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Resumo

A leishmaniose visceral representa um importante problema em saude
publica para o Brasil, sendo o cdo doméstico a principal fonte de infeccéo para
o vetor. O objetivo deste estudo foi validar a técnica de imunocromatografia
rapida de duplo percurso para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina
em amostras de sangue total e soro de cédes. A amostra foi composta por 428
cées domiciliados selecionados por conveniéncia em dois bairros de uma
regido endémica na cidade de Fortaleza, Ceara. De cada cdo examinado,
foram coletados 5uL de sangue periférico da ponta de orelha para realizacao
do teste rapido em sangue total, 5 mL de sangue da veia jugular para obtencdo
do soro utilizado na realizacdo do teste em condi¢cBes de laboratério, além de
trés fragmentos de pele integra da regido escapular utilizados para exames
parasitolégicos. Destes, dois foram acondicionados em solucao salina estéril
com antibidtico e antifingico para isolamento de Leishmania em cultura e um
em formol 10% tamponado para realizacdo do exame histopatolégico e de
imunohistoquimica. Os animais positivos em pelo menos um desses trés
exames foram considerados casos e 0S negativos nos trés exames foram
considerados controles ou ndo-casos. Na avaliacdo do teste rapido no sangue
com leitura visual, no soro com leitura eletrénica e no soro com leitura visual,
foram estimadas, respectivamente, sensibilidade de 87,5% (ICgs0, 66,5 a 96,7),
88% (ICgs0, 67,5 a 96,8) e 88% (ICgs, 67,5 a 96,8) e especificidade de 73,3%
(ICes0s 67,7 a 78,4), 69,2% (ICgsy 63,7 @ 74,3) € 68,2% (ICosy 62,2 @ 74,3). A
concordancia entre a leitura visual e eletrénica no soro foi classificada como

quase perfeita, indice Kappa = 0,88 (ICgss% 0,83 a 0,93). O valor preditivo

viii



positivo para 7.9% de prevaléncia observada na amostra do estudo foi 21.9%.
A andlise de sensibilidade revelou que o valor preditivo positivo permaneceu
abaixo de 50% em cenarios com prevaléncia de 20%. O bom desempenho do
teste rapido no sangue com leitura visual sugere que 0 mesmo possa ser
indicado como exame de triagem para uso na rotina de campo e que
ferramentas para leitura eletrbnica ndo sejam necessarias para confirmacao do
resultado, porém seu uso associado a outros testes, utilizando estratégias de
testagem sequencial ou paralela em algoritmos especificos deve ser avaliado,
assim como a sua comparacao formal com os testes atualmente disponiveis na
rotina, para aproveitar da melhor maneira possivel as facilidades da sua

aplicacado em condicdes de campo.

Palavras-chave: 1. Leishmaniose visceral canina 2. Diagnostico
sorologico 3. Sensibilidade 4. Especificidade 5. Validacdo de testes 6.

Leishmania chagasi.



Abstract

Visceral leishmaniasis is a major public health problem in Brazil where
the domestic dog is the main source of infection for the vector. The objective of
this study was to validate a dual path platform rapid chromatographic
immunoassay for diagnosis of canine visceral leishmaniasis in whole blood and
serum samples. The study sample consisted of 428 resident dogs selected by
convenience from two districts of an endemic region of the city of Fortaleza,
Ceara. Five micro liters of peripheral blood were collected from the tip of the ear
to perform the rapid test in whole blood; 5 mL of blood from the jugular vein
were collected to obtain serum for testing under laboratory conditions, and three
fragments of intact skin from the scapular region were obtained for
parasitological examination. Two skin fragments were stored in sterile saline
with antibiotics and antifungal agents for isolation of Leishmania in culture and
one fragment was stored in 10% buffered formalin for performing the
histopathology and immunohistochemistry procedures. Positive animals in at
least one of those three parasitological tests were classified as cases and
negative animals in all the three tests were considered non-cases. Rapid test
sensitivities were 87.5% (Clgsy, 66,5 to 96,7), 88% (Clgsy, 67,5 to 96,8%) and
88% (Clgse, 67,5 to 96,8); and specificities were 73.3% (Clgsey, 67,7 to 78,4),
69,2% (Clgsy, 63,7 to 74,3) and 68,2% (Clgsy, 62,2 to 74,3) in whole blood
submitted to visual reading; serum submitted to electronic reading and serum
submitted to visual reading; respectively. The agreement between visual and
electronic reading of serum samples was classified as almost perfect, Kappa
index = 0.88 (Clgse, 0.83 to 0.93). Positive predictive value for a 7.9%
prevalence observed in the study sample was 21.9%. Sensitivity analysis
revealed that positive predicted value remained below 50% in scenarios of
prevalence as high as 20%. The performance of the rapid test in whole blood
samples submitted to visual reading suggests that it could be indicated as the
screening test for routine use in the field and that tools for electronic reading
would be unnecessary to confirm the final result. However, its use in
conjunction with other serological assays, using sequential or parallel testing

strategies in specific algorithms should be evaluated, as well as its formal
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comparison with the currently available tests for canine visceral leishmaniasis

diagnosis.

Palavras-chave: 1. Canine visceral leishmaniasis 2. Serology 3.

Sensitivity 4. Specificity 5. Test validation 6. Leishmania chagasi.
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1. INTRODUCAO

1.1. Agente etiologico

As leishmanioses sdo zoonoses que acometem seres humanos e outras
espécies de mamiferos domésticos e silvestres sob a forma de doenca
infecciosa crbnica. A Leishmaniose Visceral (LV) humana, também conhecida
como Calazar, é considerada a mais importante devido a sua magnitude e
elevada letalidade. O agente etioldogico da LV nas Américas é Leishmania
(Leishmania) infantum, considerada como sinénimo de L. (L.) chagasi (Mauricio
et al.,, 2000; Dantas-Torres, 2006), entretanto alguns autores as consideram

como subespécies diferentes (Lainson ; Rangel, 2005).

1.2.Epidemiologia da leishmaniose visceral

As leishmanioses tém ampla distribuicdo nos cinco continentes e séo
consideradas endémicas em 88 paises, entretanto a notificagdo € obrigatoria
somente em 32 paises (W.H.O., 2010). Nas Américas sdo observadas as duas
formas: tegumentar (LTA) e visceral (LVA) (Ministério da Saude, 2006; 2010).

Durante anos, o impacto das leishmanioses na saude publica foi
subestimado. Atualmente, no mundo ha 350 milhées de pessoas em risco e uma
incidéncia de 2 milhdes de casos por ano (1,5 milhdes da forma tegumentar e
500 mil da forma visceral), com uma estimativa de 14 milhdes de pessoas
infectadas (W.H.O., 2010). Na auséncia de tratamento, a LVA é uma doenca
potencialmente fatal, podendo alcancar letalidade de 98% (Desjeux, 2004;
Ministério da Saude, 2006).

A epidemiologia da LVA no Brasil apresentava carater eminentemente
rural, mas, atualmente, a doenca vem se expandindo para as areas urbanas de
médio e grande porte como Aragatuba (SP), Corumba (MT), Campo Grande
(MS), Palmas (TO) Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG) e mais
recentemente, foi identificado um caso autéctone na regido Sul, na cidade de
Séo Borja (RS) proximo a fronteira com a Argentina, Unica regido brasileira até

entdo indene (Ministério da Saude, 2010). Leishmania (Leishmania) chagasi € o



agente etiologico responsavel pela infeccao e o fleb6tomo Lutzomyia longipalpis
incriminado como o principal vetor na sua transmisséo. Recentemente Lu. cruzi
foi descrita no Estado do Mato Grosso do Sul exercendo esse papel (Genaro et
al., 1990; Santa Rosa ; Oliveira, 1997; Palatnik-de-Sousa et al., 2001; Ministério
da Saude, 2006).

No ambiente silvestre, os reservatorios sédo as raposas (Dusicyon vetulus
e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Linnaeus, 1986),
além de cachorros-do-mato, asnos, roedores e outros marsupiais (Courtenay et
al., 1994; Courtenay et al., 1996; Zerpa et al., 2002; Cerqueira et al., 2003;
Mohebali et al., 2005). Nas regides rurais, peri-urbanas e urbanas, o céo
doméstico (Canis familiaris) € um importante reservatorio da infeccdo para o ser
humano (Ramiro et al., 2003; Molano et al., 2003). A enzootia canina tem
precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo nestes tem sido mais
prevalente que nos humanos (Deane ; Deane, 1955a; b; Barbosa-Santos et al.,
1994; Marzochi ; Marzochi, 1994; Paranhos-Silva et al., 1996; Galimbertti et al.,
1999; Palatnik-de-Sousa et al., 2001). A manutencdo da LVA na populagéo
humana acontece por meio da interacdo entre reservatoério, inseto vetor e ser
humano (Deane ; Deane, 1962; Quinnell et al., 1997).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo
do vetor, quando as formas promastigotas presentes no tubo digestivo deste séo
inoculadas na pele. Uma vez no tecido, estes parasitos séo internalizados por
fagdcitos, e dentro do vacuolo parasitéforo se transformam em formas
amastigotas. A multiplicacdo do parasito no interior de macrofagos, associada a
resposta imune estimulada pela presenca do antigeno parasitario, produz uma
reacao inflamatoria com predominancia celular. Com a continuidade do bindémio
replicagdo parasitaria/processo inflamatorio surgem lesdes teciduais na pele e

orgéos internos, principalmente baco e figado (Rey, 1991).



1.3. Clinica daleishmaniose visceral canina (LVC)

A LVC é uma doenca sistémica grave, de evolugdo lenta e inicio insidioso.
Os sinais clinicos variam de animal para animal, dependendo do tipo de resposta
imunologica. Podem ser observadas lesbes cutaneas, principalmente,
descamacédo furfuracea, eczema, Ulcerase hiperqueratose; onicogrifose;
esplenomegalia; hepatomegalia; adenites; alopecia; ceratoconjuntivite; caquexia;
inanicdo entre outros, podendo levar a morte. Entretanto, caes infectados podem
permanecer assintomaticos por longo periodo de tempo. Devido a variedade de
sintomas, podemos classificar esses animais em trés grupos: assintomaticos,
com auséncia de sinais clinicos sugestivos da infeccdo por Leishmania,
oligossintomaticos, com presenca de adenite, perda de peso leve e pélo opaco;
e sintomaticos, com todos ou alguns sinais mais comuns da doenca, como
alteracbes cutaneas, onicogrifose, perda de peso moderada ou grave,
ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores (Ministério da Saude,
2006).

1.4. Diagnostico

O diagnéstico da LVC compreende a associacdo entre dados clinicos,
laboratoriais e epidemioldgicos. Os testes laboratoriais podem ser dirigidos para
evidenciar o parasita ou para detectar componentes da resposta imune tais
como a producdo de anticorpos especificos ou reacgbes de tipo celular. Os
espécimes clinicos, coletados para o diagnostico parasitolégico de caes, podem
ser obtidos a partir de aspirado de medula 6ssea, de baco, de figado ou de
linfonodos e, em alguns casos, de bidpsias de pele integra, de lesdes cutaneas
ou de outras visceras. No exame parasitologico direto € realizada a pesquisa de
formas amastigotas, em laminas de vidro, por aposicédo ou dispersao do material
coletado na puncéo, corado pela técnica de Giemsa ou de Leishman. O exame
parasitologico indireto tem por objetivo o isolamento do agente infeccioso em
meios de cultivo apropriados, por exemplo, NNN (iniciais dos nomes de seus
idealizadores Novy, McNeal e Nicolle) acrescido de meio Schneider e
enriquecido com soro fetal bovino (Deane et al.,, 1955; Arora et al., 2006;
Ministério da Saude, 2006). A analise histopatolégica dos fragmentos teciduais



também é importante no diagndstico da LVC, pois, permite identificar as formas
parasitarias e ao mesmo tempo contribuir para o diagnostico diferencial com

outras doencas (Slappendel, 1988; Lima et al., 2004).

Outros métodos utilizados sdo a imunohistoquimica para detectar
antigenos parasitarios nos tecidos examinados e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar acido desoxirribonucleico (ADN) do parasito
(Degrave et al., 1994; Kenner et al., 1999; Schubach et al., 2001; Marcondes et
al., 2003; Oliveira et al., 2005).

Tafuri et al. (Tafuri et al.,, 2004) descreveram um meétodo alternativo,
preciso e de menor custo, utilizando soro canino hiperimune como anticorpo
primario, para ser aplicado na técnica de imunohistoquimica. Com este método,
os autores observaram facilmente formas amastigotas de Leishmania em

diferentes 6rgéaos.

Andrade e colaboradores (Andrade et al., 2002) investigando a
transmissdo vertical da LVC, testaram a sensibilidade da técnica de PCR em
comparagcdo com microscopia direta. Os resultados obtidos revelaram 100% de

sensibilidade nas amostras de medula 6ssea, 71,4% no baco e 66,6% no figado.

Entre os métodos diretos e indiretos, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) sdo as mais utilizada em estudos
epidemiologicos e inquéritos para medidas de controle da LV, devido a
possibilidade de utilizar de amostras de sangue em papel, algo que facilita a
coleta e baixa o custo (Nunes et al.,, 2001; Almeida et al., 2005). Um dos
problemas desses meétodos refere-se a baixa sensibilidade, acarretando taxas de
infeccbes subestimadas e consequentemente permitindo a manutencdo de
animais infectados em area endémica (de Paula et al., 2003; Porrozzi et al.,
2007).

Diversos antigenos recombinantes de L. chagasi (K9, K26 e k39) tém sido
testados e avaliados quanto ao desempenho no diagnostico da leishmaniose
visceral humana (el Hassan et al., 1998) e canina (Ozensoy et al., 1998; Rosati
et al., 2003). O desempenho da sensibilidade e especificidade destes testes no
diagnéstico tem se mostrado elevado comparado aos testes sorolégicos

convencionais. O desempenho dessas moléculas em ensaios sorolégicos



classicos tem influenciado a sua utilizacdo na construcdo de testes diagnosticos
de dltima geracao, empregando diferentes antigenos recombinantes associados
num Unico ensaio, 0 que podera aumentar a sensibilidade do diagndstico da LV
humana e canina. Baseado nesse conceito, o Instituto de Biotecnolégicos da
Fiocruz (Biomanguinhos) vem desenvolvendo testes imunocromatograficos
voltados para o diagnéstico da LVC. Inicialmente, foi desenvolvido o teste
denominado “lateral flow” (LF) cuja tecnologia tem sido substituida pela técnica
de imunocromatografia rapida de duplo percurso. Trata-se de um teste r4pido
qualitativo que emprega os antigenos recombinantes rkK26 e rK39 de L. (L.)
chagasi cujos resultados preliminares tém demonstrado excelente desempenho,
apresentando vantagens em relacdo aos métodos utilizados atualmente, como a
maior precisdo, interpretacdo simplificada dos dados, uso de volumes minimos
de amostra e sensibilidade cerca de 10 a 50 vezes maior do que o “lateral flow”
(LF), além da compatibilidade com diferentes tipos de fluidos corporais como
sangue, soro, saliva, plasma, urina etc. E um sistema baseado nos testes
rapidos para o virus da imunodeficiécia humana (VIH) (Ng et al., 2003) também
desenvolvidos pela Fiocruz e que abrem uma alternativa para o diagndstico da
LVC.

1.5. Sensibilidade e especificidade

De acordo com uma revisdo de Romero e Boelaert (Romero ; Boelaert,
2010), na América Latina, os diferentes métodos diagndsticos apresentam
sensibilidade e especificidade varidveis dependendo de como € definido o caso
e 0 controle durante o processo de validacéo. A sensibilidade da RIFI variou de
72% a 100% e a especificidade de 52% a 100% (Andrade et al., 1989;
Paranhos-Silva et al., 1996; da Silva et al., 2006; Afonso-Cardoso et al., 2007).
Em trabalho realizado por Figueiredo et al. (Figueiredo, 2010), com defini¢cdes de
caso (nove cées) e de controle (296 animais) semelhantes as utilizadas no
presente estudo, os resultados foram diferentes dependendo do ponto de corte

para considerar a reagdo positiva. Quando 1:40 a sensibilidade foi de 100% e



especificidade 65% e quando 1:80 a sensibilidade foi 100% e especificidade
83,4%.

A sensibilidade do ELISA variou de 30% a 100% e a especificidade entre
64% e 100% (Andrade et al., 1989; Paranhos-Silva et al., 1996; Garcez et al.,
1996; Rosario et al., 2005; Afonso-Cardoso et al., 2007; Porrozzi et al., 2007;
Lemos et al., 2008; Camargo et al., 2010) . Figueiredo et al. (Figueiredo, 2010)
obteve 100% e 96,6% de sensibilidade e especificidade, respectivamente.

Em estudo que avaliou 74 caes positivos para ELISA ou PCR (casos) e
utilizou como controles 101 cdes de areas endémicas negativos para ambos, um
teste imunocromatografico rapido com uma proteina recombinante (rK39) obteve
sensibilidade de 72% e especificidade de 61% (Reithinger et al., 2002). Lemos et
al. (Lemos et al., 2008) avaliaram a performance do Kalazar Detect® (teste
imunocromatogréafico rapido baseado no antigeno rK39) em cées infectados
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos, utilizando como casos
animais com presenca de amastigotas no aspirado de medula 6éssea e como
controles animais de area ndo-endémica negativos para teste parasitologico e
ELISA. Estes autores encontraram sensibilidade e especificidade de 83% e
100%, respectivamente. Porém ao ser testado em 25 cdes negativos para LVC,
portadores de outras doencas parasitarias, ouve reacdo cruzada com erlichiose
e doenca de chagas, dando uma especificidade de 93% (Lemos et al., 2008). Da
Costa (da Costa et al., 2003) padronizou um teste rapido que utilizava dois
antigenos recombinantes, o rK39 e o rK26. Obteve sensibilidade de 84%-96% e
especificidade de 100% mesmo ao ser testado em quatorze cées negativos para
LVC portadores de outras doencas parasitarias que poderiam causar reagao
cruzada. Os casos foram escolhidos a partir de cdes com clinica e RIFI positiva
e 0s controles foram animais de areas endémicas negativos na RIFI e sem

sintomas ou sinais sugestivos de LVC.

1.6. Importancia do diagndstico canino como ferramenta para o
controle daLVC

Nos testes sorolégicos alguns autores relatam reacdes cruzadas com

infec¢des por outros tripanosomatideos, como outras espécies de Leishmania ou
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com o agente da doenca de Chagas. Essas reacdes falso positivas geram um
problema, pois nesses casos nao ha indicacdo de eutanasia (da Costa et al.,
1991; Ribeiro et al., 2007).

Devido a complexidade do cenario epidemiologico dessa doenca, as
acOes de controle devem ser adequadas ao contexto epidemiologico da area em
questdo para que possam ser efetivas. Na LVA, em area urbana, o céo
doméstico continua sendo a principal fonte de infeccdo para os insetos vetores,
fato que tem direcionado esfor¢cos na aplicagdo de métodos cada vez mais
sensiveis e especificos para o diagnoéstico da LVC nesses animais. A tecnologia
recombinante em conjunto com a caracterizacdo de antigenos especificos
imunodominantes tém permitido o desenvolvimento de uma segunda geracéao de
diagndstico imunoenzimatico, a qual podera auxiliar de forma mais eficaz no
controle da LVA.O diagndstico canino adequado somado a medidas integradas
de controle sédo ferramentas importantes para prevenir e controlar a doencga nos
humanos. O diagnéstico precoce associado a uma retirada rapida desses
animais do campo reduz significamente a soroprevaléncia dos demais caes na
regido, além de reduzir a incidéncia de casos humanos (Ashford et al., 1998;
Braga et al., 1998). Entretanto, os exames diagndésticos disponiveis atualmente
possuem limitacdes que dificultam as acdes de controle. Os exames soroldgicos
de RIFI e ELISA apresentam alta sensibilidade e especificidade quando se
compara animais infectados sintomaticos com animais negativos de areas nao
endémicas (Andrade et al., 1989; Paranhos-Silva et al., 1996; Ferreira et al.,
2007; Lemos et al., 2008). Porém, essa realiadade se altera quando ha animais
nao infectados oligossintomaticos, assintomaticos ou negativos de areas
endémicas, portadores de doencas passiveis de reacdo cruzada, alterando a
sensibilidade e a especificidade, e comprometendo o diagndstico (da Silva et al.,
2006; Ferreira et al., 2007; Porrozzi et al.,, 2007). Um teste com a acuracia
diminuida ndo cumpre o papel proposto para orientar agcdes de saude publica,
pois n&o distingue com precisdo os cées infectados dos sadios, havendo

descarte de animais negativos e permanéncia de positivos.



1.7. Desempenho dos testes utilizados para o padrédo-ouro

N&o existe um teste Unico para leishmaniose visceral canina que possua
todos requesitos necessarios para se cumprir o papel de um padrdo-ouro. Dessa
forma, combinamos trés exames para suprir tal deficiéncia. A cultura,
imunohistoquimica e histopatologia apresentam alta sensibilidade porém sua
especificidade € desconhecida. Em estudo realizado por Silva et al. (Silva et al.,
2011) observaram 80,3% (53/66) de sensibilidade para Leishmania sp. somando
os resultados de cultura de diversos tecidos enquanto 62,1% (41/66) somente
para L. chagasi (lesdo, pele de escapula ou abdome, linfonodos cervical,
popliteo e mesentérico, baco, figado e aspirado de MO). Em 2009 o mesmo
grupo (Madeira et al., 2009) isolou L. chagasi em 310 de 394 amostras (78,7%).



2. JUSTIFICATIVA

A LVA representa um grave problema em saude publica no Brasil, sendo
0 cao doméstico (Canis familiaris) um importante elo na cadeia de transmissao.
Com base na resposta imune humoral apresentada por cdes com LVC,
inquéritos soroepidemiologicos sdo realizados para o rastreamento de cées
supostamente infectados, embora para a confirmagdo diagndstica sejam
fundamentais a deteccdo e identificacdo do parasita. Segundo o manual de
controle da LVA do Ministério da Saude, o teste utilizado para os inquéritos deve
ser a RIFI (IFI Leishmaniose Visceral Canina/Bio-Manguinhos), distribuido a rede
publica de saude e realizado em amostras de soro sanguineo. Ainda segundo o
manual, os cées sororeatores que apresentarem titulagdes iguais ou superiores
a 1:40 deverdo ser submetidos a eutanasia visando a interrupcao do ciclo no
ambiente urbano. Apesar dessas recomendacdes, a eutanasia desses animais
ainda gera polémica, principalmente nos aspectos relacionados a veracidade
dos resultados obtidos nos inquéritos soroldgicos (Alves ; Bevilacqua, 2004).

Uma das principais criticas em relacdo a deficiéncia do controle esta
relacionada a demora na retirada dos casos positivos (Braga et al., 1998), por
esse motivo o desenvolvimento de um teste rapido com acuracia e confiabilidade

elevadas é de fundamental importancia.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acurdcia do teste rapido baseado na técnica de
imunocromatografia rapida de duplo percurso (Dual Path Platform - DPP) para o
diagnoéstico da leishmaniose visceral em cédes de uma regido endémica na

cidade de Fortaleza, Ceara.

3.2. Objetivos Especificos

e Estimar e comparar a sensibilidade e a especificidade do teste
imunocromatogréafico rapido no diagnostico da LVC em amostras

de sangue total e de soro;

e Estimar a concordancia  dos resultados do  teste
imunocromatogréafico rapido obtidos no soro por meio da leitura

visual e por meio de dispositivo eletronico.
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4. METODOLOGIA

4.1. Area de Estudo

O municipio de Fortaleza, Ceara (figura 1), esta localizado a 3°12'23.93"
de latitude Sul e 38°54’33.94" de longitude Oeste, na altitude do nivel do mar e
possui extensao territorial de 314,93 km?, populacdo de 2.447.409 habitantes, e
vegetacdo predominante constituida mangue e restinga. E composto por 117
bairros, incluindo a Vila Manuel Satiro (figura 2) e a Cidade dos Funcionarios
(figura 3). Esses dois ultimos estdo localizados nas Secretarias Executivas
Regionais (SER) V e VI, com uma populacdo de 570 mil e 600mil habitantes,

respectivamente.

Figura 4. Mapa politico da cidade de Fortaleza divido em Secretarias Executivas Regionais.
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4.2. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de validacdo de teste diagndstico, com amostra de
conveniéncia constituida por caes, selecionados sistematicamente, procedentes
de dois bairros da cidade de Fortaleza, Ceara. O estudo foi aninhado dentro do
projeto que teve por objetivo a construgdo de um banco de soros para a
validacdo de testes diagndsticos para leishmaniose visceral canina, com
previsdo de coleta de soros de 1400 caes de regides com prevaléncia de LVC de
pelo menos 10%, sendo Fortaleza uma das cidades contempladas. Na cidade de
Fortaleza-CE, foram efetivamente coletadas amostras de 428 cées aplicando
uma modificacdo do método utilizado nos inquéritos caninos rotineiros. Os
bairros foram selecionados de acordo com inquéritos sorolégicos de anos
anteriores. As areas apresentavam estimativa de soroprevaléncia de infecgcédo
canina por Leishmania superior a 15% baseada em inquéritos prévios. No
entanto, nao foi realizado inquérito canino durante o ano anterior a coleta para o
presente estudo. A amostra de cées foi obtida da seguinte forma: ao chegar no
bairro, era escolhida uma casa em que houvesse pelo menos um cdo cujo
proprietario autorizasse a coleta. A partir desse ponto a coleta continuou de
maneira alternada nas casas localizadas ao lado direito da casa inicial, excluindo
0s caes da casa vizinha. Nas residéncias com mais de um céo, foram coletadas
amostras de todos os cées elegiveis, conforme os critérios de inclusdo e de

exclusao.

As coletas foram realizadas entre os dias 04 de margco de 2009 e 28 de
abril de 2009 nos bairros Cidade dos Funcionéarios (108 caes) e Vila Manuel

Satiro (320 caes) totalizando uma amostra de 428 animais.

As amostras coletadas para 0s exames parasitologicos foram
processadas no Instituto de Pesquisas Clinicas da Fiocruz-RJ. Os profissionais
que realizaram as técnicas ndo possuiam informacdes sobre os animais, nem

sobre o resultado do teste rapido e vice-versa.
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4.4. Critérios de inclusao e de exclusao

4.4.1. Critérios de incluséo
= Caes cujos proprietarios residiam na regido de estudo pelo menos

por seis meses;

= Proprietario maior de idade habilitado para assinar o termo de

consentimento;
= Cé&es com idade igual ou superior a seis meses.

= Cé&es em condigfes de serem submetidos a sedagéo.

4.4.2. Critérios de exclusao

= Fémeas gestantes;

= Caes agressivos sem condi¢cdes de manejo pela equipe de campo;

= Caes sem proprietario identificado e disponivel,

= Caes submetidos a qualquer tratamento quimioterapico anti- Leishmania.

= (Ca&es vacinados contra leishmaniose

4.5. Definigdo de “caso” e de “nao-caso”

Foi considerado “caso” de infeccao por Leishmania o cdo com pelo menos
um resultado positivo em qualguer um dos trés testes de diagnostico

parasitologico.

Foi considerado “ndo-caso” o cdo com resultado negativo para os trés

testes de diagndstico parasitoldgico.

4.6. Definicdo de cao assintomatico, oligossintomético e
sintomatico

Foi utilizada uma modificacdo da classificacdo de Mancianti (1988) para
caracterizacdo dos cdes em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos,

conforme descrito em seguida:

e Assintomaticos - auséncia de qualquer um dos 26 sinais descritos no anexo

1.
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e Oligossintomaticos - presenca de um a trés sinais descritos no anexo 1,
incluindo obrigatoriamente pelo menos um dos seguintes sinais: pélo opaco ,

alopecia localizada e perda de peso moderada.

e Sintomaticos - presenca de quatro ou mais sinais e sintomas descritos no
anexo 1, incluindo obrigatoriamente pelo menos um dos trés sinais

definidores de oligossintomatico.

4.7. Avaliacéo clinica

Os caes foram amordacados, contidos mecanicamente e examinados
clinicamente por médico veterinario. Foram avaliados: estado geral, condi¢édo
corporal, coloracdo de mucosas, grau de desidratacdo, a presenca de leséo
cutanea, perda de apetite, emagrecimento, caquexia, apatia, distdrbio urinario,
alopecia local, alopecia generalizada, descamacdo furfuracea, pelo opaco,
onicogrifose, Ulcera crostosa, epistaxe, ceratoconjuntivite, adenite local, adenite
generalizada, esplenomegalia, hepatomegalia, dor a palpacéo renal, artralgia,
edema de membros e paresia de membros posteriores. Os dados foram
registrados em ficha especifica (Anexo 1). A idade dos cées foi estimada pela

denticdo e por entrevista com os proprietarios (Reithinger et al., 2002).

4.8. Métodos especificos

4.8.1. Coleta de espécimes clinicos para o diagndstico

a) Sanque

Para coleta de sangue periférico, a orelha do animal foi posicionada
formando uma dobra na extremidade. Apds esse procedimento, foi realizada
puncdo com lanceta estéril descartavel. Apds a perfuracdo, a orelha foi
desdobrada e posicionada para que o0 sangue néo escorresse, formando assim
uma gota sanguinea. A coleta do sangue foi realizada com o auxilio da alca
coletora descartavel, posicionada levemente acima da gota sanguinea para

preenchimento do circulo na extremidade da al¢a, sem que a amostra coletada
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apresentasse bolhas ou assumisse formacdo concava ou convexa captando,

assim, 5 pl de sangue.

Para a realizacdo dos testes sorologicos, foram coletados 5 mL de
sangue, sem anticoagulante, por puncéo da veia cefélica ou jugular, utilizando
Vacutainer®. Esta ferramenta contém um canhdo, onde é acoplada agulha
descartavel prépria, a qual possui duas pontas: uma recoberta por protecdo de
borracha que se retrai ao perfurar a tampa do tubo de coleta sanguinea e a outra
que fica exposta, utilizada para puncdo. As amostras foram transportadas sob
refrigeracdo entre 4°C e 8°C. O soro foi separado por centrifugacdo e
conservado a - 20°C até o momento da realizacdo dos testes soroldgicos no

laboratoério.

b) Amostras teciduais

ApOGs a coleta de sangue, os animais foram sedados com cloridrato de
guetamina (10 mg/kg) associado a acepromazina (0,2 mg/kg) por via
intramuscular, para coletar os fragmentos de pele integra e lesdes cutaneas,
guando presentes. Apds a sedacdo, os animais foram colocados sobre uma
mesa de aco inoxidavel onde foi realizada tricotomia com lamina de aco
inoxidavel descartavel; assepsia com agua e sabdo, alcool iodado e alcool 70%
e anestesia local com lidocaina a 2% sem vasoconstritor. Foram coletados trés
fragmentos de pele integra da regiao escapular, utilizando “punch” de 3mm, dois
para cultura e um utilizada tanto para exame histopatolégico como para
imunohistoquimico. Das lesGes tegumentares, quando presentes, foram

coletados dois fragmentos para cultura.

4.8.2. Exames laboratoriais para o diagnostico e identificacéo

etioldgica

4.8.2.1. Isolamento parasitario em meio de cultura

Os dois fragmentos teciduais de pele integra e, caso houvesse, os dois
fragmentos de lesdo, logo apds a biopsia, foram imersos em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 acrescido de antibidticos (1000 Ul de
penicilina e 200ug de estreptomicina) e antifingico (100 pg de 5'fluorocitocina) e
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conservados a temperatura de 4°C por 24 horas. Apos tal periodo, as amostras
foram semeadas em meio bifasico NNN (Novy, MacNeal, Nicole) contendo como
fase liquida o meio Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino. As culturas
foram conservadas em estufa bioldgica a 26-28°C e examinadas a fresco
semanalmente durante 30 dias por exames buscando evidenciar formas

flageladas.

4.8.2.2. Eletroforese de enzimas (MLEE)

Todos os isolados obtidos em meio de cultura durante o estudo,
independente do sitio anatdmico, foram armazenados no Banco de Amostras do
Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses (VigiLeish/IPEC/Fiocruz) e
analisados por eletroforese de isoenzimas. Inicialmente, foi obtida a expansao
da massa parasitaria para obtencdo de cerca de 10° parasitas que
posteriormente foi submetida a lavagens em tampéao proprio, sob centrifugacéo
até a obtencdo de um "pellet" que foi depositado em botijées de nitrogénio
liquido (N;) até a realizacdo das corridas eletroforéticas. Foram empregados
cinco sistemas enzimaticos: 6PGDH; GPI; NH; G6PDH e PGM, cuja metodologia
foi baseada em protocolos ja definidos (Cupolillo et al., 1994). Amostras de
referéncia de L. Dbraziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) e L. chagasi (MHOM/BR/74/PP75) foram empregadas em
todas as corridas eletroforéticas. Para a corrida eletroforética, foi preparado um
gel de agarose 1% (Tipo V) em tampé&o de acordo com 0 sistema enziméatico
utilizado, que depois de dissolvida e fundida foi colocada sobre um filme de
poliestireno onde a amostra teste foi aplicada. A corrida eletroforética foi feita
empregando-se uma cuba de eletroforese horizontal devidamente acoplada a
um banho maria com circulagédo para manter a refrigeragcdo em torno de 4°C. A
revelacdo da atividade enzimatica das amostras foi feita colocando-se
diretamente sobre o gel uma mistura contendo os substratos, transportadores e
receptores de elétrons, cofatores e tampdes proprios para cada enzima,
baseados em protocolos ja descritos na literatura. A reacdo foi interrompida
adicionando-se acido acético a 5% e a mobilidade eletroforética dos isolados foi

comparada com o padrédo das amostras de referéncia.
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4.8.2.3. Técnica de imunohistoquimica (IHQ)

As amostras foram enviadas ao Laboratério de Anatomia Patologica do
IPEC/FIOCRUZ-RJ para preparo e processamento. A técnica de imuno-
histoquimica indireta foi realizada para avaliacdo de antigenos parasitarios "in
situ" nos fragmentos teciduais de pele integra. O método utilizado foi o da
estreptovidina-biotina-peroxidase. Os cortes histologicos colhidos em laminas de
vidro previamente preparadas foram desparafinados em xilol e reidratados em
etanol e 4gua. A seguir, foram incubados com soro policlonal de coelho anti-
Leishmania em camara umida, “overnight”, a 4°C. Apos a incubagao os cortes
foram lavados para a remocdo mecanica do soro anti-Leishmania. A seguir
iniciou-se uma série de incubacdes e lavagens para a obtencdo do preparo.
Foram aplicados o anticorpo secundario e o complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase (DAKO-LSAB+ kit, Dako Corporation — KO690). A revelacao (ligacéao
antigeno-anticorpo) foi visualizada com diaminobenzidina, kit DAB+ marca
DAKO, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris e montadas
com laminulas e Entellan para visualizacdo em microscopio 6ptico. Como
controle positivo da reacao foi utilizado cortes histoldégicos de pele de animais
positivos para L. chagasi. Como controle negativo foram utilizados cortes
histol6gicos de pele de cdes sadios. Todo o processo foi realizado segundo
protocolo estabelecido no Laboratério de Anatomia Patolégica do
IPEC/FIOCRUZ.

4.8.2.4. Técnica de hematoxilina-eosina (HE)

Os fragmentos teciduais (pele e lesbes), acondicionados em tubo
"eppendorf* contendo formalina 10%, tamponada com pH neutro e foram
processados e emblocados em parafina. Com o auxilio de microtomo, foram
realizados cortes histolégicos de 5 um de espessura que foram colocados em
laminas de vidro para serem corados pela hematoxilina-eosina (HE). Essa
técnica foi realizada de acordo com o protocolo utilizado pelo Laboratério de
Anatomia Patologica IPEC/FIOCRUZ-RJ.
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4.8.2.5. Teste imunocromatogréafico rapido em estudo — TR DPP
(Dual Path Platform)

O ensaio do teste rapido imunocromatografico rapido de duplo percurso
(TR DPP) LVC emprega uma combinacdo de proteina A conjugada com
particulas de ouro coloidal e antigenos recombinantes para Leishmania K28
(fragmentos K26, K39 e K9). Sao ligados a fase sdlida de uma membrana de
nitrocelulose, para detectar anticorpos especificos para Leishmania em sangue
total, soro ou plasma. O conjunto diagndstico € composto por uma plataforma de
base plastica com dois pocos que ddo acesso a uma tira cada. A primeira é a
condutora da amostra, sendo composta por leito de aplicagdo da amostra e
membrana e cartdo laminado (S1). A segunda tira detecta anticorpos da
amostra, sendo composta por leito com conjugado, membrana de absorgéo
residual e cartdo laminado (S2). Além disso, possui um frasco de solucao
tampdo, uma alca para coleta da amostra e uma lanceta. A tira S1 serve para
conduzir a amostra a tira S2, onde a reacdo imunocromatografica acontece. A
tira S2 possui uma linha transversal com complexo antigeno-anticorpo que se
liga ao conjugado formado pela particulas do ouro coloidal e anticorpos da
amostra, produzindo uma coloracdo rosada, classificando a amostra como
reagente. Na auséncia dessa, ndo se observa a coloracdo. As particulas que
nao se ligaram continuam o percurso ao longo da membrana e passam por uma
area com proteina A, corando a regido de controle. Este controle serve para
demonstrar que a amostra e os reagentes foram devidamente aplicados e que
migraram através do dispositivo. O tampao facilita o fluxo lateral e promove a

ligacdo dos anticorpos aos antigenos.

O TR DPP foi realizado tanto no sangue total, obtido no momento do
exame e coleta das amostras, quanto no soro, obtido apos centrifugacdo no

laboratorio.

Com uma alcga apropriada coletou-se 5uL de sangue total a fresco ou soro
previamente descongelado e aplicou-se no poco de n° 1, adicionando em
seguida duas gotas de tampé&o. Apés cinco minutos, foram aplicadas quatro

gotas do mesmo tampé&o no pogo de n° 2 e aguardou-se 15 minutos. A leitura no
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campo foi realizada por dois observadores. Cada um leu aproximadamente 214
testes. Isso ocorreu devido o trabalho de campo ter sido realizado por duas
equipes, simultaneamente, em lugares distintos. As leituras consideradas no
laboratério foram visual e eletrénica. A leitura visual foi aquela observando as
linhas do teste e do controle diretamente no cassete e a leitura eletrénica se deu
com o auxilio do equipamento fornecido pelo fabricante (leitora de DPP modelo
CE IP21, Chembio Diagnostic System, Inc., Medford - NY, USA). O teste foi
considerado positivo quando duas bandas, uma referente ao controle do teste e
outra referente a amostra testada, apareceu dentro de 20 minutos. O teste foi
considerado negativo, quando apenas a banda referente ao controle apareceu.
Quando nenhuma banda foi visualizada, o teste foi considerado invalido e
repetido, utilizando um novo kit. (Apéndice 1)

Todos o0s caes selecionados foram utilizados para comparar o
desempenho da leitura visual e leitura eletrénica do teste rapido nas amostras de

Soro.

Antes da realizacdo do presente estudo houve um treinamento dos
individuos que executaram os testes rapidos pelo fabricante do kit. Os
profissionais que realizam a técnica a campo e no laboratério ndo possuiam

informacdes sobre os exames parasitoldgicos.

4.9. Estratégia de andlise

O banco de dados foi criado a partir da transcricdo das fichas utilizadas a
campo. As fichas continham dados como nome, endereco, sexo e raca, além de
informacdes clinicas como presenca de onicogrifose, esplenomegalia,
ceratoconjuntivite, entre outros (Anexo 1). Apenas um digitador teve acesso aos
dados com entrada unica. Os dados relativos aos exames parasitologicos foram
digitados por outro digitador, sendo incorporados depois ao banco, seguindo a
ordem da numeracgédo das fichas. O digitador dos dados parasitologicos néo teve
acesso ao restante dos dados durante o processo de digitacdo.Com auxilio do
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 17.0, foi
realizada uma descricdo quanto ao estado clinico e aos resultados da acurécia
do método estudado por descricdo de frequéncias e propor¢des e, quando
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pertinente, estas propor¢cdes foram acompanhadas dos seus respectivos
intervalos de 95% de confianca (IC95%) conforme recomendactes de Gardner &
Altman (Gardner ; Altman, 1989). O teste de chi quadrado e o teste exato de
Fisher ou a correcdo de Yates foram utilizados para testar a significancia das
diferencas de sensiblidade e especificidade do teste em estudo aplicado em

sangue e soro.

Para avaliar a concordancia dos resultados do teste imunocromatogréafico
obtidos no soro por meio da leitura visual e da leitura eletronica foi empregado o
indice Kappa (k), conforme a classificacdo de Landis e Koch(Landis ; Koch,
1977). k = 0 quase inexistente; k = 0,01 a 0,20 pequena; k = 0,21 a 0,40
insatisfatoria; k = 0,41 a 0,6 satisfatéria; k = 0,61 a 0,8 substancial e k = 0,81 a
1,0 quase perfeita. O intervalo de confianca de 95% desta técnica foi calculado

conforme Fleiss (Fleiss, 1981).

A cultura parasitologica, o exame histopatolégico e imunohistoquimico,
em conjunto foram utilizados como padréo de referéncia para o célculo da
sensibilidade e especificidade. A positividade em qualquer um dos trés testes
justificou a classificacdo do cdo como verdadeiro positivo e resultados negativos

nos trés testes justificou a classificacdo do cdo como verdadeiro negativo.

4.10. Consideracdes éticas

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados
pelo CEUA/Fiocruz sob o protocolo L-38/08 (Anexo IlI). A participacdo foi
aprovada a partir da assinatura do termo de consentimento (Anexo lll).Todos os

procedimentos foram realizados por médico veterinario capacitado.

Os caes eram sedados com objetivo de diminuir sua excitacao, auxiliando
numa melhor execucdo da coleta, diminuindo o risco de ferimento por parte do
animal assim como da equipe, além de dar seguranca para uma coleta mais
precisa, diminuindo os riscos de contaminacdo devido a uma assepsia
inadequada da regido de coleta e ao contato do material estéril utilizado com
fontes de contaminagdo por forma mecanica. A dosagem do sedativo foi
calculada conforme a idade, peso e estado clinico do animal, buscando
minimizar o risco de morte. Para retirada dos fragmentos de pele foi aplicado
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anestésico local para insensibilizacdo da area. Os proprietarios foram orientados
guanto ao modo de fazer curativo apds coleta. Os médicos veterinarios ficaram a
disposicao para assisténcia posterior, cedendo telefones para contato. Caso
necessario os animais recebiam nova visita. Os riscos obtidos nesse estudo

foram pagos pelo beneficio que uma nova técnica diagndstica pode trazer.
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5. RESULTADOS

Quatrocentos e vinte e oito cédes foram incluidos na pesquisa, sendo 108
provenientes do bairro Cidade dos Funcionarios da SER VI e 320 da Vila Manuel
Satiro da SER V. Néao houve diferencas clinicas e epidemiolégicas entre as duas

localidades.

Dos animais avaliados pelo padrao de referéncia que tiveram amostras de
sangue total disponiveis para a validacao, 24 (7,9%, n=305) foram considerados
positivos em pelo menos um dos testes: cultura parasitologica, exame

histol6gico e imunohistoquimico (Figura 2).

Dos animais avaliados pelo padrao de referéncia que tiveram amostras de
soro disponiveis para validacao, 25 (7,5%; n=333) foram considerados positivos
em pelo menos um dos testes: cultura parasitilégica, exame histolégico e

imunohistoquimico (Figura 3).

428 amostras coletadas

95 amostras excluidas por
contaminacéo da cultura

333 amostras caracterizadas pelos trés exames
parasitol6gicos

28 amostras excluidas pela nao
realizagéo do teste rapido no campo

305 amostras aptas para avaliacao do teste rapido com sangue total

24 casos

7 positivos na cultura
7 positivos na histopatologia
22 positivos na imunohistoquimica |

281 nao casos

Figura 5. Fluxo dos animais utilizados para avaliagdo do teste imunocromatografico rapido de duplo
percurso com amostra de sangue total desde a sele¢ado até a definicdo de casos e nao casos.
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428 amostras coletadas

95 amostras excluidas por
contaminacao da cultura

333 amostras caracterizadas pelos trés exames parasitologicos

25 casos

8 positivos na cultura
8 positivos na histopatologia

308 ndo casos

23 positivos na imunohistoguimica

Figura 6. Fluxo dos animais utilizados para avaliacdo do teste imunocromatografico rapido de duplo
percurso com amostra de soro desde a selegdo até a defini¢cdo de casos e ndo casos.

Dos animais selecionados 59,2% (197/333) eram machos, 7,5% (22/291)
tinham entre 6 meses e 1 ano, 83,6% (243/291) tinham entre 1 e 7 anos e, 8,9%
(26/291) tinham mais de 7 anos. A pelagem foi determinada como curta em
35,3% (106/300) e longa em 64,6% (194/300). O peso foi diverso, variando de
1Kg a 60Kg, sendo que 55,1% (156/283) estavam entre 1Kg a 10Kg, 36,8%
estavam entre 11Kg a 20Kg e 8,1% acima de 21 kg. Houve 15 racgas distintas
(tabelas 1 e 2), havendo 90,9% (271/298) de caes sem raca definida.
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Tabela 3. Comparacédo das caracteristicas gerais dos casos e ndo casos para a
validacdo do teste imunocromatografico rapido de duplo percurso para
diagnéstico de leishmaniose visceral em populacdo canina da cidade de
Fortaleza, Ceara, 2009.

.. Casos Nao casos
Caracteristicas
Frequéncia % Frequéncia %

Sexo
Macho 17 68 180 58,4
Fémea 8 32 128 41.6
Idade
<1 ano 0 0 22 8,2
1 ano a 7 anos 18 81,8 225 83,6
> 7 anos 4 18,2 22 8,2
Pelagem
Curta 4 17,4 102 36,8
Longa 19 82,6 175 63,2
Peso
< 10Kg 17 70,8 139 53,7
11Kg a 20Kg 5 20,8 98 37,8
> 21Kg 2 8,3 22 8,5
Presenca de
ectoparasitos

_ 11 45,8 151 50,3
Sim

13 54,2 149 497

Nao
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Tabela 4. Comparacédo da distribuicdo de casos e ndo casos por raca para a
validacdo do teste imunocromatografico rapido de duplo percurso para
diagnéstico de leishmaniose visceral em populacdo canina da cidade de
Fortaleza, Ceara, 2009.

Casos N&o casos

Raca Frequéncia % Frequéncia %

Sem raca definida 21 91,4 250 90,8
Cocker Spaniel 1 4,3 1 0,4
Pitbull 1 4,3 2 0,7
Fox Paulistinha 0 0 1 0,4
Doberman 0 0 1 0,4
Fila Brasileiro 0 0 1 0,4
America Starffordshire 0 0 1 0,4
Husky Siberiano 0 0 1 0,4
Poodle 0 0 13 4,6
Dachshund 0 0 1 0,4
Pastor Alemé&o 0 0 1 0,4
Pinscher 0 0 2 0,7
Total 23 100 275 100
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Tabela 3. Comparacdo da frequéncia e propor¢cdo dos sinais clinicos
apresentados pelos casos e ndo casos para a validacdo do teste
imunocromatografico rapido de duplo percurso para diagnéstico de leishmaniose
visceral em populagdo canina da cidade de Fortaleza, Cearé, 2009.

Casos (25 caes) N&o casos (308)
Sintomas e sinais n/nimero % n/nimero %
avaliado avaliado

Les&o cutanea 6/24 25,0 18/284 6,3
Perda de apetite 4/24 16,7 19/305 6,2
Emagrecimento 7124 29,2 14/301 4,7
Caquexia 0/24 0 1/293 0,3
Apatia 2/24 8,3 21292 0,7
Disturbio urinario 1/24 4,2 5/288 1,7
Alopecia localizada 2/23 8,7 13/291 4,5
Alopecia generalizada 5/23 21,7 8/295 2,7
Descamacao furfuracea 13/25 52,0 17/301 5,6
Pelo opaco 12/24 50,0 42/295 14,2
Onicogrifose 6/25 24,0 6/293 2,0
Ulcera crostosa 5/24 20,8 3/297 1,0
Epistaxe 0/25 0 3/301 1,0
Ceratoconjuntivite 11/25 44,0 16/299 54
Adenite localizada 6/25 24,0 43/302 14,2
Adenite generalizada 5/24 20,8 10/299 3,3
Esplenomegalia 4/25 16,0 59/301 19,6
Hepatomegalia 1/24 4,2 45/302 14,9
Dor a palpacéo renal 0/24 0 1/299 0,3
Artralgia 0/25 0 3/301 1,0
Edema de membros 0/24 0 1/300 0,3
Paresia de membros 0/24 0 2/301 0,7
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Tabela 4. Comparacdo de casos e ndo casos de segundo a classificacdo de
Mancianti modificada para a validacdo do teste imunocromatografico rapido de
duplo percurso em amostras de soro para diagndéstico de leishmaniose visceral
em populacéo canina da cidade de Fortaleza, Ceara, 2009.

Clinica § .Casos § Néo casos
Frequéncia % Frequéncia %
Assintométicos 11/24 45,8 243/301 80,7
Oligossintométicos 4/24 16,7 47/301 15,6
Sintomaticos 9/24 37,5 11/301 3,7

Ao total seriam 25 casos e 308 ndo casos. Por motivo de ndo preenchimento adequado
das fichas (anexo 1) no campo néo foi possivel classicar um caso e oito ndo casos.

Foram observados valores de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos semelhantes nos trés tipos de avaliagao conforme descrito nas tabelas
5 e 6. A precisdo das estimativas intervalares da sensibilidade ficou prejudicada

pelo reduzido numero de casos identificado pelo padréo ouro.
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Tabela 5. Resultados de sensibilidade, especificidade e valores preditivos do teste imunocromatografico rapido de duplo percurso
em amostras de sangue total e soro submetidos a leitura visual ou eletrbnica para diagnéstico de leishmaniose visceral em
populacao canina da cidade de Fortaleza, Ceara, 2009.

Tipo de NGmerode  Sensibilidade  Namerode ~ CoPeciicidade valor preditivo Valor preditivo

Teste . % positivo negativo
Leitura casos 1Cg50 controles
(1Cosn) (ICss06) (ICos0e) (ICos%)
Z;Stsz:]aﬂgo Visual o 875 261 73.3 21,9 98,6
i 9 (66,5 -96,7) (67,7-78,4) (143-317) (95,9 -99,7)
Z;Sts‘z:gp'do Visual o 88,0 208 69,2 18,8 98,6
(67,5 -96,8) (63,7-743) (12,2-27,1)  (96,0-99,7)
Z;s;%:gpldo Eletronica e 88.0 “o8 68.2 18.3 98.6
(67,5 -96,8) (62,2-74,3) (11,9-26,4) (95,9 - 99,7)

Prevaléncia real estimada pelo padrao ouro de 7,9%.
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Tabela 6. Comparacdo da sensibilidade e especificidade do teste
imunocromatogréfico rapido de duplo percurso em amostras de sangue total e
soro submetidos a leitura visual ou eletrbnica para diagnéstico de leishmaniose
visceral em populacéo canina da cidade de Fortaleza, Ceara, 2009.

Comparacéo da

Diferenca de

. .. ICos0
sensibilidade sensibilidade (%)
Sangue e soro leitura
, 0,5 -13 a23
visual
Soro leitura visual e
. 0,0 -18a 18
eletrGnica
Comparagéo da Diferenca de
especificidade especificidade |Cos0s
(%)
Sangue e soro leitura 4,2
. -3,1a1l1,5
visual
Soro leitura visual e 1,0
-6,3a8,3

eletrbnica

A concordancia bruta entre a leitura visual e eletrbnica em amostras de
soro foi 95% (Kappa= 0,88), considerada como ‘quase perfeita’ pela

classificacdo de proposta por Landis e Koch (Landis ; Koch, 1977).

Considerando o valor preditivo positivo observado para a prevaléncia
real de 7,9%, foi realizado analise de sensibilidade para esse parametro
simulando prevaléncia de infeccdo crescente de até 20%. Porém, mesmo em
cenarios de prevaléncia elevada o valor preditivo positivo permaneceu abaixo
de 50%.
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Figura 4. Analise de sensibilidade das estimativas pontuais e intervalares (IC
95%) do valor preditivo positivo do teste imunocromatografico rapido de duplo
percurso em sangue total em cenéarios com prevaléncias de leishmaniose
visceral canina oscilando entre 1% e 20%.

Descricdo do comportamento clinico dos cdes positivos no TR
DPP

Na avaliacdo do teste rapido em sangue total, soro com leitura visual e
soro com leitura eletrbnica, 129 (32,5%; n=397), 149 (34,8%; n=428) e 150

(35%; n=428) tiveram resultado positivo, respectivamente.

Dos 25 animais positivos no padrdo de referéncia, 90% (n=23) tinham
idade entre 1 e 7 anos e 10% acima de 7 anos; 60,9% (n=25) eram machos;
sendo que 56% possuiam pelagem longa. Trinta e seis por cento (n=25)
apresentavam-se em bom estado geral, 24% regular e 12% ruim. A condi¢do
corpérea (n=25) foi normal em 64% e 8% apresentavam-se magros. As
mucosas se apresentaram hipocoradas em 16% ou normocoradas 48% (n=23)
dos animais e 4% com leve desidratagcdo (n=23); Ectoparasitas (n=24) foram
encontrados em 29,4% dos animais. De todos os positivos 24% tinham leséo
cutanea (n=24) e das lesdes trés (n=6) eram na orelha, uma no focinho, uma

na regido da crista iliaca e uma em um dos membros. Em relacdo a clinica
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observada clinica observada foi 45,8% de cades assintomaticos, 16,7% de

oligossintomaticos e 37,5% de sintomaticos (Tabela 4 e figuras 5 e 6).

Figura 5. Caso sintomatico apresentando alopecia generalizada.

Figura 6. Caso sintomatico apresentando descamacao furfuracea.
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Dos 18 caes clinicamente sintomaticos , 8 foram positivos para cultura.
Destes, todos foram detectados pelo teste rapido em ambos os tipos de
amostra, exceto em um animal que nao foi realizado o DDPs, apresentando
uma sensibilidade de 100%. Os trés casos falso negativos pelo TR DPP

corresponderam a trés caes assintomaticos.

O comportamento clinico dos ndo casos com resultado falso positivo
pelo TR DPP em amostras de soro por leitura visual aparece descrito na tabela
7, revelando uma diferenca significativa na propor¢do de positividade entre
cées sintomaticos. O mesmo comportamento foi observado quando se analisou
a positividade do TR DPP em soro, na totalidade da amostra estudada,

conforme demonstrado na tabela 8.

Tabela 7. Frequéncias e porcentagens vélidas de resultado falso-positivo entre
0s ndo casos segundo sintomatologia de acordo com a classificacdo de
Mancianti modificada.

NUmero de falsos

Clinica positiv?s/ namero de %
ndo casos

Assintomaticos 74/243 30,4

Oligossintométicos 11/47 23,4

Sintométicos 8/11 72,7*

Total 93/301 30,9

*Diferenca estatisticamente significativa entre sintomaticos e as outras duas categorias
(chi-quadrado — Yates = 7,43; p=0.006)
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Tabela 8. Frequéncias e porcentagens validas dos resultados positivos do teste
imunocromatogréfico rapido de duplo percurso em soro de 419 caes segundo

sintomatologia de acordo com a classificagdo de Mancianti modificada.

Clinica Frequéncia % valida
Assintomatico 106/329 32,2
Oligossintomatico 22/66 33,3
Sintomatico 18/24 75,0*
Total 146/419 34,8

*Diferenca estatisticamente significativa entre sintométicos e as outras duas categorias
(chi-quadrado = 18,8; p=0,00002).

Dos 428 céaes, nove tiveram seus dados clinicos preenchidos de forma incorreta, ndo

podendo ser avaliados.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se o desempenho do TR DPP para o
diagnostico da LVC em cées domiciliados em &rea endémica de LV. O padrao-
ouro foi composto pela combinacédo de resultados de varias técnicas por ndo
existir um unico teste que isoladamente possua caracteristicas proximas a um
padrao-ouro. Os resultados mostraram que a sensibilidade do TR DPP foi
melhor (88%) em amostras de soro avaliadas em condi¢bes de laboratoério e a
especificidade foi maior em amostras de sangue total (73,3%) aplicado em
condicBes de campo. No entanto, a aplicacdo do teste em amostras de sangue
utilizando leitura visual e de soro utilizando leitura visual ou eletrénica, revelou
resultados muito semelhantes o que permite afirmar razoavelmente que o teste
seja adequado para uso em condi¢cdes de campo sem ajuda de equipamentos
eletrbnicos. Esta caracteristica tornaria o TR DPP um teste apropriado para
facilitar o trabalho de diagndstico canino, possibilitando a retirada imediata dos
cées infectados.

A maneira o qual os cdes foram amostrados, a quantidade de sinais
avaliados, seu padrdo ouro composto por trés exames parasitoldégicos e a
qualificagdo dos médicos veterinarios que coletaram as amostras, tornam o
presente estudo Unico até o momento, podendo explicar algumas diferencas

encontradas na literatura.

Ferreira et al. (Ferreira et al., 2007) avaliaram RIFI, ELISA e um teste de
aglutinacdo direta (DAT) de soro em 234 cées de Belo Horizonte. Os casos
foram 112/234 cées que tiveram cultura de medula éssea, imprint de bidpsia de
pele de orelha ou esfregaco de medula 6ssea positivo e para 0os controles
foram utilizados 20 cédes nascidos e criados em canil da Universidade Federal
de Minas Gerais, mantido em condi¢cdes especiais, negativos para todos os
testes parasitologicos e sorolégicos. Houve também a inclusdo de soro de 20
cades com Trypanossoma cruzi (07), Leishmania braziliensis (05), Toxoplasma
gondii (05) e Ehrlichia canis (03). Para a classificagdo da clinica ndo houve a
discriminagdo de quais e quantos sinais clinicos foram avaliados, levando em
conta a quantidade de sinais observados no cédo. Foram classificados em nédo

infectados, assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. A RIFI, ELISA e
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DAT apresentaram 72%, 96% e 93% de sensibilidade respectivamente e 100%
de especificidade. Porém ao serem testados para possiveis reacdes cruzadas,

as especificidades observadas foram 45%, 60% e 95% respectivamente.

Lemos et al. (Lemos et al., 2008) avaliaram ELISA com antigeno bruto e
um teste imunocromatografico rapido com rK39 em soro de 76 cdes casos de
area endémica e 33 controles de area indene. Os casos foram cdes com
exame direto de puncdo de medula 6ssea positivo e 0s ndo casos foram
animais com um resultados negativos de um teste imunoenzimatico e exame
direto de medula é6ssea. Os casos foram avaliados conforme a clinica
(assintomatico, oligossintomatico e sintomatico). O ELISA e o teste rapido
obtiveram 95% e 83% de sensibilidade respectivamente e 100% de
especifidade. Quando testados com soros de caes com doencas possiveis de
apresentarem reacdo cruzada, as especificidades baixaram para 64% e 84%
respectivamente. A metodologia do estudo se assemelha ao nosso, porém os
controles foram triados com um exame soroldgico, que tem a mesma base dos
teste avaliados, podendo alterar a acuracia hiperestimando o desempenho. A
classificacdo clinica teve a mesma base (Mancianti et al., 1988) porém, o

namero de sinais analisados foi menor que o utilizado no presente estudo.

Da Silva et al. (da Silva et al., 2006) realizaram estudo de avaliacdo de
RIFI e DAT em Belo Horizonte, também area endémica de LVC. A amostra foi
composta por 36 casos e 67 ndo casos. O padrao-ouro foi uma combinacdo da
presenca do parasita em pelo menos um dos seguintes testes: cultura de
medula éssea, microscopia direta em esfregaco de medula 6ssea ou deteccao
de ADN pela PCR em amostra de sangue periférico em papel filtro. Os
resultados de sensibilidade para RIFI e DAT foram de 100% para ambos e
especificidade de 66% e 89,5% respectivamente. A semelhanca da
especificidade da RIFI com a obtida com o TR DPP possa ser explicado pelo
fato de todos os ndo casos serem de area endémica e terem ao menos um
sinal clinico. A sensibilidade foi discordante talvez pelo fato da amostra de da
Silva conter apenas caes com sintomas, sem levar em consideragdo que a

dificuldade do teste esta em detectar a infec¢do nos assintomaticos.
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Reithinger et al. (Reithinger et al., 2002) avaliaram o0s seguintes testes
teste: imunocromatografico rapido com rk39, ELISA com antigeno bruto de L.
donovani e reacdo em cadeia de polimerase (PCR) de L. donovani. Foram
utilizados soros de 175 caes. Houveram duas abordagens para avaliacdo dos
casos e controles. Na primeira todos cées negativos na ELISA e na PCR eram
os controles (101) e os demais eram considerados casos (74).Na segunda,
parte dos soros positivos para o teste rapido e negativos para ELISA e PCR,
foram considerados falsos positivos, totalizando 83 controles e 92 casos. A
sensibilidade e especificidade variram dependendo da abordagem. O teste
rapido com rk39 teve sensibilidades de 72% e 77% e especificidades de 61% e
75% respectivamente as abordagens 1 e 2. A ELISA apresentou sensibilidades
de 88% e 71% respectivamente as abordagens 1 e 2 e especificidade de 100%
em ambas abordagens. Foram observadas sensibilidades de 64% e 51%
respectivamente as abordagens 1 e 2 e especifiicidade de 100% em ambas as

abordagens para o teste de PCR.

Dietze et al. (Dietze et al., 1995) avaliaram o dot-ELISA e clinica como
forma de diagnéstico. Foram utilizados 37 casos e 63 controles de area
endémica e, 30 controles de area ndo endémica. Os cées de area endémica
foram coletados no campo, indo consecutivamente de casa em casa. Este
estudo teve como padréo-ouro o dignostico parasitolégico direto em esfregacos
de medula 6ssea 0 que torna o estudo pouco compardvel com a presente
validagdo do TR DPP que utilizou trés métodos, tendo mais chances de
classificar melhor casos e ndo-casos. Foram observados sensibilidade de 97%
e especificidade de 100%. Ambos os estudo classificaram os caes utilizando
varios sinais clinicos, porém os sistemas de classificacdo clinica foi diferente.
Dietze classificou os animais com menos de dois sintomas em sadios e 0s com
dois ou mais em doentes, enquanto no presente estudo os caes foram
classificados em assintomaticos, oligossintomaticos e  sintomaticos

dependendo do nimero e tipo de sinais.

Da Costa et al. (da Costa et al., 2003) avaliaram dois testes

imunocromatograficos, um com o antigeno rK26 e outro com o antigeno rk39
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em 50 casos e 50 controles, ambos de areas endémicas. O casos foram
selecionados a partir da presenca de sintomatologia eRIFI =1:160. Os
controles foram cées assintomaticos, com RIFI negativa. O teste rapido com
rk26 obteve 94% de sensibilidade e 100% de especificidade. O teste rapido
com rk39 obteve 96% e 100% de sensibilidade e especificidade
respectivamente. Ambos ndo apresenteram reacdo cruzada quando testados
em soros caninos experimentalmente infectados com T. cruzi e com
imunofluorescéncia positiva para esse. A amostra de da Costa foi direcionada
aos extremos da LVC, ndo abordando, portanto, o espectro completo da
doencal/infeccdo. O presente estudo, apesar de ter um componente de
conveniéncia na constituicdo da amostra, possibilitou testar soros de animais
em diversos estadios da infeccdo, fato confirmado pela distribuicdo dos caes
nas categorias de assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. O estudo
de Costa também utilizou um nimero reduzido de caracteristicas clinicas que o

utilizado para categorizar os cédes no presente estudo.

Porrozzi et al. (Porrozzi et al., 2007) avaliaram quatro ensaios
imunoenzimaticos com diferentes antigenos: bruto, rK39, rK26 e rkA2. Foram
avaliados 50 casos assintomaticos e 50 sintomaticos tendo como padrédo ouro
a RIFl. Os caes eram classificados por escore em assintomaticos,
oligossintomaticos ou sintoméaticos (Quinnell 2001). Os controles foram 25
soros de cédes de area nao endémica e 14 caes nao infectados por Leishmania
com diagnostico confirmado de outras doencas que poderiam causar reacao
cruzada. Nos casos sintomaticos os testes de ELISA com antigenos bruto,
rk39, rk26 e rkA2 obtiveram sensibilidade de 88%, 100%, 94% e 70%
respectivamente e especificidade de 100% em todos. Mesmo utilizando uma
padrao ouro diferente da combinacdo usada na presente validagao, o resultado
de sensibilidade do ELISA rk39 mesclando os assintomaticos e sintomaticos foi
semelhante (83%), porém a especificidade foi maior (100%). A diferenca na
especificidade poderia ser explicada pelas diferencas na composicdo da
amostra de nao-casos. Em ambos os estudos os testes de rk39 tiveram

sensibilidades de 100% em caes sintomaticos.
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Rosario et al. (Rosario et al., 2005) avaliaram quatro tipos de ELISA com
0os antigenos: bruto de L. amazonensis, bruto de L. chagasi, rK39 e rK 26.
Avaliaram também os testes os resultados de sensibilidade e especificidade
obtidos em amostras de soro e eluato. Cento e quinze cdes com resultado
positivo na RIFI foram eutanasiados e extraidos fragmentos de pele de orelha e
baco para realizacdo de histologia. Em 106 foram encontrados amastigotas e
considerados casos. Vinte e cinco soros de caes negativos pela RIFI e
histologia de bidpsia de pele de orelha foram agregados ao estudo para
formarem os ndo-casos junto com soros de 74 cdes com outras doencgas que
poderiam causar reacdo cruzada. Os cées foram classificados pela sua clinica
segundo Mancianti (1988). A sensibilidade para os antigenos brutos e os
recombinantes em soro e eluato foram similares (97%-100%). A especificidade
foi maior que 96% em soro e eluato para todas as amostras com excegao para
o0 antigeno L. chagasi utilizando eluato (88%). Os resultados encontrados foram
superiores aos observados na presente validacdo do TR DPP. A triagem
realizada com RIFI pode ter sido crucial para melhorar a estimativa de
sensibilidade e especificidade observadas nesse estudo. Com a amostra do
Roséario o VPP de todos os testes ficou elevado ao contrario do nosso. Os
antigenos recombinantes no estudo de Rosario, ndo mostraram reacfes

cruzadas.

Teran-Angel et al. (Teran-Angel et al., 2007) avaliaram DAT em soro de
26 cdes com sinais clinicos de LVC e parasitologia positiva e, em soro de 16
cées sadios. A sensibilidade chegou a 100%, sendo equiparada a sensibilidade
encontrada nos casos oligossintomaticos e sintomaticos na presente validacao
do TR DPP. Porém, por se tratar de ndo-casos bem caracterizados e
possivelmente sem ter sido exposto a infecgdo, a especificidade encontrada

por Teran-Angel foi superior(100%).

Garcez et al. (Garcez et al., 1996) avaliaram os testes DAT, ELISA e
RIFI. Foram utilizados soros de 21 cées assintomaticos e positivos para cultura
ou microscopia direta de medula 6ssea e 14 caes nado infectados de Belém,
Pard (método ndo apresentado). A especificidade foi de 100% para todos e a
sensibilidade foi de 71,4% para DAT e ELISA e de 100% para RIFI.
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Os testes sorologicos utilizados pelo Ministério da Saude para o
diagnéstico da LVC apresentam alguns problemas como a subjetividade na
interpretagdo dos resultados da RIFI para a avaliagdo confirmatéria, a falta
constante dos kits de ELISA para triagem e a demora para liberacdo dos
resultados. O TR DPP possui a vantagem de sua producdo ser realizada em
um menor tempo, dar um resultado em 20 minutos, podendo ser utilizado tanto
no campo em amostras de sangue total como com soro na bancada. Durante o
processo de validagdo do TR DPP no campo foi evidente a vantagem de nao
necessitar de outros equipamentos a nao ser aqueles que constam no conjunto
diagnéstico, portanto, sem necessidade de centrifuga para separar o soro,
geladeira para armazenamento das amostras, além da resposta imediata ao
proprietario com a retirada imediata dos animais infectados. Outro ponto
relevante foi a concordancia quase perfeita observada entre a leitura manual e
a leitura eletrébnica em amostras de soro dispensando a necessidade de
mecanismos automatizados de leitura. Dessa forma, a leitura no campo dos
testes realizados em amostras de sangue total pode ser feita facilmente por um
técnico devidamente capacitado.

A prevaléncia da infeccdo no cenario escolhido para a validacdo do TR
DPP, definida pelos resultados do padrao-ouro, foi de 7,9% e nessas condi¢fes
o valor preditivo negativo (VPN) foi bom, acima de 95%, e o valor preditivo
positivo (VPP) demonstrou resultado ruim. A imprecisao da estimativa intervalar
para a sensibilidade ficou prejudicada pelo reduzido nimero de casos definidos
por meio do padrdo-ouro utilizado. Este ponto merece destaque, pois, €
provavel que apesar do uso combinado de técnicas para aprimorar a deteccao
dos verdadeiros positivos, existissem casos de LVC dentre os caes
classificados como verdadeiros negativos; fato que por outro lado acabou
prejudicando a estimativa pontual da especificidade que mostrou um excesso
substancial de resultados falso-positivos. Certamente, pode-se estar frente ao
caso em que o novo teste diagndstico supera a sensibilidade de um padréo-

ouro imperfeito.
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Foi realizado também uma analise de sensibilidade que demonstrou que
o VPP manteria comportamento ruim, mesmo em cenarios de prevaléncias tdo

elevadas quanto 20%, sem conseguir superar a estimativa pontual de 50%.

A amostragem por conveniéncia poderia ser uma limitagdo no presente
estudo, porém, os resultados da distribuicdo dos cédes nas categorias de
sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos parece representar
razoavelmente o comportamento da infeccao/doengca na populagéo canina,
assim como o que ja era esperado em relagdo a maior positividade do TR em
cées sintomaticos. A sistematizacdo da coleta a partir da primeira casa que foi
escolhida de forma aleatdria pode ter contribuido para a composicdo de uma

amostra que apesar de “conveniente” ficou equilibrada.

Outro problema enfrentado no estudo foi a contaminagéo frequente das
culturas o que pode ter prejudicado a correta classificacdo dos cdes como
casos e nao-casos e ser causa de subestimacao da especificidade. Porém, ndo
h&a como provar com os resultados disponiveis que de fato o teste apresentou
reacbes cruzadas, principalmente na populacdo de cdes sintomaticos que
foram classificados pelo padrdo-ouro como nao-casos. O transporte de
amostras de cultura do campo em Fortaleza para o laboratério localizado na
Fiocruz no Rio de Janeiro revelou-se trabalhoso e com vazamento frequente do
material contido nos tubos o que certamente contribuiu para a contaminacao
observada. O desenho do presente estudo é parte de um projeto maior
multicéntrico. A cidade de Fortaleza, Cear4 foi a quarta cidade a ser
trabalhada. Em nenhuma das cidades anteriores havia acontecido tamanho
indice de contaminacdo. Provavelmente, houve problemas no transporte, pois
as amostras ao chegarem no Ipec/Fiocruz-RJ se encontravam reviradas dentro

das caixas de transporte.

Os resultados encontrados sugerem que o TR DPP poderia ser utilizado
pelo Programa Nacional de Controle das Leishmanioses, pela facilidade de
execucao, leitura e a possibilidade da utilizacdo em amostras de sangue total
em condicdes de campo. No entanto, a baixa sensibilidade e especificidade
observadas, séo preocupantes se for levado em consideragéo o fato de que

modelagens matematicas tem demonstrado que para tornar eficiente a retirada
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de cées infectados como estratégia de controle, esta medida deveria produzir
um impacto na reducdo da mortalidade de cées infectados que alcance cifras
ao redor de 90% (Dye, 1996). Isto implica que um teste para detectar caes
infectados deveria ter uma sensibilidade de 95%. A baixa especificidade,
também observada com outros testes para diagnoéstico de LVC, causa um 6nus
importante para o programa de controle e para os proprietarios dos cades nao
infectados submetidos a eutanasia. O uso do TR DPP associado a outros
testes, utilizando estratégias de testagem sequencial ou paralela em algoritmos
especificos deve ser avaliado para aproveitar da melhor maneira possivel as
facilidades da sua aplicagdo em condicbes de campo. Por outro lado, os
resultados das comparacbes do desempenho do TR DPP rigorosamente
testado contra um padrdo-ouro viavel, em relacdo aos testes atualmente
disponiveis para o diagnostico da LVC na rotina dos Laboratorios Centrais de
Saude Publica podera contextualizar melhor a potencial utilidade do TR DPP
nos programas de controle de LVC. A consisténcia do presente estudo em
relacdo ao problema de baixa acuracia, principalmente na populacédo de caes
assintomaticos, revela que ha ainda um longo caminho para aprimorar o

diagnéstico da LVC.
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7.CONCLUSOES

O teste imunocromatografico rapido de duplo percurso (TR DPP),
aplicado em amostras de sangue total ou de soro, submetidas a leitura visual
ou; aplicado em amostras de soro, submetidas a leitura eletrénica, demonstrou
sensibilidade de 88% e especificidade em torno de 73% para o diagndstico de

leishmaniose visceral canina.

A comparacao da sensibilidade e da especificidade do TR DPP para o
diagnoéstico da leishmaniose visceral canina em amostras de sangue total e

soro, ndo apresentaram diferencas significantes.

A concordancia quase perfeita observada nos resultados do TR DPP em
amostras de soro obtidos por meio da leitura visual e por meio de dispositivo
eletrbnico demontra que o uso de dispositivos eletronicos de leitura poderia ser

dispensado em condicbes de campo.

A andlise de sensibilidade demonstrou que o valor preditivo positivo do
teste permanece baixo inclusive em cenéarios de prevaléncia simulada de

leishmaniose visceral canina de 20%.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o teste
imunocromatografico rapido de duplo percurso poderia ser utilizado em
condi¢cdes de campo em amostras de sangue total submetidas a leitura visual e
gue a seu uso associado a outros testes, utilizando estratégias de testagem
sequencial ou paralela em algoritmos especificos, deve ser avaliado para
aproveitar da melhor maneira possivel as facilidades da sua aplicacdo dentro

do programa de controle de leishmaniose visceral.
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53

53



54

54



10. ANEXO || = APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA
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11.ANEXO Il = TERMO DE CONSENTIMENTO

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos

Termo de Consentimento

Eu, , portador da carteira de
identidade n° , expedida pelo o6rgéo :
proprietario (a) do animal , espécie , raca ,
registro ; autorizo a participacdo do meu cdo no projeto de pesquisa

“CONSTRUCAO DE UM PAINEL DE SOROS CANINOS PARA O MINISTERIO DA
SAUDE UTILIZAR NA VALIDACAO DE KITS DE DIAGNOSTICOS PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL.”, autorizando que nele sejam aplicadas técnicas
anestesiolégicas como sedacdo, anestesia local e ou geral para a realizacao do
exame clinico, coleta de fragmento cutaneo através de bidpsia de pele, coleta de 5ml
sangue atraves de puncao venosa.

Os medicamentos utilizados para seda¢cdo como a acepromazina pode causar
hipotensdo e bradicardia dose-dependente (diminuicdo da pressdo arterial e dos
batimentos cardiacos) e a quetamina poderd causar rigidez muscular, sialorréia
(excesso de salivacdo), mioclonias (contracdo muscular), taquicardia e hipertensdo
(aumento dos batimentos cardiacos e aumento da pressao arterial). Associacdo de
ambas mantém estabilidade cardiovascular. Pode haver convulsdo que sera revertido
com diazepam, IV (0,2 - 1,0 mg/kg). Na puncdo venosa pode ocorrer flebite
(inflamacdo da veia), edema local e extravasamento de sangue, sendo realizada
compressao local até interrup¢do. Aspirado de medula éssea pode ocasionar dor,

controlada com anestesia local.

Autorizo também a utilizacdo dos dados e materiais coletados para a pesquisa
realizada pelo responsavel técnico Fabiano Borges Figueiredo CRMV: 6519, sabendo
gue a identificacdo desse animal sera mantida em sigilo e a participacdo nesse estudo

ndo acarretar4 em qualquer custo financeiro para o proprietario.

O acompanhamento pds-operatério sera realizado pela equipe de campo no

sétimo dia apds a realizacdo da bidpsia. Se houver algum problema em relagcdo aos
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procedimentos realizados nos caes o0 veterinario responsavel podera ser encontrado
pelos telefones (021) 38659536 / 38659553, no horario de 8:00 as 17:00 h.

O presente estudo além de trazer um beneficio direto aos proprietarios de caes
da regido de estudo, que terdo a possibilidade de diagnosticarem seus animais em
relacdo a uma zoonose grave como a leishmaniose visceral, regido que atualmente
nao € realizado esse diagnostico pela secretaria municipal de saude, estardo também
contribuindo para o desenvolvimento de novas técnicas de diagnosticos para LVC

mais sensiveis e especificas.

Fortaleza, de 20

Assinatura
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12. APENDICE 1. LEITURA DOS RESULTADOS DO TESTE

IMUNOCROMATOGRAFICO RAPIDO DE DUPLO PERCURSO — TR DPP

Teste imunocromatografico rapido de duplo percurso positivo, com as bandas
teste e controle em evidéncia.

-
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Teste imunocromatografico rapido de duplo percurso negativo, apenas com a
banda controle em evidéncia.
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