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RESUMO

Esta dissertacdo teve como objectivo o desenvolvimento e padronizagdo de um ELISA
para diagnostico da LVVC. O estudo foi desenvolvido de acordo com 2 objectivos cujo
desenho experimental, resultados e discussdes se encontram expostos nos capitulos 2 e
3. No capitulo 1 apresenta-se uma introducdo tedrica sobre a LVC, com incidéncia na
resposta imunoldgica e nos métodos de diagnéstico. No capitulo 2, avaliamos o
desempenho de dois antigénios (B-ME-DAT e TRYP-DAT), no DAT e conclui-se que o
B-ME-DAT tem maior sensibilidade e a mesma especificidade. Assim, o B-ME-DAT
foi utilizado como teste referéncia para o desenvolvimento do trabalho apresentado no
capitulo seguinte. O capitulo 3 relata o desenvolvimento do B-ME-ELISA e
comparamo-lo com o convencional TRYP-ELISA. O B-ME-ELISA dispde de maior
sensibilidade e especificidade e constitui um promissor método diagnéstico da LVC,
sobretudo pelo seu potencial em detectar infecgcdes precoces, e podera vir a ser utilizado

em inquéritos epidemioldgicos e/ou rotina clinica.
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ABSTRACT

Comparison of antigens of Leishmania infantum in serological tests

The objective of this thesis was to develop and standardize an ELISA able to diagnose
CVL. The study was carried out according to two objectives and its experimental
design, results and discussions are described in chapters 2 and 3. In chapter 1 we
present a theoretical introduction dealing with CVL with relevance to the immune
response and specific diagnostic methods. In chapter 2 we evaluated the performance
of two antigens (B-ME-DAT and TRYP-DAT) in the DAT and we concluded that the p-
ME-DAT has higher sensitivity and same specificity. Accordingly, the f-ME-DAT was
used as reference test in the following studies. In chapter 3 we present the development
of the B-ME-ELISA and we compare its performance with the one of the traditional
TRYP-ELISA. B-ME-ELISA showed higher levels of sensitivity and specificity, reason
why, in our opinion it constitutes an encouraging diagnostic CVL tool, especially due to
its eventual potential to detect early infections, before appearance of overt disease and

subsequent importance in epidemiological studies as well as in clinic routine services.
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OBJECTIVOS

O conjunto de trabalhos que integram esta dissertacdo teve como objectivo central
desenvolver um novo ELISA para deteccdo da LVC e avaliar a sua performance quando
comparado a testes tido referenciais ja descritos na literatura.

Os objectivos especificos deste estudo foram:

o Comparar a performance de dois antigénios (promastigotes de Leishmania
infantum tratados com P-mercaptoethanol e tratados com tripsina) no teste de

aglutinacdo directa (DAT) para diagndstico da LVC.

o Desenvolver e padronizar um ELISA, com promastigotas tratados com B-ME,
para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em soros de cées, bem como avaliar
0 desempenho deste novo teste frente a amostras de soro de cdes com diferentes

perfis imunologicos.
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1.1.Revisdo Tedrica acerca da Leishmaniose Visceral

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas-parasitarias que afectam
pessoas, animais domésticos e silvestres. Sdo causadas por parasitas protozoarios do
Género Leishmania Ross, 1903. Este protozoario inclui-se no sub-filo Mastigophora
por apresentar flagelo; na ordem Kinetoplastida, uma vez que o flagelo emerge de uma
bolsa flagelar, na base da qual se encontra uma mitocdndria Unica que possui cromatina
muito condensada, e na familia Trypanossomatidae, por apresentar mais do que uma
forma morfoldgica durante o ciclo de vida. O parasita é transmitido pela picada de

insectos dipteros dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (Tomas e Romao, 2008).

Devido a sua endemicidade em varias regibes do mundo, as leishmanioses
compreendem uma das seis endemias mundiais de prioridade absoluta da Organizagédo
Mundial de Saude (OMS/WHO). Calcula-se que, das 350 milhGes de pessoas em risco,
12 milhdes estdo infectadas por Leishmania, das quais 41.000 acabam por morrer
anualmente. Por ano, calcula-se a ocorréncia de 1,5-2 milhdes de novos casos. Este
complexo de doencas estd geografica e ecologicamente distribuido por todos os
continentes, com excepcdo da Antarctida e Australia, sendo endémico em 88 paises
(WHO, 2010). O aumento na dispersdo da doenca encontra-se relacionado a factores de
desenvolvimento-social. As mudancas ambientais e climaticas, a reducdo dos
investimentos em salde e educacdo, a descontinuidade das accbes de controlo, a
adaptacdo do vector aos ambientes modificados pelo homem, a existéncia de factores
pouco estudados ligados aos vectores, como variantes genéticas, e a emergéncia de
novas enfermidades capazes de levar a depressdo imunolégica das pessoas, tais como a
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH), sdo apontados como
responsaveis pelas dificuldades de controlo da doenga em grandes aglomerados
urbanos, onde os problemas de desnutricdo, habitacdo e saneamento béasico estdo

presentes, favorecendo o aumento do nimero de casos (Gontijo e Melo, 2004).

As leishmanioses sdo doencas com larga variedade de manifestacbes clinicas e
apresentam igualmente grande diversidade epidemioldgica (Ashford, 2000). A sua
epidemiologia é extremamente diversa: 20 espécies de Leishmania sdo patogénicas para
0 homem e 30 espécies de flebotomineos sdo vectores. Do ponto de vista da

nomenclatura epidemioldgica existem duas classificacbes para a doenga: zoonose, que



inclui animais hospedeiros como reservatorios no ciclo de transmissdo, e antroponose,

na qual o homem é a Unica fonte de infeccdo para o fleb6tomo (Desjeux, 2004).

De acordo com a classificacdo actual, o género Leishmania inclui dois subgéneros,
Leishmania e Viannia (Tabela 1). A diferenciacdo em especies do género Leishmania
tem sido problematica e sujeita a variadas mudancas taxonOmicas, visto que a
morfologia do parasita ndo é um critério Util para a sua diferenciacdo. Entretanto, a
identificacdo de Leishmania spp. mostra-se importante para melhor interpretagédo da
epidemiologia das infecgdes (Schallig e Oskam, 2002). Actualmente, o modelo
taxondmico aceite € baseado na identificacdo de isoenzimas. A técnica de electroforese
efectuada a um determinado grupo de isoenzimas permite individualizar zimodemes,
que sao referidos como sendo um conjunto de parasitas com o mesmo perfil enzimatico
(Campillo et al., 1999).

As espécies L. chagasi e L. infantum demonstraram desenvolver a mesma
sintomatologia clinica nos seus hospedeiros, apesar de possuirem localiza¢do geografica
diferente. Recentes estudos analisando comparativamente estas duas espécies obtiveram
resultados por métodos enzimaticos e genéticos que demonstraram que L. chagasi pode

ser sinonimia de L. infantum (Grimaldi Jr e Tesh, 1993).

Os hospedeiros naturais da leishmaniose variam de acordo com a zona geogréfica e
incluem mamiferos domésticos e selvagens. No ambiente doméstico, o cdo (Canis
familiaris Linnaeus, 1758) continua sendo considerado o principal reservatério (Feitosa
et al., 2000) e desempenha o papel de fonte de infeccdo imediata para 0s vectores que

infectam os humanos (Albuquerque et al., 2007).

As manifestacdes clinicas da doenca dependem de inimeras e complexas interacgdes
entre parasita e hospedeiro, nomeadamente a espécie e a resposta imunoldgica do
hospedeiro. Apesar da nova orientacdo da OMS defender a existéncia de 11 formas
clinicas diferentes de leishmaniose (WHO, 2010), por questbes pedagogicas e para
facilitar a aprendizagem a doenca humana é descrita como apresentando trés formas
classicas, todas com consequéncias potencialmente graves: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LVH) ou "kala-azar"
(WHO, 1990). S6 a primeira forma tende a curar espontaneamente, as outras formas sdo
consideradas fatais se as deixarmos seguir 0 seu curso natural (Melby, 2002). No céo, a

infeccdo por L. infantum € geralmente designada por Leishmaniose Visceral Canina



(LVC) (WHO, 1996) e a distribuicdo do parasita é extensa, estando em maior presenca

no figado, baco, nddulos linfaticos, medula 6ssea, rins e pele (Prats e Ferrer, 1995).

Tabela 1:Patologia, vetores, reservatorios e distribui¢cdo geografica da leishmaniose (WHO, 2010): LV,
Leishmaniose Visceral; LCL, Leishmaniose cutdnea localizada; LCD, Leishmaniose cutanea difusa;
LMC, Leishmaniose mucocutanea; * forma clinica associada a imunossupressao (Marques, C. S., 2011).

Espécie Patologia habitual Vetores Reservatorios Distribuicao geogréfica

Patologia rara

Sub- género Leishmania

L. infantum LV Ph. arisi Canideos Regido Mediterranea, Balcas, Médio
LCL, LCD* Ph. perniciosus Oriente, Asia Central, China
Ph. chinensis
L. donovani LV Ph. argentipes Homem India, Paquistdo, China, Quénia,
LCL Ph. martini Suddo, Etiopia
Ph. orientalis
Ph. alexandri
L. major LCL Ph. papatasi Roedores qutg, Este e Qeste _da Afrjcg,
LCD* Ph. duboscqi ?:?r:(tlrg}o e médio Oriente, Asia
L. tropica LCL Ph. sergenti Homem, Médio Oriente, Paquistdo, india,
LV Canideos Regido Mediterranea
L. aethiopica LCL Ph. longipes Hiraxes Etidpia e Quénia
LCD Ph. pedifer
L. chagasi/ LV Lu. longipalpis Canideos América Central e do Sul
infantum LCL, LCD* Lu. evansi
L. mexicana LCL Lu. omelca omelca Roedores; América Central e do Sul
LC Canideos
L. amazonensis LCL Lu. flaviscutellata Roedores Marsupiais ~ América Central e do Sul
LCD, LV
L. venezuelensis LCL Lu. rabgeliana Equinos,Felinos Venezuela
Sub- genéro Viannia
L. peruviana LCL Lu. peruensis Canideos, Roedores Peru
Lu. verrucarum
L. lainsoni LCL Lu. ubiquitalis Roedores Brasil, Peru
L. naiffi LCL Lu. ayrozai Desdentados Brasil
Lu. paraensis
L. shawi LCL Lu. whitmani Primatas,Preguicas Brasil
L. guayanensis LCL Lu. umbratilis Preguicas,Roedores, América do Sul
LMC Marsupiais
L. panamensis LCL Lu. panamensis Preguigas, América Central e do Sul
LMC, LCD* L s Primatas,marsupiais,
L sz Roedores, Canideos
L. braziliensis LCL,LMC Lu. wellcomei Canideos, Equinos América Central e do Sul
LCD*, LV e Roedores




A monitorizacdo do reservatério canino é muito importante no sentido de auxiliar o
controlo da leishmaniose visceral no homem. Dai que seja imperativo melhorar e
desenvolver novas ferramentas para o diagnostico da infeccdo canina, que sejam de

confianca, faceis de utilizar e de baixo custo (Taran et al., 2007).

A ocorréncia simultanea da LVH e LVC aponta para a necessidade de serem
desenvolvidos estudos adicionais que esclarecam o papel do cdo no ciclo de transmisséo
do parasita nessas areas.

1.1.1-.Morfologia e ciclo de vida da Leishmania

Todos os parasitas do género Leishmania possuem um ciclo de vida polimérfico e
heteroxénico. A forma promastigota, extracelular, flagelada e mdvel, coloniza o insecto
vector e a amastigota, forma intracelular e sem flagelo livre (llustracdo 1), é encontrada

nos hospedeiros vertebrados (Neves, 2005; Roberts e Janovy-Jr, 1996).

A manutencdo do ciclo biolégico da Leishmania depende tanto da capacidade das
formas promastigotas em colonizar o aparelho digestivo do hospedeiro invertebrado,
como das formas amastigotas em estabelecer um parasitismo intracelular no macréfago
do hospedeiro vertebrado (Molyneux e Killick-Kendrick, 1987; Chang, 1990).

llustracdo 1: Representacdo esquematica da ultra-estrutura das diferentes fases evolutivas de uma
Leishmania. A= Forma Amastigota; B= Forma promastigota. Fonte: Rey, L. (1992).



O fleb6tomo fémea, durante o repasto que efectua no hospedeiro mamifero infectado,
ingere sangue que contém macrofagos (M¢) oriundos, sobretudo, da pele. Os M¢
parasitados sdo rapidamente destruidos e libertam as formas amastigotas. Estas séo
formas esféricas ou sub-esféricas com 2,5-6,8 um de didmetro. Durante as primeiras 24
horas, as amastigotas multiplicam-se por fissao binaria longitudinal e diferenciam-se em
promastigotas no aparelho digestivo do flebotomineo. Estas finalmente, diferenciam-se,
pelo menos em parte, em promastigotes metaciclicos, que sdo formas fusiformes, livres
e moveis, com cerca de 10-20 pum de comprimento e 1,5-3,0 um de largura e sédo
encontradas na parte anterior do tubo digestivo do vector, sobretudo acumuladas ao
nivel da vélvula stemodeal (llustracdo 2). Durante o0s repastos subsequentes do
flebotomineo estas formas sdo inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado. Os
promastigotes metaciclicos extremamente infecciosos sdo rapidamente fagocitados
pelos M¢ do hospedeiro vertebrado, internalizando-se dentro do vacuolo parasitéforo.
Num periodo de 24 a 48 horas, as promastigotes transformam-se em amastigotes e
multiplicam-se, podendo haver ruptura dos M¢ e, novamente podendo ser fagocitados
por outras células, causando assim a sua distribuicdo pelo organismo (Molyneux e
Killick-Kendrick, 1987).
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lustracdo 2: Ciclo de transmissdo da leishmaniose. Adaptado de Sacks and Noben-Trauth (2002).



1.1.2- Hospedeiro Invertebrado- Vector

Os vectores naturais de Leishmania séo insectos dipteros hematofagos pertencentes a
familia Psychodidae, a subfamilia Phlebotominae e aos géneros Phlebotomus, no Velho
Mundo, ou Lutzomyia, no Novo Mundo (Killick-Kendrick, 1990).

Os flebotomineos distribuem-se por vastas regies do mundo, em habitats muito
diversos, desde bidtipos abaixo do nivel do mar até outros localizados a mais de 3000 m
de altitude (Killick-Kendrick, 1999). Para se desenvolverem, estes insectos de reduzidas
dimens@es (2-3 um) necessitam, em geral, de temperaturas meédias entre 15 e 20°C,
proteccdo da luz solar direta, humidade moderada e abundancia de detritos organicos. O
seu ciclo biol6gico é completado durante todo o ano em &reas tropicais, mas apenas de
Maio a Outubro na regido paleartica (Alves-Pires e Ribeiro, 1991). Nos paises
mediterranicos, durante o Inverno as larvas do quarto estadio entram em diapausa, 0S
adultos emergem na Primavera e sucessivas novas geracdes aparecem até ao Outono
(Killick-Kendrick, 1999).

A actividade dos vectores adultos é crepuscular e nocturna, desde que ndo haja vento
nem chuva. Sé as fémeas sdo hematofagas (llustracdo 3) e, de acordo com a espécie
respectiva, podem picar mamiferos, aves ou répteis, sendo 0 sangue necessario para a
postura de ovos. Durante o periodo de tempo que o sangue demora a ser digerido, 0s
vectores fazem refei¢cdes acucaradas, que servem de fonte energética e sdo importantes
para o desenvolvimento dos parasitas no intestino (WHO, 1990). A simples presenca de
Leishmania no trato intestinal de um flebotomineo ndo o define como vector, sendo

necessario avaliar a sua capacidade de transmissao (Grimaldi et al., 1989).

llustragdo 3: Fleb6tomo fémea ingurgitada de sangue, durante repasto sanguineo em humano. Fonte:
Marques, F (2003).



Embora a transmissdo por um vector flebotomineo represente a mais frequente e a mais
importante via de transmissdo de Leishmania, ja foram descritas outras vias de
transmissdo. Nuwayri-Salti e Khansa (1985), observaram que ratos BALB/c
apresentaram infeccdo por L. major apo6s contacto directo prolongado com animais
infectados. A infeccdo por via sexual ja foi referida na literatura, onde Silva (2007)
efectuou um estudo em que observou transmissdo venérea de L. infantum entre cdes
através da deteccdo do acido desoxirribonucleico (ADN) do parasita no sémen.
Pangrazio et al. (2009) descreveram a transmissdo vertical da doenca quando
encontraram ADN e amastigostas de L. infantum em fetos de cadelas infectadas. Para
além disso, existem casos humanos documentados de transmissdo vertical de
Leishmania (Meinecke et al., 1999; Figueiro-Filho et al., 2004). Owens et al. (2001)
documentaram a existéncia de infeccdo por Leishmania em cdes apos transfusdes de
sangue. Embora muito raramente, os ixodideos Rhipicephalus sanguineus (Coutinho et
al., 2005) e as pulgas Ctenocephalides felis (Ferreira et al., 2009) também podem estar

implicados na transmisséo de Leishmania.

1.1.3-Hospedeiros Vertebrados

Entre os vertebrados, apenas na classe dos mamiferos, algumas espécies foram
identificadas como portadoras de protozoarios do género Leishmania; no Velho Mundo
foi observada infeccdo em 37 espécies e no Novo Mundo em 51 espécies (Dereure,
1999). Os mamiferos podem ser hospedeiros acidentais, irrelevantes na manutencdo do
parasita a longo prazo, ou hospedeiros reservatorios, essenciais a sua persisténcia e

transmisséo aos seres humanos (WHO, 1990).

Em fungdo do hospedeiro vertebrado, Garnham (1965) estabeleceu a existéncia de trés
tipos de ciclos nas infeccdes por Leishmania. Nos ciclos primarios (savanas da Africa
Oriental, estepes da Asia Central e floresta amazonica) as leishmanioses zoonéticas
envolvem essencialmente animais silvaticos e acidentalmente o homem. Nos ciclos
secundarios (bacia mediterranica e aglomerados urbanos na China e no Brasil) o
caracter silvatico esta afastado e o reservatorio é doméstico ou sinantrépico. Nos ciclos
tercidrios (sobretudo no subcontinente indiano) os seres humanos constituem o Unico

reservatorio e a transmissao € assegurada por flebotomineos antropofilicos.



O cdo domestico € considerado o principal hospedeiro reservatorio da doenca em
humanos na zona do Mediterrdneo, América do Sul e Médio Oriente, onde a espécie
Leishmania infantum (L. chagasi) é o agente causador de doenca. Mesmo em regifes
onde existem elevadas taxas de infeccdo em cées, a incidéncia de doenga clinica na
populacdo humana é normalmente baixa. Contudo, as taxas de exposicdo do homem a
Leishmania foram consideradas elevadas, ap6s determinacdo da prevaléncia de
anticorpos e de resultados positivos no teste dérmico (Greene, 2006).

A infeccdo com a espécie Leishmania infantum foi reportada em canideos selvagens
como as raposas (Vulves vulpes) e em javalis (Sus scrofa) na Europa e no Médio
oriente. Estas espécies silvaticas podem apresentar sintomatologia ou serem
assintomaticas. Esta descrita a infecgdo em felideos domésticos com leishmaniose por
variadas espécies, tais como L. infantum, L. mexicana, L.venezuelesis e L. braziliensis
(Greene, 2006). Os equinos também podem ser infectados com o protozoario, o0 que ja

foi descrito na América do Sul e Central, Alemanha e Espanha (Roléo et al., 2005).

1.1.4-Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

A leishmaniose, enquanto processo infeccioso, constitui nos cdes um espectro nos
extremos do qual estdo a doenca clinica e a infec¢do assintomatica ou subclinica (Pinelli
et al., 1994; Cabral et al., 1998). Actualmente considera-se a infec¢do canina por L.
infantum importante ndo apenas devido ao seu caracter zoonético e ao papel do cédo
como reservatério, mas também porque a doenca representa um importante problema

médico-veterinario (Fernandez-Pérez et al., 2003).

As manifestagdes clinicas da LVC e LVH sdo similares e apresentam como sinais mais
comuns, febre irregular por longos periodos, anemia, perda progressiva de peso e
caquexia no seu estagio final. No homem, as causas de Obitos mais comuns sdo
associadas a broncopneumonias, gastroenterites, septicemias e sangramentos graves,
tais como: hemorragia digestiva alta ou baixa e insuficiéncia cardiaca devido a anemia
grave, contribuindo para o aumento da mortalidade. No cdo a causa mais comum de

mortalidade é a insuficiéncia renal (Brasil, 2006).

Na doenca canina, as classificacdes podem seguir diferentes padrdes, de acordo com

diferentes autores. Desse modo, usualmente, pode-se classificar a LVC de acordo com



as manifestacbes clinicas apresentadas pelo cdo infectado, podendo enquadra-lo em
assintomético, quando ndo apresenta sinais clinicos sugestivos de infeccdo;
oligossintomatico, onde se observa a presenca de linfadenopatia, leve perda de peso e
alteracdes dermatologicas; e sintomatico, onde alguns ou todos sinais comuns da doenca
sdo evidentes, como alteracdes dermatoldgicas, incluindo alopecia, dermatite furfuracea,
Ulceras e outras, bem como onicogrifose, linfadenopatia, emagrecimento acentuado,

queratoconjuntivite (Brasil, 2006).

Os dados disponiveis sugerem que na Europa em 15 milhGes de cées existentes mais de
2,5 milhdes (16,7%) estdo infectados (Moreno e Alvar, 2002). Varios registos de
prevaléncia revelam o aparecimento da infeccdo em novas localizagdes (Dereure, 1999;
Baldelli et al., 2001), bem como o seu aumento em outras ja conhecidas (Cringoli et al.,
2002; Cardoso et al., 2004).

Areas ndo endémicas
Paises ou areas onde 0s casos ndo sdo tipicamente
autéctones (Cdes em viagem ou importados).
Areas Potenciais
Conhecimento da presenca de vetores e casos clinicos.

Casos Autdctones

Casos de raros individuos que nunca viajaram para
area endémicas (Tr issdo vetorial/ndo-vetorial ?)

Areas endémicas

Areas com miiltiplos casos (vetores abundantes e ativos).
A prevaléncia e distribuicdo da doenca nédo séo uniformes
mas altamente dependente dos microclimas e microhabita

Muitos paises ainda ndo tem informacéo detalhada.

0s limites ao norte de areas endémicas ainda ndo sdo
bem conhecidos.

Os limites apr dos sdo estimados de acordo com
literatura cientifica e dados nao publicados.

'
' .
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llustracéo 4: Distribuicdo da infeccdo da Leishmania infantum na Europa. Adaptado de Solano-Gallego
etal., 2011.

Os inquéritos epidemioldgicos realizados em cdes, em Portugal, indicam uma
prevaléncia na ordem dos 4% a 21%, semelhante & de outros paises mediterranicos.
Contudo, diversos autores alertam para a probabilidade da percentagem de cées

portadores assintomaticos ser muito mais elevada. Com a associacdo de técnicas
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serologicas e moleculares, a prevaléncia registada nos estudos epidemioldgicos
realizados em canideos tem sido, de facto, significativamente mais elevada (Gramiccia e
Gradoni, 2005). Em Portugal, o zimodeme mais frequente no cdo é o MON-1
(Abranches et al., 1992). Entretanto, Cardoso et al. (2002) descreve um caso de
zimodeme MON-98 num céo no Alto Douro, que até entdo se julgava restrito ao Egipto.
A ocorréncia de novos casos em areas livres, bem como a identificagdo de novas
zimodemes de Leishmania no pais alertam para a necessidade de mais estudos em cées,

vectores e pessoas.

1.1.5-Diagnostico, tratamento, profilaxia e controlo da LVC

De uma maneira geral, o diagnéstico da LVC vem-se apresentando como um problema
para os servicos de saude publica. A problematica deve-se principalmente a trés fatores:
variedade de sintomas clinicos e semelhanca com aqueles observados noutras doencas
infecciosas; alteracBes histopatoldgicas inespecificas e, por Gltimo, inexisténcia de um

teste diagnostico 100% especifico e sensivel (Brasil, 2006).

O diagnostico da LVC deve basear-se em dados epidemiolégicos, clinicos, bioquimicos
e aqueles que sdo os obtidos a partir de provas diagnosticas especificas, principalmente
por métodos de deteccdo do parasita e técnicas de imunodiagnoéstico, destinadas a
avaliar a resposta imune celular e humoral (Ferrer, 1999; Cafavate et al., 2005).0
diagnostico laboratorial da LVH e LVC faz-se recorrendo a mesma metodologia.

Existem trés tipos de testes de diagndstico: parasitologico, molecular e imunolégico.

Os testes parasitologicos permitem a observacdo directa (através da observagdo
microscopica de amastigotas em esfregacos/ decalques de amostras biologicas) ou em
cultura, em meio NNN (Novy-MacNeal-Nicole), Schneider ou outro, através da
inoculagdo de amostras, preferencialmente, de oOrgdos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitico (baco, medula 6ssea, figado e ganglios linfaticos). Os métodos
imunohistoquimicos foram sugeridos como métodos suplementares, para confirmar o
diagnostico, particularmente em 6rgdos que ndo apresentem elevada carga parasitaria.
Contudo, estes métodos sdo invasivos, muito demorados e inapropriados para estudos
epidemioldgicos. Apesar do diagnéstico parasitologico ainda constituir a “golden

standard” para confirmar a infec¢do por Leishmania, trata-se de uma técnica invasiva,
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demorada e requer pessoal treinado, tanto para proceder a uma rigorosa colecdo de
amostras, quanto para efectuar um adequado exame ao microscopio (Gomes et al.,
2008).

Métodos baseados em técnicas moleculares, como a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) e, mais recentemente, a PCR em tempo real (PCR-RT), identificam sequéncias
especificas de ADN dos parasitas, por exemplo, dos genes do KADN, e sdo cada vez
mais utilizados ndo s6 no diagndstico dos casos da doenca activa, como também na
monitorizacao da carga parasitaria durante o tratamento (Solano- Gallego et al., 2009).
No entanto, um resultado negativo na PCR, quando da existéncia de uma suspeita
clinica, ndo é suficiente para descartar uma possivel infeccdo. A utilizacdo
relativamente recente de técnicas de biologia molecular, capazes de detectar o ADN ou
acido ribonucleico (ARN) do parasita, apesar de serem muito validas, requerem, quando
aplicadas em testes diagnosticos de rotina, equipamento muito especifico e dispendioso
que limitam substancialmente a sua utilizagdo, como acontece com a aplicacdo de PCR
nas situaces de campo, em paises sub-desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento
(Gomes et al., 2008).

A resposta humoral especifica tende a ser muito intensa na LVC, com elevados niveis
de imunoglobulinas (IgG) anti-Leishmania, por isso a detecgdo desses anticorpos
constitui um meio essencial para o diagnéstico da infeccdo por Leishmania (Gomes et
al.,2008). O diagnostico imunoldgico é muitas vezes realizado para estudos de
seroprevaléncia e na determinacdo de possiveis focos endémicos da doenca. Estes
métodos permitem verificar a existéncia de anticorpos especificos anti-Leishmania,
geralmente do tipo IgG, no soro sanguineo. Os anticorpos podem ser também
encontrados, embora menos frequentemente, no humor aquoso e no liquido céfalo-
raquidiano (LCR). Além disso, varios autores detectaram anticorpos anti-leishmania,
predominantemente IgG, na urina de humanos e mais tarde tambeém em canideos,
sempre associados a glomerulonefrites e proteindria. Pensa-se que 0s anticorpos passem
por entre a barreira glomerular para a urina, devido a lesdo glomerular que se instala
com o decorrer da infeccdo e que se deve a deposicdo e aglomeragdo de
imunocomplexos. Por outro lado, também pode dever-se & producdo de anticorpos no
tracto urinario, em situacfes de nefrite tabulo intersticial, ou a lesdes ao nivel dos

Orgdos urogenitais, como bexiga, uretra e prostata (Solano-Gallego et al., 2003).
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Abordagem Diagnostica

Cdes com suspeita clinica e/ou anormalidade clinicopatolégicas consistentes com LVC
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lHustragdo 5: Fluxograma para abordagem diagnostica de cdes com sinais clinicos e/ou anormalidades
clinicopatoldgicas consistentes com LVC. Adaptada de Solano-Gallego et al., 2011.

Existem vérias técnicas serologicas utilizadas para deteccdo de anticorpos anti-
leishmania. Cada uma apresenta vantagens e desvantagens conforme o principio de cada
método (Hommel et al., 1978; Edrissian e Darabian, 1979; Dye et al., 1993).

Entre as mais utilizadas encontram-se a técnica de imunofluorescéncia directa (IFI) e
indirecta (IFAT), o ensaio imunoenzimatico (ELISA), o teste de aglutinacdo directa
(DAT), a imunodeteccio ou “Western blot” (WB) e a imunocromatografia ou
imunomigracdo rapida (RIM) (Rachamin et al., 1991; Vercammen et al.,1997;
Mancianti, 2002). Estas técnicas podem utilizar como antigénio parasitas intactos,
extratos totais sollveis, exo-antigénios ou diversas proteinas purificadas ou

recombinantes, o que sem davida dificulta a sua padronizacdo (Nakhaee et al., 2004).

No diagnostico da LVC, regra geral, os métodos serolégicos sdo dotados de elevada
sensibilidade e especificidade mas apresentam uma forte limitacdo no que diz respeito a
impossibilidade de diagnosticar a doenca na sua fase inicial, quando ainda ndo se
produzem anticorpos. O periodo de seroconversdo dura cerca de 1,5 a 3 meses apos a
inoculagdo da forma infectante ao animal, e nesta altura é impossivel encontrar

anticorpos anti-leishmania; o mesmo sucede em animais em que ndo ocorre estimulacéo
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da resposta humoral e posterior producdo de anticorpos, como € o caso dos animais
denominados de resistentes a infeccdo - assintomaticos (Campillo et al, 1999). Por outro
lado, ndo se deve esquecer que a presenca de anticorpos ndo implica automaticamente a
existéncia de infeccdo. Pensa-se que cerca de 10% dos animais infectados que possuem
titulos seroldgicos significativamente elevados nunca evoluem para a doenca clinica
(Maia, 2007).

A diminuigdo dos niveis de anticorpos tem sido utilizada para monitorizar a terapéutica;
contudo, os niveis de anticorpos podem decrescer apenas com a diminuicdo da carga
parasitaria, ndo necessariamente com a eliminacdo parasitaria total (Greene, 2006).
Podem também ocorrer falsos-positivos devido ao aparecimento de reactividade cruzada
em cdes com leishmaniose cutanea, doenca de Chagas, ehrlichiose, rickettsiose e
toxoplasmose, entre outras (Gomes et al., 2008). Para além disso, nos paises do Norte e
Sul da América, pode haver reactividade cruzada serolégica com os parasitas do género
Trypanossoma, uma vez que este agente patogénico afecta os canideos domésticos e
selvagens (Greene, 2006).

Ao analisarem o que acima foi descrito, alguns autores afirmam que a especificidade e a
sensibilidade dos diferentes métodos de diagndstico dependem de varios factores que
podem ser influenciados pela natureza dos antigénios que se utilizam nesses testes
(Mohammed et al., 1985; Singh e Sivakmar, 2003). Essa € uma das raz@es pela qual a
OMS recomenda que os testes serolégicos sejam sempre realizados em combinacao

com outros exames clinicos e parasitoldgicos (WHO, 2010).

Por outro lado, a questdo que envolve o tratamento da LVC é bastante controversa. Isto
porque a LVVC é mais resistente ao tratamento que a leishmaniose humana e apenas uma
pequena quantidade de espécies do género Leishmania sdo completamente eliminadas
pelos farmacos disponiveis (Greene, 2006). Na maioria das ocasides ndo se consegue
uma eliminacéo total do parasita, mas apenas remissao da sintomatologia (cura clinica)
e diminuicdo no tempo da capacidade infectante para os fleb6tomos. Regra geral,
ocorrem recidivas entre 0s 6 meses e 0s 2 anos apés o final da terapéutica instituida.
Esta ineficacia terapéutica ndo esta bem caracterizada, mas pensa-se que a localizagdo
intracelular do parasita, o possivel alojamento das formas amastigotas em certos tecidos,
0 desenvolvimento de resisténcia frente aos farmacos utilizados e, por fim, a
necessidade da instalacdo de uma resposta imunitaria celular eficaz possam intervir na

eficacia do tratamento (Campillo et al., 1999). E 6bvio que o diagndstico tardio da
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infeccdo (ja depois do aparecimento da sintomatologia clinica) contribui

significativamente para este insucesso.

O tratamento antiparasitario da LVC é geralmente instituido com recurso a antimoniato
de meglumina-Glucantime® (Slappendel e Teske, 1997; Amusategui et al., 1998),
alopurinol (Vercammen et al., 1995; Ginel et al., 1998; Koutinas et al., 2001) —
separados ou em combinacdo (Denerolle e Bourdoiseau, 1999) — ou anfotericina B
(Oliva et al., 1995; Lamothe, 2001). Diversos outros compostos, incluindo aminosidina
(Poli et al., 1997), pentamidina (Rhalem et al., 1999), miltefosina, metronidazol e
cetoconazol, tém sido também utilizados (Baneth e Shaw, 2002). A terapia tem efeito
variavel no quadro clinico e na resposta imunitaria dos animais afectados (Solano-
Gallego et al., 2001). Muitos cdes exibem recuperagdo clinica associada a um
decréscimo do titulo de anticorpos especificos e aumento da imunidade celular
(Bourdoiseau et al., 1997; Riera et al., 1999; Fernandez-Pérez et al., 2003). Com efeito,
é possivel estimular a actividade anti-Leishmania dos M¢ apds quimioterapia
(Vouldoukis et al., 1996). A melhoria do estado clinico e imunolégico é, com
frequéncia, apenas temporaria e 0s animais sofrem recaida ou recorréncia (Martinez-
Moreno et al., 1999; Guarga et al., 2002).

A OMS recomenda como estratégias para o controlo da LV zoonética o diagndstico e
tratamento sistematico dos casos humanos, medidas de luta contra os vectores e também
a proteccdo individual de hospedeiros, sobretudo do homem (WHO, 1996). Ainda como
controle, a OMS recomenda a eutanasia dos cdes portadores da infeccdo, apesar desta
ser pouco aceite, por questdes éticas, emocionais e econémicas. Além disso, estudos,
realizados em paises onde a eutanasia é adoptada como medida de controle, mostram
resultados pouco satisfatorios (Palatinik-de-Souza et al., 2001; Ashford et al., 1998).0
controlo da LVVC tem como objectivo proteger os cdes e simultaneamente reduzir o risco

de infeccdo humana (Martinez-Moreno et al., 1999; Fernandez-Pérez et al., 2003).

1.2- Resposta imunologica

Os protozoarios desenvolveram estratégias complexas de evasdo ao sistema imunitario
do hospedeiro, provavelmente utilizadas durante todo o processo de infeccéo,

promovendo a sua perpetuacdo no organismo. Em relagcdo a Leishmania, ha evidéncias
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clinicas e experimentais que, para além dos factores presentes no parasita € no
hospedeiro, a saliva do vector, aquando da picada, influencia a evolugdo da doenga
(Lima e Titus, 1996). Segundo alguns autores, as falhas dos hospedeiros vertebrados em
controlarem a infeccdo podem estar relacionadas com dois factores principais: a
habilidade da Leishmania em resistir as ac¢des microbicidas dos M¢ activados e a

inibicdo da resposta imunitaria celular do hospedeiro (Grimaldi e Tesh,1993).

A seroconversdo pode ocorrer no cdo no intervalo de 1 a 22 meses a seguir & infeccao
(uma média de 5 meses) (Oliva et al., 2006). Apenas nos cdes em que 0 parasita se

tenha disseminado é que os titulos dos anticorpos aumentam com o decorrer do tempo.

Nem todos os cdes infectados com Leishmania, natural ou experimentalmente,
desenvolvem a doenca. A resposta imunitaria desencadeada pelo cdo na altura da
infeccdo e nos momentos seguintes é um factor determinante no desenvolvimento ou
ndo da doenca (Baneth, 2006).

A resolugdo da infeccdo por Leishmania também estd associada a actividade
leishmanicida de espécies reactivas de oxigénio e éxido nitrico (NO). O NO é produzido
nos M¢ a partir do metabolismo da L-arginina, numa reaccao catalisada pela enzima
indutora da sintetase de NO (iNOS, do inglés Inducible NO synthetase). Citocinas como
o interferdo gama (IFN-y) e factor de necrose tumoral (TNF-a) estimulam a expresséo
de iNOS enquanto a interleucina 4 (IL-4), a interleucina 10 (IL10) e o fator de
transformacdo do crescimento-p (TGF-B) inibem a sua expressdo, tornando a célula
refractaria a actividade microbicida (Wilson et. al., 2005; Tripathi et al., 2007; Liese et
al. 2008; Goto e Prianti, 2009).

Na infeccdo visceral a susceptibilidade também esta relacionada com a resposta das
celulas T auxiliares 1 ( do inglés “helper” -Th1) associada a activagdo dos mecanismos
leishmanicidas dos M¢ pela interleucina 2 (IL-2) e IFN- vy e a formag@o de granulomas
em tecidos infectados. No entanto, a dicotomia do perfil de resposta imunologica Thl e
Th2 verificado para a infecgdo com L. major ndo é tdo evidente em modelos murinos de
LV (Rosa et al., 2006; Roléo et al., 2007; Ettinger e Wilson, 2008). Na LV murina, a
resposta de Th1l é reprimida pela producéo de citocinas imunossupressoras como 1L-10
e fator de crescimento B (GF- B) (Wilson et al., 2005; Tripathi et al., 2007). O fendtipo
de susceptibilidade a LV murina parece estar mais relacionado com a incapacidade de
desenvolvimento de uma resposta Thl efectiva do que com o predominio de uma
resposta Th2. Uma vez que a IL-4 do tipo 2 ndo parece apresentar-se em quantidade
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suficiente para influenciar a resposta Thl, nem o curso da infeccdo (Miralles et
al.,1994).

TNFx Eliminagdo do parasita

IL-18 : :
» Inibigde
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Oxido Nikrico deoxigénio

Dizseminagde do parasita

TRENGES 0 Parsntology

llustracéo 6: — Dicotomia Thl e Th2 na LVC (Adaptado de Martinez-Moreno et al.,1993).

Actualmente, alguns autores, adotam a determinagéo das subclasses 1gG1 e 1gG2 como
indicadores do “status” clinico dos cdes com LVC e como marcadores serolégicos do
prognostico da infeccdo nos cdes acometidos (Costa-Val, et al., 2007; Reis et al., 2006;
Iniesta et al., 2005; Quinnel et al., 2003; Leandro et al., 2001; Solano-Gallego et al.,
2001; Nieto et al. 1999; Bourdoiseau et al., 1997; Deplazes et al., 1995). Varios
trabalhos, comparando as absorvancias das leituras destas subclasses nos soros de caes
com LVC, demonstraram uma correlacdo directa, entre a inducdo de altos niveis de
IgG1 anti-Leishmania e o aparecimento de sinais clinicos em cédes infectados por L.
infantum, enquanto anticorpos 1gG2 foram associados com uma infeccdo sem sinais
clinicos (Deplazes et al., 1995; Nieto et al,. 1999; Solano-Gallego et al., 2001; Quinnel
et al., 2003; Iniesta et al., 2005). No entanto, outros autores encontraram associagdo
inversa destas subclasses com os quadros clinicos da LVC (Leandro, et al., 2001; Reis
et al.; 2006; Costa-Val et al., 2007).

A alta producéo de imunoglobulinas na LVVC é potencialmente danosa para 0s animais
acometidos, sobretudo pela deposicéo de imunocomplexos em diferentes tecidos (Lopez
etal., 1996).
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llustracdo 7: Reaccdo de hipersensibilidade do tipo 111, com formag&o e deposi¢do de imunocomplexos
circulantes (Adaptada de Prescott et al., 2005). Legenda: A- Formacao de imunocomplexos (CIC) e
posterior aumento da permeabilidade vascular. B- Deposic¢do dos CIC na parede endotelial dos vasos,
induzindo agregacgdo plaquetaria e lesdo enzimatica na parede dos vasos sanguineos devido a
desgranulacéo das células polimorfonucleares (PMNS).

Neste ambito, a doenca clinica pode manifestar-se desde uma ligeira dermatite papular
associada a imunidade celular especifica e baixa resposta humoral (Ordeix et al., 2005)
até uma doenca grave caracterizada por danos renais com glomerulonefrite devidos a
deposicdo de complexos imunes associados com uma macica resposta humoral e altas

cargas parasitarias (Costa et al., 2003).

As caracteristicas genéticas de cada animal/raca, bem como a viruléncia de cada estirpe
de L. infantum sdo também fatores-chave para um conhecimento mais profundo da
regulacdo imunitaria do cdo perante esta parasitose (Baptista-Fernandes et al.2007;
Santos-Gomes et al., 2008).
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CAPITULO 1

Comparacdo da performance de dois antigénios (promastigotes de
Leishmania infantum tratados com B-mercaptoetanol e tratados com
tripsina) no teste de aglutinacdo directa para diagnostico da
leishmaniose visceral canina
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2.1.Fundamentacao tedrica do DAT no diagnostico da Leishmaniose Visceral
Canina

O teste de aglutinagdo directa ou DAT (do inglés “Direct Agglutination Test”) foi
desenvolvido, na década de 80, por investigacGes do grupo de Abdallah El-Harith no
KIT (“Koninklijk Instituut voor de Tropen/ Royal Tropical Institute”) e no laboratério
de parasitologia da Universidade de Amesterddo (Amesterddo,Holanda). Este método,
adaptado da versdo original de Allain e Kagan (1975), utiliza no seu antigénio
promastigotas intactos e corados, em suspensdo ou liofilizados e baseia-se na
capacidade dos anticorpos dos soros dos doentes reconhecerem epitopes expostos em
promastigotes de L. donovani da estirpe 1-S em microplaca de poliestireno de fundo em
V e aglutinarem, formando um produto visual de féacil detec¢do devido a acc¢do do
corante, eliminando a necessidade de equipamentos especificos (estereoscopios ou
microscopios) para a sua leitura (Harith et al., 1987a, 1988; Sundar e Rai, 2002). O teste
é feito com 11 diluices seriais de cada soro teste e, a reciproca da maior diluicdo onde
o fenémeno de aglutinacdo ainda pode ser detectado, é lida ap6s 18 horas de incubacéo,
determinando a positividade do ser humano ou animal testado e o seu titulo (llustracédo
8). O DAT ¢é um dos testes mais simples e baratos utilizados para o diagnéstico da LVH
e da LVC, sendo o seu uso rotineiro nos paises da Africa Sub-Saariana, na india e no
Nepal com sensibilidade variando de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100% (Alves e
Bevilacqua, 2004; Gontijo e Melo, 2004; Abdallah et al., 2004; Mohebali et al., 2005;
Sundar e Rai, 2002; Zijlstra et al., 2001).

lustracéo 8: Preparo e leitura de uma placa de DAT. Adaptado de Chappuis et al. (2007).
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Apo6s o desenvolvimento do DAT para deteccdo da LVH, foram necessariamente
considerados ajustamentos, modificacdes, melhorias e simplificacdes. Entre estes, a
adicdo de citrato de sodio ao antigénio em suspensdo mostrou-se eficiente, ja que esta
substancia age na manutencgdo de forcas de repulsdo intracelular, que sdo responsaveis

por evitar a agregagdo espontanea, contribuindo para a estabilizagdo das suspensdes
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com formas promastigotas fixadas em formaldeido. Uma modificacdo foi a
incorporacdo de uma nova proteina no diluente do DAT. Esta é crucial para a prevencdo
de aglutinacdo inespecifica. Inicialmente a proteina testada foi o Soro Fetal Bovino
(SFB), contudo a eventual deterioracdo e contaminacdo bacteriana quando em altas
temperaturas limitava o seu uso em trabalhos de campo realizados em regides tropicais.
Como substituto, foi indicado o uso da gelatina, uma proteina desnaturada, livre de
imunoglobulinas que possam afectar os resultados do DAT. A sua forma de
apresentacdo em po pode resistir a temperaturas de 30° C ou superiores. Os resultados
obtidos ndo foram alterados com essa substituicdo e, com isso, 0 teste tornou-se mais
barato e préatico para utilizagdo no campo. Um melhoramento significativo, foi a adicéo
do B-ME, no diluente, a fim de reduzir as reac¢des inespecificas. Este foi testado e
resultou em um aumento na sensibilidade e especificidade, alcancando, inicialmente,
indices de 100% e 98,8%, respectivamente. Para aléem das amostras de plasma
inicialmente testadas, ficou comprovada a eficdcia do teste quando realizado com
amostra de sangue total e eluatos de sangue em papel filtro, obtendo-se com isso, uma
maior facilidade de realizacdo do teste em locais onde 0 armazenamento e preparacao

de amostras de soro ou plasma sdo mais dificeis (Harith et al., 1988).

Do ponto de vista técnico, uma das maiores vantagens que o DAT apresenta reside no
facto de, no seu procedimento nunca se utilizar conjugado de imunoglobulina espécie-
especifico, podendo ser atil em casos de infec¢bes naturais e experimentais de

mamiferos (Garcez et al., 1996).

Harith et al. (1989) avaliou a aplicabilidade do DAT para detec¢édo de anticorpos anti-
leishmania em amostras de cées naturalmente infectados. Entretanto, para eliminar as
reacgdes cruzadas nas amostras caninas verificou que foi necessario incorporar o dobro
da quantidade de B-ME na preparacdo do diluente sérico do que o utilizado em amostras
humanas (0.01 M para amostras humanas e 0.02M para amostras caninas, o equivalente
a, respetivamente 780 pl/100ml e 1.560 pl/200ml). Como resultado foram obtidas taxas
de sensibilidade de 100% e especificidade de 98,2%. Desta forma o teste acabaria por
ser recomendado a aplicar em servigos veterindrios de saide. Em diversos estudos
realizados com cées de area endémicas para LVC, o DAT apresentou uma sensibilidade
varidvel desde 70,6% (Mohebali et al.,, 2004) a 100% (Silva et al., 2006) e
especificidade de 84,9% (Mohebali et al., 2004) a 100% (Schallig et al.,2002).
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Apesar de sua alta consisténcia para o diagnostico da LVH e LVC, registam-se
ocasionalmente titulos marginais com o DAT (entre 1:1600 e 1:3200 em humanos e
1:160 e 1:320 em cdes) em pacientes ndo portadores de leishmaniose (Harith et al.,
1988). Para minimizar a ocorréncia destas reaccOes indesejaveis e de resultados
duvidosos outras alteracdes foram propostas e incorporadas na técnica do DAT. Nos
primeiros estudos utilizando o DAT, o tratamento do antigénio foi realizado com
tripsina, para induzir a degradacdo de proteinas complexas na superficie da forma
promastigota, que de outra forma poderiam evocar reac¢des inespecificas (Andrade et
al.,1987; Harith et al., 1987b). Uma vez que a degradacéo da tripsina se mostra limitada
a separacao de peptideos nas ligacGes arginina-lisina, outros agentes clivantes (pronase,
lipase e a-amilase) e redutores (B-ME) foram testados com o intuito de eliminar todas as
ligacGes peptidicas e reduzir ainda mais a reactividade cruzada, sendo que o B-ME foi 0
que apresentou melhores resultados. Outra inovacdo prendeu-se com a adicdo de ureia
no diluente da amostra, extremamente Util em casos de amostras de pacientes com
outras doencas e que, no teste inicial, apresentam titulos positivos ou marginais, sem
entretanto interferir nos resultados de amostras positivas para leishmaniose. Este efeito
favoravel pode ser parcialmente atribuido a capacidade de ureia para desagregar
moléculas de proteina do soro em mondmeros com baixa ou nenhuma afinidade de

ligacdo ao antigénio (Harith et al., 1995).

No mesmo trabalho referenciado anteriormente, Harith e a sua equipa de pesquisadores
(1995) concluiram que o DAT era bastante confiavel para uso no diagndstico de rotina
de LV e LVC em é&reas onde a leishmaniose e a tripanossomiase ocorressem em
simultdneo e afirmaram que o teste também poderia ser usado em estudos
epidemioldgicos voltados para a identificagdo de potenciais reservatorios para espécies
de Leishmania na Africa equatorial e América do Sul onde a infecgdo por T. cruzi ou T.
brucei é também comum entre 0s animais domesticos e selvagens. Outro facto notavel
prendeu-se com o fato de terem conseguido estabilizar o antigénio a 4°C, sem

aglutinacdo e com reprodutibilidade nos testes, por um periodo de 9 meses.

A parte isto, Meredith et al. (1995), investigadores do KIT (Amsterddo/Holanda),
desenvolveram uma versdo liofilizada do antigénio do DAT e Oskam et al. (1999)
relataram uma boa performance do teste quando utilizaram esta apresentacdo do
antigénio. Devido aos seus elevados niveis de sensibilidade e especificidade, a sua

relativa facilidade de execucdo quando comparado com outros testes seroldgicos,
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juntamente com a possibilidade do exame poder ser executado em amostras em papel de
filtro por um preco muito baixo, o0 DAT tonou-se crucial no controlo de surtos de LVH
no sul do Sudao (Seaman et al.,1996) e Somalia (Marlet et al. 2003), por exemplo.
Vaérias tentativas foram feitas para transferir a tecnologia de producédo de antigénios para
0S centros em paises com doencgas endémicas, mas a sustentabilidade desta producéo
manteve-se problematica. Se excluirmos o nosso laboratério (CDI/LEISH-ICAAM-
Universidade de Evora) onde actualmente é produzido antigénio de DAT, com
qualidade, de uma forma independente e exclusiva, na Europa, existem, dois
fornecedores nao-comerciais fornecedores de antigénios de DAT: o KIT em

Amesterddo, na Holanda, e o ITMA em Antuérpia, na Bélgica.

O antigénio na sua apresentacdo liofilizada pode ser conservado por até 2 anos a
temperatura ambiente, o que se mostra bastante atractivo para utilizacdo em paises
tropicais. Depois da sua reconstituicdo em soro fisiologico, deve ser armazenado a 4° C

e tem estabilidade até uma semana (Meredith et al, 1995; Sundar et al., 1995).

A partir de 1992 e depois de ter sido avaliado de forma “cega” por especialistas da
OMS, a versdo inicial e aquosa do DAT foi recomendada por aquela organizacdo das
Nacdes Unidas como o teste serologico de eleicdo no despiste da LVH, sobretudo em
areas epidémicas eminentes, no Suddo, India e Bangladesh onde salvou a vida a
centenas de milhares de pessoas (Beer et al., 1991)

Recentemente o teste imunocromatografico rK39, uma proteina dominante em
amastigotas de Leishmania do complexo Donovani (Reithinger et al., 2002), foi, tal
como o DAT, desenvolvido especificamente para uso em campo e inicialmente mostrou
eficiéncia diagndstica e precisdo na maioria das areas endémicas onde foi empregue
Contudo, nos ultimos anos, tem-se assistido a pequenas falhas e a relatos de menor
qualidade de comportamento do teste imunocromatogréafico (teste de Dipstick de rkK39)
(Das et al.,2011).

Ainda assim, a OMS/WHO (2010) afirma que uma estratégia baseada no teste rkK39 ou
no DAT é mais eficiente do que um teste baseado em puncdo de medula éssea e nddulos
linfaticos, devido a sensibilidade da técnica utilizada ser essencial no diagnéstico de

doengas fatais.

Um dos maiores desafios que desde cedo foram lancados aos investigadores que

desenvolveram o DAT prendeu-se com o eventual potencial demonstrado por este teste
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em detectar a infeccdo em fases precoces, tanto no homem, guanto no cdo (Semiéo-
Santos, S:J., 1996).

Dado que um dos maiores problemas observados no tratamento desta doenca se prende
com o aparecimento de constantes recidivas e falhas claras de erradicacdo do parasita,
sobretudo no céo, é de acreditar que, se dispusermos de uma ferramenta que tenha a
capacidade de detectar precocemente, isto é, antes da existéncia de uma grande
proliferacdo parasitaria e de uma elevada carga residual de parasitas e formacédo
excessiva de imunocomplexos circulantes ou depositados, seja possivel, através da
administracdo pronta e rapida de compostos quimicos menos toxicos e mais baratos,

conseguir uma eventual erradicacdo dos parasitas e a cura tdo desejada.

2.2.0bjectivos

Este estudo pretende avaliar a eficacia do teste DAT, com antigénio com promastigotas
intactos de Leishmania infantum tratados com - ME, em comparacdo com antigénio
convencional, tratado com tripsina. O antigénio que apresentar melhores resultados sera

utilizado como diagnostico referéncia para a proximo parte do trabalho.
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Abstract

In the south of Europe, more than 2.5 million dogs are infected with Leishmania
infantum and suffer of canine visceral leishmaniasis (CVL). More than half of these are
asymptomatic and infectious to phlebotomine sandflies as the symptomatic animals.
Nowadays, there are no serological tests to apply in field conditions, sensible enough to

signal these dogs.

In this way, hoping to develop a sensitive, specific, easy-to-use and cheap serological
tool, capable of monitor CVL and meet recommendations of World Health Organization
(WHO, 2010) our group tried, in this study, to adapt a direct agglutination test (DAT)
able to offer, same or better benefits, as the one already developed for the human host
(Harith et al., 1995).

So, we compared the performance of a DAT, where its antigen was prepared from intact
Leishmania infantum promastigotes treated with f-mercaptoethanol (B-ME-DAT), with
another one, conventional, tripsinated, but prepared with intact promastigotes (TRYP-
DAT).

The B-ME-DAT showed sensitivity and specificity values of 100% and the TRYP-DAT,
respectively, 93.5% and 100%. The predictive positive value (PPV) was 93.9% in the -
ME-DAT and 87.8% in the TRYP-DAT; the predictive negative value (PPN) was
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respectively 100% and 97.5%. The concordance (k=0.879, p=0.000) and correlation
(0.935) obtained between the two tests with these different antigens were optimal.

Despite the fact that more studies are needed to better evaluate our findings, in our
opinion, this new B-ME-DAT, has the potential to detect CVL at its early stages, prior
to appearance of clinical signs and parasite proliferation and consolidation. This
achievement suggests new research lines directed towards early diagnosis of CVL and
subsequent quick treatment, possibly using less toxic and cheaper medicines.

Resumo

No Sul da Europa, mais de 2,5 milhGes de cdes estdo infectados com Leishmania
infantum e sofrem de leishmaniose visceral canina (LVC). Mais de metade desses
animais sdo assintomaticos e tdo infecciosos para os fleb6tomos quanto os sintomaticos.
Actualmente ndo existem testes seroldgicos suficientemente sensiveis, ao ponto de, em
condicbes de campo, conseguirem assinalar esses cdes. Na esperanca de
desenvolvermos uma ferramenta sensivel, especifica, barata e de facil manuseamento
qgue monitorize a LVC e va de encontro as recomendac6es da Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2010) procuramos, neste estudo, adaptar um teste de aglutinacéo directa
(DAT) que, a semelhanca do que ja foi feito para o diagnostico da leishmaniose visceral
(LV) no reservatorio humano (Harith et al., 1995), pudesse, no canino, oferecer 0s

mesmos beneficios.

Por isso, comparamos a performance de um DAT cujo antigénio foi preparado a partir
do tratamento de promastigotes de Leishmania infantum com [B-mercaptoethanol (B-
ME-DAT) com um, convencional, em que o antigénio foi preparado a partir de

promastigotes tratados com tripsina (TRYP-DAT).

O B-ME-DAT apresentou indices de sensibilidade e de especificidade de 100%
enquanto o TRYP-DAT, de respectivamente 93,5 e 100%. O valor predictivo positivo
(VPP) foi de 93.9% para o B-ME-DAT e 87.8%, para 0 TRYP-DAT; o valor preditivo
negativo (VPN) foi, respectivamente de 100% e 97.5%. A concordancia (x=0.879,
p=0,000) e a correlagdo (0,935) obtidas entre os dois testes com diferentes antigénios,

foram dptimas.

Apesar de serem necessarios mais estudos, na nossa opinido, este novo f-ME-DAT tem

potencial para detectar a LVC na sua fase precoce, i.e., antes do aparecimento de sinais
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clinicos e antes da estabilizacdo e proliferacdo parasitaria. Este facto sugere novas
linhas de investigacdo direccionadas ao diagnostico precoce com esta ferramenta e
subsequente tratamento rapido, possivelmente, com medicamentos menos téxicos e

mais baratos.

Introducéo

Na Bacia Mediterranica, a leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada por
L.infantum. Muitas pessoas, nesta regido, tém cédes — o reservatorio hospedeiro provado
de L.infantum — e também outros animais que atraem os flebétomos as suas casas,
favorecendo, desta forma, a transmissdo aos seres humanos (Gramiccia, 2011). Os
dados disponiveis sugerem que, sé no sul da Europa, em 15 milhdes de cées existentes,
mais de 2,5 milhGes (16,7%) estdo infectados (Moreno e Alvar, 2002). As
seroprevaléncias de leishmaniose visceral canina (LVC) variam desde 1.7% no sul do
Chipre (Deplazes et al., 1998) até mais de 40% na Italia meridional (Oliva et al., 2006).
Mais de metade dos cdes infectados com LVC apresentam infeccbes assintomaticas e
esses sdo tdo infecciosos para os flebotomos quanto os sintomaticos (Molina et al.,
1994; Michalsky et al., 2007). Os testes serologicos que existem actualmente nao
dispdem da sensibilidade suficiente para, em condic¢des de campo, distinguirem os cées
assintomaticos dos sintoméaticos. Dai que exista uma necessidade urgente em
desenvolver uma ferramenta sensivel que monitorize a LVC e possa ser utilizada no
campo (Rajasekariah et al., 2008). Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS),
um diagnostico precoce e eficaz constitui uma das ferramentas chave para o controlo da
Leishmaniose Visceral Humana (LVH) e da LVC. A utilizacdo de métodos de facil
execucao e interpretacdo, baratos, sensiveis e especificos, que ndo requeiram infra-
estruturas complexas nem profissionais especializados, tais como o teste de aglutinagéo
directa (DAT), sdo actualmente recomendados pela OMS, ja que se tém mostrado
eficazes no diagnostico da doenca (WHO, 2010).

Apbs o seu desenvolvimento em 1986 para o diagndstico de LVVH (Harith et al, 1986),
primeira avaliagdo em 1987 (Harith et al., 1987) e melhoramento em 1988 (Harith et al,
1988), os autores da versdo original procederam & sua adaptacao ao diagnostico da LVC
em 1989 (Harith et al., 1989).
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Desde entdo, o DAT tem tido utilizado, tanto no diagnostico de LVH quanto no de
LVC, avaliado e modificado em dezenas ou mesmo centenas de estudos por inimeras
equipas de investigadores em todo o mundo. Vérias tém sido as melhorias introduzidas
no DAT, mas de todas elas, a utilizagdo do 2-Mercaptoetanol (B-ME) no tratamento do
antigénio do DAT, ao invés da realizacdo do tratamento convencional com tripsina,
obteve os resultados mais encorajadores, com um aumento significativo nas taxas de
especificidade e sensibilidade desta técnica (Harith et al., 1995). Este facto abriu novas
perspectivas que merecem avaliacdo e investigacdo. Por isso, neste estudo pretendemos
comparar dois antigénios de DAT tratados com agentes clivantes diferentes: sendo um
antigénio comercializado liofilizado, tratado com tripsina (TRYP-DAT) frente a um
antigénio liquido tratado com B-ME (B-ME-DAT) e processado no nosso laboratorio.

Material e Métodos

Cultivo de Leishmania para producido de B-ME-DAT - Parasitas do género
Leishmania e da estirpe MHOM/PT/01/IMT387 (isolada de um paciente com LV e co-
infectado com o virus da imunodeficiéncia adquirida - VIH), fornecida pelo Instituto de
Higiene e Medicina Tropical de Lisboa, Portugal, foram mantidos in vitro, como
descrito por Harith et al. (1995). A produgdo das formas promastigotas para a
preparacdo do antigénio do B-ME-DAT foi realizada através da manutencéo das culturas
do parasita em meio LIT/Hemin (Sadigursky e Brodskyn 1986) suplementado com 20%
de soro fetal bovino (SFB), inactivado a 56°C por 30 minutos, e com 1% de
Estreptomicina/Penicilina, mantidos em agitacdo constante (190 rpm), por um periodo
de pelo menos 7 dias, a temperaturas constantes de 26-27°C.

Processamento do antigénio aquoso [-ME-DAT — Os promastigotas em fase
logaritmica (principalmente formas alongadas) foram colhidos 7-8 dias apds a sua
inoculacdo no meio de cultura anteriormente referido. A solugcdo com os parasitas foi
submetida a trés lavagens em solug¢dao de Locke’s (pH 6,9) e centrifugacao (4.000 x g)
por 10 min, a 4°C. Apo6s a ultima lavagem, os pellets de promastigotes foram
ressuspensos em solugdo de Locke’s, a qual foi adicionado 1.6% (vol/vol) de B-ME. O
preparado das suspensfes com parasitas foi mantido a 37°C por 45 minutos. Apds esse
periodo os parasitas foram fixados por 20h a 4°C com formalina a 1%, em solucdo de
Locke’s. Apds lavagem em citrato salino (0,15M cloreto de sodio + 0,056M citrato de
sodio, pH 7,4), os parasitas foram corados com azul brilhante de Coomassie 250-R
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(Sigma®) a 0,1% em citrato salino durante 90 minutos, sob agitacdo constante. A
solucdo com os parasitas corados foi novamente lavada no tampéo de citrato salino e as
formas coradas ressuspensas com formalina a 1% na mesma solucéo tampdo. Por fim, a
suspensdo foi filtrada em filtro Millipore (41 mm/dm. de porosidade) e a concentragdo
de parasitas foi ajustada para 2x10® promastigotas/ml, sendo entdo adicionada

formalina. A preparagédo foi mantida a 4°C para posterior utilizagéo.

B-ME - O B-ME (Sigma®), descrito como responsavel por clivar as pontes de
dissulfureto das cadeias de polipeptideos e amplamente utilizado para retardar a
oxidacdo de compostos com teor de &cido tetrahidrofélico, foi utilizado para tratamento

da cultura de promastigotas tal como acima referido.

Processamento do antigénio liofilizado TRYP-DAT — Foi utilizado antigénio comercial
liofilizado, fornecido pelo Departamento de Investigacdo Biomédica do "Koninklijk
Instituut voor de Tropen™ (KIT), Amesterddo. Cada frasco contém 5 ml de antigénio
liofilizado (KIT Biomedical Research, Amsterdam) com uma concentragdo parasitaria
de 5 x 10" promastigotas de L. donovani (MHOM/SD/68/1-S) / mL. Foram adicionados
5 ml de solucdo fisioldgica (0,9% NaCl p/v [Sigma, S 1649®]) ao antigénio e o frasco
foi homogeneizado suavemente, sem agitar. Esta operacdo foi realizada previamente a

realizacdo do respectivo DAT.

Tripsina - A tripsina é apontada como um agente de clivagem, relacionado com a

separacdo dos peptideos nas ligacGes dos aminoacidos arginina-lisina.

Delineamento dos grupos de amostras - Para este estudo foram testadas amostras de
soros (n=151) de cdes domésticos, machos e fémeas de varias racas e idades,
provenientes de diferentes regides. As amostras foram divididas em grupos da seguinte

forma:

G1 = trinta e um soros de animais confirmados para LVC (n=31), sendo 22 de animais
do Concelho de Evora e que apresentavam diagnostico confirmado por observagéo
microscopica de esfregacos do génglio popliteo, corados com Giemsa, e 9 soros
confirmados por crescimento em cultura NNN, cedidos pela Unidade de Leishmanioses

do Instituto de Medicina Tropical, Lisboa,Portugal.

G2 = trinta e oito soros de animais com sinais clinicos suspeitos de LVC (n=38) mas

sem exames parasitologicos realizados.
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G3 = quarenta e cinco soros de animais com outras doencas (n=45), dos quais 26 foram
recolhidos na campanha anual de vacinagio anti-rabica de 2010, no Concelho de Evora,
Portugal; 16 colhidos de animais atendidos e diagnosticados no Hospital Veterinario da
Universidade de Evora, Evora, Portugal; e 3 amostras enviadas pelo Laboratério de
Parasitologia e Imunologia da Universidade de Campina Grande, Patos/PB, Brasil. Os
45 soros de cées, pertenciam a animais com as seguintes alteracOes: desordens
neoplédsicas (n=12), dirofilariose (n=8), babesiose (n=4), erlichiose (n=3),
tripanossomiase por T. cruzi (n=3), esgana (n=3), gastroenterite hemorragica (n=2),
desordens cutaneas (n=2), doenca auto-imunitaria (n=1), leptospirose (n=1), leucemia
(n=1), conjuntivite (n=1), epilepsia (n=1), dipetalonemose (n=1), problema respiratério

(n=1) e toxocariase (n=1).

G4 = trinta e sete soros de animais saudaveis (n=37) e parasitologicamente negativos
para LVC.

Protocolo Técnico - O DAT foi realizado de acordo com protocolo padrdo, descrito
para diagnéstico da LV em hospedeiros caninos (Harith et al., 1989). Para a realizacdo
do teste, diluicdes seriadas de 1:10 até 1:10.240 dos soros foram feitas com diluente
sérico (NaCl a 0,9% em agua destilada, suplementado com 1% de SFB e com 1,56 mL
de B-ME 0,2M - Sigma®). Os soros diluidos foram colocados em microplacas de fundo
em “V”, comecando a partir da segunda coluna a diluicdo da amostra na concentragdo
de 1:10 (10 pl amostra + 90 ul) e entdo repassou-se para a coluna a seguir 50 pl de
solucdo. O antigénio foi adicionado apés incubacdo da placa com soros, a 37°C durante
uma hora. A primeira coluna, contendo diluente + antigenio, foi usada como controle da
reacgdo. As placas permaneceram durante 18h a temperatura ambiente e foram lidas a
seguir. O titulo de aglutinacéo foi determinado como sendo o do pogo, anterior aquele
onde se observava um “botdo” idéntico ao observado no poco controle da 12 coluna.

Como padronizado, o titulo considerado positivo para LVC foi de >1:320.

Desenho do estudo - O antigénio B-ME-DAT, obtido a partir da estirpe IMT 387, foi
testado frente a diferentes perfis de amostras caninas (G1, G2, G3 e G4) e os resultados
apresentados foram comparados com os resultados obtidos para as mesmas amostras

com o antigénio comercial liofilizado, TRYP-DAT.
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Os dois antigénios, p-ME-DAT e TRYP-DAT, tiveram os indices de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo calculados. A
sensibilidade do teste é dada pela percentagem de positivos detectados pelo teste entre
os individuos doentes e a especificidade, pela percentagem de negativos, entre
individuos ndo doentes. O valor preditivo positivo (VPP) refere-se a probabilidade de
ter a doenca se o resultado for positivo, enquanto o valor preditivo negativo (VPN)
refere-se a probabilidade de ndo ter a doenca quando o resultado for negativo. A
interpretacdo da concordancia entre os antigénios foi feita a partir do coeficiente de
Kappa (k), onde resultados abaixo de 0,6 sdo considerados maus; de 0,6 a 0,80 sao
considerados bons; de 0,81-0,99 Optimos e o resultado igual 1 define a correlacdo
perfeita entre os resultados dos antigénios. Utilizamos ainda o coeficiente de correlagdo
linear de Pearson. Uma das suposicdes para a utilizacdo deste coeficiente é de que as
varidveis envolvidas na analise sejam medidas em nivel intervalar, 0 que ocorre com o
aumento dos titulos do DAT. A andlise estatistica foi realizada com o programa
“Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) ¢ os resultados foram considerados

significativos quando p <0,05.

RESULTADOS

Utilizando o antigénio B-ME-DAT, todas as amostras do grupo de cdes confirmados
com LVC (G1=31) apresentaram resultados positivos, ao passo que, utilizando o TRYP-
DAT, verifichamos 2 resultados falso-negativos, com titulos de 1:80 e 1:160. Ao
testarmos 0s soros dos animais do grupo com sintomatologia suspeita de LVC (G2=38),
verificamos que, todos os resultados obtidos no B-ME-DAT foram positivos, com
resultados compreendidos entre 1:320 e >1:10.240. Neste grupo, utilizando o antigénio
TRYP-DAT, sete soros apresentaram resultados negativos, com titulos de 1:20 (n=1),
1:40 (n=1), 1:80 (n=3) e 1:160 (n=2). No grupo de animais portadores de outras doencas
(G3=45) ndo foram observadas reacc¢Oes cruzadas independentemente do antigénio
utilizado. Contudo, uma amostra desse grupo, referente a um cdo com dirofilariose,
apresentou resultado 1:160 ao utilizarmos o antigénio B-ME-DAT. Com o TRYP-DAT
todos os resultados ficaram abaixo do titulo 1:80. Entre os animais saudaveis e
parasitologicamente negativos para LVC (G4=37), todas as amostras apresentaram
resultados negativos nos dois testes e os titulos obtidos, com ambos 0s antigénios,

ficaram sempre abaixo do valor de 1:80. Através da observacdo destes resultados,
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calculdmos uma taxa de sensibilidade de 93,5% e especificidade de 100% para TRYP-
DAT, enquanto o B-ME-DAT, apresentou indices de sensibilidade e especificidade de
100%.

O VPP foi de 93.9% e 0 VPN de 100% para os testes realizados com o antigénio tratado
com B-ME-DAT; para o0 TRYP-DAT, os resultados alcancados foram respectivamente
de 87,8 e 97,5%.

TiTULO

Positivos Suspeitos QOutras Doengas Saudaveis
G1 (n=31) G2 (n=38) G3 (n=45) G4 (n=37)

Grupos

Gréafico 1: Reactividade dos antigénios B-ME-DAT (M) e antigénio TRYP-DAT (). As barras
expressam os valores médios dos resultados e o Erro Bar foi calculado com IC de 95%. As dilui¢des
foram iniciadas em 1:10 (titulo 1) e terminam no titulo 10.240 (titulo 12), podendo o resultado ser
superior a maior diluigdo da placa (titulo 13). A linha pontilhada na horizontal representa o titulo de corte
do teste (titulo 7= 1:320).

Com isso, observamos que os dois antigénios apresentaram médias similares para 0s
diferentes grupos, excepto no G2, que corresponde aos animais com suspeita de LVC.
Neste grupo, 0 B-ME-DAT apresentou uma média significativamente maior, devido a
positividade de todas as amostras testadas (Gréafico 1).

Os resultados dos dois antigénios apresentaram Optima concordancia (k= 0,879,

p=0,000) e a correlacdo obtida entre os testes com os diferentes antigénios foi de 0,935
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Tabela 1: Concordancia e correlagdo entre resultados obtidos com B-ME DAT e Tryp DAT em 151

amostras de cdes com diferentes perfis imunoldgicos.

Teste Teste Estatistico B-ME-DAT TRYP-DAT
Concordancia* 1 0.879
B-ME-DAT _
Correlacdo** 1 0.935
Concordancia* 0.879 1
TRYP-DAT
Correlacdo™* 0.935 1

* Concordancia calculada com o indice de correlacdo Kappa

** Correlagdo de Pearson.

Discussao

Neste estudo, utilizando o B-ME DAT, obtivemos indices de 100% tanto para a
sensibilidade quanto para a especificidade. Estes valores sdo concordantes com o estudo
de Harith et al. (1995) que obtiveram o mesmo indice para antigénio tratado com B-ME,

aquando da avaliacdo de amostras humanas.

Os célculos dos indices de sensibilidade e especificidade do TRYP-DAT foram de
93,5% e 100%, respectivamente. Apesar de estes resultados serem mais baixos do que
os obtidos com o -ME-DAT eles apresentam uma boa concordancia com os resultados
avancados na literatura, quando utilizado antigénios com tratamento convencional por
tripsina. Na primeira vez que o TRYP-DAT aquoso foi avaliado em soros caninos,
verificou-se uma sensibilidade de 100% e especificidade de 98.9% (Harith et al., 1989).
Mais tarde, Neogy et al., (1992), encontraram valores de sensibilidade e especificidade
similares (95,5% e 100% respectivamente). E, 0 mesmo se pode dizer de trabalhos
posteriores; Vercammen et al., 1997 (100% e 95% respectivamente), Aoun et al., 2000
(95.1% e 96.5%), Da Silva et al., 2006 (91% e 100%) e Ferreira et al., 2007 (93% de

sensibilidade e 95% de especificidade).

Aquando do desenvolvimento do “kit” Dog-Leish, utilizando uma versao liofilizada do
mesmo TRYP-DAT, Oskam et al. (1996), relataram valores de sensibilidade mais
elevados (100%) e especificidade de 98.8%, contudo consideraram, um titulo de corte
mais elevado (1:640). Valores semelhantes seriam confirmados por Schallig et al.
(2001) que apresentam no seu estudo taxas de 100% de sensibilidade e 97,8%

especificidade.
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Este valor de sensibilidade (100%) encontrado por estes autores nos trabalhos
referenciados acaba por contradizer outros estudos, utilizando antigénios tripsinados
liofilizados, tanto com soros humanos (Meredith et al., 1995, descreve uma
sensibilidade de 92%, Schallig et al, em 2002, num estudo comparativo com FAST,
descreve uma sensibilidade de 88.6% e Pedras et al., 2008 descreve uma sensibilidade
de 96.6%;) como com soros caninos (Teran-Angel et al., 2007, descreve uma
sensibilidade de 93% e Babakhan et al, 2009, uma sensibilidade de 98.6%). Esta
oscilacdo de resultados parece ndo favorecer a apologia na utilizacdo da versdo
liofilizada versus a aquosa, tanto mais que, noutro estudo se conclui, que um método de
preservacdo em glicerol, econémico e simples de executar, dispde de melhor potencial
para aplicacdo em larga escala do que o método de antigénio liofilizado (Harith et al.,
2003)

A sensibilidade dos testes foi calculada inicialmente com base no grupo de controlos
positivos (G1, n=31). O TRYP-DAT apresentou dois (2) resultados falso-negativos
definindo a sua sensibilidade em 93,5%. Este Gltimo indice é comparavel ao obtido por
Teran-Angel et al. (2007) que descreve indices de 92,6% para sensibilidade. Quando
analisamos a sintomatologia dos animais em relacédo ao titulo obtido, observamos que o
resultado de 1:160 foi encontrado num animal sintoméatico e de 1:80 num animal
assintomatico. Ja anteriormente, Garcez et al. (1996) encontrou uma baixa sensibilidade
(71,4%) para o DAT no diagnoéstico da LVC, utilizando um antigénio tripsinado. Em
referéncia a este caso, Teran-Angel et al. (2007) sugere que essa reduzida capacidade do
teste em identificar os animais positivos pode ser devido a factores decorrentes de
particularidade dos circulantes na area do estudo.

No grupo G2 (n=38), o B-ME-DAT apresentou titulos positivos para todas as amostras,
0 que associado a sintomatologia clinica sugestiva de LVC sugere uma forte indicacéo
de infeccdo por Leishmania. Entretanto, o TRYP-DAT apresentou 7 resultados
negativos entre as amostras dos cées com suspeita clinica de LVC. Relacionamos este
facto com uma maior capacidade do B-ME DAT em identificar infeccbes em fase
inicial. Tal facto pode ser justificado por estudos anteriores, onde melhorias na técnica
de diagnostico do DAT foram propostas e outros agentes clivantes (a-amilase, lipase,
pancreatina e B-ME) foram testados em comparacéo a tripsina. Os autores concluiram
que o tratamento com e B-ME proporcionava um aumento nos titulos das amostras

positivas em 3 a 5 vezes (Harith et al.,1995).
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A suspeita inicial da existéncia de reactividade cruzada entre antigénios de Leishmania
sp. e outras doencgas ndo foi sustentada, devido a baixa reactividade soroldgica anti-
Leishmania no grupo G3 (n=45), composto por animais portadores de outras patologias
e negativos parasitologicamente para LVC. Para as 3 amostras de cdes portadores de
outros tripanossomideos (com infeccdo causada por T. cruzi) obtivemos resultados de
1:80 (n=2) e 1:10 (n=1), para os dois antigénios. O titulo mais alto entre os animais do
G3 (1:160) foi obtido com o antigénio B-ME-DAT, num cdo com dirofilariose. Estes
resultados superam, por exemplo, os relatados por Ferreira et al. (2006) que descreve a

ocorréncia de reacdo cruzada numa amostra de cdo com Ehrlichia canis.

Ambos os antigénios conseguiram identificar correctamente os animais aparentemente
saudaveis e com parasitologia negativa para LVC (G4=37). O limite dos titulos
encontrados neste grupo ficou compreendido entre valores de <10 e 1:80 com o
antigénio B-ME, e entre 1:10 e 1:80, com o antigénio TRYP-DAT. Com base nos
resultados apresentados calculamos um VPP de 93,9% e VPN de 100% para 0s testes
realizados com o antigénio tratado com B-ME. O DAT realizado com antigénio
tripsinado apresentou resultados de 87,8% para VPP e de 97,5% para VPN. Com isso, 0
B-ME DAT mostrou ter maior fidelidade em identificar correctamente os animais

verdadeiramente positivos e negativos.

Quando comparamos os dois antigénios, o B-ME-DAT apresenta indices Optimos de
sensibilidade e especificidade. Creditamos essa substancial melhora a utilizagao do B-
ME no tratamento das formas promastigotas, utilizadas no antigénio. Tal facto é
concordante com dados anteriormente publicados e reforca a afirmacédo de que o efeito
do tratamento com B-ME provoca um desdobramento nas glicoproteinas de superficie
do parasita, aumentando a afinidade de ligacdo do antigénio a anticorpos especificos
anti-leishmania ao passo que a tripsina tem a sua actividade limitada sobre as liga¢oes

arginina-lisina, de superficie (Santos et al.,1991).

A concordancia entre os antigénios TRYP-DAT e B-ME-DAT foi avaliada pelo
coeficiente Kappa, que apresentou valor igual a 0,88 (k= 0.88, p= 0,000), mostrando
uma optima correlacdo, quando utilizando valores binarios para os resultados. Com isso,

conclui-se que os resultados dos dois antigénios sdo muito préximos e comparaveis.

Um diagnostico preciso e rapido da LVC é de grande importancia devido ao facto de
permitir que o tratamento seja instaurado numa fase precoce, a fim de prevenir a
manifestacdo grave da doenca, e também para prevenir que o cdo constitua uma fonte de
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infeccdo do vetor e transmissdo da doenca para 0 homem (Abranches et al., 1991), bem
como por poder fornecer informagfes valiosas para as autoridades de salde publica
num curto intervalo de tempo (Teran-Angel et al., 2007).

O diagndstico da LVC apresenta-se dificil devido a sua ampla manifestacdo clinica, a
geralmente aprsentar resultados de histopatologia inespecificos e a dificil visualizagédo
do parasita em esfregacos corados (Schallig et al.,2001). O DAT tem constituido uma
boa alternativa para o diagnostico da LVC, principalmente por este teste demonstrar ser

capaz de detectar a infeccdo em fases iniciais (Cardoso et al., 2004).

Em estudos efectuados anteriormente (Semido-Santos, 1996), ainda utilizando
antigénios tratados com tripsina, o0 DAT ja havia mostrado, no diagnéstico de LVC,
todo o seu potencial na deteccdo da infeccdo na sua fase precoce. Agora, N0 NOSSO
entender, devido ao tratamento da superficie das formas promastigotas com B-ME, esse
potencial foi significativamente aumentado. Devido aos excelentes resultados obtidos
neste estudo acreditamos que o cultivo e preparo de antigénios modificados para o DAT
tornam promissores a utilizacdo deste teste em inquéritos epidemioldgicos e diagnostico

de rotina na clinica veterinaria.
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CAPITULO 2

Um p- Mercaptoetanol ELISA para o diagnostico da leishmaniose
visceral canina
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3.1.Fundamentacéo tedrica sobre no método ELISA no diagnéstico da LV

Engvall e Perlmann (1972) foram os responsaveis pela introducdo do ensaio ELISA
(“Enzyme-linked immunosorbent assay’’) como teste imunoenzimatico para a detecgao
de anticorpos e Voller et al. (1976) pela sua padronizacéo e aplicacdo para o diagnostico
das infeccBes parasitarias. Segundo Camargo (1987), uma das vantagens do ELISA é a
de que o resultado é a expressao da capacidade de ligacdo de anticorpos de uma forma
directa e ndo por titulacdo. A intensidade da cor revelada é medida por uma leitura em

espectofotdmetro e indica a concentracdo de anticorpos existente na amostra avaliada.

Existem algumas variacdes deste ensaio (directo, indirecto, “sandwich”, captura,
inibicdo, celular, entre outros) mas, para o diagnostico da leishmaniose visceral canina,
0 mais amplamente utilizado é o indirecto, permitindo a avaliacdo do soro do animal
infectado, mediante utilizacdo de um sistema enzimatico. Assim, uma diluicdo do soro
suspeito é adicionada a placa, ap6s a sua sensibilizacdo e blogueio dos sitios
inespecificos para, posteriormente se adicionar um anticorpo conjugado a uma enzima,
peroxidase ou fosfatase alcalina (as mais vulgarmente utilizadas), um cromégeno e um
substrato capaz de oxida-lo, permitindo a leitura da placa de forma subjetiva (leitura
visual) ou objetiva, com o apoio de um espectrofotometro, também conhecido como
leitor de ELISA, com filtros especificos para o cromdgeno utilizado (Crowther, 2001;
Gibbs, 2006).

Uma outra abordagem diz-nos que o ELISA é um método que quantifica um antigénio
imobilizado numa superficie solida pelo uso de um anticorpo especifico com uma
enzima ligada de forma covalente e, o resultado da ligacdo antigeno-anticorpo leva a
uma reaccao com producao de cor que é medida por um espectrofotometro (Abbas and
Lichtman, 2005) (llustracdo 9). Os critérios de positividade nos testes de ELISA
dependem do limiar de reactividade ou cut-off que deve ser fixado para cada teste,

dispensando muitas vezes dilui¢des sucessivas de soros.

A técnica de ELISA apresenta vantagens em relacdo a outros métodos de diagndstico da
leishmaniose. Por exemplo, a sua leitura pode ser feita de forma automatizada, ndo
sendo dependente do observador. Por outro lado permite que grandes quantidades de
amostras sejam processadas ao mesmo tempo; por isso, tem sido utilizada

frequentemente em levantamentos epidemiologicos (Sundar e Rai, 2002).
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llustracdo 9. Representacdo esquemdtica do ELISA convencional (A) e visualizagdo em placa de
microtitulacdo (B): N: Reacdo Negativa; P: Reagdo Positiva. (Fonte: Arquivos do Laboratorio de
Imunoparasitologia - CPFQAM/FIOCRUZ.

Outra vantagem estd no fato desta técnica poder ser facilmente adaptada ao uso de
varios antigénios tais como os antigénios citoplasmaticos totais, purificados, péptidos
sintéticos definidos e proteinas recombinantes (Maia e Campino, 2008). Muitos autores
concordam com o facto da sensibilidade e da especificidade do teste serem fortemente
influenciados pelo tipo de antigénio utilizado (Islam et al., 2002; Miro et al., 2008;
Porrozzi et al., 2007; Salotra et al., 2002; Santarém et al., 2005; Scalone et al., 2002;
Silvestre et al., 2008; Zijlstra et al., 1998).

Tém sido descritos métodos de ELISA baseados em fracdes purificadas ou
recombinantes (Mettler et al., 2005, Nieto et al., 1999, Rhalem et al., 1999) que, regra
geral, apresentam indices elevados de sensibilidade e especificidade, com relato de
muito poucas reac¢fes cruzadas com outros agentes patogénicos (Mettler et al., 2005,
Rosario et al., 2005). A importancia de se trabalhar com antigénios especificos
purificados é alvo de discusséo na literatura. Entre outros aspectos, referem os varios
autores, ndo so a questdo do diagndstico, mas também o acompanhamento da resposta
imune ao longo da doenca e a selecdo de moléculas, potenciais candidatas para testes de
vacinacao (Sheppard e Dwyver,1986; Blaxter et al., 1988; Reed et al. 1987; Burns et
al., 1993).
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Tém sido propostos para o diagnostico de LVC e LVH, ELISAs utilizando antigénios
quimicamente definidos e especificos do parasita. E 0 caso do antigénio recombinante
K39 (rK39); um epitope imunodominante repetitivo de uma proteina relacionada a
quinesina, que é muito observado entre as espécies de Leishmania viscerotropicas;
mostrou-se sensivel e especifico para o diagnéstico da LVC e LVH (Badaro et al.,
1996; Scalone et al., 2002). No entanto, alguns estudos sugerem que o rK39 fica muito
aquém das expectativas quando se pretende detectar casos assintomaticos de animais
comprovadamente infectados (Porrozzi et al., 2007). Numa tentativa de ultrapassar este
problema, alguns investigadores descreveram o antigénio (peroxidase tryparedoxina
citosolica) LicTXNPx de L.infantum; um membro da cascata de Leishmania, exclusiva
para a destoxificagdo das peroxidases (Castro-Pinto et al., 2004), como sendo uma
sonda (probe) altamente imunogénica durante infeccGes naturais humanas ou infeccdes
caninas experimentais (Santarém et al., 2005; Silvestre et al., 2008). Estudos prévios
indicaram que, os anticorpos anti-LicTXNPXx se encontravam presentes nas infec¢des
experimentais sintomaticas e assintomaticas com Leishmania. Este facto sugere que este
antigénio € um marcador que pode constituir um bom candidato, tanto para as infeccdes

clinicas quanto para as infec¢des subclinicas causadas por Leishmania.

Outro antigénio considerado candidato para o diagnostico da LV é o recombinante A2.
Este é expresso nas formas amastigotas como uma familia de proteinas que apresenta
um namero de repeticbes de dez aminoacidos (Zhang et al., 1996). Alguns estudos
sugerem que o recombinante A2 é particularmente Gtil para o diagnostico da LVC
(Carvalho et al., 2002). Andrade et al. (1992) propuseram a utilizacdo da porcao
carboxi-terminal (porcdo antigénica) da proteina recombinante HSP-70 (Heat Shock
Protein) de L. chagasi e demonstraram um bom desempenho deste teste, com

possibilidade de identificacdo especifica e precoce da infeccdo em caes.

Entre os antigénios purificados utilizados para diagndstico da LV esta o ligante de
fucose-manose (FML), que é um antigénio especifico no serodiagndstico humano
(Palatinik-de-Souza et al., 1995) e canino (Borjacabrera et al., 1999). O FML esta
presente na superficie do parasita durante todo o seu ciclo (Palatniki de-Souza et al.,
1993). Esta fracdo glicoproteica é composta por 29% de acUcares neutros, 44% de
proteinas e tracos de carboidratos e hexoaminas. Entre os aglcares neutros foram
identificados: 10% de fucose, 47% de manose, 30% de glicose e 12% de galactose

(Palatnik et al., 1989). Em 2007, Candido concluiu nos seus estudos que, em animais
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oligossintomaticos, o ELISA-FML apresentava maior sensibilidade, enquanto que, nos
animais sintomaticos, o ELISA com antigénio total, mostrava ser mais sensivel na

deteccdo de positividade na LVC.

Um outro método de diagnostico foi desenvolvido por Islam et al. (2002) para detectar a
imunoglobulina G (IgG) anti-Leishmania donovani por ELISA, usando como amostra, a
urina humana. Foram utilizados como antigénios, um extracto de promastigotas de L.
donovani e um outro antigénio constituido por promastigotas de L. donovani purificados
com acetona. Com o extracto de antigénio convencional foi obtida, segundo os autores,
uma sensibilidade de 93,5% e especificidade de 89,3%, enquanto com o antigénio
purificado se conseguiram aumentar os niveis de sensibilidade e especificidade para
95% e 95,3%, respectivamente.

Na bibliografia consultada encontramos a descricdo de métodos de ELISA em que é
utilizado antigénio total do parasita para o diagnostico da doenca canina e humana
(Lima et al., 2003, Martin et al., 1998). Tais métodos tém algumas vantagens sobre
outros métodos comumente utilizados sobretudo devido a facilidade na preparacdo do
antigénio total e por facilitar a producdo de grandes quantidades de antigénios sob
condicdes padronizadas (Evans et al., 1990). Mohammed et al. (1985) argumentaram
que a utilizacdo de formas intactas do parasita seria mais indicada nos ensaios
imunoenzimaticos uma vez que, os antigénios semi-purificados ou purificados do
parasita, por serem sollveis, exigem extensa manipulacdo, levando a perda de
reprodutibilidade e de especificidade do diagnostico. Mettler et al. (2005) obtiveram
uma elevada sensibilidade em cées assintomaticos (94,1-100%) e sintométicos (100%)
usando ELISA baseada em antigénios de promastigotas e amastigotas.

Alguns autores afirmam que as técnicas que utilizam antigénios totais sdo limitadas no
que diz respeito a especificidade e afirmam que podem apresentar reacdes cruzadas, nao
somente com outras espécies da familia Trypanosomatidae, mas também com outros
organismos filogeneticamente distantes (Rachamin et al., 1991; Gontijo e Melo, 2004).
Alguns trabalhos mostram que os anticorpos contra Ehrlichia canis (E. canis) e Babesia
canis (B. canis) (Mancianti et al, 1996; Gomes e Cordeiro, 2004) e toxoplasmose (Lima
et al., 2005) produzem reacgBes cruzadas com Leishmania sp. em exames soroldgicos
utilizados para detectar cdes com leishmaniose. Todavia, Oliveira et al. (1998) afirmam

ndo terem observado reaccdo cruzada entre amostras de E. canis e B. canis e sugerem a
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possibilidade de existirem coinfec¢Ges de dois ou mais agentes etiologicos destes em

areas endémicas para estas doengas.

Santos et al. (2010) relata que a fixacdo dos antigénios em formalina promove ligacdes
maultiplas entre os grupos aminos e a formacdo de pontes de metileno entre 0s varios
aminoacidos presentes nos peptideos de uma determinada proteina e desta com as
proteinas adjacentes. Estas multiplas ligagbes bloqueiam o acesso de anticorpos aos
epitopes alvo, mascarando o antigénio.

A tripsina tem sido utilizada para induzir a degradacdo de proteinas complexas na
superficie das formas promastigotas do antigénio, evitando a aglutinacdo inespecifica
(Andrade et al.,1987; Harith et al., 1987). Entretanto, Harith et al. (1987) sugerem que
devido a limitada actividade proteolitica da tripsina, os epitopes ou artefactos
provenientes do meio de cultura permanecem intactos e podem ser interferentes no
teste. Devido a essa constatagdo, mostra-se necessario a avaliacdo de outros agentes

redutores e clivantes na preparacdo dos antigénios.

Entre os agentes redutores ja testados encontra-se 0 2-hydroxyethyl mercaptan ou f-
mercaptoethanol (B-ME) (Sigma®). Santos et al. (1991) descrevem que o tratamento
das formas promastigotas com B-ME induz um significativo aumento na densidade dos
receptores concavalina A (Con A) da superficie da L. d. chagasi. Os autores sugerem
que este aumento é devido ao desdobramento de uma ou mais glicoproteinas de
superficie apos a clivagem de pontes dissulfeto entre residuos de cisteina, expondo
receptores de Con A de segunda ordem, que se apresentam ocultos na estrutura

quaternaria da proteina.

Abass et al. (2006) desenvolveram um ELISA para diagnostico da leishmaniose
humana utilizando o B-ME no tratamento das formas promastigotas de Leishmania
donnovani. O desempenho foi altamente satisfatério, uma vez que obteve 97,5% de
sensibilidade e 100% de especificidade, mesmo quando testaram amostras de pacientes
com tripanossomiase africana, maléria, febre tifoide, tuberculose e leucemia. Para além
disso, o antigénio utilizado nesse ELISA, fixado em formaldeido e tratado com B-ME,
mostrou ser estavel durante um periodo de armazenamento de pelo menos 2 meses. Essa
constatacdo foi reforcada pela auséncia de alteragdes microscépicas na morfologia dos
promastigotes e homogeneidade do antigenio. Em estudos efectuados posteriormente,
Abass et al. (2011) validaram o teste e recomendam sua aplicacao a nivel de laboratorio
em confirmacdo dos resultados obtidos com DAT ou com o teste de “dipstick” com
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rK39 (os dois testes actualmente recomendados pela OMS para o despiste da LVH
(WHO,2010).

O desenvolvimento de testes diagnosticos mais sensiveis e especificos depende
fundamentalmente do conhecimento de diversos aspectos sobre a resposta imune do
hospedeiro frente a infeccdo por estes protozoarios. Estes estudos devem considerar
ainda aspectos como a praticabilidade, rapidez e custo dos métodos diagndsticos a

serem desenvolvidos.

Estes dados, anteriormente referidos, alertam para a necessidade do continuo
desenvolvimento de técnicas de deteccdo da LVH e LVC, que alcancem elevadas taxas
de sensibilidade e especificidade para que possam ser empregues com sucesso na rotina
de vigilancia epidemioldgica e, sobretudo, na identificacdo dos individuos com a forma
assintomatica da doenca. Sé desta forma, através de um diagnostico precoce, poderemos
alcancar o sucesso da cura, evitando recidivas e formas variadas de manifestacdo da
doenca, podendo recorrer a métodos de tratamentos mais rapidos, menos invasivos,

menos toxicos e mais baratos.

3.2.0Dbjectivos

O B-ME-ELISA mostrou-se eficaz no diagnostico da leishmaniose humana, bem como
na eliminagdo do antigo problema relativo a possiveis reac¢des cruzadas. Tomando em
linha de conta as ideias acima, propomos desenvolver um teste similar para o
diagnostico da LVC. Obviamente que considerando também a sua padronizacdo com as
modifica¢fes pertinentes com o objectivo de obter a melhor performance possivel na

analise de amostras seroldgicas caninas.
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ABSTRACT

Following antigen preparation procedures similar to those of the direct agglutination test
(DAT) an IgG ELISA employing intact f-mercaptoethanol (3-ME)-treated Leishmania
infantum promastigotes was developed for the diagnosis of canine visceral
leishmaniasis (CVL). The new B-ME-ELISA was, also compared with another
developed ELISA employing intact trypsin-treated (TRYP-ELISA) similar parasites
The performance of the B-ME ELISA was assessed in dogs with confirmed CVL,
revealing “slight lower sensitivity (29/31 = 93.5%)” than that of the DAT (31/31 =
100%), but higher than of the TRYP-ELISA (27/31 = 87.1%). When challenged with
sera of dogs with non-CVL conditions, including babesiosis, ehrlichiosis and Chaga’s
disease, the specificity of the B-ME-ELISA was 97.5% compared to 100% for DAT and
94.1% for the TRYP-ELISA. In an endemic population (n=38) manifesting a clinical
suspicion of CVL, results obtained with the f-ME ELISA were more concordant with
those of DAT (33/38 = 86.3%) than the TRYP-ELISA (27/38 = 71.1%). Results here
obtained also agree with those obtained in a similar test developed for visceral
leishmaniasis in humans (Abass et al., 2006).

Furthermore, the incorporated intact B-ME treated promastigotes antigen demonstrated
higher sensitivity in ELISA (29/31 = 93.5% or 62/69 = 88.9%) than the intact trypsin
treated promastigotes antigen (27/31 = 87.1% or 54/69 = 78.2%) if respectively

considered only confirmed CVL or confirmed and highly suspected individuals.
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Present results advocate the simultancous application of the technique (B-ME ELISA)
with the DAT for confirmation of CVL in laboratories with limited facilities.

RESUMO

Desenvolveu-se um IgG ELISA para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina
(LVC) utilizando promastigotes intactos de Leishmania infantum tratados com [3-
mercaptoetanol, mimificando a preparacdo antigénica actualmente protocolada para a
execucdo do teste de aglutinacao directa (DAT). O novo B-ME-ELISA foi comparado
com um outro (TRYP-ELISA) onde se utilizaram parasitas similares mas tratados com
tripsina. O B-ME-ELISA mostrou uma sensibilidade ligeiramente mais baixa (29/31 =
93.5%) que o DAT (31/31 = 100%) mas mais elevada do que o TRYP-ELISA (27/31 =
87%) em cdes com LVC confirmada. Na reaccdo a soros de cdes com outras doencas,
incluindo babesiose, erlichiose e doenga de Chagas, o B-ME-ELISA revelou uma
especificidade de 97.5%, o DAT de 100% e o TRYP-ELISA de 94.1%. Numa
populacdo endémica (n=38) suspeita de sofrer de LVC, os resultados obtidos com o f-
ME-ELISA foram mais concordantes com os do DAT (33/38 = 86.3%) do que com 0s
do TRYP-ELISA (27/38 = 71%).

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os que foram obtidos num outro
trabalno em que foi desenvolvido um teste similar mas para o diagnostico da

leishmaniose visceral em humanos (Abass et al., 2006).

Ainda, o antigénio de promastigotes intactos tratados com B-ME mostrou uma
sensibilidade mais elevada no ELISA (29/31 = 93.5% ou 62/69 = 88.9%) do que o
antigénio tratado com tripsina (27/31 = 87.1% ou 54/69 = 78.2%) se considerarmos
respectivamente apenas os soros de cdes com LVC confirmada ou estes e também 0s

animais altamente suspeito de terem LVC.

Os resultados obtidos levam-nos a acreditar que esta técnica (B-ME-ELISA) devera ser
executada juntamente com o DAT na confirmagdo de LVC em laboratorios que

disponham de facilidades limitadas.
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INTRODUCAO

Apesar da sua eficacia no diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC),
ocasionalmente, o teste de aglutinacdo directa (DAT) regista titulos marginais
(1:80/1:160) em animais que ndo tém LVC. Recentes melhoramentos na realizacdo do
teste, incluindo a incorporagdo de P-mercaptoethanol (B-ME) no processamento do
antigénio e de, ureia no diluente, de forma a promover a desnaturacdo de anticorpos
aglutinantes ndo especificos, contribuiram para aumentar a sensibilidade e a
especificidade do teste (Harith et al., 1995). E possivel que, dada a natureza soluvel do
antigénio normalmente empregue nos testes de ELISA, se encontrem algumas
dificuldades que impecam a reprodutibilidade do diagndstico de LVC. Neste estudo,
combinamos a utilizacdo de antigénios superficiais de promastigotes favoravelmente
modificados pelo B-ME e pela tripsina, tal como anteriormente realizado no DAT, com
a utilizacdo de imunoglobulinas definidas e descritas para ELISA, com o objectivo de
optimizar ainda mais o diagnostico de LVC em laboratérios com facilidades limitadas.
Por outro lado, € possivel que, através do desenvolvimento deste tipo de técnica se
consiga uma maior sensibilidade de forma a resolver um dos problemas mais urgentes
no diagnoéstico da LVC: a detecdo das formas assintomaticas da doenca. Acreditamos
que se dispusermos de uma ferramenta que permita um diagnostico precoce eficaz é
possivel, com um tratamento rapido, menos toxico e mais barato, atingir ndo s6 a

remissdo dos sintomas clinicos como ainda, possivelmente a cura parasitolégica.

METODOS

Estirpes e condigdes de cultura

Utilizou-se neste estudo, para o processamento de antigénio de DAT e de B-ME ELISA,
uma estirpe de Leishmania infantum, MHOM/PT/01/MT387, isolado de um caso de
leishmaniose visceral de Portugal, originaria do Instituto de Higiene e Medicina
Tropical (IHMT, Lisboa, Portugal).

A estirpe foi mantida in vitro através de subcultura sucessiva de 7 a 8 dias de intervalo a

26°C no meio de infusdo de figado e triptose (LIT)/com hemin (Sadigursky e Brodskyn,
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1986). A cultura em massa, de promastigotes, processou-se no mesmo meio (LIT) sem
hemin, mas suplementada com 20% de soro fetal bovino, inactivado pelo calor e 100 Ul
de penincilina mI™ e 100pg de estreptomicina ml™. A incubacéo de culturas fez-se a
26°C.

Animais e amostras: Foram incluidos neste estudos, soros (n=151) de cdes domésticos,
machos e fémeas de vérias ragas e idades, provenientes de varias regifes. Foram

distribuidos pelos seguintes grupos:

G1 - Trinta e um soros (n = 31) de cées confirmados com LVC dos quais 22
pertencentes ao Concelho de Evora (Evora, Portugal) em que a LVC foi diagnosticada
por observacdo microscépica de laminas com esfregacos do ganglio popliteo, corados
com Giemsa e 9 cedidos pela Unidade de leishmanioses do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (Lisboa, Portugal) e confirmados em cultura de NNN (ver referéncia

bibliografica).

G2 — Trinta e oito (n=38) soros de cdes com sinais clinicos suspeitos de LVC e com

titulo de DAT >1:320, mas sem exame parasitologico realizado.

G3 — Quarenta e cinco (n=45) soros de cdes com outras doencas que ndao LVC, dos
quais 26 foram recolhidos na Campanha Anual de Vacinacdo Anti-rabica de 2010, no
Concelho de Evora (Evora, Portugal), 16 colhidos de animais apresentados e
diagnosticados no Hospital Veterinario da Universidade de Evora (Evora, Portugal) e 3
enviados do laboratério de Parasitologia e Imunologia, da Universidade de Campina
Grande (Patos, Brasil). Os 45 soros pertenciam a animais que sofriam das seguintes
infeccbes: desordens neoplasicas (n=12), dirofilariose (n=8), babesiose (n=4),
ehrlichiose (n=3), tripanossomiase por T.cruzi (n=3), esgana (n=3), gastroenterite
hemorragica (n=2), problemas de pele (n=2), doenca auto-imunitaria (n=1), leptospirose
(n=1), leucemia (n=1), conjuntivite (n=1), epilepsia (n=1), dipetalonemose (n=1),
insuficiéncia respiratoria (n=1) e toxocarose (n=1). Todos 0s soros destes animais

registaram titulos negativos de DAT (<1:320).

G4 — Trinta e sete soros (n=37) de cdes saudaveis, negativos parasitolégicamente e com
titulos de DAT negativos (<1:320).
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Processamento dos antigénios e execucao dos testes seroldgicos

O processamento de antigénio de DAT utilizado neste estudo fez-se de acordo com a
versao melhorada anteriormente desenvolvida (Harith et al., 1995). Resumindo, 0s
promastigotes de uma estirpe de L.infantum, bem caracterizada e ndo virulenta,
MHOM/PT/01/MT387, proveniente do Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT, Lisboa, Portugal) foram mantidos em meio de LIT com hemin (Sadigursky e
Brodskyn, 1986). A cultura em massa, de promastigotes, processou-se N0 mesmo meio
(LIT) sem hemin, mas suplementada com 20% de soro fetal bovino e antibidticos. Os
promastigotes foram processados assim que a sua densidade populacional atingiu 2 X
10"/ml. A cultura foi entdo centrifugada e lavada a +4°C em solugio de Locke’s e o
“pellet” tratado com B-ME. Posteriormente os parasitas foram lavados e suspensos em
Locke’s suplementado com 2,5% de formaldeido. Apo6s fixacdo, a suspensdo foi
colocada em solucéo de citrato salino e corada com 0.02 (w/v) de Coomassie Brilliant
Blue. O antigénio foi depois submetido a um processo de filtragem. Depois a suspensao
foi lavada e resuspensa em 1,2%, (v/v) formaldeido/citrato salino 10 vezes concentrada

(5 X 10° promastigotes ml™) e mantida em stock até utilizada a +4°C.

O antigénio para o B-ME ELISA foi processado como anteriormente descrito para o
DAT, com a excepcao do passo de protocolo que incluia o corante Coomassie Brilliant
Blue. O antigénio de promastigotes intactos foi fixo numa solucdo de 1,2% (v/v)
formaldeido/citrato salino a 1,5 X 10® ml®. Como controlo, foi processada uma
suspensdo antigénica de promastigotes, da mesma forma, mas sem o tratamento com [3-
ME. Neste caso os promastigotes foram tratados com tripsina (Harith et al., 1989) para
execucdo do ELISA convencional, utilizando antigénio de DAT néo corado.

O ELISA foi executado de acordo com os procedimentos descritos por Voller et al.
(1980), utilizando antigénio de promastigotes intactos tratados com tripsina e
separadamente, tratados com B-ME. Apds a adicdo do substracto (5-AS) a reac¢do foi
medida a um comprimento de onda de 490 nm num espetofotometro para microplacas
de 96 pocos (Spectra Count TM, Packard Bio Science Company, USA). As dilui¢des
das suspensdes do antigénio tratado com B-ME e do antigénio tratado com tripsina
foram feitas em tampéo codificante carbonato/bicarbonato 0,06M pH = 9,6 de 1,5 X 10°
até 5 X 10" promastigotes. Foram consideradas 6timas as concentragdes antigénicas de
2,5 X 10° promastigotes por ml?, as diluicdes de soro de 1:100 e as diluicdes de

conjugado (Rabbit anti-dog 1gG peroxidase, Sigma®) de 1:1.000.
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A determinacéo do ponto de corte da técnica de ELISA para os diferentes antigénios foi
realizada na amostra de 37 animais saudaveis, negativos parasitologicamente e com
titulos de DAT negativos para LVC, na titulacdo de 1:100. Para tanto, utilizou-se a
equacdo x + 3 SD, sendo x a media dos animais negativos e SD o desvio padrdo deste
mesmo grupo, tendo sido estipulado o ponto a partir da média da leitura das densidades

Opticas de todas as amostras, acrescida de trés desvios-padrdes.

O DAT foi executado de acordo com o protocolo melhorado, utilizando 1:320 como
titulo de corte (Harith et al., 1995). Para confirmacdo ou exclusdo de LVC, todas as
amostras que apresentassem titulos marginais no DAT (1:160 — 1:320) foram retestadas

apos tratamento com 0,03 M de ureia.

Andlise dos dados

A sensibilidade para cada um dos 3 testes (B-ME ELISA, TRYP-ELISA convencional e
DAT) foi definida como a propor¢do de verdadeiros positivos correctamente
identificados [positivos confirmados/(positivos confirmados + falsos negativos) X
100%]. A especificidade foi definida como a proporcdo de verdadeiros negativos
correctamente identificados [negativos confirmados/(falsos positivos + negativos
confirmados) X 100%].As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
“Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) e definido como indice de
significancia p <0,5. O nivel de correlacdo entre os teste foi determinado pelo calculo
do coeficiente de Pearson com Indice de Confianca (IC) de 95% Para avaliar a
concordancia entre os diferentes antigénios e testes, calculou-se o indice Kappa de
concordancia, sendo k < 0,4 aceite como concordancia fraca, 0,4 < x < 0.7 como

concordancia boa e k > 0.7 como Optima.

RESULTADOS

O cut-off dos testes foi calculado com base nos resultados apresentados por 37 animais
aparentemente saudaveis e com parasitologia negativa para LVC. Dessa forma, leituras
de absorvancia de > 0.26 e >0,44 foram consideradas positivas, respectivamente para o
B-ME-DAT e o TRYP-DAT.
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De 31 casos de cdes confirmados com LVC testados no B-ME-ELISA, 29 (93,5%)
apresentaram valores de densidade Optica positivos, no intervalo de 0,26 — 0,59
(considerando exclusivamente a titulagdo de 1:100). Os dois soros negativos
apresentaram densidade dptica de 0,21 e 0,25. Nao se observaram reacc¢des cruzadas em
soros de animais saudaveis (n=37), contudo, em cdes com outras condicdes clinicas que
ndo LVC (n=45), 2 soros (um com tripanossomiase devido a T.cruzi e outro com uma
dermatofitose devido a Microsporum canis) apresentaram valores de densidade ética
positiva, respectivamente 0,40 e 0,28. Assim podemos registar uma sensibilidade de
93.5% e uma especificidade de 97,5% para o B-ME-ELISA (Tabela 1).

De 31 casos de cées confirmados com LVC testados no TRYP-ELISA, 27 (87.1%)
apresentaram valores de densidade Otica positivos, no intervalo de 0,44 — 0,83
(considerando, tal como anteriormente, apenas a titulacdo de 1:100). Os quatro soros
negativos apresentaram densidades oticas de 0,25, 0,30, 0,32 e 0,36. N&o se observaram
reacgdes cruzadas em soros de animais saudaveis (n=37), contudo, em cdes com outras
condic@es clinicas que ndo LVC (n=45), 4 soros (um com babesiose devido a B.canis,
outro com Dipetalonema spp., outro com uma dermatofitose devido a Microsporum
canis e um com epilepsia) apresentaram valores de densidade Optica positiva,
respectivamente 0,53 e 0,48 e os ultimos dois com 0,57. Assim podemos registar uma
sensibilidade de 87,1% e uma especificidade de 94,1% para o0 TRYP-ELISA.

Vinte e cinco (65,7%) dos 38 cdes suspeitos de terem LVC que foram testados tanto
com o B-ME como com o TRYP-ELISA, mostraram valores positivos. Oito soros
(21.1%) foram positivos no B-ME-ELISA mas negativos no TRYP-ELISA. Dois (5,3%)
foram positivos no TRYP-ELISA e negativos no B-ME-ELISA. Apenas 3 (7,9%) soros

foram negativos em ambos os testes. A concordancia entre os dois testes foi de 73,7%.

O DAT foi realizado nas amostras de todos os animais incluidos neste estudo (n=151) e
o facto de ser recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como teste
diagnostico serologico “golden-standard” a par do teste rK-39 (Burns et al., 1993),
permitiu-nos que fizesse parte da definicdo do Grupo Il (animais suspeitos de LVC
devido ao facto de apresentarem sinais clinicos suspeitos e teste DAT >1:320, apesar de
ndo terem sido sujeitos a exame parasitoldgico). Assim foi possivel calcular os niveis de
sensibilidade dos dois ELISAs incluindo os grupos 1 e 2: 88,9% (62/69) para o -ME-
ELISA e 78.2% (54/69) para o TRYP-ELISA.
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Se considerarmos apenas o0 resultado dos soros dos animais confirmados
parasitologicamente, 2 amostras de LVC deram positivas no antigénio tratado com f3-
ME mas negativas com o antigenio tratado com tripsina. Através da comparagdo com o
antigénio tratado com tripsina, o antigénio tratado com B-ME mostra uma sensibilidade
relativamente maior para a deteccdo de LVC (93.5% versus 87.1%). Ao nivel dos
mesmos titulos de corte respectivos, ambas as preparagdes antigénicas deram valores de
densidades oOticas negativas (tratado com B-ME — 0,06/0,25 e tratado com tripsina
0,08/0,38) com todos os 37 soros de animais saudaveis testados, contudo o B-ME-
ELISA apresentaria duas reaccdes cruzadas contra 4 reaccdes cruzadas do TRYP-
ELISA em 45 amostras de outras doencas que ndo LVC, implicando uma especificidade
superior para o B-ME-ELISA (97,5% de 80/82) do que para 0 TRYP-ELISA (94,1% de
78/82).

O B-ME-DAT foi utilizado como teste referéncia para as analises estatisticas e uma
maior correlacdo foi obtida entre o B-ME ELISA (0,866) do que entre 0 TRYP-ELISA
(0,752) A concordancia estabelecida foi dptima para os dois antigénios testados, sendo
que o B-ME-ELISA alcancou valores de 0,867 (p<0,05) e o TRYP-ELISA 0,743
(p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Concordancia e correlagdo entre resultados obtidos com f-ME DAT, B-ME ELISA e TRYP-
ELISA em 151 amostras de cdes com diferentes perfis imunolégicos.

Teste Teste Estatistico B-ME-DAT B-ME ELISA TRYP-ELISA
Concordancia* 1 0,866 0,743
B-ME-DAT
Correlagao** 1 0,867 0,752
Concordancia* 0,866 1 0,713
B-ME-ELISA
Correlagao** 0,867 1 0,716
Concordancia* 0,743 0,713 1
TRYP-ELISA
Correlagao** 0,752 0,716 1

* Concordancia calculada com o coeficiente Kappa.

** Correlagdo de Pearson.
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Tabela 2: Distribuicdo dos resultados do p-ME-ELISA quando comparados aos resultados do B-ME-
DAT.

Numero de amostras p-ME-ELISA com absorvancia de:

N° de individuos

Titulo DAT
<0,10-0,25 0,26-0,52 0,53-0,82
<10-160 80 2 0 82
320-1.280 2 3 1 6
2.560->10.240 5 50 8 63
Total 87 55 9 151

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados do TRYP-ELISA quando comparados aos resultados do B-ME-
DAT.

NUmero de amostras TRYP-ELISA com absorvancia de:

Titulo DAT <0,10-043 0.44-0.88 0.89-0.95 N° de individuos
<10-160 78 04 0 82
320-1.280 06 0 0 06
2.560->10.240 09 51 3 63
Total 93 55 3 151
DISCUSSAO

Vaérios antigénios tém sido utilizados para diagnosticar a LVH (Rhalem et al., 1999).
Em geral, a purificacdo destes antigénios requer equipamentos sofisticados e muito
tempo para a sua preparacdo. Também, algumas investigacdes tém apontado uma baixa
especificidade em testes seroldgicos feitos com antigénios em crude, especialmente no
teste ELISA (Ashford et al., 1993; Carvalho et al., 2002; Salotra, 2002; Lira et al.,
2006; Lima et al., 2010). Como possiveis razdes para 0s baixos indices obtidos nos
testes estdo a diversidade de estirpes de Leishmania descritas, o grande nimero de
proteinas de superficie nos parasitas do antigénio crude, bem como, a possibilidade de
reaccOes cruzadas devido a heterogeneidade das preparagdes antigénicas. A necessidade
de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez surgir, a partir da década de
70, muitos estudos avaliando e aprimorando o ELISA-padrdo, assim como, as diversas
variag0es de ELISA: Dot-ELISA, FML-ELISA, BSM-ELISA, FAST-ELISA, micro
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ELISA, entre outras (Cabrera et al, 1999; Nurit — Rachamin and Jaffe ,1988;
Hockmeyer et al, 1984; Ashford et al., 1993; Pappas et al., 1984). Abass et al. (2011)
ao combinar o uso de um antigénio modificado pelo tratamento com f-
mercaptoethanol, similar ao utilizado no DAT, e um conjugado de anti-imunoglobulina
humana obtiveram resultados muito encorajadores ao avaliar um painel de doentes
portadores e ndo portadores de LVH, sendo registados indices de 93,3% para
sensibilidade e 90,4% de especificidade. Numa tentativa de desenvolver um teste
similar para amostras canina, obtivemos uma sensibilidade de 93.5% e uma
especificidade de 97,5% para o B-ME-ELISA.

Para comparacdo do B-ME-ELISA, as mesmas amostras foram testadas com o TRYP-
DAT que apresentou valores de sensibilidade de 87,1% e especificidade de 94,1%. Os
resultados obtidos com o antigénio tripsinado sao inferiores aos encontrados por Lima
et al. (2010) que obteve 100% de sensibilidade e 91,2% de especificidade. Rosario et al.
(2005) em testes realizados com ELISA com antigénio total de L. chagasi, em animais
serologicamente positivos para LVC, obteve sensibilidade de 98% e especificidade de
100%. Por outro lado, Reithinger et al. (2002) apresenta um valor ainda menor (81%)
para a sensibilidade do teste ELISA, recorrendo neste caso a um antigénio
recombinante. De fato, a especificidade e sensibilidade de diferentes métodos dependem
de vérios fatores. Um deles, bastante importante, € sem divida a natureza do antigénio

utilizado para o teste (Mohammed et al, 1985; Singh and Sivakumar, 2003).

Entre as possiveis deficiéncias que geralmente se encontram quando se aplica o
diagnostico pelo método ELISA esta a possibilidade de encontrar reac¢es cruzadas,
sobretudo se, utilizando antigénio total (Gontijo e Melo, 2004), bem como a
modificacdo dos indices de sensibilidade em decorréncia do curso da infecgdo (Quinnell
et al., 2001). No B-ME-ELISA desenvolvido neste estudo encontramos duas reaccoes
cruzadas, uma com Trypanosoma cruzi e outra com Microsporum canis. Varios autores
relatam reacgOes cruzadas ao desenvolverem testes ELISA para diagndstico de LVC:
Mancianti et al., 1995 relata reac¢6es cruzadas com Dirofilaria immitis e cryptococcus
spp. Também sdo frequentes os relatos de reaccOes cruzadas com Babesia canis
(Rosério et al., 2005; Pinheiro et al., 2009; Marcondes et al., 2011), Ehrlichia canis
(Fisa et al., 1997; Ferreira et al, 2007; Pinheiro et al., 2009), Neospora caninum
(Mettler et al., 2005), Toxoplasma gondii (Coelho et al., 2009; Marcondes et al., 2011),
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Leptospira interrogans (Porrozzi et al., 2007) e Trypanosoma cruzi (Rosario et al.,
2005; Ferreira et al., 2007; Coelho et al., 2009; Marcondes et al., 2011).

Com o intuito de estabelecer uma melhor analise e interpretacdo dos resultados dos
testes de ELISA, utilizamos como teste de suporte diagnostico um DAT com antigenio
modificado com B-ME. Este teste apresentou Optimos indices de sensibilidade e
especificidade (100%) e como esta técnica € uma das recomendadas pela Organizacao
Mundial de Satude como teste diagnéstico serolégico confidvel e seguro (WHO, 2010),
decidimos calcular novos niveis de sensibilidade e especificidade para os dois ELISAS,
utilizando para os calculos todos os grupos de cées testados. Com isso, o p-ME-ELISA
obteve 88,9% de sensibilidade e 97,5% de especificidade. E 0 TRYP-ELISA obteve
78.2%. de sensibilidade e 94.1% de especificidade. Os melhores indices de
especificidade do B-ME-ELISA pode ser justificado pelo uso do B-ME no tratamento
das formas promastigotas de Leishmania (Santos et al.,1991) e coincide com 0s
resultados obtidos no teste desenvolvido para a leishmaniose visceral humana (Abass et
al., 2006).

Quando analisamos a distribui¢do dos resultados do B-ME-ELISA e TRYP-ELISA em
compara¢do ao B-ME-DAT (tabela 2 e tabela 3) podemos concluir que 0s menores
valores de densidade Gtica sdo observados em relacdo aos menores titulos do DAT
(<1:320), ao passo que altos titulos (1:2.560-1:10.240) tendem a apresentar valores de
densidade Gtica mais altos, para ambos 0s antigénios, indicando uma boa correlagdo dos
testes. Esta constatacdo foi confirmada por analises estatisticas e obteve-se uma maior
correlagdo com o B-ME-ELISA (0,866) do que com o TRYP-ELISA (0,752). A
concordancia estabelecida para os dois antigénios testados, foi 6ptima, sendo que, o B-
ME-ELISA alcancgou valores de 0,867 (p<0,05) e 0 TRYP-ELISA 0,743 (p<0,05).

Ao longo dos 2 meses de armazenamento (a +4°C), a reactividade do antigénio fixo em
formaldeido manteve-se estavel. Utilizando as mesmas “batches” de antigénio tratado
com B-ME e tripsina, obtiveram-se valores comparaveis de densidade otica nos dias 0,
30, 45 e 60 em todas as 31 amostras (G1) de LVC (resultados ndo mostrados). Da
mesma forma observou-se uma “performance” consistente, mas N0 campo negativo
(<0,26 e <0,44) nos 37 soros ndo-LV dos animais aparentemente saudaveis (grupo 4). O
exame microscopico das espécimes de antigénio tratado com B-ME e tripsina ap6s 60
dias de armazenamento revelou uma morfologia normal dos promastigotes e uma

suspensdo antigénica homogénea.
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Os altos valores de especificidade e sensibilidade demonstrados neste estudo pelo -
ME-ELISA pode ser atribuida ao efeito favoravel provocado pelo B-ME na superficie
dos promastigotas. O numero irrelevante de reaccdes cruzadas, o potencial para detectar
infeccdes precoces, a facilidade de execucdo e a possibilidade de analisar um grande
nimero de amostras, torna este B-ME-ELISA um teste de triagem promissor para o

diagnéstico de LVC, quigd também em animais assintomaticos.
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ANEXO |

1. Solucéo de tampdao carbonato (pH 9,6)
Carbonato de sodio -5,3 g
Hidrogenocarbonato de sodio -4,186 g
Agua destilada -1000 ml

2. Solucéo de Locke
Glicose — 0,25% (p/v)
NaCl- 0,9% (p/v)
KCI - 0,04% (p/v)
CaCl; - 0,02 (p/v)
NaHCOs- 0,02 (p/v)

3. Solucdo tampao de fosfato (PBS, pH 7,2)
Cloreto de sddio -8 g

Di-hidrogenofosfato de potassio - 0,2 ¢
Hidrogenofosfato de sédio dodeca-hidrato - 2,8 g
Cloreto de potéassio -0,2 g

Agua destilada (g.s.p.) 1000 ml

4. Solucéo PBS/Tween 20 (PBS/T)
Tween 20 - 0,5 ml
PBS (g.s.p.) 1000 ml

5. Solugéo para dilui¢do dos soros e dos conjugados
Leite em po desnatado Molico®- Nestle
PBS/T (g.s.p.) 100 ml

6. Solucéo tampéo de citrato/fosfato (pH 4)
Acido citrico -1,05 g

Hidrogenofosfato dissodico - 0,71 g

Agua destilada (g.s.p.) 100 ml



7. Meio LIT (Liver Infusion Triptose)
NaCl-4.0g

KCI-0.4¢g

Na,HPO,4- 8.0 ¢

Triptose- 5.0 g

Infusdo de figado- 5.0 g

H,O destilada -880 mL

Soro Fetal Bovino- 100 mL
Hemoglobina de sangue bovino- 20 mL

8. Tampé&o Substrato

5-As purificado- 1ug por mL
Ajustar o pH para 5,95
Manter a -20 °C

Nota: Antes de adicionar esta solucdo a placa, acrescentar 2 pL de H,O, 10% por cada
mL da solucéo.

77



ANEXO 11

PROTOCOLO DE OBTENC;AO DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE
Leishmania infantum MHOM/PT/01/IMT387

1.Material:

1.1. Meio LIT.

1.2. Soro de bovino fetal (SBF) (Gibco BRL, 10108).

1.3. Solucéo de penicilina-estreptomicina (Gibco BRL, 15070).

1.4. Promastigotas da estirpe L. infantum MHOM/PT/01/IMT387 (Estirpe isolada de um
paciente com leishmaniose visceral e co-infectado com HIV), fornecidas pelo Instituto

de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa/ Portugal.

2.Execucao:

2.1. Assegurar condicdes de esterilidade.
2.2. A 850 ml de LIT adicionar 150 ml de SBF e 10.000 U de penicilina/10 mg de
estreptomicina.

2.3. Seguidamente, adicionar 50 ml de suspensdo celular de promastigotas em fase
estacionaria (10° promastigotas/ml) a 950 ml do meio acima descrito.

2.4. Acompanhar o crescimento da cultura através de microscopia éptica e quando as
leishmanias estiverem predominantemente com formas alongadas e for constante a
visualizacdo de rosetas das promastigotas na cultura.
2.4. Apos 7-8 dias de incubagdo a 26-27°C e agitagédo
constante as promastigotas sdo recolhidas por
centrifugacéo a 10.000 g (4°C).

2.5. Lavar 3 vezes em solugcdo de LOCKE (Anexo I).
2.6. Iniciar a preparacdo do antigénio para o B-ME-
ELISA e -ME DAT, conforme anteriormente descrito.

Formas promastigotas de Leishmania
infantum, microscopia dptica, aumento de
40 x. Formacao de rosetas de parasitas.

78



ANEXO 111

PROTOCOLO DO TESTE DE AGLUTINACAO DIRECTA (DAT) COM SORO
DE CAO*

Material:

1. Preparacao do antigenio

1.1.Antigénio de Leishmania liofilizado. Cada frasco contém 5 ml de antigénio
liofilizado (KIT Biomedical Research, Amsterdam) com uma concentragdo parasitaria
de 5 x 10" promastigotas de L. donovani (MHOM/SD/68/1S)/ ml. Adicionar 5 ml de
solucdo salina fisiologica (0,9% NaCl p/v [Sigma, S 1649]) ao antigénio. Deixar o
antigénio a temperatura ambiente, durante 5 min, antes de utilizar. Mexer ligeiramente o
antigénio sem agitar.

1.2. Antigenio de Leishmania em solucdo: A concentracdo do antigénio foi ajustada
para 2,5x 10° promastigotas de Leishmania infantum MHOM/PT/01/IMT387/ mL. O
antigénio foi deixado a temperatura ambiente e homogeneizado suavemente antes de

utilizado na preparacéo das placas.

2. Diluente sérico. Solucéo fisioldgica (0,9 g de NaCl [Sigma, S 1649] em ml de H20
destilada), contendo 0,2 M 2-mercaptoetanol (1,56 ml de 2-mercaptoetanol [Sigma, M
6250] em 100 ml de solucdo fisiologica) e 1% de SFB.

2.3. Placas de microtitulagdo com fundo coénico (Greiner, 96K, VV-form, 651101).

2.4. Micropipetas e pontas.

3.Execucéo:

3.1. Encher cada um dos pocos da 2% coluna do lado esquerdo da placa com 90 ul do
diluente sérico; e todos os outros com 50 ul também do mesmo diluente.

3.2. Adicionar 10 pl de soro ou de eluato de papel filtro (conforme a seguir)
(SemidoSantos et al., 1996).

a cada um dos pocos com 90 pl do liquido de diluicdo. Com uma pipeta homogeneizar
(3 vezes) o soro diluido a 1:100 e tirar 50 pl para o proximo pogo a direita na mesma

linha. Homogeneizar (3 vezes) e transferir 50 ul para 0 pogo seguinte. Repetir até o fim
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da linha. Os pogos da 1?2 coluna sdo utilizados como controlos negativos, adicionando-se
apenas 50 ul do liquido de diluigao.

3.3. Incubar a 37°C durante 1 h.

3.4. Adicionar 50 ul do antigénio diluido a cada um dos poc¢os (incluindo os da 12
coluna) e percutir, com cuidado, todos os lados da placa.

3.5. Deixar a temperatura ambiente, durante 18 h, em superficie plana e horizontal.
3.6.Pontos azuis compactos sdo considerados resultados negativos, enquanto que
circulos azuis difusos sdo considerados resultados positivos. O titulo limite é o
reciproco da ultima diluicdo de soro que ainda revela aglutinacdo, comparada com o

controlo negativo.

Fonte: Adaptado de KIT Biomedical Research, Meibergdreef 39, 1105 AZ Amsterdam,
Nederland.

EXECUCAO DO DAT EM AMOSTRAS DE SANGUE DE CAES EM PAPELDE
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Fonte: Semido-Santos, S. J. 1996. PhD thesis. University of Amsterdam, Amsterdam, The Netherlands.
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ANEXO IV
PROTOCOLO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) COM SORO CANINO

1.Revestimento das placas

— Preparar 0 antigénio para um concentragéo de 2,5 x 10%/mL,

— Adicionar 100 pl da diluigdo a todos os pogos da placa (Nunc-Immuno MaxiSorp Surface,
439454), excepto ao pogo Al (controle Branco)

— Cobrir as placas com pelicula aderente e manté-las a 4°C durante 18 h,

— Rejeitar o conteudo dos pocos da placa e lavar 3 vezes com PBS /T e seca-las.

2.Bloqueio

— Adicionar a cada pogo 100 pl de uma solugdo de 5% (p/v) de leite em pd desnatado em
solucéo tampéo de fosfato (PBS)/Tween (PBS/T) pH 7,2 (Anexo 1),

— Incubar a 37°C, em camara himida, durante 1 h,

— Rejeitar o conteudo dos pocos da placa,

— Lavar 3 vezes com PBS/T (3 min cada lavagem) e secar as placas.

3.Soro

— Adicionar 100 pl da diluigdo do soro em solugdo de 1% (p/v) de PBS/T + 5% leite em po
desnatado, (ANEXO 1), em duplicata.

— Na linha 1, colocar os controlos positivo e negativo.

— Incubar a 37°C, em camara himida, durante 1 h.

— Lavar 3 vezes com PBS/T (3 min cada lavagem) e secar as placas.
4.Conjugado

— Adicionar 100 pl da diluicdo do conjugado rabbit anti-dog IgG peroxidase (em PBS/T, na
diluicéo de 1:1.000,
— Incubar a 37°C, em camara himida, durante 1 h.

— Lavar 3 vezes com PBS/T (3 min cada lavagem) e secar as placas.

5. Revelacéo
— Preparar 100 ml de tampé&o de citrato/fosfato pH 4 (Anexo I).
— Preparar o Tampao Substrato- 5-acido acetilsalicilico (5-AS) (Anexo I).

— Preparar 4gua oxigenada a 10% em tudo coberto com papel de aluminio .
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— Para cada placa, num tubo envolvido em papel de aluminio, misturar: 10 ml de tampéo
citrato/fosfato + 50 ul de solugdo de PBS/T com 5% de leite em po6 desnatado + 20 ul de agua
oxigenada a 10%.

— Adicionar 100 pl da solugdo a cada pocgo.

— Incubar a placa a 37°C, durante 30 min, envolta em papel de aluminio.

6. Leitura

— Ligar o leitor de ELISA (Multiskan) 10 min antes da operagéo de leitura.
— Utilizar o comprimento de onda de 492 nm.
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Anexo V

Abaixo seguem os resutados de todas as amostras com o0s variados testes executados:

Grupo 1 (n=31) - Soros de Animais parasitologicamente positivos para LVC

Amostra | Parasitologia Sintomatologia | p-ME-DAT | TRYP-DAT |B-ME ELISA | TRYP-ELISA
3L Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,28 0,80
1121 Esfregaco + Assintomético >10240 >10240 0,33 0,51
2646 Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,59 0,48
2584 Esfregaco + Sintomético >10240 >10240 0,27 0,58
2677 Esfregaco + Assintomético >10240 >10240 0,40 0,63
3234 Esfregaco + Assintomatico >10240 >10240 0,30 0,32
3291 Esfregaco + Assintomatico 5.120 >10240 0,37 0,78
3600 Esfregaco + Assintomatico >10240 >10240 0,42 0,49
2480 Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,46 0,76
2579A Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,37 0,66
105P Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,46 0,46
2092 Esfregaco + Assintomético 2.560 >10240 0,38 0,25
2662 Esfregaco + Sintomético >10240 >10240 0,25 0,62
P31 Esfregaco + Assintomatico >10240 >10240 0,35 0,49
705 Esfregaco + Sintomatico >10240 >10240 0,47 0,82
728 Esfregaco + Sintomético >10240 >10240 0,21 0,60
105 Esfregaco + Sintomético >10240 >10240 0,47 0,81
IHMT 01 | NNN Cultura + Sintomatico 2.560 160 0,30 0,60
IHMT 02 | NNN Cultura + Assintomatico >10240 >10240 0,33 0,71
IHMT 04 | NNN Cultura + Assintomatico >10240 >10240 0,29 0,74
IHMT 05 | NNN Cultura + Assintomatico >10240 1.280 0,28 0,77
IHMT 06 | NNN Cultura + Assintomatico 5.120 >10240 0,32 0,73
IHMT 10 | NNN Cultura + Assintomatico >10240 >10240 0,27 0,54
IHMT 13 | NNN Cultura + Sintomatico >10240 >10240 0,26 0,77
IHMT 14 | NNN Cultura + Assintomatico >10240 >10240 0,30 0,65
IHMT 19 | NNN Cultura + Sintomatico >10240 >10240 0,38 0,30
3377 Esfregaco + Assintomatico >10240 >10240 0,31 0,55
P28 Esfregaco + Assintomético >10240 >10240 0,31 0,56
P29 Esfregaco + Assintomético >10240 >10240 0,28 0,83
1262 Esfregaco + Assintomatico >10240 >10240 0,26 0,77
1766 Esfregaco + Assintomatico 2.560 80 0,30 0,36
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Conversdao dos resultados para valores binarios, onde 1=positivo e 0=negativo.

Grupo 1 (n=31) - Soros de Animais parasitologicamente positivos para LVC

Amostra | Parasitologia Sintomatologia | p-ME-DAT | TRYP-DAT |B-ME ELISA | TRYP-ELISA
3L Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
1121 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2646 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2584 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2677 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
3234 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
3291 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
3600 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2480 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2579A Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
105P Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2092 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
2662 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 0,00 1,00
P31 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
705 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
728 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 0,00 1,00
105 Esfregaco + Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 01 | NNN Cultura+ | Sintomético 1,00 0,00 1,00 1,00
IHMT 02 |NNN Cultura+ | Assintomatico | 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 04 | NNN Cultura + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 05 |NNN Cultura+ | Assintomatico | 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 06 | NNN Cultura+ | Assintomético | 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 10 | NNN Cultura+ | Assintomético | 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 13 | NNN Cultura+ | Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 14 | NNN Cultura + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 19 | NNN Cultura+ | Sintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
3377 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
P28 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
P29 Esfregaco + Assintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
1262 Esfregaco + Assintomatico | 100 1,00 1,00 1,00
1766 Esfregaco + Assintomatico 1,00 0,00 1,00 0,00
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G2 (n=38): Soros de animais suspeitos de LVC mas sem exame parasitologico

Amostra | Parasitologia | Sintomatologia B-ME-DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA| TRYP-ELISA
994 - Sintomatico 1.280 1.280 0,27 0,40
1004 - Sintomatico 2.560 640 0,37 0,70
1653 - Sintomatico >10240 >10240 0,20 0,82
2582 - Sintomatico 5.120 2.560 0,16 0,75
1009 - Sintomatico >10240 >10240 0,29 0,76
10 - Sintomatico >10240 320 0,27 0,80
6] - Sintomatico >10240 >10240 0,30 0,54
Q - Sintomatico 2.560 320 0,35 0,78
490 - Sintomatico 2.560 640 0,37 0,40
1056 - Sintomatico 1.280 80 0,27 0,39
1774 - Sintomatico 5.120 80 0,35 0,42
2411 - Sintomatico >10240 2.560 0,42 0,68
2480 - Sintomatico >10240 >10240 0,31 0,73
CA 30P - Sintomatico >10240 2.560 0,31 0,78
CA 30A - Sintomatico 5.120 5.120 0,31 0,73
1678P - Sintomatico >10240 1.280 0,26 0,83
P 46 - Sintomatico >10240 >10240 0,31 0,78
668 - Sintomatico 2.560 320 0,31 0,73
HV 03 - Sintomatico >10240 >10240 0,52 0,98
HV 04 - Sintomatico >10240 >10240 0,27 0,85
4 - Sintomatico >10240 1.280 0,45 0,63
1678 - Sintomatico >10240 1.280 0,34 0,83
HV 05 - Sintomatico >10240 >10240 0,15 0,20
HV 06 - Sintomatico 1.280 160 0,29 0,41
HV 07 - Sintomatico 320 160 0,20 0,18
HV 08 - Sintomatico 640 80 0,25 0,19
HV 09 - Sintomatico 1.280 20 0,59 0,32
HV 11 - Sintomatico 2.560 40 0,30 0,75
HV 13 - Sintomatico >10240 >10240 0,82 0,76
IHMT 11 - Sintomatico 2.560 1.280 0,26 0,27
3325 - Sintomatico >10240 >10240 0,44 0,80
301 - Sintomatico >10240 2.560 0,65 0,60
303 - Sintomatico >10240 >10240 0,74 0,79
304 - Sintomatico >10240 >10240 0,70 0,95
349 - Sintomatico >10240 2.560 0,56 0,95
351 - Sintomatico 5.120 320 0,27 0,41
352 - Sintomatico >10240 >10240 0,78 0,70
356 - Sintomatico >10240 >10240 0,54 0,54
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Conversdao dos resultados para valores binarios, onde 1=positivo e 0=negativo.

G2 (n=38): Soros de animais suspeitos de LVVC mas sem exame parasitologico

Amostra Parasitologia | Sintomatologia B-ME-DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA| TRYP-ELISA
994 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
1004 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
1653 - Sintomatico 1,00 1,00 0,00 1,00
2582 - Sintomético 1,00 1,00 0,00 1,00
1009 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
10 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
o - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
Q - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
490 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
1056 - Sintomatico 1,00 0,00 1,00 0,00
1774 - Sintomatico 1,00 0,00 1,00 0,00
2411 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
2480 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
CA 30P - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
CA 30A - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
1678P - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
P 46 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
668 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
HV 03 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
HV 04 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
4 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
1678 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
HV 05 - Sintomatico 1,00 1,00 0,00 0,00
HV 06 - Sintomatico 1,00 0,00 1,00 0,00
HV 07 - Sintomético 1,00 0,00 0,00 0,00
HV 08 - Sintomético 1,00 0,00 0,00 0,00
HV 09 - Sintomético 1,00 0,00 1,00 0,00
HV 11 - Sintomatico 1,00 0,00 1,00 1,00
HV 13 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
IHMT 11 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
3325 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
301 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
303 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
304 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
349 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 1,00
351 - Sintomatico 1,00 1,00 1,00 0,00
352 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
356 - Sintomético 1,00 1,00 1,00 1,00
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Grupo 3 (n=45)- soros de animais portadores de outras doenca e parasitologicamente negativos para LVC

Amostra | Parasitologia | Doenca B-ME DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA | TRYP-ELISA
CA01 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 20 10 0,12 0,14
CA02 | Esfregaco - Discordem Neoplasica 20 20 0,13 0,19
CA03 | Esfregaco - Dirofilariose 20 20 0,17 0,17
CA04 | Esfregaco - Desordem Neoplasica 10 20 0,22 0,30
CA06 | Esfregaco - Desordem Neoplasica <10 10 0,12 0,12
CA07 |Esfregaco - Babesiose 20 20 0,23 0,53
CA10 |Esfregaco - Dirofilariose 40 20 0,17 0,10
CA12 | Esfregaco - Conjuctivite 20 20 0,14 0,15
CA15 |Esfregaco - Esgana 10 10 0,11 0,08
CA 17 |Esfregaco - Esgana 20 20 0,24 0,14
CA21 |Esfregaco - Toxocariose 40 80 0,16 0,16
CA24 |Esfregaco - Disordem Neoplasica 20 20 0,16 0,18
CA25 |Esfregaco - Esgana 10 40 0,21 0,19
CA27 | Esfregaco - Disordem Neoplasica 10 10 0,13 017
CA31 | Esfregaco - Babesiose 10 10 0,18 0,18
CA36 |Esfregaco - Babesiose 20 10 0,18 0,18
CA40 | Esfregaco - Dipetalonemose <10 <10 0,19 0,48
CA42a |Esfregaco - Dirofilariose 40 40 0,18 0,18
CA42b | Esfregaco - Dirofilariose 10 10 0,18 0,19
CA50 | Esfregaco - Ehrlichiose 40 40 0,20 0,16
CA51 | Esfregaco - Ehrlichiose 40 40 0,16 0,13
CA53 | Esfregaco - Dirofilariose 10 20 0,16 0,11
CAB55 | Esfregaco - Desordem de pele <10 10 0,12 0,13
CA56 | Esfregaco - Desordem Neoplasica <10 10 0,13 0,17
CA57 | Esfregaco - Doenca Pulmonar 20 20 0,19 0,21
CA58 | Esfregaco - Desordem Neoplasica 10 20 0,13 0,14
CA60 |Esfregaco - Leucemia 10 20 0,16 0,26
CA61 |Esfregaco - Desordem cutanea 40 40 0,28 0,57
CA65 | Esfregaco - Desordem Neoplasica <10 10 0,19 0,19
CA68 | Esfregaco - Desordem Neoplasica <10 20 0,18 0,17
CA69 | Esfregaco - Dirofilariose 20 10 0,21 0,33
CA70 |Esfregaco - Dirofilariose 10 10 0,17 0,20
CA71 |Esfregaco - Babesiose 10 10 0,17 0,25
CA 73 Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica 10 10 0,18 0,19
Desordem do Sistema
CA 74 Esfregaco - Nervoso 10 10 0,23 0,57
CA75 |Esfregaco - Ehrlichiose 20 10 0,16 0,14
CA 76 Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica 10 10 0,16 0,18
CA77 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 10 20 0,18 0,33
CA 78 Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica 10 10 0,13 0,15
CA79 | Esfregaco - Dirofilariose 160 10 0,14 0,15
CA80 |Esfregaco - Leptospirose <10 <10 0,14 0,15
PAN Esfregaco - Lupus erytrematosus 10 10 0,14 0,18
F-01 | Esfregaco - Trypanosomiase 80 80 0,40 0,39
153 Esfregaco - Trypanosomiase 80 80 0,22 0,20
02.4 Esfregaco - Trypanosomiase 10 10 0,23 0,31
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Conversdao dos resultados para valores binarios, onde 1=positivo e 0=negativo.

Grupo 3 (n=45)- soros de animais portadores de outras doenca e parasitologicamente negativos para LVC

Amostra | Parasitologia | Doenca B-ME DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA | TRYP-ELISA
CA01 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA02 |Esfregaco - Discordem Neoplésica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA03 Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA04 | Esfregaco - Desordem Neoplésica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA06 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CAO07 |Esfregaco - Babesiose 0,00 0,00 0,00 1,00
CA10 |Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA12 |Esfregaco - Conjuctivite 0,00 0,00 0,00 0,00
CA15 |Esfregaco - Esgana 0,00 0,00 0,00 0,00
CA17 |Esfregaco - Esgana 0,00 0,00 0,00 0,00
CA21 |Esfregaco - Toxocariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA24 | Esfregaco - Disordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA25 | Esfregaco - Esgana 0,00 0,00 0,00 0,00
CA27 |Esfregaco - Disordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA31 Esfregaco - Babesiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA36 |Esfregaco - Babesiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA40 | Esfregaco - Dipetalonemoe 0,00 0,00 0,00 1,00
CA 42 a | Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA42b | Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA50 |Esfregaco - Ehrlichiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA51 |Esfregaco - Ehrlichiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA53 | Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA55 | Esfregaco - Desordem de pele 0,00 0,00 0,00 0,00
CA56 | Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA57 Esfregaco - Doenca Pulmonar 0,00 0,00 0,00 0,00
CA58 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA 60 Esfregaco - Leucemia 0,00 0,00 0,00 0,00
CA61 |Esfregaco - Desordem cuténea 0,00 0,00 1,00 1,00
CA65 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA68 |Esfregaco - Desordem Neoplasica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA69 | Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA70 |Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA71 |Esfregaco - Babesiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA73 |Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica | 0,00 0,00 0,00 0,00
CA74 |Esfregaco - Desordlelm do Sistema 0,00 0,00 0,00 1,00
CA75 |Esfregaco - Ehrlichiose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA76 |Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica | 0,00 0,00 0,00 0,00
CA77 |Esfregaco - Desordem Neoplésica 0,00 0,00 0,00 0,00
CA78 |Esfregaco - Gastroenterite Hemorragica | 0,00 0,00 0,00 0,00
CA79 |Esfregaco - Dirofilariose 0,00 0,00 0,00 0,00
CA 80 Esfregaco - Leptospirose 0,00 0,00 0,00 0,00
PAN Esfregaco - Lupus erytrematosus 0,00 0,00 0,00 0,00
F-01 Esfregaco - Trypanosomiase 0,00 0,00 1,00 0,00
15.3 Esfregaco - Trypanosomiase 0,00 0,00 0,00 0,00
02.4 Esfregaco - Trypanosomiase 0,00 0,00 0,00 0,00

88




Grupo 4 (n=37): Amostras de cdes apareentemente saudaveis e negativos parasitologicamente para LVC

Amostra | Parasitologia Sintomatologia B-ME-DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA| TRYP-ELISA
R 12 Esfregaco - Assintomatico 40 10 0,13 0,24
4P Esfregaco - Assintomético 80 20 0,25 0,33
4L Esfregaco - Assintomético 20 80 0,13 0,21
5L Esfregaco - Assintomético 20 80 0,11 0,18
3000 Esfregaco - Assintomatico 80 20 0,13 0,16
54 NICE | Esfregaco - Assintomatico 80 40 0,12 0,20
11 NICE | Esfregaco - Assintomético 80 40 0,13 0,20
636 Esfregaco - Assintomético 40 40 0,12 0,23
18150G | Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,07 0,14
18383 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,08 0,16
CA Esfregaco - Assintomético 20 20 0,08 0,19
276 Esfregaco - Assintomatico 10 10 0,08 0,19
277 Esfregaco - Assintomatico 20 10 0,11 0,18
551 Esfregaco - Assintomatico 40 10 0,10 0,19
553 Esfregaco - Assintomatico 80 10 0,20 0,11
1450 Esfregaco - Assintomético 20 40 0,11 0,32
1454 Esfregaco - Assintomatico 20 20 0,09 0,35
1455 Esfregaco - Assintomatico 20 10 0,18 0,20
1460 Esfregaco - Assintomatico 80 40 0,25 0,22
2113 Esfregaco - Assintomético 20 10 0,13 0,13
A Esfregaco - Assintomético 40 40 0,14 0,33
B Esfregaco - Assintomatico 20 10 0,10 0,19
C Esfregaco - Assintomatico 40 10 0,11 0,12
D Esfregaco - Assintomético 40 20 0,11 0,13
F Esfregaco - Assintomatico <10 20 0,09 0,11
| Esfregaco - Assintomatico 40 20 0,16 0,16
J Esfregaco - Assintomatico 20 10 0,10 0,18
S Esfregaco - Assintomatico 40 10 0,10 0,22
R3 Esfregaco - Assintomético <10 10 0,06 0,08
R6 Esfregaco - Assintomético 20 10 0,07 0,15
R7 Esfregaco - Assintomatico 10 10 0,06 0,09
2798 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,07 0,16
2806 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,07 0,15
2780 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,06 0,14
3168 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,07 0,25
3265 Esfregaco - Assintomatico <10 10 0,07 0,13
N Esfregaco - Assintomatico 80 10 0,25 0,38
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Conversdao dos resultados para valores binarios, onde 1=positivo e 0=negativo.

Grupo 4 (n=37): Amostras de cdes apareentemente saudaveis e negativos parasitologicamente para LVC

Amostra | Parasitologia Sintomatologia B-ME-DAT | TRYP-DAT | B-ME-ELISA| TRYP-ELISA
R 12 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
4p Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
4L Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
5L Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
3000 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
54 NICE | Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
11 NICE | Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
636 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
18150G | Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
18383 | Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
CA Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
276 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
277 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
551 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
553 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
1450 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
1454 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
1455 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
1460 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
2113 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
A Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
B Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
C Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
D Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
F Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
[ Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
J Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
S Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
R3 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
R6 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
R7 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
2798 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
2806 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
2780 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
3168 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
3265 Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
N Esfregaco - Assintomatico 0,00 0,00 0,00 0,00
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Resultados Estatisticos de Correlacdo (Pearson) e Concordancia (Kappa)

utilizando o programa SPSS

Resultados da Analise Estatistica de Correlagdo (Pearson) entre B-ME-DAT e TRYP-DAT.

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. ™ Approx. Sig.
Interval by Interval ~ Pearson's R ,935 ,011 32,293 ,000°
Ordinal by Ordinal ~ Spearman Correlation ,903 ,018 25,597 ,000°
N of Valid Cases 151

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.

Resultados da Analise Estatistica de Concordancia (Kappa), utilizando valores binarios, entre 3-

ME-DAT e TRYP-DAT.

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. ™ Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,879 ,039 10,877 ,000]
N of Valid Cases 151

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Resultados da Analise Estatistica de concordancia (Kappa) e correlacdo (Pearson), utilizando

conversdo dos resultados para valores binarios,entre B-ME-DAT e TRYP-ELISA.

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R , 752 ,052 13,907 ,000°
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation 752 ,052 13,907 ,000°
Measure of Agreement Kappa , 743 ,054 9,235 ,000
N of Valid Cases 151

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.

Resultados da Andlise Estatistica de concordancia (Kappa) e correlacdo (Pearson), utilizando

conversdo dos resultados para valores binrios, entre B-ME-DAT e -ME -ELISA.

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R ,867 ,040 21,257 ,000°
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation ,867 ,040 21,257 ,000°
Measure of Agreement Kappa ,866 ,041 10,656 ,000
N of Valid Cases 151

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.
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