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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina, doenga grave e fatal, tem o cdo como o principal
reservatorio do seu agente etiolégico no meio urbano. Devido ao alto parasitismo
cutaneo nestes animais, da quantidade de cédes infectados, e do préximo convivio com
o homem, as agbes desenvolvidas pelo Programa Brasileiro de Controle da
Leishmaniose Visceral sdo centradas no reservatério canino, através da identificagao e
eutanasia dos animais soropositivos. Sendo assim, a adocao de agdes profilaticas, com
a utilizacdo de vacinas nos caes, constituiria uma importante ferramenta para a
diminuicdo da doenca nestes animais, e consequentemente, da infecgao do vetor e da
transmissao do agente. Além disso, a adogdo de medidas profilaticas, como o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina, repelentes de uso tépico e vacinas, sao as
unicas alternativas disponiveis atualmente para os caes, pois no Brasil, o tratamento de
caes esta proibido desde a publicacdo da Portaria Interministerial n°® 1.426, de 11 de
julho de 2008. Apesar de disponivel desde 2004, a vacina Leishmune® ainda néo é
amplamente utilizada no Brasil, principalmente devido a possibilidade dos céaes
vacinados apresentarem sorologia positiva em inquéritos epidemioldgicos, ndo sendo
possivel diferencia-los dos infectados. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o perfil sorologico de cdes vacinados e saudaveis que residem em areas
endémicas, e de caes naturalmente infectados por Leishmania infantum/ chagasi, e
avaliar a possibilidade de diferenciagdo sorologica a partir dos métodos utilizados
atualmente nos inquéritos epidemioldgicos oficiais e nos laboratérios de diagndstico
particulares: ELISA e RIFI com antigenos L. major-like, produzidos pelo Laboratério Bio-
Manguinhos e ELISA S7, produzido pelo Laboratério Biogene. Todos os soros de caes
foram testados nos trés meétodos, e os resultados demonstraram que nenhum céo
vacinado apresentou resultado positivo em mais de um teste. Apenas um cao vacinado
(1/39) apresentou resultado de 1:40 na RIFI, e quatro cées (4/39) apresentaram
resultado positivo no ELISA L. major-like. Nenhum soro de céo vacinado apresentou
resultado positivo no ELISA S7. O unico resultado positivo na RIFI foi negativo nos
outros dois métodos, e os quatro soros positivos no ELISA L. major-like foram negativos
tanto na RIFI quanto no ELISA S7. Estes resultados sugerem reagdes falso-positivas, e
demonstram que, de acordo com o Manual de Vigilancia Epidemiolégica, se os soros de
caes vacinados forem testados em dois métodos (ELISA e RIFI), a possibilidade de um
cao vacinado apresentar resultado positivo sera remota. Desta maneira, a vacinacao da
populagao canina néo dificultaria as agbes atualmente empregadas para o controle da
Leishmaniose Visceral, mas poderia, no futuro, ser somada as medidas ja adotadas,
evitando assim a eutanasia de caes.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, ELISA, RIFI, vacina FML, sorologia.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis, serious and fatal disease, has the dog as main reservoir
of the agent Leishmania infantum in urban environment. The control actions developed
by the Brazilian Program of Visceral Leishmaniasis Control are focused on the canine
reservoir through identification and euthanasia of seropositive animals, due to high
cutaneous parasitism in these animals, the amount of infected dogs and the closeness
to the human being. Therefore, the adoption of prophylactic measures like dog
vaccination would be an important tool to reduce the number of infected dogs and
consequently the vector infection and the disease transmission. Besides that, the
adoption of prophylactic measures in these animals, like the usage of deltametrin
embedded collars, topic usage repellent and vaccines are the only available alternatives
for these animals, since dogs treatment has been forbidden by law in Brazil since 2008.
Although it has been available since 2004, the Leishmune® vaccine is not widely used
in Brazil yet, especially due to the possibility of vaccinated dogs showing positive
serology, being impossible to differentiate them from infected dogs. The objective of this
work was to evaluate the serologic profile of healthy and vaccinated dogs who live in
endemic areas and of naturally infected dogs with Leishmania Infantum/ chagasi, and
also evaluate the possibility of serologic differentiation using the same methods
nowadays adopted by official epidemiological surveys and in private diagnosis
laboratories: ELISA and IFA with L. major-like antigens, produced by Bio-Manguinhos
Laboratory and ELISA S7, produced by Biogene Laboratory. All the dogs sera were
tested in the three methods, and the results showed that no vaccinated dog presented a
positive result in more than one test. Only a vaccinated dog (1/39), presented 1:40 in
IFA, and 4 dogs (4/39) presented a ELISA L. major-like positive result. No vaccinated
dog sera presented positive result in ELISA S7. The only IFA positive result was
negative in the other two methods and the four positive sera in ELISA L. major-like were
negative either in IFA, as in ELISA S7. These results suggest false positive reactions
and demonstrate that according to the Epidemiological Surveillance Manual, if the
vaccinated dogs sera are tested in two methods (ELISA and IFA), the possibility of a
vaccinated dog to present a positive result is remote. Thus, the vaccination of a big
quantity of dogs would not disturb the presently adopted actions for Visceral
Leishmaniasis control, but could in the future be added to the already adopted
measures, therefore avoiding the dogs euthanasia.

Key-words: Visceral Canine Leishmaniasis, ELISA, IFA, FML vaccine, serology.
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1. Introducao

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose severa e cronica causada, no Novo
Mundo, pelo protozoario Leishmania infantum/ Leishmania chagasi (Mauricio et al.
1999; Dantas-Torres, 2006a). E transmitida pela picada do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi e pode acometer humanos e outros
animais, especialmente cades (ROBERTS, 2003; FRANCA-SILVA et al., 2005; DANTAS-
TORRES 2006b; CARRILLO & MORENO, 2009).

Na epidemiologia da LV neotropical, o cdo € a espécie mais importante, porém a
participacdo de humanos e outros animais silvestres ndo pode ser negligenciada
(CARRILLO & MORENO, 2009). Por esta raz&o a leishmaniose visceral canina (LVC) é
considerada uma enfermidade de importancia ndo s6 na saude publica, mas também
veterinaria (FRANCA-SILVA et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006b).

No Brasil, a eliminagcdo de caes infectados estd baseada principalmente em
métodos soroldgicos, sendo parte do Programa Nacional de Controle da Leishmaniose
Visceral Canina. A eutanasia € um procedimento controverso, ndo so6 devido a falta de
consenso entre os pesquisadores sobre sua real eficacia no controle da LV, mas
também pela oposigao dos proprietarios dos caes, médicos veterinarios e organizagdes
protetoras dos animais (DYE, 1996; DIETZE et al.,, 1997; COURTNAY et al., 2002;
LAINSON & RANGEL, 2005; DANTAS-TORRES, 2006b; NUNES et al., 2008). O
estabelecimento de ferramentas imunoprofilaticas representa uma importante
contribuicdo para a estratégia de controle da LV (ARAUJO et al., 2009), tendo a
vacinagao canina sido apontada, através de um modelo matematico (DYE, 1996), como

0 mais potente fator para reducdo da LV humana e canina.
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Em junho de 2003 foi licenciada no Brasil, pelo Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), a Leishmune®, uma vacina de segunda geragao composta
pela glicoproteina Fucose Manose Ligante (FML), uma fracdo purificada isolada da
Leishmania donovani e adicionada ao adjuvante de imunidade saponina. A vacina
demonstrou protecdo de 92% a 99% em estudos de campo realizados com desafio
natural (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; BORJA-CABRERA et
al., 2008).

Nos estudos realizados com a Leishmune®, a avaliagdo de parametros
sanguineos como contagem de linfécitos CD4+, CD8+ e CD21+, além da
intradermorreagao (IDR), foram utilizados para comprovar a resposta imune celular
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et
al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; ARAUJO et al., 2008).

Ja o método ELISA-FML, cujo antigeno é a mesma glicoproteina da vacina, foi
utilizado para a mensuracéo da resposta imune humoral (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,
1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et
al., 2002; SANTOS et al., 2002; MENDES et al., 2003).

A deteccdo de anticorpos especificos anti-FML em cées imunizados com a
Leishmune®, quando utilizado o ELISA FML, abriu caminho para a hipétese de que
estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos métodos soroldgicos
licenciados no Brasil (ELISA L. major-like e RIFI L. major-like, utilizados nos inquéritos
soroldgicos oficiais e no ELISA S7 utilizado nos laboratérios particulares), apresentando
reacdes falso-positivas.

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de

Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos (ELISA L. major-like) e pelo laboratorio

17



Biogene (ELISA S7), e o método RIFI (RIFI L. major-like), produzido pelo Instituto Bio-
Manguinhos, estdo devidamente registrados no Ministério da Saude (Bio-Manguinhos)
e Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, (Biogene), sendo, portanto, os
unicos testes soroldgicos oficialmente aceitos para o diagndstico da LVC.

Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem
antigenos complexos de Leishmania majorlike, e o kit ELISA S7, produzido pelo
laboratdrio Biogene, utiliza a proteina recombinante HSP70, o fragmento S7 da HSP 70
- Heat Shock Protein - de L. chagasi como antigeno (Andrade & Andrade, 1995). O
ELISA L. major-like apresenta especificidade 91,7% e sensibilidade de 94,7% e a RIFI
L. major-like apresenta especificidade de 80% e sensibilidade de 90%, de acordo com o
fabricante. O kit ELISA S7 apresenta especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%,
de acordo com o fabricante. De acordo com Palatnik et al. (1995), o método ELISA FML
apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 96% no diagndstico de pacientes
humanos infectados com L. chagasi, além de ter apresentado maior sensibilidade
quando comparada a RIFl na deteccdo de caes assintomaticos infectados pela L.
chagas (Borja-Cabrera et al., 1999).

Desde que a vacina Leishmune® foi licenciada, como uma ferramenta a mais
para o controle da LVC, o maior entrave ao seu uso em larga escala foi a duvida sobre
a possibilidade de diferenciagao sorolégica entre caes vacinados saudaveis e caes
doentes, através dos métodos soroldgicos utilizados nos inquéritos caninos oficiais
(ELISA L. major-like e RIFI L. major-like), j& que no Brasil, os cdes soropositivos sdo
eutanasiados. Sendo assim, a vacinagdo de caes poderia dificultar as agdes de
controle da LV e resultar em eutanasia de animais vacinados e sadios em um eventual

inquérito epidemioldgico realizado.
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Caso os testes soroldgicos atualmente disponiveis e utilizados nos inquéritos
soroldgicos caninos nao identifiquem os anticorpos gerados apds a vacinagao dos caes,
um grande obstaculo ao uso da vacina tera sido superado, podendo, no futuro, a
vacinagdo canina ser somada as medidas ja adotas pelo Programa Brasileiro de
Controle da leishmaniose visceral.

De acordo com levantamento realizado por Palatnik-de-Sousa et al. (2009), a
vacinagao dos caes com a Leishmune® nao interferiu na campanha de controle da LV
do Municipio de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, uma vez que neste Municipio,
nos bairros onde havia a maior porcentagem de caes vacinados, foi identificado o
menor numero de soropositividade nos exames sorolégicos oficiais (ELISA L. major-like
e RIFI L. major-like), de acordo com levantamentos do Centro de Controle de Zoonoses
da cidade. O mesmo foi observado no Municipio de Campo Grande, Estado do Mato
Grosso do Sul, em um levantamento epidemioldgico envolvendo 110 mil caes (Palatnik-
de-Sousa et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil sorolégico dos caes vacinados com
a Leishmune® e dos caes infectados que vivem em areas endémicas para a LVC, nos
trés testes atualmente licenciados no Brasil — ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e
ELISA S7 e avaliar a interferéncia dos caes vacinados no Programa Brasileiro de
Controle da LV. Além desses testes, o ELISA FML foi realizado para comprovar a
presenca de anticorpos especificos anti-FML nos caes vacinados, confirmando a
suspeita de que os anticorpos induzidos pela vacina Leishmune® podem ser

detectados somente quando se utiliza o ELISA FML .
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2. Revisao de literatura

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania. O género Leishmania compreende parasitos heteroxénicos de hospedeiros
mamiferos, entre eles o homem, canideos e roedores. Os insetos vetores sao
flebotomineos da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, sendo os géneros
Phlebotomus e Lutzomyia os mais importantes na transmissdo das leishmanias no

Velho e no Novo Mundo, respectivamente (LAINSON & SHAW, 1987).

Este grupo de doencas esta entre as trés mais importantes transmitidas por
vetores, depois somente da malaria e da filariase linfatica. O complexo € endémico em
muitas regides tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo, estando presente
em 88 paises, estimando-se mais de 350 milhbes de pessoas em area de risco. A
incidéncia é estimada em dois milhées de novos casos por ano, sendo 500 mil de LV e
um e meio milhdes de leishmaniose tegumentar americana (LTA) (DESJEUX, 2004). A
média anual gira em torno de 59 mil mortes em humanos, no mundo, em decorréncia da
LV, média superada apenas pela malaria entre as doengas parasitarias. A LV é hoje
considerada a principal doenca infecciosa entre as populagbes pobres, que vivem
principalmente em areas rurais e suburbanas (ALVAR et al., 2006).

As leishmanioses podem apresentar amplo espectro de formas clinicas, desde
uma lesdo cutanea localizada, com cura espontdnea a uma doenga sistémica
generalizada. As diferentes manifestagdes clinicas das leishmanioses dependem de

varios fatores tais como: espécie de Leishmania envolvida e sua viruléncia e aspectos
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relacionados a condigao nutricional e imunoldgica do hospedeiro. As leishmanioses sao
classificadas em quatro principais formas clinicas denominadas: leishmaniose cutanea
localizada, leishmaniose cutdneo-mucosa, leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose
visceral (LV), sendo que no Novo Mundo as trés primeiras formas sdo agrupadas em

uma unica denominagao conhecida por leishmaniose tegumentar americana (LTA).

2.2 Leishmaniose visceral

A LV é uma antropozoonose causada pelo protozoario flagelado pertencente a
ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e Género Leishmania (DEANE &
GRIMALDI, 1985). As Leishmanias envolvidas na LV pertencem ao complexo
Leishmania donovani, que é representado pelas espécies L. (Leishmania) donovani, L.
(L.) infantum e L. (L.) chagasi (LAINSON & SHAW, 1987).

Estudos atuais utilizando técnicas bioquimicas e moleculares (MAURICIO et al.,
1999) demonstraram que as espécies L. infantum e L. chagasi apresentam diferengas
minimas entre si. Entretanto, atualmente existe uma grande diversidade de
denominagdo para o agente etiolégico da Leishmaniose Visceral nas Américas
(DANTAS-TORRES, 2006a). Segundo Shaw (2006), a denominagdo Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi é correta, de acordo com o Cddigo Internacional de
Nomenclatura Zoolégica (Comisséo Internacional de Nomenclatura Zooldégica 1999), e,
portanto, neste trabalho, adotaremos a nomenclatura L. (L.) infantum chagasi para o

agente etiolégico da LV e LVC.
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2.2.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral

A LV ocorre em areas tropicais e subtropicais do mundo, estando distribuida em
todos os continentes, & excecdo da Oceania e Antartida. Na india, Paquistdo, China
Oriental, Bangladesh, Nepal, Sudao e Kénia, o agente etiolégico da LV é L. donovani,
onde a doenca possui perfil antroponético (TAVARES et al., 2003). Na Asia central e
sudoeste, no nordeste da China, norte da Africa e Europa mediterranea é causada por
L. infantum, e nos 12 paises em que ocorre nas Américas, o agente etiologico é
considerado L. chagasi. O Brasil é responsavel pela quase totalidade dos casos de LV
na Américas, sendo que no periodo compreendido entre os anos de 1984 a 2004, a
média anual de casos de LV foi de 3.352 registros com incidéncia de dois casos para
cada 100.000 habitantes, apresentando tendéncia ao crescimento. A letalidade média
neste mesmo periodo foi de 6,3%, entretanto observou-se aumento de 100%, passando
de 3,6% em 1994 para 7,4% em 2004 (ELKHOURY, 2006).

E também conhecida como calazar (Kala-azar), febre dum-dum, febre de Assam,
esplenomegalia tropical ou doenga negra (DEANE & GRIMALDI, 1985), sendo a forma
mais grave da doenga e considerada antropozoonose. Em areas urbanas, os caes
domésticos s&o considerados os principais reservatérios da L. (L.) infantum chagasi,
para a infeccdo humana (ASHFORD, 1996), devido a alta susceptibilidade a infecgéo e
ao alto parasitismo de pele, frequentemente observado nestes hospedeiros, além da
préoxima relagcdo com o homem, tanto em areas rurais quanto em urbanas (CUNHA et
al., 1995). Em areas rurais, animais silvestres como raposas e gambas também sao
importantes na epidemiologia da doengca (CORREDOR et al., 1989).

No Brasil, a Lutzomyia longipalpis € o principal vetor implicado na disseminagao

e transmissao do agente, sendo a Lutzomyia cruzi incriminada como vetor no Estado do

22



Mato Grosso do Sul (GALATI et al.,, 1997; DOS SANTOS et al.,, 1998, DE PITA
PEREIRA et al., 2008). A espécie Lutzomyia evansi é incriminada na transmisséo da LV
em outros paises da América Latina (ADLER et al., 2003, MONTOYA-LERMA et al.,
2003, DE LIMA et al., 2009).

A LV é uma doenga emergente em diferentes areas urbanas brasileiras.
Transformagbes ambientais associadas a movimentos migratoérios e ao processo de
urbanizagao podem explicar, em parte, porque a LV, doencga originalmente restrita as
areas rurais, passou a ocorrer de forma endémica e epidémica em grandes cidades
brasileiras (COSTA et al.,, 1990; MENDES et al., 2002). O processo desordenado de
ocupacgao urbana resultou em condi¢coes precarias de vida e destruicdo ambiental,
fatores que também podem ter influenciado a emergéncia da doenga no meio urbano.

Por um lado, o vetor se adapta facilmente as condi¢cdes peridomésticas de areas
depauperadas, explorando o acumulo de matéria organica gerada por animais
domésticos e mas condi¢gdes sanitarias. Por outro, cdes abandonados vagando na
periferia da cidade podem infectar-se quando entram em contato com vetores
infectados do meio silvestre e, ao retornarem para o interior da cidade, servirem de
amplificadores da infecgdo para outros cdes e humanos. Evidéncias indicam que
pessoas infectadas também podem atuar como reservatérios da infecgdo para os

flebotomos (COSTA et al., 2002).
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2.3 Leishmaniose visceral canina

2.3.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral canina

A LVC esta entre as principais zoonoses globais, sendo responsavel por doenga
severa e fatal nos caes. No caso da L. (L.) infantum chagasi, o cao é considerado o
principal hospedeiro doméstico (MOLANO et al., 2003). Outros membros da familia
Canidae também sao apontados como reservatorios: Licalopex vetulus (DEANE, 1956)
e Cerdocyon thous (LAINSON & SHAW, 1987; CURI et al., 2006).

Os caes desempenham papel importante na transmissdo de L. (L.) infantum
chagasi para o homem, ja que preenchem as condigdes necessarias para serem
considerados reservatorios de L. (L.) infantum chagasi, por serem altamente
susceptiveis a infeccdo, por possuirem alto parasitismo cutaneo, e principalmente pelo
seu convivio junto ao homem (OLIVEIRA et al., 2005; DANTAS-TORRES & BRANDAO-
FILHO, 2006). Os demais canideos proporcionam a manutengao do ciclo silvestre da
LV (ALVAR et al., 2004). L. (L.) infantum chagasi ja foi descrita também em outros
animais como o gato doméstico (Felis catus), marsupiais (Didelphis albiventris, D.
marsupialis), roedores (Rattus rattus; Nectomys squamipes; Proechimys canicollis)
entre outros (SHERLOCK et al., 1984; SHERLOCK, 1996; DANTAS-TORRES &
BRANDAO-FILHO, 2006). Entretanto, o papel destes animais em relacdo a
epidemiologia da LV carece de mais estudos, para determinar sua relevancia no
contexto da transmissdo ao homem (ALVAR et al., 2004; DANTAS-TORRES &
BRANDAO-FILHO, 2006).

Os caes podem ser infectados por outras espécies de Leishmania, responsaveis

pelas formas cutdnea e mucocutanea da doenga em humanos (LEMRANI et al., 2002;
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DANTAS-TORRES 2007), porém, para estas espécies, os caes parecem nao atuar

como reservatorios (DANTAS-TORRES 2007).

2.4 Ciclo biolégico

A Leishmania é um parasito digenético, que completa seu ciclo de vida em dois
hospedeiros: um flebotomineo, que abriga as formas extracelulares flageladas, as
promastigotas, e um mamifero, onde as formas amastigotas intracelulares se
desenvolvem (KILLICK-KENDRICK, 1999). A infeccéo dos vetores ocorre pela ingestao
de formas amastigotas do parasito, existentes no citoplasma de células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) presentes na derme do hospedeiro infectado. No
intestino médio do flebétomo as formas amastigotas transformam-se em promastigotas,
formas mdveis que se aderem ao epitélio do tubo digestivo, iniciando entao o processo
de multiplicagdo, com migragao para o intestino anterior e diferenciagao para as formas
promastigotas metaciclicas, infectantes, que invadem a faringe do inseto. As fémeas se
tornam infectantes trés a quatro dias ap6s o repasto sanguineo. Em nova alimentagao,
as formas promastigotas metaciclicas infectantes sdo depositadas na derme do préximo
hospedeiro, junto a saliva do inseto (SCHLEIN, 1993, LAINSON & RANGEL, 2005).

Lerner et al. (1991), Castro-Sousa et al. (2001) e Killick-Kendrick (2002) relatam
que a saliva dos flebotomineos exerce importante papel na transmissao de Leishmania,
potencializando a infecgdo, quer seja pela sua capacidade anticoagulante, quer por

conter peptideos de grande poder vasodilatador.
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2.5 Manifestacdes clinicas na leishmaniose visceral canina

A LVC se caracteriza pela sua enorme variabilidade de manifestacdes clinicas e
dos tipos de lesbes apresentadas, devido basicamente a fatores individuais
relacionados ao tipo de resposta imunoldgica desenvolvida, grau de infecgao, tempo de
evolucao da enfermidade e aos 6rgaos afetados (FERRER et al., 1995). Cerca de 50%
a 60% de todos os caes portadores de formas amastigotas ndo exibem qualquer sinal
clinico da doencga, e 20% destes animais apresentam parasitos na pele (ALVAR et al.,
2004; BANETH, 2006). Alvar et al. (2004) citam que cerca de 15% dos animais
infectados sdo capazes de se recuperar dos sinais clinicos e eliminar os parasitos
espontaneamente.

Durante o curso da doenga pode ocorrer proliferagdo generalizada do parasito,
colonizando 6rgaos linféides e nao linféides (linfonodos, bago, medula éssea, figado,
rim, pancreas, intestino, testiculos, pulméo, olhos e articulagées entre outros) e indugao
de reagao granulomatosa com numero variavel de formas amastigotas (BURACCO et
al., 1988). Ocorre ainda proliferacdo de linfécitos B, histidcitos, macrofagos,
plasmdcitos, resultando em linfoadenopatia generalizada e algumas vezes
hepatoesplenomegalia (FERRER, 2002).

Além da proliferagao parasitaria e celular, ocorre produgao de grande quantidade
de imunocomplexos que se depositam na parede dos vasos, responsaveis por
processos inflamatérios degenerativos e necréticos em diversas regides do organismo,
constituindo o componente mais patogénico da enfermidade (FERRER, 2002; NOLI,
1999).

As alteracbes dermatoldgicas estdo presentes na maioria dos casos e incluem

excessiva descamacgao da epiderme, pelame seco, queda de pélos, areas de alopecia,
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despigmentagao cutanea, hiperqueratose, uUlceras e nédulos intradérmicos (FERRER et
al.,, 1992, KONTOS & KOUTINAS, 1993, FERRER, 1999, KOUTINAS et al., 1999,
NOLI, 1999, FEITOSA et al., 2000, BANETH, 2006). Pode-se observar também
onicogrifose, associada a presenga do parasito estimulando a matriz ungueal
(MARZOCHI et al., 1985, FERRER et al., 1988, CIARAMELLA et al., 1997, KOUTINAS
et al., 1999, BANETH, 2006) e uma mioatrofia, inicialmente nos musculos das fossas
temporais, seguida, sucessivamente, pelo resto da musculatura do corpo (FERRER et
al., 1988; FERRER et al., 1992; KONTOS & KOUTINAS, 1993).

Quadros de LVC podem vir acompanhados de lesbes oculares como
blefaroconjuntivite, ceratoconjuntivite seca ou nao, uveite, conjuntivite folicular e
membranosa e panoftalmite, dentre outras, que sao decorrentes, principalmente, do
depdsito de imunocomplexos (FERRER et al., 1988). Os exames histopatolégicos do
trato uveal, revelam infiltrado linfohistioplasmocitario perivascular, além da observacao
de amastigotas. Durante a evolugao da enfermidade, as primeiras estruturas oculares
que se alteram sdo a conjuntiva e a Uvea, devido a sua maior vascularizagdo. As
uveites granulomatosas associadas a presenca de amastigotas nos macrofagos, ou
linfoplasmocitaria de origem imunitaria frequentemente sao resistentes a terapia tépica
e/ou sistémica que evoluem para quadros de glaucomas e endoftalmites com
consequente perda do globo ocular (ROZE, 1986, PENA et al., 2000).

A multiplicacdo dos parasitos nos macréfagos hepaticos pode causar, além da
hepatomegalia, hepatite difusa crénica, que se manifesta clinicamente por vomitos,
poliuria, poilidipsia, anorexia e perda de peso (FERRER, 1992; KONTOS & KOUTINAS,
1993; NOLI, 1999). Existem controvérsias sobre a ocorréncia de lesdao hepatica em

caes com LV; ha autores que relatam que é muito comum (KONTOS E KOUTINAS,
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1993), enquanto outros reportam que o envolvimento hepatico ocorre apenas em
pequena porcentagem de animais (FERRER et al.,, 1992, CIARAMELLA et al., 1997;
FERRER, 1999, COSTA VAL, 2004).

As lesbes renais associadas a infecgdes por LV nos céaes, sdo decorrentes do
depdsito de imunocomplexos nos glomérulos e por ativagdo do complemento, causando
normalmente a morte do animal (FERRER et al., 1988).

A anorexia normalmente €& observada em animais que ja apresentam
comprometimento renal e geralmente ocorre como resultado de azotemia crénica
(KONTOS & KOUTINAS, 1993).

Alteragbes no bago de caes portadores de LV sdo bastante variaveis (COSTA
VAL, 2004). Os parasitos induzem uma desorganizagao na estrutura celular do 6rgao,
com hiperplasia da polpa branca e vermelha, determinando esplenomegalias em
diferentes graus (CIARAMELLA et al., 1997, KOUTINAS et al.,, 1999, ALVAR et al.,
2004, BANETH, 2006).

Caes com LV podem apresentar sinais clinicos de diateses hemorragicas, como
petéquias, sufusdes e, principalmente epistaxe (FERRER et al., 1988, CIARAMELLA et
al., 1997, KOUTINAS et al., 1999). Além da ocorréncia de ulceracbes na cavidade
nasal, que é a provavel causa da epistaxe (KONTOS & KOUTINAS, 1993; KOUTINAS
et al., 1999), outras causas para a ocorréncia de hemorragias incluem vasculite,
hiperglobulinemia, uremia, sequestro esplénico de plaquetas e, eventualmente,
trombocitopenia por aplasia ou hipoplasia medular (KONTOS & KOUTINAS, 1993;
NOLI, 1999).

Ocorre também elevagao das proteinas plasmaticas totais e na eletroforese

sérica observa-se inversdo da relagdo albumina/globulina, com aumento da fragao
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gama, caracterizando hipergamaglobulinemia, com diminuicdo da albumina em alguns
casos (KEENAN et al., 1984). Segundo Noli (1999), a hipoalbuminemia pode ser devido
ao comprometimento hepatico, a proteinuria observada no paciente nefropata, além da

desnutricdo em animais com anorexia.

2.6 Resposta Imune

Em relagdo a imunidade protetora e aos processos imunopatolégicos, durante a
infeccao por parasitos do género Leishmania, evidéncias experimentais indicam que
aspectos inerentes tanto ao parasito quanto ao hospedeiro podem influenciar de
maneira crucial nestes processos. A incapacidade do hospedeiro em controlar a
infeccdo esta aparentemente relacionada a dois fatores principais: a habilidade de
algumas cepas de Leishmania resistirem a imunidade inata e adaptativa do hospedeiro,
bem como o estabelecimento de um perfil de imunidade celular e humoral pelo
hospedeiro vertebrado que favorega um microambiente apropriado para a instalagdo do
parasito no SFM (GRIMALDI & TESH, 1993). Uma observacao importante referente a
resposta imune na infecgdo por Leishmania é que, durante a infecgdo, o organismo
hospedeiro fica exposto a uma série de antigenos derivados do parasito, respondendo
a estes estimulos através de mecanismos multiplos da imunidade celular e humoral.

O estabelecimento de uma resposta imune protetora ou ndo exige também
antigenos apropriados presentes nas células, a indugao e a proliferacéo de células T e
a ativacao de macréfagos eficientes no controle da infecgdo. As subpopulagbes de
células T que expressam a molécula de CD4 podem ser subdivididas em linhagens Th1
e Th2, e séo distinguiveis pelas citocinas produzidas e pelos efeitos imunolégicos que

elas comandam. As células Th1 produzem principalmente as interleucinas 2 (IL-2) e 12
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(IL-12), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-y (IFN-y) que pode iniciar a
imunidade celular mediada e citotoxicidade. As células Th2 mediam a imunidade
humoral, através da produgao predominantemente das interleucinas 4, 5, 6, 10 e 13 e
apresenta comportamento antagonista das células Th1. O tipo de resposta imune
produzida (Th1 ou Th2) é determinada principalmente pelas citocinas produzidas apés
o encontro dos macrofagos com o antigeno (NOLI,1999, PINELLI, et al., 1999,
BELKAID, 2000, DAY, 2004).

PINELLI (1997) demonstrou que linfécitos T CD8+ desempenham importante
papel na imunidade protetora na LVC causada por L. (L.) infantum chagasi, uma vez
que essas células sdo capazes de montar resposta do tipo Th1, através da producao de
IFN-y além de apresentarem habilidade de lisar macréfagos infectados por este
parasito. Foi observado ainda por PINELLI et al. (1994), que células de caes
assintomaticos, estimuladas in vitro, com o antigeno soluvel do parasito, sdo capazes
de produzir elevados niveis de IL-2 e IFN-y quando comparado as células de caes
sintomaticos. Por outro lado, células de caes sintomaticos foram incapazes de produzir
IFN-y quando cultivados na presenga de antigenos do parasito, sugerindo que a
suscetibilidade de caes a infeccdo esta associada a inabilidade de ativar resposta
imune do tipo Th1.

Adicionalmente a esses encontros, REIS (2001) em estudos realizados em caes
naturalmente infectados com L. chagasi, observaram elevacdo no percentual de
esplendcitos T CD8+ em culturas in vitro estimuladas com antigenos de L. chagasi, em
relacéo a culturas controle, apenas no grupo de caes assintomaticos. Esse dado reforga

a hipotese de que a habilidade do hospedeiro assintomatico em recrutar células T CD8+
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na presenga do estimulo antigénico estaria intimamente ligada ao estabelecimento /
manutencio de estado de equilibrio com o parasito.

Outro fator importante durante o processo de infecgdo pela Leishmania é a
atividade anti-Leishmania (efeito citostatico e citotdéxico) promovida pelos macrofagos
por meio da producdo de oxido nitrico (NO). Para a ativagdo dos macréfagos e
consequente producdo de NO sio necessarios dois sinais consecutivos, sendo que
comumente o primeiro sinal € o IFN-y (DING et al., 1988, DRAPIER et al., 1988,
CRAWEFORD, et al., 1994). Em condigdes fisioldgicas, o Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a) é o segundo sinal para macrofagos primados com IFN-y (DING et al., 1988;
DRAPIER et al., 1988) e evidéncias indicam que componentes dos parasitos podem
atuar como estimulos direto para a produgdo de TNF-a (GREEN et al.,1990). Outras
citocinas, principalmente interleucina 2 (IL-2), (COX et al., 1990) podem atuar
sinergisticamente com INF-y para ativagao de macréfagos (NUSSLER & BILLAR, 1993;
OSWALD et al., 1994). Estudos realizados em modelos murinos para leishmaniose tém
mostrado que a indugao de oxido nitrico € um dos principais mecanismos efetores de
macréfagos na eliminagdo da infeccdo por Leishmania (LIEW, 1990; MAUEL et al.,
1991).

A resposta imune humoral (Th2), com a produgao de citocinas antiinflamatdrias,
como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10), e a
proliferagdo de células B, com a subsequente produgao de anticorpos, € deletéria e ndo
protetora (NOLI, 1999, PINELLI et al.,, 1999, FEITOSA et al., 2000). A atividade
exuberante de linfécitos B pode gerar grande quantidade de imunocomplexos
circulantes, responsaveis por quadros de vasculite, uveite, poliatrite e glomerulonefrite

(KONTOS & KOUTINAS, 1993; FERRER et al., 1995; NOLI, 1999; FEITOSA et al,,
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2000). Na enfermidade natural, estdo ativados tanto Th1 quanto Th2, sendo que a
variedade dos sintomas e a gravidade da doenga dependem do equilibrio entre esses
dois sistemas (NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).

Solano-Gallego et al.,, (2000) demonstraram que a raga ‘“lbizian hound”
desenvolve resposta predominante celular, apresentando resisténcia natural a doenca.

Assim, acredita-se que uma intervencao vacinal que possibilite o0
desencadeamento de imunidade do tipo 1, com predominio de resposta celular
antigeno-especifica, seja fundamental para o éxito do processo de vacinagao contra a

LVC.

2.7 Diagnéstico

O diagndstico acurado da LVC pode ser dificil, e sé deve ser estabelecido apos
criterioso exame fisico, e deve haver uma combinagdo de exames parasitologicos,
sorologicos e moleculares (FERRER, 1999, ALVAR et al., 2004). Este processo
representa desafio real ao clinico veterinario, pela presenca de animais assintomaticos,
pela diversidade da sintomatologia clinica apresentada e pela dificuldade em se obter
uma prova diagnéstica que oferegca 100% de sensibilidade e especificidade (FERRER
et al., 1988; NOLI, 1999).

Por tratar-se de doencga de notificagdo compulséria no Brasil, o diagnéstico da LV
deve ser feito de forma precisa, e, para isso, € importante profundo conhecimento do
método utilizado, suas limitagdes e sua interpretagdo clinica (FERRER, 1999;
MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2003). Existem, basicamente, trés categorias de
provas utilizadas para o diagnéstico da LV: as parasitoldgicas, para demonstragdo do

parasito; as soroldgicas, para deteccdo de anticorpos especificos anti-Leishmania e as
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moleculares, que se fundamentam na amplificacdo do DNA do parasito (FERRER,
1999).

A detecgdo de anticorpos anti-Leishmania circulantes, utilizando técnicas
sorodiagnodsticas, constitui instrumento essencial no diagnéstico da LVC (FERRER,
1999). Animais doentes desenvolvem, principalmente, resposta imune humoral e
produzem altos titulos de IgG anti-Leishmania (FERRER, 1999, FERRER, 2002). A
soroconversao ocorre aproximadamente trés meses apds a infeccdo e os titulos
permanecem elevados por pelo menos dois anos (FERRER, 2002).

A grande produgdo de anticorpos causada pelo parasitismo faz dos métodos
soroldgicos uma ferramenta importante, seja para o diagnéstico individual da infeccéo e
da enfermidade ou na aplicagdo de inquéritos epidemiolégicos. No entanto, estes
métodos apresentam como desvantagens a possibilidade de reag¢des cruzadas com
outros tripanossomatideos que sao prevalentes em algumas regides (COSTA et al.,
1991; GENARO, 1993; GRADONI, 2002; ALVES & BEVILACQUA, 2004; MINISTERIO
DA SAUDE BRASIL, 2006; FERREIRA et al.; 2007).

Diversas técnicas sorodiagnosticas sao utilizadas na busca de anticorpos
especificos da doencga, principalmente a Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
ELISA, reacdo de fixacdo de complemento, teste de aglutinagdo direta e Western
blotting (GRADONI, 2002). Porém, todas as técnicas apresentam suas limitagdes,
principalmente quanto a especificidade e sensibilidade (GENARO, 1991). As técnicas
soroldgicas recomendadas atualmente no Brasil, pelo Ministério da Saude, para o
inquérito canino sdo a RIFI e o ELISA (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2006).

A RIFI é considerada “padrdao ouro” entre os pesquisadores europeus,

principalmente porque, a principio, nos paises do Mediterraneo, ndo ha preocupagao
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com reagdes cruzadas, contrariamente aos paises do Novo Mundo (GRADONI, 2002).
Sua especificidade é prejudicada devido a presenga de reagbes cruzadas com
Trypanossoma cruzi, LTA (COSTA et al.,, 1991; ALVES & BEVILACQUA, 2004
MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2006) e Erlichia canis (FERREIRA et al., 2007), mas
ainda assim é amplamente utilizado em levantamentos epidemiolégicos visando a
deteccédo da infecgao em caes (COSTA et al., 1991; GENARO, 1991).

Alves e Bevilacqua (2004), baseados em dados de inquéritos soroldgicos
caninos realizados na cidade de Belo Horizonte (MG), no periodo de 1993 a 1997,
concluiram que, de acordo com os valores preditivos positivos e negativos da RIFI,
(14,5% e 99,5%, respectivamente), dos 15.117 cées identificados como positivos, de
um total de 415.683 cides examinados pela RIFI, 12.925 seriam falso-positivos. E,
dentre os 400.566 identificados como negativos, 2003 seriam, na verdade, falso-
negativos. Neste trabalho, os pesquisadores concluem que ha elevada confianga no
resultado negativo de um animal, ndo sendo verdade tal assertiva para um cao que
apresente exame com resultado positivo pela RIFI, j& que o numero de resultados falso-
positivos foi muito mais elevado do que o numero de resultados falso-negativos.

O ELISA, introduzido por Hommel et al. (1978), € uma metodologia que permite a
realizacdo de grande numero de exames em curto espago de tempo, apresentando alta
sensibilidade. Estudos em areas endémicas demonstraram maior sensibilidade deste
método em relagao a RIFI, quando utilizado soro e sangue total de caes, coletados em
papel de filtro (EVANS et al., 1990; OLIVEIRA et al, 2005).

Segundo Gontijo e Melo (2004), o ELISA caracteriza-se por apresentar algumas
vantagens, como a sensibilidade mais elevada, permitir a detecgdo de baixos titulos de

anticorpos; rapidez; facil execugdo e leitura. Os antigenos utilizados séao
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tradicionalmente derivados de culturas in vitro de promastigotas e consistem em um
repertério de pelo menos 30 antigenos somaticos e inumeros componentes de
superficie (TAVARES et al., 2003).

De forma semelhante ao que ocorre na RIFI, reacdes cruzadas com espécimes
pertencentes a mesma familia ou com microorganismos filogeneticamente distantes
podem ocorrer (TAVARES et al., 2003; ROSARIO et al., 2005, FERREIRA et al., 2007).

Paranhos-Silva et al. (1996) num inquérito epidemioldégico canino, envolvendo
148 amostras, 46 positivas e 102 negativas, compararam as técnicas RIFI e ELISA
quanto a sensibilidade e a especificidade, os melhores resultados foram obtidos com o
ELISA, que apresentou 78% de sensibilidade e 100% de especificidade.

Almeida et al. (2005) em estudo realizado nos Estados da Bahia e Pernambuco,
em areas endémicas de LVC, avaliaram a sorologia de caes naturalmente infectados
por L. chagasi utilizando-se RIFI e ELISA. Considerando os sinais clinicos de LV, os
caes foram agrupados em sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos, além de
um grupo controle negativo. Ao final do estudo os resultados indicaram reduzida
sensibilidade e elevada especificidade da RIFI (83 e 100%) quando comparadas aos do
ELISA (94 e 90%). Os autores concluiram que os anticorpos 1gG anti-Leishmania foram
detectados em todos os animais pertencentes aos grupos sintomaticos e
oligossintomaticos utilizando os dois testes simultaneamente, indicando a necessidade
de se utilizar dois diferentes testes sorolégicos no diagndstico da LVC.

O fato das técnicas soroldgicas convencionais utilizarem antigenos brutos,
formas completas de promastigotas ou amastigotas ou extratos soluveis destes, limita
consideravelmente sua especificidade (ALVAR et al., 2004). Desta forma, énfase tem

sido dada na caracterizacdo de componentes antigénicos da Leishmania, antigenos
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purificados e recombinantes, como ferramenta para obtencdo de um diagndstico mais
especifico (TAVARES et al., 2003).

Considerando isto, uma questao relevante na execugcdo do ELISA consiste na
especificidade do antigeno utilizado no ensaio. Sabe-se que alguns podem estar
estreitamente relacionados a outros parasitos. A proteina de superficie gp63 esta
presente em todas as espécies do género Leishmania e outros parasitos da Familia
Tripanossomatidae. Da mesma forma, a crescente distribuicdo geografica da LV, LTA e
Doenga de Chagas incrementam os problemas relativos a especificidade dos ensaios
imunodiagnodsticos (PALATNIK-DE- SOUZA et al., 1995).

Considerando a necessidade da caracterizacdo de antigenos espécie
especificos para acurado diagnéstico e progndstico da LV, Palatnik-de-Souza et al.
(1995) avaliaram o complexo glicoprotéico de superficie (FML) de formas promastigotas
de L. donovani na realizagdo do ELISA. Os resultados obtidos mostraram sensibilidade
de 100% e especificidade de 96% no diagndéstico do calazar em pacientes infectados
por L. chagasi. Nao foi observada reacdo cruzada com pacientes que apresentavam
LTA ou Doenca de Chagas e em 20% dos pacientes aparentemente saudaveis, com
valores positivos para o ELISA-FML, ocorreu o desenvolvimento da LV durante os
meses subseqientes.

Em estudo posterior, Borja-Cabrera et al. (1999) avaliaram o potencial
diagndstico e progndstico do ELISA-FML em cédes com LV. Avaliou-se a sorologia de
animais naturalmente e experimentalmente infectados com L. chagasi, vacinados com a
vacina-FML e portadores de outras infecgbes. Outras técnicas diagndsticas foram
empregadas como a RIFI com promastigotas de L. chagasi e L. mexicana e o ELISA

utilizando o antigeno soluvel de L. mexicana. Os resultados revelaram que n&o houve
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reatividade com o soro de caes portadores de outras patologias, indicando que o
ELISA-FML pode ser usada no diagnéstico da LVC. Outros resultados revelaram
elevada sensibilidade do ELISA-FML comparada com a RIFI na detecgao de anticorpos
em soros de cdes assintomaticos.

Nos estudos sobre a vacina FML (Leishmune®) o método FML ELISA foi
utilizado para a mensuragao da resposta imune humoral especifica (Palatnik-de-Sousa
et al., 1994; Paraguai de Sousa et al., 2001; Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al.,
2002; Santos et al., 2002; Mendes et al. 2003) e avaliar a soropositividade nos
infectados (Borja-Cabrera et al., 1999). Este ELISA utiliza como antigeno o FML,
mesma glicoproteina da vacina, e por este motivo identifica os anticorpos especificos
anti-FML induzidos pela vacinacdo. Desenvolvido pela mesma pesquisadora que
desenvolveu a vacina, o ELISA FML s6 esta disponivel para uso na Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Departamento de Controle de Qualidade da
Leishmune®, no laboratério Fort Dodge Saude Animal, para os testes de controle de
qualidade da vacina.

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos e pelo laboratério Biogene, e o método
RIFI, produzido pelo Instituto Bio-Manguinhos, estdo devidamente registrados no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo, portanto, os unicos
testes soroldgicos oficialmente aceitos para o diagndstico da LVC.

Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem
antigenos de Leishmania major-like, e o kit ELISA S7, produzido pelo laboratorio
Biogene, utiliza a proteina recombinante HSP70 como antigeno (fragmento S7 da HSP

70 de L. chagasi) (ANDRADE & ANDRADE, 1995).
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O ELISA L. major-like e RIFI L. major-like sao os testes utilizados nos inquéritos
epidemioldgicos oficiais, e, de acordo com o fabricante, apresentam especificidade e
sensibilidade de 91,7% e 94,7% para ELISA L. major-like e 80% e 90% para RIFI L.
major-like. O kit ELISA S7, utilizado pelos laboratérios particulares de todo o Brasil,
apresenta uma especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%, de acordo com o
fabricante.

Os exames parasitologicos sdo fundamentados na demonstragcdo de formas
amastigotas de Leishmania em esfregagos de aspirados de medula 6ssea e linfonodos,
e por aposicdo de fragmentos de pele ou outros tecidos, ou indiretamente pelo
isolamento do parasito em meio de cultura, a partir de formas amastigotas presentes
nestes materiais (GRADONI, 2002, ALVAR et al., 2004).

A visualizagcdo de formas amastigotas em esfregacos a partir de pungao
aspirativa de linfonodo ou medula dssea representa o método de eleicdo para o
diagnostico de uma infeccdo estabelecida e disseminada na LVC, com 100% de
especificidade. Entretanto, a sensibilidade do exame microscopio pode ser baixa, pois
depende basicamente da coleta, do profissional e principalmente da amostra obtida,
que pode apresentar baixa densidade populacional de parasitos (GRADONI, 2002). O
isolamento destes materiais em meio de cultura apropriado para o crescimento de
Leishmania é capaz de aumentar a sensibilidade destes testes em cerca de 20%. Estes
exames permitem, diante da positividade, o diagndstico de certeza da infecgao (ALVAR
et al., 2004).

O exame histopatoldgico, de fragmentos da pele e linfonodos, pode ser usado
como método de diagndstico, mas deve-se ter em mente que o infiltrado inflamatério

encontrado nao é especifico de LVC e que apenas o encontro das formas amastigotas
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fornece o diagnéstico de positividade (COSTA VAL, 2004). As técnicas de
imunohistoquimica podem melhorar os problemas relacionados a evidenciacdo do
parasito, pois anticorpos especificos marcados detectam com maior sensibilidade e
especificidade as formas amastigotas nos cortes de tecidos (TAFURI et al., 2004).

O diagnéstico molecular realizado, sobretudo pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), baseia-se na amplificagdo de uma sequéncia conhecida de
oligonucleotideos especificos do patdgeno. Este teste é altamente sensivel e especifico
para Leishmania, e apresenta como vantagem sua realizagdo em grande variedade de
materiais clinicos, como sangue, aspirados de medula ou linfonodos, biépsias de pele,
urina, dentre outros (ALVAR et al., 2002), entretanto, sua limitagcdo para uso em
inquéritos epidemioldgicos se baseia no custo, disponibilidade de reagentes,
equipamentos e pouca adaptabilidade do método ao campo (ALVES & BEVILACQUA,
2004). De acordo com Assis et al., (2010), o método PCR deve ser analisado com
cautela nas campanhas epidemioldgicas, pois detecta apenas o DNA do parasito no
sangue e tecidos dos caes, diferentemente do exame parasitolégico, que detecta o
parasito intacto nos tecidos. Desta forma, um animal com resultado positivo no PCR

nao significa necessariamente um animal doente.

2.8 Tratamento

Na terapia da LVC s&o utilizados os mesmos farmacos aplicados ao tratamento
da LV humana, desde a primeira metade do século 20, variando sua posologia e via de

administracdo (ALVAR et al., 2004).0s derivados antimoniais s&o os farmacos de
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escolha, e suas limitagdes incluem toxicidade, resisténcia parasitaria, e alto custo
(BANETH, 2002).

Os antimoniais bloqueiam o metabolismo parasitario através da inibicao seletiva
das enzimas leishmaniais que s&o necessarias para a atividade glicolitica e da via
oxidativa dos acidos graxos, com consequente inibicdo da sintese de ATP e da
replicacdo do seu DNA (TASSI, et al.,, 1994; FERRER et al.,, 1995; NOLI, 1999;
BANETH, 2002).

De acordo com Ferrer et al. (1995), o uso do antimoniato de N-metil glucamina
por via subcutidnea ou intravenosa durante 30 dias, associado ao uso do alopurinol
como terapéutica de caes infectados, promoveu a recuperagao clinica e imunoldégica,
porém, em alguns animais ndo ocorreu a eliminagao total do parasito.

Em estudo recente, Jodo et al. (2006) demonstraram que houve melhora no
quadro clinico em caes tratados com antimoniato sozinho ou em combinacdo com
alopurinol, além da reducao ou eliminacdo completa dos parasitos da pele, concluindo
que este protocolo seria capaz de diminuir a infectividade aos flebotomineos e como
consequéncia a transmissao da Leishmania.

A alta toxicidade atribuida aos antimoniais parece nao ser importante no
tratamento canino, pois o0s poucos efeitos adversos, quando produzidos, sao
normalmente reversiveis e em raras ocasides € recomendada a suspensao do
tratamento. Os principais efeitos adversos séo: mialgias e artralgias, diarréias, vémitos,
nauseas, dor abdominal e anorexia. Pode ocorrer dor no local da aplicagao, abscessos
e fibrose (NIETO et al., 2005).

No Brasil, desde fevereiro de 2004, o Antimoniato de Meglumina (Glucantime®,

Rhéne Mérieux, Lyon, Franga) tem sua distribuigdo e uso restrito ao servigo publico de
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saude, destinado ao tratamento humano, ndo podendo ser utilizado para o tratamento
da LVC (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2006).

A anfotericina b (Fungizone®, Bristol-Myers Squibb, EUA) considerado farmaco
de segunda linha para o tratamento da LVC, é um antibiético da classe dos polienos
produzido a partir do Streptomyces nodosus. E primariamente um farmaco fungicida,
que possui atividade contra algumas espécies de protozoarios, incluindo Leishmania
spp. (LEMKE et al., 2005; BANETH, 2006).

O mecanismo de agao da anfotericina b estd baseado na ligagao do farmaco ao
ergosterol da membrana celular da Leishmania. Nos mamiferos, a anfotericina b se liga
ao colesterol da membrana celular, o que parece estar relacionado aos efeitos adversos
do farmaco nestes. A ligagdo ao ergosterol provoca desorganizagao estrutural na
membrana, formando poros que alteram sua permeabilidade ao potassio intracelular,
acarretando em morte do parasito por lise osmética (LEMKE et al., 2005; NIETO et al.,
2005; BANETH, 2006).

Os possiveis efeitos adversos estao relacionados com a dose utilizada, sendo
que a nefrotoxicidade € a principal expressao téxica da anfotericina b. Durante o
tratamento da LVC, o farmaco provoca a diminuigdo da taxa de filtragcdo glomerular,
aumento dos niveis séricos de uréia e creatinina, e diminuicdo do clearence de
creatinina. Também ocorre diminuigdo na osmolaridade da urina (NIETO et al., 2005).

Durante a terapia prolongada, alguns animais podem ainda apresentar nauseas,
vomitos, diarréia, flebites localizadas, febres, tremores, além de alteragdes hepaticas
como ictericia (VALLADARES, et al., 1997; LAMOTHE, 2001).

MALIK et al., 1996 demonstraram que a administragdo da anfotericina b na forma

livre, por via subcutanea de forma lenta, diluida em solu¢ao de dextrose a 5%, reduziu a
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nefrotoxicidade sem interferir na eficacia. Outros autores também verificaram a
importancia da diluicdo com solugdo de dextrose a 5% via intravenosa, para reduzir os
efeitos colaterais (NOLI, 1999; LAMOTHE, 2001)

O farmaco encapsulado em lipossomas surge como alternativa de tratamento,
uma vez que o principio ativo fica protegido de eliminagdo e/ou degradacgao rapida in
vivo. A liberagao lenta no interior da célula alvo proporciona a redugao da concentragao
do farmaco quando comparado a forma livre e, o aumento da biodisponibilidade
potencializa a agédo e reduz os efeitos secundarios indesejaveis (VALLADARES, et al.,
2001; ALVAR et al., 2004; NIETO et al., 2005; BANETH, 2006).

Outro farmaco utilizado em associacdo com antimoniais e anfotericina b no
tratamento da LVC é o alopurinol, que € analogo da purina e seu mecanismo de agao
esta relacionado com a sintese protéica. Segundo NOLI, (1999), as leishmanias nao
sao capazes de sintetizar purinas, necessitando dos hospedeiros, portanto atua no RNA
parasitario, incorporando-o e estimulando a sintese de proteinas anormais, exercendo
importante efeito leishmaniostatico.

Utilizada na dose de 10 a 20 mg/kg/v.0./BID, nao apresenta efeitos colaterais, é
de facil administragao, proporciona melhora clinica evidente e pode ser utilizada por um
periodo de tempo indeterminado, com vantagens devido ao baixo custo e por nao
representar risco de resisténcia parasitaria (LAMOTHE 2001). Como desvantagens sao
citadas a interrupgao do tratamento por parte do proprietario apés a melhora clinica e a
pouca efetividade quando utilizada de maneira isolada (LAMOTHE, 2001).

A miltefosina atua no metabolismo de lipideos, com atividade sobre a membrana
de Leishmania, e acumula-se em macrofagos, sendo diretamente toxica para o

parasito. Este composto induz in vitro a ativagdo de macrofagos e células T, que
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produzem interferon gama, citocina associada ao controle da infecgao. Este farmaco é
efetivo para o tratamento de humanos e de animais experimentais (BANETH & SHAW,
2002; NIETO et al., 2005).

Recente pesquisa avaliou a eficacia da miltefosina no tratamento de caes
naturalmente infectados por L. infantum na Franga e Espanha. O farmaco foi
administrado na dose de 2mg/kg, uma vez ao dia, por via oral, durante 28 dias. Os
autores concluiram que este farmaco demonstrou, em resultados preliminares, maior
eficacia e seguranga, além de poucos efeitos colaterais, quando comparada ao
tratamento com antimoniato de meglumina. A cura parasitolégica neste estudo foi de
93,9%. A facilidade de administracdo e a eficacia da miltefosina demonstradas neste
estudo indicam que esta € um farmaco promissor para o tratamento da LVC. Os
principais efeitos colaterais relacionados com o uso da miltefosina s&o disturbios
gastrointestinais transitérios, sendo recomendado sua administragdo junto a ingestao
de alimentos (MIRO et al., 2005; NIETO et al., 2005).

A utilizagcao de imunossupressores, em especial os glicocorticoides, na terapia da
leishmaniose tem sido amparada com objetivo de deprimir a imunidade humoral através
da reducao na produgao de anticorpos e restringir os efeitos causados pelo depdsito de
imunocomplexos nos 6rgaos e tecidos (DENEROLLE, 1996). NOLI, (1999); descreveu o
uso de predinisolona na dose diaria de 1 mg/kg em associag¢ao ao allopurinol quando o
uso do antimoniato ou anfotericina b esta contra indicado em cdes com insuficiéncia
renal.

Trabalhos recentes demonstraram a ag¢do imunoterapéutica da vacina FML
(Leishmune®) em caes com LVC, quando utilizada com o dobro da concentragcéo de

saponina (1mg de saponina) (BORJA-CABRERA et al., 2004; SANTOS et al., 2007,
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BORJA-CABRERA et al., 2010). Ribeiro et al., 2009 acompanharam durante dois anos
oito caes naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi e tratados somente com
a Leishmune® em concentragao dupla (duas doses, aplicadas trés vezes com intervalo
de 21 dias entre as aplicagdes, mais reforgos semestrais). Ao final de dois anos, todos
0s caes estavam assintomaticos, com imunohistoquimica de pele negativa e com a
fracdo albumina/globulina acima de 0,6. Os autores concluiram que a Leishmune® em
concentracido dupla pode ser considerada eficaz para o tratamento da LVC, como um
agente unico ou em combinagao com outros farmacos.

A opcao pelo tratamento de um cao deve considerar parametros ligados a
condicdo clinica do paciente e a participacdo consciente do proprietario, que somados
irdo determinar os critérios de tratamento e sua viabilidade (MIRO, 2005).

O médico veterinario s6 deve iniciar o tratamento apds a avaliagao clinica, e de
posse de detalhado perfil laboratorial do paciente, que inclui confirmagéo do diagndstico
sorologico e determinagcdo do titulo final de positividade da RIFI, necessario ao
acompanhamento da resposta ao tratamento; da presenca do parasito em amostras de
pele, de linfonodos, ou de medula 6ssea; hemograma completo, perfil renal, hepatico e
eletroforético das proteinas séricas; além da identificagdo e tratamento prévio de
infecgbes concomitantes (RIBEIRO & MICHALICK, 2001; MIRO, 2005; NIETO et al.,
2005).

O significado do termo tratamento bem sucedido para a LVC é dependente da
otica dos autores envolvidos com o diagndstico e tratamento da LVC. Para o
proprietario e para o clinico veterinario, o sucesso do tratamento se da a partir da
remissdo dos sinais e melhoria da condigao clinica apresentada pelo animal. Para os

parasitologistas, a cura significa completa eliminagdo do parasito do hospedeiro,
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enquanto que para os entomologistas, 6rgaos de saude publica e epidemiologistas, a
incapacidade do animal em transmitir o parasito aos insetos vetores (quebrando o ciclo
de transmisséo) é suficiente para considerar o tratamento como sucesso (BANETH &
SHAW, 2002).

Alguns autores sugerem que os caes tratados para LV, que permanecem
assintomaticos pos tratamento, apresentam menor quantidade de parasitos na pele do
que aqueles sintomaticos sejam estes tratados ou ndo. Sugerem também que o
tratamento para LVC poderia ser considerado como uma medida profilatica no controle
da doenca (ALVAR et al., 1994; MIRO et al., 2005; JOAO et al., 2006; RIBEIRO, 2006).

Apesar do avancgo nas pesquisas sobre o tratamento canino, no Brasil, a Portaria
Interministerial n°® 1.426, de 11 de julho de 2008 proibe o tratamento de leishmaniose
visceral canina com produtos de uso humano ou n&o registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Desde esta data, os veterinarios estao
impedidos de tratar os caes, sejam eles sintomaticos ou assintomaticos, ja que nao
existe, até o momento, um farmaco registrado no MAPA para o tratamento canino. A

seguir, alguns trechos da portaria em vigor:

Considerando que nado ha, até o momento, nenhum farmaco ou esquema terapéutico que garanta

a eficacia do tratamento canino, bem como a reducao do risco de transmissao;

Considerando a existéncia de risco de caes em tratamento manterem-se como reservatorios e
fonte de infeccdo para o vetor e que ndo ha evidéncias cientificas da redugdo ou interrupgao da

transmisséao;

Considerando a existéncia de risco de indugéo a selecédo de cepas resistentes aos medicamentos

disponiveis para o tratamento das leishmanioses em seres humanos; e
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Considerando que nao existem medidas de eficacia comprovada que garantam a nao-infectividade

do cao em tratamento, resolvem:

Art. 1° - Proibir, em todo o territério nacional, o tratamento da leishmaniose visceral em céaes
infectados ou doentes, com produtos de uso humano ou produtos ndo-registrados no Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

2.9 Medidas de controle da LV

Fundamentado na concepgao de transmissao da LV, o Programa Brasileiro de
Controle da leishmaniose visceral baseia sua estratégia em trés medidas: detecgéo
precoce e tratamento dos casos humanos, controle de vetores e controle dos
reservatorios domésticos, através da eliminacdo de c&es soropositivos. Estas
estratégias de controle permanecem inalteradas desde 1950 (DEANE, 1956) e nao
estdo sendo capazes de reduzir a incidéncia de casos humanos a um nivel aceitavel
(BRAGA et al., 1998; COSTA & VIEIRA, 2001). Foi observado aumento do numero de
casos humanos nas ultimas duas décadas, com um total de 51.222 casos oficialmente
reportados no Brasil entre 1980 e 2003 (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2005),
tornando-se sério problema de saude publica em diversas regides do pais.

De acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(2006), a eutanasia canina é recomendada a todos os animais sororreagentes e/ou com
resultado parasitologico positivo. Ainda segundo o manual, a confirmagdo do exame
parasitologico canino se faz obrigatéria somente nas areas sem casos humanos, nas
demais areas, em cées sororreagentes deve-se proceder a eutanasia (MINISTERIO DA

SAUDE BRASIL, 2006).
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Apesar da eutanasia de cées soropositivos ser uma medida de controle
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a propria entidade
reconhece que existem caes de grande valor afetivo e econémico, e, por isso, nao
podem ser indiscriminadamente eliminados. Atualmente esta pratica ndo é
universalmente aceita devido a questdes éticas (GRAMICCIA & GRADONI, 2005) e ao
baixo impacto em situacdes de transmissdo permanente. E o ponto mais controverso do
programa, nao apenas pela falta de consenso entre os pesquisadores, mas também
pela oposi¢cao dos proprietarios de caes, clinicos veterinarios e organizagdes protetoras
de animais (DYE, 1996; LAINSON E RANGEL, 2005, DANTAS-TORRES E BRANDAO-
FILHO, 2006). Foi observado que o momento da busca do cao para a eutanasia é
carregado de forte componente emocional, fazendo com que muitos proprietarios de
caes nao aceitem esta estratégia de controle. Diferentes estudos demonstraram que a
eliminagdo de caes apresenta um impacto limitado no controle da LV humana, pois a
reposi¢cao de caes ocorre com grande frequencia, e um céo susceptivel introduzido na
populagao contribui para a manutencéo da doenga (DIETZE, 1997, ASHFORD et al.,
1998, BRAGA et al, 1998, COURTENAY, 2002, NUNES et al., 2008).

A OMS reconhece que a eutanasia dos céaes infectados, na maioria dos paises,
se reserva cada vez mais para casos especiais, pois a maioria dos veterinarios prefere
administrar um tratamento anti leishmaniético, acompanhando atentamente as recaidas
(WHO, 1990).

Muitos pontos devem ser considerados sobre a eliminagdo de caes
soropositivos: a limitagdo dos inquéritos soroldgicos em detectar anticorpos anti-
Leishmania, quer com RIFI quer com ELISA, a demora entre a detecc¢ao da positividade

e a retirada do cdo, a oposi¢cdo dos proprietarios de cdes em eutanasiar animais
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assintomaticos, a rapida reposicdao dos caes (NUNES et al., 2008) e a falta de
evidéncias de que esta medida é efetiva em reduzir a incidéncia da LV nas areas onde
foi realizada (COSTA et al. , 2002, MOREIRA et al., 2004). Modelos matematicos
também demonstraram as limitagbes desta estratégia (COURTENAY, 2002), que
parece ser menos efetiva do que o controle do vetor e vacinagao canina (TESH, 1995,
DYE, 1996).

Segundo Dietze et al. (1997), entre os anos de 1990 e 1994, quase cinco milhdes
de caes foram submetidos a exames sorologicos e mais de 80.000 animais
eutanasiados no Brasil, entretanto, a doenga humana aumentou em quase 100% no
mesmo periodo.

Queiroz et al. (2004) demonstraram que programas de eliminagdo canina nao
reduzem a incidéncia da infecgdo canina por Leishmania. A partir do acompanhamento
de um grupo de cées de area urbana do Brasil entre 1997 e 2003, os autores
observaram que, apesar da realizacdo da eutanasia dos caes soropositivos neste
periodo, muitos cées imigraram para a area do estudo durante o periodo estudado.
Estes novos caes substituiram a maior parte dos eliminados. Mais importante foi o fato
de que 15% dos novos céaes ja eram infectados pela Leishmania. Este estudo nao s6
demonstrou a ineficiéncia dos programas de eliminagdo canina, mas também a
necessidade de novas estratégias para o controle da doenga

Em vista do citado, faz-se necessario o estabelecimento de novas estratégias
para o controle da LV. Todo método adicional para o controle da LV é bem vindo,
devido a complexidade da doencga. Miré (2005) acredita que, sempre que possivel,
todos os cdes com LV devem ser tratados, tendo em vista a diminuigdo da carga

parasitaria e da infecciosidade aos flebotomineos obtidas pelo tratamento, o que
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refletiria positivamente na epidemiologia da doenga canina e humana. Como no Brasil o
tratamento canino é proibido, ferramentas imunoprofilaticas podem apresentar uma
importante contribuicdo para o controle desta enfermidade (Araujo et al., 2009), ja que a
vacinacgao canina foi apontada, através de um modelo matematico (Dye, 1996), como o
mais potente fator para redug¢ao da LV humana e canina.

Atualmente, as medidas profilaticas disponiveis para cides sido as coleiras
impregnadas com deltametrina, piretréides de uso topico e repelentes naturais como

citronela e Neen, além de vacinas, no Brasil.

2.10 Desenvolvimento de vacinas contra leishmaniose visceral

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LV foi recomendado pela OMS
como uma importante ferramenta no controle da LVC, assim como para efetiva
erradicagdao da doenca (COURTENAY et al.,, 2002). Muitas candidatas a vacinas
caninas contra L. (L.) infantum chagasi foram propostas, incluindo vacinas a partir de
Leishmania vival morta (primeira geracao), de antigeno purificado ou recombinantes
(segunda geracao), as de DNA (terceira geracdo) (DANTAS-TORRES, 2006b). Até o
momento, as unicas que chegaram ao mercado foram as de segunda geragao.

A OMS também estabeleceu quatro fases de experimentagdo para o
desenvolvimento de vacina. A Fase | caracteriza-se por estudos de seguranca e
imunogenicidade da formulagdo da vacina. Nesta ndo ha desafio infectante nos
individuos vacinados, o que ocorre na Fase lla, na qual os individuos vacinados
recebem desafio experimental. As Fases Ilb e Ill sdo compostas de estudos que
analisam a eficacia da vacina a campo, com individuos expostos ao desafio natural.

Estes testes sdo de média escala (centenas) e aplicados a um grupo vacinado € a um
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grupo controle. Finalmente, a Fase IV na qual estudos, em larga escala, sao realizados
apos o registro da vacina com individuos vacinados e expostos ao desafio natural
(WHO, 1997).

Apesar da intensificacdo nas pesquisas para uma vacina eficaz contra a LVC,
apenas duas vacinas de segunda geragao concluiram os estudos a campo de Fase lll:
a vacina FML e a vacina LIEESAp (LEMESTRE et al, 2007), sendo que esta ultima,
apesar de ter concluido o estudo de Fase Il no sul da Franca, nao esta disponivel
comercialmente. Uma vacina, de segunda geragdo, constituida da proteina
recombinante A2 esta comercialmente disponivel no Brasil (Leish-Tec®), apesar de nao
ter estudo de fase Il publicado.

A vacina FML, apés concluir os estudos de Fase lll, foi devidamente registrada
no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em 2003, e tornou-se
comercialmente disponivel sob o nome Leishmune® como a primeira vacina registrada
contra a LVC no mundo. A Leishmune® foi desenvolvida pelo grupo de pesquisas da
Dra. Clarissa Palatnik de Sousa, pesquisadora da Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

Composta por uma fragdo purificada chamada fucose mannose ligand (FML),
isolada de promastigotas da L. donovani, trata-se de um complexo que inibe fortemente
a penetracao de promastigotas e amastigotas em macrofagos murinos in vitro de forma
espécie especifica (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1989; PALATNIK de SOUSA et al.,
1993). O FML esta presente na superficie da Leishmania durante todo seu ciclo e &
comum a todas as Leishmanias do complexo donovani, ou seja, € especifico para as
espécies que causam LV. Utiliza como adjuvante de imunidade a saponina, que por sua

vez € um potente adjuvante com capacidade de estimular a resposta imune ao
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antigeno, promovendo aumento na sintese de varias citocinas, como IFN-y, IL2, IL-12 e
TNF (COX & COUTER, 1997). A vacina comprovou ser segura e altamente
imunogénica para caes (DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002).

Nos estudos realizados com a Leishmune®, a avaliagdo de parametros
sanguineos como contagem de linfécitos CD4+, CD8+ e CD21+, além da
intradermorreagao (IDR), foram utilizados para comprovar a resposta imune celular
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et
al., 2001; BORJA-CABRERA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; ARAUJO et al., 2008;).

O método ELISA-FML, cujo antigeno € a mesma glicoproteina da vacina, foi
utilizado para a mensuracéo da resposta imune humoral (PALATNIK-DE-SOUSA et al.,
1994; PARAGUAI DE SOUSA et al., 2001; DA SILVA et al., 2001; BORJA-CABRERA et
al., 2002; SANTOS et al., 2002; MENDES et al., 2003).

Os estudos de Fase Ill a campo com a Leishmune® demonstraram eficacia de
76 a 80%, com protecao de 92 a 95%, destacando a longa duragdo e a forte agéo
imunoprofilatica contra a LVC. A imunogenicidade da Leishmune® foi demonstrada pela
sua habilidade de disparar resposta imune humoral especifica e uma potente resposta
celular protetora, comprovadas pela alta soropositividade anti-FML, além de reagao de
intradermorreagdo positiva mesmo apds trés anos e meio da vacinagdao (BORJA-
CABRERA et al., 2002).

A eficacia vacinal é influenciada por inumeros fatores, como o ambiente, idade
do individuo, condi¢des sanitarias da populagao, densidade populacional e prevaléncia
de infecgbes. O resultado da eficacia vacinal é diretamente afetada pela cobertura
vacinal, que deve ter uma abrangéncia, preferencialmente, maior do que 95%

populagdo. Um exemplo da interferéncia da idade na eficacia vacinal foi observado por
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Talley & Salama (2003), que, ao vacinarem criangas de nove a 36 meses contra o
sarampo, na Etiopia, observaram eficacia vacinal de 66,9%. Porém, a eficacia foi de
85% quando foi avaliado um grupo de criangas entre 9 e 12 meses e de 95% quando a
idade analisada foi de 12 meses a 5 anos. Eficacias inferiores a 70% foram observadas
em diversas vacinas, como relatado por Grassly et al. (2007), que avaliaram a eficacia
da vacina monovalente (mMOPV1) contra a poliomielite tipo | na india, com resultados de
30% de eficacia. Quando usada a vacina trivalente oral contra a poliomielite pelos
mesmos autores, a eficacia vacinal foi de 11%. Hallander & Gustafsson (2009),
testaram duas férmulas de vacina triplice na Suécia, contra a difteria/ tétano/
coqueluche, a DTaP1 composta de toxdides inativados por formaldeido e a DTaP2,
contendo, além de toxdides inativados, hemaglutininas filamentosas (FHA). As eficacias
vacinais observadas foram de 75% e 81%, respectivamente. Esses resultados foram
obtidos com uma cobertura vacinal de 98-99% da populagéao.

Além da eficacia e protecdo demonstradas pela Leishmune®, foi observado por
Nogueira et al. (2005) que os caes vacinados ndo sao infectantes para o vetor,
demonstrado pela completa auséncia de sinais clinicos e de parasitos na pele,
linfonodos e sangue. Por outro lado, os controles ndo vacinados apresentaram
manifestacdes clinicas (25%), e parasitos nos linfonodos (56,7%), PCR de sangue
positivo (15,7%) e reacédo de imunohistoquimica de pele positiva (25%).

Saraiva et al. (2006) demonstraram a habilidade da Leishmune® para inibir
formas amastigotas de L. donovani e L. chagasi de se ligarem no sistema digestivo das
fémeas dos flebotomineos, abrindo uma nova perspectiva para o controle da LVC,
inclusive, alcangando impacto na diminuicdo da transmissdo da LV humana

(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2009).
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BORJA CABRERA et al. (2008), em estudo sobre a Leishmune® com 550 caes
soronegativos de areas endémicas demonstraram 99% de sobreviventes saudaveis, no
final do segundo ano, entre os cées vacinados, comparado com 61% de sobreviventes
(p<0,001) monitorados no grupo controle. A Leishmune® esta sendo utilizada ha cinco
anos no Brasil, e os resultados de campo mostram média de protegcdao de 97%
(comunicagao pessoal Ingrid Menz, gerente técnica Fort Dodge Saude Animal). Esta
vacina tem demonstrado ser segura, protetora e imunogénica para caes, além de ser
capaz de bloquear a transmissdo (NOGUEIRA et al., 2005; SARAIVA et al., 2006) e ser
efetiva na imunoterapia da LVC (SANTOS et al., 2007; ARAUJO et al., 2009).

Apesar da protecdo conferida pela vacina, a necessidade de trés doses iniciais
no esquema de vacinagao com a Leishmune®, com intervalo de 21 dias entre elas,
mais reforgos anuais, o custo, e a utilizagao da saponina como adjuvante de imunidade,
responsavel por dor local em aproximadamente 14% dos cées de ragas de pequeno
porte (PARRA et al., 2007), ainda sdo considerados fatores limitantes para sua
utilizacdo. Nao obstante, a impossibilidade de diferenciagdo sorolégica entre caes
vacinados e caes naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi é considerado o
maior entrave ao uso da vacina em grande escala. Embora devidamente registrada no
MAPA, o Ministério da Saude ndo recomenda o uso da Leishmune® como medida de
controle da LV, por nao existir constatagao de seu custo-beneficio e efetividade para o
controle do reservatério da LVC em programas de saltde publica (MINISTERIO DA

SAUDE BRASIL, 2008).
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3. Justificativa

A leishmaniose é uma doenga de notificagdo obrigatéria de acordo com a
legislacdo brasileira, e é regida pelo decreto do Senado Federal numero 51.838, de 14
de margo de 1963, que a considera endemia rural. Com o passar dos anos e 0
surgimento de casos de leishmaniose em areas urbanas, a doenga foi inserida no
contexto das legislagbes estaduais e municipais sobre zoonoses, definindo-se que os
animais soropositivos, além dos doentes, devem ser eutanasiados.

No Brasil, o constrangimento provocado por essa medida € relatado por
profissionais ligados ao setor publico e responsaveis pelo controle da LV quando da
busca do cao sorologicamente positivo, nem sempre sintomatico, para eliminagdo. Sao
crescentes as ocorréncias de recusa em entregar o animal, o que, consequentemente,
mantém a cadeia de transmissdo (MESLIN et al., 2000, FEIJAO et al., 2001). A
auséncia de alternativas, como o tratamento dos cédes infectados, leva muitos
proprietarios a remover seus animais para outros ambientes, as vezes ndo atingidos
pela doenga, gerando, dessa forma, foco de dispersdo do agente (ARIAS et al., 1996).
Soma-se a esses fatos a inexisténcia de programas de controle permanentes e eficazes
do cado vadio, que perambula pelos centros urbanos e representa fonte potencial de
disseminagao de Leishmania e de outros agentes zoondticos (RIBEIRO & MICHALICK,
2001).

Importante estudo de modelagem matematica indica que a eutanasia de caes
soropositivos deveria ser, em escala de importancia, a terceira medida adotada, e que o
controle dos flebotomineos e a vacinagdo canina constituiriam ferramenta util na

reducdo da incidéncia da doenga em humanos (DYE, 1996). Trabalhos realizados no
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Brasil concluem que a retirada de caes soropositivos nao foi eficaz na diminuicdo da
forca de transmissdo entre os animais; e, de acordo com estudos controlados, a
propagacao do calazar nao foi afetada pela exclusiva eliminagcdo de caes soropositivos
(DIETZE et al.,, 1997, BRAGA et al., 1998; ASHFORD et al., 1998, COURTENAY,
2002).

Desde que a vacina Leishmune® tornou-se disponivel, em 2004, os médicos
veterinarios do Brasil tém a disposicdo mais uma ferramenta contra a LVC. Porém, o
maior entrave ao seu uso em larga escala foi a duvida sobre a possibilidade de
diferenciagao sorologica entre caes vacinados e caes doentes através dos métodos
utilizados nos inquéritos caninos oficiais (ELISA e RIFI L. major-like) .

A presenca de anticorpos contra o antigeno vacinal (Ac especificos anti-FML) em
caes imunizados (BORJA-CABRERA et al., 1999) abriu caminho para a hipétese de que
estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos antigenos presentes nos
extratos complexos usados nos ensaios soroldgicos oficiais, produzindo reagbes falso-
positivas.

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos e pelo laboratério Biogene, e o método
RIFI, produzido pelo Instituto Bio-Manguinhos, estdo devidamente registrados no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo, portanto, os unicos
testes soroldgicos oficialmente aceitos para o diagndstico da LVC.

Caso a suspeita de que os kits ELISA e RIFI disponiveis no Brasil e devidamente
registrados no MAPA nao identifiquem anticorpos de cées vacinados, um grande

obstaculo ao uso da vacina em caes sera superado.
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Os resultados nao efetivos obtidos no controle da LV, associados ao carater
descontinuo das politicas de saude, tém suscitado debates nos 6érgéaos responsaveis
pelo controle da doenca.

Por todas estas explanacdes, novos estudos para o aprimoramento dos métodos
diagndsticos e possibilidade de uso da vacina em larga escala devem evoluir, a fim de
proporcionar nova visdo sobre essa importante doenga no cenario brasileiro, mas

infelizmente ainda considerada “negligenciada”, como tantas outras parasitoses.
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4. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi verificar se os dois ensaios oficiais (ELISA e RIFI
com L. major-like) e o ELISA S7, sdo capazes de diferenciar caes vacinados com
Leishmune® de caes naturalmente infectados por L. (L.) infantum chagasi e avaliar a
concordancia entre eles.

Além disso, utilizando os mesmos soros, o FML-ELISA também foi utilizado, para
verificar se 0os soros de animais infectados e de animais vacinados seriam positivos,
uma vez que os trabalhos publicados sobre a vacina Leishmune® utilizaram este

método como forma de mensuragao da resposta imune humoral.
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5. Material e Métodos

5.1 Area do estudo
Os caes que participaram deste estudo eram residentes das cidades de

Andradina (20°53°46°'S, 51°22°46°°'W), Bauru (22°18°53"’'S, 49°03°38 'W) e Dracena

(21°28°57°°S), Estado Sao Paulo.
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5.2 Grupos

Para este estudo foram selecionados cades que frequentavam regularmente
clinicas veterinarias, sendo todos os caes domiciliados, para se aproximar ao maximo
da realidade das areas endémicas. Foram selecionados caes com esquema completo

de vacinagdo com a Leishmune®, realizado pelos veterinarios responsaveis e
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acompanhados regularmente por estes veterinarios para certificagdo de seu status
clinico. Foram selecionados também caes positivos para LVC, situagdo comprovada
através de exames clinicos e laboratoriais: parasitolégico (citologia e/ou PCR de medula
Ossea), proteinas totais, relacdo albumina-globulina.

Os céaes foram separados em dois grupos, o primeiro composto por caes
saudaveis vacinados, com resultado prévio a vacinagcdo negativo no ELISA S7, e o
segundo pelos cées infectados, comprovados através de resultados positivos em
exames parasitoldgicos.

O grupo de cées vacinados incluiu 39 animais sadios, que haviam sido vacinados
com Leishmune® (trés doses iniciais da vacina, com intervalo de 21 dias entre as
doses, mais refor¢cos anuais) pelos veterinarios clinicos responsaveis apés confirmagao
da sua soronegatividade para anticorpos anti-Leishmania, de acordo com exigéncias do
fabricante. Os testes soroldgicos realizados previamente a vacinagdo, para
comprovacgao da negatividade destes caes, foram o ELISA S7 e RIFI L. major-like. Os
caes eram de diversas ragas, incluindo cdes sem raga definida (SRD), de ambos os
sexos, com idade entre quatro meses e 10 anos, todos domiciliados e frequentadores
regulares de clinicas veterinarias.

O grupo de caes naturalmente infectados com Leishmania infantum/ chagasi
incluiu 48 animais, de diversas racgas, incluindo caes sem raga definida (SRD), com
idade entre quatro meses e 12 anos, de ambos os sexos, domiciliados, que
apresentavam sinais clinicos de LVC e estavam nas clinicas veterinarias para a
realizacdo do diagndstico definitivo, sendo que nestes caes a infecgao foi confirmada
pela observagdo microscopica de formas amastigotas nos esfregagos corados com

Giemsa, obtidos a partir de pungdo de medula éssea e/ou linfonodo ou pela técnica de
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PCR. Todos os caes apresentavam sinais caracteristicos de LVC, como
emagrecimento, crescimento exagerado das unhas, lesbes oculares, perda de pélos e
alteragdes das proteinas totais, entre outros. Apds o diagnédstico definitivo e coleta das
amostras, estes animais foram eutanasiados, de acordo com as normas do Comité de

Etica estabelecido pela Sociedade Protetora dos Animais e com o consentimento dos

proprietarios.

Figura 1: Cao positivo para LVC — lesao Figura 2: Cao positivo para LVC — lesao
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Figura 3: Cao positivo para LVC - caquexia Figura 4. Cao saudavel vacinado
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5.3 Soros

Em outubro de 2008 foram coletados os soros dos cées vacinados e dos cées
infectados, nos municipios de Andradina, Dracena e Bauru. Para a obteng¢ao dos soros,
amostras de sangue (5 mL) foram coletadas da veia jugular ou veia cefalica dos caes e
armazenadas em tubos estéreis de 10 mL, sem anticoagulante, a 22°C, até o momento
da centrifugacéo a 3.500 rpm durante quatro minutos, cerca de quatro horas apds a
coleta. Os soros foram centrifugados nas clinicas veterinarias e congelados em freezer -
20°C. Posteriormente todos os soros foram armazenados no laboratério do controle de
qualidade da Fort Dodge, em freezer -70°C até a data da realizagcdo dos testes. Em
14/11/08 foi realizado o ELISA FML, no proprio laboratorio da Fort Dodge, e neste
momento os soros foram separados em quatro aliquotas, para a realizagdo dos outros
meétodos. Todos os soros foram devidamente identificados e posteriormente analisados

em duplo cego.

O ELISA e RIFI L. major-like foram realizados em novembro de 2008, no Centro
de Controle de Zoonoses do Municipio de Trés Lagoas, Estado do Mato Grosso do Sul.
O ELISA S7 foi realizado em dezembro, no laboratério TECSA, no Municipio de Belo

Horizonte, Estado de Minas Gerais.

Um dado importante a ser relatado € sobre a conservacao dos kits no CCZ. De
acordo com a bula do ELISA L. majorlike, alguns dos reagentes devem ser
conservados a -20°C (R-08, R-09, R-10 e R-11) e os demais entre 2° e 8°C (R01, R-02,
R-03, R-04, R-05, R-06 e R-07). Porém, no CCZ s6 havia uma geladeira convencional,
onde a temperatura minima do freezer alcanga -4°C. Este € um fato importante e que

deve ser considerado como possivel fator de impacto na sensibilidade destes kits.
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Ja os reagentes da RIFI estavam conservados na temperatura indicada em bula,
entre 2° e 8°C, porém, a lampada do microscopio de fluorescéncia estava vencida ha
dois anos, 0 que pode prejudicar muito a leitura das laminas e influenciar o resultado

das amostras.

No presente estudo foram observados os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O
projeto tem aprovacdo da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) —

Unicamp, protocolo numero 1721-1 (Anexo 1).

5.4 ELISA com antigeno L. major-like (anexo 2)

Este método ELISA, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-
Manguinhos, utiliza L. majorlike como antigeno complexo (comunicagcéo verbal de
André Vieira, do Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brazil), sendo o teste padrao realizado nos inquéritos epidemioldgicos oficiais
do Brasil para o controle da LV, com comercializacdo proibida para laboratérios
privados. O teste foi realizado conforme instrugbes do fabricante, que segue o seguinte
padrao: os soros foram diluidos 1:100 no diluente do kit. Foram distribuidos 100 ul dos
soros ja diluidos em cada orificio da placa, que foi selada com folha adesiva e incubada
a 37°C por 30 minutos. A placa foi lavada por seis vezes com tampao lavagem (200 pl /
orificio). = Foram adicionados 100 ul de anti-imunoglobulina de cdo marcada com
peroxidase, a placa foi novamente selada e os procedimentos de incubagéo e lavagem

repetidos. A reacéo foi revelada com 100 yl de Tetrametilbenzidina (TMB), selada,
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incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz por 30 minutos, e interrompida com
50 ul de acido sulfurico 2M. A leitura foi realizada em espectrofotometro EXL 800 a
450nm, logo apds o término do teste. Os kits incluem controles positivos que devem
apresentar densidade o6ptica (DO) >0.500 e controles negativos entre 0.05 e 0.120. O
cut-off do método é definido pela média da densidade ética a 450nm dos controles

negativos multiplicado por dois.

5.5 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com antigeno L. major-like

(anexo 3)

O teste RIFI, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos,
também com o antigeno de L. major-like (comunicagéo verbal de André Soares, do
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos), é preparado em laminas
de vidro, de acordo com as instru¢des do fabricante. Inicialmente foram colocados 10pl
do antigeno, composto de promastigotas fixados, em cada orificio das laminas e as
laminas incubadas a 37°C durante duas horas para a fixagao dos parasitos. Os soros
teste (1:40 e 1:80) e os controles positivo (1:40) e negativo (1:40), diluidos em solugao
salina tamponada (PBS), foram adicionados em cada orificio (10 ul), incubados por 30
minutos a 37°C, lavados com PBS por trés vezes (cinco minutos cada banho) e lavadas
rapidamente em agua destilada. A lamina foi novamente seca a 37°C por dez minutos
em estufa. A solugédo de PBS adicionada de azul de Evans a 0,004% (PBS-AE) foi
entdo empregada para diluir o a 1:50 o conjugado anti-lg de cdo marcado com
fluoresceina. Foram adicionados 15 pl desta diluigdo do conjugado em cada orificio das

laminas e repetido o procedimento descrito anteriormente de incubacédo e lavagens.
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Apoés a secagem, trés a quatro gotas de glicerina tamponada foram adicionadas sobre
as laminas, que foram cobertas com laminulas. A leitura foi realizada em microscoépio
de imunofluorescéncia e objetiva de 40X (em um periodo de até quatro horas apds a
execugao do teste). Os controles positivo e negativo, diluidos 1:40, devem estar
presentes em todas as laminas para comparagdo no momento da leitura. De acordo
com a bula, os resultados sdo considerados positivos em diluicbes >1/40, ou seja,
aqueles soros que, a partir da diluicao 1:40, apresentarem fluorescéncia na membrana
dos parasitos mais intensa que o background observado no orificio do controle

negativo.

5.6 ELISA S7 (anexo 4)

O kit ELISA S7, do Biogene Industria e Comércio Ltda. ME, utiliza um polipetideo
recombinante, representando a fragao carboxi-terminal da HSP70, denominado S7. No
Brasil, o ELISA recombinante S7 esta licenciado pelo MAPA sob o numero 7434/00,
sendo o Unico kit ELISA disponivel para laboratérios de diagnéstico veterinario
privados. O teste foi realizado de acordo com as orientagdes de bula. Foram utilizadas
100 ul da solugdo S7 em tampao carbonato (pH 9.6), por cavidade, para sensibilizagao
da placa ELISA; as placas foram incubadas overnight a 4°C. A solugdo S7 foi
desprezada e as placas lavadas trés vezes com tampao PBST, e depois distribuidos
100 pl por pogco de PBST mais 2% de leite em p6 desnatado. As placas foram
incubadas por mais 30 minutos a temperatura ambiente, a solugao foi desprezada e
mais trés lavagens com PBST foram realizadas. Os soros testes foram diluidos em

meio de coleta a 1:100, incubados por quatro horas a temperatura ambiente para

64



imunoadsorgao e em seguida 100 uyl de cada soro previamente imunoadsorvido foram
distribuidos na placa. As placas foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e lavadas trés vezes com tampao PBS. Anticorpos ligados aos pogos foram
detectados pela incubagdo com uma solugéo de proteina-A ligada a peroxidase, diluida
a 1:10.000. A reacdo cromogénica foi desenvolvida com tetrametil benzidina e
bloqueada com acido sulfurico 1 N. A densidade o6tica foi lida a 450nm. Controles
positivos devem mostrar DO >0.300 e controles negativos <0.100. Para o calculo do
cut off a média aritmética das densidades Opticas dos soros ndo reagentes € somada
ao fator R=0,142, e para a determinacao da faixa de indeterminados foi subtraido 0,03

do cut off .

5.7 ELISA FML

O método ELISA FML foi realizado de acordo com a descri¢gao de Borja Cabrera,
1999. Para a sensibilizagao das placas foi utilizado 2 uyg de FML por cavidade da placa
ELISA, em tampéo carbonato bicarbonato (pH 9,6), incubados por uma hora a 37°C e
deixados overnight a 4°C. Apds lavagens, os soros foram adicionados previamente
diluidos a 1:100 em tampéao de diluicao e lavagem (PBST) e deixados a 37°C por uma
hora. Apds a incubagao e lavagens, os anticorpos ligados a placa foram detectados por
proteina-A ligada a peroxidase, diluida a 1:20.000. Apds nova incubagao e lavagens, a
reagcao cromogénica foi desenvolvida com orto-fenileno-diamina, diluido em tampao
citrato e na presenca de peroxido de hidrogénio, na incubagdo de 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro, e interrompida com acido sulfurico 1 N. A absorbancia

foi medida a 492 nm. Soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada
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placa. O cut-off do ELISA FML foi 0.450, correspondente a média dos valores de
absorbancia de soros controle negativos mais 2 desvios padrdo, determinado pelo

teste de Youden, 1949.

5.8 Analise estatistica

As diferencas entre as propor¢cdes de positividade nos diferentes testes
soroldgicos foram comparadas pelo teste exato de Fisher usando o programa Graphpad

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm
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6. Resultados

Esta dissertacado foi estruturada em capitulo, sendo que os resultados serdo expostos

no capitulo 1, que é o artigo a ser encaminhado a publicagao.
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7. Capitulo 1

Diferenciacao sorolégica entre caes vacinados com Leishmune® e caes

naturalmente infectados com leishmaniose visceral canina
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Resumo

A Leishmaniose Visceral Canina, doenga grave e fatal, tem o cdo como o principal
reservatorio da doenga no meio urbano. Devido ao alto parasitismo cutdneo nestes
animais, da quantidade de céaes infectados, e do préximo convivio com o homem, as
acdes desenvolvidas pelo Programa Brasileiro de Controle da Leishmaniose Visceral
sdo centradas no controle do reservatorio canino, através da identificacdo e eutanasia
dos animais soropositivos. Sendo assim, a adog¢ao de agdes profilaticas, com a
utilizacdo de vacinas nos caes, constituiria importante ferramenta para a diminuicdo da
doenca nestes animais, e consequentemente, a infeccdo do vetor e a transmissédo do
agente. Apesar de disponivel desde 2004, a vacina Leishmune® ainda nado é
amplamente utilizada no Brasil, principalmente devido a possibilidade dos céaes
vacinados apresentarem sorologia positiva em inquéritos epidemioldgicos, ndo sendo
possivel diferencia-los dos caes infectados. Este trabalho foi realizado com o objetivo
de avaliar o perfil sorolégico de cdes vacinados e saudaveis residentes em areas
endémicas para a doenca, e de caes naturalmente infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi, e avaliar a possibilidade de diferenciagcao soroldgica a
partir dos métodos utilizados nos inquéritos epidemioldgicos e laboratérios de
diagndstico particulares: ELISA e RIFI com antigenos L. major-like, produzidos pelo
Laboratério Bio-Manguinhos e ELISA S7, produzido pelo Laboratério Biogene,
respectivamente. Os soros foram testados nos trés métodos, e os resultados
demonstraram que nenhum cao vacinado apresentou resultado positivo em mais de um
teste. Apenas um cao vacinado (1/39) apresentou resultado de 1:40 na RIFI, e quatro

caes (4/39) apresentaram resultado positivo no ELISA L. major-like. Nenhum soro de
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cao vacinado apresentou resultado positivo no ELISA S7. O unico resultado positivo na
RIFI foi negativo nos outros dois métodos, e os quatro soros positivos no ELISA L.
major-like foram negativos tanto na RIFlI quanto no ELISA S7. Estes resultados
sugerem reagodes falso-positivas, e demonstram que, se os soros de caes vacinados
forem testados em dois métodos (ELISA e RIFI), a possibilidade de um cao vacinado
apresentar resultado positivo sera remota. Desta maneira, a vacinagdo de grande
quantidade de caes nao dificultaria as agdes atualmente empregadas para o controle da
Leishmaniose Visceral, mas poderia, no futuro, ser somada as medidas ja adotadas,

evitando assim a eutanasia de caes.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, ELISA, RIFI, vacina FML, sorologia.
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1. Introducao

A leishmaniose visceral canina (LVC) pertence ao complexo das leishmanioses,
doengas com grande diversidade clinica e epidemioldgica, que envolvem diferentes
espécies do parasito Leishmania, de vetores flebotomineos e de hospedeiros, tanto no
ciclo zoondtico quanto no antroponético (Desjeux, 1991). No Brasil a L. (L.) infantum
chagasi é o agente (Shaw, 2006) e a Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi sao as
espécies incriminadas na transmissao da leishmaniose visceral (Galati et al., 1997,
Ministério da Saude Brasil, 2006, de Pita Pereira et al., 2008).

O cao é o mais importante reservatério urbano, quando se considera a forma
zoonotica da doenca (Alvar et al., 2004), sendo responsavel pela manutengcdo do
parasito nos focos endémicos, quer pela alta prevaléncia da infecgdo nestes animais,
quer pela presenga de formas amastigotas na pele e pela sua proximidade ao homem.
Por esta razdo estes animais sdo considerados um dos alvos estratégicos para o
controle da LV (Ashford, 1996; Costa Val, 2004).

O Programa Nacional de Controle da leishmaniose visceral no Brasil, proposto
pela Fundagcao Nacional de Saude, remonta a década de 50 (Deane, 1956; Gontijo &
Melo, 2004) e tem como objetivo quebrar os elos epidemiolégicos da cadeia de
transmissao do agente. As medidas adotadas desde entdo se baseiam em trés pontos
fundamentais: o diagndstico precoce e tratamento gratuito da populagdo humana, o
controle do reservatério doméstico através da eliminacdo de caes soropositivos, e o
controle de vetores, realizado por meio do uso de inseticidas (MINISTERIO DA SAUDE
BRASIL, 2006).

Dada a importancia do cdo na manutencdo da doenca, da dificuldade de

execucao da eliminagao canina, e da proibicdo do tratamento canino, outras acdes
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devem ser adotas nestes animais, de forma a impedir que atuem como reservatorios da
infeccdo, ou evitando sua infectividade para os vetores. Diversos autores sugerem o
uso de vacinas profilaticas, quer seja para uso animal ou humano, como ferramenta
para substituir a eutanasia dos caes portadores de L. (L.) infantum chagasi e diminuir a
incidéncia da LV (Tesh, 1995; Dye, 1996; Gontijo & Melo, 2004; Dantas-Torres, 2006b.
Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006).

Além disso, a adog¢ao de medidas profilaticas nos caes, como o0 uso de coleiras
impregnadas com deltametrina, repelentes de uso tépico e vacinas, sdo as unicas
alternativas disponiveis atualmente, pois no Brasil, o tratamento de caes esta proibido
desde a publicagao da Portaria Interministerial n® 1.426, de 11 de julho de 2008.

Desta maneira, o estabelecimento de ferramentas imunoprofilaticas representa
uma importante contribuicdo para a estratégia de controle da LV (Araujo et al., 2009),
tendo a vacinagado canina sido apontada, através de um modelo matematico (Dye,
1996), como o mais potente fator para redugédo da LV humana e canina.

Em junho de 2003 foi licenciada no Brasil (no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento) a Leishmune®, uma vacina de segunda geragao composta pela
glicoproteina Fucose Manose Ligante (FML), uma fragcdo purificada isolada da
Leishmania donovani e adicionada ao adjuvante de imunidade saponina. A vacina
demonstrou protecdo de 92% a 99% em estudos de campo realizados com desafio
natural (Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al., 2002; Borja-Cabrera et al., 2008),
além de ter demonstrado seu potencial como bloqueadora da transmissao (Nogueira et
al., 2005; Saraiva et al., 2006), e na diminuigdo da incidéncia da LV canina e humana

(Palatnik-de-Sousa et al., 2009).
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Nos estudos sobre a vacina FML (Leishmune®) o método FML ELISA foi
utilizado para a mensuragao da resposta imune humoral especifica (Palatnik-de-Sousa
et al., 1994; Paraguai de Sousa et al., 2001; Da Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al.,
2002; Santos et al., 2002; Mendes et al. 2003) e avaliar a soropositividade nos
infectados (Borja-Cabrera et al., 1999). Este ELISA utiliza como antigeno o FML,
mesma glicoproteina da vacina, e por este motivo identifica os anticorpos especificos
anti-FML induzidos pela vacinacdo. Desenvolvido pela mesma pesquisadora que
desenvolveu a vacina, o FML ELISA s6 esta disponivel para uso na Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Departamento de Controle de Qualidade da
Leishmune®, no laboratério Fort Dodge Saude Animal, para os testes de controle de
qualidade da vacina.

A deteccao de anticorpos especificos anti-FML em cdes imunizados com a
Leishmune®, quando utilizado o FML ELISA, abriu caminho para a hipotese de que
estes anticorpos também pudessem ser identificados pelos métodos soroldgicos
licenciados no Brasil (ELISA L. major-like e RIFI L. major-like, utilizados nos inquéritos
soroldgicos oficiais € no ELISA S7 utilizado nos laboratérios particulares), apresentando
reacdes falso-positivas.

Atualmente, no Brasil, somente os kits ELISA produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos (ELISA L. major-like) e pelo laboratorio
Biogene (ELISA S7), e o método RIFI (RIFI L. major-like), produzido pelo Instituto Bio-
Manguinhos, estdo devidamente registrados no Ministério da Saude (Bio-Manguinhos)
e Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, (Biogene), sendo, portanto, os

unicos testes soroldgicos oficialmente aceitos para o diagndstico da LVC.
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Os kits ELISA e RIFI produzidos pelo Instituto Bio-Manguinhos, possuem
antigenos complexos de Leishmania majorlike, e o kit ELISA S7, produzido pelo
laboratdrio Biogene, utiliza a proteina recombinante HSP70, o fragmento S7 da HSP 70
- Heat Shock Protein - de L. chagasi como antigeno (Andrade & Andrade, 1995). O
ELISA L. major-like apresenta especificidade 91,7% e sensibilidade de 94,7% e a RIFI
L. major-like apresenta especificidade de 80% e sensibilidade de 90%, de acordo com o
fabricante. O kit ELISA S7 apresenta especificidade de 94,3% e sensibilidade de 89%,
de acordo com o fabricante. De acordo com Palatnik et al. (1995), o método ELISA FML
apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 96% no diagndstico de pacientes
humanos infectados com L. (L.) infantum chagasi. Em cées, o método apresentou
sensibilidade de 100% e especificidade de 100% em soro de caes naturalmente
infectados com L. (L.) infantum chagasi, além de ter apresentado maior sensibilidade
quando comparada a RIFI na deteccao de caes assintomaticos infectados pela L.
chagasi (Borja-Cabrera et al., 1999).

Desde que a vacina Leishmune® foi licenciada, como mais uma ferramenta para
o controle da LVC, o maior entrave ao seu uso em larga escala foi a duvida sobre a
possibilidade de diferenciagdo sorolégica entre cades vacinados saudaveis e caes
doentes, através dos métodos soroldgicos utilizados nos inquéritos caninos oficiais,
ELISA L. major-like e RIFI L. major-like. Apesar da alta protecéo conferida pela vacina,
a necessidade de trés doses iniciais no esquema de vacinagdo com a Leishmune®,
com intervalo de 21 dias entre elas, mais reforcos anuais, o alto custo e a utilizacédo da
saponina como adjuvante de imunidade, responsavel por dor local em
aproximadamente 14% dos caes de ragas de pequeno porte (Parra et al., 2007), ainda

sdo considerados fatores limitantes para sua utilizagdo. Nao obstante, a impossibilidade
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de diferenciagao soroldgica entre caes vacinados e caes naturalmente infectados com
L. (L.) infantum chagasi é considerado o maior entrave ao uso da vacina em grande
escala, ja4 que no Brasil, os caes soropositivos sdo eutanasiados. Sendo assim, a
vacinagao de caes poderia dificultar as acdes de controle da LV e resultar em eutanasia
de animais vacinados e sadios em inquéritos epidemioldgicos.

Embora devidamente registrada no MAPA, o Ministério da Saude ndo recomenda
0 uso da vacina Leishmune® como medida de controle da LV, por nao existir
constatacdo de seu custo-beneficio e efetividade para o controle do reservatério da
LVC em programas de saude publica (Ministério Da Saude Brasil, 2006).

Caso os testes soroldgicos atualmente disponiveis e utilizados nos inquéritos
soroldgicos caninos nao identifiquem os anticorpos gerados apds a vacinagao dos caes,
um grande obstaculo ao uso da vacina tera sido superado, podendo, no futuro, a
vacinagado canina ser somada as medidas ja adotadas pelo Programa Brasileiro de
Controle da LV.

De acordo com levantamento realizado por Palatnik-de-Sousa et al. (2009), a
vacinagao dos caes com a Leishmune® nao interferiu na campanha de controle da LV
do Municipio de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, uma vez que neste Municipio,
nos bairros onde havia a maior porcentagem de caes vacinados, foi identificado o
menor numero de soropositividade nos exames sorolégicos oficiais (ELISA L. major-like
e RIFI L. major-like), de acordo com levantamentos do Centro de Controle de Zoonoses
da cidade. O mesmo foi observado em Campo Grande, em um levantamento
epidemioldgico envolvendo 110 mil caes (Palatnik-de-Sousa et al., 2009).

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil sorolégico dos caes vacinados com

a Leishmune® e dos céaes infectados que vivem em areas endémicas para a LVC, nos
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trés testes atualmente licenciados no Brasil — ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e
ELISA S7 e avaliar a real interferéncia dos caes vacinados no Programa Brasileiro de
Controle da LV. Além desses testes, o FML ELISA foi realizado para comprovar a
presenca de anticorpos especificos anti-FML nos caes vacinados, a fim de confirmar a
suspeita de que os anticorpos induzidos pela vacina Leishmune® podem ser

detectados somente quando se utiliza o FML ELISA.

2. Materiais e métodos

2.1 Area do estudo

Os caes que participaram deste estudo eram residentes das cidades de
Andradina (20°53°46°’'S, 51°22°46"'W), Bauru (22°18°53°’'S, 49°03°'38°'W) e Dracena
(21°28°57°°S), Estado de S&o Paulo. A regido noroeste do Estado de S&o Paulo é
considerada endémica para LVC e a Cidade de Andradina é uma das cidades que
apresenta a enfermidade desde 1999. Foram notificados no periodo de 1999 a 2007, 62
casos humanos da doenca, com 10 O6bitos. A Cidade de Dracena também tem
registrado casos caninos e humanos (110 casos humanos com trés 6bitos entre 2005 e
2009) e Bauru iniciou com casos de LVC a partir de 2003, apresentando 271 casos
humanos com 30 6bitos no periodo de 2003 a 2009. Nestas cidades ha também relatos
de casos humanos de Leishmaniose Tegumentar. (Fonte: Div. Zoonoses e DIRs VI, X,

XIV e DIR XVI).
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2.2 Grupos

Para este estudo foram selecionados cédes que frequentavam regularmente
clinicas veterinarias, sendo todos os caes domiciliados, para se aproximar ao maximo
da realidade de campo. Foram selecionados caes com esquema completo de
vacinagdo com a Leishmune®, realizado pelos veterinarios responsaveis e
acompanhados regularmente por estes veterinarios para certificagcdo de seu status
clinico. Foram selecionados também caes positivos para LVC, situagdo comprovada
através de exames laboratoriais: parasitolégico (citologia e/ou PCR de medula 6ssea),
proteinas totais, relagao albumina-globulina.

Os caes foram separados em dois grupos, um composto por caes saudaveis
vacinados, negativos no ELISA S7, e outro composto pelos céaes infectados,
comprovados através de resultados positivos em exames parasitologicos.

O grupo de cées vacinados incluiu 39 animais sadios, que haviam sido vacinados
com Leishmune® (trés doses iniciais da vacina, com intervalo de 21 dias entre as
doses, mais reforgos anuais) pelos veterinarios clinicos responsaveis apés confirmagao
da sua soronegatividade para anticorpos anti-Leishmania, de acordo com exigéncias do
fabricante da vacina. Os testes soroldgicos realizados previamente a vacinagao, para
comprovacgao da negatividade destes caes, foram o ELISA S7 e RIFI L. major-like. Os
caes eram de diversas ragas, incluindo cdes sem raga definida (SRD), de ambos os
sexos, com idade entre quatro meses e 10 anos, todos domiciliados e frequentadores
regulares de clinicas veterinarias.

O grupo de cées naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi incluiu 48
animais, de diversas ragas, incluindo cades SRD, com idade entre quatro meses e 12

anos, de ambos os sexos, domiciliados, que apresentavam sinais clinicos de LVC e
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estavam nas clinicas veterinarias para a realizacdo do diagndstico definitivo, sendo que
nestes cades a infeccdo foi confirmada pela observagdo microscopica de formas
amastigotas nos esfregagcos corados com Giemsa, obtidos apds puncdo de medula
O6ssea e/ou linfonodo ou pela técnica de PCR. Todos os caes apresentavam sinais
clinicos caracteristicos de LVC, como emagrecimento, crescimento exagerado das
unhas, lesbdes oculares, perda de pélos e alteracdes das proteinas totais entre outros.
Apds o diagndstico definitivo e coleta das amostras, estes animais foram eutanasiados,
de acordo com as normas do Comité de Etica estabelecido pela Sociedade Protetora

dos Animais e com o consentimento dos proprietarios.

2.3 Soros

Para a obtengéo dos soros, amostras de sangue (5 mL) foram coletadas da veia
jugular ou veia cefdlica dos cdes e armazenadas em tubos estéreis de 10 mL, sem
anticoagulante, a 22°C, até o momento da centrifugagéo, a 3.500 rpm durante quatro
minutos, cerca de quatro horas apds a coleta,. Os soros foram separados em quatro
aliquotas e armazenados a -70°C até a realizagdo dos exames sorologicos: ELISA FML,
ELISA S7, ELISA e RIFI L. major-like. Todos os soros foram devidamente identificados
e posteriormente analisados em duplo cego. Os resultados dos testes sorolégicos foram
confrontados para verificagdo da concordancia. Como foram utilizados pacientes
regulares das clinicas veterinarias, as amostras de soro dos animais vacinados foram
coletadas entre trés a 10 meses apds a ultima dose vacinal, de acordo com a data das

visitas de rotina a clinica.
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No presente estudo foram observados os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O
trabalho tem aprovacdo da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) —

Unicamp, protocolo numero 1721-1.

2.4 ELISA com antigeno L. major-like

Este método ELISA, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-
Manguinhos, utiliza L. majorlike como antigeno complexo (comunicagcéo verbal de
André Vieira, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos, Rio de
Janeiro, Brasil), sendo o teste padrao realizado nos inquéritos epidemioldgicos oficiais
do Brasil para o controle da LV, com comercializacdo proibida para laboratérios

privados. O teste foi realizado conforme instru¢des do fabricante.

2.5 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) com antigeno L. major-like

O teste RIFI, do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos Bio-Manguinhos,
também com o antigeno de L. major-like (comunicagcéo verbal de André Soares, do
Instituto de Tecnologia em Imunobioldégicos Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), €

preparado em laminas de vidro, de acordo com as instrugdes do fabricante.

2.6 ELISA S7
O kit ELISA S7, do Biogene Industria e Comércio Ltda. ME, utiliza um polipetideo
recombinante, representando a fragao carboxi-terminal da HSP70, denominado S7. No

Brasil, o ELISA recombinante S7 esta licenciado pelo MAPA sob o numero 7434/00,
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sendo o uUnico kit ELISA disponivel para laboratérios de diagnéstico veterinario

privados. O teste foi realizado de acordo com as orientagdes de bula.

2.7 ELISA FML

O método ELISA FML foi realizado de acordo com a descri¢gao de Borja Cabrera,
1999. Para a sensibilizagao das placas foi utilizado 2 uyg de FML por cavidade da placa
ELISA, em tampé&o carbonato bicarbonato (pH 9,6), incubados por uma hora a 37°C e
deixados overnight a 4°C. Apds lavagens, os soros foram adicionados previamente
diluidos a 1:100 em tampéo de diluicdo e lavagem (PBST) e deixados a 37°C por uma
hora. Apds a incubagao e lavagens, os anticorpos ligados a placa foram detectados por
proteina-A ligada a peroxidase, diluida a 1:20.000. Apds nova incubacéao e lavagens, a
reagcao cromogénica foi desenvolvida com orto-fenileno-diamina, diluido em tampao
citrato e na presenca de peroxido de hidrogénio, na incubagdo de 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro, e interrompida com acido sulfurico 1 N. A absorbancia
foi medida a 492 nm. Soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada
placa. O cut-off do FML ELISA foi 0.450, correspondente a média dos valores de
absorbancia de soros controle negativos mais 2 desvios padrédo, determinado pelo

teste de Youden, 1949.

2.8 Analise estatistica
As diferencas entre as propor¢cdes de positividade nos diferentes testes

soroldgicos foram comparadas pelo teste exato de Fisher usando o programa Graphpad

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm 2002-2005).
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3. Resultados

Os resultados dos quatro ensaios frente a soros de animais vacinados ou
infectados podem ser observados na Tabela 1. Quando a sorologia foi realizada
utilizando o antigeno FML (ELISA FML), ndo houve diferenga significativa (p=0,5315)
entre as amostras dos dois grupos. A positividade foi de 89,6% (43/48) no grupo de
caes infectados e 84,6% (33/39) no grupo de cdes saudaveis vacinados (Tabela 1).
Estes resultados demonstram que, tanto os cées vacinados, quanto os naturalmente
infectados apresentam anticorpos anti-FML. Sendo o FML uma glicoproteina presente
na L. (L.) infantum chagasi, € esperado que tanto os cades infectados quanto os
vacinados apresentem anticorpos anti-FML. Por este motivo, o ELISA FML foi o método
utilizado para a mensuragao de anticorpos anti-FML desenvolvidos apds a vacinagao
com a Leishmune®.

Os resultados dos testes ELISA L. major-like, RIFI L. major-like e ELISA S7
foram significativamente diferentes entre o grupo de cées vacinados e o grupo de céaes
infectados (p<0,0001). Os soros de cées vacinados com a Leishmune® apresentaram
negatividade de 87,2% (34/39) no ELISA L. major-like e 97,4% (38/39) na RIFI L. major-
like. A diferenca entre o grupo de caes vacinados e de cédes infectados foi ainda mais
pronunciada quando utilizado o ELISA S7, o qual mostrou completa auséncia de
reatividade com soros de caes vacinados.

A diferenca entre os dois grupos de caes foi altamente significativa (P<0,0001)
para o ELISA S7, RIFI e ELISA L. major-like. No grupo de animais infectados, a
positividade nas amostras de soro foi de 70,8% (34/48) no ELISA S7, 68,8% (33/48) na

RIFI e 58,3% (28/48) no ELISA L. major-like, enquanto que, no grupo de caes
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vacinados, nenhum soro apresentou resultado positivo no ELISA S7 (0/39), 2,6% (1/39)
foi positivo na RIFI e 10,3% (4/39) no ELISA L. major-like.

E importante salientar que o Unico animal vacinado que apresentou RIFI positiva
(1:40) foi negativo no ELISA L. major-like e no ELISA S7, e os quatro animais vacinados
que apresentaram resultados positivos no ELISA L. major-like foram negativos na RIFI
L. major-like e no ELISA S7, ndo havendo, portanto, nenhum animal vacinado com a
Leishmune® positivo nos dois métodos utilizados no controle oficial da LV (Tabela 2). A
Tabela 1 também sumariza os numeros de animais positivos no teste ELISA L. major-
like e confirmados no teste de RIFI L. major-like.

Os soros dos caes infectados apresentaram positividade de 70,8% no ELISA S7,
68,8% na RIFI L. major-like e 58,3% no ELISA L. major-like, sendo a sensibilidade dos
trés testes neste estudo, inferior a descrita nas bulas dos produtos.

Entre os soros de caes vacinados analisados, um apresentou resultado
indeterminado no ELISA L. major-like e dois no ELISA S7. Entre os soros de caes
infectados também foi observado um resultado indeterminado no ELISA L. major-like e
dois no ELISA S7. Estes soros foram retestados e novamente apresentaram resultado

indeterminado no teste.
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Tabela 1. Reatividade dos soros de cdes vacinados com Leishmune® e dos caes

naturalmente infectados de areas endémicas em diferentes métodos soroldgicos.

% de resultados positivos

(positivos/amostras totais)

Testes oficiais

com antigeno

Testes ELISA com

antigenos definidos

Combinagéo de

FML

*Detecgao

do parasito

84.6

(33/39)

(0/39)

89.6

(43/48)

100

(48/48)

L. major-like
Lm RIFI
Céaes vacinados com 10.3 2.6
Leishmune® (4/39) (1/39)
Caes naturalmente 58.3 68.8
infectados (28/48) (33/48)
Valores de p <0.0001  <0.0001

0.5315

<0.0001

Os soros dos cées vacinados e dos caes infectados foram analisados por: Lm: ELISA L. major-like;
RIFI: RIFI L. major-like; S7: ELISA test with S7 fragment of the 70kDa Heat shock protein; FML: ELISA
FML test. Todos os caes infectados apresentaram uma ou mais manifestagdes clinicas de LVC: lesdes
de pele, perda de peso, caquexia, onicogrifose, alopecia, ceratoconjuntivite, linfadenomegalia. *A
detecgdo do parasito foi baseada na presenca de formas amastigotas de Leishmania a partir de
puncao aspirativa de medula dssea e/ou linfonodo. O teste exato de Fisher foi utilizado para a andlise

estatistica.
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Tabela 2. Soros de caes vacinados com Leishmune® que apresentaram resultado

positivo em um ou mais testes.

Grupo

Vacinado Caon.7 Caon.9 Caon.15 Cao n.29 Cao n.37
ELISA

L. major-like 0,315 0,292 0,352 0,300 NEGATIVO

ELISA S7 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

RIFI

L. major-like NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 1:40

O Cut-Off (CO) do teste ELISA L. major-like foi calculado de acordo com as instrugcdes de bula, ou seja,
CO= média das densidades 6ticas dos orificios do controle negativo multiplicado por 2, que neste ensaio
foi de 0,240. A “faixa-cinza” (indeterminados) é considerada para as densidades entre o valor obtido para
o Cut-Off e o valor obtido com a multiplicagdo deste por 1,2 (faixa cinza = densidade ¢6tica entre 0,240 a
0,288). Para a RIFI, sdo consideradas positivas as amostras que apresentarem fluorescéncia na
membrana dos parasitos, mais intensa do que o back-ground observado no orificio do controle negativo,
a partir da diluigao de 1:40, inclusive, de acordo com a bula do produto.

Figura 5. Titulo dos soros de cdes vacinados no ELISA L. major-like

0,400 -
0,360 R
0,320 .

0,280
0,240 *

0,200 - . .
0,160 - . .
0,120 - e o

0,080 1 , ¢« * c . *
0,040 -
0,000 : : : | | | - |

Titulo Ac

Numero do cao

O Cut-Off (CO) do teste ELISA L. major-like foi calculado de acordo com as instrugdes de bula, e neste
ensaio foi de 0,240. A “faixa-cinza” (indeterminados) é considerada para as densidades entre o valor
obtido para o Cut-Off e o valor obtido com a multiplicagdo deste por 1,2 (faixa cinza = densidade o6tica
entre 0,240 a 0,288).
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4. Discussao

A positividade no ELISA FML, de 43 (89,6%) dos 48 soros dos caes infectados e
33 (84,6%) dos 39 soros dos caes saudaveis vacinados, demonstra que anticorpos
especificos anti-FML s&o produzidos durante a LVC e também como resultado da
vacinagdo com antigeno FML. A glicoproteina FML, antigeno utilizado na vacina
Leishmune®, esta presente nas formas amastigotas e promastigotas das leishmanias do
complexo L. donovani e seu principal componente, a enzima nucleoside hidrolase 36
(NH36) é o principal epitopo do FML (Santana et al., 2002). Contudo, n&o é esperado
encontrar NH36 em quantidade significativa tanto no antigeno soluvel, utilizado no
ELISA L. majorlike, como nas promastigotas utilizadas na RIFIl, ja que esta
glicoproteina representa uma fragdo muito pequena do proteoma do parasito e nao foi
identificada como um antigeno importante em analises proteOmicas de Leishmania
(Dea-Ayuela et al., 2006; Forgber et al., 2006).

De fato, o antigeno FML purificado interage com uma fracdo definida dos
anticorpos séricos, enquanto que o antigeno L. major-like, utilizado no ELISA e na RIFI
dos inquéritos epidemioldgicos oficiais, pode reagir com todos os anticorpos gerados
durante a multiplicacdo dos parasitos no hospedeiro infectado, mascarando ou diluindo
a resposta contra o antigeno FML. Além disso, o processo de denaturacdo sofrido pelo
FML durante sua purificacdo pode expor epitopos de peptideos e carboidratos que nao
estao disponiveis para as interagdes no lisado de Leishmania ou com as promastigotas
do parasito presentes nos ensaios oficiais (Palatnik-de-Sousa et al., 2009).

Os resultados deste estudo mostraram uma reduzida reatividade dos soros de

animais vacinados nos ensaios RIFl e ELISA com antigeno L. major-like (5/39).
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Importante ressaltar que nenhum soro apresentou positividade nessas duas técnicas
simultaneamente. Os quatro soros positivos no ELISA (4/39) foram negativos na RIFI, e
0 unico soro positivo na RIFI (1/39) foi negativo no ELISA. Além disso, todos os soros
apresentaram resultado negativo quando o ELISA S7 foi utilizado.

Dessa maneira, embora houvesse a suspeita de que os anticorpos produzidos na
vacinagao pudessem ser identificados pela fracdo FML presente nos extratos
complexos usados como antigeno nos ensaios sorolégicos oficiais, produzindo reagoes
falso-positivas, os resultados deste estudo ndo dao suporte a esta hipdtese, ja que
nenhuma amostra de soro de cdes vacinados se mostrou positiva, simultaneamente
nas provas soroldgicas ELISA L. major-like e RIFI L. major-like.

Existe a probabilidade destes resultados serem devido a uma falha do método,
ou ainda serem falso-positivos, ja que as quatro amostras com resultado positivo no
ELISA L. major-like apresentaram resultado negativo tanto no ELISA S7 quanto na RIFlI,
e a unica amostra de soro positiva na RIFI apresentou resultado negativo nos dois
testes ELISA realizados (ELISA S7 e ELISA L. major-like). Estes resultados foram
provavelmente obtidos a partir de co-infec¢des com Leishmania sp, Babesia canis e
Ehrlichia canis (Oliveira et al., 2008) ou em decorréncia de reagdes cruzadas dos
anticorpos contra tripanossomideos, Ehrlichia canis, e leishmaniose tegumentar.
Corroborando com esta suspeita, diversos estudos demonstraram que a maior
desvantagem dos métodos sorolégicos € a possibilidade de reagdes cruzadas (Costa et
al., 1991; Genaro, 1993; Gradoni, 2002; Alves & Bevilacqua, 2004; Ministério da Saude
Brasil, 2006, Ferreira et al., 2007;).

Ferreira et al. (2007) demonstraram a ocorréncia de reagdes cruzadas, utilizando

os métodos ELISA e RIFI, ambos do laboratério Bio-Manguinhos. No estudo, realizado
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com 20 amostras de soros de caes experimentalmente infectados com Trypanosoma
cruzi (n=7), Leishmania brasiliensis (n=5), Toxoplasma gondii (n=5) e Erlichia canis
(n=3), 11 apresentaram reacao cruzada na metodologia RIFI (sete para T. cruzi, duas
para L. brasiliensis e duas para E. canis) e oito no ELISA (quatro para T. cruzi, trés para
L. brasiliense e uma para E. canis).

De acordo com Alvar et al. (2004), o fato das técnicas soroldgicas convencionais
utilizarem antigenos brutos, formas completas de promastigotas ou amastigotas ou
extratos soluveis destes, limita consideravelmente sua especificidade.

Segundo Tavares et al. (2003), para a obtengao de um diagnédstico sorolégico
mais especifico, € necessario o0 aprimoramento da caracterizacdo de componentes
antigénicos da Leishmania, com a utilizacéo de antigenos purificados e recombinantes,
como o ELISA S7, que contém uma unica proteina de Leishmania chagasi, a HSP70,
um dos antigenos dominantes da Leishmania chagasi (Andrade & Andrade, 1995;
Quijada et al., 1996).

No presente estudo, a partir deste método, os resultados foram negativos em
todas as amostras de soros de cées vacinados. Apesar de ser uma proteina
recombinante, foi demonstrado por Talmi-Frank et al. (2006) e Carrillo et al. (2008) o
aparecimento precoce de anticorpos anti-HSP70. Também foi observado pelos mesmos
autores que a cinética de produgdo de anticorpos anti-HSP70 é muito similar aquela
observada para os anticorpos totais contra antigeno soluvel de Leishmania, sugerindo
boa sensibilidade do método.

Neste estudo foi observada sensibilidade menor do ELISA S7, 70,8%, do que
aquela indicada pelo fabricante, de 89%, mas ainda assim superior aos ensaios oficiais.

A sensibilidade dos ensaios oficiais avaliada neste estudo, 68,8% para RIFI e 58,8%
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para ELISA, ficou aquém daquela mencionada nos manuais dos produtos, 90% para
RIFI e 94,7% para ELISA. Os valores de sensibilidade dos testes ELISA obtidos neste
estudo, embora inferiores ao reivindicado pelo fabricante, estdo dentro da faixa descrita
por Pinheiro et al. (2009) para o sorodiagnéstico do calazar canino com antigenos
complexos de Leishmania. Da mesma forma, a sensibilidade da RIFI também foi inferior
a constante da bula do produto, mas na faixa descrita por Mettler et al. (2005). Os
resultados indeterminados obtidos tanto no ELISA L. major-like, quanto no S7, estavam
na faixa considerada “zona cinza”, calculada de acordo com cada fabricante, a fim de
nao considerar como positivo ou negativo um resultado de densidade 6tica muito
proxima ao cut-off.

Esta diferenca de sensibilidade pode ser devida a variagdes de lote, a alteragdes
nos procedimentos, ou ainda ao fato de que neste estudo, os cées do grupo positivo
foram considerados positivos a partir de provas parasitolégicas e/ou moleculares, que
identificam a infeccdo mais precocemente do que as provas sorolégicas. Estudo
conduzido por Solano-Galego et al., (2001), na llha de Mallorca, Espanha, demonstrou
que, na populagdo de caes avaliada, enquanto 63% apresentavam PCR positivo,
apenas 26% eram positivos na sorologia, e somente 13% apresentavam doenca clinica,
indicando que a sorologia pode nao identificar animais ja infectados. Courtenay et al.
(2002) demonstraram que a sensibilidade do ELISA, durante o periodo pré-patente, é
menor do que a estimada, ja que o método € eficiente para detectar cdes com infec¢ao
ativa, mas € menos sensivel em caes durante o periodo pré-patente. O mesmo é citado
por Baneth et al. (2008), os quais afirmaram que a maioria dos cédes de areas
endémicas, exposta a infeccdo, torna-se infectada sem apresentar evidéncias clinicas

da doenca ou anticorpos anti-Leishmania.
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Outro fato que pode impactar na sensibilidade dos métodos sorolégicos é a
utilizacdo de antigenos heterdlogos. A identificacdo destes antigenos por anticorpos
séricos na LVC de fato ocorre (Barbosa de Deus et al., 2002), mas em geral € menos
intensa e menos especifica do que aquela observada com antigenos homodlogos
(Rajasekariah et al., 2008). A adogao de ensaios diagndsticos para a LVC, empregando
antigeno heterdlogo € uma decisdo unica do fabricante e encontra pouco apoio na
literatura. Os dois parasitos (L. infantum e L. major) sao evolutivamente muito
diferentes, assim como a clinica das doengas que causam e o elenco de hospedeiros
na natureza, embora possam em condicbes excepcionais formar hibridos inter-
especificos (Ravel et al., 2006). A reatividade dos soros de caes infectados nos
ensaios sorodiagndsticos oficiais se deve, naturalmente, a antigenos comuns entre os
dois parasitos, como demonstrado existir entre L. (L.) infantum chagasi e varias
leishmanias do Novo Mundo (Vale et al., 2009).

Atualmente, o Programa Nacional de Controle da Leishmaniose refere a RIFI e o
ELISA como metodologias de diagnostico para fins de inquéritos epidemiolégicos
caninos amostrais e censitarios. O ELISA é recomendado para a triagem de caes
sorologicamente negativos e a RIFI para a confirmagdo dos caes sororreagentes ao
teste ELISA ou como técnica diagndstica de rotina (Ministério da Saude Brasil, 2006).

Esta recomendacgdo do Ministério da Saude esta de acordo com o preconizado
por Almeida et al. (2005) e Assis et al. (2010), que concluem em seus estudos que,
devido a baixa concordancia entre os resultados das provas sorologicas atualmente
disponiveis, é essencial que o diagndstico da LVC seja realizado baseado no resultado
de duas provas. Alves e Bevilacqua (2004) corroboram esta afirmagao, quando

reportam que, em inquéritos sorolégicos caninos realizados na cidade de Belo
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Horizonte (MG), no periodo de 1993 a 1997, de acordo com os valores preditivos
positivos e negativos da RIFI, (14,5% e 99,5%, respectivamente), dos 15.117 cées
identificados como positivos, de um total de 415.683 caes examinados pela RIFI,
12.925 seriam falso-positivos. E, dentre os 400.566 identificados como negativos, 2003
seriam, na verdade, falso-negativos.

Se, conforme o preconizado pelo Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (Ministério da Saude Brasil, 2006), os soros dos caes vacinados
com a Leishmune® reagentes em ELISA L. major-like forem confirmados pela RIFI L.
major-like, a probabilidade de uma reacgao falso-positiva sera remota, como indicam os
resultados sumarizados na Tabela 1. Desta maneira, os resultados do presente estudo
corroboram com os resultados apresentados por Palatnik-de-Sousa et al. (2009) de que
a vacinacao dos caes com a Leishmune® néo interfere nas acdes de controle da LV no
Brasil.

Em conclusdo, os resultados deste estudo apontam para uma similaridade no
desempenho dos trés ensaios soroldgicos empregados no sorodiagnéstico da LVC no
Brasil, além de demonstrar que, mesmo sendo observado resultado positivo em
amostras de caes vacinados, nenhum c&o vacinado apresentou resultado positivo em
mais de uma prova soroldgica, sugerindo fortemente resultados falso-positivos. Os
resultados deste estudo também confirmam a necessidade de realizacdo de pelo
menos dois métodos soroldgicos para o diagnéstico definitivo da LVC, dada a
complexidade da doenga e as limitagdes dos métodos atualmente disponiveis. Além
disso, indicam a necessidade de uma reavaliagdo dos métodos sorolégicos atualmente
utilizados para o diagnéstico da LV no Brasil, com o emprego de testes mais sensiveis e

especificos, a partir de antigenos purificados e/ou recombinantes, com o objetivo de
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diminuir a possibilidade de reacdes falso-positivas, responsaveis pela eliminacdo de
animais saudaveis e minimizar as reacdes falso-negativas, mantendo reservatérios da
doenca e representando ameacga a saude publica.

Finalmente, ndo parece ter fundamento a hipotese de que a vacinagcdo de
elevado percentual de caes em areas endémicas possa dificultar as agdes de controle
da LV adotadas no Brasil, mas que a vacinag¢ao de caes pode ser, no futuro, mais uma

ferramenta, associada as demais medidas ja adotadas para o controle da LV.
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8. Conclusoes

Os resultados deste trabalho possibilitaram as seguintes conclusoes:

1.

Os métodos soroldgicos ELISA S7, ELISA e RIFI com antigeno L. major-like (Bio-
Manguinhos) foram capazes de diferenciar caes vacinados com a vacina FML
(Leishmune®) de caes naturalmente infectados com L. (L.) infantum chagasi nas

condi¢des realizadas e com as amostras de soro utilizadas neste estudo.

O método ELISA FML, por utilizar como antigeno a mesma glicoproteina utilizada
na vacina FML (Leishmune®), identifica os anticorpos de cédes vacinados e de

caes naturalmente infectados.

Ha necessidade de realizagdo de pelo menos dois métodos sorolégicos para o
diagndstico definitivo da LVC, dada a complexidade da doenga e as limitagdes
dos métodos atualmente disponiveis Além disso, os resultados deste trabalho
indicam a necessidade de reavaliagcdo dos métodos sorolégicos atualmente
utilizados para o diagnéstico da LV no Brasil, com o emprego de testes mais
sensiveis e especificos, a partir de antigenos purificados e/ou recombinantes,
com o objetivo de diminuir a possibilidade de reagbes falso-positivas,
responsaveis pela eliminacdo de animais saudaveis e minimizar as reagdes
falso-negativas, mantendo reservatorios da doencga e representando ameaca a

saude publica.
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4. A sensibilidade dos trés ensaios sorolégicos atualmente empregados no
diagndstico da LVC no Brasil, ELISA e RIFI que utilizam antigeno L. major-like e
ELISA S7, nas condicdes realizadas e com as amostras de soro utilizadas neste
estudo, foi inferior a preconizada nas bulas dos produtos. Esta baixa
sensibilidade dos métodos utilizados para levantamentos epidemiolégicos pode

ser responsavel por incidéncia subestimada da LVC no Brasil.

5. A vacinagao de um elevado percentual de caes contra a LVC nao interfere com o

Programa Brasileiro de Controle da LV.
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Comissao de Etica na Experimentacdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1721-1, sobre "ELISA FML (Fucose Manose

Ligand) como _método sorolégico para o diagnostico da Leishmaniose
Visceral. Comparacdo com o teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e

com dois kits ELISA licenciados”, sob a responsabilidade de Profa. Dra.

Silmara Marques Allegretti / Fabiana Farinello Grecco, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica
na Experimentagéao Animal — CEEA/Unicamp em 15 de dezembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1721-1, entitled "ELISA FML (Fucose Manose
Ligand) as serologic method diagnostic for Vsiceral Leishmaniasis.

Comparison with indirect imunofluorescence and two licenced ELISA kits",
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on December 15, 2008.

Campinas, 15 de dezembro de 2008.
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Profa. Dra_Ana/Maria A. Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP - Brasil hitp:/'www.ib.unicamp.briceea/
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Critérios de Validacao

As Densidades Opticas (D.0O.) dos controles ndo reagentes devem
ser sempre inferiores a (0,100, E as D.Os do controles reagentes
devem ser sempre superiores a 0,300

Calculo do Ponto de Corte

Calcular a média aritmética das D.Os. do soros nio reagentes e
somar ao fator R = 0,142, Para determinagiio da amplitude da zona
cinza (faixa de indeterminados) subtrair do ponto de corte 0,03.

Socorro Técnico
Em caso de duvidas entrar em contato com o suporte no telefone
(81) 8E88.9072 ou por e-mail servio @biosene. ind.br,

Resp. Téc. Ana Cliudia Campos
Médica Veterindria CRMV - PE - 3201

Produzido e Fabricador por:

Biogene Indistria e Comércio Ltda ME
Rua Costa Sepilvida, 749

Engenho do Meio - Recife - PE

CEP 50.730-260

CGC.: 69.951.234/0001-10

Insc. Est. : 18.2.001.0198256-0
Fone/Fax: 81 - 3453.2502 ou 8888.9072
E-mail: servio@biogene.ind.br

MAPA Licenga n”. 7434/2000
Indistria Brasileira

@Positiv/\

Incubagao e inovagdo tecnolégica

Validade e data de fabricacao na embalagem

@ Biogene

Kit para Diagnéstico do Calazar Canino
ELISA/S7®

Para uso veterinirio

Descriciio

A reagio de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é
baseada no reconhecimento de anticorpos especificos por antigenos
fixados em um suporte plistico. Este reconhecimento € revelado
através de uma proteina conjugada a uma enzima (Peroxidase)
permitindo a visualizagio da reagio.

O ELISA/ST® tem como base um peptideo recombinante,
produzido por engenharia genética, que permite a deteccio de
anticorpos na fase mais precoce da infecgdo. O emprego desse
antigeno no kit para o diagnéstico do calazar canino - ELISA/ST®
confere alta especificidade e sensibilidade ao teste, sendo Gnico no
mercado.

Apresentacio
O kit &€ composto de uma placa de ELISA e de todos os reagentes
necessirios a realizagio de 96 reagoes.

Produto Volume Conservacio
Solugiio de coleta 25 ml - 20°C
Solugio §7 10 ml - 20°C
Soro controle reagente 10 ul -20°C
Soro controle ndo reagente 10 ul - 20°C
Soluciio Citrato 10 ml 4°C
Conjugado (Ptn - A PO) 3l 4c
Revelador (TMB) 100 ul 4°C
Apua Oxigenada (H203) 50 ul 4°c
Solugiio de lavagem (PBS 10x) 50 ml 4°C
Tween 20 200 ul 4°C
Solugio de parada (H,50,— 2N) 10 ml TA

A estabilidade de todos os regentes € de seis meses
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Miristirio ca Baldn

ROCHIZ
Fumdagie Overmico G

D o Teoroipn
-

U DoGpioon
Bio-Manguinhos

Tel.: (21) 3882.9383
FAX: (21) 2561.0277
SAC: 0800.210.310
www. bio.fiocruz. br

IF1 - LEISHMAMRIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
DIAGNOSTICD DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
imaterial fernecido para 2000 determinacies)

PRINCIPIO DO TESTE:

O conjurto apresentado £ utiizadeo na detecg@o de anficorpos
contra Leishmania em s=soros de caa. O teste de
Imunoflucrescéncla Indireta consiste na reagBo de solos
com parastas (Leishmania), fxados em l&mines de mic roscagpia,
Mume etapa ssguinte, utiliza-se um conjugado fluorescente,
para evidenciagao da reagao.

A leitura ¢ realizade com auxlio de microscopic que utifza
incicdéncia de luz azul e ultra-vicketa, sendo considerado reagente
o5 50005 que apresentarern fliorescéncia e ndo magentes os
s0ros que apresentarem auséncia de fluorescénci, tomanco-
se come referéncia os soros controle positive & negative que
devern serincluidos em cada lamina.

ESQUEMA DO TESTE:

Reacao Fositiva
% i _} ~ + qu_azul ]
utravioleta
—_—
parEitEs + amostn + conjugado = furascincia
pesitiva

Reacio Negativa

+ luz azul &
+ +
<> I:I 2= O ultravioleta

IFIl - LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

Bio-Manguinhos

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA

DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

IFl - LEISHMANIOSE VISCERAL CAMIN - Bio-Manguinhos 3

MATERIAL FORNECIDO:

identificacio  Componentes Apresentacao
R-0O1 Anligeno de Lelshmania 4 F fimL
:-02 Conjugado Anti-cia / FITC I'F& 1mL
03 Qlicerina Tamporada pH 9.0+ 0,5 | Fr 25 mL
R-04 Azul de Evang 0, 1% I B 2.5 mL
F-05 Comrule Megativg 1Fr 05 mL
F-06 Cantrele Positivo | Ft. 05 mL
Caisascom 30 Laminas 4 u:allsms

Manual de Instrugies de Cso

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:
-Aguia destilada, '
- Vidrarla bisica em geral {tubas, pi etas,
- Pipetador manacanal ajustdvel 'ePpPDnteimPsr.wm =
- huuas descartaveis.
- Hipoclorite de sddio a 2.9% ou i
B it Agua sanitaris,
- Tarnpdo foslato/salina (PBS) -pH 7
- Laminulas. VR
= Micioplacas.
- Camera Umida e cubas de lavagemn.
- Microscépio para fuorescéncia,
CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL:
Manter entre 2* e 8C; R-01, R-02, R-03, R04, R-05, R-08
Todos cscom 20 kit devem ser qu :

: ponentes ardados
lndu:a_ias desde o ata da mmhimwiccnfumljep‘;?mmaur:
esléveis pela validade definica na caixa principal do kit
Obs.: a temperatura de fransaorte, com bobin d

" i lo
reciclavel, permite que o conjunto se mart; i
adequadas duranie 24 a 36 rfaras. RIS

CUIDADOS E PRECAUGOES:

pearasitia + :r:;m+ cofugats = ausdnaa de Muamecinga Soments para uso [N VITRO".



4 IF - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos

Este conjunto diagndstico contém produlos bioldgicos e
quimizos, podendo representar uma forte de infeccao, Portanto,
20 manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, obsenve
&5 precaugoes de biosseguranca necessarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto
diagnsstico depende do cumprimento 2s boas normas de
=equranga do lhoratdrio, tais coma:

- &5 AMOsUas, assim como [Aminas e outros Irnsurmos devem ser
estocados & menipulades adequadamente;

- homaogeneizar as amcstras e controles antes de usar;

- utillzar equipamentode protegédo Indvidual (EFT), tas comao luves
descartavels, jaleco e protetor facial em todas as etapas do leste;
- desprezar pontelras, luvas, pipetas de widro, frascos, Bmines
usadas, etc,, em solugdo de hipoclorito de sddic a 2.5% ou
égua sanitaria;

- para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos na parte
superior da ldmina;

- nunca regproveitar as laminas;

- n&0 usar os reativos apds sus data de validade;

- utilizar fremeos e vidrarias ngomsamente Impas, pois residuns de
detergentes e/ou substinciss mdidantes poderao interfierir na reaciio;

- nunca misturar componantes de lotes diferentes.

PREPARO DO TAMPAOD FOSFATO pH 7,2 {FBS):

Sais Quantidade
Cloretn de Shdio (HaCl) PA - OU15M 877 a
Fosfata de Sidio Dibasics Anidro (Ma, HPO, ) PA - 0,0072M 102 g
Fosfato de Sidia Monchisico Aridra (MaH, PO,V PA - 0.0028M 0% g

Agua destilada q.5.p. (quantidade sufidents para) 1000 mL

ATENGAQ: os sais desuiitos acima, quando nao utilizados na
formae anidra, deverao ter sues quantidades recalculadas em
funcio das molécules de ague presentes. Verifique sempre no
ritulo dos produtos a compasicao dos sdis e o paso molecular.

e e e s e R S e e

& IF1 - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos

Ex

IFl - LEISHMANIOSE VISCERAL CAMINA - Bio-Manguinhos 5

E:fernplo de carrecaoe de peso para preparo de PES quando se

utiliza o fosfato dibasico hidratado com 12 moléculas de Agua

Caleulo: -
Ma,HPO, Anidre - Peso Molecular = 142 pesar 1,02 g
MNa,HPO,. 12H,0 - Peso Melecular = 358 pesar X g

142- 1,02 X= 102358 = 2,57
358 - X 142 ci

Meste e»empIP. onde o Fosfato Dibdsico & hidratado com 12
maléculas de dgua, devern-se pesar 2,57 g para preparar o PBS.

TITULAGAO DO CONJUGADO:

Otitulo do conjugadovaria em fungae das condigéics de rabalho
%D microscpio utilizado e do operadoe. I

laberatdria devers repetira titulagio do conj SEMpre que
houvertroza de lote do kit, do micrascapio, au mm opb'se?mr
queda da intenadade da fAucrescéncla no controle postivo ao
lengo do tempo.

1- Ferer aa laminulas erm agua destiacs por 20 minutos, apds
a &gua entrar em ebuligan, e deixé-las estocadas em &lcoal
comerclal @i a utilizacao, quands deverdo ser cuidadosamente
limpas e secas com o auxilio de gaze ou papel abscrvente.
2-Sepa;ar_3 laminas e pingar 10uL do antigenc em cada orificio,
tendo o cuidado de manté-la homoaeneizado durante o praparc,
3-Deixar secar de urn dia para o outra 4 ternperatura ambients
ou duas hores a 37°C, para uma boa fixacio dos parasitas,

ATENCAO: evitar alriio com a parte superior da lémina onds
enconbiim-se O3 parasitas fixados,

4- Fazer um protocale de frabalha, conforme modelo abalug,
indicando apusagﬂ_n das diluigdes do Cortrole Positive {CP), e
Eﬂ; B-cs:?mme Megativa (CN), além dos controles do conjugade
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2000 200pL 200 pL

ot

L

AR

Tuba 1 Tubo 2 Tubo 3 Tuba 4
140 il 1:80 dil1:160 dl.1:32)
10pl 200 gl 200 ul 200 pl

de s de PBS dePBS de PBS

+390uL  +200pl +200pl  +200pL
e PBS dadi, da dil, da dil
1:40 1580 1160

ATENCAQ: homogeneizar o conteldo de cada tubo antes de
transferir o volume de 200 ul para o tubo seguinte.

- Adicionar 10 L das diuigdes de soro por orificio, conforme
o seu protocolo, em cada uma das 3 ldminas anteriormente
preparadas.

ATENCAQ: evitar que a ponta da ponteira toque ou raspe a
supefficie da Bimina, pois este procedimento piovocard aretirada
dos parasitas. Tomar cuidado para que o conte(do de diferentes
pogos néo se misturem. Ciilizar uma pantelm pam cada tubo
& ser utilizado ou utifizar uma ponteira para cada controle na
wrdem da maior para mener diluigao.

- Diluir em FBS o contrale positive 140, 180, /160, 1/320. e
diluir o contrale negativo 1/40, utiizando o esquema de diluicao
seriada a seguir
T- Ineubar 8z liminss em chmara Omida por 30 minutos a
37°C, em estufa
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B- Lavar as laminas 3 (trés) vezes erm PBS, nascubes de lavagem,
por 5 minutos cada banho.
9- Lavar rapidamente as laminas, uma ver em agua destilada,
10- Colocar a8 léminas por aproximadamente 10 minutos a
37°C, em estufa, para secar, Mo entamto ndo exceder muito
nesta etapa.
11- Preperar uma solugho de PBS-Azul de Evars (PBS-AE) a
0,004%, Colocar em um tuba 120 gl de Azul de Evans {0,1%)
e 2880 pL de PBS.
12 Diluir o conjugado enti-lg céo marcado com fluonescena,
conforme descrito e seguir:

20 pL de Conugado + 980 pL PBS-AE

dil. 1:50

v ©
Tubo 1 Tuba 2 Tubo 3 Tako 4 Tubo &
dil1:100 dil 1160 dil.t200  &i 1260 i 1:300
100 ul 2004l 300 uL ool 500
PRS-AE PBS-AE PBS-AE FE5-AE PES-AE
+ 100l +100pL 4+100pl + 0D pL = 0Gul
il ;53 dil. 1:50 ckl1 50 di.1s0 il 1:50

13- Adicionar 15 ul das diluiges do conjugado por orificio nas
laminas correspondentes corforme esguama a saguin:

IFl - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos 8

lamira 1 -
UlGaD 130 1 ] 3 4 5 9
i a0 Quscl ufchodf e
diuigao 1100
7 B 2 1c " 2
18wl 2 -
divigan 1:150 AR e A SRR At
SCDESOC
lamina £ -
divigao 1200
CTCOOOC
7 & L} w 11 11
Iamina 3 -
diuicén 1:250 1 2 3 4 3 -3
- e o
diuigao 1:300

ceoooee

14- Incubar os dminas em camarg Gmida por 30 minutos a
37°C, em estufa.

15- Lavar as lamines 3 {trés) vezes com PBS em cuba de
levagem apropriada, 5 minutos cada lavagem e, em seguida,
lavar rapidamente as laminas uma vez em agua destilada.

16 Colocar as ldminas por sprosimadamerts 10 minulos em estufa
a37C para secagerm. Mo entanto, Nac exceder muito nesta etapa.
17- Adiclarar de 3 a4 gotas de glicering tamponada sobre
léminas, cobrinde-as com laminula. Manté-las ao ebrigo da luz
eumidade, até o momento da leftura,

10 IFI - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos
DEFINIGAO DO TITULO DO CONJUGADO

Fama a eiture, Uthzar 0 MCIoscepio 08 IMUnoiuorescenca
& objetva eom aurmento de 40X O titula do conjugada
serd a diluicio em que se observar fluorescéncia até o pogo
comespandente 8o titulo do controle positivo (vide nitulo do
frasco), ¢ ausénciade fluorescéncia nas diluicdes comespondentes
a0 contiole negativo e ao PBS (controle de conjugado).

Os limites aceitiveis da titulagdo do conjugado para aprovaclo
do teste de Imunoflucrescéncia indireta estho em torno de 1:
100 até 1:640.

PROCEDIMENTO DO TESTE:

1- Ferver as laminulas em &gua destilada por 30 minutos, apés
a Agua entrar em ebulicdo e deixd-las estocadas em Alcool
comercial até a utlizagao, quando deveraoser cuidadosamente
limpas ¢ secas com o auxilio de gaze ou papel absorvente.

2- Fazer o protocolo para determingr o ndmero de ldminas a
serem preparadas, considerando o ndmero de amostras e suas
diluigoes (1:40 e 1:80).

Lzl laliel

ADIT ADD AOST ADS
1:40 0 1:80 1:40 3 1:80
T B L] 1o 2

11 1

Obs. 1:conforme recomendagao de especialistas, as amostras
teste devern ser submetidas ac ensaio de imuncfluorescéncia
pelo mencs nas dluigdes 140 < 1:80,

Obs. 2: os controles positivo e negativo, diluidos 1:40, devern
estar presentes em todas as ldmines paa comparagdes no
momento da leinra.
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3. Pingar 10 pl. do antigeno em cada orificio da lamina, tende o
culdada de manié-lo homogeneizado durante o prepara. Deixar
seear de um dia para e outro & lermperatura ambiente, ou duas

horas a 37°C, para uma boa fixagao dos parasitas.

ATENCAO: evitar atrito com a parte superior da lmina onde
encantram-se os parasitas fixados.
A- Diluir 0s sores amostra e teste (1:40 e 1:80) e os controles
positive (1:40) e negativa (1:40), em PB3, canforme esquema
a segulr;

100 pl

B

v K
Tubo 1 Tulse 2
L1440 il 1180
10l desoro + 100 L da cil.1.40
400 ul PRS +100 4 PBS

5. Adicionar 10l das diluigées de soro por oificic, corforme o
protocaio previamerte elaborado. Deve-se tamar cuidedo para
que as amostras nao se misturemn durante a incubagho.

6 Incubar #s liminas em cmara Omida por 30 minutos a 37C
7- Lavar as ldminas 3 (trés) vezes em PBS, nascubes de lavagem
por 5 minutos cada banho. )

8- Lavar rapidaments as laminas, uma vez em agua destilada.
9- Calocaras laminas por aprodimadamiente 10 minutos a 37°C
para secar Mo entanto. néo exceder muito nesta etapa

10- Preparar, momentas antes do uso, uma solugao PBS-AE,
conforma tabela a ssguin
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n” laminas Vol PBS Vol. Azul de Evans (0,1%)
z 480 L 20 pl
4 960 ul A0 pl
&6 1440 gl 60 pl

11- Diluir o conjugads na proporgao adequeda, conforme
titulacao prévia. Adicionar 15 ul da diluiclo do conjugado em
cada orlficio das laminas.

Obs. 1: dilulr somente a quantidade de conjugado necessédria
pam utilizagao no mesmo dia.

Obs. 2: evitar pipetar menos de 5 ul. de conjugade para
minimizar a possibilidade de erros na diluigdo.

12-Incubar as l&rminas em cdmara umida por 30 minutos a
37°C, em estula,

13- Lavar as |[Aminas 3 {trés) vezes em PES, nas cubas de
lavagern, por 5 minutos cada banho,

14- Lavar rapidamente as larminas, uma vez em Agua destilada.
15- Colocar as l8minas por aproximadamente 10 minuios &
37, em estufa, para secar. No entanto, nao exceder muito
nesia etapa.

16- Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as
laminas, cobrindo-as com laminula. Manté-las an abriga da luz
e umidade, alé o momento da lekura.

17 -E meomandado que a leitura da reagio ccorm ne perfoda de
até 4 hoias apos aexecugdo do teste, mantenda-se 2s laminas
ao abrigo da oz,

LEITURA E INTERPRETAGAO:

1- Para aleituma e interpretagao das reagdes Utilizar o microscéplo
de imunefluorescéncla = objetiva de 40X, Focalizar a @mina na
posicac do controle positivo € observar a flucrescéncia presente,
de acordo com o padrac descrite a seguir,

2- Focalizar a mina na posicao do cortrole negativo e observar
a ausénca de fluorescéncia nos parasitas, bem como a coloragao
de funda “background®.

14 IFl - LEISHMANIOSE VISCERAL CANING - Bio-Manguinhos

C.A MARSDEN PH.D. BARRETO, A .C ROCHA, R SAMPAID, R.R. PATZ-
IAFT; L. Diagnastice parasiiolégico ¢ immoldgico de Leishmaniose
tegumentar americana. Biol. Of sanit Param. 1980; 89: 195-208..

- GUIMARAES, MCS, CELESTE, BJ. CORRALES, M Antigenos
de Leishmaniz-major-like e L. braziliensis na reagio de imunofiuo-
rescéncia (Igl-IF) na Leishmaniose Muco cutinea. Rev Soc. Bras.
Med, Trop, 1991 ; 24 (supl. )k 112,

- Methods in Immunology - & Laboratory Text for Instruction and Research,
Third Edtion, Benjamin Cummings Publishing Company, 1981,

- Fluarescent Antibody Technigques, CDC nt 729, [I5A, 1961

- Laballed Antihodies in Bioplogy and Medicine, Abmoue Press and
Motraw Hill Imemational Book Company, 1978,
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ATENCAO:

Este produto destina-se priciitariamente para atendimento das
demandas dos Programas Plblicos de controle da Leishmani-
ose Visceral, ¢ alnda para Frojetos de Pesquisa realizados por
Instituigdes Piblicas do Pais.

Licenciado noMin. da Agricultura sob o n® 8972, emn 04/10/2004,
Resp, Tée, Méd. Vet.: D Joel Majerowicz. CRMV-RJ 2342

ASSISTENCIA ADS USUARIOS:

Orientagbes técnicas adicionzls a respeito deste produto podaran
ser ohtidas juntn & Bin-Manguinhos/Fundacéo Osuwallo Crus
Departamento de Reativos para Ciagnéstico

CMPJ 33,781.055/00158-30

Av. Brasll, 4365 - CEF: 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ

Tel: (21) 3B82.9393 - FAX: {21) 2561.0277

SAC: 0BD0.270.310  www.blo.fiocruz br

editdo: dezembro de 2004
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3 Procedes a leitura das amostres, considerando os padides
aseguir:

Amosiras 'U-'Ilju!-"'ll.-.u
Agueles soros que, a

partir da diluigaa 1:40,
inclusive, apresentarem
fluorescéncia na
membrana dos parasitas,
mais intensa que o
back-ground absarvado
no orificio do

controle negativo.
Amosiras nao reagentes
Cs soros teste que

néo apresentarem
flucrescéncia.

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE:

Ma literatura cientifice existern diversos trabalhos comparando
as performances das metodologias de IF1. ELISA e Aglutinagas,
entre outros. Mestes trabalhos, o desempenho da IF] asclla em
torno de 90% para sensibilidade e BISE para especificidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

- CAMAROOC, M.E. REBOMNATO, <. Cross-reactivity in
imm fluorescense for Try ma and Leishmania antibodies.
A Trop.Med Hyg 1969, 18: 500-50%.

= CURA T A MARSDIEN, PH.D. BARRETCY A.C. RODCHA. R SAMPAID RR
PATZIAIT L. Diagnistico parasitoligico e imunoldgico de Leishmaniose
tegumantar amerdcana Fiol OF sanit Parm 1980, 80 105208 CUBA,

ENSAIC DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
PARA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
MODELO DE PROTOCOLO

IFl n2: Data / /
Kit: Lote:

Valldade:
Lamina n2:
1 i 1 2 3 4 8 &
2 B | - .
3 9
4 | L '
5 1) 7 8B 8 10 11 12
6 12 -
Lémina n2: B
1 T ' 1 2 3 4 5 & |
2 B
3 9 | |
a__ 10 L I |
5 " i 7 B 8 10 11 2
& 12 L =
Teécnico responsavel:
Observacdes:

BM_008_07Bk |
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EIE - LEISHMANIOSE VISCERAL CAMINA- Bio-Manguinhos
ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGHNOSTICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
(maeral lomecido para 364 reagoes)

PRINCIPIO DO TESTE:

Este ensaio consiste na reagio de sorcs de cées com antigenos
solivels e purificados de Leishimania obtidos a partir de cultura
"in vitre”, que sao previamentz adsorvidos nas cavidades
de microplacas/strips (fase sdlida). A seguir adicionam-se,
devidamente diluidos, os soros controle do teste e as amostras
a serem analisadas, que possuindo anticarpos espechicos, vao
se fixar aos antigenos. Na elapa seguinte, ao se adicionar uma
anti-imunoglobulina de cdo marcada com a enzima percdcase,
esia se igard acs anticorpos caso estejam presentes.

Para evidenciegao da reagdo, utiliza-se umasubstancia cromdgena
(tetrametilbenzidina-TMB) que pela agdo da peroxidase com o
peréxido de hidrogénic forma um composio de coloragao azul
turguesa que ao adicionar-se o 4cido sulfirico que interrompe
a reacao, passa a apresentar uma coloracao amarela, em caso
positivo (reagente). Mas cavidades que nao houver anticorpos
especificos, nfo hawera desenvohimento de cor o que caracteriza
uma reagao negativa (ndo reagente).

ESQUEMA DO TESTE:

Reagac Positiva

Eﬂn + (:B +ﬁ +_—- = Oﬂ_

Antgena - amastra + conjugeio +  subsitio = meagia colonda
v

LEISHMANIOSE

EIE - LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos

ENSAID IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
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Heacano Negativa

fase [ T] Iy =
shlida £ __, +) |+ [

Snfigenc ~ Enosha -+ COMupacO - SubsTEn = ausincia o8 sploracio
nEGAINE

MATERIAL FORNECIDO:

Identificacio Componentes Apresentagio
RO1 Diluente de Amostra

Conjugada [5X] 2 Fr45 mL
RrRO2 Lecitina de leite lsacol0g
RAOG Tampao de Lavegem [20X] 2 Fr 60 ml
R04 Diluente do Substrato 1 Fr. 60 mL
RO5 Cromogeno (TME) 1 F.0,7mL
ROG Substrato (H,CL) 1Fe02mL
RO7 Acido Sulfirico 2M 1 Fr. 30 mL
R08 Controle Positive 1Fr L‘I.?ﬂ mL
R-05 Controle Negativo 1 Fr 0,25 mL
R-10 Canjugado | Fe 04 mL
R-11 Molduras cf 6 strips

duplss sensibilzadas 4 molduras

Folhas Adzsivas B folhas

Manual de Instrugdes de Uso

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:

- Agua destiladz.

-Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, ate) .

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustivels & ponteiras.
- Luwas descaraveis.

- Barquetes,

- Estufa & 37°C.
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- Sistema de vacun com pente de lavagem, pipeta Pasteur
adaptada ou lavador astomtico de microplacas,

- Hipoclorito de sédic a 2,5% ou dgua sanitaria,

- Espectrofotdmetro para leitura de microplacas, equipado
com filtro de 450 nm.

- Balanga semi-analitica,

- Caso utilize amaostras ermn papel de filtra: picotador de Gram e
agitador rotacional

CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

Manter a -20°C: F-08, ®-09, R-10, R-11.

Manter entre 2° e 8°C: R-01, R-02, R03, R-04, R-05, R06 e
RO7.

Todos os componentes do teste devern ser guardados nas
remperaturas indicadas desde o alo do recebimenio do conjunto,
permanecerdo estivels pela valldade definlda na caixa prircipal
dao kit

Obs.: a temperatura de fransporte, com bobhinas de gelo
reciclével, permite que o conjunk se mamenha em condigdes
adequadas durante 34 a 36 horea.

CUIDADOS E PRECAUCOES:

Este conjunto diagndstico contdm produtos bioldgicos e
quimices, podenda represertar uma fonte de infecgao, Portanta,
a0 manusear qualquer um dos resgentes desse conjunto, observe
as precauges de blosseguranga necessarlas,

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto
diagnostico depende do cumprimento as boas praticas de
laboratério, tals como:

- B8 ampstras, assim como 0s controles podem conter agentes
infecclesos ¢ devern ser manipulados com culdado;

- homogeneizar as amostras e controles antes de usar,

6 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Blo-Manguinhos

controle negativo, na "E” e T somente o diluente de amostra/
conjugado (serm soro) que servird de controke do conjugada, Mos
outros arificios, distribuir 100 uL. das amostras testes, j& diluidas
nos respectivos onficios corespondeantes (saguir protocolal,

£r  |Anmmirs seasin Zmmirs deesirs deresies | dnesive| Amisis Sessirs Smeies Weesks Swsiss
| " 7 AT

1 - e - [ s s o - a1

w
B et Py e iy e P i
5 wo| o= - ) ) . - - [ ] =

CP= Cortrole Positvo CH="Conlrole Megativo 55 =5em Soro

4 - Selar os “strips” com a folha adesiva & incubar a 37°C por
A0 minutos.

5 - Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampio é sujeito a cristalizacdo, neste caso, cologque
em banho-rmaria a 37°C até a dissolucao dos cristais.

a) wolumes necessarios quando se utiliza sisternade vicuo cam
pente de lavagern ou pipeta Pasteur:

n? strips duplas 1< reagoes. R-03 HO dest.
| alé 16 2mL 38 mL
2 até 32 ImL 57 mL
3 até 48 4mL 6 mL
4 alé 64 SmL 85 mL
5 alé B0 TmL 13 mL
5] alé 95 BmL 152 mL
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- utllizar equipamento de proteco individual (EP), tals como
luvas descanavels, jaleco e protetor facial em todas as elapas
do testa.

- despiezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas
usadasetc. om solugoo de hipodorito de addio a 2,5% ou dgua
sanitaria;

- nunca misturar componentes de lotes diferentes;

- para evitar interferéncias, nunca tocar cormn os dedos a parte
de cima das strips;

- cada strip 26 pode ser utiizada umna Gnica vez;

- golugdes contendo TMB e/ou peraxidase sao imitantes para pele
e mucaosas ¢ ndo devern ertrar em contate com metais:

- N0 usar os reaiivos apos sua data de validade;

- utilizar frascos. e vidrarias rigorosamante impos, pois esducs de
detergentes &fou substancias oxidantes poderao interferr na reegao

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS DE SORO:
1 - Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n®sirips  n" reagdes  R-01(5X) R-02 H 0 destilada
duplas ipesai)

1 até 16 3 ml 03 g 12 ml

2 atd 32 B mL 06g 24 mL

3 st 48 8 ml 08g 32 mlL

4 e 64 10 mL lg 40 mlL.

o aL& a0 12 mbL LZg 48 imL

B até 06 T4ml 1.4g Sl

2 - Diiluir ern tubos 5 pL dos controles e das amostras de soros
de caes a seram analisadas, previamente homogeneizadas, em
500 ul do diluente de amostra /conjugado (1:100).

3= Distribuir 100 ul. dos controles ja diluidos da seguinte forma,

e

na coluna 1 fileira A’ e "B" 0 controle positvo, na "C" e "D7 o

EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos 7

b} volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

n® strips duplas 0@ placas R-03 H,O dest
ald 3 12 20 mi 380 mL
a6 I B mL 475 mL
a3 112 30 mL 570 mL
a2 s 33 mL 663 mL
atéd 15 212 40 mL T60 mL
a8 3 45 mL BS5 mL
até 21 3R 0 mL 950 mL
ald 24 B 35 mL 1045 mL

B - Degcolar cuidadosaments a folba adestva, aspirar o conteddo
e lavar & vezes com tampao de lavagem (200 ul/orificio).
Aguercar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.
7 - Diluir o conjugado ne diluente de amostra/conjugadeo,
preparado anterlormente. Freparo do conjugads;

n* atrips duplas n® reacisg R-01 cliluida R-10
1 alé 16 Sml Spl
2 ate 32 5mL Spl
3 até 48 10 mL 10 ul.
4 ate 64 10 mL 10 ul
5 até 8o 15 mL 15 ul.
[ ali 96 15 mL 13 ul

8 - Homogeneizar bem e distribuir 100 pl da diluigao do
conjugado em cada orificic dos “strips”™.

9 - Selar e incubar og “strips” conforme descrito no iter 4 &
aspirar e lavar conforme descrito no em 6.

10 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso,
preferenciaments em frasco escuro.

11 - Preparo do substrate:
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n® strips duplas n" reacies R-04 R-05 R-06
! até 16 25 mL 25 uL Sal
2 até 32 4 mL 40 pal, 8ul
3 até 48 & mlL B0 uL 12,40
4 até 64 aml B0 uL 16l
L até B 10 mL 100wl 20 .l
& até 96 12 mL 120 pl 24yl #

12 - Distribuir 100 pb do substrato rapidaments em todos os
orificios.

13 - Incubar & terperatura ambiente, ao abrige da luz, durante
30 minutes

14 - Blequear a reacéo adiclonanda 50 uL. de Acido suifiirico 2M
em todes os orificios. Ermn seguida, proceder a leitura.
LEITURA:

Ligar o Espectrofottmetro para microplacas, equipado corn filtro
e 450nm para leitura e sem a ulllizagdo de filtro de referéncia
(620-520nm|. Apés alguns minutos para estabilizagéo do feixe
deluz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca) e em seguida,
iniciar a leitura da microplaca de teste.

Obs.: caso aleitura seja feita com filtro de 450nm tendo como
referéncla outro de 520-630nm, todas as densidades éticas
{DO) ficardo abaiwo do esperade, prejudicande o cilculs do
cut-off ¢ cousands a ccarréncia de resultados falso-posiivos
no enssio.

- Céleul do Cut-OfF CO =X CNx2
CO = Cut-Of

X CN = Média da densdade dtica dos orificias do
Controle Megativo

Obs.: o operador deverd observar 0% controles do teste,
considerande que a DO obiflda para o contrale do conjugado
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n°strips 17 reaches R-01(3X) R-02 H,0 destilada
duplas (pesar)

1 ae 16 2ImL 03 12 mL

2 até 32 & mlL O.6n 24 mL

3 ati 48 B mL 0.8q 32 mL

4 At 10mlL g 40 mL

5 até B0 12 mL 1.2g 48 mL

] Btk 06 14aml I.4q Saml

2~ Em tubos previamente descontaminados, limpos e secos,
colocar 2 picotes (Bmm) de cada amostra coletada em papel de
filtro Whatman n®1 ou 1 picote (6 mm) para papel filtro Klabin
80, nos tubos correspondentes.

3. Adicionar A00uL de diluente de amostra/conjugade per tuba,
para as amostras coletadas em papel Whatrman n®1 ou 500 L
pera amostras coletadas em papel Klabin 80,

4 - Colocar a estante de tubos em agitader rotacional para eluir
as amostras coletadas em papel de filtro. Delxar os tubos em
leve agitacdo por 1 hora.

5 - Diluir ern tubos, 5 pl. dos soras controle positivo e negativo,
previaments homogeneizados, em 500 ul do diluente de
amosta/conjugado (1:100).

& - Digtribuir 100 ul dos controles & das amostras eluidas da
seguinte forma: na coluna 1 fileira A & "B o soro controle
positivo, na *C" e *D" o controle negative, na “E™ e *F"
somente o diluente de amostra/conjugado (sem soro) que
servird de controke doconjugado. Mos outros crificios, distribuir
100 ul das amostras teste ja eluidas, nos respectivos orificios
comespondentes (seguir protocolo).
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(5) ndo poderéd ser superior & 1,5 x DO obtida para ¢ soro
controle negativo.

RESULTADOS

Amasitas eagentes = As que apresentsremn densidade Stica
igual ou superior ao Cut-Cif.

AMosiras ndo jeagenies = As gue apresentarem densidade
dtica Inferior ao Cut-Off.

Obs. 1: recomendamos a repeticdo das amaosiras que
apresentarern densidade Stica na “faixa cinza”. considerada
neste leste, entre o valor obtido para o C1-Off e o walor obtido
corn a multiplicegdo deste por 1,2,

Obs. 2: mantendo-se as Amaostras na “faixa cinza”, apds 8
repeticho, recomendamos a utlizagio de outras metodologias
para confirmacdo deste resultado, que deverd ser designado
como indeterminado.

co

AMOSTRAS NAD REATIVAS AMDSTRAS REATIVAS

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste vélldo guando os valores da densidade Stica
estiverern na faixa descrita a seguir:

- Contrale Peaitive: 20,500 de DO
- Controle Negativo: =0,050 <0,120 de DO
Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do kmite.

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS COLHIDAS
EM PAPEL FILTRO:

1 - Preparo do diluente de amostrasiconjugado:
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7 - Seler a8 “strips” com a folha adetiva e incubar a 37°C pox
30 minutos.

B - Preparo do tampaa de lavagerm:

Obs.: este tampo é sujeito a cristalizacio, neste caso, coloque
em banho-maria a 37°C até a dissolugéo dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiize sisterna de vaoue com

pente de lavagern ou pipeta Pastaur:

n® strips duplas 1 reacies R-03 H,0 dest.
1 até 16 2 mL 38 ml
2 g3 ImL 57 ml
3 alé 48 4 ml 6 ml
4 até 64 5mL 85 mL
L & Al T mL 133 mL
6 alé 96 8 mL 152 mL

) volumes: necessanos quando 58 U Bvadones Sutmancos:
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n* strips duplas n® placas R-03 H,O dest.
ate 3 12 20 ml 360 mL
a6 1 25 mL 4Tsml
ate 112 30 il STomL
até 12 2 35 mL 665 mL
ald 15 217 40 il TE0 ml
a8 3 45 mlL 855 mL
a2 312 50 ol 950 mL
L 24 4 55 mil 1045 mi

2 - Descolar culdadosamente a folha edesiva, aspirar o conteddo
e lavar 6 vezes com tampdc de lavagem (200 ul forificiol
Aguarde 30 a 60 segundos entre cada lavagem.

10 - Prapare do conjugado:

n° strips duplas n® reaghes R-01 diludao R-10
1 alé 16 5 mL 5l
2 ae 32 5 mL 5ul,
3 alis 48 10 miL 10 aL
4 alé 64 10 mL 10 b
5 atd A0 15 il 15 ul
B alé 96 15 mL 15 ul.

11 - Homogenelzar berm e distribulr 100 gL da diluicso do
conjugade em cada orificio dos “strips”.

12 - Selar e incubar os “strips” conferme descito no item T ¢
aspirar e lavar conforme descrito no tem 9,

13 - Preparar © substrato alguns minutos antes do uso,
preferencialments em frazco egcurn,

14 - Preparo do substrato:

n” strips dupHas n" reaghes H-0H H-0%
1 ale 16 2.5 mL 25 ul.
2 als 32 4 mil. 40 ul.
L alé 48 & mlL G0 pl
4 e o 8 mL BO pl
5 at 80 10 mil 100 kL
o) Ak U6 12 mi 120 ul
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Obs.2:mantendo-se as Amostras na “faixa cinza”, apds a
repeticso, recomendamos a utlliztagae de outras metodologias
pera confirmacac deste resultado, que deverd ser designada
como indeterminado.

o

AMOSTRAS NAD REATIVAS AMOSTRAS REATIVAS

EOA
anza

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores (densidade ética)
estiverem na faixa descrita abaixo:

Controk Positivo > 0,500 densidade Gtica

Controk Negative > (01,050 < 00,120 densidade dtica

Repetir o ensaio se os valores citados estiverern fora do limite.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO DO TESTE

Estudos prefimineres de padronizacio do teste foram realizados
por Bio-Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz
(IAL-5P), Foram identificades 130 cées com suspeita clinica de
VA dos quais foram coletadas amostras de soro e amostras
coletadas em papel de filvo. Estas amostras foram testadas
tanto na IF] quanio no ELISA. Para os célculos de sensibildade
e especificidade a IF] fol considerado o teste padrao ("Gold
Standard™), e os seguintes indices foram encontrados: Sensibi-
lidade para amostras de soro dos caes: 94, 54% e especificidade
de 91,76%. Ja para as amostras coletadas em papel de filtro
o5 indices de sensibilidade e especificdade foram de 79,45% e
90, 247% respecthamente,

DISPONIBILIDADE

Este produto destina-se pricritariamente para atendimento
das demandas dos Programas Piblicos de controle da
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15 - Distribuir 100 pl do substrate rapidamente emn todos os
arificics,

|6 - Incubar & temperatura ambiente, aoabrigo da luz, durante
30 minutos

| 7 - Bloquear areacio adicionando 50 uL de écido sulfirico 2M
&M todos os orificios. Em seguida, proceder & leitura,
LEITURA:

Ligar o Espectrafot®metro para microplacas, equipado com filtro
de 450nm, e apds alguns minwos para estabileagao do feixe de
luz, zerar o aparelho no ar e iniciar & leftura.

- Céleulo do Cut-Off CO = X CN % 3

SO = Cut-Of
X TN = Média da densidade dfca das onficios da
Caontrole Megativo

Obs.: o operador deverd observar os controles do teste,
considerando que a DO obtida para o contrale do conjugade
[S8) ndo poderd ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negativo,

RESULTADOS

Amosiras reapenies = As que apresertarem densidade Stica
igual ou superlor ao Cut-Off.

Amostras nao reogentes = As que apresentarem densidade
otica inferior ao Cut-Dff,

Obs.1: recomendamos a repetigéo das amostras gue
apressntaram densidade Stica na “faixa cinm”, considerada

neste teste, entre o valor cbtido para o Cut-0OF e o valor obtido
corn 8 mukiplicagds deste por 1,2,
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Leishmaniose Visceral, e ainda pata Projetcs de Pesquisa
realizados por Instituicoes Publicas do Pais
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Ensalo Imunoenzimatico (EIE) para Leishmaniose

Visceral Canina

MODELC DE PROTOCOLO

Lote: Validade:
EIE N2 Dk

Disposicao das amostras

1 2 32 & 5 8 7T 1 @ W N oM@
‘I
B
ﬂ_
o
!_
F
G
H [

Densidade otica das amosiras

T 2 a 4 5§ 8 7 B 8 W N o112
A [
s A
< Al
[+
E
F
i =
H

Calculn do Cul-OfF: {amostras de soio)
CO= KM 52

L=

Técnico Responsavel:

Ensaio Imunoenzimdtico (EIE) parz Leishmaniosa Canina

MODELO DE PROTOCOLO
Late: Validade:
EIE MO; Data:

DRisposigao das amosiras

1 2 a2 4 $ 8 T 8B 9 10 11 12

~
B
c
o
E
F
G
H
Densidade dtica das amosfras
12 3 4 &8 8T & 9 MM T
A
B
c
o
e
F |
[
H |

Cékulo do Ct-0OMF: (amoestras colhidas em Fapel Filtra)
Co= KCM x3

o=

Qbservagdes:

Técnico Responsavel:

Observagics:
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