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A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoarios do
género Leishmania e transmitida aos animais e humanos por insetos flebotomineos.
A LV é caracterizada por febre alta, perda substancial de peso, anemia,
hepatomegalia e esplenomegalia. Se deixada sem tratamento, a forma visceral tem
uma taxa de letalidade proximo a 100%. Mundialmente, ha uma estimativa de 400 mil
novos casos de LV por ano, sendo que, cerca de 97% dos casos de LV nas Ameéricas

ocorrem no Brasil.

1.1. Agente etiologico
A leishmaniose € causada por protozoarios da familia Tripanosomatidae,
género Leishmania. Nas Américas, a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi é a

espécie comumente envolvida na transmissao da LV.

1.2. Vetores

Os seres humanos séo infectados através da picada de flebotomineos, que
geralmente se reproduzem em solos umidos de areas florestais ricos em matéria
organica ou em tocas de pequenos roedores (Figura 1). No Brasil, duas espécies
estao relacionadas com a transmisséo da doenca, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi, sendo o L. longipalpis a principal espécie transmissora da Leishmania infantum.

Durante o repasto sanguineo a fémea do flebotomineo ingere macréfagos parasitados
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por Leishmania que, no intestino do vetor, seguem 0 ciclo necessario para o seu

desenvolvimento. Posteriormente ocorre a contaminacao de seres humanos e animais

Instrugdes para a realizagao do teste rapido imunocromatografico Alere para

pela picada do fleb6tomo infectado.

1.3. Principal reservatorio - Leishmaniose visceral canina (LVC)
Nas ultimas décadas, a LV tem passado por um processo de urbanizacao e os

cées (Canis familiaris) sdo considerados os principais reservatorios responsaveis pela

persisténcia da LV nas éareas endémicas. Surtos de infeccdes humanas séo
comumente associados a presenca de caes soropositivos. A permanéncia de caes
peridomicilio e em areas proximas a florestas sédo os principais fatores de risco para a
infeccéo canina.
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A doencga no céo é de evolugéo lenta e inicio insidioso. A leishmaniose visceral
canina (LVC) é uma doenca sistémica severa e as manifestacdes clinicas séo
dependentes do tipo de resposta imunolégica expressa pelo animal infectado. O
guadro clinico dos cées infectados apresenta um espectro de caracteristicas clinicas

que varia do aparente estado sadio a um severo estégio final.

Classicamente a LVC se manifesta por lesdes cuténeas, principalmente
descamacao, eczema e pequenas Ulceras localizadas mais frequentemente nas
orelhas, focinho, cauda e articulagbes. O pelo pode ficar opaco. Nas fases mais
adiantadas da doenca, observa-se com grande frequéncia: onicogrifose,
esplenomegalia, linfoadenopatia, alopecia, dermatites, Ulceras de pele,
ceratoconjuntivite, hiperqueratose, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal,
edema de patas e vomito. Na fase final da infeccéo, pode ocorrer paralisia das patas
posteriores, caquexia, inanicdo e morte. Entretanto, cédes infectados podem

permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo.

Humanos X
//"//r- | W
> — |\
Cdes \\ g &
' NLhtomo &

Outros mamiferos
Figura 1 — Foco e transmissores da leishmaniose.
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O diagnéstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é complexo, devido a
presenca de sinais clinicos ndo especificos e a presenca de cées assintomaticos.
Portanto, o uso de testes que combinam velocidade, sensibilidade, especificidade e
exijam o minimo de equipamentos e complexidade de realizag&o, tais como os testes

rapidos imunocromatograficos (TRIs), ganharam grande importancia.

Uma das abordagens para diagnosticar a LV envolve TRIs que detectam
imunoglobulina G (IgG) que se ligam a proteina recombinante rK39. A rK39 é derivada
de um antigeno especifico produzido pelo complexo Leishmania donovani e foi
utilizada nas duas ultimas décadas para o diagndstico soroldgico. Estes testes séo
rapidos, apresentam o resultado em aproximadamente 20 minutos, minimamente
invasivos e, normalmente, necessitam de apenas uma gota de sangue total ou soro,

sendo assim, adequados para 0 uso no campo.

O DPP® (Dual Path Platform, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) para LVC é um TRI
que usa a proteina recombinante rK28 (antigenos rK9, rK39 e rK26) como antigeno.
ApoOs ensaio de validacdo multicéntrica ocorrida em 2011, o TRI DPP® se tornou o
teste recomendado pelo Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral/Ministério da Saude no Brasil para a triagem de casos de LVC.No entanto,
atualmente a producé@o de TRI DPP® ndo esta atendendo a demanda nacional de
diagnastico, e alternativas diagnosticas sdo necessarias para manter as atividades de

vigilancia e controle da LV. Para ser utilizado no diagnéstico da LVC os Kkits
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diagndsticos necessitam de ter registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. No mercado atual esta disponivel comercialmente, com este registro,

o TRI de plataforma Unica produzido pela empresa Alere™, que possui similaridade

Instrugdes para a realizagao do teste rapido imunocromatografico Alere para

ao TRI DPP® quanto a sua composi¢cdo antigénica, a proteina recombinante K28,

fornecendo uma nova opcéo de TRI para o diagnostico da LVC.
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2.1. TRI Alere Leishmaniose

Alere Leishmaniose Ac Test Kit € um imunoensaio imunocromatografico para
deteccdo qualitativa de anticorpos anti Leishmania infantum, através da proteina
recombinante rkK28 (antigenos rK9, rk39 e rkK26) em amostras de soro, plasma ou
sangue total canino, com resultados qualitativos (positivo ou negativo) para o

diagnostico animal.

2.2. Apresentacao do kit TRI Alere

O kit Alere Leishmaniose fornece os seguintes componentes (Figura 2):

1) 5 ou 10 Cartdes de resultados

2) 5ou 10 Tubos de amostra descartaveis com EDTA
3) 1 Frasco com solucdo tampéo de teste

4) 5 ou 10 Dispositivos de teste

5) 5 ou 10 Tubos capilares de 10 microlitros (uL)

e Leishma"i°4
Assay piluen!
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Instrugdes para a realizagao do teste rapido imunocromatografico Alere para

Figura 2 — Componentes do Alere Leishmaniose Ac Tes  t Kit.

Nota: as lancetas para coleta de sangue capilar seréo
fornecidas juntamente com o kit, como um anexo, portanto
sua descricdo nao consta na embalagem do produto.

1 0OM | FUNED

INSTITUTO

OCTAVIO zz - 1 Di
MAGALHAES zequiel Dias




2.3. Coleta e preparacao da amostra

Amostras de sangue

Para realizac&o do teste no campo, pode-se utilizar a lanceta para a obtencéo
de sangue capilar a partir da orelha, patas ou rabo do animal e em seguida utilizar os

tubos capilares para coletar 10ul de sangue (Figura 3).

- _ Perfure a orelha Colete 10ul de
@ Imobilize o c&o com a lanceta @

4

sangue
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Figura 3 — Coleta de sangue capilar para realizacdo  do TRI Alere no campo

Para o uso de sangue a fresco, colocar a amostra im  ediatamente apds a coleta
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Para realizacdo do teste no laborat6rio/UVZ, podera ser coletado sangue total
em tubos com anticoagulante, ou em tubos sem anticoagulante para obtencé&o do
soro, usando o procedimento padréo de coleta de sangue por puncao venosa (Figura
4). As amostras de sangue total com anticoagulante podem ser armazenadas por até
24 horas em refrigerador (2 a 8°C), mas nao devem ser congeladas. Caso as amostras
de sangue total ndo puderem ser testadas dentro desse periodo de tempo, separar o

plasma através de centrifugacao e estocar como descrito no préximo procedimento.

CD Ap&s fazer a contencdo, Colete & sangus ~ Descarte a agulha e
limpe a drea de coleta @ i SR ©) dispense o sangue no tubo
com dlcool e algod&o com a identificagdo do cdo

A |

Figura 4 — Coleta de sangue para realizacdo do TRl  Alere no laboratério/UVZ

Amostras de plasma

Coletar as amostras de sangue total em frascos de coleta apropriados contendo
anticoagulantes, como EDTA (os tubos fornecidos pelo kit tém capacidade para coleta

de 0.5ml de amostra de sangue), heparina ou citrato de sédio usando o procedimento

diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral canina

padréo de coleta de sangue por punc¢do venosa (Figura 4). Separar o plasma através

de centrifugacéo. As amostras de plasma devem ser estocadas refrigeradas (2 a 8°C)
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por até cinco dias; para estocagens mais longas, congelar a -20°C em frascos selados.

Amostras de soro

Coletar as amostras de sangue total em frascos de coleta apropriados sem
anticoagulante usando o procedimento padrao de coleta. Separar o soro através de

centrifugagcédo. As amostras de soro devem ser estocadas refrigeradas (2 a 8C) por

—
~
—

até cinco dias; para estocagens mais longas, congelar a -20°C em frascos selados.
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2.4. Procedimentos para a realizacao do TRI Alere
1) Remover o cassete da embalagem e coloca-lo numa superficie plana e seca.

2) Adicionar 10yL de sangue total, soro ou plasma, utilizando a pipeta capilar, no
orificio marcado com a letra “S” no cassete de teste. Quando o teste for realizado no
laboratério, a amostra deve ser homogeneizada antes do teste.

3) Adicionar 2 gotas de tampao no orificio marcado com a letra “S” no cassete de teste;

4) Quando o teste comecar a reagir, deve-se observar uma cor rosa se movendo

através da janela de resultado no centro do dispositivo de teste.

5) Interpretar os resultados do teste em 20 minutos.
Interpretar o

resultado em

Adicionar 10pL de soro, ) ¥ 50 st
plasma ou sangue total diluente
> Leshmanadp ¢ " > Leshmanadb ~ © T

Amostra de soro,
plasma ou sangue
(capilar ou venoso)

Figura 5 — Procedimento de realizagdo do TRI Alere
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Atencao!

Os tubos capilares possuem uma marcagao de 10  pL (Figura 6). Quantidades
inferiores a 10 yL podem resultar em testes falso negativos e quanti  dades
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Figura 6 — Marcacgao de 10 pL no tubo capilar
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Figura 7 — Teste invalido devido ao excesso de amos tra na plataforma de teste.
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2.5. Leitura e interpretacao dos resultados

O Alere Leishmaniose Ac Test Kit possui uma letra T (como linha teste) e uma
linha C (como linha controle) na superficie do cassete. Ambas as linhas nao sdo
visiveis na janela de resultado antes da aplicagdo da amostra. A linha de controle (C)
€ usada para controle de procedimento. Esta linha deve sempre aparecer se o
procedimento do teste estiver correto e se 0s reagentes da linha de controle estiverem
funcionando. Uma linha roxa sera visivel na janela de resultado (T) se houver a
presenca de anticorpos anti Leishmania infantum na amostra testada. Antigenos

selecionados séo utilizados na banda de teste como materiais de captura e detecgéo.

diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral canina

©
—
©
o
(]
—
9
<
(]
(8]
ke
O
—
(eT0]
o
-
©
e
(o]
—
(&}
(@]
[
=}
£
(@]
il
Q.
O
—
(]
8
[%]
(]
g
(@]
©
(@]
A0
O
©
N
©
(O]
—
©
©
—
©
o
(%]
(]
0
O
=}
—
s
(%]
E

\
[y
o

| —

I OM 717)] FUNED

INSTITUTO

OCTAVIO Zz Eunda_g?([)j
MAGALHAES zequiel Dias




RESULTADO NEGATIVO

A presenca de somente uma linha na janela C indica um resultado NEGATIVO.

leishmaniaAb ~ © "

RESULTADO POSITIVO

A presenca de duas linhas coloridas (C e T), ndo importa qual aparecera primeiro,
indica um resultado POSITIVO.

leishmaniaAb & T

INVALIDO

Quando a linha controle C nao for visivel depois da execucédo do teste, o resultado

diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral canina

deve ser considerado INVALIDO. Deve-se repetir o teste com um novo dispositivo de
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Escala visual para interpretacéo dos resultados
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Nota: A intensidade da cor das linhas C e T podem ser diferentes, ou seja, a

linha controle C poderd ser mais fraca que a linha teste T ou vice-versa.

Considerar o resultado POSITIVO em qualquer situagao.
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2.6. Precaucoes

1) O kit é sensivel ao calor. Segundo informacdes da bula o kit deve ser armazenado
a temperatura de 2 a 7C. No entanto, ensaios de estabilidade em tempo real
realizados pelo produtor demonstraram que o kit € estavel em temperaturas de
armazenamento de 2 a 30C. Este estudo encontra-se em analise pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para futuras alterac6es nas recomendacdes
constantes na bula (processo nimero 21028005636/2014-13).

2) Nao congelar o kit

3) Realizar o teste imediatamente ap0s a abertura do envelope.
4) N&o reutilizar a plataforma de teste.

5) N&o utilizar o kit apés o vencimento.

6) Se a amostra nédo for testada imediatamente, manter sob refrigeracao (2 a 8° C) por
24 horas (amostras de sangue total) ou até cinco dias (plasma ou soro). Se for

necessario armazenar por um prazo maior, € recomendado o congelamento (-20°C).

7) Manusear todas as amostras do sangue como sendo capazes de transmitir doencas
infecciosas.

8) Fazer o descarte correto dos materiais utilizados considerando-os como residuo
com risco biolégico e utilizar descarte de perfuro-cortante para agulhas e lancetas.

diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral canina

3. Consideracoes Finais
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Recomenda-se o algoritmo proposto pelo Ministério da Saude para o
diagnostico da Leishmaniose visceral canina (LVC): triagem com teste
imunocromatografico e confirmacdo pelo ELISA. Um cdo estara confirmado
sorologicamente para LVC quando as duas metodologias (Teste rapido e ELISA)
apresentarem resultados reativos -Nota técnica conjunta N° 01/2011 CGDT-
CGLAB/DEVIT/SUS/MS.
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Servigo de Doengas Parasitarias
Instituto Octavio Magalhaes
Fundacao Ezequiel Dias

Tel.: 31-3314 4663/4661
leishmania.iom@gmail.com
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Departamento de Assessoria Técnica

Para esclarecimentos de duvidas quanto ao produto e assessoria técnica:
Tel: 0800 11 3262

veterinaria.br@alere.com

Responsavel técnico: Marcelo Santos Genelhu
marcelo.genelhu@alere.com
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