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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum. Os
cdes sdo considerados importantes reservatorios urbanos do parasita e o diagnéstico da
leishmaniose visceral canina (LVC) contribui no monitoramento de transmissdo e emergéncia de
LV. A confirmacéo da LVC instituida pelo Ministério da Salde consiste na reacao de imunoadsorcéo
enzimatica (ELISA), por meio da utilizacdo de antigeno bruto de L. major-like; porém, esta técnica
pode proporcionar resultados falsos positivos em animais infectados por outros tripanossomatideos
ou por Ebhrlichia canis. Além disso, resultados falsos negativos sdo relatados em animais
assintométicos, promovendo a manuten¢do de reservatorios no ambiente. Neste ambito, foram
desenvolvidos antigenos recombinantes usados de maneira individual ou combinada no diagndstico
sorolégico da LVC com intuito de aumentar a sensibilidade, especificidade e acuracia do teste. Este
trabalhou avaliou trés testes sorolégicos para o diagnéstico de LVC: dois ELISA com proteinas
recombinantes quiméricas (Q1 e Q5) de desenvolvimento nacional e um teste rapido utilizando
antigeno de membrana de promastigota de Leishmania donovani na apresentacdo de fitas
reagentes (dipstick). Para avaliacdo das proteinas quiméricas, utilizou-se amostras de um banco
soroldgico provenientes de cades naturalmente infectados por L. infantum sintomaticos (n=30),
oligossintomaticos (n=30), assintomaticos (n=10), cdes saudaveis (n=30), vacinados com Leish-
Tec® (n=5) e Leishmune ® (n=5) e infectados com Ehrlichia canis (n=30). O resultado dos ELISA
utilizando quimeras foi comparado ao ELISA com antigeno de extrato total de L. infantum e
observou-se valores maiores de sensibilidade e especificidade, respectivamente, para Q1 (81,43%;
85,71%) e Q5 (74,29%; 90,0%), quando comparado ao antigeno bruto (71.43%; 82.86%). Apesar
da proteina Q1 ter apresentado reacéo cruzada com amostras de cies vacinados com Leish-Tec®,
esta quimera apresentou melhor sensibilidade no diagnéstico de animais assintomaticos (70%) e
oligossintomaticos (73,33%).Para avaliagdo do teste rapido dipstick foram selecionadas amostras
de um banco sorol6gico provenientes de caes naturalmente infectados por L. infantum sintométicos
(n=15), oligossintométicos (n=15), assintoméaticos (n=9), saudaveis (n=15), vacinados com Leish-
Tec® (n=5) e infectados com Ehrlichia canis (n=15). O teste apresentou maior sensibilidade no grupo
oligossintomatico (93,33%), seguido do assintomatico (77,78%) e sintomético (73,33%) e foi
observado 100% de especificidade em todos os grupos. Desta maneira, Q5 pode ser um antigeno
interessante para o desenvolvimento de testes soroldgicos e as fitas reagentes (dipstick) podem ser
uma ferramenta Util no diagnéstico da LVC devido a praticidade de realizacdo. Ambos os métodos
demonstraram bons resultados em situagcdes em que a erliquiose canina pode ser diagndéstico
diferencial do paciente.

Palavras-chave: ELISA, fitas reagentes, proteina recombinante; proteina quimera, teste rapido
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by the protozoan Leishmania infantum. Dogs are
considered important urban reservoir for the parasite and canine visceral leishmaniasis (CVL)
diagnosis contributes for monitoring and reemergence of VL. CVL confirmatory diagnosis as
recommended by the Mistry of Health is performed using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) with crude antigen of L. major-like. However, this techniqgue may provide false positive
results for animals infected with other trypanosomatids or Ehrlichia canis. Besides that, false negative
results may be obtained for asymptomatic dogs, which can act as the parasite reservoir in the urban
environment. In this context, recombinant antigens have been developed individually or combined to
increase sensitivity, specificity, and accuracy of CVL serodiagnosis. This study analyzed three
serologic tests for CVL diagnosis: two national developed ELISA using recombinant proteins (Q1
and Q5) and one rapid test using antigen of L. donovani promastigote membrane, in dipstick
presentation. To evaluate chimeric proteins performances in ELISA, samples from a serological bank
were used. Samples from naturally infected dogs with L. infantum symptomatic (n=30),
oligosymptomatic (n=30) and asymptomatic (n=10); healthy (n=30), vaccinated with Leish-Tec®
(n=5) and Leishmune ® (n=5) and infected with E. canis (n=30) were used. The performance of
chimeric ELISAs were compared to the ELISA with L. infantum total extract as antigen. Greater
values of sensitivity and specificity were observed, respectively, for Q1 (81.43%; 85.71%) and Q5
(74.29%; 90.0%), when compared to total extract antigen (71.43%; 82.86%). Although Q1 presented
cross-reaction with Leish-Tec®-vaccinated dogs, this chimeric protein demonstrated better sensitivity
to diagnose asymptomatic (70%) and oligosymptomatic (73,33%) dogs. To access dipstick
performance, samples from naturally infected dogs with L. infantum symptomatic (n=15),
oligosymptomatic (n=15) and asymptomatic (n=9); healthy (n=15); vaccinated with Leish-Tec® (n=5)
and infected with E. canis (n=15) were obtained from a sera bank. The dipstick test presented higher
sensitivity in the oligosymptomatic group (93.33%); followed by asymptomatic (77.88%) and
symptomatic (73.33%); specificity value of 100% was observed for the test among all groups.
Therefore, Q5 may be an interesting antigen for the development of serological tests and dipstick
test could be a useful tool for CVL diagnosis due to its ease of performance. Both methods
demonstrated good performance in situations where canine ehrlichiosis may be a differential

diagnosis for the patient.

Keywords: chimeric protein, dipstick, ELISA, rapid test, recombinant protein.
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1. CAPITULO |
1.1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada pelo protozoario
Leishmania infantum, caracterizada como uma das principais doencas tropicais
negligenciadas no mundo (BURZA et al., 2018). O Brasil é o pais responsavel por
90% dos casos de LV na América Latina (BRASIL, 2022), e a enfermidade pode
ser considerada um problema importante na saude publica do pais devido a
reducdo dos anos de vida produtiva do individuo acometido; gastos com internagéo
e medicacdes de uso hospitalar e a possibilidade de 6bito (MURRAY et al., 2015;
CARVALHO et al., 2017).

Dentre as medidas de controle a LV preconizadas pelo Ministério da Saude
incluem-se o diagndéstico precoce e tratamento dos seres humanos; controle do
vetor e, eutanasia dos caes soropositivos quando ndao ha opc¢éo pelo tratamento,
uma vez que os caes sdo considerados os principais reservatérios urbanos do
parasita (BRASIL, 2014; LIMA et al., 2018). No entanto, o diagndstico preciso da
leishmaniose visceral canina (LVC) é um dos maiores entraves para o controle
desta antropozoonose devido a inespecificidade e variedade de manifestacbes
clinicas observadas durante o curso da doenca, e pela inexisténcia de um método
diagnéstico Unico com 100% de sensibilidade e especificidade; tornando
necessaria a associacdo de técnicas diagndsticas para a obtencdo de um
diagnéstico definitivo (MOREIRA et al., 2007).

Atualmente, o Ministério da Saude preconiza a utilizacdo do teste rapido
imunocromatogréafico Dual Path Platform — TR-DPP® (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/
Brasil), como forma de triagem dos animais suspeitos; seguido da confirmacéo dos
positivos pela reacdo de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) (EIE-LVC®-Bio-
Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil), a qual utiliza antigeno bruto solUveis de L. major-like
(BRASIL, 2011).

Contudo, a baixa sensibilidade do teste de triagem em animais com pouca
ou nenhuma manifestacdo clinica coloca em questdo a manutencdo de animais
reservatorios no ambiente (GRIMALDI et al., 2012; MATEUS, 2018). Por outro lado,
a abaixa especificidade e ocorréncia de resultados falsos positivos no ELISA com

antigeno bruto, devido a proximidade antigénica de Leishmania sp. a outros
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protozoarios patogénicos, também levam ao questionamento de eutanasias
despropositadas (FERREIRA et al., 2007; DANTAS-TORRES et al., 2019).

Com a intencdo de obter maior acuracia no diagnostico da LVC, foram
identificadas moléculas especificas, reconhecidas por soros de cées infectados, por
meio de screenings soroldgicos, os quais impulsionaram a producéo de proteinas
antigénicas recombinantes de L. infantum para utilizacdo em ensaios imunolégicos
(BARBOSA et al., 2012). Contudo poucas destas proteinas foram testadas em caes
com perfis clinicos distintos e em situacdes desafiadoras de diagnostico, como na
presenca de cées vacinados contra LVC e caes infectados com Ehrlichia canis.

Considerando os fatos expostos, o presente trabalho avaliou o desempenho
diagnéstico de dois testes de ELISA utilizando como antigeno recombinante as
proteinas quiméricas Q1 e Q5, produzidas pela equipe de pesquisa da FIOCRUZ —
Instituto Aggeu Magalhdes (RECIFE-PE) (SANTOS et al., 2020) e do teste rapido
utilizando fitas reagentes (dipstick) de Ejazi et al. (2019) em amostras de soro de

caes com diferentes perfis clinicos.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho de plataformas (fitas reagentes - dipstick e ELISA)
para diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral canina em caes naturalmente

infectados com Leishmania spp. de Mato Grosso do Sul.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desempenho dos ELISA recombinantes com as proteinas
quiméricas Q1 e Q5 utilizando amostras de animais infectados apenas com
Ehrlichia canis, animais sintomaticos, assintomaticos e oligossintomaticos
para leishmaniose visceral canina e animais vacinados contra leishmaniose
visceral canina;

e Comparar o desempenho dos ELISA recombinantes com o ELISA utilizando
antigeno de extrato total de Leishmania infantum;

e Avaliar o desempenho do ELISA rapido em fita reagente (dipstick) em

animais infectados com Ehrlichia canis, animais sintomaéaticos,
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assintomaticos e oligossintomaticos para leishmaniose visceral canina e

animais vacinados contra leishmaniose visceral canina;

1.3 REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose reemergente causada
pelo protozoario flagelado Leishmania infantum, transmitido durante o repasto
sanguineo de fémeas de flebotomineos (Psychodidae: Phlebotominae)
(GRIMALDI; TESH, 1993; BURZA et al., 2018).

Na India descreve-se o ciclo antroponético do protozoario flagelado
Leishmania donovani, o qual tem como vetor flebotomineos de habito antropofilico,
sendo o0 ser humano caracterizado neste ciclo por altas cargas parasitarias no
sangue e na pele (BURZA et al., 2018).

Ja no Brasil, pais responsavel por cerca de 90% dos casos de LV na América
Latina (BRASIL, 2022), destaca-se o ciclo zoonético associado a espécie L.
infantum que tem como principal reservatério o cao doméstico (DEANE e DEANE,
1955; PALATNIK-DE-SOUZA e DAY, 2011) e principal vetor, a espécie de
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, com ampla distribuicdo geografica pelo pais e
alta antropofilia e adaptacdo a ambientes urbanizados (AGUIAR e MEDEIROS,
2003; RANGEL e VILELA, 2008; SOUZA et al., 2009).

A LV trata-se de uma doenca de notificacdo compulséria no Brasil, presente
nas cinco regides do pais e endémica no Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste,
sendo esta ultima responsavel pelo maior indice de casos (BRASIL, 2022). O
estado de Mato Grosso do Sul (MS), teve notificacdes da doenca em 39 dos seus
79 municipios entre 2019 e 2021, sendo 5 destes, incluindo a capital, classificados
como area de alta taxa de transmissao de LV (acima de 4,4 casos/ano). Foram
confirmados 1.702 casos no estado, com 122 ébitos, no periodo de 2012 a 2021. A
maior taxa de letalidade observada no MS nos ultimos cinco anos foi registrada em
2019 com 12,12%; porém ressalta-se que no ano de 2022 até o final de junho, esta
ja se encontrava em 14%. Desta maneira, a elevada incidéncia e taxa de letalidade
observadas no estado demonstram a gravidade da doenca e as condi¢cdes de
assisténcia e vigilancia (MATO GROSSO DO SUL, 2022).
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A LV é considerada a terceira doenca infecciosa de prioridade no mundo de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude. Possui um elevado indicador
econdmico, chamado DAILYs (“Disability-adjusted life years”), pois trata-se de uma
enfermidade debilitante que reduz os anos de vida produtiva do ser humano e pode
levar ao 6bito (MURRAY et al., 2015). E considerada uma doenca de carater
cronico, que cursa geralmente com internacdo do paciente e uma meédia de
permanéncia hospitalar de 14,3 dias; fato este que demonstra o impacto da LV nos
gastos com saude publica no pais (CARVALHO et al., 2017).

Dentre os sinais clinicos mais observados na LV destaca-se febre, fraqueza
emagrecimento, esplenomegalia e hepatomegalia. O periodo de incubag¢do da
doenca varia entre 2 e 8 semanas e, na auséncia de tratamento, pode evoluir para
Obito em aproximadamente 2 anos, devido a anemia severa ou infeccfes
bacterianas secundarias. Muitos individuos podem permanecer assintomaticos por
anos e sao fatores predisponentes a manifestacao severa da doenca: a desnutricdo
e imunossupressdo; destacando-se a maior incidéncia de LV em pacientes
infectados por HIV e criancas desnutridas (BURZA et al., 2018; LIMA et al., 2018).

As medidas de controle a LV preconizadas pelo Ministério da Saude incluem
o diagndstico precoce e tratamento dos seres humanos; controle do vetor e
eutanasia dos cées soropositivos (BRASIL, 2014).

Os caes séo considerados importantes reservatorios de L. infantum devido
a alta carga parasitaria apresentada na pele mesmo quando estes animais estao
assintomaticos, facilitando a infeccdo do vetor pelo parasita (LAURENTI et al.,
2014). Ademais, os casos de leishmaniose visceral canina (LVC) usualmente
precedem o aparecimento da doenca humana, refletindo a importancia do
monitoramento da infec¢cdo canina como um possivel marcador de transmissao de
LV (MAGALHAES-JUNIOR et al., 2016).

O diagndstico acurado da LVC é um dos maiores entraves para o controle
desta zoonose. Apesar da grande disponibilidade e variedade de métodos
diagnésticos, ainda ndo se possui um método padronizado que apresente 100% de
sensibilidade e especificidade (RAMIREZ et al., 2020). Dentre os métodos
diagnésticos disponiveis pode-se citar o diagndstico soroldgico, que abrange desde
a necessidade de equipamentos laboratoriais sofisticados até a possibilidade de

realizacdo a campo, sob plataformas de teste rapido e; os métodos parasitoldgicos,
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0S quais abrangem técnicas citoldgicas, de cultura celular ou moleculares
(GONTIJO e MELO; 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2017).

O diagnéstico parasitolégico direto apresenta 100% de especificidade e é
realizado por meio da visualizacdo de formas amastigotas do parasita Leishmania
spp. em algum tecido do animal, sendo as amostras de linfonodo e medula 6ssea
as mais utilizadas na rotina clinica, com sensibilidade entre 40-50% e 60-75%,
respectivamente (ALVAR et al.,, 2004; GONTIJO; MELO, 2004; SANTOS et al.,
2014). E considerado um diagndstico definitivo e padrdo ouro; porém a distribuicio
ndo homogénea dos parasitas nos tecidos, mesmo em cées sintomaticos, além da
auséncia de linfadenomegalia em alguns caes, e a invasividade na coleta de
medula Ossea reduzem a utilizacdo destas técnicas na rotina. Ademais, sao
técnicas que requerem experiéncia do profissional responsavel pela leitura do
material e demandam maior tempo para sua execucao, impossibilitando a aplicagao
em estudos epidemioldgicos, por exemplo (GONTIJO; MELO, 2004; MOREIRA et
al., 2007; SANTOS et al., 2014).

As técnicas moleculares para diagnoéstico de LVC ganharam espaco devido
a maior sensibilidade apresentada por métodos como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), capaz de detectar quantidades minimas de DNA independente
do estagio da doenca (GONTIJO; MELO, 2004; GOMES et al., 2008). Além disso,
apresenta a vantagem de ser aplicavel em diferentes tipos de amostras, tais como
biopsias de pele, aspirados de medula 6ssea e linfonodos e swab de mucosa
ocular, com valores de sensibilidade variando entre 83,1%-92,3%, como
demonstrado por Marcelino et al. (2020), na utilizacdo do minicirculo-kDNA/145pb
como alvo para reacao.

A possibilidade de deteccao de material genético de protozoarios do género
Leishmania, facilitou o diagnostico em pacientes assintomaticos ou
imunossuprimidos, como demonstrado por Queiroz et al. (2010) ao identificar
animais infectados em estagios iniciais da enfermidade, mesmo antes da
soroconversao. Contudo, os meétodos moleculares requerem laboratérios
equipados e profissionais capacitados para execucdo das técnicas; sendo assim,
sdo considerados exames diagnoésticos de custo elevado e maior tempo para

obtencao, inviaveis para utilizacdo em larga escala; além da auséncia de uma
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técnica padronizada de PCR pelo Ministério da Saude (GONTIJO e MELO, 2004;
QUEIROZ et al., 2010).

Neste contexto, o diagndstico soroldgico da LVC tem sido amplamente
utilizado devido a facilidade de aplicagcdo da técnica em um grande numero
amostral, envolvendo procedimentos minimamente invasivos, como a coleta de
sangue. Aliado a estas vantagens, a hipergamaglobulinemia € uma das frequentes
alteracdes observadas nos cées infectados por L. infantum justificando a utilizacao
dos métodos soroldgicos para diagnostico (ALVAR et al., 2004; FONSECA et al.,
2014).

O diagndstico da LVC atualmente instituido pelo Ministério da Saude para
confirmacédo da doenca consiste no teste rapido imunocromatografico Dual Path
Platform — TR-DPP® (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil), com uma fusdo dos
antigenos recombinantes rK9, rK26 e rK39, como forma de triagem dos animais
suspeitos (BRASIL, 2011; FONSECA et al.,, 2014); seguido da reacdo de
imunoadsorcéo enzimatica (ELISA) (EIE-LVC®-Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil), a
qual utiliza antigeno bruto sollveis de L. major-like, agente etiolégico da
leishmaniose tegumentar no Velho Mundo (BRASIL, 2014).

Neste cenario, a utilizacdo de um ELISA de alta especificidade é
fundamental, uma vez que este representa o diagnéstico confirmatorio da LVC e
trata-se de uma informacéo decisiva para a eutanasia do animal. A utilizacdo de
antigenos brutos sollveis do parasita no ELISA apresenta alta sensibilidade, porém
baixa especificidade devido a proximidade antigénica de Leishmania sp. a outros
agentes patogénicos que compartilham epitopos antigénicos semelhantes, em
especial com os tripanossomatideos (FERREIRA et al., 2007).

Reacdes cruzadas no diagnostico sorologico de LVC ja foram reportadas por
Ferreira et al. (2007), os quais observaram valores de sensibilidade e
especificidade de 100% e 96%, respectivamente, ao utilizar o teste ELISA (EIE-
LVC®-Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brasil); com presenca de resultados falsos
positivos em amostras de caes infectados por Trypanosoma cruzi, Leishmania
braziliensis e Ehrlichia canis. Alves et al. (2012) também avaliaram o desempenho
deste teste sorologico e observaram reacdo cruzada com um tripanossomatideo
nao patogénico de céaes, a espécie Trypanosoma caninum, relatando, valores de

sensibilidade e especificidade de 100% e 68%, respectivamente.
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A ocorréncia de resultados falsos positivos e negativos no diagnéstico
considerado confirmatorio para LVC, bem como as questdes éticas, financeiras e
socioemaocionais envolvidas na eutanasia dos cées sororreagentes, promoveram a
busca por novos antigenos de L. infantum com potencial para aprimorar o
diagnoéstico sorologico da leishmaniose visceral em cées e seres humanos
(GOMES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; FONSECA et al., 2014; MAGALHAES
et al., 2017). O uso de antigenos recombinantes pode trazer maior sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade aos exames soroldgicos utilizados no diagndstico
da LVC (PASSOS et al., 2005; MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Diversas proteinas ja foram demonstradas como promissoras no diagnostico
da LVC por meio de screenings sorologicos, 0s quais permitiram a identificacao de
moléculas especificas reconhecidas por soros de cées infectados e impulsionaram
a producao de proteinas antigénicas recombinantes de L. infantum para utilizagéo
em ensaios imunolégicos (BARBOSA et al., 2012). Dentre as proteinas
recombinantes aplicadas em testes diagndsticos comerciais, destaca-se a rkK39,
presente como um dos antigenos que compdem o TR-DPP® e no teste IT-LEISH®
(Diamed Latino-America S.A, Lagoa Santa, Brasil) usado para o diagnostico de LV
humana no Brasil.

A utilizacdo do TR-DPP® como teste de triagem para LVC pelo Ministério da
Saude aumentou a sensibilidade no diagnéstico da enfermidade canina em
substituicdo ao protocolo anterior, baseado na concordancia de resultados entre
ELISA e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (COURA-VITAL et al., 2014).
No entanto, o desempenho deste teste imunocromatografico ainda apresenta
resultados discrepantes em animais com perfis clinicos distintos ou infectados por
outros hemoparasitas, fatores que propiciam a ocorréncia de resultados falsos
negativos e manutencédo de reservatérios no ambiente, bem como resultados falsos
positivos e realizacdo de eutanasias despropositadas (LAURENTI, 2014; MATEUS,
2018; DANTAS-TORRES et al., 2019).

Mateus (2018) relatou valores de sensibilidade inferiores do TR-DPP® no
diagnéstico de animais assintomaticos para LVC nos municipios de Camapua
(58%) e Campo Grande (67%) ao comparar com animais sintomaticos dos mesmos

municipios (65% em Camapua e 92% em Campo Grande); corroborando o baixo
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valor de sensibilidade (47%) observado por Grimaldi et al. (2012) ao avaliarem
animais assintomaticos de um municipio endémico para LVC no Espirito Santo.

As diferentes apresentacdes clinicas observadas nos animais acometidos
por L. infantum s&o justificadas por tratar-se de uma protozoonose de
acometimento sistémico e complexa patofisiologia (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). Assim, os sinais clinicos manifestados durante doenca podem ser bastante
variaveis de acordo com a parasitemia, local de inoculacdo do parasita,
competéncia imunologica do cdo e estagio da doenca; fatores que dificultam a
realizacdo do diagnéstico clinico (PINELLI et al., 1994; QUINNELL et al., 2001;
MORENO e ALVAR, 2002).

Dentre os principais sinais observados na LVC estdo: linfadenomegalia,
perda de peso, alteracbes dermatologicas, onicogrifose, hepatomegalia,
esplenomegalia, glomerulopatias, claudicacdo, epistaxe e lesdes oculares
(MOREIRA et al., 2007; MAIA e CAMPINO, 2008).

E sabido que a expressividade das manifestacdes clinicas se altera durante
o curso da LVC e esta correlacionada a positividade nos exames diagndsticos para
a enfermidade, uma vez que o perfil de resposta imune do animal, Thl ou Th2,
influencia a apresentacao clinica da doenca e a hipergamaglobulinemia detectada
(SOLANO-GALLEGO et al, 2011). O paciente de perfil Thl apresenta
predominéancia de resposta imune celular, mediado pela ativacédo de células TCD4,
producdo de interferon-y, interleucina-2 e fator de necrose tumoral-a, 0s quais
estimulam a atividade leishmanicida de macréfagos e sintese de o6xido nitrico
findando, consequentemente, em baixas cargas parasitarias e manifestacdes
clinicas menos intensas nos hospedeiros (SOLANO-GALLEGO et al, 2011).

Por outro lado, caes com perfil de resposta Th2 apresentam expressiva
reposta imune humoral e reposta celular diminuida, promovendo intensa produgéo
de anticorpos e resposta ndo-protetiva contra a infec¢do, a qual cursa com altas
cargas parasitarias, intensas manifestacdes clinicas da doenca e altos titulos de
anticorpos anti-Leishmania sp. em testes diagnoésticos (ALVAR et al.,, 2004;
BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2009, 2011).

A complexidade da resposta imune humoral envolvida nessa protozoonose
dificulta a obtencédo de antigenos Unicos que proporcionem alta sensibilidade e

especificidade ao diagnéstico da leishmaniose. Teixeira et al. (2007) ao analisarem
21



260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291

amostras de pacientes humanos com LV ndo encontraram nenhum antigeno do
extrato de L. infantum que fosse reconhecido por anticorpos em todos 0s soros.
Assim, a utilizacdo de um Unico antigeno definido para avaliacdo da prevaléncia
populacional e tomada de acbes de vigilancia pode ser falha; desta maneira, tem-
se instigado o uso de multiplos antigenos recombinantes para obtencao de um teste
de desempenho superior aos ja existentes no mercado (QUINNEL et al., 2013;
SANTOS et al., 2019; RAMIREZ et al., 2020; PEREIRA et al., 2020; JESUS et al.,
2021).

Santos et al. (2019) avaliaram trés proteinas recombinantes (rFc, rC9 e rA2)
previamente identificados por meio de estudos de protedmica e gendmica como
potenciais antigenos para o diagnostico da leishmaniose visceral na espécie canina
e humana. Os autores obtiveram maior sensibilidade (91,5%) e especificidade
(87,2%) para a proteina rA2 no diagnoéstico de seres humanos parasitologicamente
confirmados para infec¢do por L. infantum, com uma Unica reac¢do cruzada com
amostra de soro de paciente infectado por Toxoplasma sp. J4 na avaliacdo do
desempenho diagndstico para LVC, obtiveram valores de sensibilidade maior ou
igual a 90% para os trés antigenos testados com soros de caes sintomaticos e
assintomaticos parasitologicamente diagnosticados com LVC e especificidades
variando entre 81,2-87,5%. Contudo, estes autores n&do avaliaram a ocorréncia de
reacdes cruzadas com caes vacinados ou infectados por outros hemoparasitas.

Com o intuito de avaliar o desempenho de sete antigenos recombinantes
(proteina de membrana dos cinetoplastideos KMP-11, proteinas acidas
ribossomais LiP2a, LiP2b e LiP0, da histona H2A, proteinas de choque térmico
HSP70 e HSP83) de maneira individual para o diagndstico de LVC, Ramirez et al.
(2020) avaliaram o desempenho destes ndo s6 em pacientes com diferentes perfis
clinicos, mas também provenientes de diferentes regides do pais e, incluiram na
avaliacdo de especificidade, cdes saudaveis infectados por E. canis. As proteinas
KMP-11, LiPO e LiP2a ndo apresentaram reacdo cruzada com a bactéria
transmitida pela picada do carrapato. Porém, ndo demonstraram boa sensibilidade
para o diagnaostico de LVC, sendo o maior valor obtido com a proteina LiPO, a qual
apresentou apenas 38% de sensibilidade para pacientes sintomaticos e 34,57%

para assintomaticos.
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Visando apurar o diagnostico da leishmaniose visceral canina em animais
assintomaticos, Jesus et al., (2021) estudaram o desempenho da proteina
recombinante rLci5 de acordo com o tempo de infeccao e sinais clinicos do canino
acometido, utilizando um critério de pontuacdo de 0 a 24 pontos de acordo com a
presenca e intensidade das manifestagcbes clinicas. Os pesquisadores
demonstraram a habilidade do ELISA utilizando rLci5 em detectar 62,9% dos caes
infectados com L. infantum com escore de 0-3 pontos e 64,3% com pontuacao entre
4-7. Ademais, foi relatada a utilidade deste antigeno na identificacdo precoce de
animais infectados, sendo capaz de reconhecer animais infectados até 24 meses
antes dos outros testes utilizados como comparacédo (ELISA com antigeno bruto,
TR-DPP®, PCR em tempo real e cultura de aspirado de baco).

Outro ponto importante a ser considerado na investigacdo de potenciais
antigenos recombinantes para o diagnéstico da LVC é a sua capacidade de
distinguir animais vacinados de animais infectados. Este foi o objetivo da pesquisa
de Pereira et al., (2020) ao apurar a performance de dois antigenos recombinantes
oriundos de L. donovani (rKLO8 e rK28) e dois de L. braziliensis (rK39 e rLb6H) em
soros de cées sororreagentes no TR-DPP® e EIE-LVC e soros de cdes negativos
para LVC e hemoparasitas (E. canis e Anaplasma spp.) vacinados com Leish-Tec®
(Ceva Saude Animal Ltda, Paulinea, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados obtidos
demonstraram alta sensibilidade (84%) de rK28 e baixa ocorréncia de reacfes
cruzadas (especificidade 95-100%) e, também revelaram a alta especificidade (93-
100%) da proteina rKLO8, a qual poderia ser util para confirmacao da doenca em
situacdes de duvida entre vacinacéao e infeccéo.

Almejando a melhoria de sensibilidade e especificidade, as quais nem
sempre sao obtidas em conjunto com a utilizacdo de apenas um antigeno
especifico, Santos et al. (2020) identificaram antigenos imunodominantes de L.
infantum candidatos ao diagnéstico de LVC e LV e produziram estes epitopos
antigénicos de maneira combinada, em vetores bacterianos, sob a forma de
proteinas recombinantes quiméricas, denominadas Q1 e Q5 (SANTOS et al.,
2020). Estas proteinas foram testadas de maneira individual no diagnostico da
leishmaniose visceral canina e humana (OLIVEIRA et al., 2011; MAGALHAES et

al., 2017) e em suas apresentagcdes quiméricas para o diagnéstico da enfermidade
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em ambas as espécies (SANTOS et al.,, 2020), revelando maior potencial da
proteina Q5 com sensibilidade de 82% para LV humana e 100% para LVC e,
especificidade de 100% quando testadas em controles saudaveis de ambas as
espécies. Todavia, uma Unica reacdo cruzada com amostra de soro humano
acometido por leishmaniose tegumentar foi reportada durante o estudo.

Apesar de vantajoso por promover maior sensibilidade e especificidade no
diagnostico da leishmaniose visceral (SANTOS et al., 2019; JESUS et al., 2021), o
ELISA fundamentado em proteinas recombinantes ainda requer a utilizacdo de um
laboratorio equipado e profissionais treinados. Desta maneira, a utilizagdo de testes
rapidos e de aplicacdo a campo, facilitam o trabalho de vigilancia da populacéo
canina e diagnostico dos pacientes humanos em municipios menores ou mais
afastados, os quais comumente necessitam encaminhar o paciente ou suas
amostras a centros diagndsticos metropolitanos para confirmacdo dos casos de
leishmaniose visceral. Este fato delonga a concretiza¢édo do diagndstico em ambas
as espécies e o inicio do tratamento humano, bem como propicia a desisténcia de
pacientes assintomaticos em obter um diagnostico; além de contribuir com a
manutencdo de cées sororreagentes como reservatorio no ambiente por tempo
mais prolongado (GONTIJO e MELO, 2004).

Com o intuito de facilitar ainda mais o diagnostico desta protozoonose e
minimizar as dificuldades técnicas associadas a coleta de amostras soroldgicas
para realizacdo dos exames, promoveu-se a utilizagdo de amostras obtidas por
coletas nédo-invasivas, como swab de conjuntiva ocular, urina e saliva para o
diagnéstico da leishmaniose humana e canina por métodos moleculares e
imunologicos (LOMBARDO et al., 2012; MOHAPATRA et al., 2016).

Neste contexto, Ejazi et al. (2016) avaliaram o desempenho de um teste
utilizando fitas reagentes (dipstick) impregnadas com antigeno de membrana da
promastigota de Leishmania donovani para o diagnéstico da infec¢cdo por L.
donovani, agente etiolégico de leishmaniose visceral na india. O teste utilizou como
amostra urina de pacientes humanos infectados, pacientes saudaveis de area
endémica e ndo endémica e pacientes infectados por outros agentes, porém, com
sintomatologia clinica semelhante. Os autores observaram 97,94% de sensibilidade
e 100% de especificidade neste teste e concordancia de 100% com o teste

parasitologico em amostras de pele dos pacientes positivos (EJAZI et al., 2016).
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Apesar da distingdo entre os agentes etiolégicos envolvidos na leishmaniose
visceral na india e nas Américas, a eficacia de diagnosticos soroldgicos envolvendo
antigeno de L. donovani ja havia sido demonstrada como promissora para o
diagndstico de LV no Novo Mundo, como relatado por Vallur et al. (2015), os quais
obtiveram 88% de sensibilidade ao utilizar o teste sorolégico ELISA Leishmania
Antigen Detect® na avaliagcdo de amostras de urina de pacientes brasileiros com
LV.

Ejazi et al. (2019) entdo aprimoraram as fitas reagentes (dipstick) capazes
de identificar antigenos de membrana de L. donovani, previamente utilizadas para
diagnéstico de LV em amostras de urina, de forma a permitir sua aplicabilidade em
amostras de sangue. O estudo avaliou o desempenho desta técnica em amostras
de soros de individuos provenientes de seis paises distintos (india, Nepal, Siri
Lanka, Brasil, Etiépia e Espanha) com diagndstico de LV confirmado por meio de
exame parasitologico. Obteve-se sensibilidade de 97,10% e especificidade de
93,44% para o teste, com 100% de sensibilidade e especificidade para amostras
brasileiras, ndo havendo reacdo cruzada com os soros de pacientes humanos
acometidos por leishmaniose cutanea.

Dando continuidade as pesquisas, em um estudo piloto, os pesquisadores
indianos deste grupo, averiguaram a viabilidade das fitas reagentes (dipstick) de
Ejazi et al (2019) para o diagnostico de LVC, utilizando amostras de soro de caes
infectados por L. infantum (dados ndo publicados) e obtiveram resultados

promissores.
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ABSTRACT

Background

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by the protozoan
Leishmania infantum in Brazil and the dog is considered its main urban reservoir.
Identifying infected dogs is a difficult task since the disease has various clinical and
hematological manifestations and may mimic other common diseases in veterinary
routine. Nowadays there is no test capable to identify 100% of symptomatic and
asymptomatic dogs with canine visceral leishmaniasis (CVL) without any cross-
reaction with vaccinated animals or dogs with other hemoparasites, like Ehrlichia

canis.

Methodology/principal findings

1 Artigo redigido de acordo com as normas do periédico Plos Neglected Tropical Diseases.
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The performance of two chimeric recombinant proteins (Q1 and Q5) were compared
with the total antigen extract of L. infantum in enzyme linked immunoassay (ELISA)
for CVL diagnosis in a population scenario composed of naturally infected L.
infantum dogs symptomatic, oligosymptomatic and asymptomatic; non infected
dogs vaccinated with Leihsmune® and Leish-Tec®, infected with E. canis and
healthy. Q1 (81.43%; 85.71%) and Q5 (74.29%; 90.0%) presented better sensitivity
and specificity values, respectively, than total extract (71.43%;82.86%). Although
Q1 had 100% of cross-reactivity with Leish-Tec® vaccinated dogs, it has shown
greater sensitivity for asymptomatic (70%) and oligosymptomatic (73.33%) animals.
Q5 could be a useful antigen in situations where ehrlichiosis may be a differential

diagnosis, since its specificity value among this group was 93.33%.

Conclusion

Superior sensitivity and specificity of Q1 and Q5 as antigens for ELISA diagnosis
for CVL was demonstrated here, when compared to total extract of L. infantum. Q5
has been previously demonstrated in other study as a promising antigen in the
diagnosis of human VL, making it a potential antigen for serodiagnosis in both

species.

INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease caused by the etiologic
agent Leishmania infantum in Brazil (Burza, Croft and Boelart., 2018). Among with
nine other countries, Brazil is responsible for more than 90% of VL new cases in the
world. Additionally, Brazilian cases represent 97% of the American records and the
disease remains a matter of public health concern due to its life-threatening potential
and wide distribution in the country (Nunes et al., 2020; PAHO, 2019; WHO, 2022).

Originally characterized for its rural distribution, VL has nowadays spread
out through large urban centers, and the dog (Canis lupus familiaris) is considered
the protozoan most important urban reservoir (Lima et al., 2018). Therefore, some
of the measures involving VL control refers to canine visceral leishmaniasis (CVL)

diagnosis and euthanasia of infected animals (Brazilian Ministry of Health, 2014).
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Identifying infected dogs may be tricky, since the disease is notable for its
various clinical presentations. Dogs may show no clinical abnormalities or present
multiple manifestations, including dermatologic, ophthalmic, and systemic signs
(Solano-Gallego et al., 2009). Besides that, CVL clinical manifestations can
resemble other common hemoparasitosis present in veterinary routine, like
ehrlichiosis (Oliveira et al., 2008).

In this scenario CVL diagnosis depends on specific diagnostic tests, based
on serological and/or parasitological methodologies (Solano-Gallego et al., 2009).
Brazilian Ministry of Health set the combination of two serological tests for CVL
diagnosis: the immunochromatographic rapid test (TR-DPP®; Bio-Manguinhos/
Fiocruz/ Brazil) as screening method, followed by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) for TR-DPP®-positive dogs, as confirmatory method (Brazilian
Ministry of Health, 2011).

However, it is known that serological tests can present different performance
according to disease’s prevalence (Mendonga et al. 2017), clinical manifestations
and individual immune response (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011).
Moreover, cross-reactivity with other agents, such as Trypanosoma sp. and
Ehrlichia canis, (Ferreira et al., 2007; Alves et al., 2012) and with vaccinated dogs
has also been reported for L. infantum antigen ELISA (Carson et al., 2009).

The diagnosis of canine visceral leishmaniasis continues to be a complex
task, since there is not a current method able to detect 100% of infected animals,
which may imply in remaining reservoirs in the population or even in euthanasia of

false positive dogs (Alvar et al., 2012).

In purpose to improve serological tests, recombinant proteins have been
tested alone and combined in chimeric proteins to provide more accurate diagnosis
for visceral leishmaniasis (Oliveira et al., 2011; Magalhaes et al., 2017; Ramirez et
al., 2020; Santos et al., 2020). In this work, the serodiagnostic capability of two
chimeric recombinant proteins (Q1 and Q5) (Santos et al., 2020) were evaluated for
enzyme-linked immunosorbent assay in different canine clinical profiles and

compared with crude antigen ELISA.

METHODS
34



751

752
753
754
755
756
757
758

759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770

771
772
773
774
775
776
777
778
779

780
781

Study population

Dogs’ sera samples were obtained from a previous study developed by the
research team of Human Parasitology Laboratory at Federal University of Mato
Grosso do Sul (UFMS). Samples were collected from canines living at Campo
Grande and Camapud, Mato Grosso do Sul State, Brazil. These samples were
obtained under the approval of the ethics committee (protocol n. 645/2014 and
697/2015) and laboratory work was performed at Fiocruz - Instituto Aggeu
Magalh&es — Recife, Brazil, during January 2019.

CVL-positive dogs from the sera bank were considered infected as results of
a positive parasitological test (direct examination of lymph node aspirate) and a
reagent result on TR-DPP®. These animals went through physical evaluation by a
veterinarian in search of CVL clinical signs: weight loss; bristle condition;
onychogryphosis; lymph node enlargement; snout lesions; snout depigmentation;
muzzle lesions; muzzle depigmentation; ear lesion; exfoliative dermatitis; ocular
discharge; alopecia; blepharitis and nasal bleeding (Figueiredo et al., 2018).
Animals were then classified according to the number of clinical signs:
asymptomatic when no clinical signs were observed (ASY; n=10); oligosymptomatic
(OLI; n=30) when one to three clinical abnormalities were seen and symptomatic
(SYM; n=30) if more than three clinical manifestations were present (Mancianti et
al., 1988).

Samples that formed the negative group (NEG; n=30) were obtained from
dogs negative in parasitological examination for Leishmania sp. amastigotes (direct
examination of lymph node aspirate); negative in CVL serological test (TR-DPP®;
Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brazil) and also negative in polymerase chain reaction
(PCR) in search for hemoparasites: Ehrlichia canis (Dawson et al., 1994; 1996),
Babesia canis (Carret et al., 1999) and Anaplasma platys (Inokuma et al., 2002).
CVL-negative animals, negative for Babesia spp and Anaplasma platys, but infected
with Ehrlichia canis, were used to compose Ehrlichia canis-infected group (EHR;
n=30).

Sera samples from vaccinated animals were also recruited for this study.

CVL-negative dogs (negative direct examination of lymph node aspirate and
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negative TR-DPP®) that were vaccinated with Leish-Tec® (Ceva Saude Animal Ltda,
Paulinea, Sdo Paulo, Brazil) at least three months before sampling, formed the VLT
group (n=5); while dogs vaccinated with Leishmune® (Pfizer/Zoetis, Campinas, Sdo
Paulo, Brazil) participated in VLM group (n=5). Both groups were also screened for
hemoparasites through PCR for Ehrlichia canis, Babesia canis and Anaplasma
platys (Dawson et al., 1994; 1996; Carret et al., 1999; Inokuma et al., 2002) and

only negative samples remained in the vaccinated groups.
ELISA

Before performing ELISA, the positive samples form sera bank that were
stored at -80°C freezer, were retested with TR-DPP® to ensure their viability. To
perform antigen L. infantum ELISA, the total extract antigen was obtained from
Leishmania infantum culture (Magalhdes et al., 2017). Recombinant chimeric
protein (Q1 and Q5) production and purification was carried out according to the
protocol described by Santos et al., (2020), and the determination of protein
concentration was performed using the method of Bradford (1976). The chimeric
proteins were diluted to 600ng/ml in 50 mM Na2HCO3/NaHCOs buffer (pH 9.6), with
100 pl added to each well of 96-well microtiter plates. This was followed by
incubation at 4C for 16 hours and blocking with Phosphate-Buffered Saline plus
0.05% Tween-20 (PBS-T), pH 7.2, supplemented with 10% dry non-fat milk. Wells
were incubated with the selected sera at dilutions of 1:900 for 1 hour at room
temperature. After washing with PBS-T, the wells were incubated for 1 hour at room
temperature with peroxidase- conjugated goat anti-dog 1gG (diluted 1:1.200, from
Jackson Immuno Research Laboratories, catalogue no. 304-005-003). The
enzymatic activity was revealed with orto-phenylenodiamine (OPD, from Sigma-
Aldrich) in phosphate-citrate buffer, pH 5.0, and the plates were read with the 490nm
filter on a Benchmark Plus Microplate Manager 5.2 (BIO-RAD). The cut off values
for the ELISAs were defined based on the mean plus two standard deviations of the
results generated with control sera from the NEG group (n=30) and were also

calculated using R software package pROC (v.1.16.2.).

Statistical analysis
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Statistical analysis was performed with R software
package pROC (v.1.16.2.). ANOVA test was used to compare groups, followed by
Kruskal Walllis test for multiple comparison of averages acquired from sera optical
densities (OD) of each group with Mann-Whitney post-test, considering significancy
level of p<0,05 and confidence interval (Cl) of 95%. Graphs, ROC curves were
generated by the same software. Sensitivity, specificity, positive likelihood ratio,
negative likelihood ratio, negative predictive value, positive predictive value, and

accuracy values were generated with Medcalc Software version 15.8.

RESULTS

Chimeric proteins and the total antigen extract had similar areas under the curve
and the cut off values stablished by the mean plus two standard deviations of the
NEG group agreed with the one generated by R software for Q1 and Q5 (Fig 1).

However, overall clinical profile groups (population), Q1 and Q5 had better
sensitivity and specificity for canine visceral leishmaniasis diagnosis when

compared to total antigen extract (Table 1).
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Fig 1. ROC curve displaying the performance of the chimeric proteins Q1 and Q5 and the total

antigen extract of Leishmania infantum with canine sera of naturally infected animals (symptomatic,

oligosymptomatic and asymptomatic, n= 70) with L. infantum and negative animals (vaccinated,

infected with Ehrlichia canis and healthy, n= 70).
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832

833  Table 1. Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value and area under the curve of chimeric proteins Q1 and Q5 and total crude
834  antigen extract of Leishmania infantum tested with sera from dogs naturally infected by Leishmania sp. asymptomatic (n=10), oligosymptomatic (n=30) and
835  symptomatic (n=30); sera from canine visceral leishmaniasis (CVL)-negative animals infected with Ehrlichia canis (n=30) and hemoparasites (L. infantum,
836 Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis)-negative dogs vaccinated with Leish-Tec® (n=5) and Leishmune® vaccines (n=>5).

837

Q1 Q5 L. infantum extract
Group| Sb Sp PPV | NPV | AUC | Sb Sp | PPV | NPV | AUC | Sb Sp | PPV | NPV | AUC
(%) | (%) (%) | (%) (%) | (%)
SYM [93.33 - s e e 90.00 ----- e e e 86.67 -----  --m eeem e
OLI |73.33 == oom e e 66.67 -----  ---m e e 63.33 - e e e
ASY [70.00 -----  eeem e e 50.00 ----- e e e 50.00 ----- e eeen e
EHR | ----- 90.00 == -eeem e | eeee- 93.33 - e e | e 76.67 ----- e e
VLT | ---- 0,00  ----- e e | - 40.00 ----- e e | e 100,0 - - -
VLM | - 100.00 === e e | eeee 0 )00 RS 40.0  memm e e
NEG | ----- 93.33  —oom e e | e 96.67 --ex meem e | oo JcJicTc SN -
POP |81.43 85.71 85.07 82.19 0.874|74.29 90.0 88.14 77.78 0.859|71.43 82.86 80.65 74.36 0.847

838
839 Sh: sensitivity; Sp: specificity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value; SYM: symptomatic; ASY: asymptomatic; OLI: oligosymptomatic;
840  EHR: Ehrlichia canis; VLT: Leish-Tec®; VLM: Leishmune®; NEG: negative; POP: population. --- not calculated.
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Although Q1 had better sensitivity for CVL diagnosis, it recognized negative-
CVL animals vaccinated with Leish-Tec® as reagent for CVL (Figure 2), since it
could not distinguish the VLT group from infected dogs. Therefore, the chimeric
protein Q5 had greater specificity than Q1, but when analyzing individually by
groups, the number of cross-reactions in EHR (2/30;3/30) and VLT (3/5;5/5) groups,
are not so distant than Q1 results, respectively.

The chimeric recombinant protein Q5 displayed 50% of sensitivity, as the
total extract for detection of asymptomatic animals. Nonetheless, the chimeric
protein Q1 performed better in this group, with 70% of sensitivity.

DISCUSSION

Accurate canine visceral leishmaniasis diagnosis remains an obstacle to
epidemiologic control measures regarding the elimination of the parasite reservoir,
the dog. False positive and false negative results make room for discussions
involving cross-reactions with other pathogens and vaccinated animals, as well as
the maintenance of infected animals in the population.

The gold standard method to diagnose a patient with VL is parasitological
examination due to its high specificity. However, microscopic analyses are time
consuming procedures that depend upon personnel training (Pereira et al., 2020).
Therefore, serodiagnostic tools won their place in epidemiological mass screenings
because they are easy to perform, low-cost to implement, provide fast results and
require non-invasive samples when compared to molecular and parasitological
techniques (Santos et al., 2020; Siqueira et al., 2021).

Nevertheless, serological tests also present limitations, for example, their
sensibility and specificity may vary according to the antigen used (Maia and
Campino, 2008; Solano-Gallego et al., 2014; Ramirez et al., 2020). The use of crude
antigen, as previously demonstrated, can result in cross-reaction with related
diseases, like trypanosomiasis (Ferreira et al., 2007; Alves et al., 2012). Other
hemoparasites, not so similar phylogenetically, have also been reported as cause
of cross-reactivity in serological exams for CVL diagnosis, like Ehrlichia canis
(Ferreira et al., 2007; Laurenti et al., 2014).
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Fig 2. Anti-Leishmania 1gG antibody level in dogs naturally infected with Leishmania sp. symptomatic (SYM; n=30); oligosymptomatic (OLIl; n=30) and
asymptomatic (ASY; n=10); dogs negative for canine visceral leishmaniasis (CVL) and hemoparasites (Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis) (NEG;
n=30); CVL-negative dogs infected only with Ehrlichia canis (EHR; n=30), and hemoparasites (L. infantum, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis)-
negative dogs vaccinated with Leish-Tec® (VLT; n=5) and Leishmune® (VLM; n=5) vaccines tested with different antigens: L. infantum crude antigen (L. infantum
extract), chimeric protein Q1 and chimeric protein Q5. Horizontal dashed line represents cut off value. The letter outside the parentheses indicates a significant
difference in relation to the others (letters inside the parentheses).
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Differentiation among ehrlichiosis and visceral leishmaniasis is a difficult task
present in routine veterinary service at endemic areas. The seroprevalence of dogs
infected with E. canis varies from 19.8-66.4% (Taques et al., 2020), with superior
rates observed in warmer regions of the country. In the central-western Brazil, for
example, elevated percentage (55,75%) of Rhipicephalus sanguineus have been
identified as infected with this pathogen (Soares et al., 2017).

E. canis and L. infantum promote intense humoral response of the host, leading
to similar immunomediated lesions, such as lymph adenomegaly, anemia,
thrombocytopenia, ophthalmologic and renal injuries (Harrus and Waner, 2011;
Solano-Gallego et al., 2011). Besides sharing clinical and laboratorial abnormalities,
both hemoparasites share highly antigenic epitopes not only with the total extract of
Leishmania spp., but also with recombinant proteins (Fonseca et al., 2019; Ramirez
et al., 2020).

The hipergamaglobulinemia observed in ehrlichiosis promotes high antibody
titers, which leads to serum samples with greater median value of relative reactivity
that can be mistakenly interpreted as a positive result in serological assays for VL
diagnosis. Ramirez et al. (2020) reported this fact when comparing sera samples
from dogs infected with E. canis and healthy dogs, using total extract of L. infantum
and three recombinant proteins (heat shoch proteins 70 and 83 and LiP2b) as
antigen in ELISA tests.

On the other hand, the authors reported no cross-reactivity with samples from
dogs infected with E. canis in ELISA tests using recombinant proteins obtained from
the surface located KMP-11 antigen and the acid ribosomal proteins PO and P2a.
However, to obtain specificity values over 90% in the serological exam, a significant
decrease in sensitivity was seen (14.81% - 38.41%), with the lowest values obtained
when asymptomatic animals were included (Ramirez et al., 2020).

The recognition of asymptomatic dogs in the population remains one of the main
obstacles to VL control. Leishmania spp. can induce a heterogeneity of immune
responses in the host, being the Thl profile the most difficult to search for in the
population. These dogs have predominant cellular immunity with low parasite load,
therefore, low antibody titers and minimal or none clinical manifestation (Solano-
Gallego et al.,, 2011). It is important to point out that in the present study,

asymptomatic animals were represented by animals with zero clinical signs, while
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the oligosymptomatic group consisted of dogs presenting few clinical signs (1-3
manifestations). Q5 and L. infantum extract presented sensitivity of 50% for
asymptomatic animals and around 60% for oligosymptomatics; which was
surpassed by Q1 with 70% and 73.33% of sensitivity for ASY and OLI groups,
respectively.

It has been shown that molecular methods present higher sensitivity for CVL
diagnosis in subclinical patients (Carvalho et al., 2018) and it could also be a useful
tool for differential diagnosis between other hemoparasitosis and CVL (Nakaghi et
al., 2008). Thus, instead of serological tests, molecular analyses, such as PCR,
could be employed in the diagnosis of animals with Thl profile, with low antibody
production or in situations in need to exclude other etiologic agents. Nonetheless,
the development of affordable and easy-to-implement molecular techniques are
necessary for its routine use.

In the present study, cross-reactions with E. canis in the ELISAs with chimeric
proteins and total extract were observed. However, the absorbances values
obtained for samples from EHR group were not significantly higher than those
obtained for NEG group when using Q5 or total extract as antigen; fact proven by
the absence of significant difference between both groups. Furthermore, specificity
values over 85% percent were observed with Q1 and Q5, with the maintenance of
sensitivity values over 74%, even with the inclusion of asymptomatic and
oligosymptomatic animals. A higher number of false positive results was seen in
ELISA with total extract, when compared to chimeric proteins.

A seroreactive ELISA result is considered by the Ministry of Health
confirmation of VL and could lead to euthanasia of the dog (Brazilian Ministry of
Health, 2014). Therefore, avoiding cross-reactivity with ehrlichiosis should be a
matter of interest for an epidemiological tool to aid in reservoir control. Besides that,
uncertainty in tests results put in hands of veterinary professionals ethical,
emotional, and economic discussions involved in the euthanasia decision, such as
the owner’s financial responsibility to bear the costs involved with differential

diagnosis exams and the possibility of euthanasia without counterevidence.

Further studies about the duration of antibodies anti-E. canis in dogs, as well as

standardized recommendations regarding safe time after infection to retest the
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animal for CVL should be provided by official authorities responsible for
implementing VL control measures.

Vaccination against CVL is also an important subject regarding cross-reactivity.
The production of Leishmune® vaccine was discontinued on November 2014, due
to non-compliance with technical regulation proposed by Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply (MAPA). Nevertheless, animals vaccinated with
Leishmune®, which was composed of the fucose-mannose ligand (FML)
of L. donovani, and a saponin adjuvant, were included in the research because new
vaccines based on this antigen may be developed in the future and no cross-
reactivity was observed with the chimeric protein Q1, unlike with the total extract.

Both chimeric proteins have recognized vaccinated animals with Leish-Tec®.
These results restrain their application in the development of diagnostic tests for
CVL, since animals vaccinated with the A2 protein-based vaccine could be mistaken
by seroreactive dogs for CVL. Although Q5 showed better specificity than Q1 for
Leish-Tec® vaccinated dogs, a larger number of samples of healthy vaccinated dogs
should be analyzed. Still, the difficulty to obtain a homogenous group of healthy
dogs at an endemic region for E. canis and L. infantum should be pointed out.

Many studies involving the development of new recombinant proteins for the
diagnosis of VL are available; however, few of them have been proved to be useful
in the diagnosis of both human and canine VL. Herein we demonstrate Q5’s ability
to diagnose dogs presenting different clinical manifestations and its minor potential
for cross-reactions with infected canines with E. canis. Santos et al. (2020) also
demonstrated low cross-reactivity (2%) of Q5 with sera from patients with
tegumentary leishmaniasis and high sensitivity (82%) when tested with sera from
human patients diagnosed through parasitological methods for VL. These results
reinforce its potential to be used in serological tests for the diagnosis of visceral
leishmaniasis in both species.

Further studies including a bigger number of Leish-Tec® vaccinated dogs’
samples, as well as canine and human serum samples from different endemic and
non-endemic areas of the country are necessary to validate Q5, since geographical
discrepancies in antigen performance are also an important point to be considered

when validating a test for national use (Kuhne et al., 2019; Ramirez et al., 2020).
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CONCLUSION

In the present study, we demonstrate superior sensitivity and specificity of two
chimeric proteins Q1 and Q5 used as antigen for ELISA serodiagnostic test when
compared to total extract of L. infantum. It should be highlighted that Q5 had 90%
of specificity when applied in a difficult scenario of diagnosis, including dogs infected
with E. canis and vaccinated canines. In addition, Q5 has also been demonstrated
as a promising antigen in the diagnosis of human visceral leishmaniasis.
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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma das principais doencas tropicais negligenciadas do mundo,
tendo os cdes domésticos como reservatdrio urbano do parasita Leishmania infantum nas
Américas. O diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVVC) faz parte das medidas de
controle desta zoonose, uma vez que 0s casos caninos usualmente precedem 0s casos
humanos. Técnicas soroldgicas sdo amplamente utilizadas para o diagnéstico da LVC,
porém apresentam limitacBes quanto a sensibilidade e especificidade, de acordo com o
antigeno utilizado e apresentacdo clinica do paciente. O presente estudo avaliou
sensibilidade e especificidade de um teste rapido soroldgico, na apresentacdo dipstick, no
diagnéstico de cdes naturalmente infectados por L. infantum sintomaticos (n=15),
oligossintomaticos (n=15), assintomaticos (n=9), saudaveis (n=15), vacinados com Leish-
Tec® (n=5) e infectados com Ehrlichia canis (n=15). O teste apresentou maior sensibilidade
no grupo oligossintomaticos (93,33%), seguido dos assintomaticos (77,78%) e sintomaticos
(73,33%) e apresentou 100% de especificidade. O teste rapido dipstick mostrou-se uma
ferramenta Gtil no diagndstico da LVC devido a praticidade de realizacdo a campo,
principalmente, nos casos em que a infeccdo por E. canis pode ser um diagnostico diferencial
do paciente.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma das principais doencas tropicais negligenciadas
no mundo devido a sua alta mortalidade e distribuicdo em paises subdesenvolvidos, como a

2Artigo redigido de acordo com as normas do periddico Frontiers in Cellular and Infecton Microbiology.
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india e Brasil (Dhamnetyia et al., 2021). Na india descreve-se o ciclo antroponético do
protozoario flagelado Leishmania donovani, o qual tem como vetor flebotomineos de habito
antropofilico, sendo o ser humano caracterizado neste ciclo por altas cargas parasitarias no
sangue e na pele (Adler and Theodor, 1932; Palatnik-de-Souza et al., 2001).

Ja no Brasil, pais responsavel por 90% dos casos de LV na América Latina (Alvar et al.,
2012), destaca-se o ciclo zoondtico associado a espécie L. infantum que tem como principal
reservatorio o cdo domeéstico (Deane e Deane, 1962; Palatnik-de-Souza e Day, 2011). Neste
ciclo, os cdes possuem alto parasitismo na pele e, portanto, representam o principal
reservatorio urbano do parasita (Palatnik-de-Souza et al., 2001).

Os casos de leishmaniose visceral canina (LVC) usualmente precedem os casos da
enfermidade humana, refletindo a importancia do monitoramento da infeccdo canina como
um possivel marcador de transmissdo de L. infantum para a populagdo humana (Peixoto et
al., 2014). No entanto, o diagndstico preciso da LVC é um dos maiores entraves para 0
controle desta antropozoonose (Moreira et al., 2007).

Atualmente, utiliza-se a reacdo de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) como teste
confirmatdrio pelo Ministério da Satde para o diagnostico da LVC (Brasil, 2011). Contudo,
resultados falsos positivos sdo descritos em associacdo a técnicas de diagndstico soroldgico
da LV devido a utilizacdo de antigenos brutos sollveis do parasita no ELISA, o qual
apresenta alta sensibilidade, porém baixa especificidade devido a proximidade antigénica de
Leishmania sp. a outros protozoarios patogénicos que apresentam epitopos semelhantes
(Ferreira et al., 2007).

Sendo assim, em busca de métodos diagnosticos mais acurados e préaticos para utilizacao
em locais desprovidos de equipamentos laboratoriais onerosos e alta capacitacao
profissional, Ejazi et al., (2019) desenvolveram um método ELISA baseado em antigenos
de membrana de promastigota de L. donovani impregnados em tiras reagentes para
diagndstico da LV humana.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a sensibilidade, especificidade, de um novo
teste soroldgico dipstick desenvolvido por Ejazi et al., (2019) no diagndstico da leishmaniose
visceral canina em cdes com perfis clinicos distintos.

MATERIAL E METODOS
Populacao de estudo

As amostras de soros dos cdes foram obtidas do banco sorologico do Laboratério de
Parasitologia Humana da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS); as quais
advieram de cdes residentes nos municipios de Campo Grande e Camapua, Mato Grosso do
Sul, Brasil. As amostras foram estocadas em freezer -80°C e as analises laboratoriais foram
processadas na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) no Laboratério de
Pesquisas em Ciéncias da Saude.

As amostras de cdes diagnosticados com LVC obtidas a partir do banco sorologico
foram provenientes de animais cuja infeccdo foi comprovada por meio do exame
parasitologico direto (visualizacdo de formas amastigotas em aspirado de linfonodo) e teste
imunocromatografico TR-DPP® (Bio-Manguinhos/ Fiocruz/ Brazil) positivo. Previamente a
realizacdo do experimento com teste dipstick, as amostras positivas foram retestadas pelo
TR-DPP® para avaliagdo da viabilidade das amostras, considerando aptas a serem utilizadas
no experimento, apenas aquelas que ndo apresentaram degradacdo de anticorpos e
mantiveram-se positivas no teste.
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Os cées do banco soroldgico foram avaliados fisicamente por médico veterinario em
busca de sinais clinicos de LVC: caquexia; pelagem opaca/quebradica; aumento de
linfonodos; lesdes e/ou despigmentacdo no focinho e nos labios; lesdes em ponta de orelha;
dermatite esfoliativa; secrecdo ocular; alopecia; blefarite e sangramento nasal (adaptado de
Figueiredo et al., 2018). De acordo com o namero de sinais clinicos apresentados, 0s animais
foram classificados em assintométicos (n= 9) na auséncia de manifestacfes clinicas;
oligossintomaticos (n=15) na presenca de até trés sinais clinicos e sintomaticos (n = 15)
quando mais de trés sinais clinicos foram observados.

As amostras que formaram o grupo negativo (n = 15) foram obtidas de cées cujo
exame parasitologico direto de aspirado de linfonodo nédo revelou a presenca do protozoario,
associado ao resultado negativo no teste imunocromatografico TR-DPP® (Bio-Manguinhos/
Fiocruz/ Brazil) e do resultado negativo para os seguintes hemoparasitas: Ehrlichia canis
(Dawson et al., 1994; 1996), Babesia canis (Carret et al., 1999) and Anaplasma platys
(Inokuma et al., 2002) por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Amostras de ces negativos (parasitologico de linfonodo e TR-DPP®) para LVC, A.
platys e B. canis, porém infectados por E. canis compuseram o grupo de animais
diagnosticados com erliquiose (n=15). Amostras de cdes vacinados (n=5) também foram
utilizadas, sendo provenientes de cées negativos (parasitoldgico de linfonodo e TR-DPP®)
para LVC e hemoparasitas, vacinados com a vacina Leish-Tec®(Ceva Salde Animal Ltda,
Paulinea, Sao Paulo, Brasil) ha pelo menos 3 meses.

Fitas reagentes (teste dipstick)

As fitas reagentes (dipstick) foram cedidas pelo Instituto Indiano de Biologia
Quimica, na pessoa da professora Dr?. Nahid Ali e utilizadas de acordo com o protocolo de
Ejazi et al., (2019).

As fitas de membrana de nitrocelulose contém uma linha teste, na qual utilizou-se
1,5 pg do antigeno de membrana de promastigota de Leishmania donovani e uma linha
controle na qual utilizou-se a dilui¢do de 1:20 do conjugado anti-1gG de cdo com peroxidase
(SIGMA N° Cat: A6792). Os soros foram diluidos em 1:3500 em solucdo de lavagem
(100mM Tris-Buffered-Saline -TBS, pH 7.4 + 0.05% Tween 20) e em seguida as fitas foram
incubadas nos respectivos soros em tubos de polipropileno de 2ml, por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, as fitas foram lavadas na solucéo de lavagem duas
vezes. Em sequéncia, as fitas foram incubadas em tubos de polipropileno de 2ml com o
conjugado anti-lgG de cdo na diluigdo de 1:2000 em solucdo de lavagem, por 30 minutos
em temperatura ambiente. As fitas foram lavadas duas vezes com solucdo de lavagem e
depois, apenas com TBS (100mM TBS, pH 7.4). As fitas foram imergidas na solucéo de
revelagdo (5 mg 3-3’-Diaminobenzidine em 10 ml 100mM TBS, pH 7.4 + 10 pl H20,)
durante 2 minutos e em seguida foram lavadas em agua destilada por 5 minutos e colocadas
para secagem e leitura a olho nu, sendo a presenga de apenas uma linha — controle —
indicativo de resultado ndo reagente e, a presenca de duas linhas — controle e teste, indicativo
de resultado reagente.

Analise estatistica

Apos tabulacdo dos resultados, valores de sensibilidade, especificidade foram
calculados por meio do software Medcalc v. 15.8.
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As diferencas entre as proporcdes de resultados positivos entre os grupos foram
avaliadas pelo teste exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

O teste de fitas reagentes (dipstick) apresentou sensibilidade geral de 82,05% e
especificidade de 100%, com melhor desempenho para identificacdo dos pacientes que
apresentavam entre um e trés sinais clinicos (oligossintomaticos) (Tabela 1), embora ndo se
tenha observado diferenca estatisticamente significativa (p=0,43).

N&o se observou reacdo cruzada com amostras de cées vacinados com Leish-Tec®
ou infectados por E. canis.

Tabela 2. Sensibilidade, especificidade e acuréacia do teste dipstick com amostras soroldgicas de caes
naturalmente infectados por Leishmania infantum sintomaticos (n=15), oligossintomaticos (n=15) e
assintomaticos (n=9); cdes negativos para leishmaniose visceral canina (LVC-negativo) e
hemoparasitas (L. infantum, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis), infectados por
Ehrlichia canis (n=15) e cdes (L. infantum, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis)-
negativos vacinados com Leish-Tec® (n=5).

Sensibilidade | Especificidade Acurécia
(%) (%) (%)
Sintomatico 7333 | e e
Oligossintomatico 9333 | @ e e
Assintomatico 77,78 | e e
Ehrlichia | = ---—--- 100 | ---ee--
Leish-Tec® | = --—--—--- 100 | -
Populacéo 82,05 100 90,54

DISCUSSAO

Cées com leishmaniose visceral canina podem apresentar diferentes respostas a
infeccdo pelo parasita Leishmania infantum. Sdo caracterizados dois perfis principais de
resposta a infeccdo pelo protozoéario: o perfil Thl e o Th2. Este ultimo é marcado por
acentuada producdo de anticorpos, ineficazes na eliminacdo do parasita e, responsaveis
por diversos sinais clinicos devido a lesdes imunomediadas pelos complexos antigeno-
anticorpos (Solano-Gallego et al., 2011). Pacientes Th2 sdo facilmente reconhecidos por
métodos soroldgicos de diagndstico devido a intensa resposta imune humoral do
hospedeiro (Solano-Gallego et al., 2011), fato representado pela maior sensibilidade
neste estudo para reconhecimento de animais oligossintomaticos.

Sabe-se que ha correlagdo entre a producdo de anticorpos e presenca de sinais
clinicos no hospedeiro; sendo esperado maior sensibilidade dos testes sorologicos em
animais sintomaticos do que assintomaticos, devido a maior hipergamaglobulinemia (Da
Costa Val et al., 2007; Candido et al., 2008)

Contudo, no presente estudo foi observado maior sensibilidade do teste dipstick em
pacientes oligossintomaticos e assintomaticos do que polissintomaticos. Candido et al.
(2008) também obtiveram maior sensibilidade para o diagnéstico sorolégico em animais
oligossintomaticos (90%) do que em pacientes com mais de trés sinais clinicos (86,7%),
ao utilizar um ELISA contendo o complexo antigénico fucose-manose ligante (FML) de
L. donovani. Da mesma forma, Lemos et al. (2008) demonstraram maior sensibilidade
no diagndstico de animais oligossintomaticos (88%) do que sintomaticos (84%) pelo
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teste rapido imunocromatogréafico Kalazar Detect®, baseado em antigeno rK39 de L.
infantum.

Este fato pode estar associado a formacdo de complexos antigeno-anticorpo em
animais com hipergamaglobulinemia, uma vez que os complexos imunes podem
representar um fator limitante nos métodos diagnosticos sorolégicos (De Carvalho et al.,
2013; 2019; 2020). Ademais, pacientes sintomaticos refletem estagios mais avangados
da doenca, como demonstrado por Nicolato et al. (2013), os quais reportaram linfopenia
como disfungdo hematoldgica observada em cdes com apresentacdo clinica severa da
doenca. A linfopenia pode justificar a reducdo da producdo de anticorpos contra o
parasita, além de estar associada a pior prognostico para o paciente (Geisweid et al.,
2012).

A presenca de sinais clinicos também esta associada ao grau de infectividade do
hospedeiro ao vetor, sendo os cdes sintomaticos e oligossintomaticos mais eficazes em
infectar o flebotomineo (Da Costa Val et al., 2007). Por outro lado, cdes com perfil de
resposta imune Th1l, contam com a defesa celular, a qual é mais eficiente na eliminacéo
do protozoario do que a producdo de anticorpos. A atividade leishmanicida de
macrofagos e a sintese de 6xido nitrico levam a reducdo da carga parasitaria e, portanto,
manifestacdes clinicas menos intensas e menor infectividade ao vetor sdo esperadas (Da
Costa Val et al., 2007; Solano Gallego et al., 2009; 2011).

Contudo, Laurenti et al. (2013) demonstraram a importancia epidemiologica do cao
assintomatico ao evidenciarem 93% de infeccéo pelo fleb6tomo Lutzomyia longipalpis
durante o xenodiagndstico em animais sem sinais clinicos. Desta forma, métodos
diagndsticos para LVC a serem empregados como parte das medidas de controle contra
esta zoonose, devem ser capazes de identificar estes possiveis reservatorios do parasita
no meio urbano.

Outros testes rapidos soroldgicos, baseados no antigeno recombinante rK39 de L.
infantum também apresentaram desempenho inferior na deteccdo dos caes
assintomaticos, como o teste Dia-Med-Vet-IT-Leish (Cressier sur Morat, Suica)
(52,9%), na forma de apresentacéo dipstick e o imunocromatografico Kalazar Detect®
(Inbios International, Seattle, WA, EUA) (75%) (Mettler et al., 2005; Lemos et al.,
2008).

O teste rapido Dual-Path Platform immunochromatographic test -TR-DPP® (Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ - Rio de Janeiro, RJ, Brasil), também utiliza o antigeno
recombinante rK39 e faz parte do protocolo de diagnostico da LVC utilizado pelo
Ministério da Saude (Brasil, 2011). Esta técnica é utilizada como triagem, sendo apenas
0s animais positivos por este método, submetidos ao ELISA confirmatério. Contudo,
Grimaldi et al. (2012) encontraram baixa sensibilidade (47%) do TR-DPP® no
diagnostico de cées assintomaticos, favorecendo a manutencdo de hospedeiros
infectados e perpetuacdo da doenca.

Borges et al. (2021) também avaliaram o desempenho do TR-DPP® em pacientes
assintomaticos oriundos de Camapud@ (Mato Grosso do Sul, Brasil), regido de
transmissdo esporadica para leishmaniose visceral de acordo com a classificacdo do
Ministério da Saude e obtiveram sensibilidade de 62%. Desta regido advieram 8/10
animais que compuseram o grupo assintomatico no presente estudo; destacando, assim,
a maior sensibilidade do teste dipstick para animais assintomaticos (77,78%) e,
reduzindo o numero de animais falsos negativos a permanecerem sem diagndstico no
ambiente.
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Com intuito de aumentar a sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos,
reduzindo assim resultados falsos negativos e positivos, propagou-se a pesquisa de
antigenos especificos em substituicdo ao antigeno total, usualmente utilizado em testes
soroldgicos. O ELISA EIE® (Biomanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil),
recomendado pelo Ministério da Saude brasileiro como teste confirmatorio para o
diagnostico da LVC, utiliza o antigeno solivel de Leishmania major-like
(MHOM/BR/76/JOF) em sua composic¢do. Contudo, reacfes cruzadas em amostras de
caninos infectados por outros patdgenos com epitopos antigénicos semelhantes a L.
infantum, tais como os tripanossomatideos e a bactéria Ehrlichia canis ja foram relatadas
(Ferreira et al., 2007; Alves et al., 2012; Pereira et al., 2020).

A erliquiose canina é uma hemoparasitose frequente entre os cées de area endémica
para LVC, transmitida pela picada do carrapato Rhipicephalus sanguineus. Esta
hemoparasitose € caracterizada por manifestagdes clinicas (linfadenomegalia, apatia,
perda de peso, glomerulonefrite, uveite, poliartrite) e hematologicas (anemia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia) semelhantes a leishmaniose visceral canina
(Nakaghi et al., 2008), o que dificulta a diferenciacdo entre ambas pelo meédico
veterinario, e pode levar a eutanasias despropositadas por resultados falsos positivos.

Isto posto, frequentemente utilizam-se associacdes de técnicas diagndsticas para
obtencdo de um diagndstico conclusivo para LVC. A técnica de reacdo em cadeia da
polimerase apresenta alta sensibilidade e especificidade na identificacdo de cdes
sintomaticos e assintomaticos para LVC (De Carvalho et al., 2018). Esta técnica também
pode ser utilizada para confirmacdo da infeccdo por E. canis, assim como técnicas
soroldgicas, baseadas na titulacdo de anticorpos (Nakaghi et al., 2008). Todavia, a
realizacdo de ELISA e/ou PCR requerem laboratérios equipados e profissionais
treinados para execucdo das técnicas, sendo assim, consideradas laboriosas e
dispendiosas (Pereira et al., 2020).

Frente as consideracOes expostas, o teste rapido dipstick de Ejazi et al. (2019) possui
facilidade de execucdo e potencial para producdo em plataforma imunocromatogréfica.
No presente estudo, observou-se desempenho eficaz no diagnéstico de caes naturalmente
infectados por L. infantum, destacando-se a sensibilidade em animais oligossintomaticos
e a especificidade de 100% entre os cdes vacinados com Leish-Tec® e infectados por E.
canis. Assim, pode-se considera-lo um grande aliado em regides com déficit de
equipamentos e laboratdrios de suporte e, principalmente, em situacBes de suspeita de
erliquiose canina como diagnostico diferencial.

Para validacdo de um teste sorolégico, € necessario que 0 mesmo seja testado com
amostras provenientes de regides geograficas distintas, uma vez que a prevaléncia da
LVC pode influenciar nos valores de sensibilidade e especificidade do teste (Mendonca
etal 2017; Ramirez et al., 2019). Ressalta-se que o presente teste ja foi submetido a uma
avaliagdo multicéntrica em seis paises diferentes (Brasil, Etiopia, india, Siri Lanka,
Espanha e Nepal) para o diagnéstico de leishmaniose visceral humana e demonstrou
valores de sensibilidade e especificidade variando entre 60%-100% e 79,06-100%,
respectivamente (Ejazi et al., 2019). Desta maneira, o teste rapido dipstick possui
aplicabilidade tanto no cenario da doenga em seres humanos, como nos caninos, o que
pode reduzir custos de producéo e facilitar a distribuicdo do produto em regibes menos
desenvolvidas.
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As amostras foram coletadas entre 2015 e 2017 sob aprovacao do comité de ética da

UFMS (protocolos 645/2014 e 697/2015) com consentimento dos tutores apds assinatura do
termo de consentimento livre esclarecido.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O teste rapido dipstick de Ejazi et al. (2019) possui facilidade de execucéo e
potencial para producdo em plataforma imunocromatografica, tendo sido
demonstrado no presente estudo desempenho eficaz no diagnéstico de cées
naturalmente infectados por L. infantum, destacando-se a sensibilidade em animais
oligossintomaticos e assintomaticos, e a especificidade de 100% entre os cées
vacinados com Leish-Tec® e infectados por Ehrlichia canis. Assim, pode-se
considera-lo um grande aliado em regibes com déficit de equipamentos e
laboratérios de suporte e, principalmente, em situacdes de suspeita de erliquiose
canina como diagndstico diferencial.

Com relacédo as proteinas quiméricas Q1 e Q5, este trabalho demonstrou a
sensibilidade e especificidade superior das mesmas, quando comparadas ao
extrato total bruto de Leishmania infantum. Destaca-se que a proteina Q5
apresentou 90% de especificidade quando utilizada em um cenério de dificil
diagnéstico, incluindo cées infectados com E. canis e animais vacinados. Além
disso, Q5 pode ser um antigeno promissor para uso no diagnostico da leishmaniose
visceral humana também, como demonstrado por outros estudos.

Para validacdo dos testes sorolégicos aqui previamente estudados, sdo
necessarios mais estudos incluindo um nimero amostral maior de caes vacinados
e infectados com outros hemoparasitas, além de amostras provenientes de regifes
geograficas distintas, uma vez que a prevaléncia da leishmaniose visceral canina

pode influenciar nos valores de sensibilidade e especificidade do teste.
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5 IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

A avaliacdo do desempenho de um teste diagnéstico em diferentes perfis
clinicos é parte importante do processo de validacdo da técnica antes da
recomendacdo da producdo em larga escala e usabilidade em cenério nacional.

Destaca-se que as quimeras aqui testadas sédo de produgéo nacional e maior
rapidez de obtencdo e pureza do antigeno do que o antigeno obtido a partir do
extrato total de Leishmania infantum. Além disso a quimera Q5 possui potencial
diagnéstico para leishmaniose visceral canina e humana, reduzindo custos de
producéo e facilitando a distribui¢cdo do teste pelos centros de diagndstico do pais,
reduzindo problemas como escassez do teste e auséncia de matéria prima para
producéao.

Este é o primeiro estudo a avaliar o desempenho de Q1 e Q5 em animais com
perfis clinicos distintos (sintomaticos, oligossintométicos e assintomaticos),
saudaveis, vacinados e infectados por Ehrlichia canis, de maneira a simular
cenarios de dificil diagnostico, os quais sdo comumente encontrados pelo pais.

A avaliacdo do desempenho do teste dipstick indiano em amostras caninas com
diferentes perfis clinicos demonstrou o potencial de utilizacdo do teste em
municipios brasileiros menores, desprovidos de instalacdes laboratoriais
equipadas, uma vez que a técnica ndo necessita complexa capacitacao laboratorial
e emprega apenas vidrarias, micropipetas e reagentes laboratoriais, ndo sendo

necessario aparelhos onerosos como o espectrofotdmetro.
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