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RESUMO

A Leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose caracterizada por evolucao cronica e abrangéncia
sisttmica e possui alta morbimortalidade. O diagndstico clinico na LVH (Leishmaniose
Visceral humana) é complexo, pois 0s humanos podem apresentar sinais e sintomas que séo
comuns a outras patologias infecto-parasitarias e contagiosas. Além disso, apesar do avanco
nas ferramentas diagnosticas, o diagnodstico da LV ainda é um desafio, sendo necesarios
suspeicao clinica e confirmacdo laboratorial eficientes. Assim, por constituir um grave
problema de salde publica, conhecer os testes diagndsticos utilizados na deteccdo da LVH é
importante para o direcionamento de um tratamento efetivo e das politicas de controle da
doenca. Dessa forma, o presente estudo visa fazer um levantamento dos métodos diagndsticos
que vém sendo utilizados na LVH, atraves de uma revisao integrativa da literatura. A revisao
foi feita através de busca bibliogréafica realizada nas seguintes bases eletrénicas de dados:
Pubmed, Scielo, LILACS e ScienceDirect. Para cada artigo analisado, foram extraidas as
sequintes informacBes: base do método, sensibilidade, especificidade, antigeno/alvos
utilizados, os pontos positivos, limitacdes e perspectivas futuras. Apds a busca de trabalhos nas
bases de dados supracitadas, encontrou-se 2083 artigos. Em seguida, realizou-se a retirada dos
artigos duplicados, selecéo por titulo e resumo e avaliacdo de elegibilidade através da leitura na
integra dos textos, utilizando-se dos critérios de inclusdo e exclusdo e foram incluidos na
revisao 48 artigos considerados elegiveis, sendo que 12 artigos utilizaram apenas amostras
humanas e 36 artigos utilizaram amostras humanas e caninas. Os estudos que utilizaram apenas
amostras caninas nao foram analisados e incluidos nessa revisdo. Desse total, 33 artigos
abordaram o método soroldgico, 2 abordaram o método parasitolégico e 13 abordaram o
método molecular. Brasil foi o pais de origem de 29 estudos incluidos na revisdo (61,22%),
conferindo ao pais grande representacdo nos resultados discutidos. ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) foi o tipo de teste mais avaliado nos trabalhos, aparecendo em 27
artigos. Muitos testes apresentaram boas sensibilidades, entre 66,7% e 100%, e boas
especificidades, entre 76,1% e 100%. Entretanto, uma das principais limitacdes relatadas nos
artigos analisados, foi a quantidade pequena de amostras avaliadas, o que poderia afetar
negativamente na eficacia dos testes. Assim, apos a analise dos resultados, o teste de ELISA,
utilizando como antigeno peptideos sintéticos de célula B, foi o que mais se destacou e mostrou-
se um bom método para diagndstico de LVH, com alta sensibilidade e especificidade (100%),

baixo custo de producao e simplicidade de execucdo, sendo um bom alvo para estudos futuros,



com possibilidade de incorporagdo em outras plataformas de imunodiagnostico, utilizagdo

como prognostico da doenga e como alvo para a producgédo de vacinas.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Humana; Diagndstico; Testes; Eficicia; Antigenos.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis characterized by chronic evolution and systemic
scope and has high morbidity and mortality. Clinical diagnosis in LVH (Human Visceral
Leishmaniasis) is complex, because humans can present signs and symptoms that are common
to other infectious-parasitic and contagious pathologies. In addition, despite advances in
diagnostic tools, the diagnosis of VL is still a challenge, requiring clinical suspicion and
eficiente laboratory confirmation. Therefore, as it constitutes a serious public health problem,
knowing the diagnostic tests used to detect HVL is important for directing disease control
policies. Thus, the present study aims to survey the diagnostic methods that have been used in
HVL, through an integrative literature review. The review was carried out through a
bibliographic search carried out in the following electronic databases: Pubmed, Scielo, LILACS
and ScienceDirect. For each article analyzed, the following information was extracted: method
basis, sensitivity, specificity, antigen/targets used, positive points, limitations and future
perspectives. After searching for works in the aforementioned databases, 2083 articles were
found. Then, the duplicated articles were removed, the selection by title and abstract was carried
out, and eligibility assessment by reading the full text, using the inclusion and exclusion criteria,
and 48 articles considered eligible were included in the review. Of these works, 12 articles used
only human samples and 36 articles used human and canine samples. Studies that used only
canine samples were not analyzed and included in this review. Of this total, 33 articles
addressed the serological method, 2 addressed the parasitological method and 13 addressed the
molecular method. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) was the most evaluated
type of test in the works, appearing in 27 articles. Many tests showed good sensitivities, between
66.7% and 100%, and good specificities, between 76.1% and 100%. However, one of the main
limitations reported in the articles analyzed was the small amount of samples evaluated, which
could negatively affect the effectiveness of the tests. Thus, after analyzing the results, the
ELISA test, using synthetic B cell antipeptides, was the one that stood out the most and
demonstrated a good method for HVL diagnosis, with high sensitivity and specificity (100%),
low production cost and efficiency of execution, being a good target for future studies, with the
possibility of incorporation in other immunodiagnostic alternatives, use as a prognosis of the

disease and as a target for vaccine production.

Keywords: Human Visceral Leishmaniasis; Diagnosis; Tests; Efficiency; antigens.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo da Leishmaniose Visceral.

Figura 2. Organograma sobre o processo de selecdo dos estudos.

Figura 3. Mapa representando os paises de origem dos estudos e a
quantidade de trabalho publicado por cada pais.

pag.
19

28

79



LISTA DE TABELAS

pag.
Tabela 1. Artigos contendo métodos diagnosticos soroldgicos, utilizando 32
apenas amostras humanas.

Tabela 2. Artigos contendo métodos diagnosticos soroldgicos, utilizando 38
amostras humanas e caninas.

Tabela 3. Artigos contendo métodos diagndsticos moleculares, utilizando 65
apenas amostras humanas.

Tabela 4. Artigos contendo métodos diagnosticos moleculares, utilizando 70
amostras humanas e caninas.

Tabela 5. Artigos contendo métodos diagnosticos parasitologicos, utilizando 76
apenas amostras humanas e amostras humanas e caninas.

Tabela 6. Tipo de testes avaliados e a quantidade de artigos por cada teste._ 80

Tabela 7. Os 10 artigos com os melhores resultados, dentre o total de artigos
analisados. 84




LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1. Total de artigos incluidos na revisao integrativa da literatura, apos
avaliacdo de elegibilidade.

Gréfico 2. Gréafico representando os anos das publicacdes dos artigos
elegiveis e a quantidade de trabalho publicado em cada ano.

Gréfico 3. Representacdo grafica dos tipos de amostras utilizadas pelos
artigos para a realizacdo de testes para diagnostico de LVH.

pag.
31

78

81



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BC: buffy coat

C: artigos que utilizaram apenas amostras caninas

DAT: teste de aglutinacéo direta

DTNs: Doengas tropicais negligenciadas

ELISA: Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
ESPEC.: especificidade

FML.: Fucose-mannose ligand

H: artigos que utilizaram apenas amostras humanas
H/C: artigos que utilizaram amostras humanas e caninas
Hsp70: Proteina de choque térmico 70 (70-kDa heat shock protein)
ICT: teste rapido imunocromatografico

IFAT: teste de imunofluorescéncia indireta

ITS1: espagador transcrito interno 1

KDNA: DNA de cinetoplasto

LAg: L. infantum lysate

LAT: teste de aglutinacdo em latex

LC: leishmaniose cutanea

LMS: Leishmania majojrsoluble

LV: Leishmaniose visceral

LVH: Leishmaniose visceral humana

PBMC’s: células mononucleares do sangue periférico
PCR: reagéo em cadeia de polimerase

PCR-RFLP: Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo (Restriction Fragment
Lenght Polymorphisms)

gPCR: PCR em tempo real

RFC: reacéo de fixacdo do complemento

RIFI: reagcéo de imunufluorescéncia indireta

rRNA: RNA ribossémico

SENS.: sensibilidade

SLA: antigeno soltvel de Leishmania

SLbA: antigeno sollvel de L. braziliensis

SLiA: antigeno soltvel de L. infantum



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt 13
2. OBUJIETIVOS.... ..ottt sttt sttt re st et nrenes 15
P @ o] =1 W Yo =] -1 TSR 15
2.2 ODJetiVOs ESPECITICOS. ... .cuiiiiieieiciece et nre s 15
3. REFERNCIAL TEORICO ... eoeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 16
4. METODOLOGIA . ...t e e e et e e e b e e st e e anneeenneeas 25
O I T o To T [ =T (U [ [ SRR UR SRR 25
4.2. Revisao integrativa da [Iteratura..........c.ccocveiieiii i 25
4.3. Critérios para SeleCao d0OS artigosS.........ccuviieiierieiiieieeie e se e e se e sae e srees 25
4.4, Criterios de INCIUSAO..........ccceiuiiiieeii ettt sne e 26
4.5. Criterios de eXCIUSAD........ciuiieiirieieiie ettt saesnenre s 26
4.6. Protocolo de busca e selec8o de artigos..........cooveiieiieieiieseece e 26
4.7. SElECA0 de dAODS........cveeiecee et s 30
5. RESULTADOS . ...ttt et e e e a st e e et e e s be e e snae e e snaeeennaeeeas 31
5.1, SElECAO0 B AITIgOS. ... .cuiiiiieiieie ettt 31
5.2. SEIEGAOD U TAUDS. ......oieeiieiie et 32
5.2.1. ANO € PUDIICAGAD. .. ...eiuieieeieciiesie ettt e ettt e e ae e s e e e eneenre s 78
5.2.2. Paises de origem doS @rtigos........ccveiueeieirerieeieseesieeie e sie e se e e 79
5.2.3. Base dos MEtodos UtHHIZAT0S. .........ccueruereieirieeieie e 80
5.2.4. AMOSLras ULHHIZAAAS. ........cveiieieiieie e 81
5.2.5. Antigenos/alvos UtiliZados...........ccccccveieeiiiciece st 81
5.2.6. Sensibilidade e eSpecifiCidade...........ccoviieiiiiiii e 82
5.2.7 PONtos pOSItIVOS € lIMITAGOES. .......cveveiuieieieiiesie st 83
5.2.8 Perspectivas futuras e progressos CieNtifiCoS.........ccovvuvvererenieieieiieieseeee e 84
B. DISCUSSAOD ...ttt 86
7. CONCLUSAOD. ..ottt 90

[ = =] = N T 1N TS 91



13

1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose caracterizada por evolucdo cronica e
abrangéncia sistémica e possui alta morbimortalidade. No Brasil e em outras partes da América
Latina, a LV é causada pelo agente etioldgico Leishmania (L.) infantum, também conhecida
como Leishmania (L.) chagasi e o vetor principal é o inseto flebotomineo, fémea, do género
Lutzomyia e espécie Lutzomyia longipalpis. (COELHO JUNIOR et al., 2016; MISSAWA;
LIMA, 2006). O vetor transmite o agente etiologico da LV para mamiferos silvestres, como
raposa e marsupiais, e para mamiferos domesticos, como o cdo (LAINSON; RANGEL, 2005).

Em humanos, os principais aspectos clinicos da LV variam de formas assintomaticas
att o oObito e incluem um quadro caracterizado por febre de longa duracéo,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, astenia, adinamia, diarreia, palidez cutdneo-mucosa,
manifestaces hematoldgicas, como pancitopenia, linfadenomegalia, taquicardia, tosse seca e
diarreia (BARBOSA; COSTA, 2013). O diagnostico clinico na LVH (Leishmaniose Visceral
humana) é complexo. Nos humanos, a LV pode apresentar sinais e sintomas que sdo comuns a
outras patologias infecto-parasitarias e contagiosas, que podem estar presentes nas areas onde
a LV incide, como Doenca de Chagas, Malaria, Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose
(BADARO et al., 1996; BAHIA, 2020). Assim, bons métodos diagndsticos para identificagio
correta de humanos infectados € importante para a deteccdo, quantificacdo e mapeamento de
humanos infectados, possibilitando o direcionamento estratégico das medidas de controle da
doenca.

Os métodos diagndsticos atuais consistem em tecnologias soroldgicas, moleculares e
parasitoldgicas (PESSOA-E-SILVA et al., 2019). Nos testes sorologicos, o objetivo principal
é realizar pesquisa de anticorpos anti-leishmania. Pode-se utilizar os testes de aglutinacéo direta
(DAT), reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimético (ELISA-
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), principal teste utilizado, e o teste répido
imunocromatogréafico (ICT). Em exames parasitoldgicos, a confirmacdo da infeccdo pode ser
feita pela demonstracdo direta em esfregagos ou cultivo do parasito, obtido através de amostras
coletadas de forma invasiva, com sensibilidades variadas e especificidades bem altas. Nos
métodos moleculares, o objetivo é a amplificacdo do DNA do parasito e a principal técnica
utilizada é PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (ASSIS et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2013).

Entretanto, apesar do avan¢o nas ferramentas diagndsticas, o diagnéstico da LV ainda é

um desafio, e sua efetividade esta relacionada com diversas varidveis, como as propriedades
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estruturais e antigénicas do préprio antigeno, escolha do alvo, selecdo de amostras adequadas,
duracdo da infeccdo e variagBes na populacdo de parasitas e dos hospedeiros (DE SOUZA et
al., 2019). Desse modo, com o intuito de fornecer testes diagndsticos mais sensiveis e precisos,
diversas ferramentas baseadas em abordagens parasitoldgicas, sorolégicas e moleculares tém
sido desenvolvidas, a fim de contribuir com o controle da disseminagcdo da zoonose e sua
repercussao na satude humana (GOMES et al., 2008; MARCILI et al., 2020).

Sendo assim, pela LV constituir um grave problema de satde publica, a realizacédo desta
revisdo visa trazer beneficios a longo prazo aos sujeitos e justifica-se pela necessidade de se
conhecer os testes diagndsticos utilizados na deteccdo da LVH e suas caracteristicas, através do
fornecimento de dados que possam contribuir na prevencdo e controle da doenca e seus
impactos na satde humana, pois a depender do tipo de teste empregado no diagndstico, pode
ocorrer um numero elevado de resultados falsos negativos ou falsos positivos, 0 que
compromete a confiabilidade em relagcdo ao nimero de casos e dificulta o controle da doenca.
Também, espera-se que esse trabalho funcione como subsidio para a realizacdo de novas
pesquisas e planejamentos estratégicos, trazendo beneficios aos pacientes, mesmo que de forma
indireta, pois um teste diagnostico eficaz, possibilita um direcionamento adequado da conduta
terapéutica, reduzindo, assim, a alta letalidade da doenca. Além de contribuir com informagdes
que ajudem na atuacdo dos profissionais da salde no processo de realizagdo de triagem e

identificacdo de pacientes com LV.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

o Fazer um levantamento dos métodos diagndsticos que vém sendo estudados na LV, com
foco na LVH.

2.2 Objetivos especificos

o Identificar e caracterizar os tipos de diagndsticos utilizados para LVH, quanto a base do

método, sensibilidade, especificidade, antigeno/alvos utilizados e os pontos positivos;

o Identificar as limitacGes e os progressos cientificos na busca por métodos diagndsticos
eficientes;
o Apresentar as perspectivas futuras sobre os métodos empregados no diagnéstico da

Leishmaniose Visceral.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. As Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por mais de 22 espécies de
protozoarios que pertencem a familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Desse modo, o
tipo de espécie de protozoario que esta envolvido e a relacdo do parasita/hospedeiro esta
associado a apresentacdo de diversas formas clinicas da doenca, como a Leishmaniose cuténea,
cutanea disseminada, mucosa ou visceral (LONGONI et al., 2012). As leishmanioses sdo
endémicas em 98 paises, com cerca de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de infeccéo,
12 milhdes infectadas e aproxidamente 2 milhdes de novos casos por ano (OMS, 2010; OPAS,
2020). S&o consideradas um problema de saude puablica, devido a sua ampla distribuicéo
geografica e pelo fato de suas diversas formas clinicas causarem morte, incapacidades e
mutilacBes. No ano de 2019, o Brasil foi o pais das Americas com o0 maior numero de casos
notificados tanto de Leishmaniose cutanea e mucosa, com 15.484 casos, quanto de
Leishmaniose Visceral, com 2.529 casos. Assim, por se tratar de doengas com amplo espectro
clinico e diagnostico diferencial com véarias outras doencas e a necessidade do uso de
medicamentos de alta toxicidade, o diagndstico preciso e correto dos casos é essencial (OMS,
2010; OPAS, 2020).

3.2. A Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose visceral (LV) pode ser causada pelo agente etiologico Leishmania (L.)
donovani, mais comum em paises da Africa e Asia. No Brasil e em outras partes da América
Latina, a LV é causada pelo agente etioldgico Leishmania (L.) infantum, também conhecida
como Leishmania (L.) chagasi. Nesses locais, o principal vetor € o inseto flebotomineo, fémea,
do género Lutzomyia e espécie Lutzomyia longipalpis. Popularmente, o inseto pode ser
conhecido pelo nome de mosquito palha ou “birigui”. Na fase de larva, os flebotomineos se
desenvolvem em ambientes dmidos, com baixa luminosidade e ricos em matéria organica
vegetal e na fase adulta, se adaptam a diversos ambientes (COELHO JUNIOR et al., 2016;
MISSAWA; LIMA, 2006). O agente etioldgico da LV é transmitido pelo vetor para marsupiais
e raposas e para mamiferos domésticos, como o cdo. (LAINSON; RANGEL, 2005).

Nos mamiferos infectados, a L. infantum parasita o baco, figado, medula 6ssea e
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ganglios linféticos, ocasionando uma doenga sistémica, de inicio insidioso e curso crénico, com
formas subclinicas, moderadas e graves. No caso da forma grave, pode haver até 90% de
letalidade quando n&o tratada precocemente (BADARO et al., 1996; OMS, 2010). A LV pode
acometer individuos de qualquer idade, principalmente menores de 15 anos e imunodeprimidos,
como os pacientes HIV positivos. Em alguns focos urbanos estudados, ha uma tendéncida de
modificacdo na distribuicdo dos casos por grupo etario, com ocorréncia de taxas altas de
infeccdo em grupo de adultos jovens em areas de transmissao recente (LINDOSO et al., 2018;
SILVA et al., 2001).

A LV se enquadra nas chamadas doencas tropicais negligenciadas (DTNs), que fazem
parte de um grupo de doengas infecciosas ou parasitarias que afetam predominantemente as
populacbes mais pobres e vulneraveis de paises em desenvolvimento. Dessa forma, as DTNs
contribuem para a perpetuacdo dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusédo social (WHO,
2015).

3.3. Epidemiologia da LV

A LV é responsavel por cerca de 20.000 a 40.000 mortes por ano, segundo estimativas
da OMS (Organizacdo Mundial da Saude), com mais de 90% de casos novos ocorrendo em sete
paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Sudio do Sul e Sudio (LINDOSO et al., 2018).
Na América Latina, cerca de 90% dos casos de LV humana ocorrem no Brasil. Apesar de estar
constatado que houve uma expansdo geografica e aumento de casos autdctones nas regides
Norte, Sudeste e Centro-oeste, 0 Nordeste ainda possui a maior concentracédo de registros, com
porcentagem de 67,2%, onde a doenca é historicamente endémica. Na Bahia tem ocorrido uma
expansdo das areas endémicas para LV em um numero cada vez maior de municipios
(BONNEY, 2016; BRASIL, 2019; FRANK et al.; 2002). No estado, a LV esta presente em 173
municipios, dos quais 9,2% estdo classificados em risco de transmissdo alta, 5,5% estdo
classificados como risco médio de transmissdo e 35% dos municipios estdo classificados como
risco de baixa transmissao (BAHIA, 2020).

3.4. Urbanizacdo da LV

No Brasil, a LV era uma zoonose presente principalmente em areas rurais. Entretanto,
devido as modificacbes ambientais, socioecondmicas e de infraestrutura, a doenga vem se
expandindo para areas urbanas, tanto em cidades de pequeno, médio e grande porte, tornando

0 cdo doméstico o principal reservatério do parasito, contribuindo para a manutencéo do ciclo
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da doenca humana (CARDIM et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2011). Dessa forma, a
ocupacdo desajustada dos centros urbanos em condi¢Ges de vida precaria e em estado de
destruicdo ambiental, favorecem o desenvolvimento do vetor. Nesse caso, 0 vetor Lutzomyia
longipalpis se adapta as condicGes dos peridomicilios ricos em matéria organica, gerada por
animais domésticos e mas condigdes sanitarias, facilitando o seu processo de distribuicdo pelo
pais (AGUIAR et al., 1996; GUSMAO et al., 2014).

Na regido Oeste do estado da Bahia, o0 municipio de Barreiras tem mostrado uma alta
prevaléncia do nimero de casos de LV em humanos e cdes. A regido tem como agravante um
fluxo migratério estadual e interestadual muito elevado, que, associado com a expansdo do
agronegocio e seus segmentos, podem ter como consequéncia modificages ambientais
intensas, com expansao urbana rapida e desordenada, especialmente em areas periféricas, onde
as condicdes de vida muitas vezes sdo precarias e a infraestrutura pablica é insuficiente. Dessa
forma, esses fatores podem ter contribuido para a aproximacdo do vetor L. longipalpis da
populacdo humana e dos cées na regido. (BAVIA et al., 2005; BAVIA etal., 2011; BRANDAO
et al., 2013; LAINSON; RANGEL, 2005; WERNECK; MAGUIRE, 2002).

3.5.  Ciclo de infeccao

O ciclo da doenca ocorre através da picada da fémea do flebotomineo, que transmite o
parasito que causa LV. Um flebotomineo ndo infectado adquire o parasito ao se alimentar do
sangue de um mamifero infectado, por meio da ingestdo do parasito na forma amastigota livres
ou intramacrofagicos do tecido subcutaneo. No trato digestivo do inseto, essas formas ingeridas
intracelulares sdo liberadas, e ha a diferenciagdo das formas amastigotas para as formas
infectivas promastigotas, atraves de divisdo binaria. As formas promastigotas migram para a
probdscide do inseto, estrutura localizada na faringe do mesmo, que a fémea utiliza para
penetrar a pele e inserir a saliva contaminada e sugar o sangue, de onde podera infectar um
novo hospedeiro mamifero. Ao picar um hospedeiro mamifero, o parasito na forma
promastigota é transferido para o hospedeiro, durante o repasto sanguineo do inseto. No
hospedeiro, o parasito é fagocitado por macréfagos, onde se transforma em amstigota. As
amastigotas se multiplicam por divisdo binaria até romperem a célula hospedeira,
disseminando-se pelas vias hematogénicas e linfaticas, infectando outras células e gerando
reacdo inflamatéria, momento no qual o paciente comeca a exibir os sintomas. O ciclo é
completado quando outra fémea do flebotomineo ingere o sangue contaminado, com parasitos
na forma amastigota (BASANO; CAMARGO, 2004; BATES, 2007; REY, 2001).



Figura 1. Ciclo da Leishmaniose Visceral
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Fonte das imagens: Adaptado de (CHAPPUIS et al., 2007).

3.6. Aspectos clinicos da LV

Em humanos, os principais aspectos clinicos da LV variam de formas assintomaticas até
0 Obito e incluem um quadro caracterizado por febre de longa duracéo, hepatoesplenomegalia,
perda de peso, astenia, adinamia, diarreia, palidez cutdneo-mucosa, manifestacoes
hematol6gicas, como pancitopenia, linfadenomegalia, taquicardia, tosse seca e diarreia
(BARBOSA; COSTA, 2013). O diagnostico tardio da LV, ocorréncia de anemia, febre por mais
de 60 dias, desnutricdo, diarreia, pancitopenia, a presenca de infecgdes e sinais hemorragicos,
séo fatores que contribuem para 0 aumento da letalidade por LV. Dessa maneira, o diagnostico

precoce e o tratamento adequado sdo ferramentas importantes para a reducdo da letalidade
(BAHIA, 2020).
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3.7.  Aspectos que influenciam a ocorréncia de LVH: o papel do cdo

O cdo domestico tem papel importante na epidemiologia da doenga, pois é considerado o
principal reservatorio da LV no Brasil (BANETH; AROCH, 2008). Tal questdo tem sido
demonstrada pela presenca do parasito na pele de animais acometidos pela doenca. Na
transmissdo da LV, esses parasitos sdo ingeridos na forma de amastigotas, através de sangue
contaminado por flebotomineos fémeas, que transformam essas amastigotas em promastigotas,
podendo infectar humanos (BATES, 2007). Assim, a alta prevaléncia de infecgdo por LV em
cdes estd associada com um aumento do risco de casos humanos (BANETH; AROCH, 2008;
LAURENTI et al., 2013; REITHINGER et al., 2003). Além disso, nos caes assintomaticos e
oligossintomaticos ha uma dificuldade maior em identifica-los em uma populagéo, devido a
auséncia ou quantidade restrita de sinais clinicos e a ocorréncia de resultados falsos-negativos
nos testes diagndsticos, fazendo com que esses animais funcionem como fonte de infeccao para
o vetor (BANETH et al., 2008; GOMES et al., 2008). Dessa maneira, no Brasil, tal como no
mundo, esses animais sdo considerados alvos estratégicos para medidas de controle da doenca
(MORENO; ALVAR, 2002).

3.8. Diagnostico

3.8.1. Histodrico

Até a década de 30, os diagnosticos humanos e caninos de LV eram realizados através de
exames diretos, como pela puncdo de figado, baco e raspado de pele. Esses exames se
mostraram seguros quanto a questéo da positividade dos casos, mas ndo se mostraram eficazes
para funcionarem como uma ferramenta para a cobertura total dos humanos e animais positivos,
devido a necessidade de utilizagdo de procedimentos invasivos (ADLER, 1930). Em 1937 foi
utilizado pela primeira vez o exame sorologico, por meio da reacdo de fixacdo do complemento
(RFC), para diagnostico da LV humana. Em 1957, pesquisadores brasileiros descreveram a
RFC para inquéritos caninos, utilizando-se antigeno extraido do bacilo da tuberculose, e
concluiram que essa técnica era mais sensivel e especifica para detectar LV, em comparagédo
com os exames diretos (NUSSENZWEIG, 1957).

Apos a década de 60, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) comecou a ser

utilizada, mas até os dias de hoje a sua especificidade ainda € prejudicada, devido a presenca



21

de reagOes cruzadas com outras doengas, como a Doenca de Chagas (DA COSTA et al., 1991,
GENARO, 2000; MOHAMMED et al., 1986).

Foi a partir da década de 70, pela necessidade de que houvesse uma técnica com alta
sensibilidade e especificidade, que surgiram muitos estudos avaliando e aprimorando o teste
ELISA-padrdo (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). A utilizacdo de antigenos
recombinantes ou purificados, como as glicoproteinas de membranas gp63, gp72, gp70 e rk39,
especificas do género Leishmania, melhoraram a sensibilidade e especificidade da técnica. No
entanto, ainda podem ocorrer reacOes cruzadas com doengas causadas por outros
tripanossomatideos (BADARO et al., 1996; JAFFE; ZALIS; JAFFE, 1988; MOHAMMED et
al., 1986; OZENSQY et al., 1998).

O teste de aglutinacdo direta foi descrito pela primeira vez em 1975 e foi adaptado para
o0 diagnostico da LV humana e canina em 1986. O teste se mostrou com boa sensibilidade e
especificidade e com uma execugéo simples e de baixo custo, quando comparado com 0s outros
testes (EL SAFI; EVANS, 1989).

Na década de 80, desenvolveu-se a técnica molecular de PCR (reacdo em cadeia de
polimerase), que é o método mais sensivel e especifico para o diagnostico de LV, mas que ainda
possui utilizacdo limitada em inquéritos epidemioldgicos, devido ao seu alto custo,

disponibilidade de reagentes e equipamentos (WEISS, 1995).

3.8.2. Diagnastico clinico

O diagndstico clinico é complexo. Nos humanos, a LV pode apresentar sinais e sintomas
que sdo comuns a outras patologias infecto-parasitarias e contagiosas, que podem estar
presentes nas areas onde a LV incide, como Doenca de Chagas, Malaria, Esquistossomose,
Febre Tifoide e Tuberculose. Um caso humano pode ser considerado suspeito quando um
individuo proveniente de area com ocorréncia de transmissdo para LV apresenta febre e
esplenomegalia e quando um individuo proveniente de &rea sem ocorréncia de transmissao
apresenta febre e esplenomegalia e ja foram descartados os diagndsticos diferenciais mais
frequentes naquela regido (BADARO et al., 1996; BAHIA, 2020).

3.8.3. Diagndstico sorologico

Nos testes soroldgicos, o objetivo principal € realizar pesquisa de anticorpos anti-

leishmania. Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagnostico da LV humana e
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canina. Atualmente sdo usados os testes de aglutinagdo direta (DAT), reagdo de
imnunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste rapido
imunocromatografico (ICT). Os testes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua
aplicacdo préatica e na disponibilidade de reagentes ( ASSIS et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2013; SUNDAR; RAI, 2002). Apesar das vantagens, os testes sorologicos tém limitacOes
importantes, como a dificuldade de se estabelecer um diagndstico definitivo de infeccao por L.
infantum em animais assintomaticos e a reatividade cruzada dos testes com outros
tripanossomatideos, como Trypanosoma cruzi, com protozoarios de outras familias, como
Toxoplasma gondii e com a bactéria Ehrlichia canis. Um aspecto importante que limita a
performance dos testes soroldgicos utilizados atualmente, € o antigeno utilizado na técnica.
Dessa forma, na tentativa de melhorar esses testes, tem sido realizada a identificacdo de
antigenos dominantes, que se caracterizam por induzir a formacéo de anticorpos especificos
detectaveis nos testes sorologicos (FRAGA et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2017,
ZANETTE et al., 2014).

A técnica da RIFI consiste em aderir antigeno constituido de promastigostas mortas de
Leishmania spp. em laminas de microscopia para fluorescéncia, onde a reacdo é processada
com o soro a ser testado. O resultado é dado em titulos e representa a diluicdo maxima em que
as promastigotas foram visualizadas. Apesar de ser produzido em escala nacional por
Biomanguinhos- unidade FIOCRUZ, o que facilita a utilizacdo do teste, 0 mesmo apresenta
baixo desepenho diagnostico para LV com valores de sensibilidade e especificidade muito
variados, além de requerer infraestrutura laboratorial (BRASIL, 2014; PERUHYPE-
MAGALHAES; MACHADO-DE-ASSIS; RABELLO, 2012).

O ELISA ¢é o teste mais realizado para o imunodiagndstico de LV e o antigeno
frequentemente utilizado na técnica é aguele soltvel bruto preparado a partir de suspenséao de
promastigostas em solucédo salina tamponada com fosfato. O teste € um pouco mais sensivel e
um pouco menos especifico que a RIFI, sendo que a sensibilidade do teste varia de acordo com
a metodologia utilizada e a especificidade esta relacionada com o antigeno escolhido. O ELISA
permite a deteccdo de baixos titulos de anticorpos, mas ndo é muito preciso na detec¢do de
casos oligossintomaticos ou assintomaticos (EVANS et al., 1990; MACHADO DE ASSIS et
al., 2008; PEDRAS et al., 2008).

O DAT foi descrito pela primeira vez para uso no diagnostico da LV em 1986, por El
Harith, e desde entdo tem sido avaliado e aperfeigoado. O teste é baseado na reacdo de antigenos
constituidos de promastigotas com anticorpos anti-Leishmania, que resulta em reacdo de

aglutinacéo apds o periodo de incubacdo. A técnica tem mostrado boa sensibilidade em varios
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estudos, e combina altos niveis de validade com a facilidade de execucéo, apesar de apresentar
problemas na padronizacdo e controle de qualidade do antigeno (BOELAERT et al., 1999;
HARITH et al., 1986).

No ICT, o antigeno é imobilizado em tiras de nitrocelulose para se ligar aos anticorpos
especificos presentes nas amostras. Os testes rapidos sdo amplamente utilizados em campo e
em clinica e fornecem os resultados de forma muito rapida. Entretanto, a sua precisdo, em
termos de sensibilidade e especificidade, varia de acordo com antigeno empregado
(ATHANASIOU et al., 2014; BURNS et al., 1993; SOLANO-GALLEGO et al., 2014)

3.8.3.1. Teste rapido

Para o controle da LV, a detec¢édo, quantificacdo e mapeamento de humanos infectados
€ um passo importante para o direcionamento estratégico das medidas de controle. Assim, o
teste de aglutinacdo direta e e o teste rdpido imunocromatografico sdo empregados como forma
de triagem nessas medidas de controle, devido a sua praticidade, baixo custo e boa sensibilidade
(TRAVI et al., 2018). Para o diagnostico de LVVH, no Brasil, o teste atualmente fornecido pelo
Ministério da Saude € o LSH Ab ECO Teste, teste imunocromatografico com sensibilidade de
93% e especificidade de 99%, que utiliza como antigeno a proteina recombinante rkK39. Para o
diagnostico de LV canina, de acordo com o protocolo estabelecido pelo Ministério da Saude, €
utilizado o teste imunocromatografico DPP (Dual Path Platform, Biomanguinhos) como
ferramenta de triagem e o ELISA como teste confirmatorio. (COURA-VITAL et al., 2014).
Dessa forma, os testes baseados em métodos de imunodiagnéstico séo Uteis na identificacdo de
casos especificos e podem ser usados para a vigilancia comunitaria (SUNDAR; RAI, 2002).
No entanto, falhas nos resultados dos testes diagnosticos, como resultados falso-
positivos podem causar tratamento desnecessario para humanos ndo infectados, e, por outro
lado, falhas nos testes com resultados falso-negativos, ndo detectam casos positivos,
favorecendo a disseminacgédo da doenca, ocorréncia de subnotificagdes e dificuldade de controle
da doenca (BERRAHAL et al., 1996; SILVA et al., 2016).

3.8.4. Diagndstico parasitolégico
Os exames parasitoldgicos sdo métodos de referéncia no diagndstico da LV e baseiam-

se na visualizacdo direta do parasito e no seu isolamento em cultivo. A demonstracdo do

parasito na forma de amastigota pode ser feita em material de bidpsia ou puncéo aspirativa do
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baco, figado, medula éssea, linfonodos ou por escarificagdo da lesdo. O material obtido é
utilizado para a confeccdo de esfregaco ou impressao em laminas histologicas, ou isolamento
em meios de cultura. A especificidade desse métédo é muito alta, podendo chegar a 100%.
Entretanto, a sensibilidade costuma ser reduzida, pois varia de acordo com a expertise do
microscopista, do grau de parasitismo e pelo fato de que a distribuigéo dos parasitas pode néo
ser homgénea no mesmo tecido. A sensibilidade mais alta, cerca de 98%, é alcancada quando
se utiliza aspirado do baco. Além disso, a biopsia e aspiracdo sao técnicas invasivas e exigem
ambientes apropriados para a coleta, e ndo sdo procedimentos adequados para estudos
epidemiolégicos (MOREIRA et al., 2007; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; SOUSA, 2017,
SUNDAR; RAI, 2002).

3.8.5. Diagndstico Molecular

Nos métodos moleculares, o objetivo é a amplificacdo do DNA do parasito (ASSIS et
al., 2006; RODRIGUES et al., 2013). Desde 1980, a PCR é a técnica amplamente utilizada no
diagnostico de doencas infecciosas e parasitarias, dentre esses méetodos moleculares(VASOO;
PRITT, 2013; WEISS, 1995). Essa técnica possui alto desempenho e resultados confiaveis, com
uma boa sensibilidade e especificidade, e tem sido descrita como um método sensivel para a
deteccdo do parasito, independente da imunocompeténcia ou da historia clinica do paciente. Ela
pode ser aplicada em varias amostras biologicas, como sangue total, creme leucocitario,
aspirado de medula 0Ossea, baco e linfonodos. Além disso, a PCR pode ser realizada com
inimeros alvos moleculares, como genes de miniexon, DNA nuclear, RNA ribossémico
(rRNA), sequéncias nucleares repetidas ou DNA do cinetoplasto (kDNA), sendo esse ultimo o
alvo mais aplicado na PCR (CRUZ et al., 2002; CUPOLILLO et al., 2003; LACHAUD et al.,
2001; PIZZUTO et al., 2001; SREENIVAS et al., 2004).

Entretanto, 0 uso da técnica esta restrito aos centros de referéncia e laboratorios de
pesquisa, pois apesar de inimeros estudos na area, poucos Kits comerciais estdo disponiveis,
devido & falta de padronizacdo. Assim, a PCR é mais usada em estudos epidemioldgicos do que
no diagnostico de rotina. Para a utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes para se
tornar menos complexa e com um custo operacional mais baixo (SOLANO-GALLEGO et al.,
2001; VASOO; PRITT, 2013).
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4. METODOLOGIA
4.1. Tipo de Estudo
O presente trabalho tratou-se de um estudo retrospectivo e descritivo, de abordagem
qualitativa, por meio da realizacdo de uma revisdo integrativa da literatura, acerca dos métodos
diagndsticos utilizados na Leishmaniose Visceral Humana.
4.2. Revisdo integrativa da literatura
A pergunta norteadora do trabalho foi elaborada e definida a partir da estratégia PICO:
“Quais os métodos diagnosticos utilizados na deteccdo da Leishmaniose Visceral humana?”,

respondendo as afirmativas do acrébmio, como demonstra o quadro:

Quadro 1. descricdo dos elementos do pico

P (participantes)- humanos
| (intervencdo)-  tipos de métodos diagnosticos
C (comparacgdo)- sem grupos comparativos

O (resultado)- tipos de métodos diagnosticos na detecgdo da LV

4.3. Critérios para sele¢édo dos artigos

Os estudos utilizados foram identificados por meio de busca bibliografica nas bases de
dados eletronicas: Pubmed, Scielo, LILACS e ScienceDirect.

Os descritores aplicados na estratégia de busca pelos artigos foram consultados no
“Descritores em Ciéncias da Saude” (DeCS) e no “Medical Subject Headings” (Mesh). A
combinagdo dos descritores foi realizada com o emprego dos operadores boleanos “AND”.

No Pubmed foram utilizadas duas estratégias diferentes, a fim de abranger o maior
numero possivel de artigos. A primeira estratégia foi chamada de “estratégia 17:
((("Leishmaniasis, Visceral"[Mesh]) AND "Diagnosis“[Mesh]) AND "Humans"[Mesh]) AND
"Dogs"[Mesh] e a segunda estratégia foi chamada de “estratégia 2”: "Visceral leishmaniasis"
AND diagnosis AND humans AND dogs.

No Scielo, no LILACS e no ScienceDirect foi utilizada a estratégia: "Visceral
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leishmaniasis™ AND diagnosis AND humans AND dogs.

Vale ressaltar que, mesmo que 0s artigos que utilizaram apenas amostras caninas nao
tenham sido submetidos a avaliacao de elegibilidade através de leitura na integra dos trabalhos,
o descritor “Dogs” foi mantido, pois, ao utiliza-lo, foi possivel encontrar também artigos que
utilizaram conjuntamente amostras humanas e caninas, sendo essas primeiras, de interesse para

essa revisao.

4.4. Critérios de incluséo

Foram incluidos artigos experimentais originais publicados em portugués ou inglés que
abordaram os métodos diagnosticos para Leishmaniose Visceral humana e para Leishmaniose
Visceral canina. Incluiram-se artigos entre o periodo de 1930, pois foi nessa epoca que

comegcaram a utilizar testes soroldgicos para o diagndéstico de LV, até o ano de 2020.

4.5. Critérios de excluséo

Foram excluidos artigos de revisdo sistematica, revisao integrativa, carta ao editor,
relato de caso, bem como artigos que ndo possuiam o resumo na base de dados, artigos ndo
publicados em revistas, versdes ndo corrigidas de artigos, artigos aceitos mas néo editados,
artigos experimentais que ndo utilizaram humanos ou cées nos experimentos, artigos que
utilizaram amostras que ndo foram provenientes de humanos ou de cées e artigos que nao
responderam a pergunta norteadora do estudo. Na fase de avaliacdo de elegibilidade através da
leitura na integra dos trabalhos, os artigos que utilizaram apenas amostras caninas foram

excluidos dessa revisao.

4.6. Protocolo de busca e selecéo de artigos

A primeira parte do processo de busca e sele¢do de artigos, foi realizada através da
utilizacdo dos descritores supracitados nas bases de dados e retirada dos artigos duplicados
através do software Mendeley. A selecdo inicial dos artigos utilizados foi feita por meio da
leitura dos titulos e resumos dos trabalhos, aplicando-se os critérios de inclusao e exclusao aqui
descritos. Nessa etapa, foi confeccionada uma tabela no Microsoft Excel, separando os artigos

nas seguintes categorias: artigos que abordaram métodos soroldgicos, artigos que abordaram
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métodos moleculares, artigos que abordaram métodos parasitologicos, artigos que abordaram
mais de um método e artigos que abordaram outros métodos. Dentro de cada categoria, 0S
artigos selecionados por titulo e resumo foram ainda classificados em artigos que utilizaram
apenas amostras humanas, artigos que utilizaram amostras humanas e caninas e artigos que
utilizaram apenas amostras caninas. Ainda nessa etapa, foram coletados os seguintes dados de
cada artigo: base de dados na qual o artigo foi encontrado, nimero do DOI, ano de publicacéo
e titulo do trabalho.

Na segunda etapa, os artigos previamente selecionados por titulo e resumo que
utilizaram apenas amostras humanas e amostras humanas e caninas foram lidos na integra e,
apos a utilizagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo descritos, foram classificados como
elegiveis para a inclusdo na revisao integrativa ou ndo elegiveis. Nessa etapa, devido a limitacédo
de tempo para execuc¢do do trabalho, os artigos que utilizaram apenas amostras caninas nao
foram lidos na integra e nem avaliados para elegibilidade. Os artigos considerados como

elegiveis passaram pelo processo de sele¢do de dados.
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Figura 2. Organograma sobre o processo de selec¢do dos estudos.
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artigos que utilizam apenas amostras caninas; *: os artigos que utilizaram apenas amostras caninas ndo foram

separados para avaliacdo de elegibilidade e ndo foram lidos na integra.

Utilizando as estratégias de busca ja descritas anteriormente, encontrou-se um total de
2083 artigos. Desses, 168 foram encontrados no Pubmed, utilizando a estratégia 1, 501 também
no Pubmed, utilizando a estratégia 2, 10 foram encontrados no Scielo, 57 no LILACS e 1347

no ScienceDirect. Ap6s remover os 296 artigos duplicados, utilizando o software Mendeley,
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restaram 1787 artigos.

Desse total, foi realizada a triagem por titulo e resumo, utilizando os critérios de inclusdo
e exclusdo ja mencionados, excluindo, assim, 1555 artigos, restando um total de 232. Desse
conjunto, realizou-se uma separacao por numero de artigos por cada método diagndstico e tipo
de amostra utilizada, resultando em 147 artigos que utilizaram método soroldgico, sendo 15
apenas com amostras humanas, 49 com amostras humanas e caninas, 83 somente com amostras
caninas; 13 artigos que abordaram método parasitoldgico, sendo 1 apenas com amostras
humanas, 1 com amostras humanas e caninas e 11 apenas com amostras caninas; 68 que
empregaram o método molecular, sendo 9 somente com amostras humanas, 20 com amostras
humanas e caninas e 39 apenas com amostras caninas e 4 artigos que utilizaram outros métodos
apenas com amostras caninas.

Apos a realizacdo dessa separacao, foram excluidos 137 artigos que utilizavam apenas
amostras caninas. Essa exclusdo ocorreu devido ao fato de que, apesar do projeto inicial ter
como um dos objetivos a avaliagdo desses artigos e as estratégias de busca de artigos utilizadas
nessa revisao terem incluido o descritor “Dogs”, devido a limitagdo de tempo para a execugéo
do projeto, foi necessario retira-los deste trabalho.

Assim, restaram 95 artigos, que utilizaram amostras apenas humanas e humanas e
caninas, que foram separados para a realiza¢do de leitura completa e avaliacdo de elegibilidade.
Posteriormente a essa avaliagdo, utilizando os critérios de inclusdo e exclusdo descritos, 47
artigos foram excluidos. Desse total, 24 foram excluidos por ndo responderem a pergunta
norteadora do trabalho, ndo possuirem o objetivo de avaliar um método diagndstico em
especifico, identificar reservatérios animais para Leishmaniose, avaliar aspectos
epidemiolégicos em um determinado local com individuos ja sabidamente infectados com LV,
examinar diferencas imunolégicas entre hospedeiros ja infectados, diferenciar L. donovani de
L. infantum, comparar a preparacdo de amostras, identificar reagentes estabilizadores para
prevenir a degradacdo de DNA e RNA durante o armazenamento e transporte para laboratoérios
que realizam diagnostico de LV; 14 foram excluidos, pois o texto completo, publicado em
revista, ndo estava disponivel para leitura ou porque ndo havia um artigo completo publicado
em revista, apenas resumo e relatorios curtos; 4 foram excluidos por utilizarem outras amostras
além de amostras humanas e humanas e caninas, como amostras de raposas, roedores e hyraxes;
3 foram excluidos por utilizarem apenas amostras caninas para validar um estudo sobre LV,
cujos resultados também serdo Uteis para o diagndstico em humanos; 1 artigo foi excluido por
ndo utilizar amostras humanas positivas para LV e 1 artigo foi excluido por ndo estar em

portugués ou em inglés.
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4.7. Selecéo de dados

Para cada categoria de método diagnostico previamente descrita, foram criadas cinco
tabelas no Microsoft Excel (Apéndice A), uma para artigos que avaliaram métodos soroldgicos
e utilizaram apenas amostras humanas, a segunda para artigos que avaliaram métodos
soroldgicos e utilizaram amostras humanas e caninas, a terceira para artigos que avaliaram
métodos moleculares e utilizaram apenas amostras humanas, a quarta para artigos que
avaliaram métodos moleculares e utilizaram amostras humanas e caninas e a quinta para artigos
que avaliaram métodos parasitoldgicos e utilizaram apenas amostras humanas e amostras
humanas e caninas. Todas as cinco tabelas continham os seguintes dados: nimero de
identificacdo de cada artigo, com numeracdo de 1 a 48, e letra de identificacdo para cada
categoria, precedendo os nimeros, sendo letra “A” para artigos da primeira tabela, “B” para
artigos da segunda tabela, “C” para artigos da terceira tabela, “D” para artigos da quarta tabela
e “E” para artigos da quinta tabela; base do método de cada trabalho, antigeno/alvo,
sensibilidade, especificidade, pontos positivos, se ja estava em uso comercial, limitacdes e
perspectivas futuras, pais de origem do estudo, ano de publicagéo e referéncias do artigo. Para
cada artigo elegivel lido, essas informacdes foram coletadas e adicionadas na tabela. Além
disso, dentro de cada categoria, os artigos foram organizados de forma crescente, dos artigos
mais antigos para 0s mais recentes. Também, foi criada uma sexta tabela (Tabela 2), contendo
0s artigos que apresentaram os melhores resultados, dentre o total de artigos avaliados. A tabela
contém os seguintes dados: numero e letra de identificacdo, método avaliado, tipo de amostra,
antigeno/alvo, sensibilidade, especificidade, vantagens e referéncias.
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5. RESULTADOS

5.1. Selegéo de artigos

Apos a avaliacdo de elegibilidade e exclusdo dos 47 artigos, 48 artigos considerados
elegiveis foram incluidos na revisao integrativa da literatura. Desse total, 33 artigos abordaram
0 método soroldgico, sendo que 6 utilizaram apenas amostras humanas e 27 amostras humanas
e caninas; 2 abordaram o método parasitolégico, 1 utilizou apenas amostras humanas e 1
utilizou amostras humanas e caninas e 13 abordaram o método molecular, sendo que 5

utilizaram apenas amostras humanas e 8 amostras humanas e caninas (Gréafico 1).

Gréfico 1. Total de artigos incluidos na reviséao integrativa da literatura, apos avaliacao

de elegibilidade.

Total de artigos incluidos na revisao integrativa da literatura

B Apenas amostras humanas Amostras humanas e caninas

27

6
5

I

Soroldgico Molecular Parasitoldgico
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5.2. Selecéo de dados

Tabela 1. Artigos contendo métodos diagndsticos sorolégicos utilizando apenas amostras humanas.

) TIPO DE . JAESTAEM LIMITAGOES E gé:égﬁ .
N° BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO  SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE = PONTOS POSITIVOS Uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS ESTUDO

ELISA: complexo
solvel de fragdo
gliproteica de
promastigotas de L.
donovani, o fucose-

mannose ligand (FML)

para o diagnéstico de
LV, para detecgdo de
A0l infecgdes subclinicas
entre individuos que
vivem em érea
endémica e entre
doadores de sangue e
para o
acompanhamento
sorolégico pds-
terapéutico.

Fucose-mannose

Os resultados obtidos
mostraram que FML pode
ser seguramente utilizado
para o diagnéstico de LV,

com alta sensibilidade e
especificidade. O antigeno
pode separar a LV de todas

as outras infecgBes
cutaneas intimamente
relacionadas, causadas por
Leishmania. Na area
endémica, o FML-ELISA
foi altamente
discrimatorio, distinguindo
soro ndo reativo de soro de
individuos considerados
como subclinicos, mas
com FML reativo. No
periodo do estudo, nenhum
individuo com resultado
negativo no FML-ELISA
desenvolveu LV. Nos
pacientes que rceberam
tratamento, houve um
decréscimo de anticorpos
anti-FML, correlacionado
com a melhora de suas
condig0es clinicas.

Ao contrario de dados
relatados anteriormente
em outros estudos, 0
antigeno FML isolado de
uma cepa de L. donovani
foi acurado no diagndstico
de LV americana, e
aparentemente pode ser
usado para diagnosticar
todas as infecgdes
causadas pelo complexo L.
donovani. FML pode até
ser um marcador para LV
ativa e pode ser usado para
monitorar o sucesso do
tratamento.

PALATNIK-DE-
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Tabela 1. Artigos contendo métodos diagndsticos sorolégicos utilizando apenas amostras humanas.

) TIPO DE i JAESTAEM LIMITAGOES E SQ:EQ’;E“EA A
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
e e e ~
proteina recombinante - 70-P2 néo apresentou uma
LiHsp70, derivada da ensalos paraum alta sensibilidade no
rHs 70 (7’0-kDa heat sorodiagndstico diferencial sorodiagndstico da
shgck protein) e de de LV e Doenga de Leishgmaniose
epitopos especificos de recogk?:gzz f)?)?ggris de uma vez que foi
) A ; ; 0
celu_lﬁt!?:g;essg?g:ﬁeos rLiHsp70 e peptideos Leishmaniose mas, néo, re;?gg?ﬂgispr?;]i:ﬂﬁszos
chasrlnaSc;s 756—P1 70’—P2 sintéticos 50-mer, pelos soros de pacientes No entanto. a alta '
e 70-P3, e peptideos chamados 70-P1, 70- com doenca de Chagas. especificidade deste QUIJADA et al
intéti o’ ZCI)J-nEn)er (H1- Soro P2 e 70-P3, peptideos Portanto, uma vez que os Nio o t?deo sugere aue seu Espanha "
S'H43'C jerivados da humano.  sintéticos 20-mer (H1- soros chagésicos séo o ’ lfst?em com%ina qao com P '
se ué)ncia da proteina HA3) derivados da grupo de reagdo cruzada outras moléc(illas
q Hsn70 P sequéncia da proteina mais comum com a antigénicas. como
serodiaS?\és’tiFé?)rge LV Hsp70. Leishmaniose e ambas as rotei%as ribc;ssomais
e Leﬂshmaniose infecgdes se sobreptem em éci%as P2, constituiria uma
N algumas areas geograficas, ' h
mucocutéana. acredita-se que um abordagem para o projeto
sorodiagndstico diferencial de §qrod|agno§t|co
da leishmaniose baseado ESPECIf!CO € se_nswel da
Leishmaniose.

no peptideo 70-P2 deve ser
altamente especifico.
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NO

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

COMERCIAL?

A03

ELISA: Andlise da
prevaléncia de
anticorpos especificos
contra as protefnas
recombinantes
LmSIR2, LmS3a,
LimTXNPXx, LicTXNPx
e LiITXN1 em soros de
criancas de uma area
endémica de Portugal,
para avaliar a
imunogenicidade dessas
proteinas durante
infeccdes humanas
naturais e examinar o
potencial como
antigenos diagnosticos.
Antigeno utilizado
como controle: extrato
de promastigotas de L.
infantum.

Soro
humano.

LmSIR2, LmS3a,
LimTXNPX,
LicTXNPx e

LiTXN1.

LicTXNPx
apresentou a maior
sensibilidade: 78%.

LicTXNPx: 94%.

LicTXNPx apresentou a
maior imunorreatividade
em relagdo aos demais
antigenos e foi 0 mais
reconhecido no caso da LV
aguda, apresentando maior
potencial para ser utilizado
como antigeno de
diagnostico. Além disso,
LicTXNPx parece ser a
proteina com maior
capacidade fazer a
distincéo entre infeccdo e
cura, com diminuicédo dos
niveis de anticorpos
comntra essa proteina ap6s
o tratamento.

Néo.

LIMITACOES E gé:éEnEA A
PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
FUTURAS ESTUDO
A sensibilidade e
especificidade obtidas
com LicTXNPx séo da
mesma ordem que as
obtidas com o antigeno
utilizado como controle. SANTAREM, et
gal. al., 2005.

Também né&o foi
observada correlagéo entre
a positividade do titulo de

anticorpos com a idade
das criancas e a origem
geografica dos pacientes.
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NO

BASE DO METODO

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

A04

ELISA: Utilizagdo de
seis epitopos (peptideos
1,2,3,4,5,6)de
células B lineares
previstos de trés
proteinas do parasita L.
infantum, expressos em
estagio de amastigota e
altamente divergentes
das proteinas do T.
cruzi. Os peptideos 1 e
2 sdo derivados da
proteina LinJ.30.2730,
3 e4 daproteina
LinJ.32.0280e5 e 6 da
proteina LinJ.27.0980.
Os peptideos foram
avaliados
individualmente e em
conjunto (Mix I:
peptideos 2, 3 e 6, Mix
1:1,2,3,4,5,6,Mix
Il:2e6,MixIV:3e
6), como um sistema
Unico de deteccao.
Antigeno utilizado
como controle:
antigeno soltvel de L.
infantum (SLiA).

TIPO DE
AMOSTRA
Peptideos sintéticos
previstos por células
Soro B(L23,4,5,6)
humano dgrlvados de
LinJ.30.2730,
LinJ.32.0280,
LinJ.27.0980.

Ordem decrescente:

peptideo 2, 3, 1, 5,
4 (82,86% -
92,86%). Peptideo
6, Mix I, Mix II, Il
e 1V: 100%.

Mix 1V: 100.00%,
Peptideo 6 e Mix IlI:
99,28%, Mix |
(97.83), peptideos 1 e
3:94,20%, peptideo
2: 93,48%, Mix II:
87,68%, peptideo 4:
86,23%, peptideo 5:
66,67%.

O Mix IV foi capaz de
identificar os casos de LV
e simultaneamente
diferenciar infecgoes
causadas por T. cruzi.
Peptideo 6, Mix Il e |
também s&o potenciais

antigenos capazes de serem

utilizados no diagnoéstico
de LV. Os dados
revelaram que os genes
que codificam os
potenciais peptideos séo
expressos no parasito
intracelular em estagio
amastigota, assim,
poderiam ser expostos as
células do hospedeiro e ao
sistema imunoldgico e
induzir alta produgdo de
anticorpos. A alta
sensibilidade e
especificidade observadas
na avaliacdo dos peptideos
pode ser explicada pela
alta expressdo em
estagios intracelulares,
localizagdo subcelular
(secretada/excretada) e alta
antigenicidade
demonstrada pela predigdo
de células B.

Né&o.

A perspectiva do presente
estudo é fazer a triagem
em individuos
assintomaticos de areas
endémicas para métodos
diretos. O trabalho traz
uma estratégia para a
descoberta de novos
antigenos aplicada ao
diagnostico soroldgico que
contribuira para o
aprimoramento do
diagnéstico da LV.

Brasil.

CARVALHO et
al., 2018.
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NO

BASE DO METODO

ELISA: Producéo de

TIPO DE

AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS

PAIS DE
ORIGEM

FUTURAS Do

REFERENCIAS

A05

uma nova proteina
recombinante baseada
em um gene
relacionado a cinesina
de Leishmania
braziliensis(Lbk39),
que mostra 59% de
identidade de
aminoacidos com 0
homélogo de
L.infantum, para o
sorodiagndstico de LV
e LC. O gene Lbk39 foi
sintetizado, inserido no
vetor pLEXSY-sat2 e
transfectado em células
de L. tarentolae por
eletroporagéo.
Ferramenta utilizada
como controle: extrato
bruto de L. braziliensis,
Soros positivos e
negativos agrupados
foram incluidos em
cada placa no ELISA ao
testar soros individuais,
cada amostra foi
medida em triplicado, e
todo o ensaio foi
realizado em duplicata.

Soro

Lbk39
humano.

LV: 100%.
LC: 88%.

LV: 100%.
LC: 98%.

A proteina recombinante
Lbk39 produzida foi capaz
de reconhecer a infecgéo
por Leishmania no soro de
humanos com
leishmaniose tegumentar
ou visceral no Brasil. .
Com o antigeno
recombinante Lbk39, a
reatividade cruzada com
soros de pacientes
chagasicos
foi muito reduzida.

ESTUDO

Mais trabalhos séo
necessarios para investigar
0 uso potencial deste
antigeno em soros de
diferentes populacdes,
bem como em diferentes
regies geogréaficas, a fim
de determinar a
capacidade especifica de
detectar niveis de
anticorpos anti-
Leishmania em pacientes
com LV ou LC. A andlise
da resposta ao Lbk39 por
soros de cdes
infectados com L.
infantum devem ser
considerados para
determinar
como o antigeno se
comporta em diferentes

hospedeiros.

Brasil.

DE SOUZA et
al., 2019.
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NO

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

A06

ELISA: Utilizacdo da
versdo recombinante
(rLiHyL) da proteina
LiHyL para diagnéstico
de Leishmaniose
Visceral e Tegumentar
humana. Antigenos
utilizados como
controle: proteina
recombinante A2 (rA2)
e o antigeno soltvel de
Leishmania (SLA).
Também foi avaliado o
papel prognostico de
rLiHyL na LVH, com
acompanhamento
sorolégico pds-
terapéutico e a
imunogenicidade
induzida pela proteina.

Soro
humano.

rLiHyL.

100%.

100%.

Os resultados mostraram
que rLiHyL foi altamente
eficaz para diferenciar
pacientes com
leishmaniose de individuos
saudaveis e pacientes com
reacédo cruzada, pois
rLiHyL ndo mostrou
reatividade cruzada com
soros de pacientes com
doenca de Chagas,
hanseniase, aspergilose ou
paracoccidioidomicose.
Além disso, a proteina
induziu uma resposta
imune do tipo Thl em
células mononucleares do
sangue periférico
de pacientes tratados com
leishmaniose, permitindo,
assim, inferir sobre um
papel imunogénico
desenvolvido por esta
proteina na leishmaniose
humana. rLiHyL
apresentou uma
diminuicdo significativa
nos niveis de anticorpos
especificos apos o
tratamento.

Né&o.

Como limitacgdo, a
resposta imune foi
avaliada uma vez apds o
tratamento, sendo
necessario mais estudos
para que o antigeno seja
considerado como
biomarcador da
progresséao da
Leishmaniose. A proteina
foi altamente eficaz em
reagir com anticorpos de
soros de ambas as classes
de pacientes com
leishmaniose,
apresentando alta
sensibilidade e
especificidade para
identificar soros positivos,
mas, ndo, negativos ou
com reagéo cruzada,
demonstrando a
possibilidade de utilizacdo
para o serodiagndstico da
doenca. O trabalho traz
que rLiHyL poderia ser
incorporado em outros
sistemas de diagnéstico,
como aqueles que usam
tiras
imunocromatogréaficas.

Brasil.

LAGE, et al.,
2019.
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Tabela 2. Artigos contendo métodos diagnédsticos soroldgicos utilizando amostras humanas e caninas.
) TIPO DE i JAESTAEM LIMITAGOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
O ndmero limitado de
ELISA: O estudo soros testados de pacientes
objetivou analisar uma com qunga de_ Chagas
técnica especifica, no Os resultados obtidos neste _hao permllte ~
caso 0 micro-ELISA, ao estudo confirmam que o qualsqutqr cdonc uioes a
invés ter o maior foco micro-ELISA é um método S:';?sngn;: da;rse(;g';oa
em avaliar um antigeno Este estudo priorizou adequado para o cruzada. Houveram
em particular. O estudo avaliar a técnica, sorodiagnostico da resulta dos. negativos em
compara 0 uso do nesse caso, 0 micro- leishmaniose humana e soros de pacientes com
micro-ELISA para o ELISA, ao invés de canina, e pode fornecer um leishmaniose cutanea
diagnésticoc de LVH e Soro focar em um antigeno. complemento Util a bateria  No momento em confirmada HOMMEL et al
cutanea e LVC com humano e Mas para avaliar a 100%. Néo calculado. de técnicas ja disponiveis  que o estudo foi rasitologicamente. aue Franca. v
outras técnicas de canino. técnica, foi utilizado para o diagnostico desta realizado, néo. pa 9 4
sorodiagnéstico. O uma linhagem de doencga. O micro-ELISA
micro-ELISA foi Leishmania infantum
comparado com o teste (colegdo de Liverpool
de Imunofluorescéncia no. LV/1 14).
indireta (para soro

humano e canino) e
com o teste de difusdo
dupla de Ouchterlony

(para soro canino).

de acordo com o estudo,
foi mais sensivel que o

correlacionam-se com a
oo usual auséncia de
teste de difusdo dupla de . .
anticorpos relatada em tais
Ouchterlony e do que o
teste de casos. os resultados deste
J— ensaio confirmaram a
Imunofluorescéncia
indireta.

utilidade do técnica de
micro-ELISA para o
diagnostico soroldgico da
leishmaniose, porém mais
pesquisas Sd0 necessarias.

1978.
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Tabela 2. Artigos contendo métodos diagnédsticos soroldgicos utilizando amostras humanas e caninas.

) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA COMERCIAL? FUTURAS Do
’ ESTUDO
O estudo mostrou que o
antigeno LMS é muito
especifico, capaz de
detectar baixos niveis de
imunoglobulinas anti-
leishmania presentes em
ELISA: amostras positivas, e pode
Desenvolvimento de discriminar entre negativas
um novo antigeno, o € soros positivos, além de Os resultados
LMS (Leishmania baixos niveis de reacoes
- - apresentados
majorsoluble) oriundo cruzadas (testado em soros .
de promastigotas de pacientes com doenca demonstraram gue I.‘MS €
(cultivadas in vitro) de de Chagas, Hanseniase, altament_e Sat!Sf?to”O para
- . . f uso no diagndstico ELISA
organismo Leishmania Soro o h o h Maléria, Tuberculose,fator d d BARBOSA-DE-
B08 major-like para o humano e LMS 92% (soro um_ano) 1009% (soro urpano) reumatoide, Leishmaniose Néo eLVe, quan ° Brasil DEUS et al
N - ' 98% (soro canino). 95% (soro canino). R ! ’ comparado ao IFAT, é um ' "
diagnostico de LVH e canino. cutanea, Toxoplasmose, fiavel d 2002.
LVC. Ferramenta Riquetsiose, Hepatite B teste con Tave? que pode
L L ' ser utilizado com
utilizada como controle Esquistossomose,
e comparagdo: teste de Ascardiase e soro de cées seguranca para o
S diagnostico da
anticorpos com doenca de Chagas, leishmaniose
imunofluorescentes Erliquiose, Riquestsiose e '
indiretos (IFAT ou soro de caes saudaveis).
RIFI). LMS apresentou resultados

melhores quando foi usado
no ELISA em comparcéo
ao uso no IFAT.Os dados
sugerem que LMS é um
indicador soroldgico de
LV.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
Em humanos, foi
detectada reatividade
cruzada com A2-HIS
em 0,5 e 10% dos soros de
pacientes com tuberculose
Né&o foi observada e hanseniase. Os achados
ELISA: Utilizagdo da reatividade cruzada sugerem que a proteina A2
versdo recombinante significativa em soros de é uma ferramenta
(A2-HIS) da proteina Soro animas com outras doencas No momento em potencial para o
BO9 A2 para av_allar’su_a humano e A2-HIS. 77% (soro hum_ano) 100%. caninas e A2- HIS que o estudo foi diagnostico de LV no Brasil. CARVALHO et
eficacia no diagnostico canino. 94% (soro canino). mostrou-se realizado. nio Novo Mundo, e sera al., 2002.
de LVH, LT e LVC. ' significativamente mais ' particularmente (til para o
Antigeno utilizado especifico que o SLA no diagnostico de caes. Como
como controle: SLA. diagnéstico da infecgdo em proteina recombinante,A2
cées. poderia ser Gtil no

desenvolvimento e
aperfeicoamento de outros
formatos de testes
soroldgicos mais simples e
mais rapidos.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
Teste diagndstico
rapido com vareta:
Utilizag&o do antigeno
rK39 em teste rapido
com vareta para
diagnostico de LVH e O teste diagnostico rapido
LVC. Ferramentas com vareta utilizando o
utilizadas como antigeno rk39 é um
controle e comparagéo: método simples, barato, O tamanho da amostra
Teste de Soro conveniente e ndo invasivo utilizada no estudo foi
B10 . Ir_nunofluorescencna humano e rK39. 100% em soro 100% em soro para sorodiagnéstico de No. pequeno, que, de acordo
indireta (IFAT ou RIFI) canino. humano e canino. humano e canino.

e avaliacdo
microscopica de medula
6ssea e aspirados de
linfonodo. O estudo foi
baseado em trabalhos
anteriores utilizando
rK39-ELISA, que se
mostraram sensiveis e
especificos com

amostras da Turquia.

VL e mostrou-se um
método adequado para
sorodiagndstico de LVH e
LVC endémicas na
Turquia, com alta
sensibilidade e
especifidade.

com o trabalho, é devido a
baixa endemicidade da LV
doenca na Turquia.

Turquia. TOZ etal., 2004.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITAGCOESE OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA indireto:
Produgdo de uma
proteina quimérica
recombinante, através
da unido dos epitopos
de L. infantum K9, K26 Os resultados sugerem o De acordo com o estudo, a
e K39sub por meio da uso potencial deste novo estratégia simples
técnica de PCR para o antigeno para empregada
sorodiagnéstico de sorodiagnostico de rotina para a fuséo de epitopos
rotinaem LVH e LVC. Soro . L o o da LV em humanos e permitira incorporar
B11 A construcéo sintética humano e Proteina quimérica  82% (soro hum_ano) 99% em soro humano hospedeiros caninos. O Nao. qualquer Itélia. BOARINO etal.,
- - K9-K39-K26. 96% (soro canino). e canino. . 2005.
foi clonada em um canino. soro dos pacientes com

vetor de expressdo
procaridtica e a proteina
recombinante foi
expressa em
Escherichia coli e
purificada por etapas de
dupla afinidade.
Ferramenta utilizada
como controle: IFAT.

Doenca de Chagas néo
reagiu com a proteina
quimérica em questéo no
ELISA.

sequéncia que podera estar
disponivel no futuro para
aumentar a sensibilidade
do teste diagnostico para
LV.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITAGOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
Nenhum antigeno
i recombinante Unico foi
ELIrigrﬁbe}ggrr:?eesnos LVH: ) sufic_iente para fazer o
previamente obtidos e 1 72,2% (rLcilA- sorodiagnéstico de todos
novo antigeno NH6),_ 0s casos de LVH ou LVC.
recombinante 97,2% (rLci2B- LVH: As proteinas
codificados por’ 5 NH6), 93,8% (rLcilA-NH6), recombinantes avaliadas
genes/ familia de genes 36,4% 97,3% (rLci2B-NHS6), no estudo apresentaram
(cytoplasmic heat- (rLci3A-NHS), 96,5% diferentes capacidades de
shock protein 70 81,8% (rLci4A- (rLC|3A_-N H6), Melho_r antigeno reagir com os anticorpos
Kinesin polyubiquitfn e ) ) NH6)! 93,9% (rLC|4A-N H6), [ecomb!nante para ) de humanos e cées ]
duas r’10vas protel’nas’ Soro rLcilA-NH6, rLci2B-  86,4% (rLci5A-I- 90,4% (rLci5A-1- dlggnostlco de LVH: mfectados comLV. Além
B12 hipotéticas) humano e ) NH6, ) NH6) NH6) rLci2B-NH6. Me_lhores Nio disso, sugeririu-se que que Brasil OLIVEIRA etal.,
promovendo uma' fusio canino rLC|3A-NI-_|6, rLci4A- LVC:' LVF:: antl’ge_nos [ec_omblnantes ’ a resposta imune em ] ' 2011.
de polipeptideos ( ' NH6, rLci5A-1-NH6 93% (rLcilA- 76,1% (rLc!lA—N H6), para_dlagnostlco de LvC: humarjos e cdes com LV é
rLcilA-NHS. rLci2B- NH6), 84,8% (rLci2B-NH6),  rLci3A-NH6 e rLci4A- diferente, e essas
NH6, rLci3A-NH6 83,7% (rLci2B- 95,7% NH6 diferencas devem ser
rLcidA-NH6, rLci5A- NHE6), (rLci3A-NHS), levadas em conta no
I-NH6 ) , foram 91,9% 100% (rLci4A-NHS), desenvolvimento de
caracterizados e suas (rLci3A-NH6), 94,9% (rLci5A-I- métodos de
reatividades foram 91,9% (rLcidA- NH6) sorodiagnstico.
testadas para NHG), Alternativamente,
diagnéstico de LVH e 67,4% (rLci5A-I- plataformas especificas
LVC NH6) podem ser desenvolvidas

para diferentes espécies
hospedeiras.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA
PERSPECTIVAS Do
FUTURAS ESTUDO

REFERENCIAS

DAT: Preparar e avaliar
um antigeno preservado
em glicerol de uma
cepa iraniana de L.
infantum para uso em
testes de aglutinagéo
direta preservados em

B13 glicerol (GP-DAT)
como alternativa aos
testes de aglutinagéo

direta liofilizados (FD-
DAT) que usam
antigeno liofilizado,
para o sorodiagnostico
de LVH e LVC.

Soro
humano e
canino.

Antigeno preservado
em glicerol de uma
cepa iraniana de L.

infantum.

75%.

100%.

O antigeno GP-DAT
armazenado entre 22-37°C
¢ altamente estavel em
temperaturas flutuantes de
laboratoério, facil de
transporte e pode ser usado
para o sorodiagnostico de
LVH e LVC sem a
necessidade de
equipamentos para
transporte ou manutengao
de uma cadeia de frio.

O antigeno GP-DAT
armazenado a 50°C foi
considerado de
qualidade inaceitavel. Isto
ocorreu provavelmente
devido a altas Ira.
temperaturas, que destruiu
0 antigeno, o que levou a
diminuicéo da
sensibilidade do teste
durante os estagios iniciais
do estudo.

AKHOUNDI et
al., 2012.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA: Utilizacéo de
combinagdes de
peptideos sintéticos Pentideos
previstos por células B in divigualmente' Peptideos Os peptideos identifcados
derivados de antigenos 82-100%- (soro. individualmente: Antigenos utilizados em podem ser muito
de A2, NH, LACK e Peptideos sintéticos hum;no) 81-94%- (soro conjunto apresentaram boa interessantes para o
K39 para o P A humano) 92 100% sensibilidade e desenvolvimento de testes
PO Soro previstos por células 55- 100% (soro . ifici - i I
B14 sorodiagndstico de humano e B derivados de canino) (soro_ canlno). espectlcndade, em Nzo |murjoc_romatogra icos Brasil COSTA etal.,
LVH e LVC. Os - . L Combinagdes de comparagao aos antigenos ' sensiveis, uma vez que ' 2012.
. canino. antigenos de A2, NH, Combinagdes de . . AR
peptideos foram . . peptideos: testados individualmente,
LACK e K39. peptideos:
testados
individualmente e em

conjunto, como
componentes de um
Unico sistema de
detecgéo.

71-100% (soro
humano) 80-95%
(soro canino)

93-100% (soro
humano) 100% (soro
canino)

para o diagnéstico de LVH
e LVC.

ndo requerem instalagdes
laboratoriais sofisticadas e
séo préaticos e de facil
aplicagdo.
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N°  BASE DO METODO

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE

JAESTAEM

ESPECIFICIDADE  PONTOS POSITIVOS uso

COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

LAT (Teste de
aglutinagdo em latex):
Avaliacéo comparativa

entre o uso do LAT
utilizando a fraco A2
da cepa iraniana de L.
Infantum e o LAT que
utiliza proteinas
solUveis de
promastigostas lisadas
para o diagnostico de
LVHe LVC.
Ferramenta utilizada
como controle: teste de
aglutinagdo direta

(DAT).

B15

TIPO DE
AMOSTRA
Fracdo A2 da cepa
Soro iraniana de L.

h Infantum e proteinas

umano e -

- sollveis de
canino. .
promastigostas
lisadas.

LVH:
* A2-LAT =88,4%
* Pro.-LAT =
88,4%

LVC:
* A2-LAT = 95%
¢ Pro.-LAT =
96,8%

Nesse estudo, a acuracia de
A2-LAT e Pro.-LAT paraa
detecgdo de LV em soros
humanos e caninos foram
idénticos e ambos os
antigenos podem ser
usados em paralelo para
rastrear LV em areas
endémicas no Ird. Os
resultados mostraram que
A2-LAT teve uma taxa
mais baixa de falsos
positivos do que Pro-LAT
para soros humanos e
caninos. No entanto, a

LVH:
* A2-LAT =93,5%
* Pro.-LAT =91,9%

técnica de eletroeluicdo Nao.

usada para concentracéo
das amostras e o antigeno
A2 recombinante sao caros
e exigem um alto nivel de
habilidade. LAT é um teste
simples, facil, barato e
rapido para exames de
triagem de rotina para LV
em areas endémicas, e
indmeras amostras de soro
podem ser facilmente
rastreadas com uma
combinagao desses dois
testes (LAT e DAT) em
pouco tempo.

LVC:
* A2-LAT = 100%
e Pro.-LAT = 90,3%

Reteste de amostras LAT
negativas com DAT é
desnecessario. Porém,
amostras positivas para

LAT devem ser
submetidas a um DAT
para confirmag&o. Sdo

recomendadas mais
pesquisas para validar este
teste em maiores
populacdes em areas
endémicas e néo
endémicas para LV. O uso

de outras concentragdes e
tamanhos de esferas de

latex podem ser Uteis para
reduzir a taxa de reagdes

falso-positivas.

Ird.

AKHOUNDI et
al., 2013.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA: Avaliacdo do
uso da peroxidoxina
recombinante O estudo demonstrou
(rPeroxidoxin) de que a rPeroxidoxin é uma
Leishmania (Viannia) das moléculas alvo que
braziliensis como podem ser usadas como

potencial antigeno para um potencial antigeno para Outros estudos

0 imunodiagnéstico de imunodiagndstico de tivos usando

LVH,LTeLVC.O diferentes espécies de prospgc v tes d

trabalho buscou Leishmania, apresentando ingir\a/? duegscr?gg;aﬁvoi o
identificar epitopos alta sensibilidade e positivos de dreas
antigénicos especificidadede. O ELISA endémicas sio necessarias
polimérficos lineares de Soro de rPeroxidoxina também para caracterizar melhor MENEZES-
B16 célula B presentes nessa  humano e mostrou uma boa Néo. esta abordagem como um Brasil. SOUZA et al.,
proteina que ndo sao canino. capacidade de discriminar ; 9 2014a.
possivel marcador para

reconhecidos por
individuos que possuem
doenca de Chagas.
Ferramentas utilizadas
como controle: antigeno
soltvel de L.
braziliensis (SLbA) e
kit de imunoensaio
EIE-LVC (FIOCRUZ-
Bio-Manguinhos,
Brasil), para soro de
cées.

entre animais vacinados e
animais infectados.
Epitopos antigénicos
polimérficos lineares de
célula B identificaos no
estudo que néo sdo
reconhecidos por
individuos com doenca de
Chagas: VRDPAPQFS e
TPGKPTLDT.

diagnosticar LVH, LT e
LVC e para
acompanhamento da cura
pos-terapéutica de LVH
oulLT.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA COMERCIAL? FUTURAS ES'I?L(J)DO
O presente estudo
ELISA: Utilizagdo da LVH: demonstra que rHSP83.1 e
versdo recombinante 78,18% 0s epitopos mapeados em Sé0 necessarios mais
(rHSP83.1) da proteina (rHSP83.1), sua sequéncia podem estar estudos prospectivos
HSP83.1 (heat shock 83,64% (peptideo LVH: entre as moléculas alvo utilizando coortes maiores
protein 83.1) e de 1), . que podem ser usadas em de individuos positivos e
epitopos especificos de 85,45% (peptideo 97,14% (rHSP 83.1), um teste de negativos oriundos de
célula B (peptideos 1, 2 rHSP83.1 e epitopos ' 2) 95,71% (pept[deo D). imunodiagnostico, sendo areas endémicas para
e 3), derivados da’ Soro especifiéos decélula  87,27% (;;eptideo 92,86% (pept[deo 2), confirmado pele; alta leishmaniose, para MENEZES-
B17 sequén’cia darHSP83.1  humano e B, derivados da ' 3). 94,29%E$8F|de0 3). sensibilidade para Néo. caracterizar melhor essa Brasil. SOUZA et al.,
para diagnéstico de LT canino. sequéncia de LVC: . diagnosticar infeccdes por abordagem como um 2014b.

humanae LVH e LVC.
Ferramentas utilizadas
como controle: antigeno
sollvel de L.
braziliensis (SLbA) e
kit EIE-LVC (para soro
canino).

rHSP83.1.

90% (rHSP83.1),
96,67% (peptideo
1),
63,33% (peptideo
2),
93,33% (peptideo
3).

84,44% (rHSP83.1),
93,33% (peptideo 1),
80% (peptideo 2),
97,78% (peptideo 3).

LV, a alta especificidade
para discriminar entre
outras infeccbes humanas e
caninas, e o alto grau de
concordancia com as
técnicas parasitoldgicas
para o diagnéstico da
leishmaniose.

possivel marcador no
diagnosticode LT, LVH e
LVC e para
monitoramento pos-
terapéutico dessas
doencas.
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ND

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

B18

ELISA: Utilizacdo da
versdo recombinante
(rCatL) da proteina L.
braziliensis CatL para
avaliar sua eficacia no
diagnéstico de LVH,
LT e LVC . Além disso,
um epitopo especifico
de célula B (Peptide-1),
derivado da sequéncia
de CatL foi sintetizado,
avaliado como
marcador diagnéstico e
comparado com a
proteina reocmbinante.
Ferramentas utilizadas
como controle: antigeno
soltvel de L.
braziliensis (SLbA) e
EIE-LVC Kit para soro
canino.

Soro
humano e
canino.

rCatL e peptideo
sintético de célula B
(Peptide-1), derivado

da sequéncia de CatL.

LVH:
rCatL: 74,55%
Peptideo: 94,55%
LT:
rCatL: 96,92%
Peptideo: 96,92%
LVC:
rCatL: 80%
Peptideo: 80%

LVH:
rCatL: 91,43%
Peptideo: 97,14%
LT:
rCatL: 95,71%
Peptideo: 91,43%
LVC:
rCatL: 95,56%
Peptideo: 88,89%

O peptideo sintético obteve
melhores valores de
performance para
diagnéstico de LHV. A
proteina recombinate
mostrou ter melhor valor
diagnéstico para LT e
LVC. Para LVC, rCatL e o
peptideo sintético tiveram
maior especificidade do
que o0 EIC-LVC, enquanto
o kit comercial apresentou
a maior sensibilidade. O
peptideo sintético mostrou
alta sensibilidade na
identificacdo de individuos
infectados com L.infantum
e alta especificidade na
discriminacdo de
individuos infectados com
T. cruzi. Além disso, foi
observada uma baixa
reatividade cruzada com as
proteinas do hospedeiro,
ajudando na habilidade de
discriminar individuos
infectados de controles.

Tanto a proteina
recombinante quanto o
peptideo sintético
apresentaram maior
especificidade e
sensibilidade do que as
preparagdes brutas
comumente usadas para
outros antigenos, e assim,
eles séo alvos valiosos
para compor um painel de
antigenos que poderia
melhorar
significativamente
diagnoéstico de
leishmaniose.

Brasil.

MENEZES-
SOUZA et al.,
2015.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(S;E,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA: Utilizagdo da
versao recombinante
(rSGT) da proteina
contendo repeticdes de
tetratricopeptideo ricos A proteina apresentou
em glutamina (SGT) valores méaximos de
para avaliar sua eficacia sensibilidade e
no diagnéstico de LVH especificidade para o R ER e TG
e LVC . Antigenos diagnéstico de LV. Néo foi e it B
utilizados como encontrada reatividade A
. . como pela diversidade
controle: proteina cruzada com soros de S
- ~ limitada
recombinante A2 (rA2) humanos ou cées que i EETR s E
e 0 antigeno soluvel de tiveram outras doencgas ; g
A . . . humanos, ainda é
Leishmania (SLA). A (Paracoccidioidomicose, .
; p - 4 - prematuro concluir que
proteina também foi Hanseniase, aspergilose e 5 -
rSGT é um antigeno
usada usado para Soro 100% (soro doenca de Chagas, para aprooriado para ser usado
estimular PBMCs humano) 100% (soro humano) humanos e animais x prop para n DIAS et al.,
B19 - humano e rSGT. . P . Néo. em testes soroldgicos para Brasil.
coletadas de pacientes canino. 100% (soro 100% (soro canino). saudaveis vacinados diannosticar 2017.
tratados e ndo tratados ’ canino). com Leish-Tec®, 9
LVH e LVC. Estudos

com LV, para avaliar a
resposta
linfoproliferativa
especifica e a producéo
de citocinas induzidas
nestas células imunes.
O papel antigénico de
SGT também foi
avaliado, empregando
painéis sorolégicos
caninos e humanos,
visando identificar seu
potencial como novo
marcador sorol6gico da
LV.

Ehrlichia canis ou
Trypanosoma cruzi, para
cées. A imunidade
polarizada em Th1l e a alta
resposta linfoproliferativa
encontrada em PBMCs de
pacientes com LV usando
rSGT como estimulo,
sugerem uma aplicacéo
desta protefna contra a
doenca humana.

adicionais usando um
painel soroldgico maior
S80 necessarios para
validar a aplicacéo
sorodiagnostica desta
proteina recombinante na
LV.




Tabela 2. Artigos contendo métodos diagnédsticos soroldgicos utilizando amostras humanas e caninas.

51

) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
Os antigenos utilizados
obtiveram baixa
ELISA: Marcados com sensibilidade de detecgdo
poli-histidina, em soro humano e apenas
polipeptideos(Lci6, um polipeptideo foi Gtil
Lci7,Lci8, Lci9, Lcil0, . . para o diagndstico de
Lcill, Lcil2) foram Ouml)s(igteer?\;of]er:?ca; c;)rlzo LVC. Um mix contendo 3
gerados a partir de seis deteccio de LV aunr:enta proteinas (que inclui
genes, para serem sugstancialmente a proteinas avaliadas pelo
avaliados como 26 -52% (s0r0 ( sensibilidade de grupo er;“l um estudo
antigenos para o Soro . . - . 98-100% (soro s anterior) apresentou X
B20  diagndstico de LVH e humano e Llflc?lcl)‘ C|I_7c|lﬁl8L;i|29 49?;{22”(22”0 humano) ?Jlr?]%nr?ﬁsét:]%?’ ?j?rrlﬁxﬁ Zg?]rg Nao. sensibilidade maior para Brasil. M:{ZA E';SES
LVC. Cada antigeno foi canino. ' ' canino) 100% (soro canino) desempenho afa detecgdo de LVH e LVC v '
P P (84% em soro humano e

avaliado separadamente
e também como sendo
componentes de um
Unico sistema de
deteccdo. Antigeno
utilizado como
controle: LAg (L.
infantum lysate).

diagnostico de LVVC, sem

resultados falsos positivos,

quando comparados com o
controle.

88% em soro canino).
Com melhorias, pode ser
validado o uso de varias

proteinas, incluindo as que
foram utilizadas nesse
estudo, como
componentes de um
Uninco sistema de
detecgdo de LVH e LVC.
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N°  BASE DO METODO

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

ELISA e
Immunoblotting:
Utilizacdo da versao
recombinnte (rLiHyS)
da proteina LiHyS para
diagnostico de LVH e
LVC. Antigenos
utilizados como
controle: proteina
recombinate A2 (rA2) e
o0 antigeno soldvel de
Leishmania (SLA).
Também foi avaliado a
imunogenicidade,
através de um indice de
linfoproliferagdo em
PBMCs purificadas de
individuos saudaveis e
pacientes com LV, e
eficacia protetora
(testes realizado em
ratos) da proteina
contra infec¢éo por
L.infantum.

B21

TIPO DE i JAESTAEM
AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso
COMERCIAL?
Tanto os humanos como o0s
cées infectados com L.
infantum foram altamente
reativos contra rLiHyS,
enguanto os piores
resutados de sensibilidade
soro Oartigondotraz O artigo ndo traz essa ¢ especificidade foram
humano e rLiHyS. - x . ~ encontrados quando Nao.
- essa informacéo. informagéo. o
canino. utilizou-se rA2 ou SLA.

Com relagdo a
imunogenicidade,
observou-se altos valores
proliferativos quando foi
realizada incubagda com
LiHysS.

Néo foi coletado soro de
humanos vivendo em
areas endémicas para a
doenga e de cdes
saudaveis. Os resultados
sugerem que o antigeno
pode ser usado pra o
diagnoéstico da doenca e
levantam a possibilidade
de avaliar rLiHys como
um imundgeno contra a
doenca humana.

Brasil.

DIAS etal.,
2018a.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

ELISA: Utilizagdo da
versdo recombinante
(rLiHyS) da proteina
LiHyS para diagnostico
de Leishmaniose
Visceral e Tegumentar
humana e canina.
Antigenos utilizados
como controle: proteina
recombinante A2 (rA2)
e o antigeno soltvel de
Leishmania (SLA).

B22

Soro
humano e
canino.

rLiHyS

100%

99% (para cées);
100% (para humanos)

Esse antigeno apresenta
um alto grau de
conservagao em sua
sequéncia de aminoacidos
entre as espécies L.
braziliensis e L. infantum,
além de que seus principais
epitopos de células B estéo
conservados entre essas
espécies. Assim, 0
antigeno apresentou boa
sensibilidade e
especificidade para
identificar cées
assintomaticos e
sintomaticos infectados e
humanos infectados,
quando comparado com 0s
antigenos utilizados como
controle. rLiHys também
pode ser utilizado como
estratégia adicional para
avaliar o prognéstico da
doenca ap6s o tratamento
em humanos, quando
utilizado como antigeno
diagnéstico em ensaios
ELISA.

Devido ao seu alto grau de
conservagao na sequéncia
de aminodcido entre as
espécies descritas, a
utilizagéo dessa molécula
para o diagnoéstico de
Leishmaniose pode ser
investigada ndo so6 pela
técnica de ELISA, como
também por outras
metodologias. Além disso,
s80 necessarios mais
estudos comparando a
reatividade do antigeno
em amostras de soro de
pacientes humanos
tratados e ndo tratados,
para que seja utilizado
como biomarcador para o
prognostico dessa doenca.

Brasil.

DIAS et al.,
2018b.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA: Utilizagdo da KDDR mostrou bom
Elrféf)ag%cgggézznéz potencial antigénico,
porgio repetitiva apresentando grande
- densidade de epitopos de
(qugengra(fja dLe r_n;ada: de célula B previstos em sua
(ES%T% Sar;%:‘(?;? repeticdo, sugerindo que Em um préximo estudo,
teétes de Soro 92,86% (soro 100% (soro humano) esse antigeno pode ser pretende-se_desenvolver a ) DHOM-LEMOS
B23 sorodiagndstico de humano e rKDDR humano) 88,54% 97,3% (soro canino) utilizado amplamente em Néo. metodologia de um teste Brasil. etal. 2019
LVH e LVC canino. (soro canino). ' ' varias regides. O estudo imunocromatografico v '
iy mostrou que rKDDR pode utilizando a rKDDR.
Ferramentas utilizadas ser utilizado para o
como controle: antigeno diagnéstico preciso de
hrK?’g (;)ara S0ro LVH e LVC, com
umano), antigeno melhores resultados em
rk39 e o kit EIE-LVC relacéo aos controles.

(para soro canino).
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ICT (Teste
imunocromatografico):
avaliar o desempenho
diagnéstico de quatro
ICTs para LV em Em humanos, o este rapido
amostras de soro que Ad-bio Leishmania
foram coletadas de 1gG/IgM Combo Embora os testes avaliados
humanos e cdes em LVH: LVH: demonstrou um tenham apresentado bom
areas endémicas da Ad-bio: 91,5% Ad-bio: 93,2% desempenho melhor em desempenho,
Colémbia. Foi avaliado Soro Kalazar Detect: Kalazar Detect: relacéo ao Kalazar nenhuma deciséo clinica
0 desempenho de dois 91,5% 89,2% Detect™, Em cies, o teste . deve ser tomada com base o Herrera et al.,
B24 testes em humanos hg::]?:g € rk3s. LVC: LVC: rapido DPP® apresentou Sim. apenas em seus resultados, Colombia. 2019.
(Teste rapido Ad-bio ' Kalazar Detect: Kalazar Detect: melhor sensibilidade em pois é necessario avaliar
Leishmania IgG/IgM 82,9% 92,6% relacdo ao teste rapido tanto aspectos clinicos e
Combo e Kalazar DPP: 85,7% DPP: 79,6% Kalazar Detect™.,

Detect™) e dois em
cées (Teste rapido
Kalazar Detect™ e
Teste rapido DPP®).
Todos os testes
utilizaram o antigeno
rk39.

Entretano, este Ultimo se
destacou em outros
parametros.

epidemioldgicos dos
pacientes antes da
implementacéo da terapia.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
O estudo demonstrou que Como limitagdes, 0s
0s antigenos rA2, rC9 e ensaios ELISA e ICT
rFc sdo antigenos foram desenvolvidos em
promissores para um ambiente de
ELISA: ELISA: diagnostico de LV, laboratorio de pesquisa e
LVH: LVH: independentemente do testados em um pequena
rFc: 84,2% rFc: 72% formato do teste. ELISA, escala. Além disso, a
rC9: 87,2% rC9: 67% mesmo que tenha ocorrido procedéncia predominante
ELISA ¢ ICT: rA2: 91,5% rA2: 87% uma baixa reatividade de cdes dos Centros de
Avaliacio de trés LVC: LVC: cruzada com soro de Controle de Zoonoses e a
rc;;teinas rFc: 93,3% rFc: 82,3% pessoas com doenca de falta de resultados de
recomb?nantes 1CO. TA2 Soro rC9: 95,7% rC9: 87,5% Chagas. rA2 exibiu a exames parasitolégicos
- ! rA2: 93,6% rA2: 81,2% melhor performance para M para . SANTOS et al.,
B25 edonovo antigeno ke humgno € rCo, rA2 e rfc. ICT: ICT: identificagdo de LVH, Néo. parte das amostras que Brasil. 2019a.
como antigenos canino. . . L -
N LVH: LVH: enquanto rFc e rC9 constituiram o painel de
diagnosticos para LVH - . e
s rkc: 88,6% rFc: 64,1 exibiram melhores soros humanos. Os
e LVC, utilizando . 0 . Q40 1
ELISA e ICT rC9: 78,6% rC9: 84% perfqrmances para antigenos testados neste
' rA2: 92,3% rA2: 88% diagnostico de LVC. trabalho podem ser
LVC: LVC: Embora 0 rA2 seja um adicionados a proteinas
rFc: 88,6% rFc: 84% antigeno candidato quiméricas para melhorar
rC9: 86,5% rC9: 92% promissor para triagem ou 0 desempenho. Testes com
rA2: 87% rA2: 100% testes confirmatdrios,

também tem sido associado
a respostas de anticorpos
induzidas pela vacina
Leish-Tec®.

painéis maiores e mais
bem caracterizados de
amostras de soros caninos
e humanos podem
aumenatar a sensibilidade.




57

Tabela 2. Artigos contendo métodos diagnédsticos soroldgicos utilizando amostras humanas e caninas.

) TIPO DE . JAESTAEM LIMITAGOES E OPQ:(SBE,\EA .
N° BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO  SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE = PONTOS POSITIVOS Uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS ESTUDO

ELISA: Clonagem,
expressdo, purificacdo e
testagem como
marcador diagnostico
em ensaios ELISA da
versdo recombinante
(rEF1b) da Proteina
beta do fator-1 de
alongamento
eucariotico de
Leishmania (EF1b),
para diagnosticar LV e
LT humana e canina.
Também foi realizado o
acompanhamento
sorolégico antes e
depois do tratamento de
pacientes humanos.

B26

Boa sensibilidade e
especificidade para
diagnosticar LV e LT
humana, bem como LV
canina sintomatica e
assintomatica. Além disso,
foi observada baixa
reatividade cruzada quando

testaram soro de individuos Néo.

saudaveis ou com doencas
relacionadas a
leishmaniose. O estudo
sugeriu ainda que a

proteina recombinante

poderia ser avaliada como

marcador prognéstico para
a Leishmaniose humana.

Tamanho da amostra
reduzido, devido a
auséncia de maior painel
sorolégico composto por
amostras humanas e
caninas, Como amostras
com doencas relacionadas
a ocorréncia de reagdes
cruzadas com LV e LT.
Dessa forma, apesar de
ainda ser necessario
realizar estudos adicionais
sobre 0 uso dessa proteina,
0 estudo traz que os dados
preliminares mostrados
sugerem que rEF1b pode
ser considerado como
antigeno candidato para o
sorodiagndstico de LV e
LT humana e canina.

SANTOS et al.,
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(S;E,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
No trabalho em questao,
rAmastin mostrou boa
sensibilidade e
especificidade para o
sorodiagnostico de LVH e
L iligans LVC. O peptideo sintético
ELIS~A' Ut|||za_<;ao da mostrou alta sensibilidade o .
versao recombinante A A auséncia de um painel
. p e especificidade para i .
(rAmastin) da proteina - sorolégico superior, bem
. detectar os positivos, mas,
Amastina de ~ . como outras plataformas
: - ndo, para negativos e com NP
Leishmania (n° de . L . de diagnostico para testar
R LVH x pacientes possibilidade de reacdo A .
G saudaveis e LVH x LVH x pacientes cruzada, mostrando sua T EET I NETDE
XP—9033927QO',1). para doengas que podem  saudaveis e LVH x viabilidade em relacéo a & [paileEe sintetico,
avaliar sua eficacia no x 3 podem ser considerados
et causar reacao doencas que podem rAmastin. No estudo, a S P
SIS iED 6t cruzada: causar reacdo cruzada: proteina foi testada usando i RS0 CHILD,
Leishmaniose visceral . p - ¢ zaga. - p Entretanto, os resultados
: . rAmastin e epitopo 100% (rAmastin), 100% (rAmastin), um coorte de casos
humana e canina. Além Soro P R . - e " apresentados pelo estudo
- p especifico de célula B,  100% (peptideo). 100% (peptideo). brasileiros de LV, cujos o : c VALE et al.,
= IS, U G0 120 NITENDE derivado da sequéncia LVC x caes LVC x cées saudaveis  resultados corroboraram AL SRS G AT Bl 2019
especifico de célula B, canino. d pode ser considerada '

derivado da sequéncia
da Amastina foi

da Amastina.

saudaveis e LVC x
doencas que podem

e LVC x doencas que
podem causar reacdo

com os obtidos em um
estudo anterior usando uma

como candidata para o
diagnéstico de LVH e

sintetizado e avaliado causar rzagao Ooocruzada: . Tl basea_lda S sorgde LVC, e sugerem um papel
S ——— cruzada: 100% (rAmfastln), pacientes iranianos. Os imunogénico dessa

diagnéstico. Antigenos 100% (rAmastin), 100% (peptideo) . resultados do estudo roteina quando foi usada
g : y 98% (peptideo) . sugerem a ocorréncia de P 4

utilizados como
controle: proteina
recombinante A2 (rA2)
e 0 antigeno soltvel de
Leishmania (SLA).

uma agao imunogénica
baseada no perfil Thl
quando células derivadas
de pacientes com LV e
individuos controle foram
estimulados com a proteina
Amastina, contribuindo
para um possivel marcador
imunoldgico para a doenga
humana.

para estimular células
imunes derivadas de
pacientes com LV e

individuos saudaveis.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

ELISA: Clonagem,
expressdo e avaliacdo
de um novo antigeno
recombinante de rk39

de uma cepa iraniana de

Leishmania infantum

para diagnostico de

LVH e LVC, para
desenvolver um teste
diagnostico local e para
determinar a adequacéo
deste antingeno no
ELISA. Ferramentas
utilizadas como
controle: Antigeno
bruto de Leishmania
infantum e DAT (teste
de aglutinagdo direta).

B28

Novo antigeno
Soro recombinante de rk39
humanoe  de uma cepa iraniana
canino. de Leishmania
infantum.

85,7% (soro

humano) 86% (soro humano)
96,6% (soro 94,4% (soro canino).
canino).

O novo antigeno
recombinante rk39 de uma
cepa iraniana de L.
infantum parece que pode
ser usado para diagnéstico
de LV em humanos e cées.
Né&o foi observada
reatividade cruzada para
rk39-ELISA em ambos 0s
hospedeiros.

LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA A
PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
FUTURAS ESTUDO
Futuramente sera
projetado um estudo duplo
cego para determinar a
validade final do antigeno HOSSEINI
nas areas endémicas de Ira. FARASH et al.,
2020.

LV no Ir4, onde L.
infantum é
o principal agente
causador desta doenga.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(S;E,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
Houve auséncia de
amostras de animais
apresentando infecgdo
subclinica e de pacientes
ELISA: Utilizagdo da com resisténcia a infeccéo
versdo recombinante e de avaliacdo por um
(rLiHyC) da proteina periodo maior de tempo
L|HyC para a_lvallfflr sua rLiHyC e PeptC apos o tratame_ntq, sepdo
eficacia no diagnostico apresentaram alta considerados limitacoes.
de Leishmaniose presenta Dessa forma, apesar da
- sensibilidade e o .
visceral humana e A eficdcia dos antigenos
- G especificidade para a
canina. Além disso, um . estudados, eles devem ser
p e deteccdo de LVH e LVC. .
epitopo especifico de Além disso.nio houve validados nessas
célula B, derivado da ividad ! d i condicOes, para que
sequéncia de LiHyC . . GBI cruzada guando possam melhorar o
(PeptC) foi sintetizado Soro LIRS EEy e e SUMLEIES TR diagnéstico de LV, bem
P h especifico de célula B, 100% em soro 100% em soro testados em soros de x 9 Thes - MACHADO et
B29 e avaliado como humano e : o ] - : Néo. como serem utilizados Brasil.
ot - derivado da sequéncia  humano e canino. humano e canino. pacientes com doenga de ; p al., 2020a.
marcador diagnostico. canino. como biomarcadores pos-

Ferramentas utilizadas
como controle: testes
imunocromatograficos
DPP (antigeno
K26/K39) e IT-LEISH
(antigeno K39).
Também foi realizado o
acompanhamento
sorologico antes e
depois do tratamento de
pacientes humanos.

de LiHyC (PeptC) .

Chagas, Hanseniase,
Maléria, Tuberculose, bem
como erliquiose e
babesiose, no caso de caes,
demonstrando uma
performance satisfatéria
desses antigenos para o
diagnostico de LV.

terapéuticos. Apesar de
que os dois antigenos
apresentaram alta
sensibilidade e
especificidade, os
peptideos sintéticos,
comparados as proteinas
recombinantes, sdo mais
simples e baratos de se
produzir. Assim, o PeptC
pode ser considerado para
estudos futuros para ser
incorporado em outras
plataformas de
imunodiagndsticos.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(S;E,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
O perfil do anticorpo anti-
rLiHyG mostrou uma
. predominéncia do isotipo
rL'Héﬁs?g{ﬁzzz?g el 19G2, sugerindo a hip6tese
especificidade para a i(:1e dﬂ;?r rLJerI1|;¥SsggsdtZ
difgﬁqagigseol‘;/é'; ﬁolzj\\i(e:. imune com perfil Thl em
ELISA: Utilizacdo da reatividade cruzada quando pigﬁ:‘:ﬁ; I:?rfz(ij(;);t’ae F;(r)ge
versdo recombinante esse antigeno foi testado vacina contra LV grém
(rLiHyG) da proteina em soros de pacientes com inda sa v, P A
LiHyG doenca de Chagas, ainda sao necesi_arl_os mais
(XP_001467126.1) para Hanseniase, Malaria, es}fgi‘jﬂ‘:’i‘ég&our;m'zﬁ%fs’
diagnostico de LVH e Tuberculose, HIV, bem soroléaico Iimita%o de
LVC. Antigenos como no soro de cdes amosgt;ras humanas e
utilizados como Soro experimentalmente caninas. nimero baixo de
B30 controle: proteina MITIETRE [LiHVG 100% em soro 100% em soro infectado com Ehrlichia Nio amos’tras TBETAGE Brasil MACHADO et
recombinante A2 (rA2) [ ye humano e canino. humano e canino. canis, Babesia canis e ’ ' al., 2020b.

e 0 antigeno soltvel de
Leishmania (SLA).
Também foi avaliado o
papel prognéstico de
rLiHyG na LVH, com
acompanhamento
soroldgico pos-
terapéutico.

Trypanosoma cruzi,
demonstrando uma
performance satisfatéria
desses antigenos para o
diagnéstico de LV. No
estudo, o antigeno se
mostrou eficaz em
diferenciar pacientes com
doenca ativa em relagéo ao
tratados, com reducéo
significativa de anticorpos
anti-rLiHyG apds o
tratamento.

pacientes tratados, além de
auséncia de amostras de
pacientes apresentando
infecgdo subclinica, bem
como de amostras
humanas e caninas
resistentes a infeccao.
Entretanto, os dados
apresentados devem ser
tomados como uma prova
de conceito sobre o uso de
rLiHyG como antigeno
diagnostico para LVH e
LVC e como possivel
marcador prognostico para
a doenga humana.
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NO

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO

SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

B31

ELISA: Utilizacdo da
versdo recombinante
(rPK) da proteina
Leishmania infantum
pyridoxal kinase (PK)
para avaliar sua eficacia
no diagnostico de
Leishmaniose visceral
humana e canina. Além
disso, um epitopo
especifico de célula B,
derivado da sequéncia
de PK foi sintetizado e
avaliado como
marcador diagnastico.
Antigenos utilizados
como controle: proteina
recombinate A2 (rA2) e
o0 antigeno soluvel de
Leishmania (SLA).
Também foi avaliado os
niveis especificos de
anticorpo igG antes e
apds o tratamento da
Leishmaniose visceral
em humanos.

Soro
humano e
canino.

rPK e peptideo
especifico de célula B,
derivado da seugéncia
de PK.

LVH x pacientes
saudaveis e LVH x
doengas que podem

causar reacao
cruzada:
100% (rPK),
100% (peptideo).
LVC x caes
saudaveis e LVC x
doencas que podem
causar reacéo
cruzada:
100% (rPK),
100% (peptideo) .

LVH x pacientes
saudaveis: 96% (rPK),
96% (peptideo). LVH
x doencas que podem
causar reagao cruzada:

99% (rPK),
98,8% (peptideo) .
LVC x cées
saudaveis:
98,2% (rPK),
96,4% (peptideo).
LVC x doengas que
podem causar reacdo
cruzada:
97,8% (rPK),
97,8% (peptideo) .

O trabalho apresentou boa
sensibilidade e
especificidade para
identificar humanos e caes
assintomaticos e
sintomaticos infectados,
quando comprarado com
o0s antigenos utilizados
como controle. Além
disso,também foi utilzado
um peptideo sintético, que
comparados as proteinas
recombinantes, s&o mais
simples e baratos de se
produzir. O estudo
demonstrou uma
reatividade cruzada
minima quando foi
utilizado soro de pacientes
com doengas relacionadas
a Leishmaniose Visceral,
como doenca de Chagas e
pacientes saudaveis
moradores de areas
endémicas, no caso de
humanos, bem como soro
de cées imunizados, e
portadores de doencas
como babesiose e
erliquiose. Os resultdos
mostraram que 0s
antigenos podem ser
canditados para avaliar o
prognostico da doenca
apos o tratamento.

Néo.

O painel soroldgico
utilizado ndo contem
amostras de humanos e
cées infectados com outras
espécies de Leishmnania,
além da Leishmania
infantum, o que o estudo
considera como limitacéo.
Além disso, houve uma
reatividade cruzada
inesperada e inexplicada
em cées saudaveis
moradores de areas
endémicas, sendo
necessario haver estudos
adicionais empregando um
painel sorolégico maior
com esses cées, a fim de
responder essa questdo.O
estudo traz que os
antigenos propostos
devem ser tomados como
uma prova de conceito da
capaciddade que eles tém
de serem avaliados como
marcdores dignésticos
para LV humana e canina,
bem como uma sugestdo
para avaliar esses
antingenos como
marcadores prognosticos
para o tratamento da LV.

PAIS DE
ORIGEM ~
DO REFERENCIAS
ESTUDO
OLIVEIRA-DA-
Brasil. SILVA etal.,
2020a.
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NO

BASE DO METODO

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso

COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS

FUTURAS Do

PAIS DE
ORIGEM

ESTUDO

REFERENCIAS

B32

ELISA: Utilizacdo da
versdo recombinante
(rLiHyJ) da proteina

LiHyJ e de epitopo
especifico de célula B (
PeptJ ), derivado da
sequéncia da LiHyJ
para diagnostico de
LVHe LVC.
Antigenos utilizados
como controle: proteina

recombinate A2 (rA2) e
o0 antigeno soluvel de

Leishmania (SLA).

Também foi avaliado o
papel prognéstico de
LiHyG na LVH, com

acompanhamento
soroldgico pos-
terapéutico. A
imunogenicidade in
vitro da proteina
recombinante também
foi avaliada.

TIPO DE
AMOSTRA
rLiHyJ e peptideo
hu;(;?o e sintético de célula B
: (PeptJ), derivado da
canino.

sequéncia de LiHyJ.

LVH:
rLiHyJ: 100%
PeptJ: 100%
LVC:
rLiHyJ: 100%
PeptJ: 90%

LVH:
rLiHyJ: 99,1%
PeptJ: 99,1%
LVC:
rLiHyJ: 99%
PeptJ: 99%

As amostras com soro de
pacientes com LV foram
capazes de identificar os
antigenos com alta
sensibilidade e
especificidade, enquanto
amostras com reagéo
cruzada ndo foram capazes
de identifiicar os
antigenos. Nas amostras
€Oom SOro canino, 0s
resultados mostraram que
rLiHyJ foi recinhecida por
todas as amostras
assintomaticas e
sintomaticas, equanto
PeptJ foi recinnhecido por
todos os sintomaticos e
pela maioria dos cées
assintomaticos. A
reatividade humoral
especifica de rLiHyJ foi
avaliada antes e ap6s o
tratamento e houve uma
reducéo significativa do
nivel de anticorpos ap6s o
tratamento (principalmente
1gG2). Entretanto, um
perfil humoral similar foi
encontrado quando SLA
foi utilizado como antigeno
(principalmente 1gG1). A
linfoproliferacéo especifica
de rLiHyJ foi avaliada em
culturas de PBMC de
pacientes com LV e
individuos saudaveis. Os
resultados mostraram uma
alta resposta proliferativa.

Como limitagdes do
estudo, utilizou-se um
método controlado e
limitado painel sorol6gico
canino e humano. Além
disso, ndo foram
encontradas amostras
de humanos apresentando
infeccdo subclinica, bem
como de cdes e humanos
resistentes a infecgdo ou
apresentando outras
doengas de reacéo
cruzada. Embora
preliminares, pode-se
especular que a
reatividade humoral
especifica de rLiHyJ
poderia ser aplicada no
monitoramento para o
controle e cura da
doenga,como marcador
prognéstico da LV, e que
resultados sugerem que
rLiHyJ também pode ser
avaliada em estudos
futuros como um
imunogeno contra a
infeccdo por L. infantum.
Os dados aprsentados
podem ser considerados
como uma prova de
conceito de aplicabilidade
de LiHyJ, utilizada como
antigeno recombinante ou
peptideo sintético, para
novos estudos visando
avaliar sua agdo
profilatica, eficacia
diagnostica e/ou
progndstica na LV.

Brasil.

OLIVEIRA-DA-
SILVA etal.,
2020bh.
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TIPO DE JAESTAEM LIMITACOESE OPQ:(SBEI\EA
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
ELISA: descrlgao de O estudo ainda necessita
novas proteinas o
o de realizagéo de
quiméricas (D1, D2, Disponibilidade de um validages posteriores em
D3, Q1SX, Q2SX, Lci2 (para diagnéstico 1P - GOES POSIETIC
Soro - 82% (soro humano) Unico teste rapido e de testes diagnosticos,
Q4SX, Q5), baseada em humano), Lci3 e 100% em soro - « « - 2 . SANTOS et al.,
B33 . . humano e . 100% (soro - baixo custo para deteccdo Néo. utilizando principalmente Brasil.
antigenos previamente - Lcil2 (para - humano e canino. . 2020
. canino. I - canino). das formas humanas e a proteina Q5,
descritos para diagndstico canino). -
R - caninas de LV. empregando tanto o
diagnostico sorol6gico
ELISA, como plataforma
de LV em humanos e b
cies de teste rapido.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

PCR: Utilizacdo do
PCR, empregando os
primers sense e uma

mistura 1:1 de primers
antisense, para o
diagnostico de LVH,
que recozem a origem
de replicagdo de ambas
as fitas da molécula do
minicirculo de kDNA
do parasita e
amplificam uma regido
conservada de 120 pb.
Ferramentas utilizadas
como controle: aspirado
de medula 6ssea
microscopia corada
com Giemsa e IFAT.

C34

Sangue
periférico
humano.

Primers sense e uma
mistura 1:1 de primers
antisense que
amplificam uma
regido de kKDNA.

91%.

100%.

Os resultados mostraram
uma alta sensibilidade e
especificidade. Por se um
procedimento ndo
invasivo, e
sem perder a sensibilidade
e especificidade, pode-se
dizer
que a PCR é uma técnica
eficiente para centros de
salde.

Em 5 amostras de sangue
de
casos confirmados de LV
nenhum DNA foi
detectado.lsso pode ser
confirmado pelas
limitagOes operacionais do
ensaio e pelo tempo de
armazenamento e
condicéo das amostras.
Devido a alta eficacia dos
ensaios de PCR, seria
interessante padroniza-los
para avaliar sua
importancia no rotina
atuais de diagnéstico de
LV.

Brasil.

DISCH et al.,
2003.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
PCR: Utilizacdo do
PCR, empregando o0s Apesar da alta
primers RV1/RV2, para sensibilidade e
o diagnéstico de LVH. especificidade, o sistema
O DNA de cinetoplasto deve ser verificado em
(KkDNA) foi escolhido uma condicdo de campo
como alvo molecular. 0 estudo mostrou alta maior com uma amostra
Os produtos de PCR sensibilidade e populacional
foram separados por cespecificidade para a relativamente grande.O
eletroforese em Gel de detec 2\0 de LVH 'Fl)'odas as uso de amostra de urina
agarose a 1,5% e uma arr?ostras de écientes para o diagndstico de LV
banda de 145 pares de Amostras Primers RV1 e RV2, saudaveis ou ﬁ]dividuos em pacientes MOTAZEDIAN
C35  bases (pb) de kDNA humanas de  que tém como alvo 96,8%. 100%. Néo. imunocompetentes foi Ird.
- com outras . etal., 2008.
que pertence a urina. kDNA. doengas(Leishmaniose aplicado neste estudo pela
Leishmania foi cutgnea Brucelose primeira vez, e devido a
detectado por Maléria e Hidatidose foram sua alta sensibilidade e
ultravioleta - x especificidade e, ainda,
o . negativas, ndo havendo el :
transiluminacéo apos reacio cruzada simplicidade, pode servir
coloragéo com brometo ¢ ' como uma ferramenta
de etidio. Dez

promastigotas do
padréo L. infantum
foram adicionados a
urina de individuos
saudaveis e usados
como controle positivo.

valiosa no diagnéstico de
LV. Este teste também
demonstrou a circulagao
de parasitas
no trato urinario.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS ESTUDO
PCR em tempo real e
PCR: Avaliagdo do Ambos 0s métodos
PCR, empregando os Os primers RV1/RV2
primers RV1/RV2, e do apresentaram uma alta permitem a deteccdo de
PCR em tem 6 sensibilidade. A baixa menos de um
real(qQPCR) utiligando especificidade encontrada arasita por amostra, mas
0s r(?]esmo’s primers neste estudo pode ser P ndo apmplificam L
' explicada - '
o dagnesico do LV, pelo fato de que amstes praciliensi, s agetes
- ’ negativas por observacao -
O DNA de (_:lnetoplgsto direta foram positivas pela causqdores d_e varios casos
(kDNA) foi escolhido de leishmaniose no Brasil
como alvo molecular. Pri RV1eRV2 qP(_:R, dem_(gr_}ls_tc;’agdg a em geral. Dentre os DA TA
Em ambos os métodos Sgngqe rimers € ' gPCR: 91,3% gPCR: 29,6% maor sensibitioace do x métodos disponiveis, a . cos
C36 moleculares foram periférico que tém como alvo PCR: '97 7’8% PCR: '61 éZ% método gPCR e indicando Nao. PCR em temno reaI’é Brasil. LIMAetal.,
humano. kDNA. U U que sua especificidade P 2013.

gerados produtos de
aproximadamente 145
pares de base (pb) e as
reagBes foram
padronizadas usando
um controle de DNA:
Leishmania
(Leishmania) chagasi
MHOMI/BR/74/PP/75.
Ferramenta utilizada
como controle: aspirado
de medula 6ssea.

pode ter sido subestimada.
Os primers RV1/RV2
proporcionaram maior
sensibilidade e maiores
taxas de resultados
positivos do que o uso de
esfregaco de aspirado de
medula dssea para
deteccdo de amastigotas de
Leishmania.

particularmente vantajosa,
dada a sua eficacia para
amostras contendo um
pequeno nimero de
parasitas e nos casos em
que o diagndstico
diferencial pode ser
crucial, tendo em vista a
ampla gama de
manifestagdes clinicas.
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TIPO DE JAESTAEM LIMITACOESE OPQ:(SBEI\E/I
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
gPCR: Utilizagéo do
PCR quantitativo em © CETIR TSR
SOl resultados promissores
deteccdo de DNA de S p ’ .
" incluindo um bom valor Deplegdo rapida
cinetoplasto de L. L - -
- preditivo negativo em do DNA do parasita na
infantum (KkDNA), - . a
amostras de pacientes urina apds o tratamento (a
como ferramenta - ¥ :
S suspeitos ndo tratados. A partir de uma dose de
diagndstica para x o
LVH.Primers detecgcdo de DNA de antimoniato de
- o Leishmania na urina por meglumina) foi sugerido
utilizados: Linf.1-23F e a 3 . .
; gPCR também foi possivel por resultados negativos
Linf.1-154R. O L o
~ em individuos com ou sem de gPCR, indicando-0
protocolo de extracdo P .
. . insuficiéncia renal como uma possivel
selecionado foi - S :
. sugestiva A aplicacdo da amostra alternativa para
ETIETELD T AT PCR usando urina como acompanhar a eficécia da
0 DNA (cepa de Amostras Primers Linf.1-23F e gmostra S g —— aborga oo iR PESSOA-E-
C37 referéncia de L. humanas de  Linf.1-154R, que tém 96,08%. Néo calculado. P Nao. 9 ap ' Brasil. SILVA et al.,
. - um complemento tornando este método uma
infantum urina. como alvo KDNA. 2016.

MHOM/BR/1974/PP75
). Ferramentas
utilizadas como
controle: Teste

imunocromatogréafico
utilizando antigeno

rk39, teste molecular

empregando qPCR em
amostras de sangue

humano. Avaliou-se a
utilizagéo de quatro

protocolos para a
extracdo do DNA da
urina.

diagnéstico confortavel,
prético e rapido em relacdo
as técnicas convencionais
de rotina e suas limitagdes.
Apds uma analise
multifatorial que incluiu
também laboriosidade,
tempo de processamento e
custo, optou-se pelo
protocolo Il (QlAamp®
DNA Mini Kit) para
otimizacéo do ensaio
gPCR para urina.

abordagem importante
para investigar a
progresséo da doenca. O
estudo busca trazer um
aprimoramento para o
diagnéstico molecular da
LV, refletindo, assim, em
beneficios para os
profissionais de satde e
principalmente para os
pacientes.
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N°  BASE DO METODO

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

Immunoblotting:
Utilizagéo de
Immunoblotting
(Western blot) para
diagnostico de LVH e
C38 Leishmaniose cutanea

(LC) e comparagéo com

métodos moleculares
de rotina. Ferramenta

utilizada como controle:

PCR.

Urina: 83,7%

Proteinas especificas LVH: 92,8%
para cada espécie de LC: 78,2%
Leishmania; Extrato Soro: 97,2%
bruto de L. infantum. LVH: 100%
LC: 95,6%

Nao calculado.

Pela possibilidade de
visualizar o antigeno alvo
em pacientes que sofrem

de leishmaniose, esta

metodologia permite
identificar biomarcadores
especificos, indicativos da
espécie infectante de
Leishmania. O antigeno
padrdo de reconhecimento
por anticorpo presente no
Soro ou urina dos pacientes
apresentaram algumas
homologias, mas alguns
antigenos sdo reconhecidos
apenas por anticorpos
liberados na urina.

Né&o.

Houve reatividade cruzada
do antigeno de L.
infantum, especificamente
com o anticorpo
encontrado nas amostras
de urina de LC
e pacientes com LHV.
Assim, esse achado requer
mais estudos com maior
numero de amostras. O
método oferece uma
potencial oportunidade
para desenvolver uma
nova ferramenta de
diagnostico ndo invasiva e
especifica para cada
espécie.

Franga.

MIRZAEI et al.,
2018.
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NO

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

D39

D40

PCR:Utilizacdo de PCR
para identificacéo de
Leishmania donovani

na LVH e LVC, através

de amplificagdo de um
fragmento presente nos
minicirculos de KDNA.
Primers utilizados: | e
11. Ferramenta utilizada
como controle:
microscopia em lamina
de medula 6ssea.

PCR: Avaliagédo da
utilizagdo do PCR, para
diagnostico de
Leishmaniose e
identificagdo de
espécies, empregando
os primers R221 e
R332, tendo como alvo
molecular o ssu rDNA,
e primers LITSR e
L5.8S, tendo como alvo
ITS1-DNA. A
sensibilidade do ssu
rDNA- e ITS1-PCR foi
comparado usando
amostras de sangue
enriquecidas com
promastigotas de L.
donovani DD8 ou L.
infantum LRC-L639.

Amostras de
aspirado de
medula
6ssea e
amostras
inteiras de
sangue e
S0ro
humano e
amostras de
aspirado de
medula
6ssea e
amostras de
bago canino.

Amostras de
aspirado de
medula
6ssea e de
sangue
periférico
humano e
canino.

Primers I e Il, tendo
como alvo kDNA.

Primers R221 e R332,
tendo como alvo ssu
rDNA. Primers
LITSR e L5.8S, tendo
como alvo ITS1-
DNA.

LVH:
Medula + sangue: LVH:
95,5% Medula: 100%.

Medula: 91%.
Sangue: 68,8%
Soro: 29,4%
LVC: 83,3%.

Soro: 100%.
LVC: 100%.

Néo calculado.

Sangue: 100%.

Néo calculado.

A amplificacdo do kDNA
de L. donovani por PCR é
um método rapido e
altamente sensivel para
diagnéstico, pois niveis
baixos como 1-10 fg de
kDNA pode ser detectado.
Os primers | e Il foram
altamente especificos.
Nenhum produto de
amplificagédo foi visto em
amostras de controle de
humanos ou cdes. Também,
nos cdes, ndo houve
amplifica¢éo de produtos
das espécies que causam
Leishmaniose cutanea.

O ssu-rDNA-PCR
mostrou-se mais sensivel
que ITS1-PCR. No
entanto, a identificagdo das
espécies ndo foi possivel
pela primeira abordagem.
Ambos os ensaios de PCR,
ssu rDNA- e ITS1-PCR,
deram os melhores e quase
idénticos resultados
quando as
amostras de sangue
semeadas foram
manchadas em papel de
filtro normal, em vez de
laminas de vidro.

Né&o.

Os resultados sugerem que
a PCR pode ser dtil na
deteccdo de KDNA na

medula dssea

e sangue de pacientes com

leishmaniose visceral. Na
coleta de amostras para
analise, é mais fécil e
conveniente obter sangue
do que coleta de amostras
de medula 6ssea. Também
é mais facil obter volumes
maiores de sangue do que
amostras de medula 6ssea,
por isso este método é
muito mais aceitavel para
0s pacientes.

Este método é aplicavel
em areas ndo endémicas,
bem como em regides
onde
espécies de parasitas sao
etiologicamente
relevantes.

China.

Alemanha

HU et al., 2000.

SCHONIAN et
al., 2003.
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NO

BASE DO METODO

TIPO DE
AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

REFERENCIAS

D41

D42

PCR: Avaliagdo da
utilizagdo do PCR, para
diagnostico de
Leishmaniose e
identificacdo de
espécies, empregando
0s primers MC1 e MC2
e AJS1/DB8, que
foram projetados a
partir da sequéncia
completa do
minicirculo de kDNA
de L. infantum. os
resultados de PCR
foram comparados com
dados de culturas in
vitro.

PCR-RFLP: Utilizagdo
de PCR-RFLP
(Restriction Fragment
Length Polymorphisms)
para identificacdo de
Leishmania infantum na
LVH e LVC, através de
amplificacdo de um
fragmento presente nos
minicirculos altamente
reiterados de kKDNA.
Primers utilizados:
RV1/RV2. Enzimas de
restricdo utilizadas para
a digestao de produtos
de PCR: BsiY 1-3e
Mlun NI.

Amostras de
aspirado de
medula
6ssea e de
sangue
periférico
humano e
canino.

Amostras de
sangue
periférico
humano e
canino.

Primers MC1/MC2 e
AJS1/DBS, que tém
como alvo kDNA.

Primers RV1/RV2,
que tém como alvo
kDNA.

LVH: o artigo ndo
traz essa
informagdo.
MC1/MC2:
14/22(total)
AJS1/DB8: 10/22
LVC:
MC1/MC2: 100%

Néo calculado.

O artigo néo traz essa
informagao.
(Nenhuma
amplificacédo foi
obtida para as
amostras de controle
negativo. Culturas de
hospedeiros saudaveis
foram negativas.)

Néo calculado.

Os resultados mostram que
0s primers séo altamente
especificos, detectando
apenas DNA L. donovani
s.l., e sensivel para a
deteccdo de DNA do
parasita em amostras
biol4gicas de trés
diferentes regies
geograficas de Portugal
(norte, centro e sul) e do
Brasil. Das 14 amostras
positivas de humanos com
primers MC, 4 foram
negativas com o conjunto
AJS1/DBS8, sugerindo uma
maior sensibilidade do
conjunto MC.

A alta sensibilidade deste
protocolo permite o
diagnéstico de infecgdo e
caracterizacdo da cepa em
humanos e cées
assintomaticos. Os
resultados do estudo
também permitem
classificar diferentes cepas
de acordo com o padréo
associado a regido
geogréafica.

Néo.

Néo.

Em amostras caninas,
apenas PCR com primers
MC
foi capaz de detectar todos
os cdes comprovadamente
infectados,
correspondendo a 100%
de sensibilidade, enquanto
AJS1/DB8 néo produziu
bons resultados. Uma
maior diversidade de
cepas de diferentes regides
geograficas terdo que ser
testadas antes que o PCR
possa ser usado com 0s
primers MC como método
de diagnostico
padronizado para
infecgdes por L. infantum.

Portugal.

Mais pesquisas sao
necessarias para avaliar a
utilidade do protocolo
PCR-RFLP descrito em
areas em que coexistem
diferentes espécies de
Leishmania.

Italia.

CORTES et al.,
2004.

FERROGLIO et
al., 2006.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS REFERENCIAS
AMOSTRA DO
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
PCR: Utilizagdo de
PCR para deteccéo e
identificacdo de Este estudo emprega a ja
Leishmania na LVH e estabelecida PCR do
LVC, através de Sequéncia ITS-1
amplificacéo de um modificada pelo método de
fragmento presente analise usando o SSCP e,
regido do espagador ndo, RFLP. E um método slise d d d
transcrito interno 1 Amostras de Pri LITSR barato, ndo muito exigente ﬁ alga Ise ce pFr," d utos de
(ITS1) do gene de sangue rimers L1 e . x tecnicamente falando x € por S.SC € cepas - CHARGUI et al.,
D43 P L5.8S, que tém como 0,1 parasitas por Néo calculado. : p Nao. de referéncia provarama  Tunisia.
rRNA. Além disso, humano e x e disponivel para um A 2012.
- - alvo ITS1. reacdo de PCR. P i especificidade do ITS1 no
seguido pelo canino. laboratorio clinico para nivel de espécie
polimorfismo deteccéo e tipagem pecie.

conformacional de fita
simples (SSCP), o
PCR-ITS1 permitiu a
identificacdo de
espécies de Leishmania.
Primers utilizados:
LITSR e L5.8S.

de Leishmania diretamente

de amostras clinicas, além
de poder identificar
amostras de cultura

negativas ou contaminadas.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE

AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO

SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA
PERSPECTIVAS Do
FUTURAS ESTUDO

REFERENCIAS

PCR em tempo real e
PCR: Avaliacéo do
PCR, empregando os
primers RV1 e RV2,
tendo como alvo
molecular o DNA de
cinetoplasto (KDNA),
primers LITSR e L5.8S,
tendo como alvo ITS1-
DNA e do PCR em
tempo real (QPCR),
utilizando os primers
RV forward e reverse e
sondas de hidrdlise
TagMan, tendo como
alvo kKDNA, como
ferramentas para o
diagnéstico de LVH,
identificando L.
infantum. Ferramenta
utilizada como controle:
teste de aglutiniacdo
direta (DAT).

D44

Amostras de
sangue
humano e
canino.

Primers RV1/RV2 e
RV forward e reverse
, que tém como alvo
kDNA. Primers
LITSR e L5.8S, que
tém como alvo ITS1-
DNA.

LVH:
gPCR: 93,9%
kDNA-PCR: 75,6%
ITS-PCR: 53,7%
LVC:
gPCR: 100%
kDNA-PCR: 88,9%
ITS-PCR: 72,2%

LVH:
gPCR: 100%
kDNA-PCR: 100%
ITS-PCR: 88,9%
LVC:
gPCR: 96,4%
kKDNA-PCR: 94,6%
ITS-PCR: 89,3%

JAESTAEM
PONTOS POSITIVOS uso
COMERCIAL?
Por PCR convencional,
PCR baseado em kDNA
foi mais sensivel do que a
PCR baseada em ITS. Um
alto nivel de concordancia
foi obtido entre 0 DAT Néo.

(que foi considerado como
teste base e padrdo para
célculo de sensibilidade,

especificidade)
e PCR em tempo real.

Como a PCR em tempo
real ¢ um ensaio rapido,
sensivel, reprodutivel e
quantitativo para deteccéo
de infeccéo por L.
infantum em cées e Ira.
humanos, constitui uma
alternativa ndo invasiva a
aspiracdo de medula 6ssea
para diagnéstico inicial da
doenga.

MOHAMMADI
HA et al., 2013.
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N°  BASE DO METODO

TIPO DE

AMOSTRA

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

PCR:Utilizacéo de PCR
para identificagéo de
espécies e diagnéstico
de LVH e LVC, através
de amplificagdo de um
fragmento presente na
regido do espagador
transcrito interno 1
(ITS1) . Primers
utilizados: LITSR e
ITSIR-TR1. Também
foram utilizados duas
probes: Probel :
CCGTTTATACAAAA
AATATACGGCGTTT
CGGTTT—FL; Probe
2: LC640
GCGGGGTGGGTGC

GTGTGTG—PH.

D45

Amostras de
medula
6ssea e de
sangue e
Soro
humano e
amostras de
sangue
canino.

Primers LITSR e
ITS1IR-TR1, tendo
como alvo ITS1.

O artigo néo traz
essa informagéo.

O artigo néo traz essa
informagao.

O método proposto
apresenta uma
sensibilidade para o
diagnostico rapido e
correto da leishmaniose em
todos os
tipos de amostras clinicas.

Néo.

O método para
identificagdo de espécies
ainda é limitado e precisa

de mais andlises.
Variagdes genotipicas
baseadas na regido ITS1
de parasitas de Leishmania
na Turquia dentro de
espécies e intraespécies
foram determinadas. Os
achados deste estudo
mostraram que L. tropica
€ um dos agentes
causadores de infeccdes
humanas e caninas
leishmaniose visceral na
Turquia.

Turquia.

TOZ et al., 2013.
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) TIPO DE i JAESTAEM LIMITACOES E OPQ:(SBE,\EA .
N°  BASE DO METODO AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE PONTOS POSITIVOS uso PERSPECTIVAS DO REFERENCIAS
COMERCIAL? FUTURAS
ESTUDO
PCR: avaliar a eficacia
da isoforma CPA de . .
N Houve baixos niveis de
sequéncias semelhantes itividad
a catepsina L como alvo p.OS',t'\." ade nas amostras
para diagnéstico bioldgicas utilizadas como
molecular de LVH e Diferentes espécies de moi?]gli(ééglgc(ij{:\)isss(;n;,eha
LVC e como marcador Amostras de Medigdo de Leishmania foram testadas CatLe(i;sh-PCR ara
filogenético da sanaue sensibilidade e ndo houve amplificagdo diaanéstico por PCpR ois
variabilidade humz?no e demonstrou que 0s cruzada com nenhuma das r?wesmo err:] amostljars)
intraespecifica de L. amostras de Primers CatLeishF e~ marcadores foram espécies associadas ao bioloaicas onde o material
infantum. As sanaue CatLeishR, tendo eficientes em complexo da leishmaniose engtico dos parasitas & DA SILVA et al
D46  sequéncias de genes svvgab ! como alvo DNA de amplificar 100%. tegumentar no Brasil. Néo. gescasso ou dgnificado Brasil. 2019 "
CPA semelhantes a coniutival e isolados de L. oDNAalvoe Quando o CatLeish-PCR foram obtidos resultadc;s '
catepsina L alinhadas am (J)stras de infantum. formaram bandas foi testado contra satisfatorios de
foram usadas para urina detectaveis em hemoparasitas pertencentes amplificacies. CatLeish-
procurar regides de canina concentracoes de a géneros Babesia, P(?R o dge ter. otencial
€oNsenso e projetar ' até 10-'' ng/ul. Ehrlichia e Trypanosoma, ara mgnitorar 2 remissio
primers especificos. Foi ndo houve amplificagdo. P da infeccdo na LVH e
utilizado o CatL_e_lsh- como indicador de eficécia
PCR para amplificar d iveis abord
DNA de isolados de L. € possivels abordagens
infantum. Primers terapéuticas.

utilizados: CatlLeishF e
CatlLeishR.
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ND

BASE DO METODO

TIPO DE

AMOSTRA ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

E48

Microscopia: Utilizacdo
de quantitativo de buffy
coat (BC) para
diagnostico de LVH e
LVC. Para isso, foi
avaliado o padréo de
fluorescéncia dos
nucleos de L. chagasi e
cinetoplasto em QBC®
de promastigotas foi
observado e
caracterizado.

Microscopia de BC:

54,3%.
An;gf}giz de Corpos de_ Leish’mania rk39:
periférico donovam e antigeno 7_1,6%.
humano recombinante rk39. Combinagéo dos
' dois testes:
96,3%.

Microscopia de BC:
100%.
rk39:

82,9%.
Combinagé&o dos dois
testes:

90%.

Microscopia de BC,
quando avaliada
unicamente, mostrou
concordancia aceitavel
com a microscopia de
aspirado de linfonodos e
com o PCR. Os achados
deste estudo apoiaram o
uso de microscopia de BC
em combinacéo com teste
com rK39, que usam
amostras ndo invasivas de
sangue periférico, que sdo
testes de beira de leito
simples, sem riscos e
faceis,
produzindo diagnéstico
preciso de LHV em
laboratérios de
comunidades e hospitais de
areas rurais.

Né&o.

A microscopia de BC é
um teste que tem
especificidade perfeita
(100%) e graus de
parasitemia, mas com
sensibilidade limitada,
enquanto o rkK39 é um
teste rapido, facil e mais
sensivel. Esse
combinagao aprimora o
desempenho diagnoéstico
final.

Arabia
Saudita.

EL-AMIN;
KHALID; EL-
BADRY, 2020
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N°  BASE DO METODO

ANTIGENO/ALVO SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE

PONTOS POSITIVOS

JAESTAEM
uso
COMERCIAL?

LIMITACOES E
PERSPECTIVAS
FUTURAS

PAIS DE
ORIGEM
DO
ESTUDO

REFERENCIAS

Teste de esfregago de
buffy coat e
imunoensaio:

Utilizag&o em conjunto
de microscopia de buffy

coat (BC) e teste
imunocromatografico
com rK39 para
E47  diagnostico de LVH.
Como comparagao foi
utilizado a técnica de

microscopia de aspirado

de linfonodos e como
teste confirmatério e
teste padrédo de
referéncia foi utilizado
PCR.

LVH:
Medula 6ssea:
100%.

Sangue periférico:

81,8%.
LVC:
100%.

LVH:
Medula 6ssea:
83,3%.
Sangue periférico:
100%.
LVC:

Como nenhum estudo
foi projetado para
isso, a especificidade
do QBC® para LVC
ndo foi avaliada neste
estudo.

Microscopia de BC,
quando avaliada
unicamente, mostrou
concordancia aceitavel
com a microscopia de
aspirado de linfonodos e
com o PCR. Os achados
deste estudo apoiaram o
uso de microscopia de BC
em combinagao com teste
com rK39, que usam
amostras ndo invasivas de
sangue periférico, que sdo
testes de beira de leito
simples, sem riscos e
faceis,
produzindo diagndéstico
preciso de LHV em
laboratérios de
comunidades e hospitais de
areas rurais.

Né&o.

Um simples corpo
fluorescente no QBC®
pode ndo
representar os nlcleos de
amastigotas extracelulares,
como as altas taxas
iniciais de falsos positivos
tém mostrado.
Quando o padrdo de
fluorescéncia, o tamanho
da
os nucleos e a presenga do
cinetoplasto foram
considerados, a propor¢éo
de testes falso-positivos
foi
significativamente
reduzida.

Brasil.

LIARTE et al.,
2001.
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5.2.1. Ano de publicacéo

Graéfico 2. Grafico representando os anos das publicacGes dos artigos elegiveis e quantidade de

trabalho publicado em cada ano.
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1978, que avaliou a técnica de micro-ELISA, utilizando soro humano e canino. Em relacao aos
artigos mais recentes, 6 utilizaram amostras de soro humano e canino e empregaram ELISA
como teste diagnostico, avaliando como antigenos, proteinas recombinantes (B28; B30; B33) e
proteinas recombinantes e epitopos especificos de célula B (B29; B31; B32). O sétimo artigo
mais recente, utilizou microscopia de buffy coat em conjunto com teste imunocromatografico
em amostras de sangue periférico humano (E48).

Ainda, dos 48 artigos incluidos, mais da metade, 32 artigos (66,67%), foram publicados
nos altimos 10 anos, a partir de 2012.
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5.2.2. Paises de origem dos artigos

Figura 3. Mapa representando os paises de origem dos estudos e a quantidade de trabalho

publicado por cada pais.

.....

Ty
-

Colémbia: 1

Dos 48 artigos incluidos na revisdo (Apéndice 1), 29 foram publicados no Brasil
(61,22%). Nesse conjunto estdo incluidos artigos que abordaram métodos moleculares,
soroldgicos e parasitologicos, que avaliaram apenas amostras humanas e amostras humanas e
caninas, um teste avaliado por artigo, testes avaliados em conjunto com outros testes, bem como
antigenos/alvos Gnicos e em conjunto com outros antigenos, alvos.

Além disso, alguns estudos publicados em um certo pais também utilizaram amostras
de outros paises, como em SCHONIAN et al., 2003 (D40), que além de amostras da Alemanha,
utilizaram amostras testadas em Jerusalém e em MIRZAEI et al., 2018 (C38), que utilizaram
apenas amostras oriundas do Ird, mas o autor correspondente do trabalho esta vinculado a uma

Universidade na Franca.
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5.2.3. Base dos métodos utilizados

Tabela 6. Tipo de testes avaliados e a quantidade de artigos por cada teste.

Base do Método Quantidade de
artigos
ELISA 27
ELISA + Immunoblotting 1
Immunoblotting 1
ELISA+ ICT 1
ICT 1
Microscopia de buffy coat + 1
ICT

Microscopia de buffy coat 1
Teste rapido com vareta 1
Teste de aglutinacdo em latex 1
Teste de aglutinacéo direta 1
PCR 8
PCR-RFLP 1
PCR + gqPCR 2
gPCR 1

ELISA foi o tipo de teste mais utilizado para avaliar métodos diagnoésticos na LVH
(56,25%). PCR foi 0 segundo método mais utilizado (16,66%), seguido de PCR em conjunto
com gPCR (4,16%).

Nos artigos que utilizaram mais de um método, a classificacao para definir o tipo de
método, se soroldgico, molecular ou parasitologico, foi feita de acordo com o primeiro teste,

dentro do conjunto, considerado como teste principal.
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5.2.4. Amostras utilizadas

Graéfico 3. Representacdo grafica dos tipos de amostras utilizadas pelos artigos para a realizacdo

de testes para diagnostico de LV.

Amostras humanas utilizadas
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A amostra mais utilizada foi o soro, presente em 33 artigos (68,75%). Em seguida, o
sangue periférico, que foi utilizado em 7 artigos (14,58%). O conjunto de amostras aspirado de
medula Ossea e sangue periférico foi utilizado em 3 artigos (6,25%). O agrupamento de
amostras aspirado de medula 6ssea, soro e sangue periférico foi avaliado em 2 artigos (4,16%).
Houve utilizagdo de amostras de urina em 2 artigos (4,16%) e o conjunto de amostras urina e

soro foi utilizado em 1 artigo (2,08%).
5.2.5. Antigenos/alvos utilizados

Nos artigos que utilizaram métodos soroldgicos, houve uma grande diversidade de
antigenos avaliados para o diagndstico de LVH. Em 18, apenas um antigeno, do tipo proteina
recombinante ou outros tipos de proteina, foi avaliado em cada trabalho (A01; A05; A06; BO7;
B08; B09; B10; B13; B16; B19; B21; B22; B23; B24; B26; B28; B30; B33). Em 4 trabalhos
(A3; B6; B15; B25), avaliou-se a utilizacdo de varias proteinas separadamente, incluindo
proteinas recombinantes e outros tipos de proteina como antigenos em cada estudo. Em 2
artigos, (B11 e B20), avaliou-se a utilizagdo de um mix de proteinas e uma proteina quimerica
como antigenos. Em outros 9 artigos, (A02; A04; B14; B17; B18; B27; B29; B31; B32)
realizou-se a avaliacdo de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos derivados de célula
B.

Nos testes soroldgicos, a proteina mais utilizada foi a K39, incluindo sua forma
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recombinante, rK39, e peptideos sintéticos. Foram 5 artigos que utilizaram o antigeno (B10;
B11; B14; B24; B28) . O segundo antigeno mais utilizado foi o A2, aparecendo em 4 trabalhos,
em sua forma recombinante e em peptideos sintéticos (B09; B14; B15; B25). A proteina A2 foi
muito utilizada, em outros trabalhos de testes soroldgicos, como antigeno de controle. O terceiro
antigeno mais utilizado foi a proteina recombinante rLiHys, sendo avaliada em 2 artigos (B21;
B22).

Em relacdo aos trabalhos que utilizam métodos moleculares, os Primers mais utilizados
foram RV1/RV2 e LITSR. RV1 e RV2 foram utilizados em 4 artigos (C35; C36; D42; D44).
LITSR, em conjunto com o Primer L5.8S, foram avaliados em 3 artigos (D40; D43; D44).
LITSR, em conjunto com o primer ITS1IR-TR1, foram avaliados em 1 artigo (D45). kDNA foi
0 alvo molecular mais utilizado nos estudos, e, de um total de 13 artigos, apenas ndo foi
utilizado em 5 trabalhos (C38; D40; D43; D45; D46).

Nos artigos que avaliaram métodos parasitolégicos, foram utilizados formas do parasito
Leishmania donovani e antigeno recombinante rK39 (E48) e Nucleos de Leishmania chagasi e
cinetoplasto (E47).

5.2.6. Sensibilidade e especificidade

As menores porcentagens de sensibilidades encontradas foram: 26-52% em estudo que
avaliou a utilizacdo de ELISA com marcadores com poli-histidina como antigenos, em amostras
de soro humano (B20); 29,4% onde foi avaliado a utilizacdo do PCR, empregando os primers |
e Il, tendo como alvo molecular kDNA, em amostras de sangue periférico humano (D39);
53,7%, onde foi avaliado a utilizagdo do PCR, empregando os primers LITSR e L5.85, tendo
como alvo molecular ITS1-DNA, em amostras de soro humano (D44); 54,3% em estudou que
utilizou a microscopia de buffy coat para visualizar corpos de L. donovani em amostras de
sangue periférico humano (E48). As porcentagens de sensibilidade dos outros artigos variaram
entre 66,7% e 100%.

As menores porcentagens de especificidades encontradas foram: 29,6% onde foi
avaliado a utilizacdo do gPCR, empregando os primers RV1 e RV2, tendo como alvo molecular
KDNA, em amostras de sangue periférico humano (C36); 66,67% em estudou que avaliou a
utilizacdo de ELISA com peptideo sintético previstos por célula B, derivado da proteina
LinJ.27.0980 como antigeno, em amostras de soro humano (A04); 67% em trabalho que avaliou
a utilizacdo de ELISA e ICT com proteina recombinante rC9 como antigeno, em amostras de

soro humano (B25). As porcentagens de especificidade dos outros artigos variaram entre 76,1%
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e 100%.

Da totalidade de artigos, 8 apresentaram sensibilidade e especificidade com valor de
100%, todos utilizando o método ELISA. 6 testaram apenas proteinas recombinantes (A05;
A06; B19; B22; B26; B30) e 2 avaliaram 0 uso de proteinas recombinantes em conjunto com
peptideos sintéticos derivados de célula B (B27; B27) . No entanto, apesar da alta sensibilidade
e especificidade, os estudos ressaltam que foi testado um ndmero baixo de amostras de soro e
com diversidade limitada, fazendo-se necessario a realizacdo de mais pesquisas para que seja

possivel concluir sobre a utilizacdo dos antigenos.

5.2.7. Pontos positivos e limitacdes

Tanto nos artigos que utilizaram métodos sorologicos, como nos trabalhos que utilizaram
métodos moleculares ou parasitologicos, 0s principais pontos positivos descritos e analisados
foram a presencga de alta sensibilidade e especificidade e a baixa reatividade cruzada com
amostras de individuos saudaveis, moradores de areas endémicas ou que possuiam doengas com
chance de gerar reatividade cruzada com a LV, como Doenca de Chagas, Hanseniase, Malaria,
HIV, Toxoplasmose.

Nos métodos moleculares, além do diagnostico de LVH, um dos objetivos dos estudos
foi o de identificar diferentes cepas de Leishmania.

Além disso, 7 estudos que utilizaram ELISA também avaliaram a efetividade dos
antigenos como marcadores progndésticos da doenca, apos o tratamento, apresentando bons
resultados (A03; A06; B08; B22; B26; B30; B31) e 5 avaliaram a atividade imunogénica dos
antigenos, com bons resultados (A06; B19; B22; B27; B32).

Nos estudos que utilizaram métodos soroldgicos, as principais limitacbes foram o
numero reduzido e pouco diversificado de amostras de soro, 0 que poderia comprometer 0s
resultados. Nos outros métodos, parasitologicos e moleculares, as principais limitagdes também

foram o nimero limitado de amostras que poderiam comprometer os resultados.



5.2.8 Perspectivas futuras e progressos cientificos

Tabela 7. Os 10 artigos com os melhores resultados, dentre o total de artigos avaliados.
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TIPO DE

VANTAGENS

REFERENCIAS

Alta sensibilidade e especificidade, reatividade cruzada muito
reduzida.

Alta sensibilidade e especificidade, sem reatividade cruzada,
bons resultados como marcador prognéstico e boa atividade
imunogénica. Estudos futuros sdo necessarios para incorporagéo
em outras plataformas de imunodiagnésticos

Alta sensibilidade e especificidade, sem reatividade cruzada e
boa atividade imunogénica. Estudos futuros sdo necessarios para
incorporagéo em outras plataformas de imunodiagndsticos.

Alta sensibilidade e especificidade, bons resultados como
marcador prognoéstico e boa atividade imunogénica. Estudos
futuros sdo necessarios para incorporagéo em outras plataformas
de imunodiagnosticos.

Alta sensibilidade e especificidade, baixa reatividade cruzada e
bons resultados como marcador progndstico ap6s o tratamento.

Alta sensibilidade e especificidade, baixa reatividade cruzada e
boa atividade imunogénica. Peptideo é mais barato e simples de
se produzir.

Alta sensibilidade e especificidade, sem reatividade cruzada.
Peptideo é mais barato e simples de se produzir. Estudos futuros
s80 necessarios para incorporagéo em outras plataformas de
imunodiagnosticos.

Alta sensibilidade e especificidade, sem reatividade cruzada e
bons resultados como marcador prognéstico apés o tratamento.

Complemento diagndstico confortavel, pratico e rapido em
relagdo as técnicas convencionais de rotina.

Método barato, ndo muito exigente em termos de técnica e
disponivel para detectar Leishmania diretamente de amostras
clinicas.

DE SOUZA et al.,
2019.

LAGE et al., 2019.

DIAS et al., 2017.

DIAS et al., 2018b.

SANTOS et al.,
2019b.

VALE et al., 2019.

MACHADO et al.,
2020a.

MACHADO et al.,
2020b.

PESSOA-E-SILVA
etal., 2016.

CHARGUI et al.,
2012.

5 B B
N METODO AMOSTRA ANTIGENO / ALVO SENS. ESPEC.
Aos  ELISA:producio de novaproteina g0 mang Lbk39. 100%. 100%.
recombinante.
A06 ELISA: L_Jtlllzagao de Versao Soro humano. rLiHyL. 100%. 100%.
recombinante de proteina.
B19 ELISA: ytlllzagao de versdo Soro hqmano e ISGT. 100%. 100%.
recombinante de proteina. canino.
B22 ELISA: L_mllza(;ao de verséo Soro hu_mano e rLiHyS. 100%. 100%.
recombinante de proteina. canino.
ELISA: utilizacdo de versao Soro humano e o o
B26 recombinante de proteina. canino. rEF1b. 100%. 100%.
ELISA: utilizacéo de versdo Soro humano e rAmastin e epitopo especifico
B27  recombinante de proteina e peptideo canino de célula B, derivado da 100%. 100%.
sintético derivado de célula B. ' sequéncia de Amastina.
ELISA: utilizacdo de versao Soro humano e rLiHyC e epitopo especifico de
B29 recombinante de proteina e peptideo canino célula B, derivado da sequéncia 100%. 100%.
sintético derivado de célula B. ’ de LiHyC.
B30 ELISA: L_Jtlllzagao de versdo Soro hl{mano e rLiHYG. 100%. 100%.
recombinante de proteina. canino.
Amostras humanas Primers Linf.1-23F e Linf.1- Nio
C37 gPCR. de uri 154R, que tém como alvo 96,08%.
e urina. KDNA calculado.
Amostras de sangue  Primers LITSR e L5.8S, que 0.1 para~5|tas Néo
D43 PCR. - N por reagdo de
humano e canino. tém como alvo ITS1. PCR calculado.
Sens.: sensibilidade em amostras humanas; Espec.: especificidade em amostras humanas.
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Apds a analise dos 48 artigos individualmente, foram selecionados os 10 trabalhos
(marcados com a cor verde nas tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 ) que mais se destacaram em termos de
melhor sensibilidade e especificidade, pontos positivos relevantes, boas perspectivas futuras e
bons progressos cientificos, evidenciados na coluna “vantagens”. Dos 10 artigos (Tabela 7), 8
abordaram métodos soroldgicos, especificamente o ELISA, com sensibilidade e especificidade
de 100%, com pouca ou nenhuma reatividade cruzada, baixo custo e simplicidade de producéo,
como no caso dos artigos que utilizaram como antigeno os peptideos sintéticos de célula B. Os
outros 2 artigos abordaram métodos moleculares que se destacaram por possuirem menor
complexidade de producgéo e execugéo.

Devido a gravidade da doenca, é importante ter bons métodos que sejam baratos, rapidos e

faceis de serem usados, bem como tenham especificidades e sensibilidades boas.
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6. DISCUSSAO

A LV é uma zoonose caracterizada por evolugdo cronica, abrangéncia sistémica e por
possuir alta morbimortalidade. Ainda assim, é uma doenga negligenciada, que afeta
predominantemente as populacdes mais pobres e vulneraveis de paises em desenvolvimento,
contribuindo para a perpetuacdo de ciclos de pobreza, desigualdade e exclusdo social
(COELHO JUNIOR et al., 2016; WHO, 2015). Dessa maneira, ¢ importante que haja bons
métodos diagndsticos para a identificacdo de individuos infectados, a fim de que seja possivel
fazer um direcionamento estratégico das medidas de controle e de uma conduta terapéutica
efetiva (TRAVI et al., 2018). Em vista disso, esta revisao se prop0s a trazer um panorama sobre
os métodos utilizados para o diagnoéstico de LVH, através da exposicdo e analise de
especificidades encontradas em cada tipo de teste, como a base do método utilizada, antigenos
e alvos testados, valores de sensibilidade e especificidade, pontos positivos, limitacoes,
perspectivas futuras e progressos cientificos, para possivel contribuicdo com dados que
auxiliem na reducdo dos impactos da doenca na satde humana.

Na América Latina, cerca de 90% dos casos de LV humana ocorrem no Brasil. Também,
o pais lidera o ranking de paises com o maior volume de pesquisas sobre diagnéstico de LV por
L. infamtum, além de ser sede da principal instituicdo que financia pesquisas de diagndstico de
LV por L. infamtum no mundo, o Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico
(CNPg) (BONNEY, 2016; BRASIL, 2019; LINDOSO et al., 2018; REGO; JUNIOR, 2021).
Em consonéncia com tais informacdes, de acordo com os artigos analisados nessa revisdo, o
Brasil foi o pais de origem de 29 (60,42%) trabalhos incluidos, o que confere ao pais uma
grande representacao nos resultados aqui discutidos. Além disso, no Brasil, a eutanasia de cées
soropositivos é ainda tida como uma medida de tratamento precoce dos casos de LVH e de
reducdo dos riscos de transmissdo da doenca. Assim, no pais, estudos sdo realizados para que
ocorra 0 desenvolvimento de testes que sejam capazes de identificar de fato os caes
soropositivos para a LV (MACHADO; SILVA; VILANI, 2016).

A fim de contribuir com informacdes que fossem Uteis para o controle da doenca,
analisou-se artigos acerca dos métodos diagndsticos na LV, cujos testes sdo baseados em
técnicas soroldgicas, moleculares e parasitoldgicas. O principal objetivo dos testes soroldgicos
é realizar a pesquisa de anticorpos anti-leishmania, sendo a escolha do antigeno que vai ser
usado na técnica um aspecto importante que limita ou possibilita a alta eficacia na performance
dos testes soroldgicos (FRAGA et al., 2016; SOLANO-GALLEGO et al., 2017; ZANETTE et

al., 2014). Dentro do conjunto de variedade de testes sorologicos existentes, 0 ELISA é o teste
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mais realizado para o imunodiagndstico de LV, sendo o padrdo ouro de acordo com o Ministério
da Saude (EVANS et al., 1990; MACHADO DE ASSIS et al., 2008; PEDRAS et al., 2008).
Nessa revisdo, dos 48 trabalhos incluidos, 33 (68,75%) utilizaram testes sorologicos para
avaliar os métodos diagndsticos utilizados na LVH. Desse total de trabalhos utilizando métodos
sorologicos, 27 (81,82%) avaliaram a utilizagéo do teste ELISA isoladamente e 2 (6,06%), do
teste ELISA em associagdo com outros tipos de testes, o immunobloting e ICT.
Frequentemente, o antigeno mais utilizado na técnica de ELISA ¢é o soltvel bruto
preparado a partir de suspensdo de promastigotas em solucéo salina tamponada com fosfato
(EVANS et al., 1990; MACHADO DE ASSIS et al., 2008; PEDRAS et al., 2008). Nos artigos
analisados nesse trabalho, entretanto, houve uma grande variedade de antigenos testados, com
utilizacdo de proteinas recombinantes isoladamente, proteina quimérica, mix de proteinas e
peptideos sintéticos derivados de célula B. Tanto a proteina recombinante como o peptideo
sintético costumam apresentar sensibilidade e especificidade superiores, em relacdo as
preparagBes brutas comumente usadas para outros antigenos (SOUZA et al., 2013). Fazendo
uma comparacao entre proteinas recombinantes e peptideos sintéticos derivados de célula B,
antigenos que apresentaram os melhores resultados entre os artigos que utilizaram métodos
sorologicos analisados nessa revisdo, todos dois obtiveram valores de sensibilidade e
especificidade semelhantes e baixa reatividade cruzada quando foram testados em soros de
individuos saudaveis ou com doengas relacionadas a Leishmaniose. No entanto, os peptideos
sintéticos derivados de célula B, sdo mais simples e mais baratos de se produzir, quando
comparados as proteinas recombinantes (COSTA et al., 2017; SALLES et al., 2019). A
utilizacdo de uma proteina quimérica e de mix de proteinas como um sistema Unico para
deteccdo de LVH apresentaram boas sensibilidades e especificidades, porém, inferiores as
obtidas com o uso de proteinas recombinantes e peptideos sintéticos derivados de célula B.
Sobre os metodos moleculares, o principal objetivo é a amplificacdo do DNA do
parasito. Dentro dessa categoria, PCR é a técnica mais utilizada (ASSIS et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2013; VASOO; PRITT, 2013). Nos trabalhos analisados nessa revisao,
além do PCR (reacdo em cadeia de polimerase), principal teste utilizado nos artigos incluidos
nessa revisdo de métodos moleculares, foi utilizado também o PCR em tempo real e 0 PCR-
RFLP. Além disso, utilizou-se outra técnica molecular, o immunoblotting, ou Western blot. O
teste de PCR pode ser aplicado em uma grande variedade de amostras bioldgicas, desde as
menos invasivas, como sangue comum periférico, como as estratégias mais invasivas, como
pelo uso de aspirado de medula 6ssea, baco e linfonodos (CRUZ et al., 2002; CUPOLILLO et
al., 2003; LACHAUD et al., 2001). Nos artigos aqui analisados, as amostras utilizadas foram
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sangue periférico, urina, soro e aspirado de medula déssea. Além do mais, a PCR pode ser
realizada em muitos alvos moleculares, sendo o DNA de cinetoplasto (kDNA) o alvo mais
aplicado (P1ZZUTO et al., 2001; SREENIVAS et al., 2004). Tal informacdo estd de acordo
com o que foi encontrado neste trabalho, pois de um total de 13 artigos analisados que utilizaram
métodos moleculares, 8 testaram o KDNA como alvo molecular. No que se refere a efetividade
do método, a técnica possui alto desempenho e resultados confidveis, e é descrita como um
método sensivel para a detec¢do do parasito, independente da imunocompeténcia ou historia
clinica do paciente. Por outro lado, o uso dessa técnica costuma estar restrito aos centros de
referéncia e laboratorios de pesquisa, além de ser mais usada em estudos epidemiolédgicos do
que no diagnostico de rotina, devido a sua complexidade e alto custo operacional (SREENIVAS
etal., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; VASOO; PRITT, 2013). Conforme o esperado,
no geral, os artigos que utilizaram PCR e suas variacOes, apresentaram boa sensibilidade e
especificidade e muitos foram capazes de fazer o diagndstico mesmo em amostras bioldgicas
onde o material genético dos parasitas estava escasso, além de serem eficazes em detectar
diferentes cepas de Leishmania. Alguns trabalhos, inclusive, trouxeram a informacdo de que
suas técnicas poderiam ser utilizadas em laboratorios clinicos e centros de salude. Em
CHARGUI et al., 2012, o teste de PCR utilizado foi considerado como um metodo barato, ndo
muito exigente tecnicamente falando e diretamente disponivel para deteccdo e tipagem de
Leishmania direto de amostras clinicas e em PESSOA-E-SILVA et al., 2016, o teste de qPCR
foi avaliado como um complemento diagndstico confortavel, pratico e rapido.

No que tange os métodos parasitoldgicos, sdo considerados exames de referéncia no
diagndstico da LV e baseiam-se na visualizacdo direta do parasito e no seu isolamento em
cultivo (MOREIRA et al.,, 2007; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; SOUSA, 2017,
SUNDAR; RAI, 2002). Entretanto, mesmo sendo considerado método de referéncia, nesta
revisao, utilizando as estratégias de busca previamente descritas e apds triagem por titulo e
resumo utilizando os critérios de inclusdo e exclusdo, foram encontrados apenas 13 trabalhos
que testaram métodos parasitologicos para o diagndstico de LV, sendo 1 apenas com amostras
humanas, 1 com amostras humanas e caninas e 11 apenas com amostras caninas, em que esses
Gltimos foram retirados desse trabalho e ndo fizeram parte da etapa de realizacdo de leitura na
integra e selecdo de dados. Além disso, nesse método, a demonstracao do parasito normalmente
é feita em materiais obtidos por técnicas invasivas, como por bidpsia ou puncao aspirativa do
baco, figado, medula dssea ou linfonodos. A especificidade costuma ser alta e a sensibilidade
variavel, sendo maior quando se utiliza amostras de baco (MOREIRA et al., 2007,
SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; SOUSA, 2017; SUNDAR; RAI, 2002). Nos trabalhos
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analisados, além de amostra de medula 6ssea, também foi utilizado sangue comum periférico,
considerado menos invasivo. Os artigos trouxeram estudos de testes com alta especificidade e
sensibilidade limitada.

Neste trabalho, boas perspectivas futuras foram verificadas, dado que ha a possibilidade
de incorporacdo de algumas proteinas recombinantes e peptideos sintéticos de célula B em
outras plataformas de imunodiagnéstico além do ELISA, como em testes
imunocromatogréaficos, principalmente pelo baixo custo em relacdo a sua aplicacdo, sendo
necessario, no entanto, que hajam estudos futuros para assegurar, de fato, a eficacia desses
testes. Conjuntamente, mesmo que mais estudos ainda precisem ser realizados, dos 8 trabalhos
destacados por apresentarem 100% de sensibilidade e especificidade, quase todos 0s antigenos
gue se mostraram eficazes em diagnosticar LV, também se mostraram Uteis como marcadores
prognosticos da doenca apds o tratamento e/ou como alvos para a utilizacdo em vacinas. No
que tange aos artigos que utilizaram métodos moleculares, esses igualmente precisam de mais
estudos que garantam a eficicia das melhorias observadas, em relagdo as técnicas moleculares
de rotina.

Bons progressos cientificos foram observados, como pela existéncia de estudos para
diagnostico sorologico de LV que apresentaram resultados de antigenos altamente sensiveis e
especificos, sem a ocorréncia de rea¢des cruzadas, que a0 mesmo tempo conseguem ser baratos
e simples de se produzir e podem ser utilizados em plataformas de imunodiagndstico com custos
mais baixos e de facil execucdo. Além disso, alguns testes moleculares que foram destacados
podem ser realizados com despesas menores, praticidade e rapidez em relacdo a execucéo,
mantendo a efetividade e a possibilidade de serem aplicados em outros locais, que ndo apenas
centros de referéncia e laboratorios de pesquisa.

Desse modo, nota-se que muitos esfor¢os tém sido concentrados para a melhoria dos
antigenos para ELISA, por ser um teste com custos mais baixos para ser produzido e menos
complexo para ser aplicado, tendo como destaque, dentro dessa categoria, oS artigos que
utilizaram como antigenos os peptideos sintéticos de célula B, alvos importantes para estudos
futuros. Dessa maneira, percebe-se que existe uma grande variedade de possibilidades de testes
para diagnostico de LVH e muitos estudos de testes diagndsticos que trazem resultados
promissores e com custos cada vez mais baixos. No entanto, para que todo esse empenho tenha,
de fato, repercussdes positivas na reducdo da incidéncia e morbimortalidade da doenca, €
necessario que haja recursos financeiros suficientes e compativeis com as demandas existentes,

por parte da iniciativa publica e privada.
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7. CONCLUSAO

Nos estudos avaliados nesta revisdo, os artigos que utilizaram métodos soroldgicos,
especificamente o ELISA, foram os que mais se destacaram, tanto em relacdo a quantidade de
vezes em que foram estudados, pois foram os testes mais frequentes, quanto em relacdo a
efetividade, pois dos 8 artigos que apresentaram sensibilidade e especificidade de 100%, todos
utilizaram ELISA. O teste soroldgico de ELISA utilizando peptideos sintéticos de célula B
mostrou-se muito efetivo, com resultados que apresentaram sensibilidade e especificidade de
100%, auséncia de reagdes cruzadas, baixo custo e simplicidade de producdo. A utilizacdo de
proteinas recombinantes também apresentou resultados satisfatérios, com sensibilidade e
especificidade de 100%, sendo, porém, mais caros e complexos que 0s primeiros. Além desses,
os estudos que utilizaram PCR também apresentaram boas sensibilidades e especificidades para
o diagndstico de LVH, sendo que alguns se mostraram métodos baratos e tecnicamente pouco
exigentes. Os artigos que avaliaram o uso de métodos parasitolégicos mostraram-se 0s mais
distantes do conceito de método diagnostico ideal, pois quando os resultados ndo apresentaram
sensibilidade limitada, foi utilizada um tipo de amostra cuja coleta é invasiva, como foi o caso
do trabalho que utilizou medula dssea.

Os testes apresentaram limitagGes, mesmo com bons resultados e menor complexidade
de utilizacdo de muitos testes analisados nessa revisao, como ndmero reduzido de amostras
avaliadas nos estudos e pouca diversificacdo de amostras, e por isso ainda devem passar por
mais pesquisas e analises aprofundadas.

Como perspectivas futuras, tem-se a possibilidade de incorporacdo de algumas proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos de célula B em outras plataformas de imunodiagnostico
além do ELISA, utilizacdo desses antigenos como marcadores prognosticos apos o tratamento
e fabricacdo de vacinas e a realizacdo de estudos futuros adicionais que assegurem a eficacia
que alguns testes moleculares mostraram em relacéo as técnicas comumente usadas.

Sobre os progressos cientificos, este trabalho pode constatar que hd métodos altamente
sensiveis e especificos, sem reatividade cruzada, que sdo simples e baratos de se produzir e com

aplicacdo cada vez menos complexa.
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