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RESUMO

As leishmanioses s&o um grupo de doengas parasitarias causadas por protozoarios
do género Leishmania. A forma visceral da doenga tem como a principal espécie a
Leishmania infantum. responsavel pelo comprometimento dos érgéos internos,
podendo apresentar-se na forma assintomatica, o que € preocupante, visto que esses
assintomaticos podem atuar como reservatérios do parasito e, em uma eventual
transfusdo sanguinea, podem contribuir para na transmissdo. Diante disso, faz-se
necessaria a triagem laboratorial para a detec¢ao da Leishmania infantum. em bancos
de sangue para garantir a seguranga no processo de doagao, principalmente em
regides endémicas. Portanto, este estudo teve como objetivo estimar a
soroprevaléncia da infecgdo assintomatica por L. infantum em doadores de sangue,
por meio de diferentes técnicas soroldgicas. Selecionamos as amostras da Fundagao
de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), localizada em Recife,
regiao nordeste do Brasil. No total, 495 amostras de soro foram avaliadas pelos testes
ELISA, utilizando o extrato soluvel de L. infantum e os antigenos recombinantes Q5,
Lci2 e rK39. A soroprevaléncia foi de 30,69% (ELISA com antigeno soluvel de L.
infantum), 23,43% (ELISA - Q5), 5,65% (ELISA-Lci2) e no ELISA- rK39, ndo ocorreu
positividade. Na avaliagdo das técnicas sorolégicas para a identificacdo de
assintomaticos, com amostras triadas pela gPCR foi obtida uma positividade de 22,6%
(CF- Citometria de Fluxo), 9,7% (DAT - Direct Agglutination Test), 22,6% (ELISA-
Antigeno soluvel L.infantum), 12,7% (ELISA-QS5), 0% (ELISA-rK39) e 6,4% (ELISA-
Lci2). Diante dos resultados, pode-se concluir que para a triagem de individuos
assintomaticos para LV € necessaria uma associagdo entre técnicas sorologicas
convencionais e antigenos recombinantes. Reforgamos ser preocupante a presenca

da infecgao assintomatica em doadores de sangue nos bancos de sangue.

Palavras-chave: Leishmania spp; Doadores de sangue; ELISA; Leishmaniose

visceral.



ABSTRACT

The leishmaniases are a group of parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania. The visceral form of the disease has Leishmania infantum as its main
species, which is responsible for the involvement of internal organs and may present
itself in the asymptomatic form, which is worrisome, since these asymptomatic patients
may act as reservoirs of the parasite and, in an eventual blood transfusion, may
contribute to the transmission. Therefore, laboratory screening for Leishmania
infantum in blood banks is necessary to ensure safety in the donation process,
especially in endemic regions. Therefore, this study aimed to estimate the
seroprevalence of asymptomatic L. infantum infection in blood donors using different
serological techniques. We selected samples from the Fundagdo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), located in Recife, northeastern region of
Brazil. In total, 495 serum samples were evaluated by ELISA tests using the soluble
extract of L. infantum and the recombinant antigens Q5, Lci2 and rK39. The
seroprevalence was 30.69% (ELISA with soluble L. infantum antigen), 23.43% (ELISA
- Q5), 5.65% (ELISA-Lci2) and in the rK39 ELISA, there was no positivity. In the
evaluation of serological techniques for the identification of asymptomatic patients, with
samples screened by gPCR, a positivity of 22.6% (FC-Flow Cytometry), 9.7% (DAT-
Direct Agglutination Test), 22.6% (ELISA-L.infantum soluble antigen), 12.7% (ELISA-
Q5), 0% (ELISA-rk39) and 6.4% (ELISA-Lci2) was obtained. In view of the results, we
can conclude that for the screening of asymptomatic individuals for VL an association
between conventional serological techniques and recombinant antigens is necessary.
We reinforce that the presence of asymptomatic infection in blood donors in blood

banks is worrisome.

Key words: Leishmania spp; Blood donos; ELISA; Visceral leishmaniasis.
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1 INTRODUGAO

A Leishmaniose Visceral (LV), causada por parasitos do complexo Leishmania
donovani (espécies L. donovani e L. infantum), tendo espécies dominantes conforme
o pais (GONTIJO; MELO, 2004), ¢ uma enfermidade cronica, debilitante e, se néo
tratada, pode ser letal. Considerada mundialmente como um problema de saude
publica, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas com risco de infec¢gédo (WHO,
2019). Na américa latina de todas as notificagbes, 96% dos casos foram registrados
no Brasil (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2018).

O Brasil apresenta regides com franca expansédo da LV, o que destaca a
necessidade de medidas efetivas de controle (ZUBEM; DONANALISIO, 2016). Em um
levantamento realizado ente os anos de 2001 a 2014, foi observado a notificacdo de
47.859 novos casos de LV, e nesse periodo a taxa de incidéncia foi de 1,8 por 100.000
habitantes (REIS et al., 2017). No ano de 2019 o Brasil foi o responsavel por 97% das
notificagbes nas Americas (SAUDE, 2021)

De todos os casos notificados no Brasil entre os anos de 2006 e 2015, 2,4%
foram notificados no estado de Pernambuco, dessas notificagdes, 49,6% foram das
regides do Vale do Sao Francisco e Araripe (SOUSA et al., 2018). As concentragbes
de casos nestas regides sao influenciadas especialmente pela infraestrutura urbana
de populagdes de baixa renda (ANDRADE et al., 2020).

Aliada ao aumento de casos de LV, esta a presencga da infec¢cdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), chegando a prevaléncia de 16,9% como descrito em
um estudo realizado em Pernambuco (GUEDES et al.,2018). A coinfecgdo LV-HIV
aumenta o risco da gravidade da doenga, além de ser um desafio para o diagnostico
e tratamento (WHO, 2019).

A infeccdo pode se apresentar com diferentes perfis clinico-imunolégicos,
dentre eles a infecgdo assintomatica e sintomatica (BARBOSA et al., 2010). Na forma
sintomatica da doencga, os sintomas mais relatados sao febre, fraqueza,
emagrecimento, palidez, dores abdominais e hepatomegalia (ALVES; FONSECA,
2018). No entanto, os assintomaticos ndo apresentam nenhuma sintomatologia
clinica, podendo apenas ser observada baixa parasitemia. Uma grande preocupagao
que surge em relagdo aos individuos assintomaticos € a possibilidade de atuarem
como reservatorios do parasito (MARTHUR; SAMANTARAY, 2004; MICHEL et al.,
2011).
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Além da espécie de Leishmania, as caracteristicas do hospedeiro, como os
fatores genéticos, nutricionais e imunolégicos, estao diretamente relacionados a forma
clinica da infecgdo (MASHAYEKHI GOYONLO et al., 2020; BLACKWELL et al.,
2020). Em relagdo aos fatores imunoldgicos, a imunidade contra Leishmania é
dependente da resposta do tipo Th1. Quando ativada por meio da produgéao de IL-12
pelas células apresentadoras de antigeno, € capaz de eliminar os parasitas por meio
da acdo do IFN-gama, que estimula a producdo de Oxido nitrico pelas células
parasitadas, destruindo os parasitos (KAYE e SCOTT ,2011). Em contrapartida,
dependendo da resposta do tipo Th2 a doenga pode se tornar mais grave e até mesmo
persistente, tudo isso por meio da sintese das citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 (ROSSI e
FASEL, 2018).

Ademias, os infectados podem apresentar uma alta producéo de IL-10, o que
pode afetar a inibicdo da atividade do interferon gama (IFNy) e fator de necrose
tumoral (TNF) que séao citocinas pro-inflamatérias antiparasitarias (GAUTAM el al.,
2011; FALEIRO et al, 2014). Entretanto, devido ao alto numero de individuos
assintomaticos reagentes nos testes sorologicos, ndo se pode deixar de estudar a
funcdo protetora dos anticorpos (GIDWANI et al., 2011), pois grande parte dos
individuos infectados com a forma visceral ndo progride para doencga ativa (KUMAR,
NYELEN, 2012). E isso pode ocorrer devido a varios fatores como: carga parasitaria
inoculada, condi¢gdes nutricionais, fatores genéticos entre outros (GUEDES et al.,
2022)

Em vista da possibilidade da infecgao transfusional (FERREIRA-SILVA et al.,
2018), torna-se necessaria a triagem laboratorial para a detec¢do da LV em bancos
de sangue, dado que é possivel haver individuos assintomaticos no grupo de
doadores. A triagem deve ser rotineira para garantir a seguranga de todos os
envolvidos no processo de doagao, pois a populagao esta constantemente exposta ao
risco de infecgdo (FRANCA et al., 2013; FUKUTANI et al., 2014).

Apesar disso, as ferramentas diagndsticas disponiveis para a realizagdo da
triagem em bancos de sangue enfrentam um desafio, dado que os testes foram
desenhados para a forma sintomatica da doencga. Na forma sintomatica, o diagndstico
para LV é realizado por critérios clinicos, epidemiologicos e laboratoriais. Para a
confirmagéao do caso, € necessario ter resultado positivo e/ou reagente em pelo menos

um dos ensaios preconizados: teste rapido para a detecgao de anticorpo anti-rk39, IF|
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(Imunofluorescéncia indireta), aspirado de medula éssea ou cultura parasitologica
(BRASIL, 2019).

Dentre os testes de diagndstico que mais se destacam, temos o teste
sorologico imunoenzimatico (ELISA), que, devido a sua alta sensibilidade, é bastante
utilizado (PEDRAS et al., 2008), principalmente na triagem inicial para o diagnéstico
(ELMAHALLAWY et al., 2014; DENIAU et al.,2003). Porém, Sundar et al (2002),
apresentam que a sensibilidade do teste vai depender da metodologia utilizada,
enquanto a especificidade vai depender do antigeno usado. Por este motivo, vem
sendo cada vez mais estudada a utilizacdo de proteinas recombinantes nos ensaios
soroldgicos, aumentando a sensibilidade e especificidade dos testes e visando
superar essas limitagdes (MAGALHAES et al., 2019). Por esse motivo, estudos com
biomarcadores focado no diagnostico das infecgdes assintomaticas sdo necessarios
elucidar essa problematica (PORCINO et al., 2019).

O uso de ferramentas moleculares para o diagndstico, a exemplo da PCR
(Reagdo em cadeia da polimerase), tem se destacado com boa sensibilidade e
especificidade, todavia, € necessaria uma estrutura laboratorial para a sua realizagao,
equipe qualificada e materiais e ambientes especificos (SELDER et al., 2017).

Ter o conhecimento da soroprevaléncia € crucial para uma melhor
compreensao da doenca, contribuindo, assim, para o estabelecimento de medidas de
controle eficazes (THEOCHARIDOU et al.,2019; ASCHALE et al., 2019; PICON et al.,
2020).

Nosso grupo de pesquisa, por meio da linha de pesquisa de Imunologia de
Doencas Infecciosas e Parasitarias, vem desenvolvendo trabalhos relacionados ao
diagnodstico sorolégico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e
Leishmaniose Visceral (LV), com diferentes antigenos recombinantes e a avaliagao
de metodologias alternativas, como a identificacdo de anticorpos contra Leishmania
spp., por de citomeria de fluxo. Portanto, neste trabalho, avaliamos a soroprevaléncia
da infeccdo assintomatica por Leishmania infantum. em doadores de sangue,

utilizando diferentes antigenos e métodos soroldgicos.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os testes sorologicos para estimar a prevaléncia de infec¢ao assintomatica por

Leishmania infantum. em doadores de sangue.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estimar a prevaléncia de infec¢ao assintomatica de Leishmania infantum. utilizando
ELISA com antigeno soluvel.

b) Estimar a prevaléncia de infecgdo assintomatica de Leishmania infantum. utilizando
ELISA com antigenos recombinantes: Q5, Rk39 e Lci2.

c) Avaliar a reatividade cruzada para entre leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar americana nos testes ELISA

d) Avaliar o desempenho da citometria de fluxo, do teste de aglutinagao direta e ELISA
frente as amostras de doadores assintomaticos triados pela gPCR.
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1.2 JUSTIFICATIVA

A LV é uma doencga endémica no Brasil, de crescente expansao, a qual pode
ser apresentada na forma assintomatica. Essa forma carece de especial atencao,
principalmente pelos riscos decorrentes da transmissdo transfusional, visto que
individuos assintomaticos para LV podem facilmente passar nos critérios e serem
aprovados como doadores aptos, caso nao sejam utilizadas medidas de controle
adequadas.

A triagem para Leishmania é dificultada pela baixa carga parasitaria e baixo
titulo de anticorpos anti-Leishmania. Portanto, sdo necessarios estudos que avaliem
a prevaléncia de assintomaticos e 0 uso de técnicas laboratoriais que possibilitem
identificar e compreender o papel epidemiolégico desses individuos nas areas
endémicas.

Os testes sorologicos sdo os mais utilizados para o diagnéstico, mas, para a
obtencao de um melhor desempenho, ha a necessidade de se estudar antigenos mais
especificos. Diante disso, €& importante estudar a prevaléncia da infecgao
assintomatica com diferentes testes sorolégicos, de modo a aumentar a precisao ao
estimar a soroprevaléncia. Desse modo, o presente estudo reforgou a importancia da
implantagao da triagem para a detecgao de Leishmania spp. em bancos de sangue,

contribuindo, assim, com o Sistema Unico de Saude.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses formam um complexo de doengas infecto-parasitarias
causadas por protozoarios intracelulares do género Leishmania e s&o transmitidas aos
vertebrados pelo flebotomineo fémea do género Lutzomya, em que a principal espécie
€ o Lutzomya longipalpis (AKHOUDI et al., 2016; BRASIL, 2014; SPIEGEL et al.,
2016). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2017, foram
relatados 20.742 novos casos da doenca, com 94% desses caos ocorrendo em paises
como Iindia, Quénia, Etiépia, Sudao, Suddo do Sul e Brasil (WHO,2020). Essa situagéo

pode ser observada na Figura 1, que apresenta a distribuicdo da LV no mundo.

Figura 1- Representacao da distribuigcdo da Leishmaniose Visceral no mundo, no
ano de 2018
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. - o00
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Fonte: Adaptado WHO, 2019.

Na América Latina, a LV esta presente desde o México até a Argentina, estando
a grande maioria dos casos localizados no Brasil (VOLPINI et al., 2004; MICHALSKY
etal., 2011). No territério nacional, a primeira descri¢cao na literatura ocorreu em 1953
no Nordeste brasileiro, no estado do Ceara (DEANE; DEANE, 1957), e, até o ano de
1990, cerca de 90% dos casos de LV no Brasil ocorreram nessa regiao
(SAUDE.,2006). A partir de 1990 até 2018, é possivel observar uma queda de 90%
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para 64,2% das notificagdes de casos; porém, em todo o pais, ja se somavam 91.000
ocorréncias (SAUDE, 2018). Desde ent&o, a doenca é classificada como endémica
em varios estados brasileiros, em especial, os estados da regido Nordeste (SOUSA
et al., 2019; MICHALSKY et al., 2011).

A expansao da doenca ocorre por uma série de fatores, tais como: o aumento
populacional, a falta de saneamento basico, o desmatamento e as mudancas
ambientais (BARBOSA et al., 2013; MARTINS-MELO et al.,, 2014).Um fator que
merece destaque e que pode estar contribuindo para a expansao, € que os vetores
podem se adaptar as condigdes de moradias dos seres humanos, aumentando assim
o risco de transmissao (SALES et al., 2019 ).

Ao analisar o avanc¢o da doencga, nota-se a importancia de politicas focadas na
prevencgao, no tratamento, no diagndstico e na identificagdo das espécies. A caréncia
de direcionamento dessas politicas reflete no aumento da morbidade e da mortalidade
(MONTEIRO, 2013).

Nos anos 2000, a doenga apresentou uma expansao significativa e se tornou
presente em todas as regides do estado (CARVALHO et al., 2007). O estado de
Pernambuco se destaca pelo alto numero de casos, dado que, no periodo entre 2007
e 2017, foram registrados 41.263 casos da doenga (SINAN, 2019). Assim, ao analisar
o histdrico epidemioldgico da doenga no estado, pode-se notar um relevante aumento
nos anos 90, principalmente nas regides do Agreste e Sertdo (DANTAS-TORRES,
2008; DANTAS-TORRES e BRANDAO FILHO, 2006).

Em 2018, por exemplo, foi publicado um estudo que revela uma alta incidéncia
de casos no Sertdo, mais precisamente, na regiao do baixo Rio Sdo Francisco (DINIZ
et al., 2018). Em um levantamento epidemiolégico, Machado et al. (2021) destacou a
cidade de Petrolina como a que mais notificou casos de LV entre os anos de 2014 e
2018.

2.2 TRANSMISSAO

O crescimento populacional desordenado, o grande fluxo de migragéo, o
aumento do desmatamento, as precarias condicoes de moradia e a deficiéncia no
saneamento basico sdo fatores que contribuem para a interacdo entre vetores,
parasitos e reservatorios, influenciando, assim, na transmissdo do agente causador
da doenca (VILELA et al.,2011).
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No Brasil, a principal espécie envolvida na transmissdao da leishmaniose
visceral € o flebotomineo fémea Lutzomyia longipalpis (RODRIGUES et al., 2017;
DANTAS-TORRES et al.,2019). O vetor foi descrito pela primeira vez em 1912 nos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (LUTZ; NEIVA, 1912) e em grande parte do
continente americano (OLAVOS, 2011).

A transmissao ocorre no momento do repasto sanguineo, enquanto a fémea do
flebotomineo se alimenta do sangue do hospedeiro. No processo de alimentagdo, séo
inoculados no tecido as formas promastigotas do parasito, que serédo capturadas pelos
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos. Uma vez fagocitadas, as formas
promastigotas evoluirdo para formas amastigotas e se reproduzirdo por divisao binaria
até o rompimento das células e liberacdo das formas amastigotas no organismo.
Quando o vetor se alimenta do vertebrado infectado e ingere as células contendo o
parasita, as formas amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas no
intestino e depois se diferenciam em promastigotas metaciclicas, migrando para a
regido faringea, e quando ocorre o repasto sanguineo, ha infecgdo do vertebrado,
encerrando o ciclo reprodutivo. (Figura 2). (PEARSON e QUEIROZ SOUZA, 1996;
OKWOR e UZONNA, 2013; LINDOSO et al., 2014).
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Figura 2 - Representacéo do ciclo de vida da Leishmania
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Legenda: Representagao do ciclo de Leishmania spp. no vetor e em mamiferos.

Fonte:modificado de CDC -Center of Disease Control and Prevention).

A transmissao por via vetorial € a mais comum, porém, ja é possivel
verificar estudos que apontam outras vias de transmissao (TURCHETTI et al., 2014),
como a transmisséo sexual, que ja foi observada em estudos com cées infectados,
colocados em um ambiente livre do vetor e em contato com cadelas saudaveis. Apds
um periodo, foi verificado que as cadelas estavam infectadas, reforcando, com isso, a
hipotese de transmissao sexual (SILVA et al., 2009).

Estudos, ainda com céaes, relataram a primeira transmissédo vertical na
Alemanha (NAUCKE; LORENTZ, 2012). Além disso, Morais et al. (2013) citam os
ectoparasitos como potenciais vetores de Leishmania spp. Em regides endémicas é
dificil identificar se a transmisséo é de fato congénita ou vetorial ( BORGES et al., 2013;
MACIEL et al., 2014). Apesar de documentada, ainda s&o necessarios mais estudos
que evidenciem a transmissdo sexual entre os animais e entre os seres humanos

(GUEDES et al., 2020). Salant et al., (2021) realizaram um estudo no qual estudaram
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a infeccdo in utero em cédes e como conclusao sugeriram ser possivel haver a
transmissao vertical.

Além dessas formas de infeccbes, destaca-se a infecgdo por meio do
transplante de 6rgaos (SILVIA et al., 2015), situagdo em que os sintomas de LV podem
aparecer como uma complicagao dias apés o transplante (ANTINORI et al., 2008). De
modo geral, pessoas transplantadas, devido ao uso de imunossupressores, sao mais
vulneraveis as doencgas parasitarias, como a Leishmaniose Visceral (LA HOZ e
MORRIS.,2019). Outra via de infecgéo relatada € a antropondtica, que consiste no
compartiihamento de seringas por usuarios de drogas, dado que as formas
amastigotas sao inoculadas diretamente na corrente sanguinea (MARQUES et al.,
2007).

2.2.1 Transmissao transfusional

A transmissao transfusional foi relatada primeiramente na China (CHUNG et
al., 1948) e depois em outros paises, como Suécia (ANDRE et al., 1958), Franca
(KOSTMAN et al., 1963) e Bélgica (COHEN et al., 1991).

No Brasil, a primeira pesquisa realizada em bancos de sangue ocorreu no Rio
Grande do Norte (LUZ et al.,1997). Nela, observou-se uma soropositividade de 9%
em um total de 1.194 doadores de sangue para Leishmania spp., por meio da
detecgdo de anticorpos anti-Leishmania, utilizando o teste ELISA, demonstrando a
presenca de infecgcdo assintomatica nos doadores.

Em estudo realizado por Otero et al. (2000), verificou-se a relagao da
sororeatividade com a presenca de DNA de Leishmania donovani em doadores de
sangue assintomaticos. Dos 21 doadores com soropositividade utilizando Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), apenas 5 foram positivos na Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A baixa positividade no teste molecular se deve a baixa carga
parasitaria, mas, mesmo assim, os resultados ressaltam a importancia da adogao de
medidas para a triagem de Leishmania spp. em bancos de sangue no Brasil (OTERO
et al., 2000).

Outro estudo com doadores de sangue da cidade de Salvador, capital do
estado da Bahia, apresentou soropositividade (ELISA) de 5,4% dos 700 doadores de
sangue, reforcando a necessidade de implementagdo de estratégias de triagem
(FUKUTANI et al.,2014).
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Urias et al. (2009) em Minas Gerias, verificaram, em 2009, 5,4% de positividade
pela imunofluorescéncia indireta em um grupo de 421 doadores. Por sua vez, na
regiao Centro-Oeste, pelo mesmo método, foram detectados anticorpos anti-
leishmania em 15,3% dos 430 doadores, sendo 65,3% dos doadores oriundos de
areas endémicas (FRANCA et al., 2013).

E muito importante que se tenha um controle da infeccdo assintomatica nos
doadores de sangue, pois esses individuos podem atuar como reservatorios da
doencga (MICHEL et al., 2011), e a triagem desses parasitas € essencial para evitar a
transmissao por essa via. Além disso, a inativagdo do parasito em sangue total, em
areas endémicas, € outra forma de interromper a transmissdo (ORTALLI et al., 2019).
Isso ocorrer por meio da leucodeplecao, sistemas de filtros que servem como barreira
na passagem do parasito, evitando a contaminagdo da bolsa de sangue (ASFARAM
et al., 2017).

A recorréncia de infecgdes assintomaticas em bancos de sangue no Brasil

(Tabela 1) justifica a inclusdo da detecgédo de Leishmania na triagem de sangue.

Tabela 1 - Estudos que identificaram assintomaticos infectados com L. infantum nos

bancos de sangue do Brasil

Autor / Ano Testes Taxa de infecgao
| LUZ et al.,(1997 ELISA 9% |
| OTERO et al.,2000 PCR 23% |
| URIAS et al., 2009 RIFI / TESTE RAPIDO 5,5% |
| FRANCA et al.,2013 RIFI 15,6% |
| FUKUTANI et al., 2014 ELISA/PCR 5,4% / 21% |
| BRAGA et al.,2015 ELISA 11,4% |
| MONTEIRO et al., 2016 ELISA/PCR 17,1% |
| FRANCA et al.,2018 RIFI/ rK39 ELISA / teste 36,0% |
rapido rk39 / kDNA-PCR
| SILVA et al., 2020 gPCR 6,2% |

Nota: Em URIAS et al. (2009), nenhuma das amostras reagentes no soroldgico (RIFI) reagiam no teste
rapido. FUKUTANI et al. (2014) a sorologia foi positiva em 5,7% de 700 individuos, desse grupo positivo
foi realizado a PCR e teve 21% de positividade. MONTEIRO et al. (2016) tiraram a média da reatividade
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dos testes realizados. FRANCA et al.(2018) consideraram positivas as amostras que reagiram em pelo
menos um dos testes aplicados.

Legenda: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA); Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR);
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI); Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (qQPCR).
Fonte: Autor (2022) .

E valido reconhecer que, mesmo com todos os relatos ja descritos na literatura,
a triagem para a leishmaniose visceral ainda ndo esta implementada no Brasil (URIAS
et al., 2009; BRASIL, 2004; LIMA et al., 2012).

2.3 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Na leishmaniose visceral, os sintomas podem se apresentar de forma
moderada ou grave. Dessa forma, o infectado pode manifestar uma clinica, como
febre, perda de peso, astenia, hepatoesplenomegalia, anemia, diarreia, tosse seca,
que, quando nao tratados, podem evoluir e levar a ébito (QUEIROZ et al., 2006;
SOUZA-GOMES et al., 2011; ALVES; FONSECA, 2018).

Entretanto, grande parte dos individuos infectados desenvolve a forma
assintomatica da doenga. Corroborando essa informagéo, Barbosa et al. (2010)
realizaram um estudo na cidade de Cameta, no estado do Para, o qual foram
caracterizados os aspectos clinicos da doenca. Neste estudo, foi possivel observar
que 51,6% dos individuos apresentaram a infeccdo assintomatica, 22,4% foram
definidos como indeterminados, 24,4% foram diagnosticados com infeccao
oligossintomatica e 1,6% apresentaram a infecgcdo sintomatica. Foi observada
também a evolugdo desses casos, no entanto, destaca-se as infecgdes inicialmente
indeterminadas, pois evoluiram para a forma sintomatica, oligossintomatica ou
assintomatica (BARBOSA et al., 2010).

2.3.1 Infeccao assintomatica

Singh et al (1996) descreveram que existe a possibilidade os assintomaticos
evoluirem para a forma sintomatica em até um ano, e esses assintomaticos podem
estar atuando como reservatorios, podendo ser um fator que contribua para uma
epidemia no futuro (STAUCH et al.,2011).

Casos assintomaticos ja foram relatados em varios paises, como exemplo tos
estudos realizados na Italia (PAMPIGLIONE et al.,1974), Ira (ALBORZI et al., 2008;
ASFARAM et al., 2010) e Iraque (SOUHAILA et al., 2010). Moura et al. (2012) alertam
que as acgoes voltadas para a doenca devem ser focadas preferencialmente nas
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familias dos infectados, visto que dividem o mesmo ambiente, facilitando a
transmissao na presenca pelo vetor.

No Brasil, em 1986, foi publicado o primeiro estudo com 86 criangas, que foram
identificadas com anticorpo para a Leishmania (BADARO et al,1986). O
acompanhamento permitiu identificar que 20 criangas desse grupo permaneceram
assintomaticas, ja outras desenvolveram os sinais e sintomas da doenca (BADARO
et al., 1986). Entretanto, estudos também apresentam que a grande maioria dos casos
permanecem assintomaticos, ou seja, sem evolugao para a forma sintomatica (BERN
et al., 2007; HARKER et al., 2014; HIVER et al.,2016).

O grande desafio para o controle da LV é a identificagdo e manejo do
assintomatico. Os testes diagnosticos utilizados para identificar esta populagéo
incluem os sorologicos, parasitologicos e moleculares, mesmo com o desempenho
muitas vezes insatisfatério nesses casos (VALLUR et al., 2016).

Moreno et al. (2006), identificaram a populacdo de assintomaticos por
diferentes métodos laboratoriais, como: soroldgicos (ELISA, teste rapido rK39, IFl) e
moleculares (PCR). Em suma, verificaram que os resultados dos testes divergiram,
revelando a dificuldade para a identificagao da infecgao assintomatica.

Varios fatores podem influenciar no desenvolvimento da doenca, dentre eles:
fatores nutricionais, imunolégicos, genéticos, fisioldgicos do hospedeiro, espécie do
vetor, viruléncia da cepa de parasita, entre outros fatores (JIMENES-MARCO et al.,
2012).

2.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A resposta imunoldgica do hospedeiro também determina a evolugao clinica do
individuo (ROSSI; FASSEL, 2018). As formas promastigotas, na derme do
hospedeiro,por serem organismos estranhos, sao capturadas pelas células da
imunidade inata (HURDAYAL et al., 2020). A modulagao da resposta do hospedeiro
determina o estabelecimento e a multiplicacdo do parasito, uma vez que a infec¢ao
de novas células € um processo continuo (LINDOSO et al., 2014; OKWOR; UZONNA,
2013; LIU.,2012). A replicagao do parasito devera ser contida apds a ativagao das vias
sinalizadoras, que influenciam diretamente a resposta inflamatdria. Isso ocorrera com
o reconhecimento inicial do parasito e das células infectadas pelos mondcitos,
macrofagos, células dendriticas, células natural killer (NK) e células
polimorfonucleares (FARIA et al.,2012).
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O perfil celular T helper tipo 1 (Th1) é o mediador chave para a imunidade
protetora contra o parasito (ALEXANDER; BOMBACHER, 2012). As citocinas do perfil
Th1 ativam as células natural killer (NK), promovem a liberacdo das Interferon-gama
(INF-y), o que resulta na diferenciagdo e na multiplicagcao dos linfocitos Th1 efetores.
A eliminagédo das amastigotas esta relacionada com a produgéo do 6xido nitrico (NO),
que sera ativado pela citocina TNF e secretados pelos macrofagos infectados
(CUNNINGHAM., 2002, KAYE; SCOTT., 2011). Entretanto, a diferenciagdo da
resposta do tipo Th2 com producao de IL-4, IL-10, TGF-3 esta relacionada com a
progressao e suscetibilidade da doenga (TRIPATHI et al., 2007). Kupani et al., (2021)
verificaram que o aumento dos niveis de IL-10 e TGF-f3 nos infectados podem suprimir
a producgao de NO através da indugado da arginase, ou seja, a falta de NO, pode estar
associada ao aumento da atividade da arginase.

As células detriticas tém sido relacionadas a um papel protetor durante a
leishmaniose visceral. Outro mecanismo importante durante a infeccao é estabelecido
a partir de células dedriticas esplénicas, que produzem IL23p19, que, em associagao
com IL12p40, dardo origem a IL-23 biologicamente ativa. A IL-23, associada a outras
citocinas, promove a diferenciagcdo da populagdo Th17. Na LV, a IL-17 atua
sinergicamente com Interferon (IFN ) na ativacdo de macréfagos e inducdo de
producao de NO (NASCIMENTO et al., 2015). Vale destacar que as células Th17 sao
importantes para a modulagdo da imunidade adaptativa contra as Leishmanias,
podendo ser importante na evolugdo clinica da doenga (GOLCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017)

Além disso, em individuos assintomaticos com LV, sabe-se que anticorpos do
tipo IgG e suas subclasses 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 apresentam influéncia no curso
da infeccdo (SCHROEDER et al.,2010). De forma geral, as 1gG1 e IgG3 humanas
serao produzidas em resposta a antigenos proteicos, e as IgG2 e IgG4 sdo, em grande
parte, produzidas em resposta a antigenos polissacaridicos (SCHROEDER et
al.,2010). Embora a resposta de anticorpos anti-leishmania ainda ndo esteja bem
definida, na infec¢do ativa, sdo encontrados altos niveis de IgE, IgM e IgG anti-
Leishmania (GHOSH et al., 1995; ANAM et al., 1999; RYAN et al., 2002; KUMAR,
NYELEN, 2012).
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2.5 DIAGNOSTICO

O diagnéstico precoce é uma importante medida de controle, uma vez que pode
contribuir para um melhor prognodstico do paciente (CARVALHO et al., 2018). O
Ministério da Saude (MS) recomenda que, para o diagnostico da LV, deve-se observar
0s aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. A confirmag¢ao ocorre quando
ao menos um dos testes laboratoriais for positivo (BRASIL, 2011).

O diagndstico clinico consiste na observagao dos sinais e sintomas da doenga,
como febre, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia (SOUZA-
GOMES et al., 2011; LINDOSO et al., 2014). Ja os critérios epidemioldgicos
contribuem como indicadores de vulnerabilidade e ajudam no momento do diagndstico
(TOLEDO et al., 2017). Porém, sempre deve ser considerado que essas
sintomatologias podem ser confundidas com outras doengas, como as parasitarias, a
exemplo da doenca de Chagas (DALTRO et al., 2019; WU et al., 2020).

No diagnéstico laboratorial, os métodos mais utilizados sdo o parasitologico,
imunologico e o molecular, e cada método aplicado apresenta uma particularidade na
precisao de diagnostico (THAKUR et al.,2020). Vale destacar que a realizagdo dos
diagndsticos das leishmanioses ainda é um desafio quando se trata da identificagéo
das espécies parasitarias (REAIMAO et al.,2020).

2.5.1 Diagnéstico parasitolégico

Os testes parasitologicos sdo todos aqueles testes que identificam o parasito,
seja em sangue, 6rgaos ou fluidos corporais (EGUCHI et al., 2017). A amostra
biolégica geralmente é analisada por meio da histopatologia de tecido fixado em
l&mina ou por meio da cultura in vitro do parasito (VRIES et al., 2015).

Dentre todas as possibilidades de amostras que podem ser analisadas, os
aspirados esplénicos sdo as que apresentam maior sensibilidade, variando de 93% a
99% (SRIVASTAVA et al., 2011). Porém, apesar da grande sensibilidade, o
procedimento para a obtencdo do aspirado é de alto risco, podendo trazer
intercorréncias graves para o paciente, como hemorragia (BARRETT e CROFT 2012).

Outra amostra que pode ser utilizada para o diagndstico parasitolégico é o
aspirado de medula éssea, que apresenta uma sensibilidade que varia de 60% a 80%;
ja o esfregago sanguineo, por sua vez, apresenta uma sensibilidade baixa, que pode
ser relacionada com a baixa carga parasitaria circulante (ELMAHALLAWY et al.,2014).
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Ja o diagnéstico por meio da cultura in vitro do parasito apresenta alta
sensibilidade e especificidade e, por isso, pode ser uma técnica para o isolamento do
parasito (HIDE et al., 2007; SRIVIDYA et al., 2012). Porém, devido a toda
complexidade e a delonga da técnica, sua utilizagdo € mais concentrada em
laboratérios de pesquisa (SINGH e SUNDAR et al.,2015)

Destaca-se que, para a identificacdo correta do parasito, € necessario que o
material coletado seja de boa qualidade e que a equipe envolvida no processo, seja
capacitada para tal (SRIVIDYA et al., 2012). Como os testes parasitologicos s&o
baseados na presencga do parasito, se o individuo estiver infectado com uma carga
parasitaria baixa, os testes parasitolégicos podem nao ser os mais indicados, o que

pode ocorrer nos casos dos assintomaticos (SILVA et al., 2020).

2.5.2 Diagnéstico imunolégico

No diagndstico imunoldgico, as técnicas mais utilizadas séo as soroldgicas, que
tém como objetivo a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania no soro dos individuos
suspeitos de LV (SRIVASTAVA et al., 2011). No Brasil, conforme o Guia de Vigilancia
Epidemioldgica, em 2019, os testes preconizados séo: Imunofluorescéncia indireta
(IF1), teste rapido imunocromatografico e o ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A IFI consiste na identificacdo de anticorpos anti-Leishmania. Nessa técnica,
utilizam-se laminas com o parasita fixado e, havendo a presenga de anticorpos anti-
Leishmania no soro do paciente, ocorrera a ligacdo de anticorpos marcados com
fluorocromos, e, em seguida, sera possivel perceber a fluorescéncia, que podera ser
visualizada pela microscopia de fluorescéncia. Serdo consideradas positivas todas
aquelas reagdes com titulos iguais ou acima de 1:80. Se os titulos ficarem entre 1:40-
1:80, o diagnéstico fica como sugestivo, e € indicada uma nova coleta (BRASIL, 2009;
SINGH et al., 2015). Uma das grandes vantagens desse teste € a boa sensibilidade
quando comparado a outros testes sorolégicos (FRANCA et al., 2020). A
desvantagem, no entanto, é que o IFI &€ uma técnica laboriosa que requer
infraestrutura laboratorial adaptada para um microscopio de campo escuro € um
técnico treinado para a realizacdo das leituras das laminas (IQBAL et al., 2002;
BOLAERT et al., 2004).

Uma das técnicas mais utilizadas para o diagndstico das leishmanioses € o
ELISA. A técnica tem como principio a reagdo antigeno-anticorpo e esta entre as

técnicas mais sensiveis para o diagnostico da doencga, principalmente quando se
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utiliza o antigeno rK39, alcan¢ando indices de sensibilidade e especificidade em torno
de 96% a 100%, respectivamente (ROMERO et al.,, 2010; BOELAERT, 2010;
SRIVASTAVA et al., 2011). O rK39 € um antigeno com um epitopo de 39 aminoacidos
ligados a cinesina-like (BURNS et al.,1993; ABASS et al., 2015).

Em relacao as limitacdes do rK39, destacam-se que o desempenho da técnica
pode variar dependendo de alguns fatores, dentre eles esta a coinfecgao LV-HIV
(KASSA et al., 2020). Vem se tornando popular o teste imunocromatografico rK39,
que se baseia na deteccdo de anticorpos. Esse teste tem alta sensibilidade, porém,
em alguns casos, pode ocorrer um resultado falso-positivo mesmo apés a cura do
individuo (MOHAPRATA et al., 2015).

Com o objetivo de otimizar as técnicas sorologicas, outros antigenos
recombinantes vém sendo estudados (SRIVIDYA et al., 2012), como o antigeno Lci2,
que apresentou o melhor desempenho quando comparado a outros testados nos
estudos de Santos et al. (2010). Podem ser citados também como promissora a
proteina quimérica Q5, que é baseada nos trés melhores antigenos para o diagnéstico
da leishmaniose visceral: Lci2, Lci3 e Lci12. Isso faz com que a sensibilidade seja
aproximadamente de 82% e que quase nao ocorram resultados inespecificos
(SANTOS et al., 2019).

Além dos ja citados, outro teste que também pode ser utilizado € o DAT (teste
da aglutinagdo direta), que se baseia na aglutinagdo do parasito em placa. O DAT
apresenta uma boa sensibilidade e especificidade que podem chegar a 97,3% e
98,8%, respectivamente, podendo, ainda, esses numeros variarem de acordo com a
cepa e também com o protocolo utilizado (AYELIGN et al., 2020). Entretanto, é valido
ressaltar que, dentre as desvantagens do DAT, ha a subjetividade da leitura da
aglutinagéo (KUHNE e BUSCHER, 2019)

Outro teste que pode ser utilizado pela praticidade, mesmo que possa
apresentar uma sensibilidade variante, € o KAtex (teste da aglutinacéo do latex). O
teste se baseia na reacdo antigeno-anticorpo. E um teste em que a sensibilidade é
aproximadamente 77%, enquanto a especificidade € de 97% (FARAROUEI et
al.,2018). Além disso, esse teste apresenta a vantagem de se basear na detecg¢ao de
antigeno, o que é no monitoramento terapéutico e nos casos de individuos
imunossuprimidos (GHATEE et al., 2017).

Outra ferramenta que vem se demonstrando promissora € a citometria de fluxo

(CF), principalmente quando aplicada no diagndstico sorolégico da LV (GOMES et al.,
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2010). A CF proporciona uma analise quantitativa dos anticorpos anti-Leishmania e o
método de marcagao, por ser realizado com anticorpos conjugados diretamente a
flurocromos, é consideravelmente simples (MARTINS-FILHO et al., 1995; OLIVEIRAL
et al., 2013; PEDRAL-SAMPAIO et al., 2016). A CF pode apresentar uma
sensibilidade de 95% e uma especificidade de 82,5%, quando aplicada para o
diagnostico da leishmaniose visceral canina (KER et al.,2019). Diante dos
desempenhos positivos da CF é possivel que ela possa ser utilizada para a
identificagéo da LV (SILVA et al., 2021)

2.5.3 Diagnéstico molecular

Uma das abordagens mais promissoras para o diagnostico da LV € o
diagnostico molecular, teste parasitologico em que € possivel a identificagdo do DNA
do parasito em individuos que estejam com uma carga parasitaria muito baixa, porém
o alto custo e a complexidade da técnica acabam inviabilizando o seu uso em larga
escala (FAUCHER; PIARROUX, 2011).

Na abordagem molecular, a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) é a técnica
que melhor se destaca na identificacdo de DNA parasitario em sangue periférico, por
ser uma boa alternativa para evitar os diagndsticos invasivos e poder ser realizada de
forma convencional ou em tempo real (SUNDARSHAN et al., 2015; MOLINA et al.,
2020). Ademias, a PCR em tempo real (QPCR) permite a quantificagdo parasitaria,
podendo ser aplicada tanto para o monitoramento terapéutico, como em casos com
baixa carga parasitaria (GALLUZZI et al., 2018; MERDEKIOS et al.,2021).

A PCR convencional € uma técnica elaborada com varias etapas, requerendo
um tempo maior de execucdo, sendo que sua sensibilidade é de aproximadamente
95,45%, enquanto a especificidade chega a 68,88% (CRUZ et al.,2002). Porém, a
sensibilidade e a especificidade podem variar conforme o tipo de amostra utilizada, a
metodologia aplicada, a carga parasitaria, os primers escolhidos e os inibidores
presentes na reagao (LACHAUD et al., 2001). Ja a qPCR é uma técnica que vem
ganhando destaque por ser de rapida execugao, ter baixo risco de contaminagéo e ter
menos etapas (GALUZZI et al., 2018). Além disso, a sensibilidade e especificidade da
técnica podem ser 100% (PAIVA-CAVANCANTI et al.,2015).

Vale destacar que o diagndstico das leishmanioses compreende a combinagao
das técnicas laboratoriais com o perfil clinico, enquanto a detec¢céo de assintomaticos

compreende a combinacao de testes com metodologias diferentes (PORCINO et al.,
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2019; CARVALHO et al., 2020), podendo, ademais, os testes moleculares serem uma

boa alternativa para esses casos (HOSSAIN et al., 2017).

2.6 DIFICULDADES E PERSPECTIVAS PARA IDENTIFICACAO DE
ASSINTOMATICOS

O individuo assintomatico infectado pode exercer uma atuagao importante na
transmissado da doenga. Além disso, a grande preocupacgédo € que entre os testes
atuais nenhum é considerado padrao-ouro para a identificagao desse grupo (IBARRA-
MENEZES et al., 2022). A infecgdo assintomatica também é uma preocupagao em
individuos imunossuprimidos por doenca autoimune, uma vez que pouco se sabe a
respeito da prevaléncia nesses casos (BOTANA et al., 2021). A existéncia de um teste
que identifique esse assintomatico seria util para a realizagdo de monitoramento e
vigilancia, além de ser mais uma ferramenta para tentar eliminar a doenga (OWEN et
al.,2021). E necessario estudos que reforcam a necessidade de estudos altamente
sensiveis e especificos para explanar melhor o desempenho desses testes (AYENE
et al., 2021)

Por esses e outros motivos, vém sendo estudado a estimulagédo de sangue total
com antigeno soluvel de Leishmania (SLA), para serem avaliadas as concentragdes
plasmaticas de INF-y e IL-10. Uma vez realizada essa avaliagao, seria possivel
estimar a prevaléncia desses assintomaticos (IBARRA-MENESES et al.,2016). Ja
Kyoko et al. (2021) testaram ensaios com o antigeno rk28 e perceberam uma melhor
sensibilidade quando comparado com os ensaios que utilizaram o antigeno rk39,
porém reforcam que mais pesquisas sdo necessarias para melhor compreensao do
assunto.

Outro biomarcador foi observado no estudo de Adriaensen et al. (2018) que
verificaram os niveis séricos de CD40 soluvel e neopterina em pacientes
assintomaticos e co-infectados com HIV. A neopterina sinalizou para uma progressao
da LV em pacientes co-infectados com HIV. Ja os niveis de CD40 apresentaram um
papel protetor da LV, importante na resposta imune precoce.

Em outro estudo, foi verificado que as concentragdes plasmaticas de INF-y e
IL-2 parecem ser marcadores promissores para o diagnéstico de infeccdo por
Leishmania, até em individuos assintomaticos (IBARRA-MENEZES et al., 2016).
Entretanto, estudos precisam ser realizados para desvendar o papel e os mecanismos
de citocinas na infecgéo por Leishmania (KAMMOUN-REBAI et al., 2016).
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Diante disso, estimar a soroprevaléncia em uma regido endémica € importante
para direcionar medidas que atuem no controle da LV. Para isso, foi realizada a
analise laboratorial em amostras de sangue de doadores, por diferentes técnicas

sorologicas.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 AREA DO ESTUDO

O estudo foi realizado na cidade de Recife-PE, na Fundagédo de Hematologia e
Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), que € uma instituicdo que se destaca no
estado por atuar na triagem e na doagdo de sangue, diagnostico laboratorial e
tratamento de doengas do sangue, além de estar presente no apoio dos servigos de

transplante de érgéaos.

3.2 TIPO DO ESTUDO
Trata-se de um estudo experimental e quantitativo de base laboratorial. Esta

pesquisa consiste na analise, em laboratério, das amostras de sangue fornecidas pelo
HEMOPE, unidade Recife.

3.3 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado nos Comités de Etica em Pesquisa das instituicdes
envolvidas (HEMOPE e Instituto Aggeu Magalhaes/IAM/FIOCRUZ/PE), CAEE
65770317.9.0000.5190 e segue as diretrizes e normas da resolugéo n° 466/12 (Anexo
A).

3.4 POPULACAO DO ESTUDO E PERIODO DE REFERENCIA

Foram coletadas 500 amostras de sangue periférico de doadores aptos para a
doacao e que passaram pela triagem clinica e laboratorial do HEMOPE. Essas foram,
em seguida, armazenadas sob refrigeragcdo a -80°C. A coleta foi realizada em
doadores que compareceram ao banco de sangue da cidade de Recife entre agosto
de 2017 a setembro de 2017, essas amostras foram coletadas em um estudo anterior

e armazenadas para o presente estudo.

3.4.1 Desenho do estudo

Para o estudo em questdo, foram selecionados como controle negativo 40
individuos saudaveis de area nao endémica, oriundos do banco de sangue do
Laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular do Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM-FIOCRUZ). Os controles positivos sintomaticos (n=15) para a Leishmaniose

Visceral foram obtidos a partir do banco de soro do Laboratério de Doencas
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Transmissiveis do IAM-FIOCRUZ, diagnosticados por, pelo menos, dois testes
soroldgicos e/ou moleculares. Em todos os ensaios foram adicionados esses controles
positivos com objetivo de garantir a qualidade dos testes. Foram selecionados, ainda,
soros (n=28) de individuos com leishmaniose tegumentar americana, negativas para
LV, diagnosticados por, pelo menos, dois testes, sendo eles, pesquisa direta e teste
molecular. Essas amostras positivas para LTA foram utilizadas para verificacdo da
reatividade cruzada de cada teste. E importante destacar que esses soros foram
obtidos em colaboracdo com o servico de referéncia em Leishmaniose do Instituto
Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ.

Das 500 amostras de sangue de doadores do banco de sangue, 31 foram
positivas na triagem por qPCR, realizada em um estudo anterior por Silva et al, 2020.
Essas amostras positivas foram utilizadas para a avaliacdo dos testes, utilizando a
citometria de fluxo, teste de aglutinagao direta e ELISA com os antigenos soluvel, Q5,
rkK39 e Lci2. A soroprevaléncia com os diferentes tipos de antigeno para o ELISA

foram realizadas em todas as 500 amostras. (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma das amostras submetidas aos testes soroldgicos
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3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO
Para a avaliagéo de testes soroldgicos para estimar a prevaléncia da infecgao
por Leshmania spp. em doadores de sangue, foram incluidas todas as 500 amostras

de doadores de sangue aptos para a doagao, selecionados pela triagem clinica e
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laboratoérial do HEMOPE.

3.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para a avaliagéo de testes sorologicos para estimar a prevaléncia da infecgéo
por Leshmania spp. em doadores de sangue, foram excluidas todas as amostras que
apresentaram uma quantidade de soro insuficiente para a realizacido dos testes

soroldgicos, 0 que, no nosso estudo, resultou na exclusdo de 5 amostras.

3.7 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Para a realizagao do presente estudo, foram utilizados os testes sorologicos
ELISA com diferentes antigenos, sendo eles, os antigenos soluvel, Q5, rK39 e Lci2.
Foram utilizados também para as analises a citometria de fluxo e o teste DAT. O

detalhamento de cada um desses testes estio descritos abaixo.

3.7.1 Obtencao do soro

O soro foi obtido apds a centrifugacao a 400 X g por 5 minutos, na temperatura
ambiente. Apés a centrifugacgao, o soro foi aliquotado e estocado sob refrigeracéo a -
80° C.

3.7.2 Obtengao do extrato de antigeno soluvel de L. infantum

Primeiramente, as formas promastigotas da cepa de referéncia
(MHOM/BR/BH46) mantidas in vitro foram expandidas em meio Schneider’'s em
garrafas de cultura de tamanho médio, até atingirem a fase exponencial, obtendo
aproximadamente 102 de parasitos. Logo depois, os parasitos foram repassados para

tubos cénicos e submetidos a uma centrifugagao de 400 X g por 10 minutos.

Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com solugdo salina tamponada
(PBS), 1x e pH 7.2. O pellet foi ressuspenso com 750uL da solugdo tampao de lise
branda e 250uL de inibidor de protease. Apds isso, foi transferido para um tubo

eppendorf de 1,5mL.

Para a lise celular, foram realizados congelamentos e descongelamentos em
nitrogénio liquido e banho-maria a 36°C. Depois, foram adicionados 20uL da solu¢ao

em uma lamina de microscopia para verificar a viabilidade das células. E, para
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assegurar que nao haveria células viaveis, foram realizados mais ciclos de

congelamento e descongelamento.

A solucéo final foi centrifugada a 10.000 X g a 4°C por 15 min, o sobrenadante
(constituido por antigenos soluveis) foi coletado, e o pellet (constituido por antigenos
insoluveis) foi ressuspenso em PBS. A fragao soluvel foi quantificada com reagente
de Bradford (10uL da suspenséo antigénica, 200uL de Bradford e 790uL de agua milli-
Q). Em seguida, a suspensao foi aliquotada em tubos menores e congelados a -80°C

até o uso.
3.7.3 Obtenc¢ao dos antigenos recombinantes Q5 e Lci2

Esses antigenos foram cedidos ja prontos para o uso pelo Departamento de
Microbiologia da Fiocruz PE. Para a expressao das proteinas, as construgbes
quiméricas foram convertidas em E. coli BL21 (para a proteina Lci2) de acordo com
Ramos et al., (2021) ou Rosetta™ 2 (Merck Millipore) para proteina Q5 de acordo com
Santos et al., (2020), e, logo em seguida, foi realizada uma sele¢ado com cloranfenicol
(34 ug / ml) e ampicilina (50 pg / ml). O cultivo de célula foi realizado em meio liquido
Luria Bertane (LB) e a expresséao de proteinas recombinantes foi induzida com a ajuda
do isopropylthio-B-galactoside (IPTG) 0,5 mM em temperatura de 30°C. Os
sedimentos celulares obtidos apds a expressao, foram ressuspendidos em 20 ml de
tampéao de lise e equilibrio, e solubilizados por ultrassom, por 30 segundos, em 5
pulsos, com intervalos de um minuto, a 4° C. Para a purificacdo de proteinas, foi
realizada uma incubagcdo com resina de agarose Ni-NTA (Qiagen) e, logo depois,
foram realizadas lavagens no mesmo tampao e também em um tamp&o desnaturante.
A eluigdo, por sua vez, foi em tampado desnaturante a 1 M de imidazol, e a
quantificacao foi realizada pelo método de Bradford, com um rendimento aproximado
de 1 mg/ ml (ZAIA, 1998). Todas as preparacdes proteicas foram visualizadas em 15%
de SDS-PAGE corada com Comassie Blue R-250 e quantificadas adicionalmente por
comparagdes com quantidades conhecidas de Albumina de soro bolvino(BSA).

3.7.4 Caracterizagao dos antigenos Q5 e Lci2

As quimeras sido todas aquelas proteinas formadas pela unido de diversos
fragmentos de peptideos, e podem ser consideradas promissoras quando aplicadas
no diagnéstico da LV, devido ao aumento da sensibilidade e especificidade quando

comparado com antigenos soluveis (SANTOS et al., 2020).
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As Lci sao fragmentos de DNA que codificam as melhores regides antigénicas
de cada proteina e podem ser unidas para gerar genes quiméricos. Os genes dos
antigenos Lci2, Lci3 e Lci12 foram planejados e aprimorados para expresséo
heterdloga em células eucaridticas, considerando a fase de leitura, frequéncia de
codons, estrutura secundaria do mRNA, conteudo de GC e sitios de restricao
(SANTOS et al., 2020).

Dentre as Lci (Lci2, Lci3 e Lci12), a Lci2 é a que apresenta melhor resultado
para o diagnoéstico da LV. O antigeno Lci2 € uma proteina com origem nos segmentos
iniciais e médio da Kinesina, do qual o antigeno rK39 é formado pelos ultimos 46
residuos da parte nao repetitiva préxima ao dominio motor, inserido mais 242
aminoacidos dos segmentos repetitivos (SANTOS et al.,, 2020). Sendo assim, a
proteina quimérica Q5 foi desenvolvida com base nas proteinas Lci2, Lci3 e Lci12,
que apresentam bom desempenho para diagndstico da LV (SANTOS et al., 2020).

3.7.5 ELISA com antigeno soluvel, antigeno Q5 e antigeno Lci2

O ensaio de ELISA foi realizado por um protocolo in house no Laboratério de
Imunopatologia e Biologia Molecular do IAM. Previamente, foram realizadas
padronizagdes para determinar as condi¢des ideais para a utilizagdo do antigeno
soluvel e das demais proteinas. Assim, controles positivos e negativos foram testados
em triplicatas, em diferentes concentragdes (100 ng, 200 ng, 400 ng, 600 ng), e foi
escolhida a que apresentou a maior segregacdo entre os valores positivos e

negativos.

Para a padronizacao da diluicao do soro, foram testadas diferentes diluicdes:
1:450, 1:900, 1:1.800, 1:3.600. O mesmo procedimento foi realizado para a
padronizagdo do anticorpo anti-lgG humana cadeia gama especifica conjugada a
peroxidase, testados nas seguintes diluigdes: 1:1.000, 1:2.500, 1:5.000, 1:10.000.

As placas foram sensibilizadas com 100uL dos antigenos e das proteinas de
interesse, a 600 ng/mL previamente diluido em tamp&o Carbonato/Bicarbonato 0.06
M pH 9,6 e incubadas por 4°C, por 18 horas, em camara umida. Logo depois, foram
lavadas por 3 vezes com PBS 0.015 M pH 7,2 contendo 0.05% de tween 20, e,
posteriormentem, foram adicionados 100 pL por pogo das amostras de soros diluidos
em 1:900 de PBS 0,015 M pH 7,2 contendo 0.05% de Tween 20 e 10% de leite em po

desnatado.
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Em seguida, foram acrescentados os controles positivos e negativos com as
mesmas diluigdes das amostras e houve um novo ciclo de incubagéo e lavagens,
como descrito anteriormente. Mais adiante, foram adicionados 100 yL por pog¢o do
anticorpo anti-lgG humana cadeia gama especifica conjugada a peroxidase
(Calbiochem). Apds o novo ciclo de incubagéao e lavagens, foram adicionados 150 pL
por pogo do cromégeno (acido 5-amino salicilico ou OPD) com o peréxido de
hidrogénio. Passados os 30 minutos de incubagdo em camara umida a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, a reacéo foi parada com 100uL por poco de acido
sulfarico 1M. A leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490
nm. Para a interpretacdo dos resultados, o cutoff foi calculado levando-se em
consideragao a média aritmética das absorbancias das diluicdes dos controles
negativos mais 2 vezes o desvio padréo. Diante disso, foram consideradas positivas

as amostras que apresentaram valores acima do cutoff.
3.7.6 ELISA com o antigeno rk39

O ensaio de ELISA utilizando o antigeno rk39 (Rekom biotech RAG0061) foi
realizado como descrito por Pedras et al. (2008). As placas de 96 pogos foram
sensibilizadas com 100ul por pogo do antigeno a 5.000 ng/ml diluido em tampéo
carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Em seguida, as placas foram incubadas por 18 horas
a 4°C e lavadas cinco vezes com agua destilada estéril. O bloqueio foi realizado com
100uL de albumina de soro bovino a 2% (BSA) em tampao PBS (pH 7,4) com 0,05%
Tween-20 (PBS-BSA-T20) e incubadas por 1 h a 37°C. Apds a incubacéo, as placas
foram lavadas cinco vezes. Os soros foram diluidos a 1:900 em tampao PBS-T20 e
foram adicionadas 100ul em duplicatas para cada amostra. As placas foram
incubadas novamente por 1 h a 37°C e, logo depois, lavadas cinco vezes. O anticorpo
conjugado com peroxidase IgG anti-humano (Calbiochem) foi diluido a 1: 10.000 e
adicionado (100ul / pogo) nos pogos. As placas foram incubadas por 1 ha 37°C e, a
posteriori, lavadas cinco vezes. Apos a lavagem, foram adicionados 150ul de solugao
de OPD (célculo como padrao ELISA), e, depois de 30 min, a placa foi lida a 490 nm

em um leitor de microplaca.
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3.7.7 Citometria de fluxo

3.7.7.1 Obtencgéo das formas promastigotas fixadas de L. infantum

As formas promastigotas da cepa de referéncia de L.infantum
(MHOM/BR/BH46) mantidas in vitro foram expandidas em meio Schneider’s até a fase
exponencial. Posteriormente, os parasitos foram transferidos para tubos de
polipropileno de 50mL e centrifugados (7 X g), a 25°C por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi recuperado ap6s 10 minutos em repouso na temperatura ambiente,
transferido para um tubo de 50mL e descartado o precipitado. Os parasitos foram
lavados com salina tamponada 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) por trés vezes, a 4°C,
871 X g, durante 10 minutos, e o precipitado foi homogeneizado cuidadosamente.
Para a fixagao, o precipitado formado foi ressuspendido em solugao fixadora MFF (10g
de paraformaldeido, 10,2g de cacodilato de sodio, 6,65g de cloreto de sodio/L) e
estocado 24h a 4°C. Uma aliquota contendo os parasitos da suspensao foi contada e

a concentragao ajustada para o ensaio de citometria de fluxo.

3.7.7.2 Ensaio de citometria de fluxo (CF)

O ensaio de citometria de fluxo para a pesquisa de anticorpos anti-formas
promastigotas de L. infantum foi realizado de acordo com Rocha et al. (2002).
Primeiramente, foi feita uma suspensao de parasitos (2,5 x 10%/pogo) e, depois, eles
foram incubados em placas de 96 pocos, a 37°C, por 30 minutos com diferentes
diluicdes do soro (1:64 a 1:32.768). Apds a incubagao dos soros, foram adicionados
45ul de uma suspenséo de parasitos (5 x 10%/por pogo) e a placa foi incubada a 37°C
por 30 minutos em estufa de CO2.

Ap0Gs a incubagdo com soros, os parasitos foram lavados duas vezes com 150
ML de PBS-10% SFB (1000 X g por 10 minutos, a 4°C). Em seguida, ocorreu a
incubacgéao a 37°C, por 30 minutos protegidos da luz, na presencga de anti-lgG humana
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina-FITC (Sigma Chemical Corp., St. Louis,
MO) diluida 1:1200 in PBS-10% SFB. Depois da segunda lavagem, os parasitos
marcados com FITC foram lavados e fixados com 200uL de solugdo fixadora e
mantidos por 30 minutos, a 4°C, ao abrigo de luz, até a leitura no citdmetro de fluxo

no equipamento FACS Calibur - Becton & Dickson usando Cell Quest Pro software.
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3.7.8 Teste de aglutinagao direta (DAT)

O DAT foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante (Royal Tropical
Institute, Amsterdam, NL). O teste foi realizado em placas com fundo em V de 96
pocos, e os soros foram diluidos de 1:50 a 1:51200. A leitura dos resultados foi
realizada apds uma incubagao overnight em temperatura ambiente. A maior diluicao
em que a aglutinagao foi visivel determinou o titulo do DAT. Foram considerados

positivos aqueles que tiveram titulagao igual ou acima de 1:6400.

3.7.9 Concordancia dos testes utilizando a medida de Kappa

Para verificar se havia concordancia entre os testes foi utilizada a medida de
Kappa, que auxilia na identificagdo dos resultados concordantes. De acordo com
Landis JR e Koch GG (1997), caso o resultado seja menor que zero, ndo ha
concordancia entre os testes; caso seja entre 0 e 0.19, a concordancia é ruim; caso
seja entre 0.20-0.39,a concordancia é classificada como razoavel; caso seja entre
0.40-0.59, a concordéncia € moderada, caso seja entre 0.60-0.79, a concordancia é
classificada como consideravel, e, por fim, caso seja entre 0.80-1.00, concordancia é

perfeita.

3.7.10 Analise estatistica

Para a CF, uma analise foi realizada para a avaliagdo do desempenho dos
testes diagnosticos em estudo. A fim de definir o ponto de corte, utilizamos o PPFP
(Porcentagem de Parasitas Fluorescentes Positivos) para diferenciar os resultados
positivos e negativos. Foi construida a receiver operating characteristic curve — curva
ROC, que foi estruturada com os valores de especificidade no eixo x e sensibilidade
no eixo y. Todas as conclusdes foram admitidas no nivel de significancia de 5%. As
analises e os graficos de CF e ELISA foram realizados no programa estatistico
GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA). Os valores de concordancia
dos testes, assim como a sensibilidade e especificidade, foram calculados a partir do
programa Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health (OpenEpi) version
3.01.
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4.1 PADRONIZAGAO DOS TESTES SOROLOGICOS ELISA

Foi realizada uma padronizagdo antes de todos os ensaios visando identificar

a melhor concentragdo dos antigenos, soro e anticorpo a serem aplicadas. Estéo

apresentadas, nas proximas tabelas, as concentracbes padronizadas para cada

ensaio realizado.

Tabela 2 - Concentragdes e diluicdes padronizadas para o ensaio ELISA com antigeno

soluvel

Variavel Concentragaol/ Diluigao
| Antigeno soluvel 600ng |
| Soro 1:900 |
| Anticorpo Anti-igG 1:10.000 |

Fonte: Elaboracao do autor (2022)

Tabela 3 - Concentracdes e diluicdes padronizadas para o ensaio ELISA com o

antigeno Q5

Variavel Concentragao/Diluigao
| Proteina Q5 600ng |
| Soro 1:900 |
| Anticorpo Anti-igG 1:10.000 |

Fonte: Elaboracao do autor (2022)

Tabela 4 - Concentracdes e diluicdes padronizadas para o ensaio ELISA com o

antigeno rk39

Variavel Concentragao
| Antigeno rK39 5.000ng |
| Soro 1:900 |
| Anticorpo Anti-igG 1:10.000 |

Fonte: Elaboracao do autor (2022)
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Tabela 5 - Concentracdes e diluicdes padronizadas para o ensaio ELISA com o

antigeno Lci2

Variavel Concentracao/Diluigao
| Proteina Lci2 600ng |
| Soro 1:450 |
| Anticorpo Anti-igG 1:5.000 |

Fonte: Elaboragao do autor (2022)

4.2 SOROPREVALENCIA E AVALIACAO DA REATIVIDADE CRUZADA COM
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA (LTA) NOS TESTES SOROLOGICOS
ELISA

Estdo apresentados, nos proximos graficos, os resultados de cada ensaio
realizado com os antigenos testado. Cada grafico apresenta o grupo de doadores
testados, os assintomaticos, o grupo controle negativo e o grupo positivo para LTA.

Em todos os ensaios eram adicionados nas placas amostras positivas para
controle e em nenhum dos ensaios realizados nunca as amostras positivas deram
resultado negativos.

No grafico 1 foi possivel verificar que de todas as amostras de doadores
analisadas, foi observado uma reatividade de 29,69% (147). Além disso, foi avaliada
a reatividade cruzada, dos quais 100% (28) dos individuos com LTA avaliados

também obtiveram positividade para LV.
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Grafico 1 - Soroprevaléncia por ELISA convencional utilizando antigeno soluvel e

avaliagéo da reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar americana
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Fonte: Elaboragéo do autor (2022)

Controles
positivos

No gréafico 2, temos os resultados do ELISA utilizando o antigeno Q5. E possivel

observar que 23,43% (116) dos 495 doadores apresentaram positividade para LV,

enquanto a reatividade cruzada com as amostras de LTA foi de 10,07% (3).
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Grafico 2 - Soroprevaléncia por ELISA recombinante utilizando o antigeno Q5 e avaliagao da

reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar americana
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Fonte: Elaboracao do autor (2022)

O ELISA com antigeno rK39 ndo obteve um bom desempenho em relagéao a

busca por doadores de sangue assintomaticos. O ensaio de ELISA utilizando o

antigeno rK39 nao apresentou positividade para nenhum individuo do grupo de 495

doadores. Frente a avaliagao da reatividade cruzada, também nao houve positividade

para o grupo de LTA. Esses resultados podem ser observados no grafico 3.
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Grafico 3 - Soroprevaléncia por ELISA recombinante utilizando o antigeno rk39 e

avaliacao da reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar americana (LTA)
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Fonte: Elaboragéo do autor (2022)

E no grafico 4, é possivel visualizar os resultados do teste ELISA, utilizando o
antigeno Lci2. Dos 495 doadores, 5,65% (28) reagiram no teste. No teste de reacao

cruzada para LTA, 17,8% (5) positivaram, como observado no grafico.



48

Grafico 4- Soroprevaléncia por ELISA utilizando o antigeno Lci2 e avaliagdo da

reatividade cruzada com leishmaniose tegumentar americana (LTA)
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Fonte: Elaboragao do autor (2022)

4.3 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO

Para a padronizacdo dos ensaios, foram utilizadas amostras de soro na
diluicdo 1:512, como é possivel observar no Grafico 5. Destaca-se que essa foi a
diluicdo em que ocorreu uma maior variagdo entre os valores de Porcentagem de
Parasitos Fluorescentes Positivos (PPFP) dos controles negativos e positivos. Essas

diluicdes foram definidas por protocolo in house ja estabelecido.
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Grafico 5 - Padronizacao da diluicdo do soro para o ensaio da citometria de fluxo
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Em seguida, foi calculado o cutoff por meio da curva ROC (Receiver Operating

Characteristic Curve). Para isso, foram usados os valores de PPFP das amostras de

controle de pacientes saudaveis e dos individuos assintomaticos. Os resultados da
curva ROC mostraram que o cutoff ideal foi de 1,41% (Grafico 5).
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50

Assim, apenas 2,17% (7) das 31 amostras positivaram no grupo de
assintomaticos e 77,77 % (14) reagiram no grupo dos controles negativos, como

apresentado no Grafico 6.

Gréfico 6 - Reatividade das amostras na CF
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Fonte: Elaboragao do autor (2022).

4.4 TESTE DE AGLUTINACAO DIRETA COM AMOSTRAS DE PACIENTES
ASSINTOMATICOS

O teste de aglutinagcdo direta foi realizado com o intuito de verificar o
desempenho quando usado em pacientes assintomaticos. Foram submetidas as
mesmas 31 amostras aplicadas no teste da CF. Como resultado, apenas 9,7% (3) de

todas as 31 amostras positivou, tal como esta presente na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do teste de aglutinagao direta quando aplicado em amostras de

assintomaticos

Paciente Resultado Titulo Paciente Resultado Titulo

1 Positivo 1/6400 17 Negativo 1/3200
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2 Negativo 1/3200 18 Negativo 1/3200
3 Negativo 1/3200 19 Negativo 1/3200
4 Positivo 1/6400 20 Negativo 1/3200
5 Negativo 1/3200 21 Negativo 0

6 Negativo 1/3200 22 Negativo 1/3200
7 Negativo 1/3200 23 Negativo 1/3200
8 Negativo 0 24 Negativo 1/3200
9 Negativo 0 25 Negativo 1/3200
10 Negativo 1/3200 26 Negativo 1/3200
1 Negativo 0 27 Negativo 1/3200
12 Negativo 0 28 Negativo 0
13 Negativo 1/3200 29 Negativo 0
14 Negativo 1/3200 30 Negativo 0
15 Negativo 1/3200 31 Positivo 1/12.800
16 Negativo 1/3200

Fonte: Elaboracao do autor (2020)

4.5 FREQUENCIA DOS TESTES SOROLOGICOS FRENTE AO GRUPO DE 31

DOADORES ASSINTOMATICOS

Para uma melhor anélise de dados, foi executado o calculo da frequéncia dos

testes dos grupos CF, DAT, ELISA com antigeno bruto, ELISA com o antigeno Q5,

ELISA com o antigeno rK39 e ELISA com o antigeno Lci2, no qual objetivou identificar

a frequéncia dos casos nas amostras coletadas. A tabela 7 sumariza todos os

achados da analise realizada.

Grafico 7 — Frequéncias dos testes sorolégicos CF, DAT, ELISA convencional com

antigeno soluvel e ELISA com os antigenos recombinantes Q5, Lci2 e o rK39

Falso Verdadeiro Verdadeiro Falso
negativo positivo negativo positivo
I I |
CF 77,4% 22,6% 22,4% 77,7%
I I |
DAT 90,3% 9,1% 100% 0%
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ELISA 77,4% 22,6% 100% 0%
antigeno
soluvel
I I I I I I
ELISA Q5 87,1% 12,7% 100% 0%
| | | | | |
ELISA rK39 100% 0% 100% 0%
I I I I I I
ELISA Lci2 93,4% 6,4% 100% 0%

Fonte: Elaboragao do autor (2022)

Como pode ser visto, analisando os graficos, que totalizam 31 casos cada,
destaca-se a seguinte configuragdo de resultados: na citometria de fluxo, 22,6% (7)
foram verdadeiramente positivos, 77,4% (24) foram falsos negativos. No grupo
controle negativo, 77,7% (14) foram falsos positivos e 22,2% (4) foram
verdadeiramente negativos.

No teste DAT, em nosso estudo no grupo de assintomaticos, 90,3% (28) foram
falsos negativo e apenas 9,7% (3) foram verdadeiros positivos. No grupo controle
negativo, todos os 100% dos 18 casos foram verdadeiros negativos.

O ELISA com o antigeno soluvel teve, no grupo de assintomaticos, 77,4% (24)
falsos negativos e 22,6% (7) verdadeiros positivos, e 100% (18) do grupo se
apresentaram como verdadeiro negativo. No ELISA com o antigeno Q5, do grupo de
assintomaticos, 87,1% (27) foram falsos negativos e apenas 12,7% (4) verdadeiros
positivos no grupo controle nenhuma das 18 amostras positivaram. Ja o ELISA com
rk39, no grupo de assintomaticos, 100% (31) foram falsos negativos e no grupo
controle negativo 100% (18) foram verdadeiros negativos. E por ultimo o ELISA com
o antigeno Lci2, 6,45% (2) foram verdadeiros positivos e 93,54% (29) falsos negativos,
no grupo controle negativo todas as amostras permaneceram negativas. Com esses

valores, foi possivel, calcular a sensibilidade e a especificidade de cada teste.

6.5.1 Sensibilidade e especificidade dos testes CF, DAT, ELISA com antigeno
soluvel, ELISA com a proteina Q5, ELISA com o antigeno rK39 e ELISA com a
proteina Lci2

Para uma melhor compreensdo dos resultados, foram calculadas a
sensibilidade e especificidade de cada teste. A sensibilidade vai é a capacidade de o
teste apresentar resultado positivo em uma populagdo sabidamente com a doenca,
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ja a especificidade € a capacidade do teste apresentar resultado negativo em

individuos saudaveis.

Tabela 8: Sensibilidade e especificidade dos testes utilizados no estudo

FC DAT ELISA ELISA Q5 ELISA ELISA
Antigeno rK39 Lci2
Solavel
| | | | | | | |
Sensibilidade 22,58% 9,67% 22,58% 12,9% 0.0% 6,45%
| | | | | | |
Especificidade 22,22% 100% 50,0% 91,67% 100% 86,11%

Fonte: Elaboragao do autor (2022)

4.6 CONCORDANCIA ENTRE OS ESTES USADOS PARA IDENTIFICAGCAO DO
ASSINTOMATICO NA POPULACAO DE DOADORES DE SANGUE.

Apos todas as analises verificou-se que ndo houve concordancia entre os
testes. Os resultados laboratoriais de cada teste de forma individual estdo expressos
na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados laboratoriais de 31 casos de infecgao assintomatica por L.
Infantum em doadores de sangue.

Paciente Citometria DAT ELISA ELISA Q5 ELISA rK39 ELISA Lci2
de fluxo (Titulo Antigeno (Absorbancia- (AbsorbAncia-  (Absorbancia-
141 >1/12.800) bruto 490nm/ cutoff 490nm/cutoff 490nm/cutoff
%PPFP) (Absorbancia 0,604) 1,881) 0,243)
490nm/ cutoff
0,054)
1 Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
(0,16) (1/6400) (0,008) (0,398) (0,893) (0,215)
2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
0,27) (1/3200) (0,027) (0,500) 0,551) (0,184)
3 Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
0,17) (1/3200) (0,071) (0,300) (0,536) (0,181)
4 Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo
(0,69) (1/6400) (0,001) (0,844) (0,744) (0,076)
5 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
(1,03) (1/3200) (0,027) (0,278) (0,745) (0,033)
6 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
1,14 (1/3200) (0,022) (0,326) (1,046) (0,032)
7 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

(0,10) (1/3200)  (0,001) (0,445) (0,663) (0,170)
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Negativo
(0,18)

Positivo
(5,74)

Negativo
(1,09)

Negativo
(0,44)

Negativo
(0,65)

Positivo
(2,47)

Negativo
(0,45)

Positivo
(3.42)

Positivo
(3,76)

Positivo
(3,12)

Negativo
0.91)

Negativo
(0,67)

Positivo
(1,59)

Positivo
(1,55)

Negativo
(1,20)

Negativo
(1.23)

Negativo
(0,54)

Negativo
(1,33)

Negativo
(0,54)

Negativo
(0,65)

Negativo
(0,50)

Negativo
(0,71)

Negativo

(0)

Negativo

©)

Negativo
(1/3200)

Negativo

(0)

Negativo

©)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo

©)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Positivo
(1/12.800)

Negativo
(1/3200)

Negativo
(1/3200)

Negativo

©)

Negativo

©)

Negativo
(0,001)

Negativo
(0,004)

Negativo
(0,002)

Negativo
(0,007)

Negativo
(0,009)

Negativa
(0,024)

Negativo
(0,019)

Negativo
(0,001)

Negativo
(0,032)

Positivo
(0,099)

Negativo
(0,038)

Positivo
(0,057)

Negativo
(0,045)

Negativo
(0,003)

Positivo
(0,055)

Positivo
(0,055)

Negativo
(0,025)

Negativo
(0,034)

Positivo
(0,089)

Positivo
(0,078)

Negativo
(0,037)

Positivo
(0,062)

Negativo
(0,526)

Negativo
(0,453)

Negativo
(0,240)

Negativo
(0,349)

Negativo
(0,152)

Negativo
(0,267)

Negativo
(0,297)

Negativo
(0,296)

Positivo
(0,643)

Negativo
(0,279)

Negativo
(0,084)

Negativo
(0,271)

Negativo
(0,281)

Negativo
(0,308)

Negativo
(0,299)

Negativo
(0,224)

Negativo
0,551)

Negativo
(0,202)

Negativo
(0,278)

Positivo
(1,258)

Negativo
(0,326)

Negativo
(0,426)

Negativo
(0,505)

Negativo
(0,844)

Negativo
(0,328)

Negativo
(0,873)

Negativo
(0,467)

Negativo
(0,775)

Negativo
(0,505)

Negativo
(0,156)

Negativo
(0,334)

Negativo
(0,786)

Negativo
(0,129)

Negativo
(0,273)

Negativo
(0,203)

Negativo
(0,478)

Negativo
(0,464)

Negativo
(0,247)

Negativo
(0,440)

Negativo
(0,720)

Negativo
(0,281)

Negativo
(0,613)

Negativo
(0,232)

Negativo
(0,131)

Negativo
(0,183)

Negativo
(0,167)

Negativo
(0,083)

Negativo
(0,158)

Negativo
0,214)

Negativo
(0,153)

Negativo
(0,137)

Negativo
(0,029)

Negativo
(0,045)

Negativo
(0,165)

Negativo
(0,158)

Negativo
(0,171)

Negativo
(0,143)

Negativo
(0,123)

Negativo
(0,167)

Negativo
(0,052)

Negativo
0,117)

Positivo
(0,277)

Negativo
(0,123)

Positivo
(0,256)

Negativo
(0,102)

Negativo
(0,095)
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30 Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo
(1,23) (0) (0,039) (1,555) (0,354)

31 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
(1,20) 0) (0,038) (0,425) (0,355)

Fonte: Elaboracao do autor (2020)

Negativo
(0,163)

Negativo
(0,090)
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5 DISCUSSAO

A Leishmaniose visceral € uma infecgcao de carater zoonético e amplamente

distribuida pelo mundo (WILHELM, 2020). No Brasil, foram notificados 18.274 casos
e 1.195 mortes por LV entre os anos de 2010 e 2014, atingindo 6,5% o coeficiente de
letalidade (BRASIL, 2019). E no ano de 2019 o Brasil foi o responsavel por 97% das
notificacdes nas Americas (SAUDE, 2021).
Devido a essas notificagdes, se faz necessaria a aplicacado de medidas mais eficientes
para o controle, evitando, assim, as altas taxas de mortalidade (YESHAW et al., 2020).
Um diagndstico preciso e precoce € uma das melhores medidas aplicadas para
combater a doenca (LEVEQUE et al., 2020), visto que, em lugares endémicos, grande
parte dos infectados apresenta a doenga na forma assintomatica (MAGILL et al., 2015;
MURRAY et al., 2005).

A tematica a ser discutida € que um individuo assintomatico pode ser um
candidato a doagado de sangue e, consequentemente, um potencial transmissor do
agente causador da doenca (SILVA et al., 2020). Nesse contexto, estimar a
soroprevaléncia em uma regido endémica é importante para direcionar medidas que
atuem no controle da LV, elucidar as lacunas do conhecimento existentes nessa
populacado. Para isso, foi realizada a analise laboratorial em amostras de sangue de
doadores por diferentes técnicas soroldgicas.

Novas resultados foram destacados neste estudo e foi observado que as
técnicas utilizadas apresentaram desempenhos diferentes. Uma possibilidade de
corrigir isso € associar mais de uma técnica para a obtencdo de um diagndstico
preciso, como demonstrado no estudo de ASFARAM et al. (2017) onde se verificou a
prevaléncia global da infecgao por Leishmania entre doadores de sangue. A seguir,
discutimos detalhadamente todos os resultados.

No teste ELISA com o antigeno soluvel, observamos uma soroprevaléncia de
29,69%. No entanto, ressaltamos que alguns estudos apontam a ocorréncia de
reatividade cruzada quando essa categoria de antigeno € utilizada (SANTOS et al.,
2012; SRIVIDYA et al., 2012; SRIVASTAVA et al., 2011; CABELLERO et al., 2007).
Até existem estudos que aplicaram esse antigeno para o diagnéstico da LTA
(DEEPACHANDI et al., 2020; LIMA et al., 2018). Justificando e corroborando os
nossos resultados, marcados pela ocorréncia de uma positividade expressiva com as

amostras positivas para LTA 100%, que para bancos de sangue é muito importante.
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O desempenho final do teste ELISA com o antigeno soluvel neste estudo
respalda outro estudo, como o de Porcino et al. (2019), no qual, em um grupo de 115
individuos, 13% reagiram no teste. Outro estudo também semelhante confirma que a
utilizacdo do antigeno soluvel deixa o teste mais sensivel (FUKUTANI et al., 2014).
J& um estudo realizado na india indica que, para aumentar a capacidade de
identificacdo do assintomatico, o ideal € a combinacdo de mais de um teste
(KAUSHAL et al., 2017).

Seguindo os objetivos desse trabalho, o segundo passo foi avaliar o
desempenho do teste ELISA com antigeno Q5. Foi observado uma baixa reatividade
das amostras quando comparadas com o desempenho do antigeno soluvel, porém,
na avaliagdo da reacgao cruzada, o ensaio se mostrou mais especifico. O uso de
antigenos recombinantes, como Q5 é promissor, visto que a sensibilidade do teste
pode chegar a 85% e a especificidade a 100% (SANTOS et al., 2018; SANTOS et al.,
2020). Maia et al. (2008) ja haviam descrito que os antigenos recombinantes tém uma
maior especificidade do que os antigenos soluveis. Assim, o uso de novos antigenos,
como o Q5 surgem como alternativa (MACHADO et al., 2020).

Quando aplicado o ELISA com o antigeno Lci2, foram observados que apenas
5,65% do grupo de doadores reagiram ao teste. O antigeno Lci2 ainda é pouco
estudado, porém, é promissor, como apresentado no estudo de Ramos et al. (2021),
que realizaram uma comparagao entre a Lci2 e a rK39 no diagndstico da co-infecgéo
LV/HIV e no qual foi demonstrado que a Lci2 apresentou uma sensibilidade de 98%.
Esse resultado corrobora o nosso, porque a Lci2 apresentou um melhor desempenho
quando comparada com o antigeno rK39.

Diferentemente dos testes anteriores, o ELISA com o antigeno rK39 teve
reacao apenas nas amostra de controle positivo, os restantes das amostras foram
100% nao reagentes, o que diverge de outros estudos, como o de Hasker et al. (2013),
em que o rk39 foi aplicado em 741 individuos de uma area nao endémica e, destes,
5,9% reagiram no teste, sugerindo uma infecgao assintomatica. No estudo citado, &
destacado que a reagdo aumentou conforme a idade do paciente, e uma das
justificativas para isso € que a pessoa com mais idade pode ter sido mais exposta ao
parasito. A relagao da positividade conforme a idade também é relatada no estudo de
Biglino et al. (2010). Outros estudos, relacionam os altos titulos do rK39 com a
progresséo da doenca (CHAPMAN et al., 2015; HASKER et al., 2014). Chakravarty et



58

al. (2019) afirmam que os assintomaticos com uma titulagao alta merecem atencgao,
dado que apresentam a probabilidade de desenvolverem a doenca.

Como visto nos resultados deste trabalho, a positividade de amostras para LTA
s6 nao esteve presente quando utilizado o antigeno rK39, nos demais houve reagéo.
Esse resultado € muito importante se tratando de banco de sangue, pois no estudo de
Braga et al. (2015) foi analisado a presencga de anticorpos de anti-L. braziliensis em
176 doadores de sangue e, deste grupo estudado, 11,4% foram positivos, reforgando
a necessidade de compreender o risco da transmissao da LTA, assim como o da LV.

Para uma melhor caracterizacao dos resultados aqui aparentados, foi avaliado
o desempenho dos testes soroldgicos, citometria de fluxo e teste de aglutinagao direta
frente as 31 amostras de doadores assintomaticos. Por ndo haver um padrao ouro
para a identificacdo de assintomaticos, essas amostras foram selecionadas por meio
de testes moleculares por Silva et al. (2020). Vale destacar que a gPCR é uma técnica
gue apresenta alta sensibilidade e especificidade para o diagndstico da LV (SAKKAS
et al., 2016; GALUZZI et al., 2011).

Diversos testes sorologicos podem ser aplicados para o diagnostico da LV no
Brasil, apesar do conhecimento sobre o desempenho deles ainda ser muito restrito
(FREIRE et al., 2019). Assim, as amostras de assintomaticos deste trabalho for
submetidas ao teste DAT, que é considerado de bom desempenho para diagndstico
da doenga (OLIVEIRA et al., 2011). Estudos como o de Chappuis et al. (2006)
destacaram que, para o diagndstico da LV, a sensibilidade desse teste pode atingir
94,8%, mas apresenta baixa sensibilidade quando o objetivo é identificar infec¢des
passadas ou subclinicas (GRACEZ et al., 1996). O que pode justificar os resultados
desta pesquisa, visto que apenas 9,7% (3) amostras positivaram, ficando a
sensibilidade em 6,45% CHAKRAVARTY et al (2019) relacionam, ainda, as amostras
positivas com uma possivel progressdo da doencga.

Considerada um teste de alto desempenho, a CF apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade, podendo ser aplicada em diferentes tipos de amostras
(NOLLAN; CONDELLO, 2013; MCKINNON; KATHERINE, 2018; KER et al., 2019).
Porém, ao analisar todos os resultados, observou-se que a sensibilidade foi de
22,58% e especificidade de 22,22%. Em amostras de pacientes sintomaticos, a CF
apresenta bons resultados na sensibilidade (SILVA et al., 2019), e estudos como os
de Silveira et al., (2018) até apresentam resultados promissores na identificacdo de

assintomaticos, porém, o estudo foi realizado em caes. Destaca-se que a presente
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pesquisa € pioneira na aplicacdo da CF para a identificacdo de assintomaticos, por
isso, até entdo, conclui-se que a CF demostrou-se ineficaz em amostras de
assintomaticos.

Quanto ao desempenho do ELISA com antigeno soluvel, antigeno Q5, rK39 e
Lci2, foi obtida uma sensibilidade de 22,58% utilizando o antigeno soluvel, 12,9%
quando utilizado o antigeno Q5, sensibilidade de 0% para o antigeno rK39 e 6,25%
para o antigeno Lci2.

Quando foram comparados os resultados dos testes, foram observados
desempenhos divergentes, porque cada teste tem uma diferente sensibilidade e
especificidade. Deve-se destacar, entao, que, por se tratar da forma assintomatica, as
respostas humoral e celular podem ser baixas, dificultando o resultado (RIERA et al.,
2004; GADISA et al.,, 2012; SINGH et al.,2018). Devido a essa dificuldade, até o
momento, a melhor forma de identificar, na populacdo, o assintomatico é a
combinacgao de mais de uma técnica de diagnostico (IBARRA-MENESES et al., 2017).

Neste estudo, obteve-se uma porcentagem de individuos assintomaticos
realizando a doagédo de sangue e isso confere um grande risco para o banco de
sangue, visto que pouco se sabe a respeito do papel desse assintomatico no processo
de transmissao (JIMENEZ-MARCO et al., 2016; JIMENEZ-MARCO et al., 2018). Para
uma melhor compreensdo dos aspectos gerais da infecgdo assintomatica, seria
interessante acompanhar esse assintomatico identificado (ROMERO et al., 2009).

Sabendo que o Brasil € um dos paises que mais concentra casos da doenca
(FAUCHER et al., 2011), é importante uma triagem laboratorial eficiente para a
deteccgdo da forma assintomatica da doencga, a qual esta relacionada ao objetivo deste
estudo. Ainda com o objetivo de garantir a seguranca dos envolvidos no processo de
doacao, alguns estudos aconselham a aplicagdo de métodos de inativagao do parasito
nas bolsas de sangue (ORTALLI et al., 2019), e outros estudos sugerem a aplicagao
de filtros de leucodeplecgao para barreira (MANSUETO et al., 2014; ASFARAM et al.,
2017).

Devido ao grande numero de notificagbes da doenga e as duvidas referentes
ao papel do assintomatico no banco de sangue, sdo necessarios mais estudos que
abordem essa tematica, como exemplo o desenvolvimento de novos antigenos
recombinantes ou até mesmo novas técnicas de diagndstico, tornando, assim, o
processo de doagédo de sangue mais seguro e trazendo uma melhor compreensao a

respeito do papel desse assintomatico na populacéo.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

A prevaléncia de individuos assintomaticos utilizando o antigeno soluvel foi de
30,69%

A prevaléncia de individuos assintomaticos utilizando antigenos recombinantes
foi de 23,43% para o antigeno Q5, 5,65% para o antigeno Lci2 e 0% para o
antigeno rK39.

As técnicas citometria de fluxo, ELISA com antigeno soluvel, ELISA com
antigeno Q5, ELISA com antigeno rK39 e ELISA com antigeno Lci2 ndo
apresentaram  desempenho  satisfatério em identificar individuos
assintomaticos triados pelo diagndstico molecular

Os antigenos recombinantes como Q5 e Lci2 podem ser utilizados em
combinagao com técnicas sorolégicas convencionais de LV para a triagem de
individuos assintomaticos para LV.
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Abstract:

Background: Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected disease caused by species of the Leishmania donovani

complex and transmitted mainly by the bite of infected sandflies. A less frequent form of transmission is the
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transfusion route, important in countries lacking screening procedures for VL in blood banks. Methods: To
identify asymptomatic infection by Leishmania sp, our goal here was to evaluate and compare the performance of
three different serological techniques: Flow Cytometry (FC); Direct Agglutination Test (DAT); and
Immunoenzymatic Test (ELISA). Thirty-one asymptomatic carriers of L. infantum were selected, from a single
blood bank located in Recife, northeastern Brazil. Results : When evaluating the frequency of asymptomatic
positive samples in the tests, the ELISA based on soluble Leishmania proteins (25.8%) and FC (22.8%) Identified
more positive than the DAT (9.7%) or the ELISA based on a single recombinant protein (12.9%). A similar pattern
was seen when evaluating the sensitivity of the tests, with greater values for FC (22.58%) and the ELISA with
soluble proteins (22.58%) than the DAT (6.45%) and the recombinant ELISA (12.9%). Only FC showed low
specificity (22.22%), contrasting with the other techniques (100% specificity). Conclusion: Given the results
presented, we highlight the low effectiveness of serological techniques for the identification of asymptomatic
individuals, thus emphasizing the need to develop more accurate methods for this purpose.

Keyword: Flow Cytometry, Direct Agglutination Test, ELISA, recombinant ELISA

Introduction

Visceral Leishmaniasis (VL) is a neglected human disease, caused by protozoa belonging to the
Leishmania donovani complex (L. donovani and L. infantum), whose main form of transmission is the bite of
infected female sandflies (Michel ef al., 2011) . VL diagnosis is based on the observation of clinical symptoms
aligned with the results of laboratory tests (Chappuis et al., 2007). It is characterized by the classic triad: fever,
hepatosplenomegaly and pancytopenia. The asymptomatic condition, where the individual does not show
symptoms, remains an important epidemiological challenge. Afflicted individuals in most cases are characterized
by a low parasitemia (Brazil, 2009), but reactivation of the disease may occur during the course of the infection.
In addition, asymptomatic individuals can act as reservoirs for the parasite and facilitate VL transmission through
different means, such as the blood transfusion route (Michel et al., 2011; Ferreira-Silva et al., 2018). Therefore,
laboratory screening for VL detection in blood banks is necessary to ensure the safety of the blood donation process

and the health of recipients, especially in VL endemic regions (Franga et al., 2031; Fukutani et al., 2014).

So far, there is still no gold standard method for the identification of asymptomatic VL cases. One of the
standard methods more generally used for VL diagnosis is the Enzymatic Immunoassay Test (ELISA). Its
sensitivity, however, varies depending on the antigen used (Liew e O'donnell et al., 1993; Riera et al., 2008) and
cross-reactivity is common in methods using non-purified antigens, such as crude soluble Leishmania antigen. As
an alternative, the Direct Agglutination Test (DAT) uses lyophilized antigen to visualize agglutination in positive
cases and is considered a promising tool for the VL diagnosis, especially in VL-HIV coinfections and
immunosuppressed individuals (Cota er al., 2013; Assis et al., 2016; Kiihne et al., 2020). Alternatively,
recombinant proteins have been identified and evaluated as potential antigens for the detection/capture of
antibodies against Leishmania proteins. They can be applied in Cytometry (FC), used for the quantification of anti-

Leishmania antibodies (Gomes et al., 2010; Pedro-sampaio et al., 2016; Ker et al., 2019)

In summary, there is a clear need for precise tools to be used for the VL screening in blood banks.

However, few studies have compared the performance of available techniques for VL diagnosis in asymptomatic
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blood donors (Silvestre et al., 2008; Carvalho et al., 2018; Thakur et al., 2020). In this context, the present study

aims to evaluate different serological techniques to identify asymptomatic Leishmania infection in blood donors.

Material and Methods
Study population and serum samples

The asymptomatic donors whose sera were evaluated in the present study are all voluntary donors at the
Pernambuco Foundation for Hematology and Hemotherapy (HEMOPE), located in the city of Recife, state of
Pernambuco, Brazil. Blood samples from all Leishmania-positive individuals were previously screened and found
to be positive for Leishmania spp. infection using a qPCR test, as previously reported (Silva et al., 2020). All 31
samples were previously tested and found to be negative for Hepatitis, Syphilis, HIV, HTLV and Chagas Disease.
The control group (n = 18) consisted of sera from healthy individuals, negative for leishmaniasis (ELISA, DAT,
IIF) and/or PCR, residing in non-endemic areas for VL, from the biorepository of the Laboratory of
Immunopathology and Molecular Biology (LIBM) of Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) - Fiocruz. To calculate
the cutoff point, 45 sera, negatives for VL were selected from the same biorepository mentioned above. Ethics

and research of participating institutions (HEMOPE and IAM/FIOCRUZ), sob CAEE 65770317.9.0000.5190.

Enzymatic immunoassay test (ELISA)

The ELISA tests were performed based on the protocol described by Oliveira ef al. (2011). Where
microplates (NUNC, Maxisorp, Roskilde, Denmark) were sensitized with 600 ng of soluble L. infantum antigen
and chimeric protein Q5 by Santos et al. (2020) and peroxidase-conjugated anti-human IgG antibody (Sigma, St.
Louis, MO) was used at the dilution of 1:10000. The conventional ELISA were those in which the soluble antigen

was applied in the assay, whereas in the recombinant ELISA the QS5 protein was used.

Production of the L. infantum soluble antigen extract

Promastigote forms of L. infantum, from the MHOM/BR/BH46 strain, were maintained and expanded in
Schneider's medium until reaching exponential phase. The parasites were harvested by centrifugation at 400 g, 10
min, washed with PBS and resuspended in (50mM NaCl, 10mM EDTA, 50mM Tris—HCI, pH 8.0) supplemented
with 1mM of the protease inhibitors N-ethylmaleimide (NEM) and phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Cell
lysis was performed through successive steps of freeze/thawing in liquid nitrogen and water bath (36°C). Cellular
lysis was monitored in a light microscope followed by centrifugation at 10,000 g at 4°C, for 15 min, with the
supernatant (the soluble fraction) quantified with Bradford's reagent, aliquoted and frozen at -80°C until use. The

pellet (consisting of insoluble antigens) was resuspended in PBS and stored.

Q5 production
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The expression and purification of the chimeric Q5 was performed as previously described by Santos et
al. (2020). Briefly, the recombinant plasmid with the Q5 gene was transformed into E. coli RosettaTM 2 DE3
bacteria (from Novagen), with the transformed bacteria cultured in LB medium supplemented with ampicillin (50
pg/ml) and chloramphenicol (34 pg/ml) at 37°C. Recombinant protein expression was induced with 0.5 mM IPTG
at 30°C. Bacterial cells were resuspended in denaturing lysis buffer (100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris, 8 M Urea,
20 mM imidazole, pH 8.0) and lysed by ultrasonication. Proteins were purified with Ni-NTA agarose beads
(Qiagen, catalog #30210), with washes and elution carried out with the same lysis buffer supplemented with

different concentrations of imidazole (100 mM for washes and 1 M for elution).

DAT

The test was performed on 96-well plates with V-bottom, with serial dilutions from 1:50 to 1:51200,
according to the manufacturer's specifications (Royal Tropical Institute, Amsterdam, Netherlands). The plaque
was read by visualizing the agglutination, where those with a titration equal to or above 1:64000 were considered

positive. The values referring to the dilutions and the cut-off were performed according to Harith et al.(1986).

Flow Cytometry

The flow cytometry (FC) assay for the detection of anti-promastigote antibodies of L. infantum, was
carried out as previously described by Rocha et al. (2002). Briefly, 96-well plates were sensitized with sera samples
diluted from 1:64 to 1: 32,768 in PBS plus 10% fetal calf serum, followed by incubations with a parasite suspension
and anti-human IgG conjugated to fluorescein isothiocyanate-FITC (Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) at a
1: 200 dilution. Labeled parasites were washed, fixed and kept for 30 minutes at 4°C, protected from light, prior
to reading on a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson) using the Cell Quest Pro software. The labeled
parasites were acquired in 20,000 events per sample and identified based on their specific frontal (FSC) and lateral
(SSC) light scattering properties. The relative FITC fluorescence intensity of each event was analyzed in
histograms, delimited by the FITC conjugate internal control histogram and applied to all samples, in order to

determine the percentage of positive fluorescent parasites (PPFP) for each sample.

Statistical Analysis

All conclusions were taken at the 5% significance level. For the analysis of the results of the ELISA and
FC test, we used version 7.0 of GraphPad Prism (GraphPad Prism Inc., San Diego, California, USA). The cutoff
point for FC was defined using the PPFP, where we evaluated the positive and negative results for the test. For
this, we built the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve, from the values of specificity on the x axis and
sensitivity on the y axis. Sensitivity and specificity values were calculated using the Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health (OpenEpi) version 3.01 program. To assess the agreement of the tests performed, the
Kapp identification measure was used, which helps to determine the concordant results of the tests. According to

Landis JR & Koch GG (1977)
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Results
Performance of FC, DAT and ELISA in asymptomatic blood donors

When analyzing the performance of the tests with the 31 sera from the asymptomatic group previously
classified as VL positive using a PCR based assay in the study by Silva et al. (2020). We observed a greater
positivity using FC, although with only 22.6% (7) of the sera tested having a VL positive result, while 77.4% (24)
of those were negative, in the negative control group, 77.7% (14) of the samples were positive while 22.2% (4)
remained negative. In contrast, the DAT test gave a positive test for only 9.7% (3) of the sera tested, with 90.3%
(28) of those testing negative, in the negative control group none of the 100% samples (18) were positive. The
ELISA assay using whole soluble Leishmania proteins performed similar to FC, with 22.6% (7) positive sera and
77.4% (24) negative, as in the DAT test, none of the samples from the negative control group were positive. Using
only the Q5 recombinant protein decreased the efficiency of the assay with 12.1% (4) of the sera testing positive
and 87.1% (27) negative. In addition, there was no positive sample from the negative control group. In table 1,
the sensitivity and specificity values for the different test are shown. Noteworthy is the much-reduced specificity
observed for FC in comparison with the other assays evaluated here. In the supplementary table we have the results

of all tests.

Table 1. Sensitivity and specificity of FC, DAT, ELISA with soluble antigen and ELISA with QS5 protein in

the 31 positive samples

FC DAT ELISA Soluble ELISA Q5
antigen
I T T T T 1
Sensitivity 22.58% 6.45% 22.58% 12.9%
I T T T T 1
Specificity 22.22% 100% 100% 100%

Agreement between the tests used to identify the asymptomatic in the blood donor population.

After all tests were performed, an agreement assessment was performed using the Kappa measure. If the
result less than zero means that there was no agreement between the tests. Said that, no agreement between the

tests evaluated was observed when compared to qPCR (Kappa = 0).

Discussion

Performing a routine laboratory screening for VL detection in blood banks is a major challenge for control
of the disease (Franga et al., 2013; Fukutani ef al., 2014). To this end, it is crucial the correct identification of
asymptomatic individuals who may be potential blood donors and that, if unidentified, may transmit the disease
through transfusion. Here, samples from donors known to be asymptomatic, diagnosed by qPCR (Silva et al.,

2020), were subjected to different serological tests that included FC, DAT, and two different ELISA assays. Of
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the techniques used, the one that showed the greatest positivity and specificity was the ELISA based on soluble

Leishmania proteins.

In the absence of a gold standard diagnosis, qPCR can be considered one of the most promising techniques
for the diagnosis of VL, as it has high values of sensitivity and specificity (Landis e Koch, 1977; Sakkas et al.,
2016). Despite being the technique used as an initial screening to identify asymptomatic cases, the costs associated
with its use still limit its use in the routine screening of blood banks, especially in endemic countries (Silva et al.,
2020). This highlights the importance of studying the performance of different serological techniques for the

identification of this population, as performed in this study.

DAT is a simple, semi-quantitative test that does not require the use of sophisticated equipment, in
addition to being a low-cost method. In a meta-analysis developed by Chappuis et al. (2006), the sensitivity of the
test for the diagnosis of VL reached 94.8%, being classified as an excellent test. However, in our study with
asymptomatic patients, the sensitivity of the test was the lowest in comparison with the other techniques tested.
Also evaluating asymptomatic patients, a previous study saw no positive results, reaching the conclusion that the
test has a low sensitivity for detecting subclinical or past infections (Garcez et al., 1996). DAT has thus been
advised to be performed in combination with the patient's clinical evaluation (Teran-Angel et al., 2007). However,
there is no standard method for evaluating the test result and there is also no standard antigen (Srivastava et al.,
2011). More validation studies would be needed for DAT to be applied for the identification of asymptomatic

individuals.

Unlike DAT, the ELISA based on the soluble Leishmania antigens had the highest frequency of positive
samples, however, published studies state that this test may cross-react with other endemic diseases (Caballero et
al., 2007; Srividya et al., 2012). Our results corroborate a previous study, in which in a group of 115 asymptomatic
individuals, 13% (15) of the samples were positive in a ELISA with soluble antigens (Porcino et al., 2019).
Fukutami et al. (2014) reinforce that when the soluble antigen is used, the test will become more sensitive, but
less specific. The results of these studies differ from the study by Lima et al. (2010), where the test had a sensitivity
of 100% and a specificity of 91.2%. Similar results were also presented by Mettler et al. (2005). However, the
differences in results between the studies, can be attributed to the origin of the antigen used (Mohammed et al.,
1985;Reithinger et al., 2002; Singh et al., 2003). When comparing the ELISA with the soluble antigen with the
recombinant Q5 protein (Santos ef al., 2020), we observed a lower positivity for the ELISA Q5. One of the great
advantages of this test, however is a much reduced chance of cross-reaction with sera from individuals exposed to

other diseases.

Regarding the results shown here using FC, these are associated with a very low specificity, due to similar
results seen for the tested sera and the negative control group. We emphasize that the use of FC has been an
innovation for the diagnosis of parasitic diseases such as Leishmaniasis (Silva et al., 2019). Previous studies have
shown that FC is a valuable diagnostic technique, with good sensitivity and specificity (Nolan et al., 2013;
McKinnon et al., 2018; Ker et al., 2019). Silva et al. (2019) showed that when compared to other serological
techniques, FC presented a better sensitivity for the diagnosis; however, the study was carried out with
symptomatic patients. Regarding our results, we can take into account the work of Gama Ker et al. (2013), where

they carried out a study involving FC and the antigens used. The authors state in the discussion that dilution can
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be one of the important points to avoid false negative and positive results; however, the study was carried out with

canine samples.

When comparing the tests evaluated in the present study, we observed that each test performed differently.
This variation in results can be justified by the methodological differences that are the basis for each approach
(Elmahallawy et al., 2014. In addition, the evaluation of asymptomatic individuals, with reduced or even null
humoral and cellular responses to the parasite (Riera et al.,2004; Gadisa et al., 2012; Sundar ef al.,2018), might
impact significantly on the efficiency of each test. This justifies the low agreement seen between the tests. Due to
this difficulty, so far the best way to identify the asymptomatic population in the population is the combination of

more than one diagnostic technique (Ibarra-Meneses et al., 2017.)

Conclusion

Serological techniques were not able to satisfactorily identify the asymptomatic L. infantum infection.

More studies are needed that use more sensitive diagnostic approaches for this group.
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