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RESUMO

A validagéo de um teste imunocromatogréafico rapido em soros de cdes no Brasil, em regides
consideradas endémicas, serd sua adogéo pelos profissionais da clinica e do servigo publico do
controle da leishmaniose visceral canina. Nesta pesquisa comparou-se os resultados das
técnicas de RIFI, ELISA, teste imunocromatografico e exame parasitologico “pés-mortem” em
amostras nao submetidas a hemdélise, hemolisadas e amostras de sangue embebidas em papel
filtro. Para execucao da pesquisa utilizou-se de 30 amostras de soros provenientes de
Uruguaiana - RS (area livre de LV), 30 amostras negativas e 60 positivas provenientes de Belo
Horizonte — MG, todas elas confirmadas por exame parasitologico. As melhores concordancias
entre os testes foram encontradas nas amostras de soro ndao submetidas ao processo de
hemolise. O teste imunocromatografico avaliado apresentou valores de sensibilidade e
especificidade para o diagnostico sorologico da leishmaniose visceral canina que permitem a
sua adoc¢ao no Brasil, podendo ser utilizado em substituicao a RIFI, em amostras de soro sem
hemodlise, por ndo apresentar diferencas estatisticas significativas.

Palavras-chave: leishmaniose visceral, diagnostico, imunocromatografia, cdo.
ABSTRACT

The analyse of a fast immunochromatographic test in samples of dogs that live in Brazil, in
endemic regions, is very important to know the possibility to adopt the use for the veterinaries
that work in clinics and work at the public health.This research compare the results among the
immunochromatographic test, ELISA and indirect immunoflurescence in samples of serum in
perfect conditions, hemolysed serum and blood in filter paper. There were 30 samples from
Uruguaiana — Rio Grande do Sul - Brazil (leishmanias free area), 30 negative samples and 60
positive from Belo Horizonte — Minas Gerais - Brazil, all the samples were confirmed for
parasitologics tests. The best agreement among the tests was when used serum samples
without hemolysis. The immunocromatographic test analysied showed sensibility and
especificity values that allow the use in Brazil, and it can substitute the immunofulorescense
indirect, in serum samples without hemolysis, since there were not any statistics difference
significant among them.

Key words: visceral leishmaniasis, diagnosis, immunocromatographic, dog.
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1. INTRODUGAO

Recebe o nome de leishmanioses, o grupo
de doencas causado por varias espécies do
género Leishmnania, sendo considerada
pela Organizacao Mundial de Saude como
uma das principais zoonoses mundiais, com
ocorréncia de casos em 88 paises de quatro
continentes. A leishmaniose visceral canina
(LVC) & causada por protozoarios
heteroxenos, da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanossomatidae, género
Leishmania (Ross, 1903) e transmitida por
vetores invertebrados, dipteros,
hematofagos da familia Phlebotomatidae,
pertencente ao género Phlebotomus, com
varias espécies no velho mundo, e ao
género Lutzomyia, como espécie vetora
Lutzomyia longipalpis, no novo mundo
(Neves, 2003). No complexo Leishmania
donovani sao reconhecidos trés agentes
etiolégicos da  doenca: Leishmania
(Leishmania) donovani (Ross, 1903) e
Leishmania (Leishmania) infantum (Nicolle,
1908) no velho mundo e Leishmania
(Leishmania) chagasi (Lainson e Shaw,
1987) no novo mundo.

Na area urbana, o cao (Canis familiares) é o
principal reservatério da doenga. Ja no
ambiente silvestre as raposas (Dusicyon
vetulus — Lund, 1842 e Cerdocyon thous —
Linnaeus, 1766) e o marsupial (Didelphis
albiventris — Lund, 1840) sao as principais
fontes de infecgao.

O ciclo acontece quando o vetor se alimenta
de um reservatério e ingere macréfagos
infectados com amastigotas. As amastigotas
sao liberadas no intestino do mosquito onde
multiplicam-se como promastigotas, sendo o
hospedeiro vertebrado infectado com esta
forma quando picado pelo vetor. Elas
penetram nos macréfagos circulantes,
multiplicando-se como amastigotas. Quando
ocorre a lise do macréfago essa formas
invadem outras células.

Os periodos de incubagao variam de 10
dias a 24 meses, com média de dois a seis
meses no homem, e bastante variavel no
cao, de trés meses a varios anos com média
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de trés a sete meses. O papel do cao na
leishmaniose visceral como reservatoério
consiste na introducao, dispersao e
manutencao da doenga, como esta
ocorrendo no municipio de Belo Horizonte —
MG desde a ultima década.

O controle da LVC preconizado pelo
Ministério da Saude baseia-se
principalmente na eliminacao de caes com
exame sorologico positivo, tratamento dos
humanos doentes e combate ao vetor.
Todos esses metodos sao utilizados como
ferramentas de um sistema de vigilancia e
combate presentes nos municipios. Esta
triade quando executada  apresenta
eficiéncia no controle da doenca (Silva et
al., 2003).

No Brasil a doenga vem ganhando destaque
por abranger localidades consideradas livres
da doenca, causando sérios agravos a
saude publica, principalmente quando ha
infeccdo concomitante com outras doencas,
especialmente as imunossupressoras como
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) entre outras (Manual de
recomendacgdes para diagnostico,
tratamento e acompanhamento da co-
infeccao Leishmania-HIV, 2004). O calazar
encontra-se distribuido em 19 unidades
federadas, com média anual de 3.500 casos
e uma taxa de letalidade de 6%, sendo que
no ano de 2004 houve um aumento dessa
taxa para aproximadamente 8% (Manual de
vigilancia e controle da leishmaniose
visceral, 2004).

Em Belo Horizonte, no ano de 2005, em
145.220 amostras coletadas a prevaléncia
foi 8,2% (Agoes.., 2006).

O diagnostico clinico da leishmaniose
visceral em caes é dificil de ser realizado,
pois nao ha sinais patognomoénicos da
doenca e muitos caes (63,2%) sao
assintomaticos (Mattos et al., 2004),
necessitando de métodos laboratoriais para
o diagnostico. Dentre os métodos
laboratoriais estdo as técnicas de
diagnéstico parasitologico, sorolégico e
molecular, apresentando valores de




sensibilidade e especificidade distintos
(Machado, 2004).

A leishmaniose visceral induz altos titulos de
anticorpos, o que facilita o seu diagnostico
por testes sorologicos, sendo esta técnica
utilizada para detectar animais infectados
pelos inguéritos epidemiologicos. Os
métodos  de  diagnostico  sorolégico
utilizados sao: reacdo de fixagao de
complemento (RFC); reagao de
imunofluorescéncia indireta; “direct
agglutination test” ou teste de aglutinagéao
direta (DAT); hemaglutinagao indireta (HAI);
imunodifusao (ID); ‘enzyme linked
immunosorbent assay” ou teste
imunoenzimatico (ELISA) e o teste
imunocromatografico. Inicialmente o teste
de diagnéstico utilizado em inquéritos era a
RFC, que foi substituida posteriormente pela
RIFI (Costa et al, 1991). Atualmente o
Ministério da Saude recomenda a utilizagéo
do ELISA como friagem, sendo um teste de
maior  sensibilidade, confirmando as
amostras positivas pela RIFI.

As técnicas sorolégicas de RIFI e ELISA sdo
técnicas que oferecem boa sensibilidade e
especificidade, mas requerem estruturas e
insumos caros, recursos humanos
especializados. A instabilidade de seus
reagentes em temperatura ambiente e longo
periodo de tempo entre colheita,
processamento da amostra e a emissao de
resultado sdo tambeém fatores limitantes
dessas técnicas. Diante dessa realidade e
necessidade de simplificar as provas
sorologicas, o teste imunocromatografico
seria o instrumento que melhor se adaptaria
por ser de facil execucao e realizado a
campo.

O teste imunocromatografico em questao
utiliza o antigeno recombinante k39, que é
um epitopo encontrado em espécies de
Leishmania que causam a leishmaniose
visceral (Sundar et al, 2002), cuja
sensibilidade em ELISA foi de 97,1% e
especificidade de 99,4% (Scalone et al,
2002). Atualmente nenhum teste
imunocromatografico  para  diagnostico
sorolégico da LVC € comercializado no
Brasil, por auséncia de registro perante o

Ministério da Agricultura Pecuaria e

Abastecimento.

A validagao de um teste
imunocromatografico répido em soros de
caes criados no Brasil, em regides
consideradas endémicas seria fundamental
para verificar a possibilidade da sua adoc¢ao
para os profissionais da clinica e do servico
publico do controle da LVC. Para isso,
objetivou-se neste trabalho, fazer a
comparagao dos resultados obtidos nas
técnicas soroldgicas oficiais de RIFI e ELISA
em um painel de soros comprovadamente
positivos e negativos, utilizando-se amostras
de soros sanguineos com e sem hemolise, e
amostras sanguineas em papel filtro.

2. LITERATURA CONSULTADA

Badaro et al. (1983) determinaram qual
morfologia (promastigota ou amastigota) e
espécie de Leishmania (Leishmania chagasi
ou Leishmania mexicana) apresentam
melhores resultados através da reacao de
imunofluorescéncia indireta  (RIFI), na
detecgao de anticorpos em 30 pacientes
com leishmaniose visceral americana, 30
individuos saudaveis e 10 com doenca
cronica de Chagas. Entre os soros de
individuos com leishmaniose visceral
americana, titulos de anticorpos acima de
1/64 foram encontrados nas duas espécies
de antigenos e nas duas morfologias
analisadas. Os menores titulos foram
detectados com amastigotas de L. chagasi e
prosmastigotas de L. mexicana. A
fluorescéncia sempre foi maior nas formas
amastigotas em comparacao as
promastigotas. A RIFI com amastigotas de
L. mexicana foi positiva em doze soros de
pacientes saudaveis. A sensibilidade de
promastigotas de L. chagasi e amastigotas
de L.mexicana foi a maior encontrada.
Reacdo cruzada nos dez soros de pacientes
com doenca de Chagas ocorreu nas duas
espécies utilizadas como antigenos, sendo
gue o antigeno de promastigota de L.
chagasi apresentou maior especificidade,
com titulos menores ou iguais a 1/128.
Através dos resultados os autores
concluiram que antigeno de promastigotas
fazendo uso de L. chagasi foi o mais
sensivel e especifico com relagdo aos
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outros antigenos, sendo recomendado pelos
autores para o diagnéstico da leishmaniose
visceral pela RIFI.

Reed et al. (1990) relataram o
aperfeicoamento do método substituindo o
anti-lgG conjugado com proteina A ou
proteina G conjugado para o aumento da
sensibilidade e versatilidade do ELISA
utilizando o antigeno recombinante gp63
para todos conjugados testados. A proteina
A apresentou for¢ca de ligagao superior em
comparagao ao anti-lgG conjugado, pode
ser utilizando soro ou sangue integro,
capacidade de detectar soros de diferentes
espécies, com pelo menos dois sitios de
ligagdo na porgao Fc da imunoglobulina G.
Ja a proteina G pode se ligar com maior
numero de imunoglobulina G de mamiferos
que a proteina A, porém a proteina A liga-se
a diferentes classes de imunoglobulinas,
enquanto que a proteina G liga-se somente
a lgG. O uso da proteina A aumentou de
maneira significativa a diferenga entre os
valores de absorbancia positivo e negativo
ou fracamente reagente, permitindo até
mesmo uma distingao visual, propondo o
seu uso no campo sem auxilio de leitores de
absorbancia especificos. Apds o relato os
autores propoem o uso do ELISA utilizando
proteina A como ferramenta para
sorodiagnodstico e soro-epidemiologia na
avaliacao de diferentes espécies de
mamiferos envolvendo a ecologia da
leishmaniose. -

Oliveira et al. (1993) acompanharam oito
caes inoculados experimentalmente e sete
animais controle, para avaliagcao das
alteragoes anatomo-patologicas e aspectos
laboratoriais. Durante 25 meses em que 0s
autores acompanharam os animais, nenhum
cao apresentou sinais clinicos da doenca,
com alteracoes histopatologicas
caracteristicas, mas sem diferencas
significativas nos aspectos laboratoriais
como hemograma, contagem diferencial de
células e urindlise. Os titulos da RIFI
variaram de 1/320 a 1/1280, exceto por um
cao que apresentou titulo de 1/40. Formas
amastigotas foram  encontradas em
aspirados de medula 6ssea em seis dos oito
caes infectados.
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Mancianti et al. (1995) coletaram sangue de
290 caes, 186 infectados por Leishmania
infantum e 104 animais controle negativos,
gue foram triados para detectar a presenca
de anticorpos em Toscania, ltalia. Os
autores compararam as técnicas RIFl e
ELISA, utilizando o mesmo antigeno de
Leishmania infantum. O ELISA foi
desenvolvido usando detergente soluvel
(Triton X-100) e inibidores de protease,
permitindo que mais antigenos sejam
obtidos e aumentasse as chances de
deteccao de anticorpos no soro. A
sensibilidade foi de 98,4% para o RIFl, e
99,5% para o ELISA, e a especificidade de
100% e 97,1% para RIFI e ELISA
respectivamente (IC =99%). Os autores
concluiram que a RIFl e o ELISA utilizando
detergentes soluveis, obtiveram resultados
similares, sendo o ELISA de mais facil
execugao e maior reprodutibilidade guando
comparado a RIFI.

Vercammen et al. (1997) compararam o
ELISA utilizando como antigeno a L.
infantum, com a  microimunodifusao,
imunoeletroforese, DAT e RIFl. Os autores
utilizaram soros de 20 caes positivos (seis
confirmados parasitologicamente), 12 caes
negativos e oito com outras doengas. Todos
os testes obtiveram sensibilidade de 100%,
enquanto que a especificidade foi de 95%
para a DAT e de 100% para os outros
testes. Devido ao reduzido numero de
animais confirmados pelo teste
parasitologico a sensibilidade foi calculada
pela combinagao dos resultados sorologicos
positivos nos testes de imunodifusdao e
eletroforese. Os autores concluiram que €
importante inativar a enzima fosfatase
alcalina endbégena o mais breve possivel
pela fixacao das promastigostas com
formaldeido e acetona, para evitar reagoes
falso-positivas e negativas entre o antigeno
e substrato.

Andrade et al. (1998) desenvolveram um
teste baseado na técnica de ELISA,
utilizando como antigeno “carboxi-terminal
(78%)", uma porcao recombinante do
antigeno Leishmania chagasi HSP-70,
comparando com ELISA convencional
(antigenos de promastigotas sonicados), em
421 soros provenientes de varias cidades




do Brasil, com a maioria sendo de Natal, Rio
Grande do Norte. Dos 421 soros testados,
os ELISA (convencional e com antigeno
recombinate) concordaram em 320 (76,0%)
amostras, sendo 12 (2,85% positivas) e 308
(73,15%) negativas. Das 101 amostras
restantes, 76 (18,05%) foram negativas no
ELISA recombinante e positivas no ELISA
convencional e as outras 25 amostras
(5,94%) foram positivas no ELISA
recombinante e negativas no ELISA
convencional. Os autores concluiram que o
ELISA recombinante mostrou uma boa
performance, com possibilidade de uma boa
especificidade e preciosa identificagdo dos
caes infectados.

Braga et al. (1998) compararam as
prevaléncias da eliminagdo precoce dos
cdes infectados (sete dias), utilizando o
ELISA (material soro) como método de
diagndstico, e a eliminagao tardia (80 dias)
realizando a triagem pela RIFI (material
papel de filtro). Os autores selecionaram 28
localidades no municipio Sao Luis do Curd,
Ceara, sendo 14 para cada grupo,
compondo 402 domicilios para o grupo de
eliminacao precoce e 468 para eliminagao
tardia. A prevaléncia do calazar canino foi
medida nas duas areas, antes e 10 meses
apoés a medida inicial. Na area de
eliminacao tardia, a prevaléncia houve
decréscimo de 9%, enquanto na de
eliminacao rapida o decréscimo foi de 27%,
sendo esta ultima significativamente maior
(p=0,0015). Os auteres concluiram que para
um programa de controle se tornar viavel, é
necessario rapidez na eliminagao dos caes
infectados e uma técnica com grande
sensibilidade.

Sundar et al. (1998) realizaram um estudo
com pacientes humanos na India, utilizando
o teste imunocromatografico com antigeno
rK-39. Dos 250 pacientes que foram
submetidos a aspirado de bacgo, 127 tiveram
resultado positivo, sendo todos também
positivos ao exame imunocromatografico
com sangue total, apresentando uma
sensibilidade de 100%. Quatro pacientes
tiveram resultado positivo no teste
imunocromatografico, com aspirado
negativo de bago, os outros 217 individuos,
incluindo 25 controles saudaveis, 73

pacientes com malaria ou tuberculose e os
outros 119, com aspirado negativo de baco,
foram negativos para 0 teste
imunocromatografico, determinando uma
especificidade de 98% (IC = 95%). Tais
resultados  preliminares, segundo o0s
autores, sugerem que o} teste
imunocromatografico pode ser utilizado na
rotina diagndstica da leishmaniose visceral
humana.

Jelinek et al. (1999) analisaram 96 soros de
pacientes humanos utlizando o teste
imunocromatografico rK-39 (Ancon
Leishmania; Ancon Laboratories, USA).
Quatorze pacientes foram confirmados com
exame parasitolégico e todos com titulos
altos no teste de reacao  de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando
antigenos de amastigotas de Leishmania
donovani. As outras 82 amostras foram
confirmadas como negativas pela RIFl. Das
14 amostras positivas, o] teste
imunocromatografico confirmou o]
diagndstico em 10 amostras, 71,4% de
sensibilidade e das 82 amostras negativas,
o teste imunocromatografico confirmou
todas como negativos, ou seja, 100% de
especificidade. Segundo os autores, a falta
de sensibilidade suficiente € um entrave
para sua utilizaggdo como ferramenta de
triagem, devendo ser utilizado para os casos
de suspeita clinica e confirmacao dos
positivos da triagem.

Zijlistra et al. (2001) utilizaram soros de 55
pacientes humanos, 20 de area epidémica
do sul do Sudéo e 35 de area endémica do
leste do mesmo pais, que estavam positivos
ao exame parasitolégico de aspirado de
medula, bago ou linfonodo. Realizaram o
teste imunocromatografico rk-39, o teste de
aglutinacdo direta (DAT — com titulos 2

1/1600 e = 1/6400) e o teste de ELISA rK-39
com conjugado anti-lgM e anti-lgG. Os
autores relataram que no teste
imunocromatografico, algumas linhas fracas
na faixa positiva provocaram duvida na
interpretagdo. A sensibilidade do teste
imunocromatografico foi de 67% e do DAT
(titulo= 1/1600) 90%, sendo que em

somente 69% dos pacientes houve
concordancia entre o] teste
imunocromatografico e o DAT (titulo
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21/1600), nao havendo correlagao entre os
dois testes, sugerindo uma
complementaridade. Em todos os 55
pacientes o teste de ELISA anti-lgG foi
positivo, ou seja, 100% de sensibilidade,
enquanto o teste de ELISA anti-IgM em
apenas 31 pacientes o teste foi positivo,
com 56% de sensibilidade. Em geral os
estudos do teste imunocromatografico
relatam uma leitura entre cinco e 10 minutos
apos iniciado o teste, mas quando a leitura
do resultado foi efetuada em 30 minutos e
24 horas, a sensibilidade subiu para 72 e
78% respectivamente. Neste trabalho os
autores relatam que o] teste
imunocromatografico pode ser utilizado a
campo, mas devem-se respeitar suas
limitacoes e ser usado com cautela, sempre
observando ou nao a presenca de sinais
clinicos nos pacientes.

Brandonisio et al. (2002) compararam a
performance do teste imunocromatografico
utilizando como antigeno rK-39 (Rapyd Test,
Intersept® , UK) com o classico teste de
imunofluorescéncia  indireta  (antigeno
promastigotas de Leishmania infantum) em
143 pacientes humanos, sendo 69
pacientes com sinais clinicos suspeitos de
leishmaniose (11 confirmados por exame
parasitologico), 23 com
hipergamaglobulinemia e 51 pacientes
como controle negativos. As duas técnicas
concordaram em todos os resultados, com
excecao de duas amostras com resultados
de imunofluorescéncia positivo
(provenientes de um paciente apresentando
mononucleose e outro com pneumonia

bacteriana) e com teste
imunocromatografico negativo. O teste
imunocromatografico  confirmou  como

positivo as 11 amostras com resultado
positivo no teste parasitologico. Os autores
concluiram que neste estudo o teste
imunocromatografico € um bom teste para
ser utilizado de maneira preliminar e
juntamente com métodos quantitativos
acompanhar os pacientes durante o periodo
doente.

Reithinger et al. (2002) realizaram estudo
comparando a imunocromatografia
(antigeno recombinante rK-39) com os
testes de ELISA e PCR. Para tanto
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utilizaram-se de 148 caes do municipio de
Capitao Enéias, Minas Gerais, e 40
controles negativos, provenientes do Para
(n=12), do Peru (n=17) e Reino Unido
(n=11). Os 10 controles positivos utilizados,
confirmados por exame parasitologico,
foram provenientes de Marajo, Para.
Nenhum dos 40 controles negativos foi
positivo para o ELISA e PCR, mas 10 foram
positivos para o teste imunocromatografico,
havendo uma especificidade para ELISA,
PCR e imunocromatografia de 100, 100 e
75% respectivamente. A sensibilidade foi de
100% para O ELISA e teste
imunocromatografico e 80% para o PCR.
Entre as amostras de campo, 53%
apresentaram resultado positivo para o teste
imunocromatografico, 37% para o ELISA e
24% para o PCR. Os autores concluiram
que a especificidade do teste
imunocromatografico ainda € pequena,
havendo necessidade de aprimoramento da
técnica para ser utilizada definitivamente a
campo.

Igbal et al. (2002) compararam as técnicas
de reagao de RIFI (RIFI; bioMerieux sa,
Marcy |'Etoile, France), hemoaglutinagao
indireta (IHA; Behring Diagnostics Gmbh,
Marburg, Germany) e o teste
imunocromatografico rK-39 (strip test;
Intersep Ltd, Berkshire, United Kingdom) em
323 pacientes humanos, incluindo 21
pacientes com casos documentados, 72
com casos suspeitos, 155 com outras
infecgcobes e 75 individuos controle
negativos. A maior sensibilidade foi do IHA
(100%), seguida da RIFI (86,6%) e do teste
imunocromatografico (80,0%), enquanto que
a maior especificidade foi da
imunocromatografia (100%), seguido da
RIFI (93,0%) e IHA (86,0%). De acordo com
os resultados os autores concluiram que o
IHA é a técnica de escolha para triagem de
individuos com suspeita de leishmaniose
visceral.

Sundar et al. (2002) testaram o teste
imunocromatografico rk-39 (Inbios®) em 143
pacientes indianos com suspeita de
leishmaniose visceral por meio de uma gota
de sangue do dedo. Em 120 a
imunocromatografia foi positiva, com cura
apos tratamento com anfotericina B em 119




pacientes. De 23 testes
imunocromatograficos negativos, 16
possuiam outras doengas diagnosticadas,
quatro responderam ao tratamento para
malaria, dois pacientes com sinais clinicos
para LVH foram confirmados com
diagndstico por aspirado de baco e um
paciente desenvolveu dor abdominal e foi a
obito, com autopsia nado realizada. A
sensibilidade do teste imunocromatografico
ficou estimada em 98% e especificidade de
99%. Os autores concluiram que na India,
onde a LV é prevalente, o teste
imunocromatografico & uma ferramenta
promissora no diagnostico de pessoas com
suspeita de LV.

Lemos et al. (2003) avaliaram o
desempenho do teste rapido
imunocromatografico utilizando o antigeno
rk39 (Kalar Detected” InBios International,
Seattle, WA, USA) e um teste de ELISA
utilizando antigeno total para o diagnodstico
de leishmaniose visceral em 128 pacientes
confirmados por exame parasitologico ou
em cultura. Como controle negativo 10
pacientes saudaveis e 50 portadores de
outras infeccoes foram utilizados: malaria
(10), hanseniase (9), doenga de Chagas
(10) e leishmaniose cutanea (11). A
sensibilidade do teste rapido com rK-39 e
ELISA foram 90% e 89%, enquanto a
especificidade foi de 100% e 98%
respectivamente. Segundo os autores o
estudo confirmou a validade do teste rapido
com antigeno rK-39 para diagndstico de
pacientes apresentando  leishmaniose
visceral, HIV negativos em uma populagao
com alta prevaléncia da doenca.

Boleart et al. (2004) compararam a validade
da pancitopenia, formol-gel teste (FGT),
imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de
aglutinacao direta e 0 teste
imunocromatografico r-K39 em 310
pacientes humanos com estado febril e
esplenomegalia. O teste parasitologico foi
positivo em 184 (59,4%) dos pacientes, e
utilizando este teste como referéncia a
sensibilidade e especificidde foram de 16,3
e 96,8% para a pancitopenia, 39,9 e 95,2%
para o FGT, 28,4 e 94,4% para a RIFI, 95,1
e 77,8% para o DAT e 87,4 e 77,0% para o
teste imunocromatografico rK-39 (IC =

95%). Os autores colaboraram para o
conhecimento da sensibilidade e
especificidade do DAT e do teste
imunocromatografico rk-39, e propuseram o
uso das técnicas principalmente em
localidades de servico de saude periférico,
com poucas possibilidades de execugao do
exame parasitoldgico.

Machado (2004) avaliou cinco laboratorios
de diagnostico sorologico da leishmaniose
visceral canina em Belo Horizonte-MG.
Analisou a eficiéncia das técnicas de RIFI,
ELISA e a concordancia entre os
laboratérios utilizando-se de 86 soros de
caes positivos e 57 negativos. Os resultados
demonstraram que sensibilidade da RIFI e
do ELISA dos laboratdrios variou de 98,8%
a 100%, a especificidade da RIFI de 94,7 a
100% e do ELISA de 96,5 a 100%, sendo
estas diferencas estatisticamente nao
significativas (p>0,05). As concordancias
entre as técnicas do mesmo laboratorio e
entre eles variaram de otimas a perfeitas, de
acordo com o indice Kappa. O valor
preditivo positivo (VPP) nas prevaléncias de
2, 5,8, 10 e 20% variaram de 27,5 a 100%
e o valor preditivo negativo (VPN) nas
mesmas prevaléncias variou 99,71 a 100%.
As amostras positivas  apresentaram
maiores freqiiéncias nos titulos de 1/320 a
1/1280. A autora concluiu que existe alto
grau de concordancia entre os laboratorios
testados.

Mohebali et al. (2004) comparam o Teste de
Aglutinacao Direta (DAT) com o teste
imunocromatografico (Cypress Diagnostic
Company, Bélgica) em 116 cées
clinicamente suspeitos, e 152 controles
negativos de areas endémicas de Ardabil,
provincias do leste do Azerbaijao e noroeste
do Ird durante um ano. A sensibilidade da
imunocromatografia foi de 70,9% e a
especificidade 84,9%, quando o ponto de
corte do DAT foi de 1:320 (IC = 95%). Os
autores concluiram que o teste & muito
simples e de facil execucao, que pode ser
utilizado no diagnostico da leishmaniose
visceral canina.

Toz et al. (2004) realizaram comparacao

entre o teste imunocromatografico rK39
(InBios International, Inc., Seattle,
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Washington), RIFI e exame parasitolégico
com puncao de linfonodo e medula odssea,
em 58 pacientes humanos da Turquia, que
apresentavam sinais clinicos de kalazar e
22 caes de varias areas endémicas do
mesmo pais. Dos 58 casos humanos
suspeitos, 13 foram positivos e 42 negativos
em todos os métodos realizados, dois foram
RIFI negativo, mas foram positivos no teste
imunocromatografico rK39 e exame
parasitologico, e somente um caso obteve
resultado negativo no exame parasitologico
e positivo nos outros dois testes. Com
relacao as 22 amostras caninas, 11 foram
positivas em todas as técnicas, e uma com
resultado positivo na RIFI e teste
imunocromatografico rk39 e negativo ao
exame parasitologico. Os autores
concluiram que o teste imunocromatografico
€ exiremamente simples, nao invasivo,
podendo ser utilizado a campo, tanto para o
diagnéstico canino, quanto para o humano.

Mettler et al. (2005) avaliaram os testes de
ELISA (antigeno L. infantum), RIF| (antigeno
L. infantum), teste imunocromatografico rk-
39 (DiaMed-Vet-IT Leish®) e teste gel (ID-
PaGIA Canine leishamaniasisantibody tests,
Diamed AG) em 48 amostras de soro
canino de regido nao endémica , 47
amostras de caes positivos confirmados por
PCR ou isolamento (sendo 17 clinicamente
sintomaticos e 30 assintomaticos), 50
amostras de animais saudaveis e 26 soros
de cdes com outras infeccbes (Babesia
canis, Toxoplasma.  gondii, Neospora
caninum, Hepatozoon canis). O ELISA
obteve 100% de sensibilidade nos caes
sintomaticos e 94,1% nos caes
assintomaticos. A sensibilidade da
imunofluorescéncia indireta foi de 90% para
0s sintomaticos e 29,4% para 0s
assintomaticos. @] teste rapido
imunocromatografico obteve sensibilidade
de 97,6% nos animais sintomaticos e 52,9%
nos animais assintomaticos, enquanto que o
teste em gel obteve 76,5% nos
assintomaticos e 100% com sinais clinicos.
A especificidade foi alta para todos os
testes, sendo no ELISA e na
Imunofluorescéncia  Indireta  obtiveram
100%, e no teste imunocromatografico e
teste em gel 94 e 92% respectivamente. O
maior numero de reagOes cruzadas foi
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encontrada no ELISA, seguido do teste em
gel com 4,3%, teste imunocromatografico
3,8% e a imunofluorescéncia indireta com
nenhuma reacao. Os testes répidos
mostraram-se bastante uteis na confirmacao
clinica dos animais suspeitos devido a sua
alta especificidade nos animais
assintomaticos.

Rosério et al. (2005) compararam o teste
ELISA, utilizando antigenos de
promastigotas lisadas de L. amazonensis e
L. chagasi, e os antigenos recombinantes
rk-39 e rK-26, utilizando soro e eluato em
papel filtro em caes de areas endémicas de
Minas Gerais. Para o proposito os autores
utilizaram soro e sangue em papel filtro de
140 caes, 115 de animais positivos no teste
de RIFI com titulo 1/40 e 25 de animais
saudaveis do canil do Departamento de
Parasitologia da UFMG, em adi¢gao mais 40
caes infectados com Trypanosoma cruzi, 24
com Babesia canis € 10 com Dirofilaria
immitis. O exame parasitologico obteve 106
caes positivos e os animais negativos foram
confirmados pelo mesmo teste, sendo
considerados como padrao ouro para as
demais analises. O ELISA rK-39 realizado
com papel fitro obteve a menor
sensibilidade (97,2%), enquanto o eluato
com L. chagasi apresentou a menor
especificidade (88,0%). O ELISA L.
amazonensis obteve sensibilidade de 100%
tanto para o soro quanto para o papel filtro,
sendo a maior especificidade para rK-39
com também 100% para ambos materiais.
Em relagdo a reacao cruzada, o antigeno L.
amazonensis mostrou reagao cruzada com
T. cruzi (25/40), D. immitis (6/10) e o
antigeno L. chagasi foi reativo com soros de
T. cruzi (34/40), D. immitis (4/10) e B. canis
(1/24), os antigenos recombinantes nao
mostraram nenhuma reagao cruzada. Os
autores concluiram que a alta concordancia
entre soro e o papel filtro, confirma que o
eluato pode ser utilizado para colheita de
sangue nos inquéritos caninos, a principal
limitacao na utilizagcao dos antigenos brutos
sao as reacgOes cruzadas, sendo que 0s
antigenos recombinantes podem  ser
utilizados em grande escala nos programas
de controle da doenga.




3. MATERIAL E METODOS
3.1 Avaliacdo por Comité de Etica

O projeto  “Comparagdao entre a
imunocromatografia, inunofluorescéncia
indireta, ELISA e exame parasitolégico "pos
mortem” no diagndstico da leishmaniose
visceral canina”, que originou  a
experimentagcao em questao, foi aprovada
pelo “Comité de Etica em Experimentacao
Animal (CETEA/UFMG)” em reuniao
realizada no dia 15/07/2005, protocolo
071/04, estando de acordo com os
principios éticos estabelecidos.

3.2 Amostras de soros

Foram selecionados 120 caes, sendo 60
positivos e 60 negativos para leishmaniose
visceral canina. Os animais positivos no
teste soroldgico foram confirmados apods a
necropsia, pela realizacao de exame
parasitologico, realizado por aposicdo em
laminas de bago, figado e linfonodo
popliteo. Os animais foram confirmados
como positivos quando havia a presenca de
formas amastigotas em um ou mais érgaos
analisados, com carga parasitaria variavel,
visualizadas em campo claro, coradas pelo
Pandtico (Laborclin®), com objetiva de 100X.
Das 60 amostras de soros negativos, 30
foram obtidos do Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) da Prefeitura de Belo
Horizonte - MG do periodo de janeiro de
2005 a dezembro do mesmo ano, de
animais clinicamente saudaveis, negativos
no teste imunoenzimatico (ELISA) e ao
exame parasitolégico. Os 30 soros
negativos restantes foram obtidos de caes
nascidos e criados na cidade de Uruguaiana
- RS, regiao livre de leishmaniose visceral
canina e humana. Diante das amostras dos
caes formaram-se guatro grupos
subdivididos em subgrupos:

GRUPO A: foi composto por 30 caes
totalmente  assintomaticos que foram
detectados como positivo nos inquéritos
sorologicos realizados pelo CCZ e
confirmados pelo teste parasitoldgico.

Subgrupo A1: composto por 30 amostras
de soro devidamente colhidos nao
submetidos a hemolise.

Subgrupo A2: composto por 30 amostras
de soro que foram submetidos ao processo
de hemolise.

Subgrupo A3: formado por 30 amostras de
sangue embebidos em papel filtro do tipo
qualitativo 80 gramas Klabin®.

GRUPO B: integrado por 30 caes com
sinais clinicos compativeis com
leishmaniose visceral canina, também
detectados como positivos nos inquéritos
sorologicos realizados pelo CCZ e
confirmados nos testes parasitologicos. Os
sinais clinicos analisados foram
onicogrifose, lesdes cutaneas (descamacao
e eczema), areas de alopecia,
esplenomegalia e linfoadenopatia.

Subgrupo B1: composto por 30 amostras
de soro devidamente colhidos, nao
submetidos ao processo de hemolise.

Subgrupo B2: composto por 30 amostras
de soro submetidas ao processo de
hemolise.

Subgrupo B3: formado por 30 amostras de
sangue de sangue embebidas em papel
filtro do tipo qualitativo 80 gramas Klabin®.

GRUPO C: composto de 30 caes negativos
no teste sorolégico e parasitologico, obtidos
no CCZ.

Subgrupo C1: composto por 30 amostras
de soro devidamente colhidas, nao
submetidas ao processo de hemdlise.

Subgrupo C2: composto por 30 amostras
de soro submetidas ao processo de
hemolise.

Subgrupo C3: integrado por 30 amostras
de sangue embebidas em papel filtro do tipo
qualitativo 80 gramas Klabin®.

GRUPO D: integrado por 30 animais
nascidos e criados em Uruguaiana - RS,
livre de leishmaniose visceral canina e
humana.
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3.3 Técnica de colheita

De todos animais obteve-se sangue por
puncao venosa, aproximadamente de 3 ml,
utilizando-se seringa descartavel que foi
mantida em temperatura ambiente de duas
a quatro horas para a obtencao de soro,
depois de centrifugados a 3.000 rpm
durante cinco minutos.

Das amostras colhidas no CCZ obteve-se
sangue em papel filtro (qualitativo 80
gramas) com aproximadamente 3cm® de
area e parte da amostra ainda sem
centrifugacao, foi submetida a temperatura
de -20°C durante 12 horas, para que
houvesse o processo de hemdlise.

Para realizacao das necropsias, bem como
a confeccao das laminas para diagndstico
sorologico, os animais sacrificados foram
sedados previamente com acepromazina
0,2%, anestesiados em plano profundo com
anestésico geral (tiopental 3 a 15 mg/kg de
peso vivo, por via endovenosa a 2,5%) com
posterior administracdo de cloreto de
potassio (dose aproximada de 100mg/kg de
peso vivo por via endovenosa). Apos a
morte, os animais foram submetidos a
necropsia para a confec¢do de laminas por
aposicdo de bago, figado e linfonodo
popliteo

3.4 Técnicas de diagnéstico
3.4.1 Exame parasitologico

Depois de constatadas a morte dos caes, foi
realizada uma incisao de aproximadamente
20cm de extensao no abddémen dos animais
para retirada de fragmentos de bago e
figado, bem como incisao de cerca de 5¢cm
para exposicao e retirada do linfonodo
popliteo. Os fragmentos dos oOrgéaos
designados para realizagdac do exame
parasitologico foram secados em papel
toalha, para retirada do excesso de sangue,
e logo apds foram submetidos a impressao
em |l&minas de vidro, que foram corados por
Panético, Laborclin®.

As laminas coradas foram analisadas em
microscopia optica, com aumento de 1000X,

20

percorrendo todos os campos da impressao.
Animais positivos foram aqueles que no
exame parasitologico foi possivel identificar
as formas amastigotas nas impressoes de
um ou mais 0Orgaos, e negativos para
aqueles de Belo Horizonte — MG, que nao
houve a identificacdo de formas amastigotas
de Leishmania sp em nenhuma das
impressoes gque compuseram O exame
parasitologico.

O exame parasitolégico foi utilizado como
“padrao ouro” para este experimento, ou
seja, somente compuseram o grupo de
animais positivos, aqueles animais com
resultado positivo no exame parasitoldgico,
e 0 grupo negativo foi formado por animais
saudaveis, capturados nas ruas de Belo
Horizonte — MG pelo CCZ, com resultado
negativo no teste de ftriagem (ELISA -
fazendo uso de Leishmania amazonensis) e
também negativos ao exame parasitologico.
Os animais negativos de Uruguaiana -RS,
que compuseram também o grupo negativo,
nao foram submetidos a necropsia, bem
como a realizagcao do exame parasitoldgico.

3.42 Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI)

A RIFI tem por finalidade detectar anticorpos
imunoglobulina G (IgG) dos soros de caes.
O teste realizado nesta pesquisa fez uso do
"kit" de reagao de imunofluorescéncia
indireta de Biomanguinhos, utilizado em
todos os tipos de amostras analisadas (com
titulagao somente nas amostras de soro nao
submetidas ao processo de hemolise) e “kit”
produzido no Laboratério de Zoonoses da
Escola de Veterinaria da UFMG, que utiliza
antigeno Leishmania (L.) amazonensis
MHOM/BR/1960/BH6, sendo este “kit”
usado somente nas amostras de soro nao
submetidas a hemolise.

O "kit de Bio-Manguinhos" fornece: lamina
(12 orificios de 5mm cada), antigeno
(Leishmania major), conjugado, glicerina
tamponada, azul de Evans e protocolo de
tampao fosfato para ser preparado no
proprio laboratério. O conjugado (anti-
imunoglobulina de cao, fragao IgG, marcada
com isotiocianato de fluoresceina obtida de
soro imune de coelho) foi titulado com




determinacéo de titulo ideal de 1/300. Nas
laminas depois de devidamente
desengorduradas e limpas, foi pingado em
cada orificio 10 ul de antigeno, deixando
secar por duas horas a 37°C. Os soros a
serem testados foram diluidos 1/40 (5ul de
soro em 200ul de “phosfatase buffer saline
tween” -PBS) e colocados nas laminas com
antigeno, junto com controles positivos e
negativos (diluicdo 1/40). As laminas foram
incubadas em cdmara Umida por 30 minutos
a 37°C e posteriormente lavadas trés vezes
em PBS em cubas de lavagem durante
cinco minutos cada banho, e em seguida,
lavadas em agua destilada. Tais laminas
foram colocadas por aproximadamente 10
minutos a 37°C para secagem. O conjugado
foi preparado de acordo com a diluicao ideal
e acrescentado 0,1% de azul de Evans.
Foram adicionados 15yl dessa diluicao em
cada orificio das laminas, posteriormente a
incubacao as laminas foram lavadas durante
5 minutos em PBS. Por fim, adicionou-se
duas gotas de glicerina tamponada,
cobrindo as laminas com laminulas.

Para utilizagdo do “kit” produzido no préprio
laboratorio de realizagao da pesquisa, foram
utilizadas laminas com 20 orificios, com uma
gota de antigenos adicionado em cada
orificio, com periodo de fixacdo de
aproximadamente 12 horas (“overnight”),
sendo que depois do periodo de fixacao,
tais [aminas foram embrulhadas em papel
absorvente e revestidas em papel aluminio,
com estocagem a -20°C até o momento de
sua utilizacao. A técnica foi realizada
descongelando as laminas contendo
antigeno sob a temperatura ambiente. Em
seguida, foram colocadas as amostras e os
controles positivos e negativos. O restante
da técnica € idéntico ao realizado pelo “kit”
Bio-Manguinhos. O conjugado utilizado foi
uma anti-imunoglobulina de cao, marcada
com isitiocianato de fluoresceina
(Biomanguinhos), titulado com soros ja
conhecidos, com diluicdo ideal de 1/100.

Para o material colhido em papel filtro, uma
amostra circular de 0,7cm de didmetro foi
cortada e adicionada em 200ul de PBS
durante 12 horas (“overnight’) a 8°C para
que houvesse a eluicao do sangue presente

no papel filtro para o PBS. Posteriormente
realizou-se 0s mesmos procedimentos
efetuados com soro depois da diluicéo.

A leitura de ambos foi realizada com
microscopio de imunofluorescéncia (marca
Olympus, modelo BH2-RFCA) com aumento
ocular de 40X, considerando os animais
reagentes com titulo igual ou superior a
1/40.

3.4.3 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

Assim como a RIF| o teste de ELISA indireto
tem por finalidade  deteccao de
imunoglobulina G (IgG) em soro de animais
infectados. Nesta pesquisa utilizou-se de
“kit” produzido no Laboratorio de Zoonoses
da Escola de Veterinaria da UFMG para
todas as analises e "kit para Diagnostico do
Calazar Canino — ELISA/S7®™ lote 04,
fabricado 11/05, produzido por Biogene
Industria e Comércio Ltda ME para somente
as amostras nao submetidas a hemolise.

Para o “kit" produzido no préprio laboratério,
placas de poliestireno de fundo chato
sensibilizadas durante 12 horas com
antigeno (Leishmania amazonensis
MHOM/BR/1960/BHE) e blogueadas com
“phosfatase buffer saline caseina” (PBSC)
durante uma hora a 372 C, foram utilizadas
neste experimento. 0] conjugado
imunoenzimatico usado foi uma anti-
imunoglobulina de cao, fracdo IgG, obtida
de soro imune de coelhos e marcada com
peroxidase (Sigma-Company USA). Este foi
titulado com soros e conjugado ja
conhecidos chegando a um titulo ideal de
1/8000. Os soros foram diluidos em solucao
de “phosfatase buffer saline caseina tween”
(PBSCT) a 1/40, utilizando 200l de PBSCT
e 5yl de soro. Para obtengao de um titulo de
1/80 na placa sensibilizada foram colocados
50ul de PBSCT e acrescentado mais 50l
da solucdo da diluicdo de 1/40. Os controles
positivos (dois), negativos (quatro) e branco
(dois) foram acrescentados a placa. Esta
ficou em estufa a 37°C durante 30 minutos.
As placas foram lavadas manualmente com
solugdo de lavagem para retirada do
excesso de soro e incubadas com 100 ul em
cada orificio de conjugado anti IgG de céo
(a diluicdo ideal de 1/8000) por 30 minutos e
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em seguida lavadas novamente 4 vezes em
solucdo de lavagem. Adicionou-se as placas
100yl em cada orificio da solugao de
substrato (5mg de O-fenilenodiamino — OPD
+ 4 yl de H;O, a 30% + 10ml de tampao
citrato-fosfato), mantendo-as no escuro a
temperatura ambiente por 10 minutos.
Foram adicionados 30ul de acido sulfurico
(H.SQO,) a 4N para interromper a reagao.

O ELISA/S7® tem como base um peptideo
recombinante, produzido por engenharia
genética. O “kit” & composto de quatro
placas de ELISA de poliestireno e de todos
os reagentes necessarios a realizagao de
96 reacoes em cada placa. A sensibilizacao
das placas consiste em distribuir 100ul da
solugdo contendo o antigeno S7 por poco,
incubando a 4°C por doze horas
(“overnight”). Apds a incubacdo as placas
foram lavadas trés vezes com “phosfatase
buffer saline tween” (PBST), e bloqueadas
com também 100 ul de PBST adicionado
2% de leite em pd. Depois do periodo de
blogueio as placas foram lavadas trés vezes
com PBST. Ao mesmo tempo em que se
realizava a sensibilizagao e blogueio das
placas, os soros controles e amostras eram
diluidos em solucao de coleta (1/100) e
incubados durante 12 horas a 4°C
(“overnight”’). Na placa ja sensibilizada e
bloqueada foram acrescentadas o branco
(um), controle nao reagente (dois) e controle
reagente (um), assim como todas as
amostras a serem testadas na  diluicao
1/100. Terminado o periodo de uma hora
em temperatura ambiente (TA) a placa foi
lavada manualmente como anteriormente e
adicionado 100 pl de conjugado (Proteina A)
na diluicao de 1/10.000. Nesta etapa a
incubacao foi realizada durante 30 minutos
a TA, seguida de trés lavagens com PBS,
quando depois de lavada, foi adicionado a
placa 100 pl de solugao de revelagao. A
solucao de revelagao consiste de 10 ml de
tampao citrato, 100 pl de TMB (tetramethyl-
benzidine) e 50 pl de agua oxigenada. Esta
ultima incubagao foi realizada no escuro
durante 20 minutos a TA, com duas gotas
de solugcao de parada em cada pogo, depois
de decorrido este periodo de revelagao.

Para as amostras colhidas em papel filiro
foram cortadas amostras circulares com
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0,7cm de diametro e adicionadas em 200ul
PBSCT durante 12 horas (“overnight”) a
8°C, para que a amostra de sangue em
papel filtro fosse eluida no PBSCT.
Posteriormente foram realizados os mesmos
procedimentos  executados para as
amostras de soro.

A leitura foi feita em leitor de ELISA (marca
Labsysems Multiskan MS, modelo Version
4.0, ano 1994) a 492 nm para o “kit"
produzido no laboratorio e a 450 nm para o
“kit” ELISA/S7®. Os resultados foram
expressos em valores de densidade Optica
(DO), calculados pela curva ROC (receiver
operator characteristic curve) em programa
Win Episcope 2.0 para o “kit" do laboratorio
e a média aritmética dos controles
negativos, acrescida do fator 0,142 para o
ELISA/S7".

3.4.4 Teste imunocromatografico

O teste imunocromatografico € um teste
qualitativo, de facil execucao e resultado
rapido, que tem como objetivo detectar
anticorpos para leishmaniose visceral em
soros de caes, sendo o teste utilizado nesta
pesquisa o “Kalazar Detect™ fabricado por
InBios International (Seattle, WA) que em
seu ‘kit” é dotado, além do teste
propriamente dito, de solugdo tampao usada
durante a execucéo.

O teste e constituido por uma membrana de
nitrocelulose, medindo 7,8 cm de
comprimento e 0,4 cm de largura, sendo
constituido por 4 partes principais: regiao de
aplicagao das amostras de soro, banda de
revelagao de reatividade, banda de
revelagao controle e haste para fixagao do
teste durante a execugao. Para o perfeito
funcionamento do teste é fundamental tocar
com os dedos na fita somente na haste de
fixagao e manter sempre o teste na posicao
vertical com a regiao de aplicacao do soro
voltada para baixo.

Na regiao onde sao aplicadas as amostras
de soro, ja estao presentes a proteina A e
ouro coloidal associados (conjugado
marcado), com fungao de detectar porgoes
Fc das imunoglobulinas (Reed et al., 1990).




Para a regidao onde ha revelagao de banda
de reatividade e fixado o antigeno rk-39
ocorrendo a ligagdo das imunoglobulinas
contra este antigeno, caso o soro contenha
anticorpos contra leishmaniose visceral. A
0,9 cm de distancia da banda de revelagdo
de reatividade esta a banda controle onde
estdo presentes imunoglobulinas contra
proteina A ouro coloidal associadas, sendo
obrigatdorio a revelacdo desta banda
indicando que houve boa migragédo do soro
e tampé&o pela fita teste (Sundar et al., 1998)
(Figura 1).

Durante o teste 20pl de soro e duas gotas
da solugédo tampao (fornecida pelo
fabricante) foram adicionados a regido de
aplicagcdo das amostras, que juntos
migraram pela da membrana cromatografica
por capilaridade, revelando a banda de
reatividade quando amostra positiva e
banda controle (Figura 2).

A leitura (interpretagao) do teste em questéo
foi realizada por frés pessoas distintas e em
tempos diferentes, em intervalos de 5, 10,

15, 30, 60 minutos e 24 horas apos o inicio
da execugdo, com a finalidade de analise
das variagbes de sensibilidade e
especificidade entre os leitores e tempos, no
entanto, as instrugdes que acompanham o
teste imunocromatografico em questéo
recomendam a interpretagdo em 10 minutos
apos inicio do teste. Os trés leitores que
realizaram a interpretacdo do teste eram
duas do sexo masculino e uma do sexo
feminino, dois com formagdo superior e o
restante com ensino medio completo. Todos
os participantes possuiam experiéncia em
laboratorio de  diagnostico  sorolagico
veterinario.

Para as amostras em papel filtro, uma
amostra circular de 0,7cm foi cortada e
adicionada a 200ul de PBS durante 24
horas (“overnight”) para que ocorresse a
eluicdo do sangue. Posteriormente 20ul da
eluicgdo foram adicionados no teste
imunocromatografico com o0s mesmos
procedimentos adotados para as amostras
em soro.

Regido de aplicacéo Regiao de Controle da A
da amostra reagao reacao
,__.______
| ] L J | J
¥ ¥ Hast! para
Proteina-A Antigeno rK-39 Anticorpo fixagdo
+ adsorvido anti-proteina A
ouro colodal

Regido de aplicacao
da amostra

—f PlOteNa A
? ouro colidal
Owtras

? > imunoglebulinas
do soro

Anticoipo
contrark-39

Formacio da banda de Formagio da banda de
reacao positiva

controle ‘
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fixagdo

Figura 1 Esquema do teste imunocromatografico. A) Regides do teste imunocromatografico.

B) Reagdes do teste.
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Figura 2 Testes imunocromatograficos. A) Reagéo positiva. B) Reagéo negativa.

3.5 Analise estatistica

3.5.1 Sensibilidade [/ especificidade /
valores preditivos

A sensibilidade e especificidade foram
determinadas segundo o “padrédo ouro” que
considera o teste parasitologico para as
amostras positivas e negativas colhidas no
CCZ e amostras de soro provenientes de
Uruguaiana, municipio do Rio Grande do
Sul na fronteira com a Argentina. Os
resultados foram registrados numa tabela de
contingéncia (2 X 2) para o calculo dos
indices de sensibilidade e especificidade de
acordo com Buck e Gart (1966), sendo os
valores de predicao obtidos como descrito
por Vecchio (1996). O programa Win
Episcope 2.0 foi utilizado para processar a
estatistica e realizar as andlises propostas
pelos autores anteriores. Para determinar o
verdadeiro valor da porcentagem de soros
positivos e negativos em cada teste usado,

ou seja, diferengas entre os valores de
sensibilidades e especificidades
encontrados, foi utilizado o erro padréao
conforme descreve Camel (1968), fixando-
se o nivel de aceitacdo da hipdtese de
diferenga entre eles de p< 0,05 de
confianga.

3.5.2 Concordancia

A concordancia foi estimada de acordo com
o teste Kappa descrito em Sacket et al.
(1991), também fazendo uso do programa
Win Episcope 2.0. Este método estatistico
foi adotado para avaliar a concordancia
entre os testes de diagnodstico, entre os
diferentes tempos analisados para cada
leitor e entre leitores em um mesmo
momento do teste, com nivel de confianga
de p<0,05. A interpretagéo do teste Kappa &
realizada de acordo com os critérios
apresentados no quadro abaixo:
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Quadro 1. Critérios para interpretacao do teste Kappa.

Kappa Concordancia
0,00 Ruim
0,01 - 0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61 - 0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima
1,00 Perfeita

Fonte: Adaptado de JR Landis e GG Koch, Biometrichs, 1977;33:159-174.

3.5.1 Teste de Wilcoxon

O teste Wilcoxon descrito por Sampaio
(2002) € realizado para estatistica néao
paramétrica, relacionando dois casos em
amostras dependentes. O teste em questao
foi utilizado para avaliagdo se ha ou nao
diferenca estatistica significativa entre as
amostras falso-negativas, nos caes com a
presenca ou auséncia de sinais clinicos pelo
método imunocromatografico, com nivel de
confianca de p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1 Amostras de soro nao hemolisadas

As amostras de soro nao submetidas a
hemdlise foram testadas pelas técnicas de

ELISA, utiizando  antigeno de L
amazonensis (MHOM/BR/1960/BH6),
ELISA/S7®, teste de imunofluorescéncia
indireta, utilizando antigeno L. amazonensis

(MHOM/BR/1960/BH86), teste de
imunofluorescéncia indireta “kit”
Biomanguinhos e o} teste
imunocromatografico  “Kalazar  Detect”

InBios®, interpretado por trés diferentes
leitores nos seis tempos de anadlise distintos.

As Tab. 1 a 3 e as Fig. 3 a 5 apresentam os
valores de sensibilidade e especificidade
para os teste de diagnostico, utilizando
soros nao submetidos a hemdlise, com o
padrdo ouro para calcular os valores de
sensibilidade, especificidade e curva ROC
para ELISA utilizando antigeno de L.
amazonensis (MHOM/BR/1960/BH6).

Tabela 1 Sensibilidade do teste imunocromatografico nos soros sem hemdlise, de 60 caes

positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Leitor/ tempo

Sensibilidade (%)

(minutos) 5 10 15 30 60 1440  Média
LA 88,33 93,33 9500 9500 9500 9500 93,61
LB 86,67 93,33 93,33 9333 9500 9833 93,33

I 8500 90,00 90,00 9167 9333 9333 90,55
Média 86,67 9222 92,78 9333 9444 9555 92,50
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Figura 3 Sensibilidade do teste imunocrotagrafico nos soros sem hemolise, de 60 caes

positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

A Tab. 1 e a Fig. 3 mostram que a
sensibilidade dos trés leitores do teste
imunocromatografico aumenta com os
tempos analisados, atingindo o apice
de sensibilidade com 1440 minutos

Tabela 2 Especificidade do teste imunocromatografico nos soros sem hemolise, de 60 caes

(24 horas) apos o inicio do teste,
sendo o maior valor de sensibilidade
neste tempo de analise atingido pelo

leitor B.

negativos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Leitor/ tempo

Especificidade (%)

(minutos) 8 10 15 30 60 1440 Média
LA 100 100 100 100 98,33 93.33 98,61

LB 100 100 100 100 100 90,0 98,33

LC 100 100 100 100 100 93,33 98,89
Media 100 100 100 100 99,44 92,22 98,61
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Figura 4 Especificidade do teste imunocromatografico nos soros sem hemdlise, de 60 cdes
negtivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Na Tab. 2 e Fig. 4 observa-se que a
especificidade reduz com o tempo decorrido
da analise, apresentando uma
especificidade de 100% para os trés leitores
nos tempos de analise de cinco a 30

minutos. Com a interpretacdo em 1440
minutos (24 horas), os leitores A e C
apresentam 93,33% de especificidade e o
leitor B 90,00%.

Tabela 3 Valores de sensibilidade e especificidade de ELISA (S7° e L. amazonensis), RIF
(Biomanguinhos e L. amazonensis) e teste imunocromatografico, de 120 amostras de soro

caninas sem hemaolise.

Técnicas Sensibilidade (%) Especificidade (%)
L.amil-zlosn%nsis voR
ELISA/ST® 73,33 100
Biom;l;inhos 5 kU0
E; am:zlgrlvensfs 80.91 .51
Imunocromatografia 92,22 100

A Tab. 3 revela que o teste de maior
sensibilidade e especificidade é o teste de
ELISA (L. amazonensis). Este teste
apresenta diferenga estatistica significativa,
em um nivel de confianga p<0,05 para
sensibilidade entre todos os outros testes
analisados e diferenga significativa de
especificidade para a RIFlI adotando L.
amazonensis, com ©0 mesmo nivel de
confianga. O teste de menor sensibilidade &
o teste ELISA/ST® e o de menor

especificidade é o RIFI (L. amazonensis),
também com diferenca estatistica
significativa, com nivel de confiangca de
p<0,05, para os outros testes analisados.
Os demais testes apresentaram diferengas
nos valores de sensibilidade e
especificidade devido ao acaso. Os valores
de sensibilidade e especificidade do teste
imunocromatografico apresentados na Tab.
3, referem-se a média dos trés leitores em
10 minutos apos o inicio do teste.
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Figura 5 Curva ROC do teste de ELISA (L. amazonensis) em amostras de soro caninas sem

hemolise.

A Fig. 5 apresenta area total igual a um, ou
seja, o teste ndo possui erras, com 100% de
sensibilidade e 100% de especificidade para
0 ELISA quando se utiliza o antigeno de L.
amazonensis.

A distribuigdo dos titulos da RIFI “kit"
Biomanguinhos em amostras de soro nao
submetidos & hemdlise é apresentado na
Tab. 4. Esta técnica sorologica apresentou
quatro resultados falso-positivos no titulo
1/40 e trés resultados falsos negativos,
quando comparados com o padréo ouro.

Tabela 4 Distribuigdo em titulos dos resultados positivos para RIF| “kit" Biomanguinhos em

amostras de soro sem hemolise.

; Numero de 5

Titulos da RIFI amostras (%)
1/40 3 5,26
1/80 12 21,05
1/160 12 21,05
1/320 11 19,30
1/640 5 8,77
1/1280 9 15,79
1/2560 3 5,26
1/5120 2 3,51
Total 57 100

A Tab. 5 mostra a distribuigdo dos
resultados  falso-negativos no teste
imunocromatografico interpretado aos 10

minutos, comparados com os titulos da RIFI
‘kit" Biomanguinhos nas amostras de soro
ndo submetidas a hemalise.
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Tabela 5 Numero de resultados falso-negativos do teste imunocromatografico interpretado apos
10 minutos, relacionados com os titulos da RIFI em amostras de soro sem hemolise.

Titulos da RIFI Falso-negativos da Imunocromatografia
Leitor A Leitor B Leitor C

1/40 0 0 0

1/80 1 1 1
1/160 0 0 0
1/320 2 3 3
1/640 0 0 0
1/1280 1 0 1
1/2560 0 0 0
1/5120 0 0 0
Total 4 4 5

A amostra falso-negativa no teste
imunocromatografico com titulo na RIFI de
1/80 € a mesma amostra para os trés
leitores. Ja para as amostras falso-negativas
de titulo 1/320, duas amostras sdo as
mesmas para os leitores A, B e C, e duas
amostras falsa-negativas sao distintas. As
amostras falsa-negativas com titulo de
1/1280 sao diferentes para os leitores A e C.

As Tab. 6 a 11 apresentam os indices
Kappa calculados nas amostras de soro nao

submetidas a hemolise. A Tab. 6 apresenta
a concordancia entre os trés leitores em
cada tempo de analise. As concordancias
entre os diferentes tempos analisados para
cada leitor sdo apresentadas nas Tab. 7 a 9.
A Tab. 10 apresenta os valores de Kappa
entre os trés leitores com interpretagdo a 10
minutos, com as demais técnicas
sorolégicas. O indice Kappa entre as
técnicas sorologicas excluindo o teste
imunocromatografico e apresentado na Tab.
11.
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Os resultados expressos na Tab. 6 revelam
concordancia otima entre todos os leitores
nos tempos analisados, exceto entre os
leitores B e C que no tempo de analise de
1440 minutos (24 horas) apresentaram

concordancia boa. As concordancias do
teste imunocromatografico, realizados pelos
trés leitores nos seis tempos de analise,
com o padrdo ouro (exame parasitolégico)
foram otimas.

Tabela 7 Valores de Kappa, para leitor A, entre os tempos analisados em amostras caninas de

soro sem heméolise.

Tempo Leitor A
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,950 0,933 0,933 0,916 0,834
10 0,950 E 0,983 0,983 0,967 0,883
15 0,933 0,983 - 1 0,983 0,900
30 0,933 0,983 1 - 0,983 0,900
60 0,916 0,967 0,983 0,983 - 0,917
1440 0,834 0,883 0,900 0,900 0,917 =

As concordancias entre os tempos analisados, apresentados na Tab. 7 foram o6timas entre

todos os tempos, exceto entre 15 e 30 minutos onde a concordancia foi perfeita.

Tabela 8 Valores de Kappa, para leitor B, entre os tempos analisados em amostras caninas de

soro sem hemolise.

Tempo Leitor B
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,933 0,933 0,933 0,916 0,786
10 0,933 - 1 1 0,983 0,851
15 0,933 1 = 1 0,983 0,851
30 0,933 1 1 - 0,983 0,851
60 0,916 0,983 0,983 0,983 - 0,867
1440 0,786 0,851 0,851 0,867 2

0,851

Para o leitor B, as concordancias foram boas (5 e 1440 minutos), perfeita (10 e 15, 10 e 30
minutos) e ¢tima (demais tempos relacionados).

Tabela 9 Valores de Kappa, para leitor C, entre os tempos analisados em amostras caninas de
soro sem hemolise.

Tempo Leitor C
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 . 0,949 0,949 0,932 0,916 0,850
10 0,949 - 1 0,983 0,966 0,900
15 0,949 1 - 0,983 0,966 0,900
30 0,932 0,983 0,983 - 0,983 0,917
60 0,916 0,966 0,966 0,983 - 0,933
1440 0,850 0,900 0,900 0,917 0,933 -
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As concordancias encontradas pelo leitor C foram de perfeita entre 10 e 15 minutos e dtima
entre os demais tempos analisados.

Tabela 10 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis e S7%), RIFI
(Biomanguinhos e L. amazonensis) com o teste imunocromatografico executado por trés
leitores distintos com interpretagdo apdés 10 minutos em amostras caninas de soro sem
hemolise.

ELISA RIFI RIFI
Leitores = . ELISA/S7” . . .
L.amazonensis L.amazonensis Biomanguinhos

LA 0,933 0,695 0,682 0,817

LB 0,933 0,695 0,682 0,817

LC 0,900 0,692 0,647 0,817

LA=LeitorA LB =LeitorB LC=LeitorC

Na Tab. 10 o teste imunocromatografico exame parasitologico, enquanto para os
mostra concordancia o6tima entre os leitores testes ELISA/S7® e RIFI (L. amazonensis) a
e os testes sorolégicos ELISA (L. concordancia foi boa.

amazonensis), RIFI “kit” Biomanguinhos e

Tabela 11 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis e S77), RIFI
(Biomanguinhos e L. amazonensis) e exame parasitologico pos-morten em amostras caninas
de soro caninas sem hemdlise.

2 ELISA RIFI ®
Tecricas L. amazonensis Biomanguinhos ELISAST FARAS
ELISA
L. amazonensis I 0,883 0,733 1
RIFI
T d— 0,750 0,734 0,642 0,750
ELISA/S7® 0,733 0,718 1 0,733
PARAS 1 0,883 0,733 1
A concordancia entre as técnicas Na Tab. 12 sao apresentados os VPP para
sorologicas utilizadas, exceto o teste todas as técnicas sorologicas testadas, em
imunocromatografico, foi perfeita entre soros nao submetidas a hemolise,
ELISA (L. amazonensis) e exame estimando-se cinco prevaléncias (2, 5, 8, 10
parasitologico, otima entre RIFl  “kit” e 20%) para infeccao em caes por
Biomanguinhos e ELISA (L. amazonensis), Leishmania. Para o teste
RIFI  "kit" Biomanguinhos e exame imunocromatografico o VPP e VPN foram
parasitologico, as demais concordancias calculados mediante as interpretacdes dos
foram avaliadas como boa. resultados decorridos dez minutos apos

inicio da analise.
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Tabela 12 Valores preditivos positivo de ELISA (L. amazonensis e S7®), RIFI (Biomanguinhos e
L. amazonensis) e teste imunocromatografico realizado por trés leitores distintos apos 10
minutos de execucao, em amostras caninas de soro sem hemolise.

ELISA RIFI Imunocromatografia
Perv. (%)  S7° (%) Am (%) Biomang (%) Am (%) LA(%) LB (%) LC (%)
2 100 100 27,59 10,75 100 100 100
5 100 100 49,55 23,72 100 100 100
8 100 100 61,88 33,93 100 100 100
10 100 100 67,47 39,63 100 100 100
20 100 100 81,63 59,62 100 100 100

Am = ELISA e RIFI realizados com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C

Os dois tipos de ELISA testados e o teste
imunocromatografico apresentaram VPP de
100%, enquanto a RIF| revelou os menores
VPP, sendo o “kit" Biomanguinhos variando

de 27,59% a 8163% e o RIFl (L
amazonensis) de 10,75% a 59,62%.

Semelhante a Tab. 12, a Tab. 13 apresenta
os VPN para as mesmas prevaléncias.

Tabela 13 Valores preditivos negativos de ELISA (L. amazonensis e S7°), RIF| (Biomanguinhos
e L. amazonensis) e teste imunocromatografico realizado por trés leitores distintos apos 10
minutos de execucao, em amostras caninas de soro sem hemdlise.

ELISA RIFI Imunocromatografia
Prev (%) S7" (%) Am (%) Biomang (%) Am (%) LA (%) LB (%) LC (%)
2 99,46 100 99,86 99,78 99,86 99,86 99,80
5 98,61 100 99,63 99,44 99,65 99,65 99,48
8 97,73 100 99,39 99,07 99,42 99,42 99,14
10 97,11 100 99,23 98,82 99,26 99,26 98,90
20 93,75 100 98,28 97,38 98,36 98,36 97,56

Am = ELISA e RIFI realizados com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C.

Conforme apresentado pela Tab. 13,
somente obteve-se VPN de 100% para o
ELISA utilizando L. amazonensis como
antigeno, sendo o0s menores valores
encontrados para o ELISA/S7”.

4.2 Amostras de soro hemolisadas

As amostras de soro submetidas a hemdlise
foram avaliadas pelas técnicas de ELISA
utilizando antigeno de L. amazonensis
(MHOM/BR/1960/BH6), RIFI com o “kit"

Biomanguinhos e teste imunocromatografico
“Kalazar Detect’ InBios® realizado por trés
diferentes leitores, em 6 tempos distintos de
analise.

As Tab. 14 a 16 e Fig. 6 a 8 mostram a
comparagdo entre as técnicas sorologicas,
utilizando amostras de soro submetidas a
hemdlise, com o padrdo ouro (parasitoldgico
e soroldgico) para determinar os valores de
sensibilidade, especificidade e curva ROC
para o ELISA.
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Tabela 14 Sensibilidade do teste imunocromatografico nos soros hemolisados, de 60 caes
positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Leitor/ tempo Sensibilidade (%)
(minutos) 5 10 15 30 60 1440 Média
LA 88,33 88,33 90,00 90,00 91,67 91,67 90,00
LB 83,33 83,33 85,00 88,33 88,33 87,93 86,04
LC 75,00 80,00 81,67 83,33 85,00 93,93 83,15
Média 82,22 83.89 85,56 87,22 88,33 91,18 86,39
100¢17 ]
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Figura 6 Sensibilidade do teste imunocromatografico nos soros hemolisados, de 60 caes
positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

A Tab. 14 e Fig. 6 apresentam que o valor da sensibilidade aumenta com o tempo, partindo de
88,33% para leitor A, 83,33% para o B e 75,00% para o leitor C até atingir 91,67%, 87,93% e
93,33%, respectivamente, para os mesmos leitores.

Tabela 15 Especificidade do teste imunocromatografico nos soros hemolisados, de 30 caes
negativos para LVC, de acordo com tempo e leitores.

Leitor/ tempo Especificidade (%)
(minutos) 5 10 15 30 60 1440 Méedia
LA 93,33 93,33 93,33 90,00 90,00 90,00 91,66
LB 100 93,33 93,33 90,00 90,00 100 94,44
LC 100 100 96,67 96,67 96,67 100 98,34
Média 97,78 94,64 94,44 92,33 92,22 96,67 94,81
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Figura 7 Especificidade do teste imunocromatografico nos soros hemolisados, de 30 caes
negativos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

A especificidade dos trés leitores, como
mostra a Tab. 15 e Fig. 7, diminui no
periodo de cinco a 30 minutos de analise,
mantendo os mesmos valores de 30
minutos a 1440 minutos (24 horas) para o

leitor A, de 30 a 60 minutos para os leitores
B e C. As especificidades dos leitores B e C
retornaram os valores iniciais de 100% em
1440 minutos.

Tabela 16 Valores de sensibilidade e especificidade de ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit”
Biomanguinhos e teste imunocromatografico, de 90 amostras caninas de soro hemolisadas.

Técnicas Sensibilidade (%) Especificidade (%)
ELI&s 75,00 100
L.amazonensis.
5 BIEL 98,33 93,33
Biomanguinhos
Imunocromatografia 83,89 94,64

Na Tab. 16 pode-se observar que a técnica
sorologica de maior sensibilidade € a RIFI,
enquanto a de maior especificidade € o
ELISA. Foi encontrada diferenga estatistica
significativa no nivel de confianga de
p<0,05, entre a sensibilidade e
especificidade do ELISA (L. amazonensis) e
RIFI “kit" Biomanguinhos. A sensibilidade do
teste imunocromatografico diferiu com nivel

de confianga p<0,05 da sensibilidade da
RIFI “kit" Biomanguinhos. As diferengas
entre sensibilidade e especificidade dos
demais testes analisados foram devidas ao
acaso. Os valores de sensibilidade e
especificidade do teste imunocromatografico
apresentados na Tab. 16, referem-se a
média dos trés leitores em 10 minutos de
analise.
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Figura 8 Curva ROC do teste de ELISA (L. amazonesis) em amostras de soro caninas

submetidas hemolisadas.

A curva ROC apresentada na figura 8
apresenta area de 99,72%, devido a sua
alta especificidade e sua sensibilidade de
75%.

As Tab. 17 a 22 apresentam o indice Kappa
nas amostras submetidas a hemdlise. A
Tab. 17 apresenta a concordancia entre os
trés leitores em cada tempo de analise. As
concordancias entre os diferentes tempos

analisados para cada leitor  séao
apresentadas nas tabelas 18 a 20. A Tab.
21 apresenta os valores de Kappa entre os
trés leitores com interpretagédo 10 minutos
apos iniciado o teste, com as demais
técnicas sorologicas. O indice Kappa entre
as técnicas soroldgicas, excluindo o teste
imunocromatografico, €& apresentado na
Tab. 22.
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De acordo com a Tab. 17 a concordancia
entre os leitores em todos os tempos
analisados foi otima, com exceg¢ao a
concordancia entre os leitores Ae Cem 5
minutos de analise, onde a concordancia foi
boa. As concordancias do teste
imunocromatografico interpretado pelo leitor
A e o padrao ouro foram boas em cinco, dez

e ftrinta minutos de analise, as demais
concordancias para este leitor foram otimas.
O leitor B apresentou concordancia boa com
o padrao ouro em todos os tempos, exceto
em 1440 minutos com concordancia otima,
ja o leitor C apresentou concordancia boa
com o padrao ouro em todos os tempos
analisados.

Tabela 18 Valores de Kappa, para o leitor A, entre os tempos analisados em amostras caninas

de soro hemolisadas.

Tempo Leitor A

(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 1 0,886 0,908 0,929 0,905

10 1 - 0,977 0,953 0,929 0,929

15 0,886 0,977 - 0,976 0,952 0,904

30 0,908 0,953 0.976 - 0,976 0,928

60 0,929 0,929 0,952 0,976 - 0,952

1440 0,905 0,929 0,904 0,928 0,952 -

As concordancias entre todos os tempos analisados na Tab. 18 foram otimas, com excecao
entre cinco e 10 minutos quando a concordéncia foi perfeita.

Tabela 19 Valores de Kappa, para leitor B, entre os tempos analisados em amostras caninas

de soro hemolisadas.

Tempo Leitor B

(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,955 0,932 0,863 0,863 0,879

10 0,955 = 0,977 0,908 0,908 0,854

15 0,932 0,977 - 0,930 0,930 0,878

30 0,863 0,908 0,930 - 1 0,881

60 0,863 0,908 0,930 1 - 0.851

1440 0,879 0,854 0,878 0,881 0.851 -

A Tab. 19 apresenta concordancia perfeita entre 30 e 60 minutos, as demais concordancias

foram otimas.
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Tabela 20 Valores de Kappa, para o leitor C, entre os tempos analisados em amostras caninas
de soro hemolisadas.

Tempo Leitor C
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,933 0,889 0,867 0,844 0,861
10 0,933 - 0,955 0,933 0,910 0,930
15 0,889 0,955 - 0,977 0,955 0,953
30 0,867 0,933 0,977 - 0,977 0,953
60 0,844 0,910 0,955 0,977 - 0,976
1440 0,861 0,930 0,953 0,953 0,976 -

O leitor C apresentou concordancia étima entre todos os tempos analisados, de acordo com a
Tab. 20.

Tabela 21 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis), RIFl “kit”
Biomanguinhos e exame teste imunocromatografico executado por trés leitores distintos apds
10 minutos em amostras caninas de soro hemolisadas.

Leitores L.amaizzti_rﬁr?sfs Biom :Ii‘llgtllinhos
A 0,556 0,710
LB 0,578 0,647
LC 0,578 0,659

A concordancia entre os leitores e o ELISA foi regular, com as demais técnicas sorologicas a
concordancia foi boa, como apresentado na Tab. 21.

Tabela 22 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit”
Biomanguinhos e exame parasitologico pos-morten de amostras caninas de soro hemolisadas.

i ELISA RIFI
Tecnicas L.amazonensis Biomanguinhos PARAS
ELISA
L.amazonensis i 0,600 0,667
RIFI
Biomanguinhos 0,600 ' 0,924
PARAS 0,667 0,924
Como apresentado na Tab. 22 a amostras de soro submetidas a hemolise,
concordancia entre ELISA e RIFI, ELISA e estimando-se cinco prevaléncias estimadas
parasitologico foi boa, enquanto a (2, 5, 8, 10 e 20%) para infeccao em caes
concordancia entre RIFI e exame por Leishmania sp. Para o teste
parasitolégica foi 6tima. imunocromatografico o VPP e VPN foram
calculados mediante as interpretacdoes dos
Na Tab. 23 séao apresentados os VPP para resultados decorridos 10 minutos de analise.

todas as técnicas sorolégicas testadas, em
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Tabela 23 Valores preditivos positivos de ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit” Biomanguinhos e
teste imunocromatografico realizado por trés leitores distintos apés 10 minutos de execucao em

amostras caninas de soro hemolisadas.

Prev (%) ELISA RIFI Imunocromatografia
: Am (%) Biomanguinhos (%) LA (%) LB(%) LC (%)
2 100 23,13 21,28 20,32 100
5 100 43,69 41,07 39,67 100
8 100 56,18 53,52 52,07 100
10 100 62,09 59,54 58,13 100
20 100 78,65 76,80 75,75 100

Am = ELISA realizado com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C.

Na Tab. 23 o VPP foi de 100% para as
técnicas de ELISA e teste
imunocromatografico para o leitor C,
enquanto para a RIFI variou de 21,28 a
76,80%, para o teste imunocromatografico
realizado pelo leitor A, a variacao foi de

21,28 a 76,80%, e para o leitor C de 20,32 a
75,75% nas prevaléncias testadas.

Semelhante a Tab. 23, a Tab. 24 apresenta
os VPN estimando-se as mesmas
prevaléncias anteriores.

Tabela 24 Valores preditivos negativos de ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit” Biomanguinhos e
teste imunocromatografico realizado por trés leitores distintos apds 10 minutos de execugao em

amostras de soro caninas hemolisadas.

Prev (%) ELISA Imunocromatografia
Am (%) Biomanguinhos (%) LA (%) LB (%) LC (%)
2 99,69 99,96 99,65 99,63 99,59
b 99,22 99,91 99,35 99,07 98,96
8 98,71 99,84 98,92 98,47 98,29
10 98,36 99,80 98,63 98,05 97,83
20 96,39 99,55 96,97 95,73 95,24

Am = ELISA realizado com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C.

Os menores VPN foram encontrados no
teste imunocromatografico interpretado pelo
leitor C, enquanto que os maiores VPN
foram também encontrados para o mesmo
teste interpretado pelo leitor A.

4.3 Amostras colhidas em papel filtro

Para as amostras colhidas em papel de filtro
foram realizadas as mesmas técnicas com
os soros submetidos a hemolise, ou seja,
ELISA utlizando adotando antigeno L.
amazonensis (MHOM/BR/1960/BH6),
imunofiuorescéncia indireta, utilizando “kit”
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Biomanguinhos e teste imunocromatografico
“Kalazar Detect” InBios” realizado por trés
diferentes leitores distintos em seis tempos
de analise.

As Tab. 25 a 26 e Fig. 9 a 11 compararam
tais técnicas com o padrao ouro
(parasitologico e sorologico) para determinar
a sensibilidade e especificidade do teste
imunocromatografico realizado por trés
examinadores (leitores) distintos em seis
tempos diferentes, apos inicio da técnica,
nas amostras de soro colhidas em papel
filtro.




Tabela 25 Sensibilidade do teste imunocromatografico em amostras de sangue colhidas em
papel filtro, de 60 caes positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Leitor/ tempo Sensibilidade (%)
(minutos) 5 10 15 30 60 1440 Média
LA 90,00 94 .62 91,67 96,67 98,33 98,33 94,94
LB 71,67 80,00 83,33 86,67 86,89 91,67 83,37
LC 71,67 80,00 81,67 81,67 86,67 93,33 82,50
Média 77,78 84,87 85,56 88,34 90,63 94 .44 86,94
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Figura 9 Sensibilidade do teste imunocromatografico em amostras de sangue colhidas em
papel filtro, de 60 caes positivos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Em todos os leitores conforme apresentado
na Tab. 25 e Fig. 9 a sensibilidade
aumentou com tempo, sendo este aumento
mais acentuado para os leitores B e C, pois

ambos partiram de sensibilidade de 71,67%
em cinco minutos atée 9167 e 9333%
respectivamente para 1440 minutos (24
horas).

Tabela 26 Especificidade do teste imunocromatografico em amostras de sangue colhidas em
papel filtro, de 30 caes negativos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Leitor/ tempo Especificidade (%)
(minutos) 5 10 15 30 60 1440 Média
LA 73,33 70,00 70,00 60,00 50,00 33,33 59,44
LB 86,67 83,33 83,33 83,33 76,67 63,33 79,44
Lc 86,67 86,67 83,33 83,33 83,33 66,67 81,67
Média 82,22 80,00 78,89 75,55 70,00 54,44 76,52
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Figura 10 Especificidade do teste imunocromatografico em amostras colhidas em papel filtro,
de 30 cées negativos para LVC, de acordo com o tempo e leitores.

Assim como nas amostras de soro nao
submetidas a hemalise, a Tab. 26 e Fig. 10
apresentam uma queda na especificidade,
sendo a maior gueda encontrada para o
leitor A, que aos cinco minutos possuia uma
especificidade de 73,33% chegando a
33,33% em 1440 minutos.

A Tab. 27 apresenta a sensibilidade do
ELISA e RIFI. O ELISA apresentou a maior
especificidade, enquanto a RIFI a maior
sensibilidade.

Tabela 27 Valores de sensibilidade e especificidade de ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit"
Biomanguinhos e teste imunocromatografico, 10 minutos apos inicio do teste, de 90 amostras

de sangue caninas colhidas em papel filtro.

Técnicas Sensibilidade (%) Especificidade (%)
ELISA
L. amazonensis 104
RIFI
Biomanquinhos L %
Imunocromatografia 84 87 80

A sensibilidade e a especificidade de todos
os testes analisados em amostras colhidas
em papel filtro apresentaram diferencgas
estatisticas com nivel de confianga de
p<0,05. Os valores de sensibilidade e
especificidade  da  imunocromatografia

apresentados na Tab. 27 s&o a média dos
trés leitores em 10 minutos de analise.

A Fig. 11 apresenta a curva ROC do ELISA
realizados com amostras de sangue
colhidas em papel filtro, com area de
99,72%.
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Figura 11 Curva ROC do teste de ELISA (L. amazonensis) em amostras de sangue caninas

colhidas em papel filtro.

As Tab. 28 a 33 apresentam o indice Kappa
das amostras colhidas em papel filtro. A
Tab. 28 apresenta a concordancia entre os
trés leitores em cada tempo de analise. As
concordancias entre os seis diferentes
tempos de andlise para cada leitor sao
apresentadas nas Tab. 29 a 31. A Tab. 32

apresenta a concordancia entre o teste
imunocromatografico realizado pelos trés
leitores, com interpretagdo em 10 minutos,
com as demais técnicas sorologicas. A Tab.
33 apresenta a concordancia das técnicas
sorologicas estudadas excluindo-se o teste
imunocromatografico.
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As concordancias entre os leitores A e B, e
A e C foram boas até 30 minutos de analise,
apos 30 minutos a concordancia foi regular.
Entre os leitores B e C a concordancia foi
otima em todo periodo de analise. As
concordancias entre 0 teste
imunocromatografico e o padréo ouro variou
de boa a sofrivel, sendo as melhores
concordancias encontradas pelos leitores C,
B e A de forma decrescente. As
concordancias do teste
imunocromatografico interpretado pelo leitor

A com o padrao ouro foram boas em cinco,
dez, quinze e trinta minutos, em 60 minutos
a concordancia foi regular e em 1440
minutos foi sofrivel. O leitor B apresentou
concordancias regulares com o padrao ouro
em cinco, dez e 1440 minutos, nos demais
tempos analisados as concordancias foram
boas. Ja para o leitor C a concordancia com
0 padrao ouro foi boa em cinco minutos e
regulares nos outros tempos comparados
com o exame parasitoldgico.

Tabela 29 Valores de Kappa, para o leitor A, entre os tempos analisados em amostras de

sangue caninas colhidas em papel filtro.

Tempo Leitor A

(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,947 0,947 0,775 0,648 0,471

10 0,947 - 1 0,826 0,695 0,511

15 0,947 1 - 0,826 0,695 0,511

30 0,775 0,826 0,826 - 0,862 0,655

60 0,648 0,695 0,695 0,862 - 0,783

1440 0,471 0,511 0,511 0,655 0,783 .

As concordancias como apresentadas na Tab. 29 variaram de regular a perfeita, passando por

boa e 6tima.

Tabela 30 Valores de Kappa, para o leitor B, entre os tempos analisados em amostras de

sangue caninas colhidas em papel filtro.

Tempo Leitor B
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,866 0,820 0,775 0,730 0,523
10 0,866 - 0,954 0,907 0,859 0,637
15 0,820 0,954 - 0,953 0,905 0,678
30 0,775 0,907 0,953 - 0,952 0,721
60 0,730 0,859 0,905 0,952 - 0,714
1440 0,523 0,637 0,678 0,721 0,714 -

A Tab. 30 apresenta concordancia regular
entre cinco minutos e 24 horas, boa entre
cinco e 30 minutos, cinco e 60 minutos,
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1440 minutos e 10, 15, 30 e 60 minutos. As
demais comparacgoes obtiveram
concordancia étima.




Tabela 31 Valores de Kappa, para o leitor C, entre os tempos analisados em amostras de
sangue caninas colhidas em papel filtro.

Tempo Leitor C
(minutos) 5 10 15 30 60 1440
5 - 0,888 0,843 0,843 0,775 0,569
10 0,888 - 0,954 0,954 0,884 0,665
15 0,843 0,954 - 1 0,930 0,706
30 0,843 0,954 1 - 0,930 0,706
60 0,775 0,884 0,930 0,930 - 0,772
1440 0,569 0,665 0,706 0,706 0,772 -
As concordancias entre os diferentes minutos, 10 e 1440 minutos, perfeita entre
tempos para o leitor C foram regular entre 15 e 30 minutos, as concordancias restantes
cinco e 1440 minutos, boa entre cinco e 60 foram avaliadas como 6timas.

Tabela 32 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis) e RIFI “kit”
Biomanguinhos com o teste imunocromatografico executado por trés leitores distintos apos 10
minutos em amostras de sangue caninas colhidas em papel filtro.

i ditores ELISA RIFI
L.amazonensis Biomanguinhos
LA 0,356 0,563
LB 0,378 0,562
LC 0,400 0,587
Entre as técnicas sorologicas a melhor C, sendo as concordancias com o ELISA
concordancia encontrada foi regular entre classificadas como sofriveis, conforme
as técnicas de RIFI e teste apresentado pela Tab. 32.

imunocromatografico interpretado pelo leitor

Tabela 33 Teste Kappa de concordancia entre ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit”
Biomanguinhos e exame parasitolégico pés-morten de amostras de sangue caninas colhidas
em papel filtro.

R ELISA RIFI
Toamicas L.amazonensis Biomanguinhos PARAS
e ) 0,662 0,667
L.amazonensis
RIFI
Biomanguinhos 0,662 - 0,857
PARAS 0,667 0,857 -
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De acordo com a Tab. 33, a melhor
concordancia entre as técnicas, excluindo o
teste imunocromatografico, é entre a RIFl e
exame parasitologico, sendo esta
concordancia otima. As demais técnicas
obtiveram concordancia regular.

Nas Tab. 34 e 35 sao apresentados os VPP
e VPN para todas as técnicas soroldgicas

testadas, em amostras colhidas em papel
filtro, estimando-se cinco prevaléncia (2, 5,
8, 10 e 20%) para a infeccao em caes por
Leishmania. Para o} teste
imunocromatografico o VPP e VPN foram
calculados mediante as interpretacdes dos
resultados decorridos dez minutos do inicio
da analise.

Tabela 34 Valores preditivos positivos de ELISA (L. amazonensis), RIF| “kit” Biomanguinhos e
teste imunocromatogréfico realizado por trés leitores distintos apés 10 minutos de execucao,
em amostras de sangue caninas colhidas em papel filtro.

Prev (%) ELISA RIFI Imunocromatografia
Am (%) Biomanguinhos (%) LA (%) LB (%) LC (%)
2 100 16,95 6,05 8,92 10,91
5 100 34,48 14,24 20,16 24,00
8 100 46,51 21,52 29,44 34,29
10 100 52,63 25,95 34,37 40,06
20 100 71,43 44,08 54,10 60,06

Am = ELISA realizado com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C.

De acordo com a Tab. 34 o teste de
diagnostico sorologico que atingiu o maior
VPP, igual a 1, foi o ELISA, seguido da RIFI

e teste imunocromatografico, leitores C, B e
A em ordem decrescente.

Tabela 35 Valores preditivos negativos de ELISA (L. amazonensis), RIFI “kit” Biomanguinhos e
teste imunocromatografico realizado por trés leitores distintos apos 10 minutos de execucao em
amostras de sangue caninas colhidas em papel filtro.

Prev (%) ELISA . RIFI Imunocromatografia
Am (%) Biomanguinhos (%) LA (%) LB (%) LC (%)
2 99,49 100 99,84 99,51 99,53
5 98,70 100 99,60 98,75 98,80
8 97,87 100 99,34 97,95 98,03
10 97,30 100 99,15 97,78 97.50
20 94,12 100 98,11 94,34 94,55

Am = ELISA realizado com antigeno de Leishmania amazonensis.

LA = leitor A; LB = leitor B; LC = leitor C.

A técnica sorologica que atingiu o maior
VPN foi a RIFI, seguida do teste
imunocromatografico, leitores A, C e B
ordem decrescente, e ELISA conforme
apresentado na Tab. 35.

4.4 Exame parasitologico

Dos 60 animais de Belo Horizonte — MG,
que compunham os grupos de animais
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positivos sintomaticos e assintomaticos,
foram realizados os exames parasitologicos,
com maior numero de resultados positivos
nas impressoes realizadas com baco, sendo
56 impressdes detectadas utilizando este
oérgao, ou seja, 93,33% dos animais
puderam  ser considerados  positivos
somente por esse tipo de exame. As
impressoes realizadas com figado foram
positivas em 47 amostras, com 78,33%,




seguidas das impressdes realizadas com
linfonodo popliteo, que obtiveram resultado
positivo em 30 impressoes, 66,67 %.

4.5 Teste imunocromatografico entre
animais com e sem sinais clinicos

A Tab. 36 apresenta 0 numero de
resultados falso-negativos, com sinais
clinicos presentes e ausentes para cada
leitor nos trés diferentes tipos de amostras
analisadas.

Tabela 36 Numero de resultados falso-negativos pelo teste imunocromatografico analisado em
10 minutos, com sinais clinicos presentes ou ausentes, entre os trés leitores e trés tipos de

amostras analisadas.

. Leitor A Leitor B Leitor C
Material Pres. Aus. total Pres. Aus. Total Pres. Aus. total
Sem hemolise 2 2 4 1 3 4 2 4 6
Hemolisada 3 4 7 5 5 10 5 74 12
Papel filtro 2 3 b 6 6 12 6 6 12

Pres. = presenca de sinais clinicos.

Valores de P Wilcoxon Test

Nivel de confianca = 95%
Soros nao submetidos a hemdlise = 0,371
Soros submetidos a hemolise =0.371
Papel filtro =1,000

De acordo com a Tab. 36 o numero de
falso-negativos independe da presenca ou
auséncia de sinais clinicos para cada tipo
de amostra analisada, ou seja, esta
diferenca nao foi significativa, com nenhum
valor de p< 0,05 no teste de diferenca de
sinais de Wilcoxon.

5. DISCUSSAO

Os valores medios de sensibilidade e
especificidade do teste
imunocromatografico, entre os trés leitores
analisados em 10 minutos apds inicio do
teste (Tab. 1), sdo discrepantes aos
resultados encontrados por Reithinger et al.
(2002), que utilizaram amostras de soros de
caes e obtiveram sensibilidade de 100% e
especificidade de 75%. A diferenca
encontrada poderia estar associada ao
pequeno numero de soros utilizados como
controle positivo por Rethinger et al. (2002)
e a inclusao de caes como controle
negativo, provenientes de &rea endémica
para LVC em Belém do Para, que nao
atendem aos fundamentos cientificos que

Aus. = auséncia de sinais clinicos.

permitam sua aceitacdo como sendo 0s
valores reais. Mohebali et al. (2004)
encontraram também resultados
discordantes com a presente pesquisa, com
sensibilidade de 70,9% e especificidade de
84,9%, porém as amostras de soro
utilizadas foram de caes clinicamente
suspeitos para controle positivo e caes
saudaveis como  controle  negativo,
proveniente de dreas endémicas do
Arzebaijao, utilizando como padrao ouro o
DAT com o titulo de 1/320 como ponto de
corte.

Os diferentes valores de sensibilidade e
especificidade encontrados podem estar
relacionados com as condigdées em que sao
realizados os testes imunocromatograficos,
como temperatura ambiente e umidade
relativa do ar, que pode levar o tampao a
secar antes mesmo da linha controle
aparecer, fato relatado por Zijlstra et al.
(2001), onde no Suddo é comum as
temperaturas excederem os 40°C e a
umidade relativa ser menor que 30%. No
entanto, somente condigdes climaticas
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extremas podem implicar em diferencas de
resultados, a principal justificativa para os
diferentes valores encontrados e
principalmente devido a producao de “kits”
imunocromatograficos ser realizada por
empresas distintas, ou seja, utilizacao de
diferentes técnicas para confeccao das tiras.

Poucos trabalhos até o presente momento
foram realizados utilizando o teste
imunocromatografico em amostras de soros
caninas (Toz et al., 2004), sendo a maioria
em soros humanos. Pesquisas realizadas
com soros humanos apresentam resultados
sempre duvidosos com relagdo a real
sensibilidade e especificidade do teste, ja
gue muitos adotam como padrao ouro
aspirado de medula o6ssea e bago, que
apresentam resultados de baixa e variavel
sensibilidade (Sundar et al., 2002; Boleart et
al., 2004), podendo designar como padrao
ouro amostras falso-negativas.

Em amostras de pacientes humanos a
sensibilidade do teste imunocromatografico
variou de 67% (Zijlstra et al, 2001) a 100%
(Sundar et al, 1998; Brandonisio et al,
2002), enquanto a especificidade 77%
(Boleart et al, 2004) a 100% (Jelinek et al.,
1999; Brandonisio et al., 2002; Igbal et al.,
2002; Lemos et al., 2003).

Os resultados encontrados por Lemos et al
(2003) foram muito préximos aos
encontrados por esta pesquisa, embora
fazendo uso de amostras de soros
humanos. Os testes foram realizados no
mesmo pais, estado do Espirito Santo e
com “kit” de diagnostico
imunocromatografico produzido pela mesma
empresa (InBios®).

A sensibilidade do teste
imunocromatografico, nas amostras de soro
nao submetidas a hemolise, sempre foi
crescente com o tempo, concordando com
os achados de Zijstra et al. (2001), mas o
gue o autor nao relata € a queda da
especificidade enquanto hd o aumento da
sensibilidade (Tab. 1 e 2; Fig. 3 e 4).

As concordancias entre os leitores nos
diferentes tempos analisados (Tab. 6), nas
amostras nao submetidas a hemolise, foram
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avaliadas como o6timas (81 a 99%), exceto
pelos leitores B e C em 1440 minutos onde
a concordancia foi boa (61 a 80%),
apresentando somente pequenas variacoes
entre os resultados positivos e negativos.
Os mesmos resultados foram encontrados
quando analisado o indice Kappa entre os
tempos interpretados por um mesmo leitor,
com excecdo a concordancias boa (61 a
80%) quando comparado cinco com 1440
minutos apods o inicio do teste, para o leitor
B.

Diante dos resultados o melhor tempo para
a interpretacao dos resultados neste tipo de
amostra foi o de 30 minutos, onde foi obtida
uma média de sensibilidade de 93,33% sem
apresentar queda na especificidade de
100%, mesmo assim vale ressaltar que uma
das vantagens do teste estudado é a
facilidade proporcionada por apresentar
resultados em periodos curtos de tempo,
onde em 10 minutos apods o inicio do teste,
tempo  padronizado pelo fabricante,
apresenta média de sensibilidade de
92,22% entre o0s trés leitores, 5,55%
superior ao encontrado apés cinco minutos
e 1,11% inferior ao encontrado com 30
minutos de analise. Braga et al. (1998)
relataram a necessidade de metodos de
diagndsticos com resultados rapidos com a
finalidade da diminuicdo do tempo de
exposicao dos susceptiveis aos
reservatérios, o que foi amplamente
alcancado pelo teste imunocromatografico.

Nao se conseguiu encontrar na literatura,
pesquisas sobre o uso do teste
imunocromatografico com amostras de soro
hemolisados ou absorvidos em papel de
filtro, sendo essa pratica de rotina nos
inquéritos  epidemioldgicos. As amostras
colhidas nao submetidas ao processo de
hemolise sempre apresentaram resultados
de sensibilidade e especificidade superiores
aos encontrados para as demais amostras
analisadas. As amostras submetidas a
processo de hemolise obtiveram médias de
especificidade  superior as amostras
colhidas em papel fitro, porém a
sensibilidade foi inferior, exceto pela média
dos trés leitores em cinco minutos apds o
inicio do teste onde a média foi superior e
aos 15 minutos onde a media foi idéntica.




Diante dos resultados, para as amostras de
soro submetidas a hemdlise, deve-se
considerar que o processo de hemdlise em
que as amostras foram submetidas foi muito
intenso, onde na rotina nos laboratorios,
com devida orientacdo certamente poucas
amostras apresentam condicdes
semelhantes. Nas amostras colhidas em
papel filtro, talvez seja necessario ajustes na
técnica, como no processo de eluicdo do
sangue em papel, para que o teste possa
atingir melhores resultados.

O comportamento dos valores de
sensibilidade e especificidade foram muito
semelhantes nos 3 tipos de amostras
utilizadas, a sensibilidade foi sempre
crescente com os tempos analisados e a
especificidade decrescente, exceto para os
leitores B e C nas amostras submetidas a
hemdlise em 1440 minutos, onde ocorreu
um aumento na especificidade (Tab. 15).

A concordancia entre os trés leitores nas
amostras submetidas a hemdlise foi sempre
otima, exceto pela concordancia boa dos
leitores A e C em cinco minutos, ja entre os
tempos para o mesmo leitor variou de
perfeita (100%) a 6tima nos leitores Ae B e
otima sem variacao no indice Kappa para o
leitor C (Tab. 17 a 20). Nas amostras
colhidas em papel filtro a concordancia entre
os leitores variou de regular (41 a 60%) a
otima, ja entre os tempos para um mesmo
leitor variou de regular a perfeito. (Tab. 28 a
31), portanto a concordancia entre os
leitores obteve piores resultados nas
amostras em papel filtro e submetidas a
hemolise, amostras estas que apresentaram
menor desempenho de sensibilidade e
especificidade quando comparada as
amostras de soro nao submetidas ao
processo de hemdlise.

Esta diminuicao da sensibilidade,
especificidade e menores valores
concordancia apresentados, quando o teste
imunocromatografico é analisado com o
material diferente das amostras de soros
devidamente colhidas, especialmente
quando realizada a colheita em papel filtro,
certamente proporcionara um entrave na
utilizacdo do teste imunocromatografico. As
colheitas em papel filtro, método adotado

pelos drgaos publicos, por ser pratico e
eficiente nos inquéritos sorologicos, pode
ser comprometida para utilizagao do teste
imunocromatografico, diante dos resultados
apresentados nesta pesquisa. Os brasileiros
possuem uma afetividade muito grande com
seus animais, seja de companhia ou de
exploracao econdmica o0 que provoca
resisténcia da populagdo a entrega de seus
animais para sacrificio, assim os testes de
diagnadstico devem ter elevada
especificidade. O sacrificio de um cao nao
infectado com resultado positivo em
qualquer teste, quando este fato chega ao
conhecimento dos proprietarios, cria de
imediato forte resisténcia contra as agdes do
programa de controle. A diminuicao da
sensibilidade deixa na populagéo os falsos
negativos mantendo e ampliando o numero
de animais que compdem o reservatorio,
elemento indispensavel para a manutengao
da endemia da LVC. Estas questoes
precisam ser respondidas por novas
pesquisas que proporcionem melhorias na
sensibilidade e especificidade do teste
imunocromatografico com materiais colhidos
em papel de filtro e mesmo com soros
hemolisados.

Para solucionar problemas de sensibilidade
e especificidade de exames soroldgicos, €
comum a realizacao das técnicas em
associacao, que aumenta a acuracia dos
resultados, portanto o uso de outra técnica
sorolégica juntamente  com o teste
imunocromatografico, principalmente
quando ¢ utilizado o "papel filtro, pode
aumentar a confiabilidade dos resultados,
mas certamente ira prejudicar uma das
principais caracteristicas da

imunocromatografia que € a emissao de
resultados em curto periodo de tempo.

O teste imunocromatografico nao revelou
diferenca entre caes com ou sem sinais
clinicos da doenca (Tab. 36), em qualquer
tipo de amostra em 10 minutos de anadlise,
ou seja, 0s numeros de resultados falso-
negativos foram muito proximos,
diferentemente como foi relatado por Mettler
et al. (2005), que observaram sensibilidade
de 97,6% nos animais sintomaticos e 52,9%
nos animais assintomaticos, também
utilizando o teste imunocromatografico em
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caes. Oliveira et al. (1993) acompanharam 8
animais inoculados experimentalmente que
nao apresentaram sinais clinicos da doenca,
encontrando altos titulos na RIFI, variando
de 1/320 a 1/1280, exceto 1 animal com
titulo de 1/40, evento similar ao da presente
pesquisa. Os testes de RIFI e ELISA
também nao discriminam diferencas entre
0s caes com ou sem sinais clinicos.

Os valores encontrados para o indice
Kappa, guando avaliado a concordancia do
teste imunocromatografico com amostras
nao submetidas a hemdlise, analisado 10
minutos apos inicio do teste, com os dois
tipos de ELISA testados, tiveram
concordancia otima (81 a 99%) quando
comparado com o ELISA utilizando antigeno
bruto de L. amazonensis, sendo esta
concordancia a melhor com este tipo de
material e concordancia boa (61 a 80%)
quando comparado ao ELISA/S7” para 0s
trés leitores testados. A menor concordancia
com o ELISA/S7® é devido, sobretudo a
baixa sensibilidade apresentada (73,33%),
sendo esta inferior a apresentada pelo teste
imunocromatografico (92,22%), o que €
confirmado pela concordancia boa entre os
dois tipos de ELISA testados (Tab. 11), ja
gue o ELISA utilizando antigeno bruto
obteve 100% de  sensibilidade e
especificidade. Os resultados apresentados
por Reithinger et al. (2002) sdo contrarios
aos encontrados, havendo uma diferenca de
especificidades, nao de sensibilidades
quando o teste imunocromatografico é
comparado com ELISA.

Valores de 100% de sensibilidade para o
ELISA, usando o mesmo antigeno da
presente pesquisa, bruto e lisado de L.
amazonensis, foram encontrados por
Rosario et al (2005) e Machado (2004). Para
Mancianti et al. (1995) a sensibilidade foi de
98,4% e para Vercammen et al. (1997) de
100% com o antigeno L. infantum, ja no
trabalho de Andrade et al. (1998), nao se
pode determinar a correta sensibilidade de
um ELISA que usa o antigeno recombinante
HSP-70, o mesmo adotado pelo ELISA/S7®,
também avaliado nesta pesquisa, devido
auséncia de um painel de soros
caracterizados como padrao ouro,
constituido de teste parasitologico. O
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mesmo conjugado presente no “kit’ de
ELISA/S7® foi utilizado por Reed et al.
(1990) determinando melhor desempenho
gue o conjugado anti-lgG, portanto o valor
de sensibilidade inferior encontrado pelo
ELISA/S7®, poderia estar associado ao
antigeno HSP-70. Zilistra et al. (2001)
verificou diferenca de 33,0% de
sensibilidade quando comparou o teste
imunocromatografico (67%) com ELISA rK-
39 (100% - conjugado anti-igG), resultado
superior a diferenca de 7,78% encontrado
por esta pesquisa, sendo que este autor
verificou concordancia de 69% entre o teste
imunocromatografico e o DAT.

As concordancias encontradas pelo indice
Kappa, entre o teste imunocromatografico
avaliado pelos trés leitores e o ELISA, com
antigeno bruto de L. amazonensis, em
amostras de soro submetidas a hemdlise e
em papel filtro foram consideradas como
regular, 41 a 60%, e sofrivel, 21 a 40%,
respectivamente. Essas baixas
concordancias encontradas entre os dois
testes sao devidas principalmente as
quedas de sensibilidade e especificidade do
teste imunocromatografico especialmente
quando realizado com papel filtro, bem
como a queda de sensibilidade do teste de
ELISA que foi reduzida em 25% nos dois
tipos de materiais, com a especificidade
mantida em 100% também em ambos os
tipos. Os resultados em amostras colhidas
em papel filtro discordam para o ELISA dos
achados de Rosario et al. (2005), que
obtiveram sensibilidade - de 100% e
especificidade de 96% adotando o mesmo
antigeno. Estas variacoes encontradas
estao associadas aos diversos fatores que
interferem no desempenho da técnica,
sendo o ELISA dotado de grande amplitude
de valores de sensibilidade e especificidade
conforme pode ser facilmente encontrado
na literatura cientifica que trata deste tema.

Os titulos encontrados para a RIFI
(Biomanguinhos) em  amostras nao
submetidas a hemdlise foram de 1/40 a
1/5120 (Tab. 4), em amostras de soro nao
submetidas a hemdlise, com maior numero
de amostras concentradas nos titulos de
1/80 a 1/320 (57,37%), com trés resultados
falso-positivos com titulo 1/40 e trés




resultados falso-negativos, apresentando
uma  sensibiidade de 93,33% e
especificidade de 95%. Cada partida do
RIFI de Biomanguinhos é submetida ao
controle por outro laboratério da rede
Fiocruz o que acarreta divergéncias
minimas entre os laboratérios que utilizam
este “kit” de diagnostico. Os resultados de
100% de sensibilidade e especificidade
foram obtidos por Machado (2004),
adotando mesmo “kit” wusado nesta
pesquisa, 0 que comprova que é possivel
obter resultados semelhantes quando sao
realizadas medidas de padronizagao como
sao executadas pela Fiocruz.

A concordancia do teste
imunocromatografico com a RIFI
(Biomanguinhos) foi avaliada como 6tima,
pelos trés leitores em 10 minutos apds inicio
do teste, nas amostras ndo submetidas a
hemdlise (Tab. 10), com valores de
sensibilidade e  especificidade  muito
proximos.

A RIFI realizada utilizando antigeno de L.
amazonensis, também em amostras de soro
ndao submetidas a hemolise, apresentou
90,91% de sensibilidade e 84,61% de
especificidade. A concordancia com teste
imunocromatografico foi avaliada como boa
pelos trés leitores, devido a baixo
desempenho do antigeno L. amazonensis
na RIFI (Tab. 10), o que levou a mesma
avaliacao da concordancia entre as duas
tecnicas da RIF| realizadas (Tab. 11), o que
discorda dos achados de Machado (2004)
onde a concordancia entre a RIFI
(Biomanguinhos) e a RIFI adotando
antigeno de L. amazonensis foi otima.
Entretanto a utilizacdo de antigenos
diferentes no diagnostico soroldgico para
LVC proporciona valores de sensibilidade e
especificidade distintos, principalmente nos
titulos baixos, como relatado por Badard et
al. (1983), devido a exposicao de diferentes
epitopos entre as espécies.

A distribuicao de resultados falso-negativos
do teste imunocromatografico (Tab. 5), apds
10 minutos do inicio do teste nas amostras
nao submetidas a hemdlise, quando
comparados com os titulos da RIFI,
concentrou-se nos titulos abaixo de 1/320,

exceto para o leitor C que apresentou um
resultado falso-negativo no teste
imunocromatografico com titulo da RIFI de
1/1280, leitor este que apresentou sempre
as menores sensibilidades e maiores
especificidades para qualquer tipo de
material analisado, ou seja, maior numero
de resultados falso-negativos e o menor de
falso-positivos.

Nas amostras submetidas a hemodlise a
sensibilidade da RIFI (Biomanguinhos) foi
de 98,33% e especificidade de 93,33%, ou
seja, valor de sensibilidade
surpreendentemente superior em 5% e
1,67% inferior de especificidade quando
comparado as amostras nao submetidas a
hemdlise. Nas amostras em papel filtro a
sensibilidade foi de 100% e especificidade
de 90%, sendo a tecnica de RIFI
(Biomanguinhos), a que apresentou
menores variagdes de sensibilidades e
especificidades quando comparada com as
demais técnicas, o que favorece a sua
utilizacao pelos laboratorios publicos, que
recebe grande numero de amostras em
papel filtro, pela facilidade de colheita. Os
valores de sensibilidade encontrados pela
RIFI em papel filtro sdo semelhantes aos
relatados por Roséario et al. (2005) com
94,3%, ja a especificidade apresentou 10%
de diferenca quando comparado com a
autora.

A concordancia entre 0 teste
imunocromatografico e a RIFI utilizando
amostras de soros hemolisadas foi boa e
com o papel filtro a concordancia foi regular,
para os trés leitores com andlise do teste
imunocromatografico 10 minutos apds inicio
do teste (Tab. 21 e 32). Esses valores
encontrados para as concordancias sao
devidos principaimente e queda de
sensibilidade e especificidade dos testes
imunocromatograficos, ja que a RIFI
(Biomanguinhos) apresentou ser a técnica
mais estavel analisando as amostras
submetidas a hemdlise e em papel filtro
como relatado anteriormente, 0 que superou
a concordancia entre o ELISA e o teste
imunocromatografico nestes dois tipos de
materiais.
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Os VPP foram de 100% nas prevaléncias
testadas (2, 5, 8, 10 e 20%) para o teste
imunocromatografico, apés 10 minutos do
inicio do teste, nas amostras nao
submetidas a hemdlise para todos os
leitores testados, pois nao apresentou
resultados falso-positivos, com 0 mesmo
resultado apresentado para ambos os testes
de ELISA realizados (Tab. 12). Estes
resultados demonstram a eficiéncia do teste
imunocromatografico e de ELISA, fazendo
com que os caes que forem submetidos ao
sacrificio sejam realmente positivos, o que
aumenta a aceitagao pela populagdao a
entrega de seus animais. Fazendo uso do
mesmo tipo de material para analise, a RIFI
(Biomanguinhos) variou de 27,59 a 81,63%
e variacao de 10,75 a 59,62% para o RIFI
utilizando antigeno de L. amazonensis nas
mesmas prevaléncias (Tab. 12). O unico
método de diagndstico que apresentou
100% de VPN nas amostras nao
submetidas a hemdlise foi o ELISA
utilizando antigeno de L. amazonensis (Tab.
13), o que apresenta ser uma técnica
perfeita de diagnostico, com o atributo de
nao permitir a permanéncia de animais
positivos na populagdo em qualquer
prevaléncia testada.

Nas amostras submetidas a hemolise, os
testes de diagnodsticos que apresentaram
VPP de 100% em qualquer prevaléncia
testada foram o ELISA e o teste
imunocromatografico, mas somente para o
leitor C (Tab. 23) e nenhum teste para VPN
(Tab. 24). Para as amostras colhidas em
papel filtro somente o ELISA manteve os
resultados anteriores para o VPP, ou seja,
de 100% (Tab. 34), enquanto que entre os
testes de diagnostico o que obteve 100% de
VPN foi a RIFI (Tab. 35).

Os resultados de VPP e VPN para o teste
imunocromatografico, nas amostras de soro
submetidas a hemdlise e em papel filtro,
foram muito inferiores quando comparado
com o0s resultados das amostras nao
submetidas a hemdlise, o que leva a atribuir
confiabilidade no teste somente quando
utilizado em amostras de soro nao
hemolisadas e nao colhidas em papel filtro.
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O custo do teste imunocromatografico &€ um
fator importante que contribui para sua
adogdo na rotina de diagnodstico sorologico
para a LVC, realizando a importacao
diretamente da empresa responsavel pela
produgcdo dos testes utilizados nesta
pesquisa, os valores sao de $1,5 a $2,0
dolares a unidade, nao adicionado os custos
com transporte. Realizando a compra da
empresa representante no Brasil, o valor
unitario € de $4,36 dolares, somado o0s
custos de transporte. Como o prego das
técnicas de ELISA e RIFI realizadas em
conjunto pelos laboratorios de diagnéstico
veterinario, € de aproximadamente $ 10,0
délares por amostra, 0 teste
imunocromatografico apresenta vantagem
no custo com relacao aos exames utilizados
na rotina, nao necessitando ainda de
realizacdo de outras provas soroldgicas
quando resultado positivo, pelo seu alto
valor de especificidade, quando utilizado
conforme indicado pela bula do fabricante. E
importante salientar que outras empresas
produzem testes imunocromatograficos para
a LVC, com possiveis variagdes de custos.

Muitos esforcos estao sendo realizados em
pesquisas de métodos de diagnésticos que
possam apresentar resultados rapidos,
seguros e de facil execugdao. O teste
imunocromatografico  apresentou bom
desempenho, quando em  amostras
devidamente colhidas e sem hemdlise,
necessitando que novas  pesquisas
contribuam para que o teste seja utilizado
com outros tipos de amostras, como sangue
embebido papel filiro e sangue integro,
atendendo também as necessidades do
setor publico na realizagao dos inquéritos
soro-epidemiologicos caninos.

6. CONCLUSOES

O teste imunocromatografico avaliado
possui niveis sensibilidade e especificidade
para o diagnostico sorologico LVC que
permitem a sua adocao no Brasil. Ele
podera ser usado em substituicao a RIFI por
nao apresentar diferengcas estatisticas
significativas, quando o limite de leitura for
de 30 minutos, utilizando soros sanguineos
sem hemdlise.




Esse teste apresenta baixa sensibilidade e
especificidade em detectar anticorpos nos
soros sanguineos de cdes positivos
remetidos em papel de filtro ou quando
hemolisados.

O ELISA produzido com o antigeno L.
amazonensis revelou ser o mais indicado
devido sua alta sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico de LVC,
quando se trabalha exclusivamente com
soro sanguineo sem hemdlise e nao
embebido em papel de filtro.
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