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Avaliacao em série e em paralelo dos testes TR-DPP-LVC e EIE-LVC para o diagnhostico de Leishmaniose Visceral Canina
e analise da performance de um novo antigeno quimérico derivado da rLiNTPDase2
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Introducao

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma zoonose endémica e 90% dos casos da
América Latina ocorrem no Brasil. Por isso, a doenc¢a é foco de importantes pesquisas
cientificas que buscam aprimorar o controle epidemiolégico. No Brasil, o diagndstico é
feito pela triagem de animais utilizando o teste rapido TR-DPP-LVC, e posteriormente a
confirmac¢ao pelo ELISA (EIE-LVC), ambos da Bio-Manguinhos (FioCruz). Além desses
testes, estudos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram a alta performance
da rLiNTPDase2 no diagndstico da LVC, sugerindo sua utilizacdao no diagnodstico da
doenca. Para isso, o foco atual da pesquisa sao as otimizacoes desse antigeno e
avaliacao das mesmas.

Objetivos

Considerando a importancia da precisao desses testes, o objetivo deste estudo foi avaliar
seu desempenho em amostras de campo, bem como expressar e avaliar um novo
antigeno recombinante derivado da rLiNTPDase2.

Tabela 1 - Analise Serial e Paralela. A

Material e Método

Figura 1 - Testes do Bio
Manguinhos utilizados para
diagndstico de LVC. Teste
imunocromatografico usado para
triagem (DPP-LVC) e ELISA usado
_ como ensaio confirmatoério (EIE-
Amostras O L0 5 prP LVC). A andlise seriada foi feita
. 2 pelo uso sequencial de ambos os
testes, e a analise paralela foi feita
pela avaliacao individual de cada
teste. Abaixo, esquema utilizado
para fazer o ELISA com a quimera.

EIE-LVC

Expressao heterologa e ELISA
com a quimera

Os testes foram avaliados em série, com a triagem feita com DPP-LVC e a confirmac¢ao com o EIE-
LVC; e em paralelo, avaliando os testes individualmente. Ambos os testes foram realizados de
acordo com as instrucoes do manual. Foram utilizadas 163 amostras, sendo 96 negativas, da
regiao de Vicosa (MG), e 67 positivas, de Governador Valadares (MG).

Resultados e Discussao

Os resultados de sensibilidade, especificidade e acuracia, tanto para a analise seriada,
quanto para a paralela, sao apresentados na Tabela 1. Observamos que embora a
sensibilidade do TR DPP-LVC tenha sido menor, ele apresentou maior especificidade. O
EIE-LVC apresentou alta sensibilidade, mas baixa especificidade, o que pode levar a
resultados incorretos.

Teste Sensibilidade Especifidade Acuracia tabela  mostra  os  valores  de
sensibilidade, especificidade e acuracia

Serie: DPP + EIE 40.29% 98.95% 74.84% para a andlise seriada e paralela. Para a
analise seriada e analise paralela de

Paralelo: DPP 68.65% 100% 87.11% DPP-LVC, a sensibilidade foi a
probabilidade de um resultado positivo

Paralelo: EIE 91.67% 61.02% 89.64% em pacientes, a especificidade foi a
probabilidade de um resultado negativo

em nao pacientes e a acuracia foi a

probabilidade de o teste fornecer

resultados corretos. Para analise

A) B) paralela de EIE-LVC esses valores foram

PM  Quimera PM  Quimera determinados pela curva ROC (95% C.1).
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Figura 2 - Producao do antigeno quimérico derivado da LiNTPDase2 e comparacao com EIE-LVC. A) SDS-PAGE
corado por prata e western blot. Para ambos, a primeira canaleta é o marcador de peso molecular (P.M) e a
segunda canaleta é a quimera apo6s a purificacao. B) Comparacao da performance da quimera com o EIE-LVC.
Sensibilidade, especificidade e acuracia foram determinados pela curva ROC (95% C.1).

Tabela 2. resultado do ELISA
comparativo entre Quimera e EIE-
LVC.

92,16% 86,67% 91,92%

82,56% 97,78% 94,68%

O western blot utiliza anticorpo anti-histidina e detecta com alta especificidade apenas as
proteinas que contenham uma cauda de histidina, como é o caso da quimera. Assim, ele
confirma que a banda visualizada no SDS-PAGE é de fato a proteina recombinante de
interesse. O resultado do ELISA mostra que o EIE-LVC apresenta limitagcoes e que, nos
resultados iniciais, a quimera se mostrou como um bom antigeno, uma vez que apresentou
melhores valores de especificidade e acuracia.

Conclusoes

Observamos, portanto, que os testes que tém sido utilizados apresentam limita¢coes e que o
diagnostico da LVC precisa ser mais preciso para que ocorra um melhor controle
epidemioldgico da doencga. Nesse contexto, o novo antigeno recombinante tem se mostrado
promissor para o desenvolvimento de novos testes, os quais possam identificar corretamente
caes com LVC.
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