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SOUZA, S. M. M.Comparacdo entre testes rapidos em amostras de soro de caes sadios,
vacinados e naturalmente infectados porLeishmania infantum.38f. Dissertacdo [Mestrado
em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Fundag¢do Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2022.

Resumo

Leishmaniose visceral € uma zoonose causada, no Brasil, porLeishmania infantum. O cdo atua
como principal reservatorio doméstico do parasito. Nos cdes, a leishmaniose visceral
canina(LVC)pode ocorrer cronicamente, apresentando um amplo espectro de sinais clinicos ou
de forma assintomética, dependendo do sistema imunoldgico do animal. Atualmente, os testes
recomendados pelo Ministério da Saude séo: para triagem, o teste imunocromatografico rapido
de duplo percurso (TR DPP®LVC,Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), que
possui como antigeno uma proteina recombinante (rk28) deL. infantume como confirmatério,
0 ELISA, que também & oriundo de Bio Manguinhos. O DPP®LVCs0 esta disponivel para rede
publica, para controle daL\VVCem municipios com casos positivos e suspeitos, e em Laboratorios
Centrais (LACEN). O medico veterinario particular ndo tem acesso ao DPP®LVC o que
prejudica o controle, pois as clinicas veterinarias recebem animais suspeitos e o diagndstico é
diferente do recomendado pelo MS. Além disso, devido a grande utilizagdo do DPP®LVC,
muitas vezes a producdo ndo acompanha a demanda, sendo importante a avaliacdo técnica para
a validacéo de testes alternativos que venham a suprir essa demanda. Na rede particular existem
dois testes rapidos para diagnostico da LVC, Alere® leishmaniose e SNAP® Leishmania, mas
ndo foram feitos testes pareados com o DPP®LVCem cdes naturalmente infectados, sadios e
vacinados. Nosso estudo utilizou 80 amostras de soro e/plasma de cdes saudaveis (20),
vacinados(40) e naturalmente infectados(20) para realizacdo dos testes rapidos, DPP®LVC,
Alere® leishmaniose e 0 SNAP® Leishmania . Os resultados obtidos foram que dentre os
testes 0 SNAP® Leishmania e o Alere® leishmaniose, ambos apresentaram 100% de
especificidade e 80% e 71,4% de sensibilidade respectivamente, mostrando assim que ambos
os testes podem ser utilizados na falta do DPP®LVC nos inquéritos epidemiologicos. Podemos
concluir que ambos os testes sdo confiaveis para diagnostico de cées saudaveis e vacinados,
sendo que dentre os testes utilizados naredeparticular o SNAP® Leishmania apresentou melhor
especificidade.

Palavras-chave: leishmaniose, cdo, diagnostico, teste rapido.
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SOUZA, S. M. M.Comparison between rapid tests in serum samples from healthy,
vaccinated and naturally infected dogs with Leishmania Infantum.38f. Thesis [Master
Thesis in Clinical Research on Infectious Diseases] - Oswaldo Cruz Foundation, Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases. Rio de Janeiro, 2022.

Abstract

Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused in Brazil by Leishmania infantum. The dog acts as
the main domestic reservoir of the parasite. In dogs, canine visceral leishmaniasis (CVL) can
occur chronically, presenting a wide spectrum of clinical signs or asymptomatically, depending
on the animal's immune system. Currently, the tests recommended by the Ministry of Health
are: for screening, the rapid dual-path immunochromatographic test (TR DPP®LVC,Bio-
Manguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil), which has a recombinant protein (rk28) as
antigen. infantum and as confirmatory, the ELISA, which also comes from Bio Manguinhos.
The DPP®LVCis only available for the public network, for the control ofLVCin municipalities
with positive and suspected cases, and in Central Laboratories (LACEN). The private
veterinarian does not have access to the DPP®LVC,which impairs control, as veterinary clinics
receive suspicious animals and the diagnosis is different from that recommended by the MS. In
addition, due to the great use of DPP®LVC,production often does not keep up with demand,
and technical evaluation is important for the validation of alternative tests that may meet this
demand. In the private network, there are two rapid tests for the diagnosis of CVL, Alere®
leishmaniasis and SNAP® Leishmania, but pairedtestswith DPP®LVCwere not performed in
naturally infected, healthy and vaccinated dogs. Our study used 80 serum and plasma samples
from healthy (20) , vaccinated(40) and naturally infected(20) dogs to perform the rapid tests,
DPP®LVC, Alere® leishmaniasis andSNAP®Leishmania . The results obtained were that
among the tests SNAP® Leishmania andAlere®leishmaniasis, both showed 100% specificity
and 80% and 71.4% sensitivityrespectivelythus showing that both tests can
be used in the absence of DPP® LVCin epidemiological surveys.Wecan
conclude that both tests are reliable for diagnosing healthy and vaccinated dogs. Among the
tests used in the private network, the SNAP® Leishmania showed better specificity.

Keywords: leishmaniasis, dog, diagnosis, rapid test.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

A Leishmaniose Visceral é causada porLeishmania(L) infantum, é transmitida pela picada
do flebotominio vetorLutzomia longipalpis(NERYet al., 2017a). As leishmanioses ja foram
descritas em varios animais selvagens, incluindo carnivoros, roedores, equideos e primatas
(FERNANDESet al., 2019), no entanto, o principal reservatorio urbano daLVé o cdo doméstico
e sabe-se que 0s casos caninos antecedem o aparecimento de casos humanos(VAZet al., 2020)
. O Brasil apresenta 90% dos casos da América Latina, sendo quase 3 mil pessoas infectadas
anualmente; a doenca que anteriormente apresentava-se em areas rurais, desde 1980 se expande
para 0 meio urbano, causando epidemias e aumento de incidénciaeletalidade; o controle
dalVVbaseia-se no diagndstico e tratamento precoce doscasoshumanos, reducdo da populacéo
de flebotomineos, eliminacdo dos cées reservatOrioseatividades de educacdo em
satde.(ZUBEN; DONALISIO, 2016).

A LV é imunomediada, tanto em cdes quanto em seres humanos. Porém, nos
caes,amorbidade e mortalidade sdo maiores; isso ocorre, provavelmente, pela maior
quantidadedeparasitos que 0s cdes apresentam em 6rgaos do sistema fagociticomononuclear
como o baco, figado, medula e também na pele porque os parasitas estdo presentes
principalmente em pele integra; os cdes infectados podem desenvolver sintomas da doenca,

como também podem ser oligossintomaticos e assintomaticos. (WINCK,2018)

A LV  envolve uma  complexa cadeia  epidemiolégica  entre
humanos,cées,flebotomineos e protozoarios. A presenca do cdo doméstico como reservatorio
deste patdgeno, e por ter intima relacdo com o homem é considerada um dos principais riscos
paracaumento epidémico daLV(LEWGOY;MASTRANGELO; BECK, 2020).

[Digite aqui]
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1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA(LVC)

A LVC é caracterizada por alteracfes clinicas muito varidveis, envolvendo quase
todos os 6rgdos, ao longo do periodo de incubacgdo que pode variar de meses até varios anos,
e aos mecanismos patogénicos do protozodrio, essa complexidade faz com que os animais
infectados permanecam circulantes como reservatorio, ndo existindo um consenso cientifico
sobre seu manejo (FIGUEIREDOet al., 2014).

As manifestacdes clinicas mais comuns e anormalidades clinico-patoldgicas
encontradas sdo linfadenomegalia generalizada, perda de peso corporal, diminuicdo ou
aumento do apetite, letargia, palidez das membranas mucosas, esplenomegalia, polilria,
polidipsia, febre, vomito e diarréia (CAMPOS, et al, 2013). As lesfes cutaneas estdo
relacionadas como principal sintoma.(SOLANO-GALLEGOet al., 2011)

Os sinais clinicos daLVVCpodem ser classificados quanta a gravidade do quadro,
sendo que alguns animais podem apresentar apenas um sinal clinico da doencaporemgrave,
a insuficiéncia renal aguda e um sintoma grave daL\VVC. (FREITASet al.,2012).

Estudos da LVC  tém revelado um grande ndmero de
animaissoropositivosassintomaticos. Portanto tanto cdes assintomaticos infectados
porLeishmania, bemcomoos sintomaticos, podem ter um papel importante na manutencéo da
infeccdo e, provavelmente, no estabelecimento do ciclo doméstico de transmissédo e pela
presencadeparasita disponiveis nas duas formas clinicas nas areas endémicas de LVC
(FIGUEIREDOet al., 2014).
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A LVC pode estar mais frequente em cées jovens por estar relacionado aumamenor
maturidade imunoldgica e a velocidade de reposic¢do dos animais no campo ap6s a eutanasia
(SANTOS et al.,2017).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

A LV representa um grave problema de satde publica, e é considerada uma doenca
potencialmente fatal, se ndo tratada precocemente e de forma adequada. Cercade90% dos
casos de LV ocorrem em cinco paises: India, Bangladesh, Nepal, Sudio e
Brasil.(WINCK,2018)

Organizacdo Mundial da Satde recomenda a eutanasia de cdes como medida ideal de
controle da LVC, no entanto autores reivindicam ha certo tempo que a eutanasia nao seria a
forma mais eficaz no controle da leishmaniose visceral em cées soropositivos; ainda nesse
contexto, pesquisadores apontam que a combinacdo de coleiras impregnadas de inseticidas
e 0 controle vetorial teriam um impacto mais significativo na disseminacdo em
humanos.(GONTIJO; MELO, 2004)

Atualmente, a eliminagéo de caes soropositivos é realizada apenas no Brasil; todavia
a acdo parece ndo ser efetiva, pois devido as varias formas de manifestacGes clinicas surgem
dificuldades para o diagndstico da doenca, sendo que caes sintomaticos e assintomaticos sao
infectantes para o vetor.(MESTRE; FONTES, 2007). A questdo ainda é complexa devido
ndo apenas a auséncia de cura parasitologica, existem ainda algumas outras medidas de
controle como vetorial e medidas de educacéo e salde, mas 0s aspectos sociais e econdmicos
que prejudicam 0 acesso ao tratamento canino, assim como o0 adequado monitoramento
desses animais, devendo ser analisado com cautela, caso a caso.
(ARAUJO;COSTA;RISS0,2018).

O Ministério da Saude realizou estudo em alguns municipios sobre a efetividade do
uso em grande escala da coleira com deltametrina 4%. O resultado demonstrou que o
encoleiramento em massa produz efeito protetor efetivo ndo sé dos que usam as coleiras,
mas também nos ndo encoleirados. (NERYet al., 2017hb).

O tratamento em caes infectados ndo é recomendado pelo Ministério da Saude, ndo

podendo ser realizado com medicamentos de uso humano, para que nao haja
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resisténcia do parasito. Apesar do tratamento induzir a remissdo temporaria dos sinais
clinicos, ndo previne a recidiva da doenca, muito menos a cura parasitologica(MINISTERIO
DA SAUDE, [s. d.])

Recentemente, um novo medicamento baseado em miltefosina (Milteforan® Virbac)teve seu
registro autorizado na nota técnica conjunta n°001/2016 —-MAPA/MS parao uso veterinario,
no tratamento deLVC.Segundo a nota técnica, a miltefosinaestdautorizada seu uso para o
tratamento de leishmaniose tegumentar em humanos MINISTERIO DA SAUDE, [s. d.])

A miltefosina se tornou um importante medicamento no tratamento de LVC, devido
ao seu diferente modo de acdo, com base em uma atividade antiparasitéaria direta e ndo
dependendo de sistema imunolégico funcional, sua facilidade de administragdo, por via oral,
e baixa toxicidade. (MATEOet al., 2009).

1.4 DIAGNOSTICO

Atualmente  0os  métodos  utilizados para 0  diagndstico  sdo
otesteimunocromatografico rapido de duplo percurso (TR DPP®LVC,Bio-Manguinhos,
Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), que possui como antigeno uma proteinarecombinante(rk28)
deL. infantum, como teste de triagem, e um ELISA Bio Manguinhos como confirmatério. O
teste rapido realizado em amostras de soro apresenta-se como ensaio simples, rapido,
debaixocusto e, portanto, adequado para ser empregado como técnica de triagem diagndstica
em funcdo de sua especificidade para as espécies do complexolLeishmania donovani,
responsaveis pelaLV.(THOMAZ-SOCCOLet al., 2009).Em virtude de alta complexidade do
diagnodstico daL\VVC,devido a presenca de sinais clinicos inespecificos e a presenca de cées
assintomaticos, faz-se necessario o uso de testes que combinam velocidade, sensibilidade,
especificidade e exijam 0 minimo de equipamentos e
complexidadederealizacdo.(CAMPUS,et al.,, 2017) O teste rapido Dual Path
Platform(DPP®
-leishmaniose visceral canina), desenvolvido pelo Instituto de Bio Manguinhos trata-sedeum
ensaio imuno cromatico de triagem que emprega de um lado, a combinacdo de proteina A
conjugada a particulas de ouro coloidal, e de outro, antigenos recombinantes rk28(fusdoda
rk9,rk26 e rk39) especificos deLeishmanialigados a uma membrana de nitrocelulose. Se
houver a presenga de anticorpos anti-L.infantumna amostra testada, estas
reagirdocomosantigenosrecombinantes,eemsequéncia,seligardo & combinacdo de

proteina A eouro
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coloidal, fornecendo o resultado positivo por meio de reacéo de cor.(TEIXEIRAet al., 2019)
Segundo Nota Técnica do Ministério da Saude, Departamento de Vigilancia das Doencas
Transmissiveis de 2011, o teste rapido imunocromatico -DPP® passaria a ser o teste de
triagem nos inquéritos caninos(NOTA-TECNICA.PDF, [s. d.])

No entanto, atualmente, a producdo de DPP® ndo esta atendendo ademandanacional
de diagnostico, e alternativas diagndsticas sdo necessarias para manterasatividades de
vigilancia e controle daLVVC.Para ser utilizado no diagnéstico daLVVC,os kits diagnésticos
necessitam ter registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.(NOTA-
TECNICA.PDF, [s.d.])

No mercado atual esta disponivel comercialmente, com este registro, o teste rapido
imunocromatografico (TRl de plataforma Unica), produzido pela empresa
Alere®.TRIAlere® Leishmaniose AcTestKit € um imunoensaio imunocromatografico
paradeteccdoqualitativa de anticorpos antiL. infantum, atraveés da proteina recombinante
rk28 (antigenos rK9, rkK39 e rK26) em amostras de soro, plasma ou sangue total
canino,comresultados qualitativos (positivo ou negativo) para o diagnostico animal.

Outro TRI é 0 SNAP® Leishmania é um ensaio imunoenzimatico que utiliza
reagentes altamente purificados na plataforma ELISA. A tecnologia baseada em peptideos
do SNAP®Testpermite a avaliacdo apenas de anticorpos altamente especificos
paraLeishmaniao que ajuda a descartar coinfeccdes que potencialmente interferem no
diagnostico sorologico (falso-positivos) , nos casos de animais nao sororreagentes
paraLVVC.Conforme o fabricante, apresenta 99,2% de Especificidade e 96,3% de
Sensibilidade (SNAP LEISHMANIA - IDEXX BRASIL, [s. d.]). Sua utilizacdo visa
identificar cdes que apresentam infeccdo porL. infantun e L. donovani(CAMPQOS, et al,
2017) .

A importancia do diagnéstico da LVC no Brasil esta no fato de que, dentre as
estratégias de controle da doenca encontra-se o controle do céo sorologicamente positivo
(LARANJEIRAEet al., 2014). Na tentativa de interromper o ciclo de transmissdo e diminuir
a prevaléncia daLVVC,nas areas endémicas, 0 Ministério da Saude preconiza para o controle
do reservatorio canino a realizacdo de inquérito sorologico e eutandsia emcaessororreatores
(ABRANTESet al., 2018). No entanto, essa pratica parece ndo estar sendo efetiva para a
diminuicdo dos numeros de casos e para a preservacdo de A&reas nao
endémicas(SILVA;MADEIRA; FIGUEIREDO, 2015).
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Protocolos terapéuticos também tém sido testados, entretanto a cura parasitologica dos
animais infectados ainda nao foi comprovada,(PALATNIK-DE-SOUSAet al., 2004).

Atualmente existe a liberacdo para uso da vacina Leish tec, sendo utilizada como
forma de prevencdo e controle da LVVC, porém ela ndo é 100% eficaz na prevencdo da doenca
sendo seu uso controlado em paralelo com o uso de coleiras repelentes e manejo do ambiente
e do animal.(PALATNIK-DE-SOUSAet al., 2004).

2 JUSTIFICATIVA

A LVC é observada precedendo a doenca humana e sua expansdo esta
relacionadaadificuldade no controle do reservatorio. A introducdo das vacinas anti -
leishmania nas clinicas veterinarias gerou preocupacdes em relacdo a saude publica devido
a possivel soroconversdo nos testes soroldgicos do Ministério da Saude. Em 2011, esse
Ministério, por meio da nota técnica 01/2011, instituiu um protocolo que conta com o DPP
como teste de triagem, porém esse teste apenas € disponibilizado para a rede publica. No
entanto, ha um grande nimero de cées suspeitos sendo atendidos em redes particulares que
utilizam outros tipos de teste rapido que ndo foram validados, ndo realizando o diagnostico
recomendado pelo MS, o que pode levar a um diagnostico impreciso pela falta de
umtestevalidado como oDPP.Atualmente, esta disponivel comercialmente, com este registro,
0 TRI de plataforma unica produzido pela empresa Alere®. TRI Alere®
LeishmanioseAcTestKit € um ensaio imunocromatografico para deteccdo qualitativa de
anticorpos antiL.infantum, através da proteina recombinante rK28 (antigenos rK9, rk39 e
rK26) em amostras de soro, plasma ou sangue total canino, com resultados qualitativos
(positivoounegativo) para o diagnéstico animal. Outro TRI é o SNAP®Leishmaniaque
utiliza reagentes altamente purificados na plataforma ELISA. Desta forma, faz-se necessario
que os testes disponiveis na rede particular sejam avaliados pareando-os com o teste validado
pelo Ministério da Salde em cdes infectados, sadios e vacinados. Assim, o diagnostico
daLVVCpodera ser melhor indicado e gerar informacdes sobre a soroconversdo de cées
vacinados anti — leishmania na rede particular, o que pode auxiliar no controle da

enfermidade, facilitando o diagndstico e ndo dependendo somente da rede publica.
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3. OBJETIVO GERAL
Comparar os testes rapidos Alere® Leishmaniose e SNAP®Leishmaniacom o teste

recomendado pelo Ministério da Saide DPP® (Dual Path Platform) em cées naturalmente
infectados porL. infantum, sadios e vacinados.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar o0s testes DPP® (Dual Path Platform),Alere® Leishmaniose
eSNAP®Leishmaniaem amostras de cdes naturalmente infectados porL. infantum,
sadiosevacinados.

e Realizar o Elisa nas amostras positivas nos testes rapidos provenientes dos cées.

e Comparar o resultado dos testes rapidos.

4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata- se de um estudo diagnostico com trés diferentes testes rapidos para LVC.

4.2 CASUISTICA

Foi utilizada uma amostra composta por 20 cdes naturalmente infectados sendo 10
sintomaticos e 10 assintomaticos, 20 sadios e 20 vacinados provenientes de outro estudo que

tiveram suas amostras clinicas previamente coletadas e seus soros armazenados a -20°C.
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4.2.1 Populagéo do estudo

Os cées do grupo controle (sadios) sdo aqueles que pertencem ao canil do Exército sendo
as amostras coletadas antes da vacinac¢ao (T0) com resultado negativo para LVC .

Os cées do canil do Exército foram selecionados e imunizados, respeitandooprotocolo
vacinal indicado pelos fabricantes (trés doses num intervalo de 21 dias). Caso algum animal
fosse considerado positivo paralLVVC,seria encaminhado para eutanasia no Laboratorio de
Pesquisas Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos-INI/Fiocruz (Lapclin-
Dermzoo), conforme recomendacdo do Ministério da Saude do Brasil.

Critérios de inclusdo: Cdes sadios de ambos 0S Sexos, com exame
parasitologiconegativoparalL\VC,com idade superior a quatro meses idade na qual esté liberada
avacinacao

Critério de exclusdo: Cées gestantes, imunocomprometidos por medicamento ou doenca de
base, imunizados previamente com vacinas anti-Leishmania, com amostras bioldgicas
insuficientes para as analises.

Esses cdes foram selecionados e separados em dois grupos. O grupo 1 foi vacinado com
a Leish-Tec®e 0 grupo 2 com a Leishmune®. E foram acompanhados durante umanoapos a
vacinacdo, com coleta de amostras bioldgicas em diferentes tempos: ummés(Tempol), seis
meses(Tempo2), 12 meses(Tempo3).

Neste estudo foram utilizadas as amostras de soro e/ou plasma dos cdes do grupo 1
Leish-Tec®e grupo 2 Leishmune® nos Tempos 1 e 3.

O grupo de caes infectados foi proveniente do municipio de Barra Mansa no
estadodoRio de Janeiro, area endémica da doenca, ja positivados nos testes soroldgicos
preconizados pelo Ministério da Salde.

Apos a coleta do sangue dos grupos sadios, imunizados e infectados, as amostras foram

reservadas em uma soroteca para posterior utilizacdo neste estudo.

4.2.2 Metodologia dos testes

Para a realizacdo do testeDPP® (Dual Path Platform), foi utilizado soro, plasma ou
sangue(aproximadamente 5 ul ), conforme recomendac6es do fabricante. Os testes foram
considerados positivos quando as duas faixas, referindo-se a amostra de teste e controle,

forem visiveis.

[Digite aqui]

19



Para a realizagédo do teste Alere® Leishmaniose (Figura 1) , foi utilizado soro e plasma
(aproximadamente 10 ul), conforme recomendagdes do fabricante. Os testes foram
considerados positivos quando a duas faixas, referindo-se a
amostra de teste e controle, fossem visiveis

Para a realizacdo do testeSNAP®Leishmaniafoi utilizado soro, plasma
ousangue(aproximadamente 2 gotas), conforme recomendacbes do fabricante. O
testefoiconsiderado positivo quando o ponto de controle positivo e o ponto de amostra
Leishmania desenvolveram coloragéo.

@) EIE-leishmaniose (KIT EIE-LC) Biomanguinhos/Fiocruz
utilizapromastigotasLeishmania  major-like  (MHOM/BR/76/JOF)  produzidas por
Biomanguinhos/Fiocruzcomoantigeno. Este exame sorologico imunoenzimatico foi usado
como teste de confirmacao nos casos em que os resultados forem obtidos no DPP® (Dual
Path Platform)positivo em qualquer um dos tempos de exame, conforme recomendado pelo
MS

Como em nosso estudo trabalhamos com amostras de uma soroteca de um estudo
anterior, para comparacdo temporal de testes rapidos, todos os cées positivos foram

encaminhados para eutanasia, conforme protocolo do Ministério da Saude.

4.4 ANALISE DE DADOS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica para determinaraexisténcia
de diferenca significativa entre os TRs. A sensibilidade de cada TR foi calculada dividindo-
se 0 numero de verdadeiro positivos — VP (positivos nos dois TRs e na gPCR) pelo nimero
de VP + o numero de falso negativos — FN (negativo no TR; positivo na gPCR). A
especificidade de cada TR foi calculada pela divisdo do namero de verdadeiro negativos —
VN (negativos nos dois TRs e na gPCR) pelo nimero de VN + o nimero de falso positivos
—FP (positivo no TR; negativo na qPCR). O intervalo de confianca e valores preditivos foram

calculados.
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Figura 1 - Alere® Leishmaniose Fonte:http://alerevet.com.br/Leishmaniose.html

Figura 2 - SNAP® Leishmania (SNAP LEISHMANIA - IDEXX BRASIL, [s.d])

Os resultados obtidos foram organizados em um banco de dados e processados com

auxilio doStatisticalPackage for the Social Science(SPSS) versao 16.0.

Os valores de sensibilidade, especificidade e os intervalos de confianca
dostestesforam calculados utilizando-se como padrdo de
referéncia (ELISA) a conjuncao dosresultados dos exames de Elisa com o
auxilio do programa Microsoft Office Excel 2003.

Os resultados foram comparados em tabelas de contingéncia 2x2. Além disso, foram

considerados significativos resultados do teste estatistico McNemar comp-valor<0,05
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5 RESULTADOS

No teste répido preconizado pelo Ministério da Salde e utilizado em instituigdes
publicas, o DPP LVC, utilizamos o lote 2025L.007Zpara o total de 80 cdes divididos em grupos,
sendo os resultados para os grupos sadios (20) e vacinados nos tempos 1(20) e 3(20) 100%

negativo e para o grupo de infectados sintomaticos (10) e assintomaticos(10) 100% positivos.

No teste rapido imunocromatograficoAlere® Leishmaniose, para o total de 80 cées
divididos em grupos os resultados foram para o grupo sadios (20) e vacinados nos tempos 1(20)
e 3(20) 100% negativos e para o grupo de infectados sintomaticos (10) 8 positivos, infectados
assintomaticos(10) 4 positivos, apresentando entdo (20) 4 do total das amostras falso negativo
conforme Tabela 1

No teste rapido imunoenzimatico SNAP®Leishmania, , para o total de
80céesdivididos em grupos sendo o resultado para o grupo sadios e vacinados nos tempos 1
e3100% negativos e para o grupo de infectados sintomaticos (10) 9 positivos, infectados
assintomaticos(10) 6 positivos, apresentando entdo (20) 25% das amostras falso negativo,

conforme tabela 1

No testeEIE-leishmaniose (KIT EIE-LC) Biomanguinhos/Fiocruz as amostras dos
caes positivos nos testes rapidos apresentaram resultados positivos em 100% das amostras,

conforme tabela 1, ndo havendo diferenca entre os grupos de sintomaticos e assintomaticos.
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Tabela 1-Resultados dos testes rapidosDPP® (Dual Path Platform), Alere®
Leishmaniose eSNAP®Leishmania,EIE-leishmaniose (KIT EIE-LC)

CAES DPP® Alere® SNAP®LeishmanialEIE-leishmaniose

Total = 80 (D |Leishmaniose (KIT EIE-LC)
ual Padrio
Path confirmatorio
Platform)

Sadios (20) |Negativo [Negativo 100% Negativo 100%
100%

VacinadosT1 [Negativo |Negativo 100% Negativo 100%

(20) 100%

VacinadosT3 [Negativo |Negativo 100% Negativo 100%

(20) 100%

Infectados |Positivos [Positivos 80% Positivos 90% Positivos 100%

. . 100%

sintomaticos

(10)

Infectados |Positivos [Positivos 40% Positivos 60% Positivos 100%
100%

assintomatico
s (10)

Fonte:Elaborado pela autora.
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Tabela 2-Amostras discordantes dos testes rapidos e o Elisa

CAES infectados DPP® (Dual Alere® SNAP®Leishmanial EIE-leishmaniose
Total = 20 Path Leishmaniose (KIT
Platform) EIE-LC) Padréo
ouro
SINTOMATICOS POSITIVOS (10) | NEGATIVOS | NEGATIVOS (1) POSITIVOS
(10) 2) (10)
ASSINTOMATICOS| POSITIVOS (10) | NEGATIVOS | NEGATIVOS (3) POSITIVOS
(10) (6) (10)

Fonte:Elaborado pela autora.

Nos trés testes rapidos nos caes sadios e vacinados, os resultados em todas as amostras
foram negativos nos trés testes, ndo apresentando falso positivo, porém quando analisadas as
amostras dos cdes infectados sintomaticos e assintomaticos, os testesAlere® Leishmaniosee
SNAP®Leishmaniaapresentaram resultados falsos negativos, sendo que o DPP apresentou

todos os resultados positivos.
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Figura 3-Cées sadios tempo 1 e tempo 3

Fonte: Elaborado pela autora.

OAlere® Leishmaniosedentre os sintomaticos do grupo infectados(FIGURA 4)
apresentou dois resultados negativos e nos cédes assintomaticos (Figura 5) apresentou seis

resultados negativos, conforme a tabela 2

O SNAP®Leishmania(FIGURA 6 )apresentou dentre 0s sintomaticos uma amostra

negativa e dentre os assintomaticos apresentou trés amostras negativas, conforme a tabela 2.

[Digite aqui]



Figura 4-cées sintomaticos teste Alere® Leishmaniose

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5-cées assintomaticos teste Alere® Leishmaniose

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6-Cées sintomaticos e assintomaticos Teste SNAP®L eishmania

Fonte: Elaborado pela autora.

Dentre todas amostras que apresentaram o resultado negativo nos caes
infectadosemambos os testes rapidos (Alere® Leishmaniosee SNAP®Leishmania) cinco delas
pertenciam ao mesmos cdes (180, 1114, 1115, e 1119), Figura 4, 5 e 6 apresentando resultado

positivo no DPP e no Elisa.(figura7).
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Figura 7-Cées sintomatico (180) e assintomaticos (I 114, 115, e 119) DPP® (Dual Path Platform)

Fonte: Elaborado pela autora.

Quando analisada a amostra total, o teste DppLVCapresentou sensibilidade de 100%
e especificidade de 100%. O testeAlere® Leishmanioseapresentou sensibilidade de 71,4% e
especificidade de 100%. O teste SNAP®Leishmania apresentou sensibilidade de 80% e
especificidade de 100%. Podemos observar dentre os TRs oAlere®Leishmanioseapresentou
85% de acuracia, 0 SNAP®Leishmania apresentou 95% e o DPP 100%,sendoutilizado o

intervalo de confianca de 95%, ou seja p<0,05.

No valor-p de 0,0578 é observado que ndo houve diferenga. Um valor tdo extremo
para a estatistica de teste é esperado em menos de 5% das vezes. Podemos dizer que

estatisticamente ndo houve diferenca entre os testes utilizados neste estudo.
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Tabela 3-Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e valor p dos TRs avaliados no estudo. IC: intervalo de confianga nos cées
naturalmente infectados

Caes DPP®% Alere® SNAP® Elisa%  valor de
naturalmente % % 0%
. p 7o
infectados

Sensibilidade 100 71,4 80 100 0,578

Especificidade 100 100 100 100 0,561

Valor Preditivo

Positivo 100 100 100 100 0,561

Valor Preditivo

Negativo 100 88 93 100 0,578

Acurécia 100 85 95 100 0,578

Fonte:Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

O diagndstico daLVVCé o primeiro passo para o controle da doenga e sua correta
deteccdo evitando a eutandsia desnecessaria e o controle correto da doenca, por isso é
importante obter resultados soroldgicos precisos e corretos. Os testes rapidos sdo um caminho
favoravel para o controle daL\VC, pois apresentam a praticidade de serem feitos em uma clinica
sem a necessidadedeum ambiente laboratorial. Os inquéritos sorologicos realizados juntamente
com a eutanasia de cdes soropositivos sdo estratégias de controle canino para a doenga, porém
na praticandofunciona muito bem pois existem outras questdes como por exemplo o 6nus
emocionaldetutores e profissionais(COSTAet al., 2020). A imprecisdo do resultado sorolégico
pode prejudicar ndo sO6 o diagnostico mas também as investigacdes epidemioldgicas para
ocontroledalL VC.(ROSARIOet al.,2018).

No presente estudo foram avaliados e comparados dois testes rapidos disponiveis na
clinica particular, oAlere® Leishmaniosee o SNAP®Leishmania com o teste rapido
preconizado pelo Ministério da Saude, DPP® (Dual Path Platform). Sendo o Elisa, 0 teste

utilizado como confirmatdrio em casos positivos.

Foi observado estatisticamente em relacdo a sensibilidade dos testes , entre
oAlere®Leishmaniose(71,4%) o SNAP®Leishmania (80%) e o dpp (100%)(Tabela2),
mostrando que o DPP apresentou maior acurdcia. No entanto o teste estad apenas
disponivelparainquéritos sorolégicos em instituices publicas, sua comparacdo com 0s demais
testes torna-se de grande importancia pois podemos analisar cada teste individualmente.
Adicionalmente podemos dizer que o teste SNAP apresentou maior sensibilidade que o
testeALERE.

OAlere® Leishmanioseé de facil execucao e ndo necessita de refrigeracéo,podendo ser
mantido em temperaturas de 2 a 30°C.(ALERE LEISHMANIOSE, [s.d.])similar ao DPP.

O SNAP®Leishmania deve ser mantido em temperatura de 2 a 8°C e sua execucao
decorre de uma plataforma tipo Elisa sendo um pouco mais elaborada, com maior nimeros de etapa
até a obtencéo do resultado final, possuindo uma etapa de lavagem aumentando a esoecificidade,
e a amostra passa por um fluxo bidirecional, aumentndo a chance de antigeno( SNAP
LEISHMANIA - IDEXX BRASIL, [s. d.]).

Contudo o nosso estudo mostrou que animais sadios e vacinados em todos os TRs

tiveram o diagndstico negativo, com a especificidade
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100% o que resulta em resultados confiaveis para deteccdo de cdes verdadeiramente
soropositivos. (Figura 3 e 4).

Conforme estudo realizado por (CAMPOS, et al.,2017)demonstrou que animais
vacinados, independente da vacina utilizada, ndo foram capazes de soro converter no TR DPP
preconizado pelo MS, corrobora os resultados do nosso estudo,noqual animais vacinados
utilizados com o esquema completo (tempo 3) das vacinalLeish-Tec®e Leishmune®.nédo
soroconverteram noDPP.Além disso, eles ndo soroconverteram nos demais TRsAlere®
Leishmaniosee SNAP®Leishmania (Figuras 3 e4).

A vacinalLeish- Tec®aprovada pelo MAPA e disponibilizada para comercializacdo na
rede privada &€ um meétodo de profilaxia utilizado para LVC(PALATNIK-DE-SOUSA,
2008)junto a outras formas de prevencdo da doenca.BRAZIL; DEPARTAMENTO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2003), facilitando assim o manejo de animais
positivos, pois nosso estudo mostra que os testes soroldgicos disponiveis na rede particular
apresentaram alta especificidade garantindo assim um controle maior da LV C na rede particular

pois muitos cdes sdo vacinados contra a LVC.

A diferenca dos resultados sorologicos entre 0s animais sintomaticos e
assintomaticos foi observada nos testesAlere® Leishmaniosee SNAP®Leishmania
comparando com o DPP o teste preconizado pelo MS. Houve baixa precisdo
dostestesdisponiveis para rede particular em diagnosticar animais doentes com falso negativos
em ambos os grupos de animais infectados, o DPP no entanto mostrou sensibilidade de 100%
ndo obtendo resultados errdneos; conforme estudo os soros de cées assintomaticos e
sintomaticos contém niveis detectaveis de anticorpos mesmo aqueles sem parasitismo tecidual,
sendo o IgGl o mais predominante  comparando com cdes  nhao
infectados.(LARANJEIRAetal.,2014), com isso a deteccdo dos cdes infectados torna-se
possivel devido a quantidadedeanticorpos mesmo sem parasitismo tecidual, e que 0s animais
infectados podem ser assintomaticos pois ndo apresentam parasitismo tecidual que é um
sintoma bem caracteristico da doenca. A metodologia aplicada difere 0 DPP de ambos o0s testes
darede particular, poisomesmo apresenta uma combinacéo de proteina A conjugada a particulas
de ouro coloidaleanticorpos especificos da amostra para Leishmania, por apresentar duas etapas
de acionamento com o conjugado especifico, diferente doAlere® Leishmanioseque apresenta
apenas uma etapa com o0 conjugado. Acredita-se que esse método possa ter
interferidonaprecisdo deste teste, contudo em relagdo ao SNAP®Leishmania por ser

umimunoensaio
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enzimatico que utiliza antigeno purificado, apresenta uma etapa que mistura o
conjugadoaamostra, proporcionando assim maior ligacdo antigeno anticorpo, ap6s a mistura a
solucdo é colocada no dispositivo que devera ser acionado para liberacdo de agentes
armazenados dentro do teste ativando-o, sendo proporcional a quantidade de anticorpos no
sangue do animal infectado aprimorando a sua especificidade ou seja 0s casos néo infectados

Nas diferencas dos métodos utilizados houve uma relagdo entre os resultados
principalmente nos casos dos animais assintomaticos cuja sensibilidade dos testes
daredeparticular apresentaram falso negativos; 0 nosso estudo mostrou que dentre 0s testes
rapidos disponiveis para médicos veterinarios o SNAP®Leishmania ¢ mais sensivel que
oAlere®Leishmaniose, podendo ser utilizado na rede particular para o controle da doenca, no
entanto para vigilancia epidemiologica ainda o DPP se mantéem com alta

sensibilidadeeespecificidade para controle sanitario.

Este cenario sorolégico estudado passa por diversos desafios associados ao
diagnostico de cdes sadios e naturalmente infectados vivenciado por clinicos veterinarios, pois
necessitam de testes precisos para evitar a eutanasia e/ou tratamento errado, por se tratar de

uma zoonose a LVC precisa ser controlada e estudada.
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7 CONCLUSAO

e Nosso estudo apontou que os testes sorologicos disponiveis no mercado para clinicas
particulares apresentam uma sensibilidade menor quando comparados com o
TRsDPPdo Ministério da Salde, para diagnosticar animais doentes, porém ambos

ostestesapresentaram alta especificidade para descartar os caes saudaveis.

e Concluimos que ambos 0S testes SNAP®Leishmania eAlere®
Leishmanioseforamsensiveis e especificos e que podem ser utilizados em inquéritos

epidemioldgicos na falta doDPP.
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