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Resumo

Introducéo

A leishmaniose visceral € uma enfermidade parasitaria, provocada pelo protozoério
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi). A
limitada acuracia dos testes empregados para o diagndstico dos cdes pode
contribuir com o baixo impacto de uma das medidas de controle preconizadas pelo
Ministério da Saude brasileiro, a eutanasia de caes sororreagentes para
leishmaniose. Os objetivos deste trabalho buscam estimar a acuracia e a
confiabilidade de dois testes imunoenzimaticos que utilizam antigenos de L.(L.)
major ou de L.(L.) infantum em laboratérios de diferentes niveis de complexidade e
estimar a acuracia dos testes de ELISA e IFI aplicados em combinacdo sequencial
ou de forma paralela, analisando os valores preditivos positivos e negativos destas

abordagens em prevaléncias variaveis de infec¢do canina.

Método e principais resultados

Foi utilizado um painel de 1.425 amostras de soros caninos, coletados em estudo
multicéntrico. As amostras foram analisadas por meio de técnicas de visualizacao
direta de parasitos, por estudo histopatolégico corado com hematoxilina-eosina,
pela técnica de imunohistoquimica e pelo isolamento do parasito em cultura. Estas
técnicas constituiram o padrdo de referéncia, sendo um caso positivo para a
infecgcdo por L. infantum o animal que apresentasse positividade em pelo menos um
dos testes. Os resultados da acuracia do teste de ELISA com antigenos de L. major
e L. infantum realizados em condig8es ideais no Laboratério de Referencia Nacional
foi de 91,84% (1C95% 86,3 - 97,3) e 89,80% (IC95% 83,8 - 95,7) para sensibilidade
e de 8357% (IC95% 81,7 - 857) e 82,69% (IC95% 80,6 — 84,7) para
especificidade, respectivamente. A AUC (area abaixo da curva ROC) foi de 0,920
para antigeno de L. major e de 0,898 para L. infantum. Os coeficientes de
correlacao intraclasse médios dos testes com antigenos de L. major, variaram entre
0,890 (0,876-0,902 IC95%) e 0,948 (0,942-0,953 1C95%) e com os antigenos de L.
infantum entre 0,818 (0,792-0,8411C95%) e 0,879 (0,865-0,8910 IC95%). A
sensibilidade e a especificidade do teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) foi
90,8% (IC95% 84,2 - 97,5) e 53,4% (IC95% 51,6 — 55,1), respectivamente.
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Utilizados de forma combinada o teste de ELISA com antigeno de L. major e o teste
de IFI mostraram que em paralelo o desempenho da sensibilidade global subiu para
99,2%, porém a especificidade diminuiu para 44,8%. Na utilizacdo dos testes em
série (ELISA seguido de IFI) observou-se uma diminuicdo na sensibilidade (83,3%)

e melhora na especificidade (92,5%).
Conclusdes

A acuricia dos dois testes avaliados é semelhante, com um desempenho
discretamente melhor do antigeno de L. major. A reprodutibilidade dos testes foi
quase que perfeita (>0,81) com desempenho pouco melhor para o antigeno de L.
major. Conclui-se, portanto, que ndo se justifica a mudanca do antigeno no teste
de ELISA atualmente constituido por L. major para diagnostico de leishmaniose
visceral canina no Brasil. Finalmente, a combinacdo dos testes de ELISA com
antigeno de L. major seguido do teste de IFI melhorou a especificidade da
abordagem diagndstica, sem perda substancial da sensibilidade. A combinacao em
série destes testes pode satisfazer os anseios, tanto da saude publica como dos
proprietarios de caes residentes em areas endémicas, por uma abordagem

diagndstica mais acurada da leishmaniose visceral canina.
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Abstract

Background

Visceral leishmaniasis is a parasitic disease caused by the protozoan Leishmania
(Leishmania) infantum (syn. Leishmania (Leishmania) chagasi). The limited
accuracy of diagnostic tests for canine leishmaniasis may contribute to the lack of
impact of the control measures recommended by the Brazilian Ministry of Health,
i.e., euthanasia of seroreactive dogs. The objective of this study was to estimate the
accuracy and reliability of two ELISA tests employing L. (L.) major or L.(L.) infantum
antigen used by laboratories of different levels of complexity and estimate the
accuracy of the ELISA tests and IFI applied in sequential or parallel combination ,
analyzing the positive and negative predictive values of these variables approaches
prevalence of canine infection.

Methods and principal findings

A series of 1,425 serum samples collected from dogs in a multicenter study was
used. The samples were analyzed by direct visualization of the parasite in
hematoxylin/eosin-stained sections, immunohistochemistry, and isolation of the
parasite in culture. These techniques represented the reference standard and an
animal that was positive in at least one of the tests was defined as infected with L.
infantum. The results of the accuracy of the ELISA test with antigens of L. major and
L. infantum played in ideal conditions at the National Reference Laboratory was
91.84% (Cl 95% CI 86.3 - 97.3 ) and 89.80% ( CI95% 83.8 - 95.7 ) for sensitivity
and 83.57% (CI95% 81.7 - 85.7 ) and 82.59 ( CI95% 80.6 - 84.7 ) specificity%,
respectively. The AUC (area under the ROC curve) was 0.920 for the L. major and
L. infantum 0.898 to. The mean intraclass correlation coefficients of the tests ranged
from 0.890 (CI95% 0.876-0.902) to 0.948 (CI95% 0.942-0.953) when L. major was
used as antigen, and from 0.818 (CI95% 0.792-0.841) to 0.879 (CI95% 0.865-
0.8910) when L. infantum was used.

The sensitivity and specificity of indirect immunofluorescence assay (IFA ) was 90.8
% (95% CI 84.2t0 97.5) and 53.4 % ( 95% CI 51.6 to 55.1 ) , respectively. Used in
combination with the ELISA antigen of L. major and the IFA test showed that parallel
the performance of the overall sensitivity increased to 99.2 % , but the specificity

decreased to 44.8 % . The use of serial testing ( ELISA followed by IFI ) observed a
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decrease in sensitivity ( 83.3 % ) and improved specificity ( 92.5 % ).
Conclusions

The accuracy of the two assays was similar with a slightly better performance of the
L. major. Reliability of the test was almost perfect (> 0.81) with slightly better
performance for the L. major. These results do not support a change in the antigen
composition of ELISA tests (L. major) currently used for the diagnosis of canine
visceral leishmaniasis in Brazil. Finally, the combination of ELISA tests with L. major
antigen followed by the IFA test improved the specificity of the diagnostic approach
without substantial loss of sensitivity. Serial combination of these tests can satisfy
the desires of both the public health and dog owners living in endemic areas for a

more accurate diagnostic approach of canine visceral leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses representam um conjunto de enfermidades
parasitarias de distribuicdo mundial, que podem apresentar patogenicidade e
alteracdes clinicas bem distintas entre si. No continente americano,
basicamente existem duas formas de acometimento: o de pele e mucosas
denominado de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e o
acometimento das visceras que caracteriza a sindrome de Leishmaniose
Visceral (LV).

Essas enfermidades sdo produzidas por diferentes espécies de
protozoarios flagelados pertencentes ao género Leishmania, parasitos com
ciclo de vida heteroxénico, que vivem alternadamente em hospedeiros
vertebrados e insetos vetores, estes Ultimos, responsaveis pela transmissao
dos parasitos entre mamiferos (Deane e Deane 1962; Marzochi e Marzochi
1994; TRD/WHO 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), inclui as leishmanioses
entre as doencas tropicais da categoria 1, definidas como doencas em
expansdo e para as quais nao se dispde de instrumentos de controle
adequados (WHO?2 2010; WHOP 2010).

Estima-se que 350 milhdes de pessoas de 98 paises, distribuidos por
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) estdo expostos a
transmissdo de pelo menos uma das trinta espécies de Leishmania. A
incidéncia anual é estimada em 1,5 milhdo de casos para LTA e de 220 a
400 mil para LV humana e de 700 mil a 1,2 milhdes para leishmaniose
visceral canina (LVC), sendo 90% dos casos de LV humana estdo

localizados em seis paises: india, Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul, Brasil
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e Etidpia. (WHO 1990; Desjeux 2004; WHOP 2010; Alvar et al. 2012).

No Brasil a LV, também conhecida como calazar, constitui um grave
problema de saude publica, devido a ampla distribuicdo no pais e a
dispersdo para regides consideradas indenes, bem como, pela gravidade
das suas formas clinicas que podem levar o individuo a morte se néo tiver
tratamento adequado e oportuno. Hé registros de casos humanos em 21 das
27 unidades da federacédo, com média anual de 3.156 casos nos ultimos dez
anos e incidéncia aproximada de 2 casos por 100.000 habitantes (Fig. 1 e 2).
(BRASIL 2006; BRASIL 2012).
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Fonte: SVS/MS

Figura-1. Série histérica do numero de casos de leishmaniose visceral

humana notificados no Brasil de 1980 a 2012.
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1 Ponto =1 Caso

2001-2009 2009-2012 Fonte: SINAN/SVSIMS

Figura-2. Evolucao da distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral
por municipio de residéncia no Brasil de 1983 a 2012.

Conforme dados do Ministério da Saude do Brasil (MS) a letalidade
média entre os anos de 2003 a 2012 no pais foi 6.86%. E interessante

destacar que desde 2007 a letalidade apresenta-se de forma crescente
(Fig. 3).
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Letalidade (%)
(%)

1

° 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 [ 2011 | 2012 |
Letalidade, 85 | 82 | 78 | 72 | s5 | 56 | 58 | 62 | 67 | 711 |

Ano

Fonte: SVS/MS

Figura-3. Taxa de letalidade por LV, Brasil, 2003 a 2012.

No homem, a LV caracteriza-se principalmente pela triade clinica:
febre, palidez e esplenomegalia, que sdo os sintomas mais frequentes. A
febre apresenta-se de forma irregular e prolongada e o aumento do baco e
do figado é progressivo. Ha alteracdes biolégicas como anemia associada
com leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e hipergamaglobulimenia
policlonal, hipoalbuminemia e a consequente inversdo da relagéo
albumina/globulina. Edema periférico ou generalizado e pigmentacao da pele
podem estar presentes (Badar6 1987; Marty et al. 2009).

1.2. O agente da leishmaniose visceral

Os agentes etioldgicos responsaveis pela LV pertencem ao complexo
Leishmania donovani (L. (Leishmania) donovani, L. (Leishmania) infantum e

L. (Leishmaia) chagasi). No subcontinente indiano e na Africa a L. (L)
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donovani apresenta-se predominantemente e L. (L.) infantum predomina na
bacia do Mediterraneo no continente Europeu. Nas Américas, existem
evidéncias que sustentam a hipétese de que L. (L.) chagasi constitui uma
espécie idéntica a L.(L.) infantum. (Laison e Shaw 1987). A nomenclatura
utilizada para o agente no novo mundo foi proposta por Cunha e Chagas no
ano de 1937, devido a variacdes bioquimicas entre os parasitos encontrados
no continente europeu e americano. Porém, com o aprimoramento das
técnicas taxonémicas sejam por isoenzimas (Cupolillo et al. 1994; Cupolillo
et al. 1995) ou por biologia molecular (Mauricio et al. 1999; Mauricio et al.
2001; Ochsenreither et al. 2006; Kuhls et al. 2011) conclui-se que ndo ha
distincdo entre as espécies infantum e chagasi. Estudos de imunogenicidade

também corroboram essas conclusdes (Marcondes et al. 2011).

1.3. O vetor

Todas as espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela
picada de fémeas infectadas de dipteros da sub-familia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e Phlebotomus — no
Velho Mundo. Nos flebotomineos, o parasito vive no meio extracelular, na
luz do trato digestivo. Nesse meio, as formas amastigotas ingeridas durante
0 repasto sanguineo no hospedeiro, diferenciam-se em formas
promastigotas (flageladas) que sédo posteriormente inoculadas na pele dos
hospedeiros mamiferos durante a picada (Desjeux 1996; Palatnik-de-Sousa
et al. 2001).

O género Lutzomyia é o0 responsavel pela transmissdo das
leishmanioses nas Ameéricas, existindo 350 espécies catalogadas,
distribuidas do Canada a Argentina. No Brasil, Lu. longipalpis € incriminada
como o principal vetor da LV, entretanto, outras espécies podem contribuir
com a transmissdo do agente em diferentes regides, tais como Lu. cruzi,

descrita no Estado do Mato Grosso do Sul (Santos et al.1998; Missawa et al.
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2011). Seu criadouro é em solo umido e em detritos ricos em matéria
organica em decomposicdo. Formas imaturas sao encontradas em detritos
de fendas de rocha, cavernas, raizes do solo e de folhas mortas e umidas, e
também nas forquilhas das arvores em tocas de animais (Palatnik-de-Sousa
et al. 2001; Basano e Camargo 2004; BRASIL 2006).

1.4. Epidemiologia

Os padrbes epidemiologicos de transmissdo da LV tém sofrido
mudancas nas ultimas décadas no Brasil (Fig. 4). Inicialmente, apresentava-
se predominantemente em 4&reas rurais e periurbanas, mas vem se
expandindo para as areas urbanas de cidades de médio e grande porte.
Fatores como a urbanizacao recente e destruicdo de ecétopos silvestres, a
oferta de fontes alimentares humanas e presenca de animais domeésticos, a
arborizacdo abundante em quintais, as mas condi¢cbes sanitarias com o
acumulo de lixo, presenca de abrigos de animais silvestres dentro do
perimetro urbano possibilitam a domiciliagdo de Lu. longipalpis (Costa et al.
1995; BRASIL 2006; Mestre e Fontes 2007).

A dispersédo para regides consideradas indenes segue padrbes de
distribuicdo espacial e de concentracdo semelhantes aos fluxos migratorios
da populacéo, seguindo os corredores de circulacao (Fig. 5). A introducéo de
cées infectados em determinadas areas pode estar associada a migracao,
uma vez gque estes animais, muitas vezes, séo trazidos infectados da regiédo
de origem, contribuindo para a infeccdo dos flebotomineos presentes em
areas de desmatamento recente e em zonas periurbanas (Paranhos-Silva et
al. 1998; Mendes et al. 2002; Mestre e Fontes 2007; Fébre et al. 2006).
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Casos por km?

Rodovias brasileiras

Fonte: Sinan/SVSMS

Figura 4. Expansao territorial da leishmaniose visceral no Brasil no ano de
2010 seguindo padréo de difusédo pelas rotas migratorias.

1.5. Reservatorios

A primeira descricdo da leishmaniose em caes foi realizada por
Nicolle & Compte no Instituto Pasteur de Tunis em 1908 (Bari 2006). Desde
entdo, o parasito tem sido isolado nessa espécie em diversos paises. Os
cades domésticos ocupam um papel de destaque na cadeia epidemioldgica
da enfermidade sendo incriminados como 0s principais reservatorios da L.
infantum (Ashford 1996; Moreno e Alvar 2002; Desjeux 20042; Desjeux
2004°; Gramiccia e Gradoni 2005; Dantas-Torres e Brandao-Filho 2006). Na
caracterizagao dos parasitos por isoenzimas ndo se observa diferenca entre

isolado obtidos de humanos e de caes (Pratlong et al. 2004; Alvarenga 2007,
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Caballero 2008). Levando em conta a alta prevaléncia da infeccdo em caes,
pela ocorréncia da enzootia canina precedendo os casos humanos e pelo
acentuado parasitismo cutaneo, que poderia facilitar a infeccéo dos vetores,
a infeccao nos cées é considerada epidemiologicamente mais relevante para
a manutencdo da zoonose do que a doenca humana (OMS 1990;
Slappendel e Ferrer 1990; Solano-Gallego et al. 2001). A incidéncia de
casos humanos é aumentada em anos subsequentes a identificacéo da alta
prevaléncia em cédes (Badar6 1987). Nesse sentido, a OMS recomenda que
antes de iniciar as atividades de controle deve-se prestar especial atengéo
ao estudo de distribuicdo e frequéncia da enfermidade nos cées, por meio de

inquéritos sorolégicos (WHOP 2010).

Deane e Deane em 1962 (Deane e Deane 1962) apontam que
pessoas com infeccao ativa de LV possuem a competéncia de infectar os
fleb6tomos vetores. Costa e colaboradores em 2000 e 2002 (Costa et al.
2000; Costa et al. 2002) indicam que humanos portadores assintomaticos
podem ser reservatérios da infec¢do por L. infantum em areas endémicas,

no entanto, o seu papel na manutencao da transmissao permanece incerto.

No ambiente silvestre, confinados em bosques ou zooldgicos,
diversos mamiferos podem albergar o parasito, tais como: Cerdocyon thous
(lobinho) (Silveira et al. 1982; Marzochi e Marzochi 1994), Speothos
venaticus (cachorro vinagre) (Figueiredo et al. 2008), Lycalopes vetulus
(Deane e Deane 1962), Dusicyon vetulus (raposa grisalha), Vulpes vulpes
(raposa vermelha) (Mancianti et al. 1994), Didelphis albiventris (gamba)
(Marzochi e Marzochi 1994), Chryscocyon brachyurus (lobo guara), animais
da ordem edentata como tatu e preguicas e ainda primatas (Deane e Deane
1962; Laison et al. 1969; Marzochi e Marzochi 1994; Ashford 1996;
Paranhos-Silva et al. 1996; Gramiccia e Gradoni 2005; Dipineto et al. 2007;
Figueiredo et al. 2008; Manna et al. 2009).
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1.6. A doenca no cao

As manifestagfes clinicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
abrangem amplo espectro de caracteristicas que variam do aparente estado
sadio a um grave quadro final relacionado ao tipo de resposta imunoldgica

de cada animal.

Inicialmente, os parasitos encontram-se no lugar da picada infectante.
Posteriormente, ocorre a infecgcdo de visceras e pele. Apds a infeccéo,
alguns cdes podem controlar a infecgcdo e ndo desenvolvem a doenca no
curto prazo, as vezes por anos ou ao longo da vida, enquanto que outros
cdes Iinfectados apresentam doengca progressiva. Isso pode estar
relacionado a diferencas genéticas entre as racas e individuos e a ativacéo
de resposta imune especifica de cada um (Manna et al 2004; Silva et al.
2005; Rodriguez-Cortes et al. 2007; Sanchez-Robert et al. 2008). A presenca
de infeccdo latente em cées, mesmo durante toda a sua vida, € tipica e
contribui para a manutencédo da presenca em longo prazo do parasito em

regides endémicas (Manna et al. 2006).

Dentre os principais sinais clinicos no cao estdo as lesbées cutaneas,
como as dermatites e Ulceras, linfoadenopatia localizada ou generalizada,
perda de peso, anorexia, anemia, afec¢cdes oculares, onicogrifose, atrofia
muscular, esplenomegalia e faléncia renal (Solano-Gallego et al. 2001;
BRASIL 2006; Manna et al. 2006; Diouani et al. 2008).

De acordo com a sintomatologia, os cdes com LV podem ser
classificados em trés categorias distintas: assintomaticos, com auséncia de
sinais clinicos sugestivos da infeccdo por Leishmania; oligossintomaticos,
com presenca de adenite, perda de peso leve e pélo opaco; e sintoméaticos,
com todos ou alguns sinais mais comuns da doenca, como alteracdes
cutaneas, onicogrifose, perda de peso moderada ou grave, ceratoconjuntivite

e paresia dos membros posteriores (Mancianti et al. 1988).
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Gradoni et al. (1980) citam que mais de cinquenta por cento de todos
0os animais infectados ndo apresentam sinais clinicos, ou seja, sao
assintomaticos (Gradoni et al. 1980). Baseado nos estudos de Guarga et al.
(2000) a pele saudavel de caes infectados é mais atrativa para os vetores do
que a pele deteriorada de animais sintoméaticos, isso aumenta a importancia
dos assintométicos no ciclo de transmissdo e manutencdo da enfermidade
em areas endémicas (Guarga et al. 2000). Para Rodriguez-Cortes (2007) a
importancia dos animais assintomaticos como fontes de infeccdo ainda
necessita de maiores estudos. (Rodrigez-Cortes et al. 2007), por outro lado
Mosshfe e colaboradores em 2009, demonstraram, em seu estudo, que
43,4% dos cées assintométicos apresentavam DNA de L. infantun no
sangue periférico e que atuavam como fonte infectante de Leishmania
(Mosshfe et al. 2009).

1.7. O controle

Conforme o trabalho de revisdo conduzido por Romero e Boelaert em
2010, existe a necessidade de maiores estudos a fim de esclarecer a
dindmica de transmissao da Leishmania em cédes, humanos e na populagéo

de vetores (Romero e Boelaert 2010).

Diversas medidas de controle tém sido elaboradas e aplicadas nos
paises endémicos. No Brasil, o programa de controle da LV esta centrado
em quatro pilares de acao (BRASIL 2006):

-Diagnéstico e tratamento oportuno dos casos humanos, com a
distribuicdo gratuita de medicamentos especificos,

-Reducdo da populacdo de flebotomineos, pelo controle quimico com
inseticidas com efeito residual,

-Controle dos reservatérios caninos por meio de inquéritos soroldgico e a

eutanasia dos animais soro-reagentes,
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-Atividades de educacdo em saude

Apesar das estratégias bem estabelecidas, a transmissdo da
enfermidade continua se expandindo para areas consideradas indenes,
indicando que essas estratégias ndo estdo sendo eficazes (Romero e
Boelaert 2010).

Das acdes preconizadas pelo MS, o controle dos reservatorios
caninos com a eutanasia dos animais soro-reagentes é certamente a mais
polémica. Alguns estudos demonstram que ha decréscimo na incidéncia da
LV em criancas e cdes apés as acdes de diagndstico e eutandsia de caes
soropositivos (Ashford et al. 1998; Palatnik-de-Sousa et al. 2001) outros
concluem que a eliminacdo de cdes ndo reduz efetivamente a incidéncia de
LV na populacdo humana (Tesh 1995; Dietze et al. 1997; Vieira e Coelho
1998; Moreira et al. 2004; Nunes et al. 2008). Os longos intervalos entre o
sorodiagnodstico e a remocdo dos animais; a sensibilidade dos testes
utilizados, a elevada taxa de reposicdo dos animais eutanasiados, incluindo
animais suscetiveis ou mesmo por outro infectado e o envolvimento de
outros reservatorios podem determinar o sucesso ou fracasso dos
programas que utilizam o controle da infec¢do nos reservatérios domésticos
(Moreira et al. 2004; Andrade et al. 2007; Miro et al. 2008; Nunes et al.
2008).

A eutanasia de caes também sofre a oposi¢cdo dos proprietarios de
cdes, das organizacdes de protecdo animal e de médicos veterinarios que
desejam que outras formas de controle para doenca sejam regulamentadas,
como o tratamento canino, a utilizagdo de vacinas e coleiras impregnadas
com inseticida para protecdo dos caes contra o vetor, reduzindo os efeitos
sociais e éticos causados pela eutanasia.

O tratamento canino com farmacos de uso humano é oficialmente

proibido no Brasil desde 2008, quando os Ministérios da Saude e da
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Agricultura instituiram a Portaria Interministerial No. 1426 julho de 2008
(BRASIL 2008), baseada em recomendacfes do | Forum de discusséao do
tratamento da LVC que reuniu diversos expertos em leishmanioses para
aprofundar a discussao e subsidiar o MS na tomada de decisdo. Um novo
forum foi realizado no ano de 2009, tratando do mesmo tema, que manteve
a recomendacao do | Forum da proibicdo do tratamento canino com drogas
de uso humano (BRASIL 2009). A proibicdo esta baseada nas evidéncias
cientificas que os protocolos de tratamentos atualmente preconizados levam
a melhora clinica dos animais, mas ndo promovem a cura parasitologica,
possibilitando que animais tratados permanecam como fonte de infeccao
para os vetores e o0 continuo risco de aparecimento de cepas resistentes aos
poucos farmacos disponiveis para o tratamento da enfermidade em
humanos. (Oliva et al. 1995; Slappendel e Teske 1997; Cavaliero et al. 1999;
Riera et al 1999; Koutinas et al 2001; Croft et al. 2006; Ikeda-Garcia et al.
2007; Ribeiro et al. 2008; Manna® et al. 2009).

Existem no Brasil duas vacinas contra LVC registradas no Ministério
de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Em 9 de julho de 2007 os
Mistérios da Saude e da Agricultura, publicaram no Diario Oficial da Unido a
Instrucdo Normativa N°31 que aprova o0 Regulamento Técnico para a
pesquisa, desenvolvimento, producdo, avaliacdo, registro e renovacédo de
licengas, comercializagdo e uso de vacinas contra leishmaniose visceral.
Esse regulamento estabelece um prazo para que os fabricantes apresentem
os resultados de estudos controlados, randomizados e mascarados para
avaliar a eficacia vacinal (Estudos de fase Ill) e estudos de vigilancia e
pesquisas pos-registro (Estudos de fase 1IV) (BRASIL 2007). Em maio de
2009 o MS publica a Nota Técnica intitulada “Nota de esclarecimento sobre
as Vacinas Anti-leishmaniose Visceral Canina registradas no MAPA” onde
nao recomenda o uso das vacinas como medida de controle nos programas
de Saude Publica até a conclusdo e avaliacdo dos estudos propostos na
Instrucdo Normativa 31 (BRASIL 2009).
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O controle de vetores por meio do uso de inseticidas de efeito residual
em areas onde a presenca dos fleb6tomineos foi identificada, e o uso de
coleiras para cdes impregnadas com inseticidas, sdo acdes aceitas pelas
populacbes afetadas, porém € necessaria a realizagcdo de estudos para
demonstrar a sua efetividade e para melhor conhecer o comportamento e a
sazonalidade do vetor que permita intervencdes mais precisas, bem como
da resisténcia aos inseticidas atualmente utilizados (Romero e Boelaert

2010).

Estudo realizado em Teresina, capital do estado do Piaui, aponta para
um efeito protetor da eliminacéo de cées infectados em adi¢cdo a borrifacao
intradomiciliar com inseticidas, na incidéncia de infeccdo por L. infantum
(Costa et al. 2007).

Politicas publicas orientadas para eliminacdo da fome e de suporte
nutricional, para melhorias habitacionais, da gestdo de residuos ou outras
que envolvam a participacdo da comunidade, poderiam contribuir

indiretamente no controle da LV (Romero e Boelaert 2010).

1.8. O diagnostico da leishmaniose visceral canina

O diagndstico oportuno dos casos humanos e a correta classificacédo
dos caes infectados ou ndo sao fundamentais para o sucesso do programa
de controle da LV. O diagndstico deve estar baseado nos achados clinicos,

epidemioldgicos e laboratoriais.

A suspeita inicial da enfermidade normalmente esta relacionada com
0 aparecimento de sinais clinicos tanto no homem como no cdo. A
apresentacdo de sintomas suspeitos, em conjunto com o diagnostico

epidemioldgico baseado nas caracteristicas ambientais e ecoldgicas que
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propiciem a dispersdo dos vetores, reservatérios e do agente em uma
determinada area, asseguram um bom indicador da presenca da
enfermidade. O diagndstico laboratorial deve ser realizado para auxiliar na
conclusdo final do diagnostico. Diversas técnicas laboratoriais séo
ferramentas utilizadas para o diagnéstico da LV tais como:

Técnicas soroldgicas
-Imunofluorescéncia indireta — IFI
-Ensaio imunoenziméatico — ELISA
-Teste de aglutinacao direta — DAT
-Testes imunocromatograficos rapidos

-Western Blot

Técnicas parasitoldgicas
-Pesquisa direta do parasito

-Preparacao de esfregaco de pele

-Aspirados de linfonodos, medula 6ssea, baco ou outros tecidos
-Histopatologia convencional de tecidos corados com hematoxilina-eosina
-Imunohistoquimica usando anticorpos anti-Leishmania

-Cultura de parasitos em meios especificos

Deteccédo de DNA do parasito
-PCR (polymerase chain reaction) convencional ou quantitativa

b. -Hibridacdo com sondas especificas

Como método diagnostico da LVC, o programa brasileiro
recomendava até 2012 a utilizacdo de duas técnicas sorologicas
combinadas, ELISA e IFI, produzidos por Biomanguinhos® (Rio de Janeiro,
Brasil). Os conjuntos de diagnéstico sdo distribuidos para os Laboratorios
Centrais de Saude Publica (Lacens) ap0s avaliacao e aprovacgao de controle
de qualidade no laboratorio de referéncia nacional da Fundacdo Ezequiel
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Dias (FUNED). Os Lacens e laboratorios oficiais credenciados realizam os
exames em areas de transmissado de LV a fim de detectar cées infectados. O
Ministério da Saude recomendava a triagem pelo método de ELISA e a
confirmacéo pela IFI. Isto se deve ao fato de que o ELISA constitui uma
técnica automatizada e mais sensivel, sendo indicada para triagem e a IFI,
por ser mais especifica, para confirmar animais infectados, reduzindo assim
a probabilidade da manutencdo de animais com resultados falso-negativos
na localidade bem como de eutanasiar animais com resultados falso-
positivos (BRASIL 2006). O protocolo atual brasileiro utiliza um teste
imunocromatografico rapido (DPP- Plataforma de duplo percurso) como

teste de triagem e o ELISA como confirmatorio.

O diagnoéstico parasitologico € método de certeza e baseia-se na
demonstracdo do parasito. Apesar de simples, alguns desses exames séo
invasivos e podem levar riscos para os animais. Os testes parasitoldgicos
podem apresentar uma especificidade de quase 100%, mas a sensibilidade
€ afetada pelo grau de parasitismo. Nos cées sintomaticos, os métodos
parasitolégicos podem apresentar 80% de sensibilidade. No entanto, nos
cédes oligossintomaticos e principalmente nos assintomaticos, a sensibilidade
desses métodos diminui (BRASIL 2006; Baneth e Aroch 2008). Devido ao
namero de animais testados no programa brasileiro, o0s testes

parasitolégicos sdo impraticaveis na rotina de saude publica.

Métodos moleculares como a deteccdo de DNA por meio da PCR
podem se aproximar melhor ao “padrao de referéncia” para determinar a
presenca e identidade das infec¢des por Leishmania tanto em vertebrados
como nos vetores (Manna et al. 2006). Estudos utilizando a técnica de PCR
tém demonstrado que a prevaléncia da infeccdo em caes € maior que
aguelas indicadas pelos estudos sorologicos (Berrahal et al. 1996; Solano-
Gallego et al 2001). Porém, essa ferramenta diagndstica ndo esta disponivel
na rotina de vigilancia epidemiologica do programa de controle brasileiro,

ficando restrita aos centros de pesquisa. Essa técnica carece de estudos de

30



validacédo para identificar qual ensaio seria 0 mais adequado para uso na

rotina da rede de Lacens.

Os meétodos soroldégicos baseados na deteccdo de anticorpos sao 0s
mais utilizados no diagnostico da LVC e indicam a exposicdo do animal a
infeccdo. A soro-conversdo ocorre aproximadamente trés meses apos a
infecgdo. Animais doentes desenvolvem resposta imune humoral e
produzem altos titulos de imunoglobulina G (IgG) anti-Leishmania e em

menor grau de imunoglobulina M (IgM) (Marcondes et al. 2011).

Os meétodos de |IFl, ELISA, DAT e mais recentemente a
imunocromatografia rapida sao técnicas amplamente desenvolvidas para
melhorar o monitoramento e controle da LVC. Entretanto, os testes
sorologicos devem ser interpretados com cautela, uma vez que ndo séo
100% sensiveis e especificos, falham na deteccdo de cées infectados no
periodo pré-patente da doenga e ndo discriminam entre doenca e infecgdo
assintomatica além de poder apresentar reacfes cruzadas com outras
enfermidades (Vexenat et al. 1996; Sarkari 2005; Pinheiro et al. 2009).

Animais com menos de trés meses de idade ndo devem ser avaliados
por meio de métodos soroldgicos, pois, resultados positivos podem refletir a
presenca de anticorpos maternos transferidos passivamente (Braga et al.
1998).

A soroprevaléncia para LV na populacdo canina na bacia do
Mediterraneo varia de regiao para regido. Por exemplo, na Itélia, a regido da
Apulia possui a prevaléncia de 145% e a Toscana 24%, nos Alpes
Maritimos na Franca, apresenta prevaléncias entre 3% a 17%, na Espanha,
Madrid tem 5% e a regido do Priorato tem 18%, em Portugal na area
circundante de Lisboa, a prevaléncia € de 8,5% (Moreno e Alvar 2002). Em
Israel, nas vilas de Nataf e Nili ttm soroprevalencia de 10% e 12.9%,

respectivamente, e nas vilas vizinhas a prevaléncia de 1% (Baneth et al.
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1998).

No Brasil, a situacdo ndo difere dos dados apresentados nos paises
de velho mundo, a prevaléncia de cées infectados vivendo em areas
endémicas varia de 1% a 67% (Coutinho et al. 1985; Paranhos-Silva et al
1996; Bernadina et al. 1997; Ashford et al. 1998; Moura et al. 1999; Franca-
Silva et al. 2003; Silva et al. 2005; Mestre e Fontes 2007; Queiroz et al.
2009).

Além dos fatores ecoldgicos, a prevaléncia canina pode variar devido
ao tipo de utilizacdo e comportamento dos caes. Em estudos desenvolvidos
na Argélia cdes de rua apresentam maior prevaléncia (11,7%) que caes de
fazenda (9,7%) e caes da guarda florestal (5,9%) (Adela et al. 2010).

Estudos relacionando a carga parasitaria, sinais clinicos e avaliagcao
sorologica e molecular sao discutidos por diversos autores (Mettler et al.
2005; Silva et al. 2005; Rodriguez-Cortes et al. 2007; Candido et al. 2008;
Pinheiro et al. 2009). Manna e colaboradores em 2006 concluem que existe
uma correlacdo positiva entre carga parasitaria e sintomatologia clinica
(Manna et al 2006). Outros autores apresentam correlacdo positiva entre
altas concentracdes de anticorpos (IgG, IgG1 e IgG2), a carga parasitaria em
tecidos e os escores de manifestacdes clinicas (Rodriguez-Cortes 2007).
Rodriguez-Cortez e colaboradores no ano de 2007 também sugerem que
guando a doenca clinica se manifesta o nimero de parasitos aumenta nos
orgaos-alvo e na circulagdo sanguinea, sendo o0 maior achado desses
autores a existéncia de correlagdo negativa entre a carga parasitaria e a
imunidade celular especifica (Rodriguez-Cortes 2007). O estudo conduzido
por da Costa-Val e colaboradores em 2007 demonstra que animais com
acentuada sintomatologia clinica apresentam altos niveis de IgG e séo
habeis para infectar um grande numero de flebotomineos (Costa-Val et al.
2007).

O aparecimento de sintomatologia clinica em animais soropositivos
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pode variar conforme a regido e metodologia utilizada pelos autores: 20%
(Ait-Oudhia et al. 2009), 28% (Baneth et al. 1998) 41,2% (Tomaz-Soccol et
al. 2009), 50% (Madeira et al 2004). Da mesma forma o desempenho dos
testes soroldgicos depende de fatores como o status da infeccao (Mettler
2005; Candido et al. 2008), do tipo de antigeno utilizado (Porrozzi et al.
2007) ou da amostra testada, soro ou eluato obtido de amostras sanguineas

conservadas em papel de filtro (Rosario 2005).

2. JUSTIFICATIVA

A ampla distribuicdo da LV em quatro continentes em 98 paises
expondo ao risco de adoecer quase 350 milhdes de pessoas. A mudanca
dos padrdes epidemioldgicos, com acentuada urbanizacdo e expansao para
areas consideradas indenes, e as taxas de letalidade preocupantes, fazem
da LV uma das principais enfermidades de interesse da saude publica da

atualidade.

O cdao é incriminado como o principal reservatério da LV. A enzootia
canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo destes
tem sido mais prevalente do que nos humanos. Dentre as medidas de
controle preconizadas pelo Ministério da Saude brasileiro para reduzir os
riscos de infecgdo humana, o controle dos reservatorios caninos por meio de
inquéritos sorolégicos para a identificacdo de animais infectados e a
posterior eutanasia € a que gera maiores debates na sociedade e no meio
cientifico, principalmente, no que diz respeito a seguranca de estar

encaminhando para eutanasia aqueles animais verdadeiramente infectados.

Os testes sorolégicos tem sido indicados como os meétodos de
primeira escolha para a identificacdo de cées infectados por Leishmania

devido a facilidade de coleta de amostras em condigbes de campo e baixo
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custo, assim como a relativa facilidade na execugcdo das técnicas.
Entretanto, atualmente essas metodologias tem sido duramente criticadas
por diversos autores pela sua baixa acuracia, principalmente a IFl. Como
consequéncia, animais que apresentam resultados falso-negativos podem
permanecer no ambiente, contribuindo para a manutencéo e disperséo da
enfermidade, ou animais que apresentam resultados falso-positivos serem

encaminhados para eutanasia de forma desnecessaria.

Testes mais especificos sdo mais relevantes para a exclusdo do
diagnéstico frente a casos clinicos suspeitos. Por outro lado, testes sensiveis
sdo fundamentais para programas de vigilancia ou para testar caes
importados de regibes endémicas e identificar animais portadores sadios
(Mettler 2005).

Um dos fatores determinantes da sensibilidade e especificidade dos
métodos diagndsticos € o tipo de antigeno utilizado e o procedimento para a
sua obtencao ou purificacdo, portanto, metodologia idéntica com antigenos
diferentes pode modificar de forma importante os valores de sensibilidade e
especificidade do teste (Kar 1995; Boarino et al. 2008).

Uma das principais limitagbes dos métodos sorologicos ocorre devido
a possibilidade de rea¢des cruzadas com infec¢cao causadas por leishmanias
dermotropicas tais como L. (Viannia) braziliensis e outros tripanosomatideos
como Trypanosoma cruzi (Trocarelli et al. 2009), os quais apresentam uma
relacdo filogenética muito estreita com L. infantum, podendo causar
resultados falsos positivos (Vexenat et al. 1996). Paralelamente, os achados
falsos negativos podem ocorrer, ou por atraso no periodo pré-patente da
infeccdo ou porque alguns cdes nunca soro convertem (Paranhos-Silva
1996).

Apesar da técnica de IFlI apresentar moderada sensibilidade e

especificidade, algumas desvantagens tais como a nao automatizagcao do
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procedimento e a avaliagdo subjetiva do resultado que afeta a sua
reprodutibilidade tém sido apontadas como fatores limitadores para sua
utilizacdo em larga escala. Por outro lado, 0s ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) que sao automatizados, possuem vantagens nesse aspecto (Rosati
et al. 2003).

Considerando as vantagens do método de ELISA e tendo em vista
que o teste de ELISA disponivel atualmente nos Lacens € produzido com
antigeno de L. major, que poderia ser inadequado por se tratar de espécie
de Leishmania diferente da espécie associada com a LVC no Brasil, torna-se
necessaria a realizacdo de um estudo de validacdo para comparar a
acuracia e a reprodutibilidade da metodologia de ELISA utilizando antigeno
homologo preparado com L. infantum. Assim como, um estudo de validagéo
de uma estratégia de combinacdo de testes sorolégicos para o diagnostico

da leishmaniose visceral canina no Brasil.

Portanto, foi desenvolvido um estudo de validacdo em amostras de
soro obtidas de uma amostra representativa de cées de varias regides do
pais, utilizando um padrdo de referéncia de diagndstico apropriado para
definir se existe vantagem na possivel mudanca da composi¢cdo antigénica
do kit de ELISA produzido com antigeno de L. major por um antigeno de L.
infantum, assim como, validar as estratégias de testagem soroldgicas

combinadas dos testes diagndsticos utilizados no Brasil até 2012.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a acuracia e a reprodutibiidade de dois testes
imunoenziméticos — ELISA produzidos por Bio-Manguinhos para o

diagndstico da leishmaniose visceral canina.

Avaliar a acuracia da combinacdo de testes soroldgicos para o

diagnéstico da leishmaniose visceral canina.

3.2 Objetivos especificos

i.Estimar a sensibilidade, especificidade, area sob a curva ROC (AUC),
valores preditivo positivo e preditivo negativo dos testes
imunoenziméticos preparados com antigenos de Leishmania major ou
Leishmania infantum;
i.Comparar a acuracia dos testes imunoenzimaticos com a acuracia da
reacdo de imunofluorescéncia indireta com antigeno de Leishmania
major, em um laboratério de referéncia;
iii.Avaliar a confiabilidade/reprodutibilidade dos resultados dos testes em
laboratorios com distintos niveis de complexidade;
iv.Estimar a acuracia dos testes de ELISA e IFI aplicados em combinacédo
sequencial ou de forma paralela;
v.Avaliar o desempenho do uso combinado para cenarios hipotéticos de
prevaléncias varidveis de infeccdo canina observadas no cenario

brasileiro.
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4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de validacdo de testes diagndsticos com trés

componentes:

i. Validacdo da acuracia das técnicas de ELISA com antigenos de L.
major e L. infantum para o diagnostico de LVC, tendo como padrédo de
referéncia uma combinacédo de testes parasitologicos;

ii. Avaliagdo da confiabilidade entre laboratérios, por meio da estimativa
de coeficientes de correlacao intraclasse.

iii. Validacdo de uma estratégia combinada de testagem soroldgica
utilizando-se um teste de ELISA e a Imunofluorescéncia Indireta para

o diagndstico da leishmaniose visceral canina no Brasil.

Para esse trabalho foram utilizados 1600 soros caninos coletados em
um estudo multicéntrico realizado entre os anos de 2008 e 2010 em quatro
cidades endémicas para leishmaniose visceral: Bauru, no Estado de S&o
Paulo, Brasilia no Distrito Federal, Palmas, no Estado do Tocantins e
Fortaleza, no Estado do Ceara, das Regiées Sudeste, Centro-oeste, Norte e
Nordeste do Brasil respectivamente. De cada municipio trabalhado foram
escolhidos trés bairros com prevaléncias da LVC igual ou superior a 10%.
Os animais foram selecionados sem avaliacdo clinica ou diagndstico
laboratorial prévio. A inclusdo dos caes foi por meio de amostragem
sistematica das casas onde residiam por rua trabalhada em cada um dos
bairros selecionados. A partir da primeira casa os domicilios foram
selecionados alternadamente até completar a amostra de 400 cdes em cada

uma das quatro cidades.

A validagéo da acuracia dos testes individuais e de forma combinada

foi realizada nos meses de marco e abril de 2010, no Laboratério de
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Referéncia Nacional, pertencente a Fundacdo Ezequiel Dias localizado na

cidade de Belo Horizonte no estado de Minas Gerais.

Para a avaliagdo da confiabilidade dos testes, realizada no mesmo
periodo, além do Laboratério de Referéncia Nacional, foram incluidos, um
Laboratério de Referéncia Estadual, representado pelo Instituto Adolfo Lutz
da cidade de Séo Paulo —SP (IAL-SP) e um Laboratério de Referéncia
Municipal, representado pelo laboratério do Centro de Controle de Zoonoses
da cidade de Campo Grande no estado de Mato Grosso do Sul (CCZ-CG).

A avaliacdo em cada um dos laboratorios participantes foi realizada
de maneira mascarada, sendo que os avaliadores ignoravam o resultado dos
exames que constituiram o padréo de referéncia e os resultados dos exames

realizados nos outros laboratorios.

4.2. O padrao de referéncia

De cada animal selecionado foram coletadas amostras de soro, pele
integra e de lesdo cutanea quando presente. Nas amostras cutédneas foi
realizada pesquisa parasitolégica pelas técnicas de visualizacdo direta de
parasitos em cortes histopatolégicos corados com hematoxilina-eosina e
teste imunohistoquimico segundo Figueiredo et al. (2010). Também foi
realizada a cultura celular para o isolamento do parasito em meio de cultura
segundo Madeira et al. (2009). As amostras foram enviadas e processadas
no Laboratorio de Vigilancia em Leishmaniose do Instituto de Pesquisa
Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ)

referéncia nacional no diagndéstico parasitologico das Leishmanioses.

As técnicas citadas constituiram o padrdo de referéncia, sendo
considerado um caso positivo para a infec¢éo por L. infantum o animal que
apresentasse positividade em pelo menos um dos testes descritos acima e

um caso negativo quando todas as técnicas apresentaram resultado
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negativo.

4.3. Testes avaliados

Foram validados dois testes de ELISA e um teste de IFI como
parametro de comparagao:

» ELISA com antigeno bruto de promastigota de Leishmania major-like
produto registrado no Ministério da Agricultura e Pecuaria e utilizado
atualmente nos servigos de diagnoéstico oficial.

» ELISA com antigeno bruto de promastigota de Leishmania infantum,
produto piloto, produzido para essa avaliagdo e ndo disponivel no
mercado.

» Teste de imunofluorescéncia indireta com o kit utilizado na rotina do

diagnéstico de LVC com antigeno L. major-like.

Todos os conjuntos diagnésticos foram produzidos e fornecidos pelo
Laboratério Bio-Manguinhos /FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

4.4. Descricdao da metodologia analitica.

Os soros criopreservados no Instituto de Pesquisa Evandro Chagas
da Fundagdo Oswaldo Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ) foram enviados em gelo
seco ao Laboratoério de Referéncia Nacional (FUNED-MG) com identificacédo
codificada. As amostras foram posteriormente descongeladas e separadas
em aliquotas de 100uL em tubos tipo eppendorf que foram entdo enviadas
sob refrigeracdo em gelo reciclavel ao IAL-SP e para o CCZ-CG para a

execucao dos ensaios.

Os protocolos para a realizacéo das técnicas de ELISA e IFI utilizados

nos trés laboratorios foram idénticos e se basearam nas recomendac¢fes do
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fabricante do conjunto diagnéstico (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro,
Brasil) (ANEXO 9.2 e 9.3).

A leitura dos testes de ELISA foi realizada com os equipamentos de
uso rotineiro dos laboratérios participantes: espectrofotbmetro para
microplacas, equipado com filtro de 450nm para leitura e sem a utilizagao de
fitro de referéncia (620-630nm). A |IFl foi lida em microscopio de

imunofluorescéncia em camara escura.

4.4.1 Teste Imunoenzimatico - ELISA

Cinco pL dos controles fornecidos pelo fabricante e das amostras de
soros foram diluidos em 500 uL do diluente de amostra/conjugado (1:100).
100 L distribuidos em placas e incubados a 37°C por 30 minutos, seguido
de 6 lavagens com solucdo tampdo. 100 pL do conjugado diluido e
homogeneizado foram adicionados em cada poc¢o e incubados. 100 pL do
substrato foram rapidamente distribuidos em todos os orificios e incubado a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos. A reacédo foi
bloqueada adicionando 50 pL de &cido sulfirico 2M em todos os orificios. A
leitura e estabelecimento das densidades Oticas de cada soro testado foi
realizada em espectrofotbmetro para microplacas, equipado com filtro de
450nm e sem a utilizacdo de filtro de referéncia (620-630nm). A densidade
Otica de cada soro foi utilizada para a construcao da curva ROC (receiver

operating characteristic).

O cut-off foi de duas vezes a média da densidade 6tica dos controles
negativos presentes na placa, conforme recomendacdo do fabricante
(ANEXO 9.2). Amostras que apresentaram densidade oOtica com valores
entre o valor obtido do cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o cut-off
foram consideradas indeterminadas e retestadas. Aquelas que mantiveram o
status ‘indeterminado” foram incluidas entre os soros negativos, ja que para

animais nessa condi¢cdo ndo se recomenda a eutanasia e uma nova amostra
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de soro deve ser coletada 30 dias apds o primeiro resultado.

Para padronizacdo das densidades oticas (DO) das amostras,
dividiram-se as densidades oOticas (DO) obtidas pela amostra pelo seu
respectivo cut-off. O produto dessa divisdo foi denominado de indice da
densidade otica (IDO), que foi utilizado para a avaliacdo de confiabilidade
entre laboratorios.

4.4.2 Teste de imunofluorescéncia indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta foi realizado seguindo as
indicac¢des do fabricante conforme descrito no manual de utilizagdo do teste
(ANEXO 9.3), considerando como positivos as amostras com titulacao igual
ou maior que 1:40, conforme é preconizado pelo Programa Nacional de

Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) no Brasil.

4.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram
estimadas as seguintes medidas: sensibilidade, especificidade, curva ROC,
valores preditivos positivo e negativo e coeficientes de correlacéo intraclasse
como medida de confiabilidade. Os coeficientes de correlacdo intraclasse
(CCl) foram calculados a partir do modelo Two-way Random para
concordancia perfeita. Foram estimados o0s respectivos intervalos de

confianga de 95%.

Foi realizada a anélise de sensibilidade para a estimativa de valores
preditivos segundo diferentes estimativas de prevaléncia tendo como
referéncia a prevaléncia estimada em outros estudos (Coutinho et al. 1985;
Paranhos-Silva et al. 1996; Bernadina et al. 1997; Ashford et al. 1998; Moura
et al. 1999; Franca-Silva et al. 2003; Silva et al. 2005; Mestre e Fontes 2007;
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Queiroz et al. 2009). Assim como a analise do uso dos testes de forma
combinada, tanto em paralelo como em série estimando o comportamento

em diferentes prevaléncias.

4.6. Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada no Comité de Etica no Uso Animal — CEUA /
FIOCRUZ sob o protocolo L-38/08, para a construcdo do painel nacional e
validacéo de testes de diagnostico para LVC (ANEXO 9.1).

5. RESULTADOS

Das 1600 amostras de soro enviados aos laboratérios participantes,
150 foram excluidos das analises, pois apresentavam resultados
parasitolégicos inconclusivos. Também foram excluidas 25 amostras cujo
material foi insuficiente para a realizacdo de todos os testes em todos 0s

laboratérios (Figura 6).

Foram incluidos na validacdo 1425 amostras de soro, dos quais, 98
(6,9%) foram classificados como positivos pelo padrao de referéncia, e 1327
(93,1%) amostras de soro de animais que foram considerados negativos

pelo padréo de referéncia.
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1600 soros caninos coletados em 4
regides endémicas do Brasil.

150 amostras

inconclusivas nos

testes parasitolégicos v

* 1450 amostras
caracterizadas pelos

Soros excluidos do

testes parasitolégicos

estudo
25 soros com
‘} material insuficiente
1425 soros validados ‘
para o estudo

Soros excluidos do

estudo
98 soros de animais 1327 soros de animais
considerados positivos considerados negativos
para L. infantum para L. infantum

Figura 5 — Algoritmo de incluséo e exclusao das amostras de soro canino para a
validagdo dos testes de ELISA com antigeno de Leishmania major, ELISA com

antigenos de Leishmania infantum e Imunofluorescéncia Indireta com antigenos de
L. major.

Conforme a metodologia escolhida pelo autor segue a apresentacao dos
resultados no formato de publicagéo.
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5.1. Artigo I: publicado na revista PLoS One: De Arruda MM,

Cardoso FA, Hiamamoto RM, Brazuna JC, de Oliveira MR, et al.
(2013) Validity and reliability of enzyme immunoassays using
Leishmania major or L. infantum antigens for the diagnosis of

canine visceral leishmaniasis in Brazil. PLoS One; 8: €¢69988.

VALIDADE E CONFIABILIDADE DOS TESTES IMUNOENZIMATICOS
COM ANTIGENOS DE LEISHMANIA MAJOR E LEISHMANIA INFANTUM
PARA O DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO
BRASIL
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de Campo Grande, Campo Grande-MS.
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Universidade de Brasilia, Caixa Postal 04517, Campus Universitdrio Darcy Ribeiro, Brasilia, Distrito
Federal., CEP 70904-970. Tel: +55 61 31071843

Resumo
Antecedentes

A leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitdria, provocada pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi). A limitada
acurdcia dos testes empregados para o diagndstico dos caes pode contribuir com a falta de
impacto de uma das medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saude brasileiro,
a eutanadsia de cdes sororreagentes para leishmaniose. O objetivo deste trabalho é estimar
a acuracia e a confiabilidade de dois testes de ELISA que utilizam antigenos de L.(L.) major
ou de L.(L.) infantum em laboratdrios de diferentes niveis de complexidade.

Método

Foi utilizado um painel de 1.425 amostras de soros caninos, coletados em estudo
multicéntrico. As amostras foram analisadas por meio de técnicas de visualizagdo direta de
parasitos, por estudo histopatoldgico corado com hematoxilina-eosina, pela técnica de
imunohistoquimica e pelo isolamento do parasito em cultura. Estas técnicas constituiram o
padrdo-ouro, sendo um caso positivo para a infec¢do por L. infantum o animal que
apresentasse positividade em pelo menos um dos testes.

Resultados

A sensibilidade do exame com o antigeno de L. major foi de 90,8% (84,1 — 97,5% 1C95%) nos
trés laboratérios e com antigeno de L. infantum de 80,6% (73,0 — 88,2% 1C95%) a 89,8%
(84,0 —95,7% 1C95%); a especificidade variou de 78,4% ( 76,7 — 80,2% IC95%) a 84,8% (
83,0 —85,5% 1C95%) com L. major e de 82,9% (81,1 — 85,0% IC95%) a 87,3 (85,5 — 99,0%
IC95%), com L. infantum. Os coeficientes de correlagdo intraclasse médios dos testes com
antigenos de L. major, variaram entre 0,890 (0,876-0,902 1C95%) e 0,948 (0,942-0,953
IC95%) e com os antigenos de L. infantum entre 0,818 (0,792-0,8411C95%) e 0,879 (0,865-
0,8910 1C95%).

Interpretacao

Concluiu-se que a acuracia e a confiabilidade dos dois testes avaliados sdo semelhantes e
portanto, nao se justifica a mudanca do antigeno no teste de ELISA atualmente constituido
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por L. major para diagndstico de leishmaniose visceral canina no Brasil.

Palavras-chave: Sensibilidade; Especificidade; Confiabilidade; Leishmaniose visceral;
Leishmania infantum; Leishmania major; Sorologia
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Resumo do Autor

A leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitaria, provocada pelo protozodrio
Leishmania (Leishmania) infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi e tem o cio
doméstico como seu principal reservatério urbano. No Brasil a eutandasia dos c3es sorreagentes é
uma das principais medidas de controle utilizada pelo Ministério da Saude, porém, o impacto dessa
medida n3o tem demonstrado eficiéncia. A limitada acurdcia dos testes empregados para o
diagndstico dos cdes é apontado como uma das principais causas baixa efetividade dessa
acao. A utilizagdo de antigenos espécie especifica poderia melhorar o desempenho dos testes e
consequentemente evitar a permanéncia de cdes falsos negativos no ambiente, assim como, a
realizacdo da eutandsia de cdes falsos positivos. O objetivo deste trabalho é estimar a acurdcia e
a confiabilidade de dois testes de ELISA que utilizam antigenos de L.(L.) major ou de L.(L.)
infantum em laboratérios de diferentes niveis de complexidade, e assim contribuir com
indicativos concretos, da necessidade de alteracdo dos antigenos atualmente empregados
no Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral do Brasil. Concluiu-se que a
acurdcia e a confiabilidade dos dois testes avaliados sdo semelhantes e portanto, ndo se
justifica a mudanca do antigeno no teste de ELISA atualmente constituido por L. major para

diagndstico de leishmaniose visceral canina no Brasil.

INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma enfermidade parasitaria grave que
atinge o sistema mononuclear fagocitario do homem e dos animais. O agente
responsavel pela infeccdo no Brasil € Leishmania (Leishmania) infantum (sin.
Leishmania (Leishmania) chagasi) (1,2). O parasito é transmitido principalmente
pela picada de fémeas do flebotomineo Lutzomyia longipalpis (2,3,4). No Brasil, a
LV é endémica e apresenta um processo de urbanizacdo desde 1980, com focos
em diversas cidades nas cinco regibes politico-administrativas do pais (6). A
prevaléncia de cées infectados vivendo em areas endémicas no pais varia de 1% a
67% (3,6)

Uma das medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saude

brasileiro € a eutanasia de cdes sororreagentes para leishmaniose tendo como
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objetivo a interrupcéo do ciclo de transmisséo (7). Apesar de ser empregada desde
a década de 1950, essa medida ainda é polémica e controversa, principalmente por
ndo ter demonstrado, até o momento, efetividade consistente na reducdo da
incidéncia da doenca (8,9). Um dos fatores que poderia estar relacionado com a
falta de impacto dessa medida de controle seria a limitada acuracia dos testes
empregados para o diagndstico dos cdes (10). Como método diagndstico para LV
canina o programa brasileiro utiliza duas técnicas sorologicas: ensaio
imunoenzimatico  (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA) e
imunofluorescéncia indireta (IFI). Os kits de diagndstico sédo distribuidos para os
Laboratérios Centrais de Saude Publica (LACEN), em todo o pais e para 0s
laboratérios credenciados que realizam os exames em areas de transmissao de LV.
O Ministério da Saude recomenda a triagem pelo método de ELISA e a confirmagéo
pela IFI (7).

Uma das desvantagens dos testes soroldgicos € a possibilidade de resultados
falsos positivos, devido as reac¢des cruzadas provocadas pela infecgées causadas
por outros membros da familia Trypanosomatidae tais com Trypanosoma cruzi e T.
caninum visto que existem epitopos comuns que tém impacto na especificidade dos
ensaios (11,12,13). Testes especificos sdo mais importantes para descartar o
diagnéstico em casos clinicos suspeitos, por outro lado, testes sensiveis sdo
fundamentais para programas de vigilancia ou para testar cdes importados de

regides endémicas e identificar animais portadores sadios (14).

Conforme Kar (1995) e Boarino (2008), a sensibilidade e especificidade dos
métodos de diagndsticos soroldgicos dependem do tipo e da purificacdo do
antigeno utilizado (15,16). Os testes atualmente disponibilizados a rede publica de
laboratérios no Brasil séo produzidos pelo laboratério Biomanguinhos® da Fundagéo
Osvaldo Cruz, do Ministério da Saude e utilizam como antigeno a L. major.
Entretanto, h4 uma crescente discusséo técnica e académica sobre a possibilidade
de melhorar a acurécia do teste por meio da utilizacdo de antigeno espécie-
especifico de L. infantum, o que poderia resultar em maior eficiéncia na remoc¢éo de

cées sororreagentes e consequentemente no impacto do programa de controle.

Assim, o objetivo deste trabalho é estimar a validade e a confiabilidade (entre
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laboratérios) de dois testes de ELISA que utilizam antigenos de L. major ou de L.

infantum.

METODOS

Foi realizado um estudo de validacdo de técnicas de ELISA com antigenos
de L. major e L.infantum para o diagnédstico de LVC, tendo como padrédo-ouro 0s
testes parasitologicos; e um estudo de confiabilidade entre laboratorios, por meio da

estimativa de coeficientes de correlacao intraclasse (CCl).

Foram utilizadas amostras de soro canino e amostras de pele ou leséo
previamente coletadas de 1.600 cées, entre os anos de 2008 e 2010, em um estudo
multicéntrico realizado em quatro cidades endémicas para leishmaniose visceral
canina (LVC): Bauru, no Estado de Sao Paulo, Brasilia no Distrito Federal, Palmas,
no Estado do Tocantins e Fortaleza, no Estado do Ceara, das Regifes Sudeste,
Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil, respectivamente. De cada municipio
trabalhado foram escolhidos trés bairros com prevaléncias da LVC igual ou superior
a 10%. Os animais foram selecionados sem avaliacao clinica ou diagndstico
laboratorial prévio. A inclusdo dos cédes foi por meio de aleatorizacdo sistematica
das casas por rua trabalhada em cada um dos bairros selecionados. A partir da
primeira casa os domicilios foram selecionados alternadamente até completar a

amostra de 400 cédes em cada uma das quatro cidades.

As amostras cutadneas foram utilizadas para pesquisa parasitoldgica pelas
técnicas de visualizagdo direta de parasitos em cortes histopatologicos corados
com hematoxilina-eosina, para teste imunohistoquimico segundo Figueiredo e al.
(17), e para o isolamento do parasito em meio de cultura segundo Madeira et al.
(18). As amostras foram processadas no Laboratério de Vigilancia em
Leishmaniose do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo
Cruz (IPEC/FIOCRUZ-RJ) referéncia nacional no diagnéstico parasitologico das
Leishmanioses. As técnicas citadas constituiram o padréo-ouro, sendo considerado
um caso positivo para a infeccdo por L. infantum o animal que apresentasse

positividade em pelo menos um dos testes descritos acima.
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Foram validados dois testes de ELISA produzidos por Bio-Manguinhos:
ELISA com antigenos brutos de Leishmania major, produto registrado no Ministério
da Agricultura e Pecuaria — MAPA e utlizado atualmente nos servicos de
diagnostico oficial e o ELISA com antigeno brutos de Leishmania infantum, produto
piloto, produzido pelo mesmo fabricante para essa avaliacdo e nao disponivel no

mercado.

A validacdo da acuracia dos testes foi realizada nos meses de margo e abiril
de 2010, pelo Laboratoério de Referéncia Nacional pertencente a Fundacgao Ezequiel
Dias (FUNED-MG) na cidade de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. No
mesmo periodo, foi realizada a avaliacdo da confiabilidade dos testes, em trés
laboratérios de complexidades distintas que executam a rotina do diagnéstico da
LVC: a) Laboratério de Referéncia Nacional(FUNED-MG), b) Laboratério de
Referéncia Estadual no Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP) e c¢) Laboratério de Referéncia
Municipal no Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Campo Grande - MS
(CCZ-CG). A validagdo da acurécia e avaliagdo da confiabilidade foram realizadas
de maneira mascarada, sendo que os avaliadores ignoravam o resultado dos
exames que constituiram o padrdo-ouro. Os soros foram criopreservados no
Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IPEC/FIOCRUZ-RJ) e enviados em gelo seco ao Laboratério de Referéncia
Nacional (FUNED-MG) com identificagdo codificada. As amostras foram
posteriormente descongeladas e separadas em aliquotas de 100uL em tubos tipo
eppendorf que foram entdo enviadas sob refrigeracdo em gelo reciclavel ao IAL-SP
e para o CCZ-CG para a execucédo dos ensaios.

Os protocolos para a realizacdo das técnicas de ELISA utilizados nos trés
laboratérios foram idénticos e se basearam nas recomendacfes do fabricante do
conjunto diagnéstico (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil). A leitura e
estabelecimento das densidades oticas foi realizada com os equipamentos de uso
rotineiro dos laboratérios participantes: espectrofotbmetro para microplacas,
equipado com filtro de 450nm para leitura e sem a utilizacao de filtro de referéncia
(620-630nm). O calculo do cut-off foi de duas vezes a média da densidade 6tica dos
controles negativos presentes na placa, conforme recomendacdo do fabricante.

Amostras que apresentaram densidade 6tica com valores entre o valor obtido do
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cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o valor do cut-off foram consideradas
indeterminadas e retestadas. Aquelas que mantiveram o status ‘indeterminado”
foram incluidas entre os soros negativosPara padronizacao das densidades oOticas
(DO) das amostras, dividiu-se as densidades oticas (DO) obtidas pela amostra pelo
seu respectivo cut-off. O produto dessa divisdo foi denominado de indice da
densidade otica (IDO), que foi utilizado para a avaliacdo de confiabilidade entre

laboratérios, por meio do calculo dos coeficientes de correlacdo intraclasse (CCl).

Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram
estimadas as seguintes medidas: sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo, valores preditivos negativos, area abaixo da curva ROC (AUC) e
coeficientes de correlagdo intraclasse como medida de confiabilidade. Os
coeficientes de correlagéo intraclasse foram calculados a partir do modelo Two-way
Random para absoluta concordancia. Foram estimados os respectivos intervalos de
95% de confianga. Foi ainda realizada analise de sensibilidade para a estimativa de
valores preditivos segundo diferentes estimativas de prevaléncia tendo como
referéncia a prevaléncia estimada em outros estudos (19,20,21,22,23,24,25).

CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi desenvolvido apos a aprovacdo pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Fundacao Instituto Oswaldo Cruz (CEUA — FIOCRUZ), sob a licenca
L-38/08. Todos os proprietarios de caes que participaram da do experimento deram

permicdo para a inclusédo e assinaram o termo de livre consentimento.

RESULTADOS

Das 1.600 amostras de soro enviadas aos laboratérios participantes, 150
foram excluidas das analises, pois apresentavam resultados parasitoloégicos
inconclusivos pelas técnicas utilizadas como padrdo-ouro no IPEC/FIOCRUZ e 25

amostras foram excluidas pela insuficiéncia de material para a realizacdo de todos
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os testes soroldgicos em todos os laboratorios. Assim, foram incluidos no estudo as
amostras de soro de 1.425 caes, dos quais, 98 (6,9%) foram classificados como
positivos e 1.327 (93,1%) como negativos, pelo padréo-ouro.

Os resultados da acurécia do teste de ELISA com antigenos de L. major e L.
infantum em cada laboratério estdo demonstrados na Tabela 1. A sensibilidade foi
de 91,84% a 97,589,80 1C95%) a 91,7% (85,1 a 98,4 IC95%) entre os trés
laboratérios e com antigeno de L. infantum variou de 80,6% (73,0 a 88,2 IC95%) a
89,8% (84,0 a 95,7 IC95%); e a especificidade 7 variou de 83,57 a 82,59 para L.
major e L. infantum respectivamente. A figura 1 apresenta os resultados da analise
de sensibilidade para o calculo dos valores preditivos positivos e negativos
baseados na variacéo de soroprevaléncia entre 1 a 65%.

A é&rea sob a curva ROC foi de 0,920 e 0,898 para L. major e |. infantum

respectivamente (Figura 2).

Os coeficientes de correlacéo intraclasse médios dos testes com antigenos
de L. major, variaram entre 0,890 e 0,948 e com os antigenos de L. infantum entre
0,818 e 0,879 (Tabela 2).

DISCUSSAO

A relacdo entre os casos humanos de LV e a prevaléncia da enzootia canina
tem levado a mdultiplos esforcos para reduzir os riscos de transmissao. Um
importante pilar do Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral
(PNCLV) do Ministério da Saude do Brasil € a vigilancia de reservatorios por meio
da identificacdo e eutanasia dos caes infectados. A busca por testes diagnésticos
acurados que possam satisfazer os anseios, tanto da saude publica como dos
proprietérios de caes residentes em &areas endémicas, quanto a confiangca em um

diagnostico valido, é o grande desafio dos pesquisadores.

A avaliacdo da soroprevaléncia canina em areas endémicas pode gerar
muitas duavidas dependendo da sensibilidade e a especificidade dos testes

utilizados, que tem sido varidveis entre diversos estudos de validacdo Estas
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variagbes poderiam estar relacionadas principalmente as diferencas entre a
populacdo de referéncia e as estratégias de amostragem que tém sido utilizadas
para o processo de validagdo, assim como, pelas caracteristicas técnicas do teste,
competéncia do laboratério, o padrdo-ouro escolhido e o ponto de corte para a
interpretacdo (26). Entretanto, fatores biolégicos podem afetar a acuracia dos
testes soroldgicos. A sensibilidade pode variar com o estadio da infec¢cdo ou o
estado imunologico do hospedeiro, assim como menor especificidade pode ser
explicada por reacdes cruzadas com outros agentes ou quando esta propriedade é
estimada em cées que realmente estao infectados porém néo sdo adequadamente
detectados pelo padrao-ouro (26). Testes diagndsticos baseados em antigenos
recombinantes mais especificos estdo sendo desenvolvidos, porém a baixa
sensibilidade dificultam o seu uso como ferramenta de primeira escolha para

inquéritos epidemioldgicos e programas de controle.

A partir desses principios, o presente estudo avaliou a acurdcia e a
reprodutibilidade do ELISA BIO-MANGUINHOS® com antigenos de L. major e
antigeno de L. infantum frente a um painel de amostras de soros caninos que
abrangeu o largo spectro da infecgdo por Leishmania,desde animais assintoméaticos
para aqueles seriamente enfermos, que pela sua composicdo representa a
realidade da LV canina no Brasil. Destaca-se que o método aleat6rio na selecao
dos caes contribuiu para a reducao do viés de selecdo que costuma afetar os
estudos de validacdo onde h& uma representacdo desequilibrada a favor dos caes
sintomaticos. Destaca-se, ainda, neste estudo, o rigor técnico e a abrangéncia dos
métodos que compuseram o padrdo-ouro. Entretanto, nosso padréo de referéncia
pode falhar na detecgéo de cées assintomaticos que apresentam poucos parasitas
nos tecidos, produzindo erros de classificagdo e substimando os reais valores da

especificidade dos testes avaliados.

Na comparando da sensibilidade entre os dois antigenos o desempenho foi
semelhante. Barbosa-De-Deus et al.(27) obtiveram melhores resultados da
sensibilidade (98%) e especificidade (95%), com um teste de ELISA utilizando
antigeno obtido de promastigotas de L. major-like em amostras de 1741 animais
(1582 negativas e 159 positivas). Similar resultados com sensibilidade de 97% e

especificidade de 98% foi descrito por Scalone et al. (28) para amostras de 415
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animais (157 positivos e 258 negativas) utilizando antigeno recombinante rk39.
Carvalho et al. (29) observou 100% de sensibilidade e especificidade utilizando um
ELISA in house com antigenos de L. infantum em amostras de 125 animais (110
positivas e 15 negativas). O fato da utilizacdo de outro teste soroldgico como
padrdo de referéncia pode ser uma desvantagem jA que os testes avaliados
estariam detectando o mesmo fendmeno de elevagéo de anticorpos detectado pelo
padrdo-ouro e, portanto, teriam maior probabilidade de concordancia,

superestimando os valores de sensibilidade e especificidade.

Achados de Oliveira et al.(30) testando técnica de ELISA com antigeno de L.
infantum/chagasi foram de 90% e 100% para a sensibilidade e especificidade,
respectivamente. Foram testadas 101 amostras, das quais, 30 de caes com
diagnéstico parasitolégico comprovado e 71 negativas (41). Para o célculo da
sensibilidade os pesquisadores utilizaram somente o soro de caes com diagnostico
parasitolégico confirmado e para a especificidade somente os soros considerados
negativos, o que melhora artificialmente a acuracia dos testes. Rosério et al (31)
compararam os testes de ELISA com antigenos brutos de L. amazonensis e L.
chagasi/infantum e antigenos recombinantes rK39 e rK26. Seus resultados em soro
foram de: sensibilidade de 100% (95,6 a 100 IC95%) para L. amazonensis, 98%
(92,7 a 99,7 1C95%) para L. chagasi/infantum, 98,1% (92,7 a 99,7 1C95%) para o
antigeno rk39, e 99,1% (94,1 a 100 IC95%) para o antigeno rk26. A especificidade
foi 100% (83,4 a 100 1C95%) para L. amazonensis, 100% (83,4 a 99,7 1C95%%)
para L. chagasi/infantum, 100% (83.4 a 100 1C95%) para o antigeno rK39 e 96%
(77,7 a 99,8%) para o antigeno rk26. O namero de amostras testadas foi de 131
(106 positivas e 25 negativas). Lira & Cavalcanti (32) trabalharam com o teste de
ELISA com antigeno L. major-like (Bio-Manguinhos®) utilizado na rotina do
programa brasileiro em uma amostra de 41 animais (25 positivos e 16 negativos) e
obtiveram resultados de 72% (50,4-87,1) de sensibilidade e 87,5% (60,4-97,8%) de
especificidade (40). Além da imprecisao das estimativas neste estudo, os autores
utilizaram como controles negativos animais de areas indenes e isso pode ter
influenciado favoravelmente os resultados da especificidade. Pinheiro et al. (32)
compararam o0s testes de ELISA utilizando o antigeno recombinante cisteina
proteinase (rLdccysl) e os antigenos com lisados de amastigotas e de
promastigotas de L. chagasi, os resultados obtidos para a sensibilidade foram de
98% (rLdccysl), 89% (amastigotas) e 86% (promastigotas) e de 96%, 69% e 68%
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para a especificidade, respectivamente. Da mesma forma que Oliveira et al. (30) os
pesquisadores utilizaram para calcular a sensibilidade somente em soros de caes
com diagnéstico parasitologico confirmado (209 animais) e para a especificidade
somente 0s soros de 68 animais considerados negativos, incluindo entre eles 46
soros de cdes com outras enfermidades. No entanto, as amostras de caes foram

amostras de conveniéncia sujeitas a viés de selecao.

Em relacdo aos valores preditivos apresentados na Tabela 1, observamos
que o valor preditivo negativo apresenta-se elevado, (99,28 e 99,09), indicando a
6tima sensibilidade dos testes. Por outro lado, o valor preditivo positivo com
antigeno de L. major foi de 29,61% e com antigenos chagasi de 27,85% o que
representa uma grande preocupacao, pois em cenarios de prevaléncia de infeccao
semelhantes a da amostra estudada de 6,9% seriam eliminados pelo menos 3 caes
com resultado falso positivo por cada céo realmente infectado. Neste sentido, vale
lembrar que o padréo-ouro utilizado, embora composto, na tentativa de aprimorar a
capacidade de deteccdo da infecgdo, provavelmente continua sendo imperfeito,
deixando de identificar alguns animais verdadeiramente infectados, o que causa
impacto sobre o desempenho da especificidade e do VPP.

Como observamos na Figura 1 o valor preditivo dos testes esta
estreitamente vinculado a prevaléncia da enfermidade. Como jA& mencionamos
anteriormente a prevaléncia da LV canina é muito variavel e as decisdes tomadas
pelos profissionais de saude devem levar em conta os valores preditivos esperados
usando os testes sorologico para o controle. Sobre esse respeito testes sensiveis
sdo fundamentais para os programas de vigilancia e controle da leishmaniose,
desde que eles possibilitem que o maior numero de animais verdadeiramente
infectados sejam retirados do ambiente. Por outro lado, testes especificos sdo mais
importantes para confirmacdo de casos clinicos suspeitos, sendo mais importantes
para médicos veterinarios dedicados ao cuidado individual (14). Barbosa-De-Deus
et al. (27) estudaram uma amostra de conveniéncia importante de cdes com LV, e
com uma prevaléncia de 9,13% (159/1741) obtiveram bons resultados nos valores
preditivos (100% no VPN e 66% no VPP), porém, o padrao-ouro empregado foi
outro teste sorologico (IFl) deve ser levado em consideracdo para esses resultados,

incorrendo no viés de sele¢gdo anteriormente mencionado.
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Em nosso estudo os indices de concordancia intraclasses indicam que os
testes possuem uma concordancia quase que perfeitas (>0,81) entre laboratérios
de diferentes niveis de complexidade. Esse resultado € muito relevante, pois a
reprodutibilidade adequada é essencial para evitar a eutanasia desnecessaria de
cées e otimizam o0s custos laboratoriais. Considerando que a acuracia dos testes
utilizando antigenos de L. infantum ou L. major ndo apresentam diferencas
significativas ndo foram encontradas evidéncias que sustentem a necessidade de
mudar a composi¢do antigénica do ensaio imunoenzimatico disponivel no Brasil

para o diagndstico da LV canina.
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Figura 1. Andlise de sensibilidade dos valores preditivos positivo e negativo
dos testes de ELISA com antigenos de Leishmania major ou Leishmania
infantum Bio-Manguinhos® segundo as variacbes da prevaléncia de
leishmaniose visceral canina tendo como referéncia os valores de
sensibilidade e especificidade obtidos no laboratorio de referéncia nacional

FUNED-MG, Brasil, 2011.
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Tabela 1 — Resultados da validacdo da acuracia dos testes de ELISA com antigenos de Leishmania major ou Leishmania

infantum (Bio-Manguinhos®) em amostras de soros de cdes de regides endémicas para leishmaniose visceral no Brasil,

realizadas pelo Laboratério de Referéncia Nacional — Fundacdo Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Minas Gerais (FUNED —

MG), 2011.

Medidas

ELISA (Leishmania major)

ELISA (Leishmania infantum)

Sensibilidade %
IC95%
Especificidade %
IC95%
VPP2 %
IC95%

VPNP %
1C95%

91,84
(86,42 — 97,26)
83,75
(81,76 - 85,74)
29,61
(24,47 — 34,74)
99,28
(98,78 - 99,78)

89,80
(83,80 - 95,79)
82,69
(80,64 - 84,73)
27,85
(22,91 — 32,79)
99,09
(98,53 — 99,65)

a Valor preditivo positivo

b Valor preditivo negativo
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Figura 2.

ROC Curve
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1 - Especificidade

Area sob a curva
Testes Area  ErroPadrio Significancia 1C95%

Limite inferior  Limite superior
L. infantum 0,898 0,019 0,000 0,861 0,936
L. major 0,920 0,018 0,000 0,885 0,954
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Tabela 2 — Coeficientes de correlacdo intraclasse médios dos testes de
ELISA com antigenos de Leishmania major ou Leishmania infantum Bio-
Manguinhos®, entre laboratérios, em amostras de soros de cédes de regides

endémicas para leishmaniose visceral no Brasil, 2011.

. IDO? - L. major IDO - L. infantum
Laboratoérios b
CCl CCl

CCZ-CGE x IAL-SP® 0,904 0,818
IC95% 0,884 - 0,919 0,791 - 0,841

IAL-SP X FUNED-MG*® 0,948 0,879
IC95% 0,942 - 0,953 0,865 - 0,891

CCZ-CG x FUNED-MG 0,890 0,875
IC95% 0,876 - 0,902 0,834 - 0,903

2 1DO — indice de densidade dtica

b CCl - Coeficiente de correlacdo intraclasse

¢ CCZ-CG - Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande

d JAL-SP - Instituto Adolfo Lutz

€ FUNED-MG - Fundacao Ezequiel Dias
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Resumo

Leishmaniose visceral é uma enfermidade parasitdria grave causada pelo protozodrio
Leishmania infantum (sin. Leishmania chagasi). No Brasil, a LV é endémica e apresenta um
processo de urbanizacdo desde 1980, constituindo um grave problema de salde publica. Os
cdes domésticos sao incriminados como os principais reservatérios da L. infantum. Uma das
medidas de controle utilizada no Brasil para a interrup¢do do ciclo de transmissdo é a
eutanasia de c3es sororreatores para leishmaniose. Na identificacdo de cdes infectados
os testes soroldgicos sdo ferramentas de eleicdo. Como método diagndstico para LV
canina o programa brasileiro recomendava a utilizagdo da combinagao de duas técnicas
soroldgicas: ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA)
(triagem) e imunofluorescéncia indireta (IFl)(confirmatdrio). O objetivo deste trabalho é
estimar a acuracia dos testes de ELISA e IFl aplicados em combinacdo sequencial ou de
forma paralela, analisando os valores preditivos positivos destas abordagens em
prevaléncias variaveis de infeccdo canina. No desempenho individual, observou-se uma boa
sensibilidade dos testes, 91,8% para ELISA e 90,8% para a IFl. A especificidade do ELISA foi
de 83,4% e da IFl foi de 53,4%. Utilizados de forma combinada em paralelo o desempenho
da sensibilidade global subiu para 99,2%, porém a especificidade reduziu para 44,8%. Na
utilizacdo dos testes em série (ELISA seguido de IFl) observou-se uma diminui¢do na
sensibilidade (83,3%) e melhora na especificidade (92,5%). A combinagdo destes testes
diagndsticos, particularmente quando utilizados em série, melhorou a especificidade da
abordagem diagnéstica, sem perda substancial da sensibilidade. A combinagdo em série
destes testes pode satisfazer os anseios, tanto da saude publica como dos proprietarios de
cdes residentes em dreas endémicas, por uma abordagem diagndstica mais acurada da

leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: Validag&o de testes; Confiabilidade; Leishmaniose visceral;

Leishmania infantum; Sorologia; Céaes.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral no continente americano € uma enfermidade
parasitaria grave causada pelo protozoario Leishmania infantum (sin.
Leishmania chagasi) (1-3). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) inclui as
leishmanioses entre as principais doencas tropicais negligenciadas,
definidas como doencas em expansao e para as quais ndo se dispde de
instrumentos de controle adequados (4). A transmissdo nas Américas se da
principalmente pela picada de fémeas de flebotomineos das espécies
Lutzomyia longipalpis (5-6), Lutzomyia cruzi (7) e Lutzomyia evansi (8;9).

No Brasil, a LV € endémica e apresenta um processo de urbanizacédo desde
1980, constituindo um grave problema de saude publica, devido a sua ampla
distribuicdo no pais e disperséo para regides consideradas indenes (10-12),
bem como pela gravidade das suas formas de apresentacdo clinica que
podem levar o individuo a morte na auséncia de tratamento adequado e
oportuno. Ha registros de casos humanos em 21 das 27 Unidades
Federativas, com média anual de 3.156 casos nos ultimos dez anos e
incidéncia aproximada de 2 casos por 100.000 habitantes (13).

O estreito relacionamento entre humanos e cades domésticos, o acentuado
parasitismo cutaneo nos caes, a comprovada capacidade de caes infectados
de infectar flebotomineos e a ocorréncia da enzootia canina precedendo 0s
casos humanos, sugerem que o cao doméstico seja o principal reservatorio
da L. Infantum em meio urbano (14). Estudos reforcam esta concluséo, ao
apontarem associacdo consistente entre a prevaléncia de seropositividade
canina e o risco de desenvolvimento da doenca humana (15). Nesse sentido
a OMS recomenda que antes de iniciar as atividades de controle deve-se
prestar especial atencdo ao estudo de distribuicdo e frequéncia da
enfermidade nos cées, através inquéritos sorologicos (16).

O Programa de Vigilancia e Controle da LV no Brasil tem como principal objetivo a
reducdo do numero de casos e de Obitos humanos por meio do diagnéstico e do
tratamento oportuno dos casos humanos e do controle vetorial e do reservatorio

urbano. No Brasil uma das medidas de controle voltada para o reservatério urbano

€ a eutanasia de caes soropositivos para leishmaniose tendo como objetivo a
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reducdo da transmissdo para os humanos. A Organizagdo Mundial de Saude
considera a triagem sorolégica e a eutanasia dos cdes soropositivos como uma
medida para o controle da LV, porém, aponta falhas na efetividade dessa acéo,
como o periodo prolongado entre o diagnostico e a eutanasia, a cobertura parcial
das populacdes caninas nos inquéritos, a imediata reposicdo dos animais
eutanasiados por caes mais jovens e susceptiveis a infeccdo e problemas com a
acuracia dos testes empregados para o diagnéstico sorolégico (16). A eutanasia de
cées infectados tem sido motivo de ampla polémica (16), no entanto, ha consenso
guanto a necessidade de aprimorar os testes sorolégicos para conseguir estimar de
forma mais acurada a magnitude da infec¢cdo na populagéo canina e a sua evolugéo
ao longo do tempo, principalmente quando essa populagdo é alvo de intervencdes

para o controle da transmissao (18).

Como método diagnéstico para LV canina o programa brasileiro recomendou até
2012 a utilizacdo da combinacdo de duas técnicas soroldgicas: ensaio
imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assays - ELISA) como método de
triagem e imunofluorescéncia indireta (IFI), como exame confirmatodrio da infecgéo.
Ambos os testes utilizam antigenos brutos purificados de L. major produzidos pelo
laboratorio Bio-Manguinhos da Fundagdo Oswaldo Cruz/RJ (19). No entanto, a
estratégia do uso combinado de testes para o diagndstico da LV canina nunca foi
submetida a um estudo de validacdo abrangente, utilizando uma amostra grande de

caes oriundos de areas endémicas.

O objetivo deste trabalho é estimar a acuracia dos testes de ELISA e IFI
aplicados em combinacdo sequencial ou de forma paralela e avaliar os
valores preditivos positivos destas abordgens em situacoes de prevaléncias

variaveis de infeccdo canina observadas no cenéario brasileiro.

MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foi utilizado um painel de soros coletado de 1.600 caes,
entre os anos de 2008 e 2010, em um estudo multicéntrico realizado em
quatro cidades endémicas com prevaléncia prévia estimada de ~10% para
leishmaniose visceral canina (LVC), como relatado anteriormente (19). Os

animais foram selecionados sem avaliacéo clinica ou diagndéstico laboratorial
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prévio. A inclusdo dos cédes foi por meio de amostragem sistematica das
casas por rua trabalhada em cada um dos bairros selecionados. A partir da
primeira casa o0s domicilios foram selecionadas alternadamente até
completar a amostra de 400 cdes em cada uma das quatro cidades. De
todos os animais selecionados foram coletadas amostras de soro, pele
integra e de lesdo, quando presente.

Nas amostras cutaneas foi realizada pesquisa parasitologica pelas técnicas
de visualizacdo direta de parasitos em cortes histopatolégicos corados com
hematoxilina-eosina, para teste imunohistoquimico e para o isolamento do
parasito em meio de cultura no Laboratério de Vigilancia em Leishmaniose
do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IPEC/FIOCRUZ-RJ). As técnicas citadas constituiram o padrdo de
referéncia, sendo considerado um caso positivo para a infeccdo por L.
infantum o animal que apresentasse positividade em pelo menos um dos
testes descritos acima.

Os testes sorologicos foram realizados no Laboratorio de Referéncia
Nacional para Leishmaniose Visceral da Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED),
Belo Horizonte — Minas Gerais, nos meses de marco e abril de 2010 de
maneira mascarada, os avaliadores desconheciam o resultado dos exames
gue constituiram o padréo de referéncia.

Os protocolos para a realizagdo das técnicas de ELISA e IFI seguiram as
recomendacdes do fabricante dos conjuntos diagnésticos (BIO-
MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil). A leitura foi realizada com os
equipamentos de uso rotineiro dos laboratorios participantes:
espectrofotometro para microplacas, equipado com filtro de 450nm para
leitura e sem a utilizacédo de filtro de referéncia (620-630nm) para os testes
de ELISA e de microscépio de imunofluorescéncia para a IFIl. O cut-off
utilizado para o teste de ELISA foi de duas vezes a média da densidade
Otica dos controles negativos presentes na placa, conforme recomendacéo
do fabricante. Amostras que apresentaram densidade Otica com valores
entre o valor obtido do cut-off e um valor correspondente 1,2 vezes o valor

do cut-off foram consideradas indeterminadas e retestadas. Aquelas que
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mantiveram o status ‘“indeterminado” foram incluidas entre os soros
negativos, ja que para animais nessa condicdo ndo se recomenda a
eutanasia e uma nova amostra de soro deve ser coletada 30 dias apos o
primeiro resultado. O ponto de corte da IFl utlizado foi de >1:40,
recomendado pelo fabricante e a leitura foi realizada por dois avaliadores de
forma independente.

Os resultados obtidos nos exames laboratoriais foram organizados em
planilhas Excel e analisados no programa SPSS 16 para Windows. Foram
estimadas as medidas de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo dos testes individualmente e combinados com o0s

respectivos intervalos de confianca de 95%.

RESULTADOS

Das 1.600 amostras de soro enviadas aos laboratoérios participantes, 150
foram excluidas das analises pois apresentavam resultados parasitolégicos
inconclusivos pelas técnicas utilizadas como padrdo de referéncia e 25
amostras foram excluidas pela insuficiéncia de material para a realizacédo de
todos os testes. Assim, foram incluidas no estudo as amostras de soro de
1.425 caes, dos quais, 98 (6,9%) foram classificados como positivos e 1.327
(93,1%) como negativos, pelo padrdo de referéncia. No desempenho
individual, o estudo demonstrou sensibilidade de 91,8% para o ELISA e
90,8% para a IFI. A especificidade do ELISA foi de 83,9% e da IFI foi de
53,4%. Quando utilizados de forma combinada de forma paralela a
sensibilidade aumentou para 99,2%, porém, a especificidade diminuiu para
44,8%. Na utilizacdo dos testes em série (ELISA seguido de IFI) observou-se
uma diminuicdo da sensibilidade para 83,3% e aumento na especificidade
para 92,5% (Tabela 1).

A andlise para os cendrios com prevaléncias menores de 10% revelou que o VPP
torna-se critico nestas situagfes, podendo-se prever a classificacdo de um ou mais

cées ndo infectados como sendo soropositivo para cada céo infectado classificado

corretamente (Figura 1).
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DISCUSSAO

A prevaléncia de caes infectados vivendo em &reas endémicas no Brasil apresenta
ampla variacdo de 1% a 67% (21-25). O controle do reservatério canino por meio
de inquéritos sorologicos para a identificacdo de cées infectados e a sua posterior
eutanasia tem sido desenvolvido dentro de um cenario considerado inadequado,
dentre outros aspectos, pelas limitacdes dos métodos de diagnostico (26). A
avaliacdo da soroprevaléncia canina em areas endémicas pode gerar muitas
duvidas dependendo da sensibilidade e a especificidade dos testes utilizados, que
tem demonstrado acuracia variavel entre diversos estudos de validagéo (27). Estas
variagbes poderiam estar relacionadas principalmente com as caracteristicas
especificas da populagcdo de cées alvo da avaliagdo e as estratégias de
amostragem que tém sido utilizadas para o processo de validacdo. Outras fontes de
variacdo tem origem nas caracteristicas técnicas do teste, na proficiéncia do
laborat6rio, no padréo de referéncia escolhido para a comparagédo e no ponto de
corte utilizado para a interpretacdo dos resultados. Fatores bioldgicos também
podem afetar a acuracia dos testes sorologicos, sendo que a sensibilidade pode
variar de acordo com o estadio da infeccao ou o estado imunoldgico do hospedeiro,
assim como a reducéo da especificidade pode ser explicada por reacdes cruzadas
com outros agentes infecciosos ou quando esta propriedade é estimada em cées
que realmente estdo infectados, porém, ndo sdo adequadamente detectados pelo

padrdo de referéncia (28).

A utilizacdo de testes muito sensiveis, que detectem o maior numero
possivel de animais infectados e evitem a manutencédo desses no ambiente
seria 0 mais recomendavel para as acdes de saude publica que pretendem
reduzir a intensidade de transmissdo da infeccdo. Por outro lado, as
associacOes de defesa dos animais, clinicos veterinarios e proprietarios
buscam a seguranca de que somente aqueles animais verdadeiramente
positivos sejam encaminhados para eutanasia e para isso, testes mais
especificos sdo desejaveis. O grande desafio é satisfazer essa crescente
necessidade de testes altamente sensiveis e especificos. Testes

diagnosticos utilizados de forma combinada podem melhorar a acuracia do
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diagndstico e poderiam satisfazer as necessidades relativas as intervencoes
em saude publica como dos proprietarios de caes residentes em areas

endémicas.

O presente estudo avaliou a acuracia individual e combinada dos testes
ELISA e IFI (BIO-MANGUINHOS®, Rio de Janeiro, Brasil) utilizados na rotina
laboratorial das acfes de vigilancia e controle da LV no Brasil. Os resultados
agui apresentados sdo consistentes com os resultados obtidos por Lira e
colaboradores (2006) que apontam uma melhora significativa na
sensibilidade dos testes de 72,0% (ELISA) e 68,0% (IFI) para 92,0% com
gueda do desempenho da especificidade de 87,5% em ambos 0s testes para
75%, quando utilizados de forma paralela. Ainda no estudo de Lira e
colaboradores (2006), na combinacdo sequencial houve ganho na
especificidade (100%) e reducéao da sensibilidade para 48%. Esses autores
recomendam o0 uso dos testes em paralelo, para areas de alta prevaléncia,
reduzindo o niamero de animais infectados que poderiam permanecer no
ambiente, por outro lado, para areas de baixa prevaléncia a utilizacdo dos
testes em série se mostraria mais adequado (29). Nossos resultados,
simulados para diversas prevaléncias reforcam o0 sentido das

recomendacdes desses autores.

Levando em conta a prevaléncia real da infeccdo no painel de amostras
utilizadas no presente trabalho, a estratégia de aplicacdo dos testes em série
utilizado no Brasil seria o0 mais adequado a realidade. O uso combinado,
apesar da perda de sensibilidade, permite um aprimoramento do valor
preditivo positivo, diminuindo as consequéncias indesejaveis da eutanasia

de cées que realmente nao estao infectados.

A recente modelagem matematica desenvolvida por Costa e colaboradores
(2013) revela que a sensibilidade e a especificidade dos testes diagndésticos
aplicados para o controle da LV canina seriam determinantes do sucesso ou
insucesso da estratégia de eliminacéo de cées soropositivos. Nesse modelo,
em cenarios com forca de transmisséo baixa e moderada, a eliminacdo de

cdes baseada no resultado de um teste com sensibilidade de 90% e
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especificidade de 80% aplicado na populacdo canina sintomatica e
assintomatica teria impacto significativo na transmissdo no longo prazo. O
estudo também sugere que para se manter uma estratégia de triagem e
eliminagdo de unicamente cées sintoméaticos com o mesmo impacto no
longo prazo, seria necessario que a sensibilidade do teste fosse no minimo
de 90% e que a estratégia isolada de eliminacdo canina ndo seria suficiente
para ter impacto em cenarios com elevada forca de transmisséao (26). O
presente estudo demonstrou que € possivel o aprimoramento da acuracia
diagndstica por meio do uso combinado dos testes de forma sequencial,
atingindo sensibilidade e especificidade que de acordo com a modelagem
matematica descrita acima seriam adequadas para a intervencdo de
eliminacdo canina em cenarios com forca de transmisséo baixa e moderada.
No entanto, quando é levado em consideracdo o valor preditivo positivo da
combinacao de testes no cenario da prevaléncia real encontrada no estudo,
seria diagnosticado e eliminado um cdo sem a infeccdo por cada céo
infectado corretamente diagnosticado e eliminado. Sendo assim, os dados
agui apresentados séo de extrema relevancia para dar suporte as previsoes
obtidas por meio dos estudos de modelagem mateméatica com parametros
validos de sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos utilizados.
Uma limitacdo da abordagem baseada nos dois testes estudados € o
problema operacional relativo a demora para a retirada dos caes infectados
que sO os testes rapidos aplicados diretamente no campo seriam capazes de
resolver, no entanto, a acuracia demonstrada pelos testes rapidos ainda esta
aguém do necessario para poder aplica-los de maneira isolada para o
diagndstico da LV canina (30). Em concluséo, os resultados demonstram
que é possivel o aprimoramento da acuracia diagnostica por meio do uso da
estratégia de combinacdo de testes e que no presente cenario de controle
da LV canina no Brasil, a acuracia dos dois testes utilizados
sequencialmente alcancou sensibilidade e especificidade suficientes para o
controle da LV canina em cenarios com for¢ca de transmissao baixa ou

moderada.

72



CONSIDERACOES ETICAS.

O projeto foi desenvolvido apds a aprovacdo pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz (CEUA — FIOCRUZ), sob a
licenca L-38/08.

SUPORTE FINANCEIRO.

O estudo foi financiado parcialmente pelo Ministério da Saude do Brasil, O
Instituto de Pesquisas Evandro Chagas, FIOCRUZ-RJ e o Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq

AGRADECIMENTOS

Agradecemos a toda equipe de profissionais do Laboratério de Referéncia
Nacional em Leishmaniose da Fundagdo Ezequiel Dias pelo auxilio no

processamento das amostras.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Schonian G, Mauricio I, Cupolillo E. Is it time to revise the nomenclature of
Leishmania? Trends Parasitol 2010 Oct;26(10):466-9.

2. Leblois R, Kuhls K, Francois O, Schonian G, Wirth T. Guns, germs and dogs: On
the origin of Leishmania chagasi. Infect Genet Evol 2011 Jul;11(5):1091-5.

3. Shaw JJ. Further thoughts on the use of the name Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi for the aetiological agent of American visceral leishmaniasis. Mem
Inst Oswaldo Cruz 2006 Aug;101(5):577-9.

4. WHO (2010a) First WHO report on neglected tropical diseases 2010: working to
overcome the global impact of neglected tropical diseases.

5. Lainson R, Rangel EF (2005) Lutzomyia longipalpis and the eco-epidemiology of
American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil: a review. Mem
Inst Oswaldo Cruz Dec;100(8): 811-827.

6. Soares RP, Turco SJ (2003) Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae): a review. An Acad Bras Cienc 75: 301-330.

7. Missawa NA, Veloso MA, Maciel GB, Michalsky EM, Dias ES (2011) [Evidence of

73



transmission of visceral leishmaniasis by Lutzomyia cruzi in the municipality of
Jaciara, State of Mato Grosso, Brazil]. Rev Soc Bras Med Trop 44: 76-78.

8. Travi BL, Velez ID, Brutus L, Segura |, Jaramillo C, et al. (1990) Lutzomyia
evansi, an alternate vector of Leishmania chagasi in a Colombian focus of visceral
leishmaniasis. Trans R Soc Trop Med Hyg 84: 676-677.

9. Feliciangeli MD, Rodriguez N, De Guglielmo Z, Rodriguez A (1999) The re-
emergence of American visceral leishmaniasis in an old focus in Venezuela. Il
Vectors and parasites. Parasite 6: 113-120.

10. Carranza-Tamayo CO, Carvalho Mdo S, Bredt A, Bofil MI, Rodrigues RM, et al.
(2010) Autochthonous visceral leishmaniasis in Brasilia, Federal District, Brazil. Rev
Soc Bras Med Trop 43: 396-399.

11. Marzochi MC, Fagundes A, Andrade MV, Souza MB, Madeira Mde F, et al.
(2009) Visceral leishmaniasis in Rio de Janeiro, Brazil: eco-epidemiological aspects
and control. Rev Soc Bras Med Trop 42: 570-580.

12. Tonini MA, Lemos EM, Reis AB, Vital WC, Dias ES, et al. (2012) First
description of autochthonous canine visceral leishmaniasis in the metropolitan
region of Vitoria, State of Espirito Santo, Brazil. Rev Soc Bras Med Trop 45: 754-
756.

13. BRASIL (2012b) LEISHMANIOSE VISCERAL - SITUA(}AO EPIDEMIOLOGICA.
In: SVS, editor: Secretaria de Vigilancia Epidemiologica. Disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area.cfm?id_area=1561
Acessado em 23/05/2012.

14. Belo VS, Werneck GL, Barbosa DS, Simoes TC, Nascimento BW, et al. (2013)
Factors associated with visceral leishmaniasis in the americas: a systematic review
and meta-analysis. PLoS Negl Trop Dis 7: e2182.

15. WHO (2010b) Control of the leishmaniases: Report of a meeting of the WHO
Expert Committee on the Control of Leishmaniases, Geneva, 22-26 March 2010.
Geneva.

16. Costa CH (2011) How effective is dog culling in controlling zoonotic visceral
leishmaniasis?A critical evaluation of the science, politics and ethics behind this
public health policy. Rev Soc Bras Med Trop 44: 232-242.

17. Romero GA, Boelaert M ( 2010) Control of visceral leishmaniasis in latin
america-a systematic review. . PLoS Negl Trop Dis 4(1): e584.

18. BRASIL (2012a) Leishmaniose visceral : recomendacdes clinicas para reducao

74



da letalidade. In: Saude Md, editor. Brasilia: Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica - Secretaria de Vigilancia em Saulde. Disponivel em:
(http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=31941
) Acessado em 21/05/2012

19. De Arruda MM, Cardoso FA, Hiamamoto RM, Brazuna JC, de Oliveira MR, et al.
(2013) Validity and reliability of enzyme immunoassays using Leishmania major or
L. infantum antigens for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis in Brazil.
PLoS One ;8: €69988.

20. Coutinho SG, Nunes MP, Marzochi MC, Tramontano N (1985) A survey for
American cutaneous and visceral leishmaniasis among 1,342 dogs from areas in
Rio de Janeiro (Brazil) where the human diseases occur. Mem Inst Oswaldo Cruz
80: 17-22.

21. Nunes MP, Jackson JM, Carvalho RW, Furtado NJ, Coutinho SG (1991)
Serological survey for canine cutaneous and visceral leishmaniasis in areas at risk
for transmission in Rio de Janeiro where prophylactic measures had been adopted.
Mem Inst Oswaldo Cruz 86: 411-417.

22. Franca-Silva JC, Barata RA, Costa RT, Monteiro EM, Machado-Coelho GL, et
al. (2005) Importance of Lutzomyia longipalpis in the dynamics of transmission of
canine visceral leishmaniasis in the endemic area of Porteirinha Municipality, Minas
Gerais, Brazil. Vet Parasitol 131: 213-220.

23. Monteiro EM, da Silva JC, da Costa RT, Costa DC, Barata RA, et al. (2005)
[Visceral leishmaniasis: a study on phlebotomine sand flies and canine infection in
Montes Claros, State of Minas Gerais]. Rev Soc Bras Med Trop 38: 147-152.

24. Mestre GL, Fontes CJ (2007) [The spread of the visceral leishmaniasis epidemic
in the State of Mato Grosso, 1998-2005]. Rev Soc Bras Med Trop 40: 42-48.

25. Costa DN, Codeco CT, Silva MA, Werneck GL. Culling dogs in scenarios of
imperfect control: realistic impact on the prevalence of canine visceral leishmaniasis.
PLoS Negl Trop Dis 2013;7(8):e2355.

26. Porrozzi R, Santos da Costa MV, Teva A, Falqueto A, Ferreira AL, et al. (2007)
Comparative evaluation of enzyme-linked immunosorbent assays based on crude
and recombinant leishmanial antigens for serodiagnosis of symptomatic and
asymptomatic Leishmania infantum visceral infections in dogs. Clin Vaccine
Immunol 14: 544-548.

27. Greiner M, Gardner IA. Epidemiologic issues in the validation of veterinary

75



diagnostic tests. Prev Vet Med 2000 May 30;45(1-2):3-22.

28. Lira RA, Cavalcanti MP, Nakazawa M, Ferreira AG, Silva ED, et al. (2006)
Canine visceral leishmaniosis: a comparative analysis of the EIE-leishmaniose-
visceral-canina-Bio-Manguinhos and the IFI-leishmaniose-visceral-canina-Bio-
Manguinhos kits. Vet Parasitol 137: 11-16.

29. Grimaldi G, Jr., Teva A, Ferreira AL, dos Santos CB, Pinto |, de-Azevedo CT, et
al. Evaluation of a novel chromatographic immunoassay based on Dual-Path
Platform technology (DPP(R) CVL rapid test) for the serodiagnosis of canine
visceral leishmaniasis. Trans R Soc Trop Med Hyg 2012 Jan;106(1):54-9.

76



Tabela 1 — Acuréacia dos testes de ELISA e IFI de forma individual e combinada

sequencialmente ou em paralelo, em amostras de soros de cdes de regides

endémicas para leishmaniose visceral no Brasil, 2011.

Testes
combinados Testes
Acuracia ELISA IFl em sequéncia | combinados
(ELISA seguido em paralelo
de IFI)
Sensibilidade - % 91,8 90,8 83,3 99,2
IC95% (86,3a297,3) | (84,2a97,5) | (756a91,0) | (88,8a 109,6)
Especificidade - % 83,9 53,4 92,5 448
1C95% (81,9a85,8) | (51,6a55,1) | (87,1a97,9) | (43,0a46,5)
VPP - % 29,5 12,6 44,9 11,7
1C95% (24,3a34,5) | (7,1a18,1) (34,4 a 55,1) (5,0 a 18,1)
VPN - % 91,1 98,7 98,7 99,8
1C95% (98,7a99,9) | (98,2a299,3) | (96,4 a 100) (98,9 a 100)
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Figura 1. Valores preditivos positivo e negativo dos testes de ELISA e IFI (Bio-

Manguinhos®) combinados sequencialmente ou em paralelo segundo niveis de

prevaléncia de leishmaniose visceral canina.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A importancia do reservatério canino no ciclo de transmissao da LV é consenso
entre os estudiosos do tema. A ocorréncia da infeccdo nos cdes usualmente precede ao
aparecimento na populagdo humana, sendo esses animais excelentes sentinelas para a
deteccdo precoce da presenga do agente etioldgico no meio, possibilitado que a¢ées de
vigilancia, monitoramento e controle sejam implementadas (Belo et al 2013; Belo et al

20137).

Para o controle da enfermidade humana tradicionalmente tem sido aplicadas
medidas voltadas para o reservatério canino, notavelmente, a eliminacdo de caes
sororreagentes, embora seja reconhecido o fato de que para se ter impacto na transmissao
seria necessdria a eliminacdo de uma parcela significativa dos cdes infectados de forma
sustentada (Dye 1996; Costa et al 2013). Uma das medidas preconizadas pelo programa
brasileiro de controle é a eutanasia de cdes soropositivos identificados em inquéritos
censitarios ou amostrais. Essa medida, em especial, gera muitos conflitos entre os
proprietarios de cades, os clinicos veterindrios e as autoridades sanitarias responsaveis pelo
trabalho de prevencgao e controle da LV. O desenvolvimento de testes de diagndstico que
propiciem a seguranca de encaminhar para a eutandsia apenas os animais realmente
infectados certamente minimizaria esses conflitos. Assim, estudos que possam contribuir
para o melhoramento da acurdcia, reprodutibilidade dos métodos de uso dos testes de
diagndstico tornam-se relevantes para toda a sociedade. Por outro lado, intervengdes
menos radicais como o uso de coleiras impregnadas com inseticidas também exigem um
diagnédstico acurado da infecgdo canina, principalmente para poder avaliar adequadamente

o impacto da intervencdo (Ferroglio et al 2008).
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O estabelecimento de um padrao-ouro de referéncia para o diagndstico da LV ndo é
uma tarefa simples. A deteccdo do parasito em amostras teciduais nos exames
parasitolégicos apresenta especificidade de quase 100%, porém a sensibilidade é afetada
pelo grau de parasitismo. Os testes moleculares podem se tornar uma ferramenta
importante no estabelecimento de um padrdao-ouro de referéncia, porem carecem de
padronizacdo das técnicas, dos alvos de amplificacdo e dos iniciadores da reacdo, assim
como da melhor definicdo das amostras de facil obtencdo e manuseio para tornar vidvel a
sua implantacdo em um programa de controle da abrangéncia do programa brasileiro. Da
mesma forma os métodos imunohistoquimicos carecem de padronizacGes para serem
utilizados em larga escala. A dificuldade no estabelecimento de um padrdao-ouro no
diagnédstico da LV é sem duvida o grande desafio das pesquisas de validacdo de testes de

diagnéstico.

Algumas estratégias tem sido desenvolvidas para superar a imperfeicdo do padrado
de referéncia para a validagdo de testes diagndsticos. Mais recentemente, a analise de
classes latentes tem sido aplicada ao cendrio de diagndstico da leishmaniose visceral
humana com resultados que demonstram a utilidade da sua aplicagdo (Machado de Assis et
al 2012) e uma abordagem semelhante poderia ser aplicada no cenario da leishmaniose

visceral canina.

Outro ponto a ser destacado é o custo financeiro para a aquisicio de
equipamentos, insumos e mdo de obra especializada que tornam as técnicas
parasitoldgicas, moleculares e imunohistoquimicas invidveis para uso em larga escala.
Assim, os métodos soroldgicos baseados na deteccdo de anticorpos, pela facilidade na

obtencdo de amostras e na execucdo das técnicas, tornaram-se os mais utilizados no pais,
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porém esses testes devem ser interpretados com cautela, uma vez que ndo apresentam

acurdcia muito elevada.

Além das dificuldades com os exames de certeza, a validacdo de testes sorolégicos
para o diagndstico da LVC enfrenta os desafios inerentes a implementagdo dos estudos de
validacdo em condicGes metodoldgicas adequadas. Isto exige a testagem consecutiva de
um grande numero de cdes para acumular suficiente nimero de amostras de individuos
realmente infectados, principalmente nos cendrios onde existe uma baixa prevaléncia da

infeccdo.

A combinacdo de testes melhora o desempenho individual destes, porém a escolha
do uso em série ou em paralelo deve levar em conta a prevaléncia da enfermidade na area
em estudo e os desafios operacionais para a implantagdo da estratégia diagndstica
escolhida. O programa brasileiro de controle da LV recomendava a utilizacdo dos testes
diagndstico canino combinados em série, iniciando com o teste de Elisa seguido pelo teste
de IFl, até 2013. Nesse ano, a recomendacdo foi alterada para o uso em série de um teste
rapido imunocromatografico como teste de triagem ao nivel de campo e o teste
imunoenzimatico no laboratério como teste confirmatdrio. Estudo recente de Coura-Vital e
colaboradores (2014) chama a atengdo para o uso sequencial do teste imunoenzimatico e
do teste imunocromatografico rapido e demonstra que a inversdo da sequéncia atualmente
recomendada traria vantagens na acurdcia do uso combinado. Certamente, as
consideracgdes a respeito da viabilidade operacional das duas estratégias discutidas acima
determinardo finalmente o seu uso na pratica. A decisdo do uso combinado em série

poderia funcionar melhor para as situacbes de baixa prevaléncia da infeccdo, caso da
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maioria dos municipios brasileiros, porém em areas de alta prevaléncia, onde seria preciso
intervir mais intensamente para a retirada do maior nimero de caes infectados possivel, a
melhor decisdo poderia ser o uso paralelo dos testes, que aumentaria a sensibilidade da
estratégia. Portanto, dependendo do objetivo especifico da intervencdo de retirar caes
infectados poderia haver estratégias diferenciadas para areas estratificadas pela
prevaléncia da infeccdo. A LVC apresenta-se com grandes variacdes na prevaléncia de um
local para outro, assim, a analise dos valores preditivos de testes diagndsticos deve ser
tomada com cautela, pois esses valores estdo diretamente relacionados a prevaléncia da
enfermidade, quanto menor a prevaléncia menor é o VPP e maior é o VPN, em alta

prevaléncia a situacdo é inversa.

A indicacdo de mudancas do antigeno atualmente em uso no teste
imunoenzimatico utilizado nos laboratdrios publicos brasileiros baseava-se na assertiva de
que antigenos homoélogos deveriam apresentar melhor desempenho do que antigenos
heterdlogos. Nesse sentido, o presente trabalho demonstrou que nem sempre um
antigeno homologo apresenta vantagens frente a um antigeno heterdlogo, principalmente
qguando se trata de antigenos brutos preparados com espécies do parasito relativamente
proximas. O resultado é altamente relevante, considerando que, caso o antigeno homalogo
constituido por L. infantum tivesse apresentado melhor desempenho, haveria necessidade
de implementar a mudanca no teste fornecido atualmente a rede de diagnéstico, podendo
acarretar descontinuidade no fornecimento de insumos, até a estabilizacdo do novo
processo de produgdao com o antigeno de L. infantum para suprir a enorme demanda
brasileira. A sintese dos resultados aqui publicada em formato de artigos foi elaborada
seguindo as recomendagBes do STARD cujos critérios aparecem descritos no (ANEXO 9.4)

(Bossuyt et. al. 2003).
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Finalmente, os resultados apresentados preenchem uma lacuna no conhecimento
sobre a validade e a reprodutibilidade de um teste imunoenzimatico largamente utilizado
no Brasil para o diagndstico da LVC e oferece informacgao relevante para os tomadores de
decisdo em relacdo a sua aplicacdo dentro do programa de controle. Espera-se que a
qgualidade do delineamento metodoldgico e da analise aplicada aos resultados sirva de
modelo para futuras pesquisas, principalmente nos aspectos relativos a estratégia de
amostragem e inclusdo no estudo que efetivamente evitou a selecdo prévia dos caes
infectados e ndo infectados baseada em resultados de outros testes sorolégicos. Este
aspecto sera crucial para garantir o desenvolvimento dos novos testes que superem a

acurdcia moderada observada nos dois testes estudados.
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7. CONCLUSOES

O ensaio imunoenzimatico e o teste de imunofluorescéncia indireta avaliados apresentam

acuracia moderada, que demonstra a necessidade de maior aprimoramento;

A acurdcia dos testes imunoenzimaticos com antigenos de L. infantum e L. major nao
apresenta diferencas significativas, portanto, ndo se recomenda a mudanca do antigeno
atualmente utilizado de L. major por um antigeno homdlogo de L. infantum nos testes
produzidos por Biomanguinhos para o Programa de Controle da Leishmaniose visceral

canina no Brasil.

A reprodutibilidade dos ensaios imunoenzimaticos entre unidades de diferentes niveis de
complexidade dentro da rede de laboratérios que realizam o diagndstico soroldgico da

leishmaniose visceral canina no Brasil é elevada.

A acurdcia dos testes utilizados para o diagndstico da LVC no Brasil pode ser aprimorada
pelo uso sequencial do teste de ELISA-L. major seguido da Imunofluorescéncia direta.
Porém, a melhoria observada na acuracia ainda estd aquém do ideal para o diagndstico da
infeccdo nos cdes, tanto para o manejo individual quanto para a implementacdo de

medidas de eliminagdo com o objetivo de reduzir a transmissao.

Na utilizagdo dos testes diagndsticos validados no presente estudo, nas condigdes reais do
programa de controle da leishmaniose visceral, é importante levar em considera¢do o
desempenho observado nos valores preditivos em cendrios com prevaléncias varidveis; o
que pode auxiliar na melhor decisdo de uso, principalmente para a estratégia de utilizagao

combinada.
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9. ANEXOS

9.1 — Certificado de licenca da Comissdo de Etica no Uso de Animais

da Fundacao Osvaldo Cruz

I i I‘ MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA CE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

C ertificamos que o protocolo intitulado :
" Construgdo de um painel de soros caninos para o Ministério de Saidde utilizar
na validagao de kits diagnésticos para LV. "

nimero P-454/08, proposto por Fabiano Borges Figueiredo, foi licenciado pelo
N° L-038/08.

Sua licenga de N° L-038/08 autoriza o uso anual de :

- 1400 Canis familiaris

Esse protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao

Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)
e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA -
FIOCRUZ). Na presente formatagcio, este projetc ecsti licenciado e tem
validade até 21 de maio de 2012

Rio de Janeiro, 24/09/2008

Dra. Norma Vollmer{%;the

Coordenadora da CEUA
FIOCRUZ
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9.2 Protocolo da técnica imunoenzimatica

LEISHMANIOSE

EIE - LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

EIE - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA- Bio-Manguinhos
ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
{material fornecido para 384 reagdes)

PRINCIPIO DO TESTE:

Este ensalo consiste na reacao de soros de caes com antigenos
soliveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura
“In vitro”, que sao previamente adsorvidos nas cavidades
de microplacas/strips (fase sdlida). A seguir adicionam-se,
devidamente diluidos, os soros controle do teste e as amostras
a seremn analisadas, que possuindo anticorpos especificos, vao
se fixar aos antigenos. Ma etapa seguinte, ao se adicionar uma
anti-imunoglobulina de cao marcada com a enzima peroxidase,
esta se ligara aos anticorpos caso estejarmn presentes.

Para evidenciacao da reacao, utiliza-se uma substancia cromogena
(tetrametilbenzidina-TMB) que pela acdo da peroxidase com o
perdxido de hidrogénio forma um composto de coloracao azul
turquesa que ao adicionar-se o acido sulfirico que interrompe
areacao, passa a apresentar uma coloracao amarela, em caso
positivoe (reagente). Mas cavidades que nao houver anticorpos
especificos, ndo havera desenvolvimento de cor o que caracteriza
uma reacac negativa (Nao reagente).

ESQUEMA DO TESTE:
Reagao Positiva

fase
solida

+ O]+ p o= Kb

Antigenc + amostra + conjugade +  substato = reagio colorida

positiva
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Reagao Negativa

fase
solida

01+ -

Antigenc + amostra + conjugado +  substrato = auséneoia de coloragac
negativa

MATERIAL FORNECIDO:

Identificacao Componentes Apresentacao
R-01 Diluente de Amostra/

Conjugado [5X] 2 Fr. 45 mL
R-02 Lecitina de leite 1 saco 10 g
R-03 Tampao de Lavagem [20X] 2 Fr. 60 mL
R-04 Diluente do Substrato 1 Fr. 60 mL
R-05 Cromdgeno (TMB) 1 Fr 0,7 mL
R-06 Substrato (H,0,) 1Fr. 0,2 mL
R-07 Acido Sulfdrico 2M 1 Fr. 30 mL
R-08 Controle Positivo 1 Fr. 0,25 mL
R-09 Controle Megativo 1 Fr. 0,25 mL
R-10 Conjugado 1 Fr. 0,4 mL
R-11 Molduras ¢/ 6 strips

duplas sensibilizadas 4 molduras

Folhas Adesivas 8 folhas

Manual de Instrucdes de Uso

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:

- Agua destilada.

- Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc).

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustaveis e ponteiras.
- Luvas descartaveis.

- Barguetes.

- Estufa a 37°C.

4 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

- Sistema de vacuo com pente de lavagem, pipeta Pasteur
adaptada ou lavador automatico de microplacas.

- Hipoclorito de sodio a 2,5% ou agua sanitaria.

- Espectrofotémetro para leitura de microplacas, equipado
com filiro de 450 nm.

- Balanca semi-analitica.

- Caso utilize amostras em papel de filtro: picotador de 6mm e
agitador rotacional

CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

Manter a -20°C: R-08, R-09, R-10, R-11.

Manter entre 2° e 8°C: R-01, R-02, R-03, R-04, R-05, R06 =
R-07.

Todos os componentes do teste devemn ser guardados nas
temperaturas indicadas desde o ato do recebimento do conjunto,
permanscendo estavels pela validade definida na caixa principal
do kit.

Obs.: a temperatura de transporte, com bobinas de gelo
reciclavel, permite gue o conjunto se mantenha em condicoes
adequadas durante 24 a 36 horas.

CUIDADOS E PRECAUGOES:

Este conjunto diagndstico contém produtos bioldgicos e
quimicos, podendo representar uma fonte de infeccao. Portanto,
a0 manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, observe
as precaucoes de biosseguranca necessarias.

A gualidade dos resultados obtidos com este conjunto
diagnodstico depende do cumprimento as boas praticas de
laboratorio, tais como:

- as amostras, assim como os controles podem conter agentas
infecciosos e devern ser manipulados com cuidado;

- homogeneizar as amostras e controles antes de usar;
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- utilizar equipamento de protecdo individual (EPI), tais como
luvas descartaveis, jaleco e protetor facial em todas as etapas
do teste.

- desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas
usadas etc. em solucio de hipoclorito de sadio a 2,5% ou agua
sanitaria;

- nunca misturar componentes de lotes diferentes;

- para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos a parte
de cima das strips;

- cada strip s6 pode ser utilizada uma Unica vez;

- solugdes contendo TME efou peroxidase s&o imitantes para pele
& mucosas e nao devem entrar em contato com metais;

- n&o usar os reativos apds sua data de validade;

- utilizar frascos e vidrarias rigorosaments limpos, pols residuos de
detergentes efou substancias oxidantes poderdo interferir na reacao

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS DE SORO:
1 - Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n® strips  n® reacées R-01(5X) R-02 H_0 destilada
duplas (pesar)

1 até 16 3 mL 03g 12 mL

2 até 32 6 mL 06g 24 mlL

3 até 48 8 mL 08g 32 mL

4 ate 64 10 mL lg 40 mL

5 até 80 12 mL 1,2g 48 mL

6 até 96 lamL 1,49 56mL

6 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

controle negativo, na “E" e “F" somente o diluente de amostra/
conjugado (sem soro) que servird de controle do conjugado. Mos
outros orificios, distribuir 100 uL das amostras testes, ja diluidas
nos respectivos orificios correspondentes (seguir protocolo).

1 ] L] 4 | 8 ¥ & 2 18 i 12
& CF | Amosirs Amostrs) Amocirs| Amcosies | Amosim | Ameedra | Amocdia Amosin Amosba fmcstra) S acim
L L # | ® | & | ® | & | &7 W™ @ |
" P Rmonlire Amosire Amedire | Amosira Amasira  Ameitra | ARosie Amoshia Amosiea Aeesina e asiea
A i ] 38 A =2 o 2] T L2
o CH | fmamirs | Bemostes | Smoslea | dmostoe | Siposten | Amostrs | Bmoslre | Ssmostes | daiestea) Smosles | Amesirs
& 1] EL 38 il a5 1! 1] [ ™ [
o CH | Amasirs Amoswa | Amosten | Amostrs | Aeosiin | Amosirs | Rmosirs | Amosits Amosira) Amosbes | Amosine
& " 2 3o s an =4 [ 70 ™ ne

B EE Aamcairs Amastra | Amostm | Amosbra | Amosies | Amosies | Amosirs Amosirs | Amosis Amosbos | Amcsire
" =3 a ax ar = © 71 L) L

F 55 | Amesira| Mmoot | AWOE | Amostas | Amocirn | Amostes | Ae0ele | Amocie Amosta Bieidlre | Amesirs
b LL] 22 a2 an a8 & L2 2 L B

@ MmOREE | Seeeie) Seostea | Aeoske | dmosles | Sieoslea | Smostra | Seosles | Smoosles | darslea | Smostes | Seesire
1 * ir an 3 a1 ar L - ia i Lol

i AU | faseiirs Beastes| Raveihen | Amosbes Aieaiivn | Amosies | Amoiies A asies dassies Amosies | Amesies|
2 10 in as 34 a3 50 = - T4 azx B

CP= Controle Positivo CN=Controle Negativo S55=5em Soro

4 - Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por
30 minutos.
5 - Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampé&o & sujeito a cristalizacao, neste caso, cologque
em banho-maria a 37°C até a dissolugao dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiliza sistema de vacuo com
pente de lavagem ou pipeta Pasteur:

2 - Diluir em tubos 5 pl dos controles e das amostras de soros
de cdes a serem analisadas, previamente homogeneizadas, em
500 pL do diluente de amostra /conjugado (1:100).

3 - Distribuir 100 L dos controles ja diluidos da seguinte forma:
na coluna 1 fileira “A” e “B" o controle positivo, na “C" e “D" o

n® strips duplas ne reacoes R-03 H,O dest.
1 até 16 2mL 38 mL
2 ate 32 3mL 57 mL
3 até 48 4 mL 76 mL
4 ateé 64 &5 mL 95 mL
5 ateé 80 TmL 133 mL
6 até 96 B mL 152 mL
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b) volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

8 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

n® strips duplas
até 3
até 6
até 9
até 12
até 15
até 18
até 21
até 24

n? placas
12

1

1172

2

2172

3

3172

4

R-03

20 ml
25 mlL
30 mL
35mL
40 mL
45 mL
50 mL
55 mL

H,O dest.
380 mL
475 mL
570 mL
665 mL
760 mL
855 mL
950 mL

1045 mL

n® strips duplas n? reagoes R-04 R-05 R-06
1 até 16 2,5 mL 25 ul 5ul
2 até 32 4 mL 40 pl 8 ul
3 até 48 6 mL 60 ul 12 ul
4 até 64 & mL 80 ul 16 pl
5 até B0 10 mL 100 pl 20 ul
G até 96 12 mL 120 ul 24 ul

6 - Descolar culdadosamente a folha adesiva, aspirar o conteddo
e lavar 6 vezes com tampéo de lavagem (200 pl/orificio).

Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.

7 - Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado,

preparado anteriormente. Preparo do conjugado:

n® strips duplas

ol e L P

n? reagoes
até 16
aré 32
ate 48
ate 64
até 80
até 96

R-01 diluide

5mL
5mL
10 mL
10 mL
15 mL
15 mL

R-10
5plL
5l
10 ul
10 L
15 L
15 ul

B8 - Homogeneizar bem e distribuir 100 pl da diluicdo do
conjugado em cada orificio dos “strips™.
9 - Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 4 e

aspirar e lavar conforme descrito no item 6.

10 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso,
preferencialmente em frasco escuro.
11 - Preparo do substrato:

12 - Distribuir 100 ul do substrato rapidamente em todos os
orificios.

13 - Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante
30 minutos

14 - Blogquear a reacao adicionando 50 ul de dcido sulfirico 2M
em todos os orificios. Em seguida, proceder a leitura.

LEITURA:

Ligar o Espectrofotdmetro para microplacas, equipado com filtro
de 450nm para leitura e sem a utilizacdo de filtro de referéncia
(620-630nm). Apds alguns minutos para estabilizacao do feixe
de luz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca) € em seguida,
iniciar a leitura da microplaca de teste.

Obs.: caso a leitura seja feita com filtro de 450nm tendo como
referéncia outro de 620-630nm, todas as densidades dticas
(DO) ficardo abaixo do esperado, prejudicando o calculo do
cut-off e causando a ocorréncia de resultados falso-positivos
no ensaio.

- Calculo do Cut-Off: CO = X CNx 2

CO = Cut-Off

X CN = Média da densidade ética dos orificios do
Controle Megativo

Obs.: o operador devera observar os controles do teste,
considerando que a DO obtida para o controle do conjugado
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(S5) nao podera ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negativo.

RESULTADOS

Amostras reagentes = As que apresentarem densidade dtica
igual ou superior ao Cut-Off.

Amostras nao reagentes = As que apresentarem densidade
otica inferior ao Cut-Off.

Obs. 1: recomendamos a repeticdo das amostras que
apresentarem densidade otica na “faixa cinza”, considerada
neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Off e o valor obtido
com a multiplicacao deste por 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as Amostras na “faixa cinza”, apds a
repeticdo, recomendamos a utilizacdo de outras metodologias
para confirmacio deste resultado, que devera ser designado
como indeterminade.

cO

10 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos
n? strips  n®reagdes R-01(5X) R-02 H,0 destilada
duplas {pesar)

1 ate 16 3mL 03g 12 mL

2 até 32 6 mL 06g 24 mL

3 até 48 8 mL 08g 32mL

4 ate 64 10 mL 1g 40 mL

5 ate 80 12 mL 1,249 48 mlL
6 ate 96 14mL l,4qg 56mL

AMOSTRAS MAD REATIVAS | FALKA | AMOSTRAS REATIVAS
CIMNZA

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores da densidade dtica
estiverem na faixa descrita a seguir:

- Controle Positivo: =0,500 de DO
- Controle Megativo: =0,050 <0,120 de DO
Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS COLHIDAS
EM PAPEL FILTRO:

1 - Preparo do diluente de amostras/conjugado:

2 — Em tubos previamente descontaminados, limpos e secos,
colocar 2 picotes (6mm) de cada amostra coletada em papel de
filtro Whatman n1 ou 1 picote (& mm) para papel filtro Klabin
80, nos wbos corespondentes.

3 - Adicionar 400 pL de diluente de amostra/conjugado por tubo,
para as amostras coletadas em papel Whatman n®1 ou 500 pL
para amostras coletadas em papel Klabin 80.

4 - Colocar a estante de tubos em agitador rotacional para eluir
as amostras coletadas em papel de filtro. Deixar os tubos em
leve agitacdo por 1 hora.

5 — Diluir em tubos, 5 ul. dos soros controle positivo e negativo,
previamente homogeneizados, em 500 ul do diluente de
amostra/conjugado (1:100).

6 - Distribuir 100 pl dos controles & das amostras eluidas da
seguinte forma: na coluna 1 fileira “A" & “B" o soro controle
positivo, na “C" e “D" o controle negativo, na “E" e “F"
somente o diluente de amostra/conjugado (sem soro) que
servira de controle do conjugado. Mos outros orificios, distribuir
100 pL das amostras teste ja eluidas, nos respectivos orificios
correspondentes (seguir protocolo).
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i ] 3 4 2 & ¥ & & i Lh L
" CP Aminaird Amorima Amosta Amocies| Amosim) Ancsia Amorbrs Amovies| Anecim | Amocies Amosim
a n " trld 15 a B E3 & ™ L =]
B L= Amoslrs Asoslnd AMOSIra | AR odIr | ARocird | ARestrs Amosire| AROEre | Amosira | ARoilra S osem
4 1’z o - 1\ 3 ar L] =a s L]
[l =] Amosta Amusirea Amowlira Amostra | Amoslen Amasire Amesire Amuoabra
] 13 n m ar A% = &1 = T ns
o =] Amosta Amusirea Amowlira Amostra | Amoslen Amasire Amesire Amuoabra
a 14 b ao kL] S = a3 Ll T BE
c &R Amosta Amusire Amowlira Amostra | Amoslen Amaosire Amesire Amuoabra
T 1% b n Iw ar m [ =] i T or
F S5 | Amostra Amosira Asosira | Amostr | Amosi | Amosirs Asesin | & Amoilra A
n (L] F2 Y az Ll L L] LE 8o ne
o Amosbs | Ammostrn Amosirs Amesina | Smoskn | Amosien | Amosire Amesira | & : Amusbra A
i a 17 = a3 - ar = L] el (-3} oy
§ Amoubs | Amoska Amustra Amcsina | Smostra | Amesira | Amostrs Amesire | & 2 Amustra A
2 w ¥ E 4 4z 50 L] L1 4 L H] L1

CF= controle Positive  CM= Controle Megattive  55= Sem Soro

T - Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por
30 minutos.
& - Preparo do tampéao de lavagem:

Obs.: este tampao & sujeito a cristalizacao, neste caso, cologque
em banho-maria a 37°C até a dissolucao dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiliza sistema de vacuo com
pente de lavagem ou pipeta Pasteur:

12 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

n? strips duplas nt placas R-03 H_O dest.
até 3 1/2 20ml 380 mL
até 6 1 25 mL 475 mL
até 9 112 30mL 570 mL
até 12 2 35mL 665 mL
até 15 212 40 mL 760 mL
até 18 3 45 mL 855 mL
até 21 312 50 mL 950 mL
até 24 4 55 mL 1045 ml

9 - Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o conteddo
e lavar 6 vezes com tampdo de lavagem (200 pL /orificio).
Aguarde 30 a 60 segundos entre cada lavagem.
10 - Preparo do conjugado:

n® strips duplas

[ R IR TR I R

n® reagoes

ate 16
ate 32
ate 48
ate b4
ate B0
até 96

R-01 diluido

R-10
5ul
5ul
10 ul
10 ul
15 m
15 ul

L

n® strips duplas N reacoes R-03 H,O dest.
1 até 16 2 mL 38 mL
2 até 32 3 mL 57 mL
3 até 48 4 mL 76 mL
4 até 64 5 mL 95 mL
5 até B0 7 mlL 133 mL
[ até 96 & mL 152 mL

11 - Homogeneizar bem e distribuir 100 ul da diluicao do
conjugado em cada orificio dos “strips”.
12 - Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 7 e
aspirar e lavar conforme descrito no item 9.
13 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso,
preferencialmente em frasco escuro.
14 - Preparo do substrato:

b) volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

n® strips duplas
1

o on de LR

n? reagoes

até 16
até 32
até 48
até 64
até 80
ate 96

R-04
2.5 mL
4 mL
6 mL
B mL
10 mL
12 mL

R-05
25 ul
40 pl.
60 pl
B0 pul
100 ul
120 ul

R-06
5 ul
8 ul
12 ul
16 ul
20 ul
24 ul
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15 - Distribuir 100 uL do substrato rapidamente em todos os
orificios.

16 - Incubar & temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante
30 minutos

17 - Bloguear a reacao adicionando 50 uL de acido sulfirico 2M
em todos os orificios. Em seguida, proceder a leltura.

LEITURA:

Ligar o Espectrofotometro para microplacas, equipado com filtro
de 450nm, e apos alguns minutos para estabilizacdo do feixe de
luz, zerar o aparelho no ar e iniciar a leitura.

- Célculo do Cut-Off: CO = }_( CMx3
CO = Cut-Off

X CN = Média da densidade ética dos orificios do
Controle Megativo

Obs.: o operador devera observar os controles do teste,
considerando que a DO obtida para o controle do conjugado
(3S) ndo podera ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negativo.

RESULTADOS

Amostras reagentes = As que apresentarem densidade dtica
igual ou superior ao Cut-Off.

Amostras nao reagentes = As que apresentarem densidade
atica inferior ao Cut-Off.

Obs.1: recomendamos a repeticdo das amostras que
apresentarem densidade Stica na “faixa cinza”, considerada
neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Off & o valor obtido
com a multiplicacao deste por 1,2.

14 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

Obs.2:mantendo-se as Amostras na “faixa cinza”, apos a
repeticdo, recomendamos a utilizacdo de outras metodologias
para confirmacao deste resultado, que devera ser designado
como indeterminado.

CO

AMOSTRAS MAD REATIVAS FAIXA | AMOSTRAS REATIVAS

CIMNZA

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores (densidade &tica)
estiveremn na faixa descrita abaixo:

Controle Positivo = 0,500 densidade dtica
Controle Megativo = 0,050 < 0,120 densidade &tica

Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO DO TESTE

Estudos preliminares de padronizacao do teste foram realizados
por Bio-Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz
{1AL-SP). Foram identificados 130 caes com suspeita clinica de
LVA dos quais foram coletadas amostras de soro e amostras
coletadas em papel de filtro. Estas amostras foram testadas
tanto na IF1 quanto no ELISA. Para os calculos de sensibilidade
e especificidade a IFl fol considerado o teste padrao (“Gold
Standard”), e os seguintes indices foram encontrados: Sensibi-
lidade para amostras de soro dos caes: 94,54% e especificidade
de 91,76%. Ja para as amostras coletadas em papel de filtro
os indices de sensibilidade e especificidade foram de 79,45% e
90,24/% respectivamente.

DISPONIBILIDADE

Este produto destina-se prioritariamente para atendimento
das demandas dos Proaramas Puablicos de controle da
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Leishmaniose Visceral, e ainda para Projetos de Pesquisa
realizados por Instituigdes Puablicas do Pais.
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Licenctado no Min. da Agricultura scb o n® 8968/04, em 22/06/2004.
Resp. Téc. Mé&d. Vet.: Adenauer Cruz Telxelra | CRMV-EJ n® 1.359

ASSISTENCIA AOS USUARIOS:

Orientacdes técnicas adicionals a respeito deste produto poderdo
ser obtidas junto a:

Bio-Manguinhos/Fundacdo Oswaldo Cruz

CMPJ 33.781.055/0015-30

Departamento de Reativos para Diagnostico

Av. Brasil, 4365 - CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ

Tel: (21) 3882.9393 Fax: (21) 2561.0277

SAC: 0800.210.310

www.bio.fiocruz.br

edicao: setembro de 2008
BM_014_08Bk

Ensaio Imunoenzimatico (EIE) para Leishmaniose

Visceral Canina

MODELO DE PROTOCOLO
Lote: Validade:

EIE M2: Data:

Disposigao das amostras

1 2z 3 4 5 & 7T B 9 10 11 12
A
B
c
D
E
F
G
H

Densidade otica das amostras

i 2 3 4 5 & 7 E & 10 11 12
A
B
c
D
E
F
[
H

Calculo do Cut-Off: (amostras de soro)

CO=XCNx2

CO=

Técnico Responsavel:

Observagoes:
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9.3 Protocolo da técnica de imunofluorescencia

IFI - LEISHMANIOSE

VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos

IMUNCFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

IFl - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - Bio-Manguinhos
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA
DIAGHOSTICO DA LEISHMAMIOSE VISCERAL CANINA
(material fomesido para 2000 determinages)

FRINCIFIO DO TESTE:

0 conjunto apresentado & utliizado na deteccéo de antioorpos
contre Lelshmanla em soros de cao. O teste de
imumoflucrescéncia Indireta constste na reagio de soros
coim parasias (Lelshmania), fixados em l3minas de microsoopla.
Muma etapa seguinte, utiliza-se wm conjugado fluocrescente,
para evidenclagso da reagao.

A lettura é reglrada com audlio de microscoplo que utllz:
ncidéncia dis luz @l & ultre-vicleta, sendo considerado reagentes
o5 s0f0s que apresentarem fluorescincla & ngo reagentes o
SOT0S QUe Bpresentarem suséncla de fluorescéncia, tomando-
=a como referéncia os soros controle positive & negativo que
devern ser Incluidos em cada ldmina.

ESGUEMA DO TESTE:
Reagdo Poszitiva

O Z » P-C3 Jp s

Reagdo Negativa

+ luz azul e
O[]+ b simms
aaz + + oo = wezdncin e arzi

AR
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MATERIAL FORMECIDO:-

ldentificacaos  Componentes: Apresentacio

RAD1 Antigeno de Leishmania 4 Fr. 6 mL

RD2 Conjugsdo Anti-caa / FITC I Fr. 1 mL

RO3 Glicerina Tamponasda pH 9.0 + 0.5 | Fr. 25 ml

R0 Azl de Evars 0,15 I Fr. 2,5mL

RS Controle Megastha 1Fe0.5mL

R0 Controle Posithvo 1Fec 3.5mL
Catwas com 50 Liminas 4 cabias
Manual de Instrucdes de s

MATERIAL NECESSARIO MAS MAOQ FORNECIDO:

- Agua destlada.

- Vidraria basica em geral {tubos, pipetas, provetas, stc).

- Pipatadior monocanal ajustével & pontalras.

- Luvas descartdvels.

- Hipoclorito de sddio a 2,5% ou dgua sanitina.

- Estufa @ 379

- Tamp&o fosfato’salinag (FBS) - pH 7,2-

- Laminulas.

- Microplaces.

- CAmara tmida & cubas de lavagem.

- Microsodpio para fluorescéncla.

CONSERVAGAD E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

Manter entre 2° & B8°C: R-01, R-02, B-03, R-04, R-05, R-06.
Todos os componentes do kit devemn ser guardados nas temperaturas
ndicadas desde o ato do recebimento do conjunto, pemmeanecendo
estvets pela validade definida na caka principal do kL

Obs.: a temperatura de transporte, com bobinas de gelo
reciclavel, permite que o conjunio se mantenha em condiges
adequadas durante 24 a 36 horas.

CUIDADDS E PRECAUGOES:
Somente para uso “IM YITRO™.
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Este conjunto diagndstico contém produtos bloldgloos e
aquimicos, podendo representar uma fonte de infecgao. Portanto,
anmanusear quakguer um dos reagentes desse conjunto, obsarve
as precaugtes de blossaguranga necessdnas.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto
dizgnistico depende do cumprimento s boas normas de
sequranca do laboratdrio, tals como:

- @5 Bmostras, assim como liminas e outros Insumos devern sar
estorados & manipulados adequadamente;

- homogeneizar a5 amostras  controles antes de usar;

- utilizar equipamento de protegac indrdual (EFT), tels como heeas
descartivels, jaleco & protetor facial em todas as etepas do teste;
- despregar pontedras, hevas, pipetas de vidro, frascos, liminas
usadas, etc., em solucao de hipoclonte de stdio 8 2,5% ou
Agua sanitiria;

- |para evitar iInterferénclas, nnca tocar owm s dedos na pane

supenior da |&mina;

- nunca reaprovelar as liminas;

- N&0 Usar os reathvos apds sua data de valldade:

- uidrar frescos e vidranas dgoresamenta Impos, poE esiduos da
datengentes aiou substincas oddantes poderdo inbsfair na reaca;
- nunca milsturar componentes de lotes diferentes.

PREPARD DO TAMPAD FOSFATO pH 7.2 (FBS):

Sais Cusantidade
Cloreto de Sodio (MaCl) PA - 0, 15M BT7g
Fosfato de Sédo Dibisicn Anido (Mo HPO,} PR - 000724 1,024
Foafato de Sédio Monobésion Anidro (MaHPO, ) PA - D002EM 034 4
Ay destinda ga.p. (quantidade suficente par) 1000 mL

ATEMNCAD: s sals descritos acdma, quando ndo utilzados na
forma anidra, deverao ter suas quantidades recalculades eam

funcao das molécules de dgua presentes. Verfique sempre no
rdiulo dos produtos a composicéo dos sek e 0 peso molecular.
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Exemplo de comegao de peso para preparo de PES quando se
utlliza o fosfato dibdsico hidratado com 12 moléoulas de dgua.
Calculo:

Ma HPO, Anldro - Peso Molecular = 142 pesar 1,02 g
Ma,HPO . 12H 0 - Peso Molecular = 358 pesar X g
142 - 1,02 X=102x358 = 2574

358- X 142

Meste exemnplo, onde o Fosfato Dibdsion & hidratado com 12
modérulas de dgua, devern-se pesar 257 o pare preparer o FBS.

TITULAGAD DO CONJUGADO:

O it do conjugadio vara em fung 3o das condigies de trabalho,
do microscdpio utiiizado e do operador.

O laboratdrio deverd repetir a thulacao do conjugado sempre que
horver troca de kote do kit, do microscdplo, ou quando se observar
queda da Intensidade da fluorescénca no controke positivo a0
kong do tempo.

1- Ferver as laminulas em dgua destilada por 30 minutos, apds
a gua entrar am ebulicao, e deé-las estocadas em Aloool
comercial sté & utlzecso, quando deverao ser ouidadosamente
Impas e secas com o auxilio de games ou papel sbsorvente.

2- Separar 3 lBminas & pingar 10 gl do antigeno em cada onficio,
tendo o culdado de manté-le homogenetrado durants o preparo.
3- Dalxar secar deum dia para o outro 3 temperatura amblente
ou duas horas & 37°C, para uma boa fixecéo dos parasitas.

ATEMCAD: evitar atrito com & parts supenior da lamina onde
encontram-se os parasites fimados.

4- Farer um protocclo de trebalho, conforme modelo abatoo,
Indicando & posicao das diluighes do Controle Positva (CF), &
do Controle Megatho (CH), aldm dos controlies do conjugado

{PES).

& IFl - LEISHMANIOSE ISCERAL CAMINA - Bio-Manguinhos

Ex:

666666
6066

11 13

665668

560066@

5- Diluir em PES o controle positko 1740, 1780, 17160, 1,320, 8
dikuir o controle negatieo 1/40, utlzando o esquema de dikigao
sariada & seguir:
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W0pl  2W0pL  200pL

R LR

L

Tubao 3 Tuba 4

dil.1:40 il 1280 dil1:180 dil1:220%
10l 200 UL 00 L. 200 pil
o son ds FES daFBE oa FBS

+ 350l = 200 uL = 200 ul + 200 pil
os PBE da dil da di. da dil
140 b -] 1:180

ATEMCAD: homowgenatzar o conteddo de cada tubo antes de
transferr o volume de 200 pl. para o tubo seguinke.

G- Adicionar 10 gl das diluiges de soro por orificio, conforms
o sau protocolo, em cada uma das 3 |3minas anteriorments
preparadas.

ATEMCAD: evitar que a ponta da ponteira toque oU raspe 3
=superficie da liming, pols este procedimento provocara a retirada
dos parasitas. Tomar culdado para que o conteddo de diferentes
pogos n&o se misturem. (iilzsr uma ponteira para cada wbo a
sar utilzado ou utlzer uma pontera para cada controle na ondem
da mator para mencr diulggo.

T- Incubar &s lAminags em cdmara Omida por 30 minutos a
A7°C, em estufa

& IF1 - LESHMANIOSE ISCERAL CAMINA - Bio-Manguinhoz

8- Lavar a5 [dminas 3 {trés) vazes am PBS, nas oubas de lavagem,
por 5 minustos cada banho.

Q- Lawvar rapidamente as liminas, uma vez em dgua dastilada.
10- Colocar 2= |dminas por aprosdmadamente 10 minutos 3
37C, em estufa, para secar Mo entanto nao excedar muito
nesta elapa.

11- Preparar uma solugao de PES-Azul de Evans (FBS-AE) a
0,004%. Colocar em um tubo 120 gl de Azl de Evans (0,1%)
e ZERD pl de FES.

12- Diluir o conjugado antl-ly c&o marcado com fluoresceing,
conforme descrito a saguir:

mmumﬁﬁ;mnm

i'!a'.

Tubsa 1 Tubsn 2 Tuba 4 Tubo 5
dil1-100 dil 1150 dil. 120 dil 1250 diil 1300
T00 el 200 pil 200 UL 400 ul. D00 pL
FES-AE PEE-AE PEZ-AE FES-AE FES-AE
+ 100 pil + T30 uL + Tmul + 100 uL + 100 il
dil1:30 il 1: 8 diil. 1250 dil.1:30 il 1:30

13- Adicionar 15 gl das dikkgdes dio conjugado por orificlo nas
liminas comespondentes conforme esquema a seguir:
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amina1-
diluigao 1:30

W ccocee
©00o0CC

il ) & ¢SS ¢

diluigan 1:300

©ceoce

1w Ll |

Emina s -
diluigao 1:350

eceece
eccece

w n 1

Emina g -
diluicin 1:300

14- Incubar &s lAminas em cémara dmida por 30 minutos a
A7C, em estufa.

15- Lavar a5 lAminas 3 (rés) veres com PES em cuba de
lavagem apropriada, 5 minutos cada lavagem e em seguida,
lavar rapidamente as [Aminas uma vez am dgua destilada.

16~ Colocar g5 ldminas por aprodmadaments 10 miretos smestufa
a 37 para secagem. Mo entanin, néo excedear multo nesta stapa.
17- Adiclonar de 3 & 4 gotas de glicenna temponada sobre as
liminas, cobrndo-as com laminula. Manté-las ao abrigo da e
e umidade, até o momento da leftura.

10 IF1 - LEISHMANIOSE VISCERAL CAMINA - Bio-Manguinhoa

DEFINIGAD DO TITULD DO CONJUGADD

Fara a leitura, utilizar o microscdpio de Imunofluorescéncla
e chjetiva com aumento de 40 O tiwlo do conpugado
sard @ diluicao em que se obsenvar fluorescéncla até o pogo
correspondente a0 Hiulo do controle positve {Wde rilo do
frasco), eauséncoia de fluorescéncia nas diluigbes comespondentes
ao controle negativio e a0 PES (controle de conjugado).

0= limites aceitdvels da titulacio do conjugado para aprovagao
do teste de Imunoflecrescénola indireta estac em tormo de 1:
100 até 1640,

PROCEDIMENTO DO TESTE:

1- Ferver as laminulas em dgua destilada por 30 minutos, apds
a dgua entrar em ebulicao e ded-las estocadas em dlcool
comercial até a utlizago, quando deverao ser culdadosamenita
Iimpas e seces com o auxdlio de geze ou papel sbsorvents.
2- Fazrer o protocolo para determinar o mimero de lAminas a
saram preparadas, considerando o ndmero de amaostras e suas
diluigdes {1:40 2 1:80).

Obs. 1: conforme recomendagao de especialistas, &s amostras
teste devern ser submetidas 2o ensalo de Imunofluorescénda
pelo menos nas diluigtes 1:40 e 180,

Obs. 2: os conbroles positivo & negativo, dileidos 1:40, devern
estar presentes em todas as lAminas para comparagies no
mamento da leltura.
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3- Pingar 10 gl do antigeno em cada cnficio da lmina, tendo o
culdado de manté-lo homogensetzado durante o preparo. Debar
sacar de um dia para o cutro & temperstura amblente, ou duas
horas & 37°C, para uma boa fixagso dos parasites.

ATENCAD: evitar atnito com a pane supenor da lamina onde
encontram-se 0 parasitas fivadios.

4~ Diluir os soros amostra e teste (1:40 e 1:80) e os controles
positten (1:40) & negativo (1:40), em FBS, conforme esquema

3 seguir:
100 L

1

Tuba 1 Tubsz 2
dil1:40 ﬂ.1:Bﬂ:
10l desom + 100 ul. da dil T30
390 pl PER +100 UL FES

5- Adicionar 10 gL das diluigtes de soro por orficlo, conforme o
protocolo previaments elsborado. Deve-se tomar culdado para
que 85 MOsras nao se misturem durante a incubagao.

& Inoubar as Bminas am cimara Gmida por 30 minutos 3 37T
T- Lavar as 13minas 3 (trés) vezes em FES, nas cubas de lavagem
por 5 minutos cada banho.

8- Lavar repidamente as 13minas, uma ver &m dgua destilada.

Q- Colocar as ldminas por aproximedaments 10 minutos a 37°C
para secar Mo entanto, nao exceder muito nesta etapa.

10- Preparar, momentos antes do uso, uma solucao PES-AE,
conforme tabela & seguir:

12 IFI - LEISHMANIOSE VISCERAL CAMINA - Bic-Manguinhos

n° laminas Vol PBS, Vol Azl de Evans (0_1%)
z 480 L 20l
4 960 uL a0l
B 1440 L B0 al

11- Diluir o conjugado na proporgao adequada, conforme
titulagso prévia. Adiclonar 15 pl da diluigao do conjugado em
cada orficio das [éminas.

(Obs. 1: diluir somente a quantidade de conjugado necessaria
para utilizacdo no mesmo dia.

(Obs. 2: evitar pipetar menos de 5 pl de conjugado parm
minimizar a possibilidade de erros na diluicio.

12- Incubar &= 13minas &m cdmera Gmida por 30 minutos a
37C, em estufa.

13- Laver as liminas 3 (trés) vezes em PBS, nas cubas de
lavagem, por 5§ minutos cada banho.

14- Lavar rapidamente as [aminas, uma vez em dgua destilada.
15- Cobocar as ldminas por aproximadamente 10 minutos a
I7C, em estufa, para secar. Mo entanto, nao excedsr multo
nesta etapa.

16- Adicionar de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada sobre as
laminas, cobrindo-as com laminula. Manté-las ao sbrigo da uz
e umidade, até o momento da letura.

17 - E recomendado que & letura da reagso oooma no periodo de
até 4 horas apds a execugao do teste, mantendo-se as ldminas
a0 abrigo da huz

LEITURA E INTERPRETAGAD:

1- Para a lefura & inkerpratacao das reagbes utilzar o microscdpio
de imuncflucrescéncia e objetiva de 40X, Focalizar a limina na
posicEo do controle positivo & obsenar a flecrescincia presante,
de acordo com o padréo descrito a seguir.

2- Rocalizar a ldmina na posicao do controle negatvo & obsenar
3 auséncia de flucrescéncla nos parasitas, bem como a coloragao
de fundo “background®.
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3- Proceder a leitura das amostras, considerando os padroes
a sequir:

Amostras reagentes
Aqueles soros que, a

partir da diluigao 1:40,
inclusive, apresentarem
fluorescéncia na
membrana dos parasitas,
mals Intensa que o
back-ground observado
no orificio do

controle negativo.
Amostras nao reagentes
Os soros teste que

nAao apresentarem
fluorescénaia.

INDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE:

Na hteratura clentifica existemn diversos trabalhos comparando
as performances das metodologlas de [F1, ELISA e Aglutinagao,
entre outros. Nestes trabalhos, o0 desampenho da [F] osdla em
tormo de 90% para sensibilidade e B0% para especificidade.
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ATENCAD:

Este produto desting-se prioritarizments para stendimento das
demandas dos Programas Prblicos de controle da Letshmani-
ose Visceral, e ainda para Projetos de Pesquisa realizados por
Instatuig tes Publicas do Pals.

Ltz no Min. da Agrioulura sob o n® 8072, em G4 10004,
Resp. Téc. Mad. Vet.: Dr Joed Majerowic. CRMV-R 2342

ASSISTENCIA ADS USUARIOS:

Orientagtes téonicas adicionals a respeko deste produto poderao
sar obtidas unto &: Bio-ManguinhosFundacso Oswaldo Cnz
Departamento de Reathvos para Diagndstico

OMPJ 33.781.055/0015-30

Ay Brasil, 4365 - CEP: 21040-000 - Fio de Janeiro - B

Tel (21) 3882 9353 - FAX: (21) 2561.0277

SAC- 0800210310  wwablo_fioonuz br

edicao: dezembro de 2004
BM 008 07BEK
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EMSAID DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
PARA LEISHMAMIOSE VISCERAL CANINA

MODELD DE PROTOCOLD
IFl m2: Data: f
Kit: Lipte:

Validade:

Lémina n2:
1 7 1 2 3 4 § &
2 8
3 a
4 10
3 11 T 4 1M 11 12
[ 12
Laémina n2:
1 7 1 2 3 4 5 B
2 B
3 a
4 10
3 11 7T B m 1 1z
[ 12
Técnico regponsdvel:
Obeervaghes:
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9.4 Checlist pelo método STARD.

Table 1. STARD checklist for the reporting of studies of diagnostic accuracy.

Section and Topic | ltem # On page #
TITLE/ABSTRACT/ 1 Identify the article as a study of diagnostic accuracy (recommend MeSH heading OK
KEYWORDS ‘sensitivity and specificity’).
INTRODUCTION 2 State the research questions or study aims, such as estimating diagnostic accuracy or 0K
comparing accuracy between tests or across participant groups.
METHODS Describe
Participants 3 The study population: The inclusion and exclusion criteria, setting and locations where OK
the data were collected.

4 Participant recruitment: Was recruitment based on presenting symptoms, results from 0K
previous tests, or the fact that the participants had received the index tests or the

reference standard?
5 Participant sampling: Was the study population a consecutive series of participants OK
defined by the selection criteria in items 3 and 47 If not, specify how participants were
further selected.
6 |Data collection: Was data collection planned before the index test and reference OK
standard were performed (prospective study) or after (retrospective study)?
Test methods 7 | The reference standard and its rationale. OK
8 | Technical specifications of material and methods involved including how and when OK
measurements were taken, and/or cite references for index tests and reference standard.
9 | Definition of and rationale for the units, cutoffs and/or categories of the results of the OK
index tests and the reference standard.
10 | The number, training and expertise of the persons executing and reading the index tests | OK
and the reference standard.
1 Whether or not the readers of the index tests and reference standard were blind OK
(masked) to the results of the other test and describe any other clinical information
available to the readers.
Statistical methods 12 | Methods for calculating or comparing measures of diagnostic accuracy, and the statistical 0K
methods used to quantify uncertainty (e.g. 95% confidence intervals).
13 | Methods for calculating test reproducibility, if done. OK
RESULTS Report
Participants 14 | When study was done, including beginning and ending dates of recruitment. OK

15 [Clinical and demographic characteristics of the study population (e.g. age, sex, spectrum 0K
of presenting symptoms, comorbidity, current treatments, recruitment centers).

16 | The number of participants satisfying the criteria for inclusion that did or did not undergo | QK
the index tests and/or the reference standard; describe why participants failed to receive
either test (a flow diagram is strongly recommended).

Test results 17 | Time interval from the index tests to the reference standard, and any treatment OK
administered between.

18 | Distribution of severity of disease (define criteria) in those with the target condition; other
diagnoses in participants without the target condition.

18 | A cross tabulation of the results of the index tests (including indeterminate and missing OK
results) by the results of the reference standard; for continuous results, the distribution of
the test resulls by the results of the reference standard.

20 | Any adverse events from performing the index tests or the reference standard. UR
Estimates 21 | Estimates of diagnostic accuracy and measures of statistical uncertainty (e.q. 95%
confidence intervals). OK
22 |How indeterminate results, missing responses and outliers of the index tests were oK
handled.
23 | Estimates of variability of diagnostic accuracy between subgroups of participants, UK
readers or centers, if done.
24 | Estimates of test reproducibility, if done. e
DISCUSSION 25 |Discuss the clinical applicability of the study findings. OK
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10. APENDICES

10.1 Artigo original publicado na revista PLOS.
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Validity and Reliability of Enzyme Immunoassays Using
Leishmania major or L. infantum Antigens for the
Diagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis in Brazil
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Abstract

Background: American visceral leishmaniasis is caused by the protozoan Leishmania infantum. Dogs are the main reservoirs
in the domestic transmission cycle. The limited accuracy of diagnostic tests for canine leishmaniasis may contribute to the
lack of impact of control measures recommended by the Brazilian Ministry of Health. The objective of this study was to
estimate the accuracy of two enzyme-linked immunosorbent assays employing L. mgjor or L. infantum antigens and their
reliability between three laboratories of different levels of complexity.

Methods: A validation study of ELISA techniques using L. major or L. infantum antigens was conducted. Direct visualization
of the parasite in hematoxylin/eosin-stained histopathological sections, immunohistochemistry, and isolation of the parasite
in culture.were used as gold standard. An animal that was positive in at least one of the tests was defined as infected with L.
infantum. Serum samples collected from 1,425 dogs were analyzed. Samples were separated in three aliquots and tested in
three different laboratories. Sensitivity, specificity and the area under de ROC curve were calculated and the reliability was
evaluated between the participant laboratories.

Results: The sensitivity was 91.8% and 89.8% for the L. major and L. infantum assays, respectively. The specificity was 83.75%
and 82.7% for the L. major and L. infantum assays, respectively. The area under de ROC curve was 0.920 and 0.898 for L.
major and L. infantum, respectively. The mean intraclass correlation coefficients between laboratories ranged from 0.890 to
0.948 when L. major was used as antigen, and from 0.818 to 0.879 when L. infantum was used.

Interpretation: ELISA tests using L. major or L. infantum antigens have similar accuracy and reliability. Our results do not
support the substitution of the L major antigen of the ELISA test currently used for the diagnosis of canine visceral
leishmaniasis in Brazil.
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Introduction One of the control measures of human VL recommended by
the Brazilian Ministry of Health is euthanasia of seroreactive dogs

e . T T s . spe : . . s vl
Visceral leishmaniasis (VL) is a severe parasitic disease that in order to interrupt the transmission cycle [7]. Although

affects the phagocytic mononuclear system of humans and employed since the  1950s, this measure continues o be
animals. In Brazil, the infection is caused by Leishmania (Leishmania) .
wfantum (syn. Leishmania (Leishmania) chagasi [1,2]. The parasite is
transmitted mainly by the bite of female sandflies (Lutzomyia
longipalpis) [2,3,4]. VL is endemic in Brazil and urbanization of the
disease has been observed since 1980 [5]. Foci of VL. are found in
different cities of the five political-administrative regions of the

controversial mainly because of its low effectiveness in reducing
the incidence of canine and human disease [8.9]. One of the
factors that might be related to the lack of impact of this control
measure is the limited accuracy of the tests used for the diagnosis
of VL. in dogs [10]. The Brazilian program uses two serological
techniques for the diagnosis of canine VL: the enzyme-linked

country [6]. The prevalence of infected dogs that live in endemic . ; . L .
ry [6] I &) immunosorbent assay (ELISA) and the indirect immunofluores-

arcas ranges from 1% to 67% [3,6].
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cent antibody test (IFAT). The diagnostic kits are supplied to the
Central Public Health Laboratories (LACEN) of the country and
to accredited laboratories that perform the tests in areas of VL
transmission. The Ministry of Health recommends serological
screening of the dogs with the ELISA and confirmatory diagnosis
based on the IFAT results [7].

One of the disadvantages of serological tests is the possibility of
false-positive results due to cross-reactions with other members of
the family Trypanosomatidae, such as Tiypanosoma cnuzi, because of
the existence of common epitopes that interfere with the specificity
of the assays [11,12,13]. Specific tests are important to rule out VL
in suspected clinical cases, whereas sensitive tests are fundamental
for surveillance programs or to test dogs imported from endemic
regions and to identify infected healthy animals [14].

According to Kar (1995) and Boarino (2008), the sensitivity and
specificity of serological diagnostic methods depend on the type
and purity of the antigen used [15,16]. The tests currently
available within the public health laboratory network in Brazil are
produced by Bio-Manguinhos®, Fundagio Oswaldo Cruz, Min-
istry of Health, and use L. major as antigen. However, there is
growing technical and academic discussion about the possibility to
improve the accuracy of the test by using L. infanium homologous
antigen. This approach could increase the efficiency of culling
seroreactive dogs and, consequently, the impact of the control
program. We conducted the present study to answer wether a
homologous crude antigen prepared with L. infantum would be able
to improve the specificity of a crude antigen ELISA test currently
prepared with L. major. Therefore, the objective of the present
study was the validation and evaluation of reliability between
laboratories with different complexity levels of two ELISA tests
using L. magor or L. infantum antigens.

Methods

A validation study of ELISA techniques using L. major and L.
mfantum antigens for the diagnosis of canine VL was conducted.
Parasitological tests were used as gold standards. In addition, the
reliability between laboratories was tested by estimating intraclass
correlation coefficients (ICC).

Serum and intact skin or skin lesion samples were collected from
1,600 dogs between 2008 and 2010 in a multicenter study
conducted in four cities endemic for canine VL: Bauru, State of
Sdo Paulo; Brasilia, Federal District; Palmas, State of Tocantins,
and Fortaleza, State of Ceard, located in the southeast, center-
west, north, and northeast regions of Brazil, respectively. Three
neighborhoods with a historical prevalence of canine VL of 10%
or higher were chosen in each city. The animals were selected
without prior clinical assessment or laboratory diagnosis. The dogs
were included based on systematic random sampling of the
dwellings per street in each selected neighborhood. Dwellings were
selected alternately from the first residence until a sample of 400
dogs was obtained from each of the four cities.

The skin samples were used for detection of the parasite by
direct visualization in hematoxylin /eosin-stained histopathological
sections, for immunohistochemistry according to Figueiredo et al.
[17], and for isolation of the parasite in culture according to
Madeira et al. [18]. The samples were processed at the Laboratory
of Leishmaniasis Surveillance, Evandro Chagas Rescarch Institute,
Oswaldo Cruz Foundation (IPEC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro), a
National Referral Center for the parasitological diagnosis of
leishmaniases. These techniques represented the gold standard
and an animal that was positive in at least one of the tests was
defined as infected with L. infantum.
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Two ELISA tests produced by Bio-Manguinhos® were validat-
ed: ELISA using crude L. major antigen, a registered product of the
Ministry of Agriculture and Livestock (MAPA) currently used by
official diagnostic laboratories, and ELISA using crude L. infantum
antigen, a pilot product produced by the same manufacturer
which is not commercially available.

The tests were validated simultancously in March and April
2010 by the National referral laboratory at the Ezequicl Dias
Foundation in the State of Minas Gerais (FUNED-MG) and the
reliability was evaluated by three referral laboratories of different
levels of complexity that perform routine diagnostic tests of canine
VL: the National Referral Laboratory at the Ezequiel Dias
Foundation in the state of Minas Gerais (FUNED-MG), the State
Referral Laboratory at the Adolfo Lutz Institute in the state of Sao
Paulo (IAL-SP), and the Municipal Referral Laboratory at the
Zoonosis Control Center in the municipality of Campo Grande,
state of Mato Grosso do Sul (CCZ-CG). The tests were performed
blindly by each laboratory, with the examiners being unaware of
the result of the gold standard. The sera were cryopreserved at
IPEC/FIOCRUZ and sent on dry ice to FUNED-MG with coded
identification. The samples were then thawed and divided into
100-pL aliquots in eppendorf tubes. The tubes were sent under
refrigeration in reusable ice to IAL-SP and CCZ-CG for the
reliability assays.

The ELISA protocols used by the three laboratories were
identical and were based on recommendations of the manufac-
turer of the diagnostic kit (Bio-Manguinhos®, Rio de Janeiro,
Brazil). The results of the assays were read with routine equipment
of the participating laboratories: a microplate spectrophotometer
equipped with a 450-nm filter without the use of a reference filter
(620630 nm). The cut-off value was twice the mean optical
density of the negative controls included in the plate according to
manufacturer recommendations. Samples that presented an
optical density between the cut-off and 1.2 times the cut-off were
classified as indeterminate and re-tested. Samples that continued
to be indeterminate were classified as negative. For standardiza-
tion of the optical densities of the samples, the optical density
obtained for the sample was divided by the respective cut-off. The
product of this division was called the optical density index (ODI)
and was used for evaluation of the reliability between laboratories
based on the calculation of 1CC.

The results were entered into Excel spreadsheets and analyzed
using the SPSS 16 for Windows program. The following
parameters were estimated: sensitivity, specificity, area under the
ROC curve, positive (PPV) and negative predictive values (NPV),
and ICC as a measure of reliability. A two-way random model for
absolute agreement was used for calculation of the ICC. The
respective 95% confidence intervals (95% CI) were estimated.
Finally, a sensitivity analysis was performed to estimate the
predictive values based on plausible seroprevalence rates previ-
ously reported in the literature [19,20,21,22,23,24,25].

Ethics Statement

The project was approved by the Ethics Committee on Animal
Use of Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ-CEUA) according
to the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA), licensed
under the number: G-38/08. All animal owners who participated
in the experiment agreed to include their dogs in the study and
signed an informed consent.
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Results

Of the 1,600 serum samples, 150 were excluded from the
analysis because of inconclusive parasitological results obtained
with the gold standards at IPEC/FIOCRUZ and 25 because the
material was insufficient to perform all serological tests at the three
laboratories. Thus, the final sample consisted of sera from 1,425
dogs. Of these, 98 (6.9%) were classified as positive and 1,327
(93.1%) as negative by the gold standard.

The accuracy of the ELISA tests using L. major and L. infantum
antigens in are shown in Table 1. Briefly, sensitivity was 91.84%
and 89.80% and specificity was 83.57% and 82.59% for L. major
and L. infantum antigens, respectively. Figure 1 shows the results of
the sensitivity analysis for the calculation of NPV and PPV based
on seroprevalence rates ranged from of 1 to 65%.

The area under the ROC curve (AUgac) was 0.920 and 0.898
for L. major and L. infantum antigens, respectively. Figure 2.

The mean ICC of the tests ranged from 0.890 to 0.948 when L.
major was used as antigen, and from 0.818 to 0.879 when L.
infantum was used. Table 2.

Discussion

The relationship between human cases of VL and the
prevalence of canine zoonotic disease has resulted in multiple
efforts to reduce the risk of transmission. An important corner-
stone of the national control program of the Brazilian Ministry of

Serology Validation for Dog Leishmaniasis

Table 1. Accuracy results of ELISA tests using Leishmania
major or Leishmania infantum antigens (Bio-Manguinhos®) for
the detection of visceral leishmaniasis in serum samples of
dogs from endemic regions in Brazil (2011).

Leishmania major test Leishmania infantum test

Sensitivity 91.84% (86.42 to 97.26) 89.80% (83.80 to 95.79)
Specificity 83.75% (81.76 to 85.74) 82.69% (80.64 to 84.73)
AUpoc® 0.917 (0.881 to 0.953) 0.893 (0.854 to 0.933)

pPVE 29.61% (24.47 to 34.74) 27.85% (22,61 to 32.79)
NPVE 99.28% (98.78 to 99.78) 99.09% (98.53 to 99.65)

The 95% confidence interval is given in parentheses.
*Upec: area under the ROC curve.

“positive predictive value.

“Negative predictive value.

doi:10.137 1/journal pone.0069988.t001

Health is the monitoring of reservoirs based on the identification
and euthanasia of infected dogs. The development of accurate
diagnostic tests that meet the needs of both public health services
and owners of dogs living in endemic areas in terms of the
reliability of a valid diagnosis is a major challenge for researchers.

The study of canine seroprevalence in endemic areas can
generate much doubt depending on the sensitivity and specificity
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Figure 1. Sensitivity analysis of positive and negative predictive values of ELISA tests using Leishmania majoror Leishmania infantum
antigen (Bio-Manguinhos®) according to variations in the prevalence of canine visceral leishmaniasis. PPV: positive predictive value;

NPV: negative predictive value.
doi:10.1371/journal.pone.0069988.g001
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Figure 2. Receiver operating curve (ROC) comparing the results of the optic density indexes obtained with ELISA tests using
Leishmania major or Leishmania infantum antigen (Bio-Manguinhos®).
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of the tests used, which vary between different validation studies.
These variations are related mainly to differences in the reference
population and sampling strategics used for the validation process,
as well as to technical characteristics of the test, competence of the
laboratory, choice of the gold standard, and cut-off value used for
interpretation [26]. Furthermore, biological factors can affect the
accuracy of serological tests. Sensitivity varies according to the
state of infection and immune status of the host. In addition, lower

Table 2. Mean intraclass correlation coefficients between
laboratories for the optic density indexes of ELISA tests using
Leishmania major or Leishmania infantum antigen (Bio-
Manguinhos®) for the detection of visceral leishmaniasis in
serum samples of dogs from endemic regions in Brazil (2011).

Leishmania infantum

Leishmania major test  test

Laboratory

cc® Icc

CCZ-CGP x IAL-SP°
IAL-SP x FUNED-MG®
CCZCG x FUNED-MG

0.904 (0.884 to 0.919)
0.948 (0.942 to 0.953)
0.890 (0.876 to 0.902)

0.818 (0.791 to 0.841)
0.879 (0.865 to 0.891)
0.875 (0.834 to 0.903)

The 95% confidence interval is given in parentheses.
“Intraclass correlation coefficient.

BCentro de Controle de Zoonoses, Campo Grande.
“Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo.

“Fundacao Ezequiel Dias, Minas Gerais.
doi:10.1371/journal.pone.0069988 1002
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specificity is due to cross-reactions with other agents or when this
parameter is estimated in dogs that are truly infected but are not
detected adequately by the gold standard [26]. Diagnostic tests
based on recombinant more specific antigens have been devel-
oped, however the lack of sensitivity precludes their use as the first
choice tools for epidemiological surveys or control intervention
programs.

In view of these considerations, the present study evaluated the
accuracy and reproducibility of Bio-Manguinhos® ELISA tests
using L. major and L. infantum antigens for the detection of VL in
serum samples of a random sample of dogs including the whole
spectrum of Leishmania infection, from asymptomatic to seriously il
animals which represents the reality of canine VL in Brazil. The
random sampling of dogs contributed to reduce selection bias,
which is commonly seen in validation studies due to an
unbalanced representation of symptomatic dogs. Another strong
point of this study is the technical rigor and completeness of gold
standard methods. However, our gold standard could fail in
asymptomatic infected dogs with lower parasite burden producing
a classification bias which would underestimate the true specificity
value for both tests.

Comparison of the sensitivity between both antigens showed
similar performance. Barbosa-De-Deus et al. [27] reported 98%
sensitivity and 95% specificity of an ELISA test using antigen
prepared from L. major-like promastigotes in a sample of 1,741
animals (1,582 negative and 159 positive). Similar results (97 %
sensitivity and 98% specificity) have been reported by Scalone et
al. [28] for a sample of 415 animals (258 negative and 157 positive
) using recombinant rK39 antigen. Carvalho et al. [29] observed
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100% sensitivity and specificity of an in-fouse ELISA using L.
infantum antigen in 125 animals (15 negative and 110 positive ).
The fact that another serological test was used as the gold standard
in those studies might be a disadvantage since the tests evaluated
would detect the same phenomenon of antibody elevation
identified by the gold standard and the chance of agreement
would therefore be higher, overestimating sensitivity and specific-
ity

Studying ELISA tests that employed L. infantum/ chagasi antigen,
Oliveira et al. [30] reported 90% sensitivity and 100% specificity
of the test for a sample of 101 dogs, including 30 animals with a
confirmed parasitological diagnosis and 71 negative animals. The
authors used exclusively sera from dogs with a confirmed
parasitological diagnosis for the calculation of sensitivity and
exclusively sera from dogs defined as negative for the calculation of
specificity, an approach that improves artificially the accuracy of
the tests. Rosario et al. [13] compared ELISA tests employing
crude antigens of L. amazonensis and L. chagasi/infantum and the
recombinant antigens rK39 and rK26. A total of 131 samples were
tested (25 negative and 106 positive) demonstrating sensitivity of
100% (95% CI: 95.6 to 100) for L. amazemensis, 98% (92.7 to 99.7)
for L. chagasi/mfantum, 98.1% (92.7 to 99.7) for antdgen rK39, and
99.1% (94.1 to 100) for antigen rK26. Specificity was 100% (83.4
to100) for L. amazonensis, 100% (83.4 to 99.7) for L. chagasi/
infantum, 100% (83.4 to 100) for antigen rK39, and 96% (77.7 to
99.8%) for antigen rK26. Lira et al. [31] evalnated ELISA with L.
major-like antigen (Bio-Manguinhos®), which is currently used by
the Brazilian visceral leishmaniasis control program, in a sample of
41 animals (25 positive and 16 negative) and observed sensitivity of
72% (50.4 to 87.1) and specificity of 87.5% (60.4 to 97.8%). In
addition to the imprecise estimates of that study, the authors used
animals from unaffected arcas as negative controls, a fact that may
have favorably influenced the specificity results. Pinheiro et al. [32]
compared ELISA tests using a recombinant cysteine proteinase
(rLdceysl) and lysates of L. chagasi amastigotes and promastigotes
as antigens. In that study, sensitivity was 98% (rLdccysl), 89%
(amastigotes) and 86% (promastigotes), and specificity was 96%,
69% and 68%, respectively. Like Oliveira et al. [30], the authors
used sera from dogs with a confirmed parasitological diagnosis
(209 animals) for the calculation of sensitivity and sera from 68
animals classified as negative for the calculation of specificity,
including 46 samples from dogs with other discases. However, the
dog sera were obtained by convenience sampling which is prone to
selection bias.

With respect to the predictive values shown in Table 1, the NPV
were high (99,28 and 99,09%) indicating excellent sensitivity of the
tests. On the other hand, the PPV was 29,61% when the L. major
antigen was used and 27.85% with the L. chagasi antigen. These
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results are a matter of concern since in cases in which the
prevalence of infection is similar to that of the sample studied
(6.9%), at least three dogs with a false-positive result would be
climinated per each truly infected animal. In this respect, although
designed to improve the capacity for detection of infection, the
gold standard used probably continues to be imperfect and does
not identify some truly infected animals, with a consequent impact
on specificity and PPV,

As can be seen i Figure 1, the predictive values of the ELISA
tests are closely related to the prevalence of the disease. As already
mention above prevalence of canine visceral leishmaniasis is
variable and health decision-makers need to be aware of the
expected predictive values using serological tests for control
purposes. In this respect, sensitive tests are fundamental for
surveillance and control programs of leishmaniasis since they
permit the culling of a larger number of truly infected animals,
whereas specific tests are more important for the confirmartion of
suspected clinical cases, being more relevant for veterinarians
dedicated to individual animal care [14]. Barbosa-De-Deus et al.
[27] studied an important convenience sample of dogs in which
the “prevalence” of VL was 9.13% (159/1741), obtained good
predictive values (100% NPV and 66% PPV). However, as
discussed earlier the sclection bias that may occur as a result of the
use of another serological test as the gold standard should be taken
into account when interpreting these results.

In our study the ICC indicated almost perfect agreement
between tests (>0.81) in labs with different levels of complexity.
This is a very relevant result because adequate reproducibility is
essential to avoid unnecessary dog culling and optimize lab costs.
The lack of significant differences in the accuracy and reliability of
tests using L. infantum or L. major antigen indicates that there is no
need to change the antigen composition of the enzyme immuno-
assay currently used in Brazil for the diagnosis of canine VL.
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