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RESUMO

INTRODUCAOQ: A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca zoonética, causada por
protozoarios, na qual os caes sdo 0s principais reservatorios urbanos. Medidas de
controle e tratamento de animais infectados séo essenciais para reduzir os casos de
LV. A deteccéo precoce e acurada de cées infectados com Leishmania infantum pode
estar limitando o sucesso do controle da LV. Com o objetivo de aprimorar o
sorodiagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC), objetivamos avaliar a
precocidade de uma proteina recombinante (rLci5) em um ensaio imunoabsorvente
(ELISA) na deteccao de cées infectados. Adicionalmente, avaliamos a persisténcia
dos resultados positivos obtidos pelo ELISA rLci5 em cédes acompanhados quando
comparados a outros testes diagnosticos usuais de LVC, soroldgicos (DPP-LVC, EIE-
LVC), cultura e teste molecular (QPCR) ao longo do tempo de infeccdo desses
animais. METODOS: Amostras de soro de 48 cdes infectados com L. infantum
provenientes de uma coorte foram avaliadas para LVC usando diferentes testes
diagnésticos (qPCR, EIE-LVC, DPP-LVC e cultura), seus resultados foram
comparados com a detecgédo do ELISA rLci5 para determinar qual desses testes foi
capaz de diagnosticar a infeccao por L. infantum precocemente. Além disso, ao longo
do tempo comparamos os resultados para LVC de cada cdo, usando os mesmos
testes diagndsticos durante a coorte para avaliar a persisténcia dos resultados
positivos. RESULTADOS: O ELISA rLci5 apresentou taxas mais altas de resultados
positivos em pontos temporais iniciais em comparacdo com 0S outros testes
diagndsticos empregados no estudo de coorte, até 24 meses antes da deteccao por
outros testes. A positividade para o ELISA rLci5 foi de 52,1% (25/48) no inicio do
estudo, enquanto gPCR foi de 35,4% (17/48), DPP-LVC 27,1% (13/48), EIE-LVC
22,9% (11/48) e cultura apenas 4,2 % (2/48). Em pelo menos um dos pontos de tempo
do estudo de coorte de 24 meses, o ELISA rLci5 foi positivo em 100% (48/48) dos
caes, contra 83% (40/48) para qPCR, 75% (36/48) para DPP-LVC, 65% (31/48) para
EIE-LVC e 31% (15/48) para cultura. Investigando sinais clinicos em associa¢cdo com
positividade de teste diagndstico, o ELISA rLci5 detectou LVC em 62,9% (95/151) das
avaliacOes clinicas com uma escores de 0-3, 64,3% (45/70) com escores entre 4 e 7,
e 73,7% (14/19) com escores > 7, proporcionando maiores taxas de positividade do
que todos os outros métodos avaliados. Além disso, o rLci5 ELISA apresentou a maior
persisténcia com relacdo a positividade do teste: 45,8% dos cées avaliados.
CONCLUSAOQ: Quatro testes diagnosticos para LVC foram comparados ao ELISA
rLci5, que apresentou diagnostico de infeccdo mais precoce e maior persisténcia de
resultados positivos. Portanto, o uso de rLci5 em ensaios ELISA pode melhorar o
desempenho do diagnéstico da LVC, diagnosticando caes infectados mais cedo que
outros testes diagnadsticos e tendo deteccéo persistente ao longo do curso da infeccao.

Palavras-chave: Imunodiagndstico; Proteina recombinante; Leishmaniose Visceral
Canina.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease in which dogs are
the main urban parasite reservoirs. Control measures and treatment of infected
animals are essential to reduce VL cases. Early and accurate detection of Leishmania
infantum infected dogs is limiting the success of VL control. In order to improve the
serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL), we aimed to evaluate the
precocity of a recombinant protein (rLci5) in an immunosorbent assay (ELISA) in the
detection of infected dogs. Additionally, we evaluated the persistence of the positive
results obtained by rLci5 ELISA in dogs followed-up when compared to other usual
CVL diagnostic tests, such as DPP-LVC, EIE-LVC, culture, and gPCR over time.
METHODS: Serum samples from 48 L. infantum infected-dogs from a cohort study
were evaluated for CVL using different diagnostic tests (QPCR, EIE-LVC, DPP-LVC,
and splenic culture), and their results were compared to rLci5 ELISA detection to
determine which one of these tests is able to diagnose L. infantum infection
precociously. Also, we compared CVL results for each dog, using the same diagnostic
test during the cohort to evaluate the persistence of the positive results. RESULTS:
rLci5 ELISA presented higher rates of positive results at early time points compared to
the other diagnostic tests employed in the cohort study, as early as 24 months prior to
detection by other tests. rLci5 ELISA positivity was 52.1% (25/48) at baseline, while
gPCR was 35.4% (17/48), DPP-LVC 27.1% (13/48), EIE-LVC 22.9% (11/48) and
culture only 4.2% (2/48). In at least one of the time points of the 24-month cohort study,
rLci5 ELISA was positive in 100% (48/48) of the dogs, versus 83% (40/48) for qPCR,
75% (36/48) for DPP-LVC, 65% (31/48) for EIE-LVC and 31% (15/48) for culture.
Investigating clinical signs in association with diagnostic test positivity, rLci5 ELISA
successfully detected CVL in 62.9% (95/151) of the clinical evaluations with a score of
0-3, 64.3% (45/70) with scores between 4 and 7, and 73.7% (14/19) with scores > 7,
providing higher rates of positivity than all other methods evaluated. Moreover, rLci5
ELISA presented the greatest persistence with respect to test positivity: 45.8% of the
dogs evaluated. CONCLUSION: Four CVL diagnostic tests were compared to rLci5
ELISA, which presented an earlier infection diagnosis and more persistence of positive
results. Therefore, the use of rLci5 in ELISA assays can improve CVL diagnosis
performance by diagnosing infected dogs earlier than other diagnostic tests and having
persistent detection throughout the course of the infection.

Key words: Early diagnosis, Recombinant protein, Canine visceral Leishmaniasis
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1. INTRODUCAO

O protozoario Leishmania infantum € o principal agente etiolégico da
leishmaniose visceral (LV) no Brasil, uma zoonose comum em paises tropicais
(MORENO; ALVAR, 2002). A transmisséo da leishmaniose ocorre através da picada
de insetos flebotomineos fémeas infectadas com o protozoario e a principal espécie
responsavel pela transmissdo de L. infantum no Brasil é Lutzomyia longipalpis
(NJOROGE et al., 2021). Portadores da LV podem desenvolver sinais clinicos como
febre prolongada, anemia, perda de peso, fraqueza, hepatomegalia e esplenomegalia
(MAIA; CAMPINO, 2018)

O principal reservatorio urbano de L. infantum séo cées (Canis lupus familiaris),
e estes animais possuem um papel importante na transmissédo e manutencao da LV,
na qual os seres humanos sao acidentalmente infectados (BRASIL, 2014; DANTAS-
TORRES; BRITO; BRANDAO-FILHO, 2006). A leishmaniose visceral canina é um
grave problema de saude publica (ANVERSA et al., 2018). E sabido que os casos
caninos de leishmaniose frequentemente precedem casos humanos (FRAGA et al.,
2016). Em areas endémicas para leishmaniose visceral, caes infectados, porém
clinicamente saudaveis podem ser uma fonte de infeccao para vetores flebotomineos.
O controle dos animais infectados e dos insetos vetores contribui positivamente para
diminuicdo da taxa de transmisséo para seres humanos (MARCONDES; DAY, 2019).

Um diagnostico precoce e efetivo é essencial para o estabelecimento de
medidas de controle da doenca (MARLAIS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019).
Dentre os métodos disponiveis, o diagnostico soroldgico € um dos mais utilizados por
conta do custo baixo por reacao, facilidade de utilizagcdo a campo, rapidez, e, quando
utiizado com os antigenos apropriados, pode apresentar elevados niveis de

sensibilidade e especificidade (GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOS, 2016).
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Proteinas recombinantes tém sido utilizadas como antigenos para melhorar o
desempenho do diagnostico soroldgico, tais proteinas séo geralmente identificadas a
partir de técnicas de protedmica e bioinformatica (RODRIGUES et al., 2019). Usando
a proteina recombinante rLiHyg e comparando a outra proteina recombinante (rA2), e
0 extrato soluvel de antigenos Leishmania (SLA), Machado e colaboradores (2020)
mostraram resultados significativos no diagnéstico de LV em humanos e cédes. Os
resultados apresentaram valores de sensibilidade de 100%; 57,29% e 48,57% quando
utilizados rLiHyG, rA2 e SLA, respectivamente, enquanto os valores de especificidade
foram de 100%; 81,43% e 88,57%, respectivamente. Adicionalmente, Santos e
colaboradores (2019) descobriram que a proteina beta do fator de alongamento 1 de
L. infantum em sua versao recombinante (rEF1b) demonstrou valores de sensibilidade
e especificidade de 100%, com AUC de 1,0 ja para SLA, os valores foram 44,4% e
80,0% no diagnostico de leishmaniose visceral canina (LVC) em cdes com e sem
sinais clinicos. Em humanos, a rEF1lb apresentou valores de sensibilidade e
especificidade de 100% e AUC de 1,0; ao usar SLA, os valores foram 76,7% e 66,7%,
respectivamente, com AUC de 0,78. Os autores também sugeriram o0 uso da proteina
recombinante como um marcador prognéstico, uma vez que 0s niveis de anticorpos
diminuiram apds o tratamento em humanos. Apesar dos resultados promissores 0s
artigos diferem do critério de selecdo utilizado em nosso estudo, cultura (considerado
padr&o ouro) e/ou PCR em tempo real. E sabido que ao usar um padréo de referéncia
para técnicas diagnosticas que ndo € o padrao ouro pode produzir enviesamento do
resultado (CHIKERE et al., 2019).

Previamente, um conjunto de 12 antigenos recombinantes foi selecionado para
avaliagéo no diagnéstico da LVC e LV humana. Esses antigenos foram selecionados

a partir de bibliotecas de cDNA ou gendmica de L. infantum, utilizando amostras
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humanas ou de cées (TEIXEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). A partir destes
resultados, os 12 antigenos identificados foram submetidos a nova sele¢éo utilizando
um painel mais amplo de soros com a técnica de triagem Multi-antigen print
immunoassay (MAPIA) (DE OLIVEIRA et al., 2015). Dos 12 antigenos identificados,
seis antigenos com resultados promissores no MAPIA foram avaliados em um
protétipo multi-antigenos no formato dual path platform (DPP) para o sorodiagnéstico
da LVC. Estes antigenos foram impregnados individualmente em membranas de
nitrocelulose e testados contra soros de cdes com cultura positiva. Na plataforma
DPP, o protétipo com a combinacédo de rLcil, rLci2, rLci8, rLcil2 e rLci5 obteve 91%
de sensibilidade e 100% de especificidade. Em outro estudo conduzido avaliando os
seis antigenos examinados no MAPIA em formato ELISA frente a amostras de soro
de céaes infectados por L. infantum ou controles negativos, a rLci5 foi a Unica proteina
a apresentar desempenho estatisticamente superior ao desempenho apresentado
pelo teste imunoenzimatico (EIE-LVC) preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil
(MS). A proteina recombinante apresentou 96% (IC 95%; 85-99%) vs. 83% (IC 95%;
69-92%) de sensibilidade para cdes com sinais clinicos, 71% (IC 95%; 49-97%) vs.
54% (IC 95%; 33-74%) para cdes sem sinais clinicos e 94% (IC 95%; 83-99%) vs,
88% (IC 95%; 76-95%) de especificidade. Assim, a proteina rLci5 foi selecionada para
compor um ensaio imunoenzimatico (ELISA) que mostrou desempenho superior em
comparacao com o teste confirmatério da LVC preconizado pelo MS. Comparando o
desempenho do protocolo de diagnostico de LVC atualmente recomendado pelo MS,
usando DPP-LVC como teste de triagem e EIE-LVC como teste confirmatorio, com
um protocolo modificado, substituindo EIE-LVC por um elisa utilizando a proteina

recombinante rLci5 (ELISA rLci5). O protocolo com rLci5 ELISA apresentou maior
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sensibilidade, especificidade semelhante e maior reprodutibilidade (BORJA et al.,
2018).

Porém, além da acuracia diagnéstica, também € importante avaliar a
capacidade de detectar anticorpos precocemente no curso da infec¢cdo, bem como a
persisténcia nos cées infectados, permitindo um diagndstico acurado em diferentes
fases da infeccdo ou da doenca.

Um estudo prospectivo de dois anos foi realizado em uma area endémica para
leishmaniose visceral canina. Os cées foram avaliados em intervalos de 6 meses, por
dois anos, para determinar infeccdo, manifestacdes clinicas, perfil imunoldgico e
exposicao a flebotomineos. Os cées foram considerados positivos para CVL no estudo
de coorte se (i) apresentassem resultado positivo em ambos os testes soroldégicos
(EIE-LVC e DPP-LVC) (ii); foi possivel detectar L. infantum em cultura (iii); O DNA de
L. infantum foi detectado por qPCR, em um dos trés tecidos amostrados (sangue, pele
e aspirado esplénico) (Solca 2021). Todos os cdes incluidos neste estudo
apresentaram pelo menos um resultado positivo de CVL, e todos foram considerados
positivos para CVL ao final da coorte. Noentanto, durante 0 acompanhamento, 0s
resultados nos diferentes testes diagnésticos empregados variaram a cada momento
(SOLCA et al., 2021).

Assim, no presente estudo, a detec¢cao precoce e a persisténcia de anticorpos
anti-rLci5, utilizando o ELISA como plataforma diagndstica, foram avaliadas e
comparadas aos resultados de outros testes diagnosticos no curso da infeccéo natural
por L. infantum em amostras de cdes acompanhados por 24 meses em um estudo de

coorte, no qual a infec¢do natural foi monitorada em uma area endémica para LVC.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doengas tropicais negligenciadas,
distribuidas mundialmente e encontradas em 89 paises (ARENAS et al., 2017). Essas
doencas sdo causadas por mais de 20 espécies diferentes de protozoario. Estas
espécies, pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae),
sdo os organismos causadores das leishmanioses tegumentar e visceral (WHO,
2010). Estes protozoérios unicelulares e parasitas sdo transmitidos através da picada

de insetos flebotomineos fémeas infectados (NJOROGE et al., 2021).
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FONTE: (GUPTA; NISHI, 2011)
Figura 1- Promastigotas coradas - 100 x sob lentes de imerséo em dleo.

Formas infecciosas do parasita, promastigotas metaciclicos com um flagelo
longo livre (Figura 1), se desenvolvem no intestino de vetores flebotomineos
competentes, que as inoculam na pele de mamiferos através da picada. Em seguida,

sao ingeridos por células do sistema fagocitario mononuclear e se transformam em
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formas amastigotas arredondadas flagelo restrito a bolsa flagelar, entdo, podem se
multiplicar nos fagolisossomos de macréfagos recrutados (Figura 2) (SCORZA,;

CARVALHO; WILSON, 2017)

q-
AL ’\

FONTE: (GUPTA; NISHI, 2011)

Figura 5 - Macrofagos infectados marcados com coloragéo de Giemsa contendo amastigotas (100 x
sob lentes de imersdo em Gleo).

As leishmanioses continuam a ser um grande problema de salude em 4
regibes ecoepidemiolégicas do mundo: Américas, Leste da Africa, Norte da Africa,
Oeste da Asia e Sudeste Asiatico, (WHO, 2020). Estima-se que, globalmente, existem
cerca de 1,5-2 milhdes de novos casos e 70.000 mortes a cada ano (ARENAS et al.,
2017). Estima-se que anualmente, cerca de 1 milhdo de pessoas desenvolvem LT,
principalmente na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Peru, Argélia, Tunisia, Ardbia Saudita,
Siria, Ird, Afeganistdo e Paquistdo (MARTINEZ et al., 2018).

A LV é causada pelo complexo Leishmania donovani, sendo a espécie L.
donovani encontrada no leste da Africa e no subcontinente indiano, enquanto que a
espécie Leishmania infantum esta presente na Europa, Norte da Africa e Américas
(WHO, 2020). No Brasil, varias evidéncias indicam que os cdes domésticos s&o os

principais reservatorios da LV causada por L. infantum em areas urbanas, contribuindo
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para o ciclo de manutencéo da doenca (FRAGA et al., 2016; MAIA; CAMPINO, 2018;
MORENO; ALVAR, 2002). O Ministério da Saude (MS) preconiza como medida de
controle da leishmaniose o diagndstico rapido e a eutanasia ou tratamento dos caes
soropositivos nas areas endémicas. O risco de infeccdo canina esta bastante
associado a ambientes rurais ou peri-urbanos onde sdo comuns residéncias com
quintais com arvores, galinhas, fezes de animais, cédes e/ou gatos (RODRIGUES et
al., 2020). No entanto, apesar das tentativas de controle, a leishmaniose visceral (LV)
tornou-se um grande desafio para os programas de vigilancia e controle de doencas

no Brasil (MORAIS et al., 2020).

2.2 MANIFESTACOES CLINICAS

Existem 4 formas principais da doencga: a leishmaniose visceral (LV, também
conhecida como febre kalazar), a leishmaniose dérmica pos-kala-azar (LDPK), a
leishmaniose cutanea (LC), e a leishmaniose mucocutanea (LMC) (WHO, 2020).
Embora a forma cutédnea da doenca seja a forma mais prevalente, a leishmaniose
visceral € a que exibe maior gravidade, podendo levar a morte quando nao € realizado
o tratamento especifico (WHO, 2020). As diferencas nas manifestacdes clinicas da
leishmaniose sdo explicadas, em parte, pela espécie de organismo que causa a
infeccdo (SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008).

Em humanos, o periodo de incubagcdo da LV tipicamente varia entre 2 a 6
meses, mas pode levar semanas ou até mesmo anos. Os portadores apresentam
febre de inicio insidioso, perda de peso e hepatoesplenomegalia que persiste por
meses. Sendo a esplenomegalia proeminente na maioria dos casos de leishmaniose
visceral. A doenca é progressiva e uma infec¢do sintomatica ndo tratada € geralmente

fatal (BARRETT; CROFT, 2012).
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O quadro canino é similar ao quadro humano, os parasitas proliferam onde quer
que haja células do sistema fagocitario mononuclear, com maior frequéncia em
macrofagos. Os parasitas sdo mais abundantes no baco e no figado e,
conseqguentemente, a infeccéo leva ao aumento de ambos os 6rgaos (ALVAR et al.,
2004). Sao sinais clinicos comuns em cdes com LVC: lesbes cutaneas,
linfadenomegalia generalizada, perda de peso progressiva, atrofia muscular,
intolerdncia ao exercicio, diminuicdo do apetite, letargia, esplenomegalia, politria e
polidipsia, lesBes oculares, epistaxe, onicogrifose, claudicacdo, vomitos e diarreia
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Além dos sinais clinicos inespecificos, o que
dificulta o diagnéstico, alguns cédes também ndo desenvolvem sinais claros da
leishmaniose visceral canina, favorecendo o subdiagndstico e permitindo a

manutencdo da doenca nas areas endémicas (MAIA; CAMPINO, 2018).

2.3 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Para o diagnostico da LVC deve-se considerar a associacdo dos dados clinicos,
laboratoriais e epidemiolégicos utilizando ferramentas de diferentes complexidades
(BRASIL, 2014). O MS publicou a Nota Técnica conjunta no. 01, em dezembro de
2011, recomendando a substituicdo do protocolo diagndstico da leishmaniose visceral
canina até entdo utilizado. O teste imunocromatografico rapido utilizando a proteina
recombinante rK28 passou a ser o método de triagem a ser utilizado no Brasil, seguido
pelo ELISA (EIE-LVC Bio-Manguinhos, Fiocruz, Brasil) como teste confirmatorio da
infeccdo. Porém, estudos na literatura avaliando o desempenho do ELISA (EIE-LVC
Bio-Manguinhos) demonstraram baixa sensibilidade variando entre 64,5% e 72%

(LIRA et al., 2006; FARIA et al., 2011) ou baixa especificidade: 77.8% (LAURENTI et
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al., 2014) do teste, colocando sobre anélise o uso desse teste diagndstico como teste
confirmatorio para LVC. Com intuito de melhorar as medidas de controle da LV, a
producdo de novos testes diagnésticos e a identificacdo de novos antigenos

recombinantes podem contribuir para 0 aumento da acuracia do diagndstico da LVC.

2.3.1 Diagnostico sorolégico

Existem diversos testes que podem ser aplicados para o diagndéstico soroldgico
da LVC e que variam de acordo com o tipo de antigeno utilizado na técnica: extrato
bruto, proteinas isoladas, recombinantes ou quiméricas. Além disso, fatores como a
selecédo das amostras utilizadas no estudo e o tipo de teste utilizado: ELISA, Dual plath
plataform (DPP), Reac&o Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Indirect fluorescent
antibody test (IFAT), interferem diretamente nos niveis de sensibilidade e
especificidade de cada um (BORJA et al., 2016).

Um dos métodos mais comuns para o diagnéstico sorolégico da LVC é o EIE
com a utilizacdo de extrato bruto como antigeno no processo de sensibilizacdo. O
baixo custo, a reprodutibilidade e os bons niveis de sensibilidade tornam sua utilizacéo
viavel no diagndstico da LVC: especificidade e sensibilidade podendo alcancar entre
80 a 100% e 84 a 95%, respectivamente. Porém, uma desvantagem desta técnica é
o nivel consideravel de reatividade cruzada (SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU,
2016). Diversos estudos relataram a frequente reatividade cruzada de preparagdes
com extrato bruto de Leishmania contra Trypanossoma cruzi e Babesia sp. (DO
ROSARIO et al., 2005; MENEZES-SOUZA et al., 2014; SUNDAR S, 2002; TOLEDO-
MACHADO et al., 2015)

Na ultima década, testes que empregam proteinas recombinantes tém sido

aplicados para o diagnéstico da leishmaniose com o intuito de melhorar seu
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desempenho e diminuir a reatividade cruzada. A proteina rk39 (QUINNELL et al.,
2013) e ark28 (FRAGA et al., 2016) sdo exemplos de antigenos recombinantes dessa
categoria utilizados no diagnéstico da leishmaniose visceral humana e canina
respectivamente. No estudo de Quinnell et al. (2013) a sensibilidade combinada de
rkK39 e dos testes diagndsticos rapidos (RDTs) foi de 86,7% (IC 95%: 76,9—92,8%)
para detectar a doenca clinica e 59,3% (37,9-77,6%) para detectar infeccdo. A
especificidade combinada foi de 98,7% (89,5-99,9%). Quanto a proteina quimérica
rk28, utilizada no teste DPP preconizado pelo MS, avaliada por Fraga et al. (2016),
foram reportados 89% de sensibilidade e 94% de especificidade quando comparados
a analise de classe latente como padrédo ouro.

Outros testes sorolégicos que empregam antigenos recombinantes foram
descritos utilizando proteinas como a CSA, K26 e A2 que foram testadas através do
ELISA para producdo de novos métodos diagndésticos. Dentre estas proteinas, 0s
seguintes resultados foram observados: para CSA a sensibilidade foi de 88% para
cdes sintomaticos e apenas 30% para assintomaticos, com especificidade de 87%;
para K26 foi detectada sensibilidade de 94% em caes sintomaticos e 66% para cdes
assintomaticos, com especificidade de 90%; jA A2 a sensibilidade foi de 70% para
cdes sintomaticos e 88% em caes assintomaticos, com especificidade de 96%
(PORROZZI et al., 2007).

Devido a alta variabilidade na producao de anticorpos observada na resposta
humoral de caes infectados, sugere-se que um diagndstico eficaz seja baseado no
uso de uma mistura de antigenos recombinantes e/ou no uso de antigenos quiméricos
contendo epitopos de diversas proteinas recombinantes (SOTO et al.,, 1998). No
estudo de Soto et al. (1998), a proteina quimérica recombinante PQ apresentou

sensibilidade entre 79-96%, com especificidade de até 100%.
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Uma outra abordagem recente é a utilizacdo de peptideos sintéticos, mais
simples de produzir e capazes de reduzir significativamente a reatividade cruzada dos
ensaios sorologicos (MACHADO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2019; SALLES et
al., 2019) : MACHADO et al. (2020) demonstraram que a combinacao de 3 epitopos
sintéticos conseguiu atingir niveis de 100% de sensibilidade e até 97% de
especificidade. Ja Rodrigues et al. (2019), obtiveram 98% de sensibilidade e 100% de
especificidade ao utilizar o peptideo sintético baseado na sequéncia linear da proteina

proibitina de L. infantum.

2.3.2 Diagnostico parasitologico

Os métodos parasitologicos sao considerados o padrdo ouro na confirmacao
da leishmaniose visceral e sdo extremamente importantes para os estudos eco-
epidemiologicos (THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Porém, os métodos disponiveis sdo
aqueles que precisam de amostras obtidas através de técnicas consideradas
invasivas, sendo necessaria a puncao de érgaos do paciente, por exemplo: baco ou
medula 6ssea (SUNDAR S, 2002). Apesar de serem descritas como amostras com
coletas invasivas, estas sdo consideradas as amostras com maior sensibilidade
(SOLCA et al., 2014). Os métodos parasitologicos sdo os mais especificos por
permitirem a observacdo direta do parasito e a confirmacdo da infeccdo. A
especificidade desses testes pode chegar a 100%, ja a sensibilidade é variavel, uma
vez que a distribuicdo dos patdégenos no tecido examinado ndo é homogénea,
podendo variar dependendo do local da puncdo (BAGUES et al.,, 2018; FARIA,;

ANDRADE, 2012).
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Apesar de ser considerado o padrdo ouro para o diagnostico da leishmaniose
visceral canina, a cultura parasitoldégica € raramente utilizada na rotina devido a
demora em seu resultado e baixa sensibilidade (SOLCA et al., 2012). No entanto, a
cultura € bastante utilizada para outros fins, principalmente na pesquisa, para extracao
de material genético, diferenciacdo entre espécies e avaliacdo de novas drogas
(SUNDAR S, 2002). As formas promastigotas podem ser isoladas e cultivadas no meio
sélido Novy-MacNeal-Ni-colle (NNN) contendo 20-30% de sangue de coelho ou meio

de cultura de insetos Schneider liquido (SINGH, 2006).

Para observacdo direta do parasita, também sdo utilizadas amostras de
aspirado esplénico, aspirados de linfonodo, de medula 6ssea e de figado, e camada
leucocitaria de sangue periférico diretamente em laminas. Apesar da sensibilidade
variavel é possivel observar a presenca de amastigotas e macrofagos corados com
corante Giemsa (SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016). Quanto aos

esfregacos podem ser corados com hematoxilina eosina (HE) ou imunoperoxidase.

2.3.3 Diagno6stico molecular

A aplicacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ao diagnéstico de
leishmaniose contribuiu para o desenvolvimento de abordagens sensiveis e
especificas (MOREIRA et al., 2007). A PCR se baseia na amplificacdo de parte do
material genético presente no DNA gendmico do parasito, o qual pode ser extraido a
partir de amostras clinicas, incluindo sangue, biopsias de pele, nodulos linfaticos,
medula 6ssea e baco (PEREIRA et al., 2016). Em sua forma convencional, a PCR tem

como caracteristica a necessidade de processamento do produto da reacdo através
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da realizacédo de uma eletroforese em gel de agarose e posterior visualizacédo de seus
resultados com corantes especificos.

Outra abordagem da PCR é a reacdo em tempo real (QPCR) que vem sendo
bastante utilizada para identificacdo de diferentes espécies de Leishmania, variando
em especificidade e sensibilidade de acordo com o gene-alvo utilizado, além do poder
de quantificacdo conferido por essa metodologia (GALLUZZI et al., 2018; RAMPAZZO
et al., 2017; SOLCA et al., 2012). Varios estudos encontrados na literatura relatam
que, dentre os possiveis gene-alvos a serem utilizados na qPCR, o DNA do
cinetoplasto de Leishmania apresentou maior sensibilidade na deteccdo de animais
infectados (MAIA; CAMPINO, 2008; MARCELINO et al., 2020; MIRO et al., 2008). Em
2010, Paiva-Cavalcanti et al. (2010), utilizando amostras de sangue periférico de 15
caes que foram positivos para LV, a sensibilidade da qPCR foi de 100%. Em outro
estudo, Rampazzo et al. (2017) conseguiram obter niveis de 100% de especificidade
e 100% de especificidade com amostras de pele de 42 caes infectados e 40 ndo

infectados por L. infantum utilizando qPCR.
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3. JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral Canina € um grave problema de saude publica no
Brasil. O cdo € considerado o principal reservatério urbano da doenca (ALVAR et al.,
2004). Para o controle da LVC é preconizada a identificacdo dos animais infectados
para utilizacdo de medidas profilaticas (BRASIL, 2014).

Os métodos soroldgicos ja sdo bem conhecidos e amplamente utilizados em
todo o mundo. A popularidade destes testes esta diretamente ligada ao seu baixo
custo por reacao, niveis satisfatorios de sensibilidade e especificidade, e facilidade de
uso fora do laboratério quando consideramos os testes répidos (SAKKAS;
GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016). Os testes preconizados pelo Ministério da
Saude sdo o DPP-LVC como diagndéstico de triagem e o EIE-LVC como diagndstico
confirmatorio, mas também estdo disponiveis em laboratérios outros métodos e kits
diagnésticos. Apesar da grande gama de métodos diagnésticos, boa parte desses
métodos falha na pratica clinica, ndo identificando, em sua maioria animais sem ou
com poucos sinais clinicos da LVC (DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDAO-FILHO,
2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A proteina recombinante rLci5 é estudada por nosso grupo h& alguns anos, e
ja foi demonstrado um alto nivel de sensibilidade e especificidade para LVC, com alta
sensibilidade no que se refere a identificacdo de animais sem sinais clinicos aparentes
da infeccéo (BORJA et al., 2018). E de suma importancia para o controle da LVC um
diagndstico preciso, capaz de identificar esses animais sem sinais clinicos (MOREIRA
et al., 2007). Ademais, estudos apontam que um diagnostico precoce também é
essencial na diminuicdo dos niveis de transmissao da doenca (FARIA et al., 2015;
KUMAR; PANDEY; SAMANT, 2020; MAIA; CAMPINO, 2018). O animal detectado

precocemente tem menos chances de se tornar um reservatorio nos ambientes
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urbanos e rurais, uma vez que o cdo pode ser tratado e/ou o tutor podera utilizar de
ferramentas profilaticas contra o mosquito vetor, a exemplo do encoleiramento com
deltametrina (QUINNELL; COURTENAY, 2009). E premente o desenvolvimento de
uma ferramenta capaz de identificar precocemente os caes infectados por L. infantum
em areas endémicas.

E descrito na literatura que os resultados de um determinado diagnostico
podem variar conforme o desenvolvimento da doenca. As reacfes bioquimicas
decorrentes da infeccdo variam em consonancia com a progressdo da doenca
(ZWAAN; SINGH, 2015). Esses fatores, entre outros, podem resultar em diferentes
resultados para um animal, positivo para LVC, quando avaliado ao longo do curso da
infeccdo, podendo gerar resultados falsos negativos. Boas estratégias diagnosticas,
sdo mais robustas, e geralmente possuem uma estabilidade maior nos resultados
obtidos mesmo com as variacdes caracteristicas da doenca. Até o presente momento,
nenhum estudo havia sido feito para avaliar a permanéncia dos resultados obtidos de
animais com LVC ao longo de diferentes periodos de tempo.

Para o controle efetivo da leishmaniose visceral em areas endémicas €
necessario o desenvolvimento de um teste diagnostico sensivel, capaz de identificar
cdes de maneira precoce e que obtenha resultados consistentes e persistentes
durante o curso da infeccdo do animal. Ao aumentar a deteccao de caes infectados
por Leishmania infantum, permitindo seu tratamento e/ou encoleiramento, pode-se
reduzir em altos niveis a transmissao da leishmaniose visceral canina. A diminui¢ao
da transmisséo auxiliara na reducdo dos casos tanto em cdes quanto em pacientes

humanos.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de deteccgéo precoce e a persisténcia de resultados positivos de
um ELISA para Leishmaniose visceral canina utilizando uma proteina recombinante
guando comparado a outros métodos diagnosticos durante o acompanhamento por

24 meses de cdes de uma area endémica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a frequéncia de resultados positivos para LVC obtidos para cada céo a
cada 6 meses durante o estudo de coorte utilizando diferentes métodos
diagnosticos.

2. Avaliar a deteccéao precoce de anticorpos anti-leishmanise usando o a proteina
rLci5 em uma coorte de cdes positivos para leishmaniose visceral canina
acompanhados por 24 meses.

3. Comparar a precocidade da deteccdo da LVC por ELISA rLci5 com EIE-LVC,
DPP-LVC, cultura de aspirado esplénico e g°PCR em cédes acompanhados por
24 meses.

4. Avaliar e comparar a persisténcia dos resultados positivos obtidos pelos
diversos métodos diagndsticos utilizados em relacao a positividade dos animais

avaliados com ELISA utilizando rLci5 durante o periodo da coorte canina.
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Abstract

Background: Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by Leishmania infantum, for which dogs consti-
tute the main urban parasite reservoir. Control measures and the treatment of canine visceral leishmaniasis (CVL) are
essential to reduce VL cases. Early and accurate detection of L. infantum-infected dogs is crucial to the success of VL
control. To improve the serological detection of L. infantum-exposed dogs, we evaluated the early diagnosis capacity
of a recombinant protein (rLci5) in an immunosorbent assay (ELISA) to detect naturally infected dogs. Additionally, we
evaluated the persistence of the positive results obtained by rLci5 ELISA in comparison to other conventional diag-
nostic test methods.

Methods: Serum samples obtained from 48 L. infantum-infected dogs involved in a cohort study were evaluated
using different diagnostic methods (qPCR, EIE-LVC, DPP-LVC and splenic culture). The results were compared to rLci5
ELISA to determine its capacity to diagnose L. infantum infection at earlier infection time points. The persistence of
positive diagnostic test results was also compared for each dog evaluated.

Results: rLciS ELISA presented higher rates of positive results at early time points compared to the other diagnostic
tests employed in the cohort study, as early as 24 months prior to detection by other tests. rLciS ELISA positivity was
52.1% (25/48) at baseline, while gPCR was 35.4% (17/48), DPP-LVC 27.1% (13/48), EIE-LVC 22.9% (11/48) and culture
only 4.2% (2/48). In at least one of the time points of the 24-month cohort study, rLci5 ELISA was positive in 100%
(48/48) of the dogs, versus 83% (40/48) for qPCR, 75% (36/48) for DPP-LVC, 65% (31/48) for EIE-LVC and 31% (15/48) for
culture. Investigating clinical signs in association with diagnostic test positivity, rLci5 ELISA successfully detected CVL
in 62.9% (95/151) of the clinical evaluations with a score of 0-3, 64.3% (45/70) with scores between 4 and 7, and 73.7%
(14/19) with scores > 7, providing higher rates of positivity than all other methods evaluated. Moreover, rLci5 ELISA
presented the greatest persistence with respect to test positivity: 45.8% of the dogs evaluated.

Conclusion: Four diagnostic tests were compared to rLci5 ELISA, which presented earlier infection diagnosis and
a greater persistence of positive test results. Accordingly, the use of the rLci5 ELISA can improve CVL diagnostic
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performance by detecting infected dogs sooner than other testing methods, with enhanced persistence of positive

results over the course of the infection.

Keywords: Early diagnosis, Canine leishmaniasis, rLci5, Diagnostic persistence

Background

The protozoan parasite Leishmania infantum is the main
etiological agent of human visceral leishmaniasis (VL) in
Brazil, an endemic zoonosis commonly found in tropi-
cal countries [1]. According to the Brazilian Ministry of
Health, ~ 3500 cases are registered annually throughout
the country [2]. In Brazil, the sand fly Lutzomyia longi-
palpis is the main vector of L. infantum [3]. Patients with
VL may develop clinical signs including prolonged fever,
anemia, weight loss, weakness, hepatomegaly and sple-
nomegaly [4].

Dogs are the main urban reservoirs of L. infantum,
which may play an important role in the transmission and
maintenance of VL, resulting in the accidental infection
of humans [4, 5]. Early and effective diagnosis is essential
to establishing efficient control measures [6, 7]. Among
the available diagnostic methods, serological assays offer
several advantages including low cost, feasibility in field
settings and rapid test results, as well as adequate param-
eters of sensitivity and specificity when appropriate anti-
gens are employed [8].

Recombinant proteins, which have been used as anti-
gens to improve immunodiagnostic performance, can
be identified using proteomics and bioinformatics tech-
nology [7]. Machado et al. [9] demonstrated significant
diagnostic results using recombinant proteins and syn-
thetic peptides, with very high sensitivity and specific-
ity for diagnosing VL in humans and dogs. In addition,
Santos et al. [10] found that L. infantum elongation fac-
tor-1 beta protein and its recombinant version both
offered high sensitivity and specificity for the detection of
anti-Leishmania antibodies in asymptomatic and symp-
tomatic dogs. These same proteins may also be useful as
prognostic markers in human sera, since they are able to
detect reductions in antibody levels following treatment
in humans [10].

Our group previously identified recombinant antigens
for use in canine visceral leishmaniasis (CVL) serodiag-
nosis [11, 12]. Among these antigens, the recombinant
protein rLci5 demonstrated promising results when used
in an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
offering 87% sensitivity and 94% specificity, as well as 90%
diagnostic accuracy [13]. However, in addition to accu-
racy, it is also important to assess the ability of diagnos-
tic assays to detect antibodies at early times of infection,
as well as to evaluate the persistence of these antibod-
ies in infected dogs, which allows clinicians to perform

diagnosis in different phases of infection or stages of
disease.

Thus, the present study aimed to evaluate the diag-
nostic capability of rLci5 ELISA at early stages of natu-
ral infection by L. infantum in dogs, as well as investigate
this protein’s ability to detect persistent infection over
a 24-month follow-up period, and then compare the
obtained results to those produced by other available
diagnostic tests. Canine samples from a cohort study in
which natural infection was monitored for 2 years in an
endemic area [14] were used for evaluation purposes.

Methods

Serum samples and CVL diagnosis

Serum samples were obtained from 48 dogs involved in a
prospective 2-year cohort study conducted in Camagari,
Bahia, an area where VL and CVL are endemic [14]. This
cohort was followed between February 2014 and Novem-
ber 2017. Dogs were visited at baseline and then revisited
at 6-month intervals for testing and evaluation of clini-
cal signs associated with CVL, resulting in a total of five
assessments during follow-up. During the cohort study,
dogs were tested by an ELISA (EIE-LVC, Bio-Manguin-
hos, Fiocruz, Brazil), an immunochromatographic assay
(DPP-LVC, Bio-Manguinhos, Fiocruz, Brazil), gPCR and
cultures of splenic aspirate samples were performed.
The following clinical parameters related to CVL were
assessed at each time point: nutritional status; mucosa
color; periocular dermatitis; ear crusting; ear ulceration;
muzzle depigmentation; muzzle hyperkeratosis; muzzle
lesions; spleen size; onychogryphosis; alopecia; sebor-
rheic dermatitis; lymphadenomegaly [15]. Scores were
assigned in accordance with the presence and intensity of
each parameter. A total clinical score was then calculated
for each dog at each time point by summing the scores
of all parameters. This composite score ranged from 0 to
24 points [15]. All 48 dogs studied herein presented posi-
tivity to at least one of the four diagnostic methods pre-
viously employed at all evaluated time points during the
cohort study.

rLci5 ELISA and other diagnostic tests

All serum samples previously obtained from the origi-
nal cohort study were subsequently assessed using rLci5
ELISA as previously described by Borja et al. [13]. Other
diagnostic tests were originally employed during the
cohort study, including EIE-LVC and DPP-LVC, which

29
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were performed in accordance with manufacturer’s spec-
ifications. qPCR and cultures of splenic aspirate samples
were assessed as described by Rampazzo et al. [16] and
Barrouin-Melo et al. [17], respectively. All diagnostic
assays were carried out under blinded conditions, that
is, investigators interpreted the diagnostic test results
obtained from each technique without knowing the other
test results for each sample under consideration.

Evaluation of rLci5 ELISA test performance

Comparisons among diagnostic tests and association

with clinical score

The results from parasitological, molecular and serologi-
cal diagnostic testing performed at each time point, for
all 48 dogs, were entered in a database created in Excel
(Additional file 1: Table S1) and compared statistically
(see below).

Clinical scores were assessed for all 48 dogs during
the cohort study at each of the five time points. These
observations were stratified into three categories: clinical
scores in the ranges of 0-3, 4-7, and > 7 (Additional file 1:
Table S1). Each of these clinical score categories were
evaluated with regard to positivity on each of the five dif-
ferent diagnostic methods.

Early positivity

Positivity was initially assigned in each dog by detec-
tion of positive results on one or more of four previously
employed diagnostic methods (DPP-LVC, EIE-LVC,
culture or qPCR). At five time points throughout the
follow-up period, dogs were evaluated at no longer than
6-month intervals. The frequencies of the first positive
detection were calculated for each diagnostic method at
each follow-up period. To assess whether rLci5 ELISA
was capable of detecting positivity prior to the other
four diagnostic methods, each dog’s previous diagnostic
test results were compared to those obtained from the
in-house antigen ELISA. Early detection was consid-
ered when rLci5 ELISA demonstrated positivity at least
6 months before positivity was detected using another
method. Positivity frequencies were calculated for a given
animal using positive and negative results obtained using
each test method.

Persistence of positivity on diagnostic tests

The persistence of diagnostic test positivity was evaluated
when a given diagnostic test returned positive results for
at least two consecutive time points following the initial
diagnosis (i.e.,, over a consecutive 18-month follow-up
period consisting of three evaluation time points). Con-
sidering the entire 24-month cohort study follow-up
period, 18 months corresponded to 75% of the evaluation
period.
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Statistical analyses

Frequencies of diagnostic results were calculated using
the STATA 12.0 (StataCorp LP, Texas, USA) software
program. The unpaired ¢-test was used to compare the
average diagnostic test positivity versus the average rLci5
ELISA positivity. The chi-square test was used to com-
pare numbers of positive dogs detected by rLci5 ELISA
with those detected by the other diagnostic tests evalu-
ated during the follow-up period.

Positivity on rLci5 ELISA was compared to the other
four diagnostic methods using McNemar’s test in accord-
ance with the three different clinical score categories.
The persistence of each diagnostic test was calculated,
expressed as frequency and then compared to the other
methods using McNemar'’s test.

All statistical analyses were performed using GraphPad
software, and results were considered significant when
P<0.05.

Results

Frequency of diagnostic test positivity

All 48 dogs included were classified as positive by one
of the four diagnostic methods originally employed at
the final time point of the cohort study. Of these, 100%
tested positive on rLci5 ELISA at least one time point,
while 83% (40/48) were positive by qPCR, 75% (36/48) on
DPP-LVC, 65% (31/48) on EIE-LVC and 31% (15/48) by
culture.

Variable positivity was observed in accordance with
each diagnostic test evaluated (Table 1). Parasite cul-
tures presented the lowest rate of positivity, resulting in
an average 10% detection rate over the five time points
evaluated in the cohort study. qPCR detected an aver-
age of 30% of dogs as positive, while DPP-LVC and EIE-
LVC averaged 34% and 38%, respectively. rLci5 ELISA
detected significantly higher numbers of positive dogs
throughout the study, ranging from 46 to 81%, with an
average 64% positive detection rate over five evaluation
time points (Table 1).

Early positivity using rLci5 ELISA compared to other
diagnostic tests

rLci5 ELISA presented higher rates of positivity at early
time points compared to the other diagnostic tests
employed in the cohort study, as early as 24 months
prior to detection by other tests. Our analysis of positive
detection revealed first positivity by rLci5 ELISA in most
dogs at earlier time points compared to other diagnostic
methods (Fig. 1). rLci5 ELISA was positive in 52.1% of
the dogs (25/48) at baseline, while qPCR detected 35.4%
(17/48), DPP_LVC 27.1% (13/48), EIE-LVC 22.9% (11/48)
and culture showed just 4.2% (2/48) positivity (Fig. 1).
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Table 1 Frequency of positivity on different diagnostic tests during the 24-month cohort study

Test Positive result frequency Average positivity Average positivity versus average
over 24 months (%)  rLciS ELISA positivity (P value)**
Baseline 6 months 12 months 18 months 24 months

Culture 2/48 (4%) 3/48 (6%) 2/48 (4%) 9/48 (19%) 7/46° (15%) 10 <0.0001

gPCR 17/48 (35%) 9/48 (19%) 17/48 (35%)  20/48 (42%) 9/48 (19%) 30 0.0034

DPP-LVC 13/48 (27%) 16/48 (33%) 14/48 (29%)  23/48 (48%) 15/48 (31%) 34 0.0045

EIE-LVC 11/48(23%)  19/48 (409%)  19/48(40%)  20/48 (42%)  22/48 (46%) 38 0.0105

rLci5 ELISA 25/48(52%)  39/48 (81%)  31/48(65%)  22/48 (46%)  37/48(77%) 64 N

#Two samples were discarded due to contamination at 24 months
” Unpaired t-test
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Diagnostic tests
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Splenic |
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Fig. 1 Early positivity to rLci5 ELISA compared to other diagnostic tests during the 24-month cohort study. CVL was initially diagnosed in each
dog by positivity on one or more of four previously employed diagnostic methods (DPP-LVC, EIE-LYC, culture or gPCR) and then by rLci5 ELISA.
Forty-eight dogs were evaluated at five time points (represented by different shades of green) throughout the follow-up period with 6-month
intervals. The frequencies of the first positive detection were calculated for each diagnostic method at each follow-up period

tic test (%)

With respect to positivity in each of the 48 dogs with
CVL, rLci5 ELISA demonstrated positivity in 100%
(48/48) of the dogs in at least one of the time points of
the cohort study, while qPCR detected 83% (40/48), DPP-
LVC 75% (36/48) and EIE LVC 65% (31/48), and culture
presented an overall positivity in 31% (15/48) of the ani-
mals (Fig. 2a). Moreover, rLci5 ELISA detected positive
results earlier than the other diagnostic tests, in 86%
(13/15) of the dogs detected by culture, and in almost
50% of the dogs detected by EIE-LVC, DPP-LVC or qPCR
(Fig. 2b).

Associations between clinical scores and diagnostic
methods results

With respect to all evaluations (n=240) conducted in
the 48 animals during the 24-month cohort study, 62.9%
(151/240) were classified as clinical score 0-3, 29.1%

(70/240) as clinical score 4—7, and 7.9% (19/240) as clini-
cal score>7.

rLci5 ELISA successfully detected positivity in 62.9%
(95/151) of the evaluations classified as clinical score 0-3,
64.3% (45/70) as clinical score 4-7, and 73.7% (14/19)
as clinical score>7. Correspondingly, EIE-LVC detected
28.5% (43/151) of the evaluations classified as clini-
cal score 0-3, 51.4% (36/70) as clinical score 4-7, and
63.2% (12/19) as clinical score>7. DPP-LVC detected
25.2% (38/151) of the evaluations classified as clinical
score 0-3, 47.1% (33/70) as clinical score 4-7, and 52.6%
(10/19) as clinical score>7 (Fig. 3). qPCR detected in
25.8% (39/151) of the evaluations classified as clinical
score 0-3; 37.1% (26/70) as clinical score 4-7, and 36.8%
(7/19) as clinical score>7. Lastly, parasitological culture
detected 4% (6/149) of the evaluations classified as clini-
cal score 0-3, 17.1% (12/70) as clinical score 4-7, and
26.3% (5/19) as clinical score>7 (Fig. 3). Overall, rLci5
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Positivity on rLci5 ELISA was compared to the other four diagnostic methods using McNemar's test in accordance with the three different clinical
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three categories: clinical scores in the range of 0-3, 4-7, and > 7. Each

ELISA presented significantly higher detection rates in
animals classified with a clinical score of 0-3 compared
to the other diagnostic tests evaluated (***P<0.001). For
the dogs with clinical scores ranging from 4 to 7, rLci5
ELISA presented significantly higher detection rates
than culture (**P<0.001) or qPCR (**P<0.01). Finally,
in dogs with clinical scores>7, rLci5 ELISA only demon-
strated significantly higher rates of detection than culture
(*P<0.01).

Persistence of positivity on different diagnostic tests

rLci5 ELISA was found to consistently present signifi-
cantly greater persistent positivity compared to the other
diagnostic tests evaluated (P<0.01), with the exception
of EIE-LVC. The highest rate of persistence with respect
to positivity was identified for rLci5 ELISA (45.8% of the
dogs followed up), while EIE-LVC presented a 35.4% rate
of persistence compared to DPP-LVC, with 12.5% per-
sistence. Parasitological and molecular methods demon-
strated the lowest rates of persistence: 8.3% for qPCR and
2.1% for culture (Fig. 4).

Discussion

Many factors can influence the accuracy of disease diag-
nosis. The evolution of a given disease may vary, and it
is expected that after infection, biochemical and physi-
ological reactions take place, yet often without evident
symptoms. Each disease presents a different course of
evolution over time, with variability in signs, symptoms
and outcomes [18].

Veterinarians experience difficulty in the assessment of
CVL diagnosis due to the non-specificity of clinical signs,
which can be confounded with other diseases, such as
ehrlichiosis and babesiosis [10]. Moreover, animals con-
sidered resistant to CVL may never present any signs

Splenic
culture

qPCR

e

DPP
Lvc
EIE
LvC

rLcis
ELISA

0 10 20 30 “ 50
Persistence of positive results (%)
Fig. 4 Persistence of positivity to rLci5 ELISA compared to other
diagnostic tests during the 24-month cohort study. The persistence
of diagnostic test positivity was evaluated when a given diagnostic
test returned positive results for at least two consecutive time points
following the initial diagnosis. The persistence of each diagnostic test
was calculated, expressed as frequency and then compared to the
other methods using McNemar's test (**P <0.01; ***P<0,001)

characteristic of disease, even over prolonged periods of
monitoring [19].

The obtainment of early, rapid and efficient diagno-
ses is essential to proper clinical treatment and effective
control of Leishmania transmission, as control is highly
dependent on the accurate diagnosis of infected reser-
voirs [20]. While gPCR could be considered the most effi-
cient method of CVL diagnosis, since it presents elevated
sensitivity and specificity, this method can be expensive,
and accuracy is highly dependent on sample source [18,
21, 22]. Different samples from bone marrow and lymph
node have been used extensively, but spleen aspirate col-
lection, although an invasive method, provides the most
accurate detection of infection using qPCR [23]. Culture,
considered the gold standard for CVL diagnosis, lacks
sensitivity, and is very time-consuming [23]. Alterna-
tively, serological methods are less expensive and more
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time-efficient. Although the Brazilian Ministry of Health
recommends both DPP-LVC and EIE-LVC to assess L.
infantum infection in dogs, such tests have demonstrated
poor results compared to other methods. In a study per-
formed by Laurenti et al. [24], DPP-LVC showed a sen-
sitivity of 90.6% and specificity of 95.1% and presented
44% cross-reactivity with the sera of dogs with babesio-
sis. EIE-LVC showed a good sensitivity (90.6%), but very
low specificity (77.8%) due to the high cross-reactivity
with the sera from the animals harboring other patho-
gens [24]. More recently, Teixeira et al. [25] evaluated
both DPP-LVC and EIE-LVC based on the use of asymp-
tomatic reference standard samples previously confirmed
by parasitological and molecular techniques. Their study
detected sensitivity and specificity for DPP-LVC and EIE-
LVC of 21.7% and 92.6%, and 11.6% and 90.7%, respec-
tively [25]. Thus, in an effort to improve the accuracy of
CVL diagnosis in Brazil, the implementation of more
reliable test methods is recommended (26, 27].

Recombinant protein rLci5 previously demonstrated
promise in CVL serodiagnosis, showing high sensitiv-
ity and specificity [13]. The present study confirmed
the accuracy of rLci5 ELISA in CVL serodiagnosis, as
this test presented the highest detection rate among the
diagnostic tests evaluated. Moreover, rLci5 ELISA was
observed to detect positive results earlier when compared
to the methods currently recommended by the Brazilian
Ministry of Health (DPP-LVC, EIE-LVC), as well as qPCR
and culture. The early detection capability of rLci5 ELISA
represents a promising finding, as the adoption of diag-
nostic methods capable of detecting the presence of anti-
Leishmania antibodies shortly after the onset of infection
are well-suited to control transmission [28]. Accordingly,
rLci5 ELISA warrants consideration by health authorities
to improve the control of CVL transmission, and could
make a valuable contribution together with other control
measures to preclude the spread of this disease.

qPCR demonstrated the highest positive rate among
the tests evaluated (except for rLci5). However, its perfor-
mance was highly variable among the time points evalu-
ated (Fig. 4). qPCR is a very sensitive technique, but its
results strongly depend on the samples and tissues used.
Even using splenic tissue samples, which was shown
to be one of the best tissues to measure parasite load in
dogs [16, 23], it has already been demonstrated that the
region of the spleen where the samples were obtained can
influence the positivity of gPCR [29]. Recently our group
showed that in the same dog followed in a cohort study,
there was significant variation in positivity and parasite
load measured by qPCR at different points evaluated
[14].

As expected, the positivity rates of all five diagnostic
tests evaluated in this study increased in accordance with
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the severity of clinical manifestations. However, rLci5
ELISA offered favorable detection rates among even
those dogs with lower clinical scores (Fig. 3), as demon-
strated previously [13], which reinforces the superiority
of rLci5 ELISA alone in comparison to other test meth-
ods. The ability of rLci5 ELISA to test positive earlier
than other methods could be explained by reactivity to
the humoral response in dogs, even when clinical signs
are not readily apparent. It is therefore possible that while
parasite load may not be high enough to be detected
by qPCR or culture, it could be sufficient to stimulate a
humoral response that is detectable by rLci5 ELISA.

The obtainment of persistent results throughout the
course of infection confers robustness to diagnosis and
reduces the risk of false-positive and false-negative
results depending on the time of analysis. rLci5 ELISA
showed a significantly higher persistence of positivity
during the follow-up period compared to other diag-
nostic tests evaluated. While the literature contains lon-
gitudinal studies evaluating CVL diagnostic methods,
none have attempted to assess the persistence of positive
results in a longitudinal manner [30-32]. Importantly,
other studies have evaluated the persistence of diagnos-
tic test results in diseases other than leishmaniasis, such
as allergic contact dermatitis, asthma and rheumatoid
arthritis [33-35].

Diagnostic test results can vary over time, likely due to
a range of physiological processes associated with disease
that affect the host [36]. Titers of antibodies can be low
or high at different stages of disease [36], and parasites
may not be detectable in culture due to low parasite bur-
den [37]; moreover, the detection of parasite DNA can
vary among tissue types under PCR testing [23, 29]. Our
findings demonstrate considerable variation in the diag-
nostic results produced by culture and qPCR over time
compared to serological testing. Studies have shown that
the persistence of antibodies for a considerable period of
time may favor CVL diagnosis using serological methods
[31]. On the other hand, parasite load is highly depend-
ent on the type of sample used, the presence of PCR
inhibitors and natural variations throughout the course
of infection that are dependent on an animal’s individual
immune response. Further studies may serve to clarify
the relationship between the persistence of diagnostic
test results and specific pathological processes occurring
within the host.

Conclusion

rLci5 ELISA demonstrated a capability to achieve earlier
positivity, with higher persistence of positive results than
DPP-LVC, qPCR or culture. The persistence of positivity
in the same animals throughout the study period revealed
this diagnostic test’s consistency and reliability. In sum,
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rLci5 ELISA was shown to be an important tool for CVL
diagnosis, providing stable results over time and fewer
false-negative results along the course of natural infec-
tion. We recommend that health authorities consider
the use of rLci5 in ELISA to improve the performance of
CVL diagnosis.
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6. DISCUSSAO

Muitos fatores influenciam o diagnéstico correto de uma enfermidade. A
evolucao da doenca é variavel e espera-se que, apos a infec¢do, ocorram reagdes
bioguimicas e fisioldgicas, ainda que ndo sejam apresentados sintomas. Cada doenca
tem diferentes processos de evolucdo ao longo do tempo: sinais, sintomas e
prognosticos (TRAVI et al., 2001).

Médicos veterinarios podem ter dificuldade em avaliar a LVC uma vez que 0s
sinais clinicos para esta doenca sao inespecificos e podem ser confundidos com
sinais de outras doencas, como erliquiose e babesiose (SANTOS et al., 2019). Além
disso, os animais classificados como resistentes a LVC podem ndo mostrar qualquer
sinal da doenca por periodos mais prolongados (REIS et al., 2009).

Um diagnéstico precoce, rapido e eficiente € necessario para o correto
tratamento clinico e controle da transmissdo da Leishmania. (KUMAR; PANDEY;
SAMANT, 2020). A cultura € considerada o padrédo ouro para diagnosticar LVC, mas
carece de sensibilidade e consome muito tempo para apresentacdo do resultado
(SOLCA et al., 2014). A técnica de qPCR pode ser o método mais eficiente para
diagnosticar CVL por apresentar alta sensibilidade e especificidade, mas este método
€ caro e, para ser preciso, requer amostras com métodos de coleta invasivos (MAIA
et al., 2009; SOLCA et al., 2012). Portanto, os métodos sorol6gicos S&0 menos caros
e mais eficientes em termos de tempo. O Ministério da Saude do Brasil recomenda
DPP-LVC e EIE-LVC para avaliar a infecgéo por L. infantum em cades (MONTEIRO et
al., 2019). Porém esses testes demonstraram resultados pouco satisfatorios em

comparacao com outros metodos; portanto, para melhorar o diagnéstico de LVC no
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Brasil, testes mais confiaveis devem ser implementados (FARIA et al., 2015; FRAGA
et al., 2016)

A proteina recombinante rLci5 ja havia mostrado resultados promissores no
diagnéstico de LVC, apresentando alta sensibilidade e especificidade (BORJA et al.,
2018). No presente estudo, o rLci5 ELISA confirmou um desempenho preciso no
diagnéstico de LVC, apresentando a maior taxa de deteccdo entre o0s testes
diagnoésticos avaliados. Além disso, rLci5 ELISA detectou a LVC mais cedo em
comparacao com os métodos recomendados pelo Ministério da Saude (DPP-LVC,
EIE-LVC), gPCR e cultura. De fato, empregando rLci5 ELISA, podemos detectar a
positividade da LVC quatro meses antes dos outros testes soroldgicos. A capacidade
de deteccao precoce do rLci5 ELISA é promissora, pois um método diagndstico capaz
de detectar a infeccdo em um curto periodo apds o inicio da infeccédo € bem adequado
para controlar a sua transmissdo (MAIA; CAMPINO, 2018). Sendo assim, o rLci5
ELISA é ideal para otimizar o controle da transmissédo de LVC, contribuindo para o
tratamento precoce e outras medidas de controle que impedirdo a propagacéo da
doenca.

Resultados persistentes ao longo do curso da infec¢cdo conferem robustez ao
diagnéstico, reduzindo os riscos de ocorréncia de resultados falso-positivos e falso-
negativos dependendo do periodo de realizagdo do exame. Alguns estudos avaliaram
a persisténcia de testes diagnosticos para outras doencas, como dermatite alérgica
de contato, asma e artrite reumatdide (AARON et al., 2017; DUARTE et al., 2012;
MCDONAGH; WALKER, 1994).

rLci5 ELISA mostrou diferenca significativa na persisténcia de resultados
positivos durante o acompanhamento dos caes infectados em comparacao com outros

testes diagnosticos. Existem estudos longitudinais avaliando métodos diagnosticos de
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LVC na literatura, mas nenhum avaliando a persisténcia de resultados positivos ao
longo do tempo (NUNES et al., 2015; QUINNELL et al., 2003, Solca et al. 2021).

Nosso estudo demonstrou que os resultados dos testes diagndsticos variam ao
longo do tempo, provavelmente devido a diferentes processos fisiologicos da doenca
dentro do hospedeiro. O titulo de anticorpos pode ser baixo ou alto em diferentes
estagios da doenca (ZWAAN; SINGH, 2015), parasitas podem nao ser detectados em
cultura devido a baixa carga parasitaria (MANNA et al., 2009), e mesmo a deteccédo
de DNA do parasita pode variar entre os tecidos quando testada por PCR (BAGUES
et al., 2018; SOLCA et al., 2014). Nossos resultados mostraram uma variagio mais
consideravel nos resultados de cultura e gPCR ao longo do tempo do que nos testes
sorologicos.

Ja foi demonstrado que os anticorpos persistem por um periodo de tempo
consideravel, favorecendo o diagndéstico de LVC (QUINNELL et al., 2003). Por outro
lado, a carga parasitaria depende da amostra utilizada, da presenca de inibidores da
PCR e da variacdo natural ao longo da infeccdo em funcéo da resposta imune do
animal. Novos estudos podem esclarecer a relagcéo entre a persisténcia dos resultados

dos testes e 0s processos fisioldgicos que ocorrem dentro do hospedeiro.

7. CONCLUSAO

O ELISA rLci5 apresentou um diagndéstico de CVL mais precoce e mais
persisténcia de resultados positivos do que DPP-LVC, gPCR e cultura. A persisténcia
de resultados positivos no mesmo animal ao longo do periodo de estudo, 24 meses,
mostra 0 quao consistente e confiavel é este teste diagnostico. Essa caracteristica é

importante, apresentando boa estabilidade e menos resultados falso-negativos



40

dependendo do momento da coleta da amostra. Portanto, o uso de rLci5 em ensaios

de ELISA pode melhorar o desempenho do diagndstico de CVL.



41

REFERENCIAS

AARON, S. D. et al. Reevaluation of diagnosis in adults with physician-diagnosed
asthma. JAMA - Journal of the American Medical Association. Anais, v. 317 n. 3,
p. 269-279, 2017.

ALVAR, J. et al. Canine leishmaniasis. Advances in Parasitology, v. 57, n. 4, p. 1—
88, 2004.

ANVERSA, L. S. et al. Human leishmaniasis in Brazil: A general review. Revista da
Associacao Medica Brasileira, v. 64, n. 3, p. 281-289, 2018.

ARENAS, R. et al. Leishmaniasis: A review. F1000Research, v. 6, n. May, p. 1-15,
2017.

BAGUES, N. C. T. et al. Parasitic load and histological aspects in different regions of
the spleen of dogs with visceral leishmaniasis. Comparative Immunology,
Microbiology and Infectious Diseases, v. 56, p. 14-19, 2018.

BARRETT, M. P.; CROFT, S. L. Management of trypanosomiasis and leishmaniasis.
British Medical Bulletin, v. 104, n. 1, p. 175-196, 2012.

BORJA, L. S. et al. Parasite load in the blood and skin of dogs naturally infected by
Leishmania infantum is correlated with their capacity to infect sand fly vectors.
Veterinary Parasitology, v. 229, p. 110-117, 2016.

BORJA, L. S. et al. High accuracy of an ELISA test based in a flagella antigen of
Leishmania in serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis with potential to
improve the control measures in Brazil — A Phase Il study. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 12, n. 3, p. 1-14 2018.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Brasilia, Ministério da Saude,
2014.

CHIKERE, C. M. U. et al. Diagnostic test evaluation methodology: A systematic
review of methods employed to evaluate diagnostic tests in the absence of gold
standard - An update. PLoS ONE, v. 14, n. 10, p. 1-25, 20109.

DANTAS-TORRES, F.; BRITO, M. E. F. DE; BRANDAO-FILHO, S. P.
Seroepidemiological survey on canine leishmaniasis among dogs from an urban area
of Brazil. Veterinary Parasitology, v. 140, n. 1-2, p. 54-60, 2006.

DE OLIVEIRA, I. Q. et al. Multi-antigen print immunoassay (MAPIA)-based evaluation
of novel recombinant Leishmania infantum antigens for the serodiagnosis of canine
visceral leishmaniasis. Parasit Vectors, v. 8, p. 45, 2015.

DO ROSARIO, E. Y. et al. Evaluation of enzyme-linked immunosorbent assay using
crude Leishmania and recombinant antigens as a diagnostic marker for canine
visceral leishmaniasis. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 100, n. 2, p. 197-
203, 2005.



42

DUARTE, I. et al. Evaluation of the permanence of skin sensitization to allergens in
patients with allergic contact dermatitis. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 87,
n. 6, p. 831-837, 2012.

FARIA, A. R. et al. Novel Recombinant Multiepitope Proteins for the Diagnosis of
Asymptomatic Leishmania infantum-Infected Dogs. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 9, n. 1, p. 13-16, 2015.

FARIA, A. R.; ANDRADE, H. M. DE. Diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina:
grandes avancos tecnologicos e baixa aplicacdo pratica. Revista Pan-Amazdnica
de Saude, v. 3, n. 2, p. 47-57, 2012.

FRAGA, D. B. M. et al. The Rapid Test Based on Leishmania infantum Chimeric rK28
Protein Improves the Diagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis by Reducing the
Detection of False-Positive Dogs. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n. 1, p.
1-11, 2016.

GALLUZZI, L. et al. Real-time PCR applications for diagnosis of leishmaniasis.
Parasites and Vectors, v. 11, n. 1, p. 1-13, 2018.

GEORGIADOU, S. P.; MAKARITSIS, K. P.; DALEKOS, G. N. Leishmaniasis
revisited: Current aspects on epidemiology, diagnosis and treatment. Journal of
Translational Internal Medicine, 2016.

GUPTA, S.; NISHI. Visceral leishmaniasis: Experimental models for drug discovery.
Indian Journal of Medical Research, v. 133, n. 1, p. 27-39, 2011.

KUMAR, A.; PANDEY, S. C.; SAMANT, M. A spotlight on the diagnostic methods
of a fatal disease Visceral LeishmaniasisParasite Immunology, v. 42 n.10, p. 1-
38, 2020.

LAURENTI, M. D. et al. Comparative evaluation of the DPP® CVL rapid test for
canine serodiagnosis in area of visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology, v.
205, n. 3—4, p. 444-450, 2014.

LIRA, R. A. et al. Canine visceral leishmaniosis: A comparative analysis of the EIE-
leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos and the IFI-leishmaniose- visceral-
canina-Bio-Manguinhos kits. Veterinary Parasitology, v. 137, n. 1-2, p. 11-16,
2006.

MACHADO, A. S. et al. A new Leishmania hypothetical protein can be used for
accurate serodiagnosis of canine and human visceral leishmaniasis and as a
potential prognostic marker for human disease. Experimental Parasitology, v. 216,
p. 1-9, 2020.

MAIA, C. et al. Diagnosis of canine leishmaniasis: conventional and molecular
techniques using different tissues. Veterinary Journal, v. 179, n. 1, p. 142-4, 2009.

MAIA, C.; CAMPINO, L. Methods for diagnosis of canine leishmaniasis and immune
response to infection. Veterinary Parasitology, v. 158, n. 4, p. 274-287, 2008.

MAIA, C.; CAMPINO, L. Biomarkers Associated with Leishmania infantum
Exposure, Infection, and Disease in DogsFrontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v.8, n. 302, p. 1-18, 2018.



43

MANNA, L. et al. Evidence for a relationship between Leishmania load and clinical
manifestations. Research in veterinary science, v. 87, n. 1, p. 76-8, ago. 20009.

MARCELINO, A. P. et al. Comparative PCR-based diagnosis for the detection of
Leishmania infantum in naturally infected dogs. Acta Tropica, v. 207, april, p.
105495, 2020.

MARCONDES, M.; DAY, M. J. Current status and management of canine
leishmaniasis in Latin America. Research in Veterinary Science, v. 123, n. January,
p. 261-272, 2019.

MARLAIS, T. et al. Visceral Leishmaniasis IgG1 Rapid Monitoring of Cure vs.
Relapse, and Potential for Diagnosis of Post Kala-Azar Dermal Leishmaniasis.
Frontiers in cellular and infection microbiology, v. 8, p. 427, 2018.

MARTINEZ, D. Y. et al. Tegumentary leishmaniasis and coinfections other than HIV.
PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 3, p. 1-20, 2018.

MCDONAGH, J. E.; WALKER, D. J. Incidence of rheumatoid arthritis in a 10-year
follow-up study of extended pedigree multicase families. Rheumatology, v. 33, n. 9,
p. 826-31, 1994.

MENEZES-SOUZA, D. et al. Mapping B-cell epitopes for the peroxidoxin of
Leishmania (Viannia) braziliensis and its potential for the clinical diagnosis of
tegumentary and visceral leishmaniasis. PLoS ONE, v. 9, n. 6, 2014.

MIRO, G. et al. Canine leishmaniosis - new concepts and insights on an expanding
zoonosis: part two. Trends in Parasitology, v. 24, n. 8, p. 371-377, 2008.

MONTEIRO, F. M. et al. Canine visceral leishmaniasis: Detection of Leishmania spp.
genome in peripheral blood of seropositive dogs by real-time polymerase chain
reaction (rt-PCR). Microbial Pathogenesis, v. 126, p. 263-268, 2019.

MORAIS, M. H. F. et al. Visceral leishmaniasis control actions: Epidemiological
indicators for its effectiveness evaluation in a Brazilian urban area. Cadernos de
Saude Publica, v. 36, n. 6, 2020.

MOREIRA, M. A. B. et al. Comparison of parasitological, immunological and
molecular methods for the diagnosis of leishmaniasis in dogs with different clinical
signs. Veterinary Parasitology, v. 145, n. 3-4, p. 245-252, 2007.

MORENO, J.; ALVAR, J. Canine leishmaniasis: Epidemiological risk and the
experimental model. Trends in Parasitology, v. 18, n. 9, p. 399-405, 2002.

NJOROGE, M. M. et al. Evaluating putative repellent * push ’ and attractive ‘ pull’
components for manipulating the odour orientation of host - seeking malaria vectors
in the peri - domestic space. Parasites & Vectors, p. 1-21, 2021.

NUNES, C. M. et al. Testes soroldgicos, parasitologicos e moleculares para o
diagnostico da leishmaniose visceral canina em estudo longitudinal. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 24, n. 4, p. 402-409, 2015.



44

OLIVEIRA, G. G. et al. Characterization of novel Leishmania infantum recombinant
proteins encoded by genes from five families with distinct capacities for
serodiagnosis of canine and human visceral leishmaniasis. Am J Trop Med Hyg, v.
85, n. 6, p. 1025-1034, 2011.

PAIVA-CAVALCANTI, M.; REGIS-DA-SILVA, C.; GOMES, Y. Comparison of real-
time PCR and conventional PCR for detection of Leishmania (Leishmania) infantum
infection: a mini-review. Journal of Venomous Animals and Toxins including
Tropical Diseases, v. 16, n. 4, p. 537-542, 2010.

PEREIRA, V. F. et al. Detection of canine visceral leishmaniasis by conjunctival swab
PCR. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 49, n. 1, p. 104—
106, 2016.

PORROZZI, R. et al. Comparative evaluation of enzyme-linked immunosorbent
assays based on crude and recombinant leishmanial antigens for serodiagnosis of
symptomatic and asymptomatic Leishmania infantum visceral infections in dogs.
Clinical and Vaccine Immunology, v. 14, n. 5, p. 544-548, 2007.

QUINNELL, R. J. et al. IgG subclass responses in a longitudinal study of canine
visceral leishmaniasis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 91, n.
3-4, p. 161-168, 2003.

QUINNELL, R. J. et al. Evaluation of rK39 Rapid Diagnostic Tests for Canine Visceral
Leishmaniasis: Longitudinal Study and Meta-Analysis. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 7, n. 1, 2013.

QUINNELL, R. J.; COURTENAY, O. Transmission, reservoir hosts and control of
zoonotic visceral leishmaniasis. Parasitology, v. 136, n. 14, p. 1915-1934, 2009.

RAMPAZZO, R. D. C. P. et al. A ready-to-use duplex gPCR to detect Leishmania
infantum DNA in naturally infected dogs. Veterinary Parasitology, v. 246, 2017.

REIS, A. B. et al. Systemic and compartmentalized immune response in canine
visceral leishmaniasis. Vet Immunol Immunopathol, v. 128, n. 1-3, p. 87-95, 2009.

RODRIGUES, M. R. et al. Immunodiagnosis of human and canine visceral
leishmaniasis using recombinant Leishmania infantum Prohibitin protein and a
synthetic peptide containing its conformational B-cell epitope. Journal of
Immunological Methods, v. 474, n. 112641, p. 1-24, 2019.

RODRIGUES, T. F. et al. Spatial and seroepidemiology of canine visceral
leishmaniasis in an endemic southeast Brazilian area. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 53, n. March, p. 1-7, 2020.

SAKKAS, H.; GARTZONIKA, C.; LEVIDIOTOU, S. Laboratory diagnosis of human
Visceral Leishmaniasis. Journal of Vector Borne Diseases, v. 53, n. 1, p. 8-16,
2016.

SALLES, B. C. S. et al. Potential application of small myristoylated protein-3
evaluated as recombinant antigen and a synthetic peptide containing its linear B-cell
epitope for the serodiagnosis of canine visceral and human tegumentary
leishmaniasis. Immunobiology, v. 224, n. 1, p. 163-171, 2019.



45

SANTOS, T. T. O. et al. Recombinant Leishmania eukaryotic elongation factor-1 beta
protein: A potential diagnostic antigen to detect tegumentary and visceral
leishmaniasis in dogs and humans. Microbial Pathogenesis, v. 137, 2019.

SCHRIEFER, A.; WILSON, M. E.; CARVALHO, E. M. Recent developments leading
toward a paradigm switch in the diagnostic and therapeutic approach to human
leishmaniasis. Current Opinion in Infectious Diseases, v. 21, n. 5, p. 483—-488,
2008.

SCORZA, B. M.; CARVALHO, E. M.; WILSON, M. E. Cutaneous manifestations of
human and murine leishmaniasis. International Journal of Molecular Sciences, v.
18, n. 6, 2017.

SINGH, S. New developments in diagnosis of leishmaniasis. Indian J Med Res, v.
123, p. 311-330, 2006.

SOLANO-GALLEGO, L. et al. Directions for the diagnosis, clinical staging, treatment
and prevention of canine leishmaniosis. Veterinary Parasitology, v. 165, n. 1-2, p.
1-18, 20009.

SOLCA, M. DA S. et al. Qualitative and quantitative polymerase chain reaction (PCR)
for detection of Leishmania in spleen samples from naturally infected dogs.
Veterinary Parasitology, v. 184, n. 2-4, p. 133-140, 2012.

SOLCA, M. DA S. et al. Immune response dynamics and lutzomyia longipalpis
exposure characterize a biosignature of visceral leishmaniasis susceptibility in a
canine cohort. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 15, n. 2, p. 1-22, 2021.

SOLCA, M. S. et al. Evaluating the accuracy of molecular diagnostic testing for
canine visceral leishmaniasis using latent class analysis. PLoS ONE, v. 9, n. 7, p.
103635, 2014.

SOTO, M. et al. Multicomponent chimeric antigen for serodiagnosis of canine visceral
leishmaniasis. Journal of Clinical Microbiology, v. 36, n. 1, p. 58-63, 1998.

SUNDAR S, R. M. Laboratory diagnosis of visceral leishmaniasis. Clin Diagn Lab
Immunol. Clinical And Diagnostic Laboratory Immunology, v. 9, n. 9, p. 951-8,
2002.

TEIXEIRA, M. C. A. et al. A strategy for identifying serodiagnostically relevant
antigens of Leishmania or other pathogens in genetic libraries. Biologicals, v. 35, n.
1, p. 51-54, 2007.

THAKUR, S.; JOSHI, J.; KAUR, S. Leishmaniasis diagnosis: an update on the use of
parasitological, immunological and molecular methods. Journal of Parasitic
Diseases, v. 44, n. 2, p. 253-272, 2020.

TOLEDO-MACHADO, C. M. et al. Immunodiagnosis of canine visceral leishmaniasis
using mimotope peptides selected from phage displayed combinatorial libraries.
BioMed Research International, v. 2015, n. Cvl, 2015.

TRAVI, B. L. et al. Canine visceral leishmaniasis in Colombia: relationship between
clinical and parasitologic status and infectivity for sand flies. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 64, n. 3—4, p. 119-124, 2001.



46

WHO. Global leishmaniasis surveillance, 2017-2018, and first report on 5 additional
indicators. Weekly epidemiological record, v. 95, n. 25, p. 265-280, 2020.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Control of the leishmaniases. World Health
Organization technical report series, n. 949, p. 22-26, 2010.

ZWAAN, L.; SINGH, H. The challenges in defining and measuring diagnostic error.
Diagnosis, v. 2, n. 2, p. 97-103, 2015.



