e coloch-Jos sobre umea supetficie plane. Caso o kit tenha
sido guardado sob refrigeragao, centifique-se de que os
componentes do Kt estejam a temperstura amblente no
momento do uso.

3. Revrar o suporte de teste do envelope laminado e
dentifica-lo com o nome do animal ou ndmero de
dentficacdo, além do ndmero do lote do Kt de onde o
teste fol retirado.

4 Nestficar a Integridade de 1odos 0s componentes ¢ a
existéncia de 2 (duas) linhas na jancia de teste do suporte,
sendo 1 (uma) de cor azul ¢ 1 (uma) de cor verde. Caso
uma ou mals dessas linhas estela ausente, separiy o suporte
de jeste pata que Ndo seja usado e comunicar © ocotrdo
80 SAC de Bio-Manguinhos. Em segulda, utlizar um novo
suporte de teste pata continuar o procedimento,

5.Encostar a alga coletora de B ul na amostra a ser
testada, permitindo que a alga seja preenchida com a
amostra. Alternativamente, podem.se utfiizar mictopipetas
asomatcas, calibradas e ajustadas para 5 pl.

6. Segurar a alga coletora na posicao vertical € 1ocar na drea
de aplicacho da amastra, pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAD)
do suporte pare liberar 5 ul. de amostro. Certifique-se de
que & amostra de sangue total, soro ou plasima migrow/
escorreu da alca para o local'do teste,

7. Viras o frasco de tampdo e manter na posicao vertical
{semm inclinar) sobre o pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO).
Adicionat 2 (duas) gotas de tampdo, lentamente, 20 pogo
# 1 (AMOSTRA + TAMPAO).

B. Aguardar 9 (cinco) minutos. Apds esse tempo, a inha
and (TESTE) e verde (CONTROLE) da jnela devem ter
desaparecido. Em caso contidrio, descartar o suporte de
teste ¢ repetir 0 procedimento desde o inkclo usando um
OVD SUPOTTe.
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9 Vitar o frasco de tampdo e miante- 1o na posicio wrtical (seim
Inclinar) sobire 0 pogo # 2 (TAMPAO). Adicionat 4 {(quatio)
golas de 1ampao, lentaments, 40 pogo # 2 (TAMPAD),

10.Detxar 0 weste comer por 10 (de) minutos a lemperaturs amblente. Caso nao haga migragio
apos 3 (Ubs) minitos, descanas o teste.

11 Leftura do Teste - Nao ler 0s resultados apds 2% minutos da adigho do tampdo de comida 10
pogo ¥ 2 (TAMPAO). [

Leitura Visual

Coloca & suporte sobve uma superticle plana e am local bem luminado. O operador dewn 5o

posicionar de forma a manter wna distncia de 30 & 20 cm entre o suporte de teste o seus olhos,

DObservar a presenca de linhas & anctar no protocoko de 1estes. ‘
{

Lsitura com Equipamento - Leitor de Testes DPP*
Alternativamente pode se lxer a leltura dos testes DPP* com equipamento especifico. Segulr
Instrugdes de uso do equipamento para oblenclo do resultado.

ATENGAO: Apds a lefura, descartar 0 suporie. a alga o a lanceta utlizados no teste em
reciplente para descarte de materials de risco bioldgico,

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

On resultados poderm ser Interpeetados tanto visualmente ou com & ajuda de um leltor )
Em caso de dividas na Interpretacdo do teste, sepafar o suporte ¢ laret contsto com o SAC
Bio-Manguinhos. |

Resultado NAO REAGENTE

Um resuliado ndo reagente ¢ indicado por ume Inha roxatosa na Area de CONTROLE (C) ¢
nenhuma linha na &rea de TESTE (T) Este jesultado sugere b sustncia de anticolpos paio
Letshmanda no amostra e nio exclul a possibBidade de Indecgio por Letshmania. l

A detecgdo de duas linhas roxatosa, uma na &ea de CONTROLE (C) & outra na trea de TESTE
(), indica um resuliado reagente. A intensidade da inha na drea de TESTE (T) varia de clao
A muko escwro conforme a concentracho de anticorpos especilicos. Assim, a linha na &ea de
TESTE (T) pode ter aparéncia diferente da inha ns d&ea de CONTROLE (C), Isto ndo Invaliida o
teste. Uim testo reagente significa que anticorpos para Leishmania foram detectados.

ATENGAO: Um resultado reagente deve ser confirmado conforme recomendacoes ¢o
Ministério da Sadde.

TC

Resuftado INVALIDO

Uma linha roxa/rosa deve sempie apareces na &rea de CONTROLE (C), Independente da
presenca ou ndo de linha na droa de TESTE (T) Caso uma linha roxa/rosa ndo sejy visivel 5
#1ea de CONTROLE (C), 0 teste deve ses considerado invalido. Um resultado invillido ndo pode
st Interpretado. Separar o materal ¢ fazer contato com o SAC de Blo-Manguinhos. Repett o
procedimento de Leste com um Novo suporte de teste. |

Arms Teste  Arwe Contole Arwe Toww Ao Controm

i_\/ \

M AR | v
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CONFIRMAGAO DE DESEMPENHO DO TESTE

Ao wrmino do teste, uma linha roxarosa aparecerd na drea de CONTROLE (C), tanto nas amostras
negativas quanto nas positivas. Esta linha serve de controle Interno, confirmando o desampenho
adequado do teste.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

- O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos deve ser utiizado com soro, plasma ou
sangue total venoso,
Outros upos de amostras de sangue coletadas em tubos contendo anti-coagulantes que nado
cltratos, heparina ou EDTA, podem gerar resultados Inadequados. Para amostras de soto, coletar
sangue sem anticoagulante.
- O TR DPP* Letshmaniose Visceral Canina - Blo-Manguinhos deve ser utitzado sequndo as Instrugoes
conlidas neste manual visando & oblengdo de resultados adequados,
- Proceda a leftura do teste em, no mdximo, 29 minutos.

Somente abra o envelope contendo o suporte de teste no momento de sua uizacso,
- Lim resultado reagenie indica a presenca de anticorpos para letshimania na amosta testada.
- Um resultado ndo reativo ndo exchul a possitalidade de exposicao a lelshmania ou Infecgo por leishmanta
Uma resposta humoral a uma exposicao recente pade levar alguns meses até atingir nivels detectavels,
- Um animal infectado com Leishmania que esteja recebendo algum tipo de medicamento pode produzis
resultado falso negativo,

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

A sensibilidade e a especificidade para Leishmania foram determinadas pela avallacho da capacidade do
leste 1apido TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Blo-Manguinhos de detectar anticorpos especificos
para Leishmania em amostras clinicas de ces. Comparado a0 tesle parasitolégico, pars estas amostras,
O teste rdpido TR DPP* Letshmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos apresentou sensibilidade de
98,3% (167/171), sendo 1 amostra Indeterminada. Quando comparado ao Teste EIE (Blo-Manguinhos),
pata amostias de ches sem suspelta de leishimanicse, o TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Blo-
Manguinhos apresentou uma especificidade de 97, 4% (17W186), sendo 6 amostras Indeterminadas.

REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE

As boas praticas de fabricagao ¢ laboratorials, associadas a simplicidade e rapidez na utilizagso do TR
DPP* Letshmandose Visceral Canina - Blo-Manguinhas garantem sua reprodutibilidade, repetitividade e
establlidade, podendo ser utilizado como método sequio ¢ eficaz na detecgdo de anticorpos especiicos
para a evidenclagao da Infecgao por Leishmania.
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ASSISTENCIA AOS USUARIOS

Onlentagtes técnicas adicionals a respeito deste produlo poderao ser obtidas junto a:

Instituto de Tecnologla em Imunobioldgicos | Blo-Manguinhos | FIOCRUZ

Av. Brasll, 43685 - Manguinhos - CEP 21040-900 | Rio de Janehio-RJ | CNPJ 33.781.0550001-3%
SAC: 08000.210.310 | sac.reativos@bio. Socnuz.br | wwwbio. fiocne br

IndGstris Brasselra

Aprovagio da Arte: outubro|08  Arte: BM-BUL-053-00-R-190770 Texto:MI_DPP_LVC_20_01
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12. ANEXO C - BULA DO LEISHFLOW

www.leishflow.com

Leish

A Kilt reagentes para ensso deimuna-
| N D | A J'&i, spenldgitn por ditometria de fua

aplicada na determinaco de anti-

D E U SO conpos anti-Letstymonio inforatum
em gang ou plasmia caning.

Flow®

INFORMACOES TECNICAS

Aol shrmanicse visooral (L4 enc fira r conires urbanos
sendo impartante destacar o paped dos ches ooma resenatano da doenga (lshfond et
al, 1395 Aeis ot al, 700%; Courm-Vizal nt IL mlllampnuin:h dos cies como fonse
e imflerg 3o de L. dmk fica mais olrsena, om diversas partes do
rlrﬂqu.llmlufnmdnummmnjmdﬂnmdaaam
onde s encontram 2ibos indoes de 3 caninos (F aye ot al., 2000; Nunes
ot all, 2010 Glongobiani ot al, 2001} Mo Brasil, 2 som-mativdade & empeogada oma
critenio para indicar a daia dos Cles, oomo medida de controle da LY, segundo
normas do Minisbénio da Satde M5, 20111 A inkciatia de introduar a pesquisa de
anticorpos por diometnia de fluso para andlse soroldgica em doengas parasicdnias
abriu novwas perspectivas para o estabelacimento de semicas diagnosticas empregans
i parasi toes fisa dics como suporte antipénion (Marins=Filho ef al, 1955; CarvalhosMeta
ntmw“-gmwmsumemm
0.5% o eshoc dos na temperatun de 2.8 ¢ -'ndlrlnldn.idnp

o do suparte antigénion 2 serutilizado D die flera
(Her et al, 2013). O teste diagndstico LeishFLow® & hﬂsﬂdﬂ [ pmhdnxﬂnmpo&
caninos anblLeishmania infantum e utiliza o diometria de fun como equipamento de
Initura e andlise dos resultados.

FUNDAMENTOS DO TESTE
A tdnica de soralogia pu'dnrrmdn-l.m fundamenta:se na seag a0 dos antioors
pmmmamtmm de cles com antigences fisados de
infanfum obtidos a partir de culiura in witro. O teste LekhFlow® ¢ dividido
nmdualtapu. Ha primeira etapa, adiciona.-se o controle positivo, controle negativo o
amosiras de o ou plasma devidamente diluidas {1:%05€) em contabo com o suporte
antigénico. S 05 anticoapos estivensm presentes no S0, e500s Se ligam ao antigeno
(peomastignitas fisa das), formandm Lrnmmﬂm :rm'n-mﬂncl'pn.!-n nsnn:l hﬂ.udn
ndm conden antioorpos din gid igeno em particular, ndo
nmphlnaipu-:nltmpﬂ nmnﬂ'npmnﬂmquﬂ ndn-ﬂlgrlmmdlmlnﬂ-
dios nas etapas de lrvagem. Ma segunda etapa, adicdona-se uma ant-imunoglobulina
canina marcada com soticcanato de fluceesozing (FITCL. Ha presenga de anticorpas
espedifioes, ooomes a ligagio da antikimunogiobulng marcada {ATC) 20s mesmos.
Cazn nd o se forme o compleo de ligagao, os componentes guendose ligamam serio
ehminados n.l.'.ltapnd-nl.lup'ru A reapbes sio awaliacdos emn chmeteo de fluo que
utiliza wm dptico sletrinioa & pemibe a pda i de fluoees.
céncia. Os resultados das andlses rll-ﬁ.mrnnlrh:ll :prm:dn& pelos parasios apis
InCubacho coMm S0e05 530 expressos sob 2 forma de peecentual de parsios fluonesoem.
tes positivns [FFFF) obsenados para cada teste individual.

ESQUEMA DO TESTE

FIGURA 1: TESTE MEGATIVD
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MATERIAL FORMECIDO

Placa de Miootizulagio ffundo em U5 04 unidades
Tampdo de DilukSo & Lavagem (0LL) 04 unidades
Anvtigena ce Ltohmon kaoniLm @ unidades
Controle Negatho @ unidades
tontrole Positho 2 unidades
Conjugado 01 unidade
Manual de instrugtes de wo 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAQ FORNECIDO
Micropipetars multicanal @ monocanal ajustivets

Fonteiras descanivets

Placas de Microsiulagio %6 poqos para diluicio das amostas
Equipameontos de protecho indiddual (E21)

Bamuehes ou resenaioios

Estufa a 3T

Conirifuga

Chrimetro de Fluso

CGHEEWHL:&O E ESTOCAGEM DO MATERIAL
mmmmmhdmnmmnmhﬂwmﬂiﬂudadn
25 Os bits roagpntes sdo : L licace marcada naembalag

CUIDADOS E PRECAUCOES

& gualidade dos resultados sbtidos neste conpunto diagndstico depende do
comprimento s boas priticas laboratoriais, tais coma:

*  Caspanecessidade de condudir ensains que nao oontermplem o ndmee iotal

de amosiras por placa, o técnico responsivel pelo ensa o deserd cumpri r boas
priticas laboratorizis de forma a garntir a qualidsde microbiolbgica dos reagentes.
Meshes casos, 0 frasoo do tampdo de dilubgio e lavap
Iocal esténl, ou entdo, sernovamenie filirada em fikno micobioldgion de 0,22 pm.
U:menpmﬂmmHtpndlmmabnnmmhnlhnud:.
entretanto, & rec ) G OS5 G aberto o e -3
par um penoda de tempa peolongada. Cmn mbncmwduml?m e
Lekhmania h.um.pnmpur mais de 24 howas, o teste deverd sor brnalidiado;

L e do kit antes de wsar

welizar nqulpun'lnnh: e pn:lnﬁni'ﬂvldl.nl {EF1) em todas 25 etapas do teste;

Hﬂnuurmmﬂpﬂuﬂn:pﬁs:dmdum

Utilizar os componentes ndo fomecidos (placs de Micoti tulac 3o 56 potos para

diluicdo das amostras; ¢ barguetes ou resersxtteios) desidamense limpos para

evitar imtevferinas na reagao;

*  Cada componente do beste diese ser retiraco da lemperatura de conseragan
2penas momonios antes da sua utilin cho, retornando=os 3 termperatura indicada

hp apdis o s

LI

PROCEDIMENTOS

Diluicio das amostras ¢ montagem das placas para ensaio sorologico

1. Em uwma placa de microtitulaclo de %5 poos §ndo femecicda no kit), adidonar
128 pl. do Tampdo DAL em iodos os pogos localirados nas analetas 1, 4, 7, 10

2. Adicionar 140y:L do Tampdo DAL erm todas os poges localizados nas canaletas.
1,5 Ee 11da mesma placy;

3. Adicionar 150yl Tampdo DAL em todos os popos localimados nas cinaletas 3,6,%
e 12 da mesma

4. Adicionar 1yl dos conteoles ¢ amostrrs desoros ou plaema nas canaletas 1,4, 7, 10;

5 Transferir 20pL das amostras diluidas nas canaletas 1, 4, T, 10 para as canaletas
1, 5, &¢ 11 respactivamense, na mesma ordem. Em seguida, tansfenr 50yl das
armirstras diluidas presente nas canaletas 2, 5, 5 e 11 para as canaletas 3, 6, 9 e 12

sespoctivaments, na Mesma arden,

dewerd ser ipulado em

o is uzilizacos no ensakoem solucso de hipoconito de sodio 1,0%;

IMPORTAMTE: Fara garantir 2 qualidade do ensaio soeoldgion, durante 25 etapas de
transfenéncia descritas no ftem 5, deve-se homogeneizar 2 amostras antes da diluigio
das mesmas nos pogos indicados, comi o 2udio da pripria pipeta multicanal;

& Trareshorir Shgd da diluicio fas amostras contldas nas canaletas 3, 6,9 @ 12 [placa
nao formecida polo kit) para, respecthamants, 3s canaletas 1,2, 2 0 4 da placa do
amaostras das canak lastu{plxambtmndapnhulﬂpﬂm

s canaletas nlnﬂquumdlphutmmmdﬁgm.

AGURA I= ESQUEMA FARA DILLICAD IAS AMOSTRAS.

DESERVACAD: Cada placa de ensalo sorcldgics (formecida mo kit) deverd conter o
controle congugado (CC), controde negativo (CN), controle positivo (OF).

FAGURA 3: REFRESENTACAD DA PLACA DE ENSAND SORDLOGICD.
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Ensaio soroldgico para pesquisa de anticorpos

anti-Leishmania infantum

L. Adiconar 10yl do Antigeno de Lesshimania infonfem em @da pogo da placa do
ensain

2. Incubar als) placa(s), montadals] previamente, a 3 T'C por 30 minutos;

1. Lavar ais) placals) adicionando 150yl do tampda de diluigio e lasagem por pogo
&, om seguida, contriugar a 4%C, 2.200mm por 10min;

4. Descartarosobrenadanse;

5. Fepetiroprowedimento de levagem descrito no kem 3;

6. Descariaro sobenadanse;

7. aplicar S0yl do antioospo oon jugado com tiuo de 11000 previamense diluldo
em Tampda D81 ;

8. Fepetro prooedimento 2 e 3

3. Hepetiros peocedimentos 4, 5 ¢ 5

10 Adicionar 150 pl do Tamgpda de Ded;

11. Fealirar aleibua no Cisometeo de Flusn.

INTERPRETACAD DOS RESU LTADDE
Fara cada amosira indiidual serio ook fes relativas ao
granulosicade ¢ intensidade relativa de fucrescéngia dos anmmm
anti-anticoepos mancados com FITE que, guando excitados, emiem sinais luminosos
correspandentes s fucresréneias da tipa 1 {FLLAuneecdnoia verde). A andlise da

de & feita inicial pela selecio da populac o celular de interesse {Figura
4%). Fara avaliar 3 intensidade madia de fluorescéncia (FL1) da populacio seedonada,

amostra de soeo & determinado atraves doestabeledmento de um marcador de reatl
virare (FL1+| @m fungso da flusresciincia abtida para o conteole conjugada da reagan
{Figura 4B). O posidonamenio do FLL+ deve seguir o criténio de se obier no maximo
T4 de FPFP para o controle do conjugado. Empregand cose o mesma mascador LTS,
=ip obtidos os valores de FPFP para controke negativo {Figura £C), conbrole positio
[Fig.n-ﬂ:l]ilrrmiﬂuldmh Fara cada placa de ensalo, wm nove marcadar &
PO F jo<se o controle do conjugad

FIGURA 4: INTERPRETALAD DOS RESULTADDS

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

O=indices de desormpeniho da teste LeihFlow® Leishmaniose Visrenal Canina (L9C)
foram determinados (em intenalo de onfianda de 95%) usando métodos parasitald:
gicos como teshe de refesénca godd standard). Foram empregados cles controle nda
infectados e cles infectados por L o losie s sensibilidade

diz 00.0% (30.4-100.0) ¢ espedificidade de 100.0% (28.5-100.0. Cdes infectados com
outros agentes pasngénicos | Trypanosoma oruz, Leshmania brariiensis, Ebrlichia
canis & Babesis canis) foram esados pan o céloulos individua ks de especificidade.
Aespecifiddade obsereada nas amosiras de T. ol fol de 55.0% {33.7-T5.5), BI.0%

{E2.T=305) para o grupa L. bearillensis, 53.3% (7H.7:58.7) o 2D0.0% (T0LL=100.0) para os
gnupas infectadios com E_ canis ¢ B. canis respectiamente. Ad

amrsiras de sons de 40 cies imunizados com diferentes vacinas anbklVE {Letshmane®,
Ledsh.Tec®, LBSap) ndo shvidadie somlfgica no teste.

ESTABILIDADE

S 3 termporatura de estocagem for mantida, os magenbes contidos no kit seagente 3o
estivols 2ttt @ data de valicade impressa nos ndtulos intemos. & exdenmos, ndo podenda
ser uilira dos aphs esta data.

PRECAU ¢OES
1 D UST DS Nesgetes oon dos no kit reagente apos a data desalidade iImpeessa
na embalagem;

% Todas asincubapbes deven ser nealizadas com as placas enveolias em papel
2l umiinio;

3 Bax utilizar na desc riodo |, solucio de hipodlorito de
sodioa 1%.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO
L G beshe Lild'lFbw"‘d-m sar uﬁ:rbsng.mdn as instnupfies contid s nesie manual

&

1 Somente utilizar o kit se o laoe de seguranca ndo esther viokado;
3 & loitura do tesie deverd sor eeall mda no mesmo dia a pos o émmino do protooml o
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Anexo

13. ANEXO D - COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO ¢
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29 2
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370

ace
Email: ceua@propp.ufop.br o O

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo do projeto com uso de animais ne. 2014/18,

intitulado “Avaliacdo da eficdcia do emprego concomitante de vacinacdo e

coleiras empregnadas com deltametrina no controle da Leishmaniose Visceral

Canina", que tem como responsdvel o/a Prof. Dr. Alexandre Barbosa Reis, foi

- aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFOP — CEUA/UFOP.

Este certificado expira em 30/06/2019.

QOuro Preto, 22 de julho de 2014.

Prof. Dr. Wanderson Geraldo de Lima

Coordenador da CEUA/UFOP
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