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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca de carater zoonotico,
causada pelo protozoario Leishmania infantum e transmitida pelo flebotomineo
Lutzomyia longipalpis no Brasil (BR) (BRASIL, 2014), sendo o diagnéstico obtido
através de exames soroldgicos, parasitologicos ou técnicas moleculares (SOLANO-
GALLEGO etal., 2009). O protocolo diagndstico pela vigilancia epidemiol6gica no pais
€ realizado em duas etapas, iniciando pelo teste rapido (TR) de duplo percurso para
triagem DPP® (Dual Path Platform DPP®) e posterior confirmagdo por ensaio
imunoenzimatico (ELISA), segundo a norma técnica vigente (BRASIL, 2011). O DPP®
(Bio-Manguinhos) apresenta especificidade entre 87,5 a 91,7% e sensibilidade entre
92 a 100% sendo esses parametros menores em amostras de animais assintomaticos
(FIGUEIREDO et al., 2018).

Existem também testes rapidos sorolégicos comerciais, que podem ser usados
por médicos veterinarios autbnomos para triagem, como o teste imunocromatografico
de fluxo lateral Leishmania Ab ECOVet®, que tem sensibilidade de 93,2% e
especificidade de 91,3%. Segundo Grimaldi et al. (2012), apesar dos testes
imunocromatograficos serem de facil execucdo, podem apresentar resultados
variados de acordo com a presenca ou nao da sintomatologia nos animais testados,
uma vez gque os sinais clinicos geralmente sédo proporcionais a titulacao de anticorpos.

Diante de diversas particularidades referentes a enfermidade e as
manifestacbes nos animais, 0s imunoensaios podem resultar em resultados falsos
positivos e falsos negativos, impactando na conduta médica e consequentemente no
prognéstico dos pacientes (ANDRIOLO et al.,, 2018). Entre outros motivos,
componentes naturais nas amostras como proteinas, carboidratos e lipideos estao
entre os fatores que podem interferir na leitura do teste (ANDRIOLO et al., 2018).
Assim, a interpretacdo dos testes diagnosticos para LVC deve ser criteriosa porque
pode condenar o paciente a eutanasia, pois esta é a estratégia de controle da
enfermidade ainda recomendada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2014). Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de um segundo
teste rapido para detectar cdes fracamente positivos considerados indeterminados
pelo DPP®, a fim de ampliar as op¢des de diagnostico da LVC nos pacientes
assintomaticos, assim como analisar as possiveis interferéncias da amostra na
interpretacéo dos testes.
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2. METODOLOGIA

As amostras de soro de caes foram identificadas e testadas com TR DPP®
conforme instrucdes do fabricante, sendo consideradas positivas (formacao de duas
linhas, controle e teste), negativas (formacédo de apenas uma linha no controle) e
guando houve revelacao de cor pouco intensa na linha teste foram consideradas como
‘indeterminado”. No trabalho foram testados para LVC e analisados 742 soros de
cdes, provenientes de soroteca de animais atendidos no Hospital de Clinica
Veterinaria (HCV) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). As amostras que
tiveram seus resultados como indeterminados no TR DPP®, foram testadas no Ab
ECOVet®. Os soros foram ainda analisados quanto aos parametros considerados
relevantes para o estudo de possiveis interferéncias como: presenca de ictericia,
lipemia e hemalise. Os integrantes do projeto analisaram as amostras separadamente,
classificando-as visualmente quanto a presenca ou auséncia das alteracdes.
Posteriormente, o grupo composto por quatro observadores realizou a média dos
resultados obtidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 742 soros utilizados, 11 (1,5%) apresentaram resultado indeterminado no
teste DPP®, sendo o restante, 98,5%, negativos. Devido a disponibilidade de amostra,
nove dos soros inconclusivos no DPP® foram testados no Ab ECO®, sendo que todos
apresentaram resultados negativos neste teste. Assim obteve-se nove amostras
discordantes entre os testes rapidos, diante dos resultados, aparentemente o teste Ab
ECO® foi capaz de identificar animais negativos, que apresentaram-se inconclusivos
no DPP®. Embora o pequeno numero de amostras discrepantes, isso pode ter
ocorrido devido a diferencga entre os testes, o DPP® utiliza o antigeno recombinante
rk28 (uma quimera que combina os antigenos K9, K26 e K39) de L. infantum e detecta
imunoglobulinas especificas anti-L. infantum. O teste Leishmania Ab ECO® Vet-
TRV.0004 também detecta as mesmas imunoglobulinas, porém utiliza o antigeno
rKDDR, composto por 19 aminoacidos.

Vistas as limitacbes associadas ao exame parasitolégico, os métodos
sorolégicos continuam sendo ferramentas Uteis para o diagnéstico acurado da LVC,
sendo técnicas pouco invasivas, acessiveis para grande parte dos clinicos veterinarios
e de maior sensibilidade em relacdo aos métodos parasitologicos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Entretanto alguns trabalhos tém evidenciado possiveis interferentes
da amostra nos resultados dos testes rapidos, como por exemplo presenca de
hemolise (ANDRIOLO et al., 2018).

Dentre as 11 amostras, nenhuma apresentou ictericia ou hemalise, no entanto,
a lipemia foi identificada em oito (72,72%). Apesar da hemolise ser a alteracao pre-
analitica mais presente em amostras de soro e a mais propicia a causar interferéncias
em testes laboratoriais (ALMEIDA, 2011), nesse trabalho ela ndo foi observada entre
0S soros que resultaram inconclusivos no DPP® e negativos no Ab ECO®,
provavelmente ndo sendo uma possivel causa de interferéncia nos resultados.

Segundo a literatura, amostras com altas concentracdes de triglicerideos e
colesterol podem causar falsos negativos em testes bioquimicos, uma vez que existe
a possibilidade do excesso de lipidios bloquear o acesso ao anticorpo da amostra
lipémica, dificultando assim a sua detecc¢do pelo imunoensaio (ANDRIOLO et al.,
2018). Entretanto, outros trabalhos, os quais tinham como objetivo a validacdo de
testes imunocromatograficos para a deteccéo do virus da imunodeficiéncia humana
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(HIV), as amostras lip€micas ndo interferiram nos resultados dos testes de triagem,
mesmo aquelas as quais passaram varias vezes pelo processo de congelamento e
descongelamento (NICOLLETE, 2019), contudo, iSSO ndo € uma regra e outros testes
podem ser sensiveis a esse processo. Nossos achados referentes ao teste DPP® véao
ao encontro do relatado por ANDRIOLO et al. (2018), uma vez que oito (72,72%) dos
11 soros considerados inconclusivos eram lipémicos. Isso pode ter ocorrido por
ligacdo dos triglicerideos das amostras a alguma substancia, o que pode ter
blogueado o acesso do anticorpo no teste. Porém, essa explicagdo ndo se aplica ao
Ab ECO®, visto que todos os soros foram negativos nesse teste. Desta forma,
questiona-se se a presenca de lipemia nas amostras foi realmente responsavel pela
resposta inconclusiva gerada no DPP®, a qual ndo foi detectada no ECO®, ou se
outros fatores estiveram envolvidos.

Atualmente, os TR sao muito utilizados devido as suas vantagens, como baixo
custo, rapidez e facil utilizacdo. Porém, alguns estudos mostram que devido a baixa
sensibilidade e especificidade durante a janela imunoldgica da infeccdo, podem
ocorrer com maior frequéncia resultados falsos negativos, uma vez que o animal
infectado ainda ndo soroconverteu e ndo produziu 0s anticorpos que seriam
detectados nesses testes. Além disso, a baixa titulagdo de anticorpos também pode
ser um fator limitante para o diagnostico sorolégico de animais assintomaticos
(DOMINGOS, 2012).

A gqualidade dos testes soroldgicos para o diagnostico de doencas infecciosas
vai depender tanto de fatores intrinsecos ao paciente, como a fase da infec¢do, quanto
das caracteristicas do teste, incluindo sensibilidade, especificidade, possibilidade de
reacdes cruzadas com outros agentes bem como a prevaléncia da enfermidade onde
o animal vive (BRASIL, 2014). Reacfes cruzadas nos testes soroldégicos com
patbgenos como Erlichia canis, Babésia spp., Trypanossoma cruzi e Leishmania
braziliensis ndo podem ser descartadas como possiveis causas da linha teste com
coloragéo branda, considerada inconclusiva no DPP® e observada em nosso estudo,
mas para excluir ou adicionar essas causas seria necessario avaliar estas amostras
para essas enfermidades.

O diagndstico de uma doenca como a LVC é de suma importancia para o
controle da mesma, sendo necessarias ferramentas de diagnéstico que identifiquem
com precisado os animais infectados. Falhas que levem a um diagnéstico equivocado,
com falsos positivos, podem acarretar a exposicdo dos animais a tratamentos
desnecessarios, encaminhamento para a eutanasia ou abandono pelos tutores. Por
outro lado, animais com falso negativo se tornaréo portadores e disseminadores da
doenca (SILVA, 2016), sendo de relevancia sua identificacdo, caracterizando assim a
importancia de avaliagbes com maior niumero de amostras possiveis comparando
testes na busca de resultados mais fidedignos.

4. CONCLUSOES

Em nove amostras, o teste Ab ECO® foi capaz de identificar animais negativos,
que apresentaram-se inconclusivos no DPP®. Frente aos resultados observados foi
possivel concluir que alteracdes pré-analiticas como a lipemia podem interferir na
interpretacdo dos resultados do teste soroldégico DPP® porém, devido ao namero
baixo de amostras inconclusivas ndo pode-se afirmar esta hipotese. No entanto,
sendo o DPP® o teste de triagem recomendado pelo Ministério da Saude para o
controle da LVC, esta é uma lacuna que deve ser preenchida a partir da realizacdo de
trabalhos com niumero maior de amostras voltados na discussao dessa questao.
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