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RESUMO

A leishmaniose visceral vem apresentando mudangas importantes em seu padréo de
transmissdo, com progressiva urbanizagdo e expansdo geogréfica, acometendo regides
anteriormente consideradas indenes. O controle da doenca tem se mostrado dificil e
laborioso, e a experiéncia adquirida nas Ultimas décadas revela a necessidade de se utilizar
as medidas de controle de forma integrada. Incluida entre as estratégias preconizadas pelos
0rgéos publicos, a eliminacdo dos reservatorios caninos constitui uma importante acdo que,
para ser executada, exige uma correta identificacdo dos cées infectados. Outras medidas,
como a vacinagdo dos cdes, tém sido também utilizadas. Com a introdu¢&o no mercado de
uma vacina contra a Leishmaniose Viscera Canina (Leishmune®), capaz de ocasionar o
desenvolvimento de altos niveis de anticorpos 1gG, torna-se necessaria a utilizacdo de
novos marcadores sorolégicos. Além disso, para o diagnostico sorolégico da infecgdo por
Leishmania chagasi, é desgjavel a utilizacdo de sangue dessecado em papel de filtro
(SDPF), pois apresenta vantagens sobre a utilizacdo de soro obtido por puncéo venosa,
principalmente com relacd aos custos envolvidos com logistica e as facilidades para
utilizacdo em condi¢Oes de campo.

Assim, neste trabalho, buscou-se validar, em amostras de soro e de SDPF, um teste
de imunofluorescéncia indireta (IFI), desenvolvido pela Bio-Manguinhos, e dois testes
imunoenziméticos (ELISA), sendo um deles também desenvolvido pela Bio-Manguinhos e
0 outro desenvolvido de acordo com atécnica descrita por Voller (1976) com modificacoes,
utilizando antigeno sollivel obtido a partir de promastigotas de L. major-like. Avaliou-se
também a reprodutibilidade dos niveis de anticorpos 1gG, 1gG1 e 1gG2 por estas reacdes
soroldgicas, ao longo do tempo decorrido gpds a coleta. Além disso, determinou-se a
capacidade das imunoglobulinas 1gG1l e IgG2 de se congtituirem em marcadores de
infeccdo ativa por L. chagasi e o comportamento das mesmas em amostras de SDPF.

As amostras de soro e eluato de SDPF obtidas de 161 cées— sendo 31 negativos, 10

chagasicos, 42 infectados assintométicos, 45 infectados oligossintomaticos e 33 infectados
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polissintométicos — foram ensaiadas de forma pareada no 1° dia apés a coleta (D.A.C.),
sendo que no 15° 30°% e 60° D.A.C. foram ensaiadas aiquotas de amostras de eluato de
SDPF e comparadas com os resultados obtidos com o soro no 1°D.A.C.

A vaidade das reagdes, em soro e em euato, foi aferida através dos indices de co-
positividade (icp), co-negatividade (icn), concordancia de Youden (J) e dos vaores
preditivos positivo (vpp) e negativo (vpn), utilizando-se a reagdo de IFI em soros como
referéncia, uma vez que esta reacd demonstrou fidelidade em identificar corretamente os
animais verdadeiramente positivos e negativos. As reagoes de IFI, ELISA (Bio-
Manguinhos), ELISA 1gG (ag. L. major-like) e ELISA 1gG2 (ag. L. major-like), em
amostras de soro e eluato, se mostraram validas para o diagndstico soroldgico daLVC. A
distribuicdo cruzada dos resultados obtidos com soro e eluato, para cada reacdo avaliada,
revelou Otimas e boas concordancias para as reagdes de IFI, ELISA (Bio-Manguinhos),
ELISA 1gG (ag. L. major-like) e ELISA 1gG2 (ag. L. major-like). A andlise da
reprodutibilidade das reagbes em SDPF, armazenadas a 4°C na presenca de silica-gdl., em
funcdo do tempo, demonstrou que niveis de imunoglobulinas especificas da classe 1gG,
presentes nas amostras de SDPF, mantiveram-se estéveis por até 30 D.A.C. pela reagdo de
IFI e por até 60 D.A.C. pelas reacdes de ELISA (Bio-Manguinhos) e ELISA (ag. L. major-
like). As imunoglobulinas especificas das subclasses 1gG1 e IgG2, presentes nas amostras
de SDPF, também mantiveram seus niveis estaveis por até 60 D.A.C. pelareagdo de ELISA
(ag. L. major-like). N&o foi possivel estabelecer uma correlacdo entre os niveis da
imunoglobulinas 1gG, 1gG1 e IgG2 com a classificacgo clinica dos cées infectados por L.

chagasi.
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ABSTRACT

Viscerd Leishmaniasis comes presenting important changes in its standard of
transmission, with gradual urbanization and geographic expansion, attacking undamaged
considered regions previously. The control of the illness if has shown difficult and
laborious, e the experience acquired in the last decades discloses the necessity of if using
the measures of control of integrated form. Enclosed it enters the strategies praised for the
public agencies, the elimination of the canine reservoirs constitutes an important action
that, to be executed, it demands a correct identification of the dogs with infection. Other
measures, as the vaccination of the dogs, they have been also used. With the introduction in
the market of a vaccine against the Canine Viscera Leishmaniasis (Leishmune®), capable
to cause the development of high levels of IgG antibodies, the use of new serologica
markers becomes necessary. Moreover, for the serodiagnosis of the infection for
Leishmania chagasi, the use of blood desiccated in filter paper (SDPF) is desirable,
therefore it presents advantages on the use of serum gotten for venopuncture, mainly with
relation to the involved costs with logistic and the easinesses for use in field conditions.

Thus, in this work, one searched to validate, in samples of serum and SDPF, one has
tested of indirect fluorescence antibody (IFA), developed for the Bio-Manguinhos, e two
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), being one of them aso developed by the
Bio-Manguinhos and the other developed in accordance with the described technique for
Voller (1976) with modifications, using dissolvable antigen gotten from promastigotas of L.
major-like. The reproducibility of the levels of antibodies IgG, 1gG1 and IgG2 was aso
evaluated, for these serologica reactions, to long of the passed time after the collection.
Moreover, it was determined capacity of the antibodies IgG1 and 1gG2 of if constituting in
markers of active infection of L. chagasi and their behavior in samples of SDPF.

The samples of serum and eluates of SDPF gotten of 161 dogs - being 31 negatives,
10 with Trypanosoma cruz infection, 42 asymptomatic, 45 oligosymptomatic and 33
polisymptomatic for L. chagasi infection - they had been assayed in duplicate in the 1° day
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after collection (D.A.C.), being that in 15° 30° and 60° D.A.C. they had been assayed
aliquot of samples of eluates of SDPF and compared with the results gotten with the serum
in 1°D.A.C. Thevalidity of the reactions, in serum and eluates, it was surveyed through the
indices of the co-positivity (icp), co-negativity (icn), agreement of Youden (j) and the
preditivos values positive (vpp) and negative (vpn), using it reaction of IFA in serum as
reference, a time that this reaction demonstrated alegiance in identifying the truily positive
and negative animals correctly. The IFA, ELISA (Bio-Manguinhos), ELISA 1gG (Ag. L.
major-like) and ELISA 1gG2 (Ag. L. major-like), in samples of serum and eluates, if they
had shown valid for the serodiagnoss of the LVC. The crossed distribution of the results
gotten with serum and eluates, for each evauated reaction, it disclosed and good
agreements for the IFI reactions excellent, ELISA (Bio-Manguinhos), ELISA 1gG (Ag. L.
major-like) and ELISA 1gG2 (Ag. L. major-like). The analysis of the reproducibility of the
reactions in SDPF, stored 4°C with silica-gel, in function of the time, it demonstrated that
levels of specific antibodies IgG, gifts in the samples of SDPF, they had been remained
steady for up to 30 D.A.C. for the reaction of IFI and up to 60 D.A.C. for the reactions of
ELISA (Bio-Manguinhos) and ELISA (Ag. L. major-like). The specific antibodies of the
subclasses 1IgG1 and 1gG2, gifts in the samples of SDPF, also they had kept its steady levels
for up to 60 D.A.C. for the reaction of ELISA (Ag. L. major-like). It was not possible to
establish a correlation enters the levels of the antibodies 1gG, 1gG1 and 1gG2 with the
clinical classification of the dogs with L. chagasi infection.
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Figura 8: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-

like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagas,

ensaladas para diferentes dilui¢des do soro.
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chagasi, ensaiadas para as eluigdes preparadas utilizando diferentes volumes de PBS para

eluir cada picote do papel de filtro Whatman n° 4.
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estabelecendo-se o limiar de reatividade pela média dos controles negativos, acrescida de 2

vezes o desvio-padréo.

Figura 15: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
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XiX
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1. INTRODUCAO



A redlizagdo de inquéritos soroldgicos constitui a base de informacfes para o
direcionamento das medidas de controle e profilaxia de uma série de doencas. Das vérias
metodologias disponivels, os testes soroldgicos apresentam vantagens, como a elevada
sensibilidade, que os fazem de escolha para serem usadas em diagndstico coletivo,
tornando possivel aidentificagdo das condicdes assintomaticas e subclinicas. A escolha das
reacOes soroldgicas a serem utilizadas constitui um dos principais aspectos para a
viabilizagdo destes estudos, sendo importante avaiar os custos, a validade do método
empregado e a simplicidade metodoldgica. A utilizac& de amostras de sangue dessecado
em papel de filtro (SDPF) em substituicdo ao tradicional uso do soro, apresenta inUmeras
vantagens, relatos de excelentes indices de concordancia entre soro e eluato sanguineo,
utilizados para a dosagem de anticorpos, em diferentes viroses causadoras de doenca
respiratéria aguda (Chin et al.,1966), na esquistossomose (Evengard et al., 1988), na
doenca de Chagas humana (Machado-Coelho et al., 1995), na toxoplasmose caprina (Bahia
et al., 1995) e na Leishmaniose Viscera Canina (LVC) (Gomes et al., 2001). Entretanto
permanece a duvida sobre sua vaidade para o diagnéstico soroldgico da LV C, umavez que
diversos autores tém relatado uma baixa sensibilidade dos testes soroldgicos utilizando
amostras de eluato sanguineo (Evans et al., 1990; Braga et al., 1998; Ferreira et al., 2004).
Além disso, torna-se necessario avaliar sua reprodutibilidade ao longo do tempo decorrido
apos acoleta (D.A.C.), uma vez que em situagdes de acimulo de amostras para andlise nos
laboratdrios, como em surtos epidémicos, € preciso armazenar parte delas para serem
processadas posteriormente. Portanto, a validagcdo de testes sorologicos utilizando amostras
sanguineas colhidas em papel de filtro constitui elemento de interesse de salide publica,
capaz de viabilizar aredizago de inquéritos soroepidemiol 6gicos de maior escala

As metodologias convencionais utilizadas para pesguisa de anticorpos especificos
paraa LV C objetivam a determinac&o dos niveis de IgG totd anti-Leishmania. Entretanto,
com a introducdo no mercado de uma vacina canina anti-Leishmania (Leishmune®), capaz
de ocasionar uma resposta celular e humoral, com atos niveis de IgG tota anti-Leishmania
(Borja-Cabrera et al., 2002), torna-se necessaria a utilizacdo de um novo marcador

sorolégico, uma vez que pelos métodos sorol 6gicos tradicionais — baseados na deteccdo de



anticorpos 1gG totais — torna-se impossivel diferenciar cdes infectados de cées vacinados.
Alguns pesqguisadores passaram a buscar este marcador nas subclasses de 1gG — 1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4 (Deplazes et al., 1995; Mendes et al., 2003; Quinnell et al., 2003).
Entretanto, dados os resultados controversos encontrados entre estes autores, fazem-se
necessarios novos estudos sobre 0 tema. Através da determinacdo dos niveis de IgG1 e de
1gG2, este trabalho busca também estabelecer correlacdo entre os nivels destes com a
classificacdo clinica dos cdes. Estas imunoglobulinas poderiam vir a se constituir em
marcadores capazes de diferenciar as diferentes formas clinicas, bem como se revelarem
bons marcadores da infeccdo por L. chagasi, o que seria de grande utilidade para a

diferenciacdo de animais infectados e animais vacinados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. A Leishmaniose Visceral.

A Leishmaniose Visceral ou Cadazar € uma doenca infecciosa ocasionada por trés
espécies de protozoarios heteroxénicos do género Leishmania ROSS, 1903: Leishmania
(L.) donovani (Laveran & Mesnil, 1903) ROSS, 1903 e Leishmania (L.) infantum Nicolle,
1908 no Velho Mundo, e Leishmania (L.) chagasi Cunha & Chagas, 1937 no Novo Mundo.
O género Leishmania é composto por um grande nimero de espécies, classificadas de
acordo com critérios bioldgicos, bioguimicos, clinicos, imunolégicos e genéticos. Esses
protozoarios digenéticos (Ordem Kinetoplastida; Familia Trypanosomatidae) apresentam
como formas evolutivas amastigotas — parasitas obrigatorios de células do Sistema
Fagocitario Mononuclear do hospedeiro vertebrado — e promastigotas e paramastigotas no
trato adimentar do hospedeiro invertebrado (Hoare & Walace, 1966; Hommel, 1978;
Waters, 1993). Multiplicam-se assexuadamente por divisdo bindria simples tanto no
hospedeiro vertebrado quanto no invertebrado, apesar das evidéncias apontarem para a
possibilidade de trocade materia genético sexual e parasexua mente (Bastien et a.,1992).

Fémeas de insetos da ordem Diptera, familia Psychodidee e subfamilia
Phlebotominae quando infectados pelo parasita tornam-se vetores da doenca, podendo
transmiti-la para os hospedeiros vertebrados (Deane, 1956). No Brasil, a espécie Lutzomyia
longipalpis é o principa vetor (Deane & Deane, 1954a; Deane et al., 1955 & Deane, 1956),
sendo o Unico de grande importancia quer por sua capacidade vetorid, quer por sua ampla
distribuicdo geografica no novo mundo. Outras espécies podem participar da transmissao,
tais como Lu. cruz e Lu. Evansi, capazes de atuar como vetores de importancia secundaria
(Travi et al., 1996; Galati et al., 1997).

Nas Américas, 0s animais silvestres incriminados como hospedeiros vertebrados,
aé o momento sdo: as raposas Dusycion vetulus (=Lycalopex vetulus), encontrada
infectada no Sudoeste do Ceara, Brasil (Deane & Deane, 1954) e Cerdocyon thous, na
Regido Amazbnica — Brasil (Lainson et al., 1969), e o gamba Didelphis marsupialis, na
Venezuela (Corredor et al., 1989). Os cées sdo incriminados como hospedeiros vertebrados



no ambiente domeéstico e peridoméstico, a exemplo do que ocorre no Mediterraneo (Cunha
& Chagas, 1937).

S80 conhecidos dois ciclos epidemiolégicos da doenga: o Silvestre, mantido
principalmente pelas raposas, e o Peridomiciliar, mantido pelo c&o (Lainson & Shaw,
1987). Estes ciclos se superpdem, uma vez que as raposas possuem hdébitos erréticos,
visitando o domicilio e seus anexos (gainheiros) em busca de aimento. Assim, esses
animais atuam como fonte de infeccéo para os flebotomineos existentes no peridomicilio,
gue por suavez transmitirdo o parasita para 0s caes, principais reservatorios domiciliares da
doenca(Lainson et al., 1969).

Em humanos, a doenga pode ndo se manifestar, assumindo um curso assintomatico,
sem qualquer manifestagdo clinica aparente (Prata, 1957; Toledo et al., 1983). Em outros
casos, apresenta uma historia natural caracteristica, sendo denominada forma classica do
calazar. A evolugdo destaforma pode ser divididanos periodosinicia, de estado e final.

O periodo iniciad geramente se apresenta de forma insidiosa, com febre sem um
padréo definido, seguida de mal-estar, com progressivo gparecimento de esplenomegalia
Podem ocorrer ainda dispnéia e perturbacdes digestivas. Logo apos esta fase, surge o
periodo de estado, com febre, emagrecimento, edemas nos membros inferiores, anemia,
aopécia, manifestagbes hemorragicas e hipertrofia ganglionar. Ocorrem ainda
hepatomegalia, distensdo abdomina, circulagdo colateral e superficia, manifestacdes
respiratérias, com tosse produtiva ou improdutiva e bronquite freqlientemente associada.
Finalmente, sem o estabelecimento de terapéutica especifica, ocorre o agravamento do
estado geral do paciente, com grave emagrecimento — podendo chegar a caguexia,
prostragéo, intensificagdo dos edemas, marcante hepatoesplenomegalia e, algumas vezes,
ascite. Podem ainda ocorrer complicagOes infecciosas associadas, capazes de levar o
paciente ao 6bito (Prata, 1957). Na Europa e na Américado Sul, a doenca apresenta ainda
frequente associagdo com a AIDS (Estambale & Knight,1992; Alvar et al., 1996).

A leishmaniose viscera ocorre na maioria das regides tropicais e subtropicais do
mundo. Encontra-se presente em quatro dos cinco continentes (Asia, Africa, Europa e

Américas Central e do Sul) sendo endémica em 88 paises (Monteiro et al., 1994), com mais



de 90% dos casos provenientes de Bangladesh, Brasil, indiae Suddo (Vannier-Santos et al .,
2002; Mendes et al., 2003) e quinhentos mil casos novos registrados anua mente no mundo
(Mendes et al., 2003).

Nas Américas, a grande maioria dos casos (acima de 90%) € autdctone do Brasil,
onde ocorrem em 19 dos 27 estados e em quatro regides politicas, excetuando-se a Regido
Sul (Monteiro, 2002). Os casos notificados encontram-se assim distribuidos. Regido
Nordeste (92%), Regido Sudeste (4%), Regido Norte (3%), Regido Centro-Oeste (1%)
(Vieira & Coelho, 1998). O numero de municipios com casos notificados aumentou
sensivelmente nos Ultimos anos, de 520 municipios em 1984 para 930 municipios em 2000
(Simplicio et al., 2002).

No Brasil, a leishmaniose viscera encontra-se em franca expansio e urbanizaco
desde a década de 1980, (MS, 1984; Marzochi et al., 1983;1985;1987; Genaro et al., 1990;
Jerbnimo et al., 1994; Silva et al., 1997; Tavares, 2000; Oliveira et al., 2001; Silva et al.,
2001), atingindo municipios até entdo considerados indenes (Profeta-Da-Luz et al., 2001).
As més condicdes de vida da populagdo das periferias urbanas, o éxodo rurd, a existéncia
de flebotomineos vetores e de populagdo canina susceptivel sdo fatores determinantes para
a urbanizacdo. Ademais, a incapacidade operacional para a redlizacdo de inquéritos
censitérios, a fim de identificar os casos assintomaticos, inviabilizam a interrupgcdo da
transmissao nestas éreas.



2.1.1. Leishmaniose Viscerad Canina:

A Leishmaniose Viscera, descrita pela primeira vez em cédes por Nicolle (1908b),
apresenta-se mais prevalente nesses animais do que em humanos. Nas Ameéricas, a doenca
canina so veio a ser reconhecida com os trabalhos do grupo chefiado por Evandro Chagas
no Estado do Para (Chagas et al., 1937). O importante papel do cd na manutencéo da
transmissdo no ciclo peridomiciliar, atuando como reservatoério, foi esclarecido por Deane
& Deane (Deane, 1956; Deane & Deane, 1962). Estes autores, estudando importante foco
da doencano Estado do Ceara, vieram esclarecer os principais aspectos epidemiol égicos da
doenca.

Postula-se que o cdo sgja, a exemplo do homem, um hospedeiro acidental, uma vez
que apresenta sintomatologia clinica atribuida a doenca, indicando uma relacdo parasita
hospedeiro relativamente recente (Hommel et al.,1995). O periodo de incubacéo é variavel
e dificil de ser determinado, uma vez que, em condi¢cbes naturais, nd0 Se consegue
estabelecer com seguranca o momento dainfeccdo. Em termos gerais, varia de 3 meses até
vérios anos (Genaro, 1993). A doenca canina freqlientemente se apresenta clinicamente
ingparente por longos periodos (Longstaffe et al., 1983).

O quadro clinico é bastante varidvel, certamente influenciado por fatores
relacionados a resposta imunoldgica do cdo e por fatores intrinsecos do parasita, bem como
pela carga parasitaria inocul ada. E representado por um conjunto de sinais, tais como febre,
emagrecimento progressivo, alopécia, anemia — gerdmente normocitica e normocrémica,
hipergamaglobulinemia, descamacdo cuténea e outras dermatites, ulceragdo cutanea —
normalmente nas orelhas, articulagbes, focinho e cauda, éreas de hiperqueratose,
conjutivite, onicogrifose, apatia, diarréia, vomito, linfadenopatia, edema das patas e,
tardiamente, paresia das patas posteriores e caquexia (Deane & Deane, 1955; Brener, 1957,
Alencar, 1959; Marzochi et al., 1985; Abranches et al., 1991b; Genaro, 1993).

Assim, de acordo com aclinica, os cées podem ser classificados em assintomaticos,
oligossintomaticos e sintomaticos (Mancianti et al., 1988). Segundo estes autores, 0s

assintométicos sd0 agueles cdes que ndo apresentam sintomas da infeccdo; o0s



oligossintomaticos apresentam somente linfadenopatia, emagrecimento e/ou pélo opaco; 0s
polissintométicos apresentam, independentemente de associacdo com 0s sinais citados para
os oligossintomaticos, alguns ou todos 0s outros sinais classicos caracteristicos do quadro
clinico dadoenca.

Outra abordagem para classificagdo dos cées foi utilizada por Quinnell et al. (2003).
Estes autores observaram a presenca de aopécia, ulceracdo e descamagdo cuténea,
conjuntivite, linfadenopatia, onicogrifose, edema das patas e paresia das patas posteriores
nos cées infectados. Através do somatorio dos escores, atribuidos a cada um dos sintomas
observados e de acordo com a intensidade das manifestagdes, classificaram os animais em
assintomaticos, oligossintomaticos e polissintométicos.

E sabido que a capacidade de atuar como fonte de infeccio para o vetor esta
presente nos caes com 0s trés tipos clinicos, uma vez que apresentam intenso parasitismo
cutaneo, mesmo em pele sa (Adler & Theodor, 1931a). Alvar et al. (1994) demonstraram a

capacidade de cées sintométicos e assintométicos de infectarem os flebotomineos vetores.

2.1.2. Epidemiologia:

A andlise dos diferentes aspectos epidemiolégicos observados para o Calazar
permite a distingdo de trés tipos da doenca: o Calazar Indiano, o Calazar Mediterraneo e o
Calazar Americano. Diferem quanto ao agente causador, o vetor, a distribui¢do geografica
e 0s elementos que integram a cadeia de transmissao.

O Cdazar Indiano é causado por Leishmania (L.) donovani (Laveran & Mesnil,
1903) Ross, 1903. O homem congtitui o Unico mamifero encontrado infectado,
caracterizando uma antroponose. A transmissao parece ocorrer de homem a homem pelos
vetores Phlebotomus argentipes e P. alexandri (Lainson & Shaw, 1987), ocorrendo na
india, Bangladesh, Sud&o, Paquistfio, Nepa e no leste da China (Grimaldi et al., 1989).
Além do quadro clinico classico, foram descritos alguns casos de Leishmaniose Dérmica
Pés-Cd azar, uma forma clinica encontrada quase exclusivamente neste tipo epidemiol dgico
(Kar, 1995).



O Cdazar Mediterraneo € causado pela infeccdo com a Leishmania (L.) infantum
Nicolle, 1908. Ocorre predominantemente em criangas (Brener, 1957), sendo encontrado na
Asia Centrd, Norte e Noroeste da China, Sudoeste da Asia, Africa e na Europa, em
Portugal e em todos os paises do Mediterraneo (Grimaldi et al., 1989). Foram descritos
diversos hospedeiros silvestres, como o chaca (Canis aureus), o lobo (Canis lupus), a
raposa (Vulpes vulpes), dém de outros canideos. No ambiente domiciliar, encontramos o
cdo (Canis familiaris). Como vetores temos varias espécies de flebotomineos, como: P.
alexandri, P. chinensis, P. kandelaki, P. longicuspis, P. major, P. mongolensis, P. tobbi e
P. transcaucasicus (Martins et al, 1978).

O Caazar Americano, entidade morbida causada por Leishmania (L.) chagas
Cunha e Chagas, 1937, foi primeiramente descrito em Assuncdo — Paraguai, em um
individuo proveniente do Mao Grosso — Brasil (Migone, 1913). Congtitui uma
antropozoonose, tendo aém dos reservatorios silvestres, o cdo como importante
reservatorio no peridomicilio (Cunha & Chagas, 1937). A transmissdo ocorre,
principalmente Cao — Homem e Céo — Céo, através do vetor Lutzomyia longipalpis (Deane
& Deane, 1954a; Deane €t al., 1955; Deane, 1956), e em algumas regides também pelo
Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi (Travi et al., 1996; Galati et al., 1997). Ocorre na
Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Paraguai, Venezuela, Guatemala, Guadaupe,
Honduras, Martinica, México e El Savador (Lainson & Shaw, 1987).

Na Leishmaniose Viscera Americana (LVA), ha uma predominancia da doencaem
criangas (Vieira & Coelho, 1998), o que vem a reforcar a importancia da transmissao
peridomiciliar. Alem disso, 0 estado nutricional apresenta-se como fator de risco para uma
forma severa da infeccdo, uma vez a desnutricdo é capaz de ocasionar a debilidade do
sistema imunologico (Cerf et al., 1987). Os cées sdo 0s responsaveis pela manutencéo da
transmissdo, uma vez que, ao contrario dos humanos, conseguem infectar flebotomineos
com facilidade (Deane, 1956). Véarios autores tém concentrado esfor¢os na identificacdo
dos fatores de risco de infec¢éo para a populacdo canina. Em relago a idade dos caes, esta
bem estabelecido na literatura que a prevaéncia é superior em animais de idade avancada
(Alencar & Cunha, 1963; Abranches et al., 1991a; Sideris et al., 1996). Segundo Alencar
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& Cunha (1963), 0 sexo do animal n&o interfere no risco de adquirir a doenca. Cabrera et
al. (2003) e Cardoso et al. (2004) ndo encontraram diferencas estatisticamente
significativas entre as preval éncias da doenca em cées machos e em fémeas. Com relagéo a
raca ndo ha qualquer padrdo estabelecido, havendo muitas discordancias entre diversos
autores (Pozio et al., 1981; Sideris et al., 1996; Franga-Silva, 1997). Entretanto, caes de
trabalho constituem um grupo de risco, uma vez que dormem fora dos domicilios e,
portanto, encontram-se mais propensos as picadas dos flebotomineos (Dye €t al., 1992).
Com relagdo ao fendtipo tipo de péo, observou-se que cdes com pélos curtos s8o mais
susceptiveis a LVC, quando comparado com cées de pélo longo, uma vez que nos
primeiros o repasto sanguineo € facilitado pelo tipo de pelagem (Franca-Silvaet al., 2003).

Quanto a distribuicdo geografica, a LVA foi inicidmente identificada
principalmente em areas rurais, geralmente nos sopés de serra, onde a densidade vetorial se
encontra aumentada (Deane, 1956). Casos de transmissdo autdctone em regides urbanas
foram também identificados, apesar de em menor escala (Deane & Deane, 1955; Brener,
1957). Posteriormente, novos focos de transmissdo urbana foram descritos, caracterizando
um processo de urbanizacdo e de expansdo da doenga (MS, 1984; Marzochi et al., 1983,
1985; 1987; Genaro et al., 1990; Jerbnimo et al., 1994; Silva et al., 1997; Tavares, 2000;
Oliveiraet al., 2001; Silvaet al., 2001; Profeta-Da-Luz et al., 2001).

2.1.3. Controle e Profilaxia:

Na cadeia epidemiologicada LVA, existem trés elos nos quais se focam as medidas
de controle: 0 cdo — reservatério (e, com menor importancia epidemiolégica, 0 homem —
reservatorio); o flebotomineo — vetor; o homem susceptivel (Marzochi, 1992).

Com a identificagdo dos caes infectados e posterior eliminagdo, esperase a
interrupcdo do ciclo peridomiciliar da doenca. Como a confirmagdo parasitologica da
infeccdo é inviavel para estudos de campo, a soropositividade passa a indicar o sacrificio
dos animais. Assim, esta medida esta entre as recomendadas pela Organizacdo Mundial de
Saide (WHO, 1990). Entretanto, alguns autores tém questionado esta medida de controle
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(Paranhos-Silva et al., 1996; Dietze et al., 1997; Ashford et al., 1998). Vieira & Coelho
(1998) ndo encontraram correlacdo entre casos caninos e humanos. Pelo contrario, Oliveira-
Limaet al. (1996), Oliveiraet al. (2001) e Margonari et al. (2004) estabeleceram uma clara
correlacéo.

O tratamento dos caes, no Brasil, ndo possui 0 aval dos 6rgéos de salide publica
Mesmo com a remissdo dos sinais clinicos, os animais estdo sujeitos a recidivas, além da
possibilidade de selecdo de cepas resistentes as drogas empregadas nos protocolos de
tratamento humano (M.S., 2003). Além disso, Alvar et al. (1994), utilizando um tota de
seis cdes naturalmente infectados por L. chagasi, observaram que mesmo apds o tratamento
guimioterapico todos 0s animais se mantiveram capazes de infectar os flebotomineos.

Medidas complementares dirigidas ao cdo devem receber especial atencéo, como é
0 caso do controle da populagdo errante, estabelecendo-se uma rotina de ceptura e
eliminacdo desses animais, e a utilizacdo de telas em canis individuais (MS,2003). David et
al. (2001) avaiaram a efetividade do uso de coleiras de deltametrina para proteger os caes
contra picadas de flebotomineos (Lu. Longipalpis e Lu. Migonei). Segundo estes autores,
houve um potente efeito de inibicdo do repasto para ambas as espécies de flebotomineos
utilizadas, variando de 96% a 100% nas primeiras semanas de uso, com progressiva
reducdo do efeito apds vinte semanas. Além disso, observou-se também efeito letal sobre os
vetores, com mortalidade maxima naterceira e quarta semanas (91% a 96%). Ademais, foi
demonstrada a efetividade dos colares mesmo em animais expostos a intempéries, como sol
e chuva, constituindo uma medida de grande valor para prote¢do individua dos animais
(Killick-Kendrick et al., 1997; David et al., 2001).

O combate ao vetor constitui outro importante foco para o controle da doengca. O
estudo das popul acdes de flebotomineos, incluindo a dindmica da densidade populacional,
o grau de antropofilia e de zoofilia das espécies, bem como a importancia das diferentes
espéecies na transmissdo, constituem fatores a serem considerados para 0 sucesso do
programa de controle (Marzochi, 1992; Dye, 1996). A aplicacdo de inseticidas no interior e
cercanias do domicilio encontrase entre as medidas do Programa de Controle da
Leishmaniose Viscera (PCLV), elaborado pelo Ministério da Salide (M S, 2003).
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Os humanos podem funcionar como reservatorio (Deane, 1956), embora com
pequena importancia epidemioldgica. Medidas de protecdo individua — principalmente
para individuos que exercem contato com a mata, como repelentes e mosquiteiros, sao
vélidas e auxiliam na diminuicdo da incidéncia da doenca, mas muitas vezes constituem
medidas utdpicas, principalmente em paises tropicais e em comunidades subdesenvolvidas
(Marzochi, 1992). O diagnéstico precoce e tratamento dos casos humanos devem ser
associados as demais medidas de controle, visando a reducéo dos indices de morbi-
mortalidade.

Qualquer programa de controle da Leishmaniose Visceral deve ser integrado, com
todas as medidas profilaticas executadas concomitantemente. Para Alencar (1961) e
Sherlock & Almeida (1970) a eliminagdo de cées positivos e de vetores no domicilio tém
um impacto significativo na reducéo dos casos humanos. Magahdes et al. (1980)
conseguiram controlar aLVA no Vae do Rio Doce, Minas Gerais, através do sacrificio de
caes positivos pela RFC e/ou por exame de esfregaco por aposicao da pele da orelha, do
controle vetoria por aplicacéo de inseticidas e do tratamento de todos os casos humanos
com glucantime®. Por outro lado, Ashford et al. (1998), traba hando em regido endémicade
Jacobina, BA, ao avaliarem o impacto da eliminagdo de cées soropositivos como medidade
controle sobre a incidéncia da doenca, nd conseguiram a interrupcdo da transmissao,
apesar da reducdo da prevaéncia de cées soropositivos em 26% (de 36% para 10%). Estes
dados sugerem que a eliminacdo de cées, sem o concurso de outras medidas, € insuficiente
para controlar a doenca. Entretanto, os autores concluiram que a forga de infecgéo para os
caes expostos pode ser reduzida a cada programa de controle.

Braga et al. (1998), ao compararem um programa de eliminacéo tardia de caes
soropositivos por IFlI em eluatos com outro de eliminacdo rapida de caes soropositivos pela
ELISA em soros, em duas areas selecionadas, — sendo cada uma composta por quatorze
localidades da regido endémicado Vale do Rio Curl, no Ceara — executaram a medicdo da
prevaléncia do calazar canino antes e 10 meses apds 0 inicio dos programas. Apesar de ndo
terem alcangado a interrupgdo da transmissao, conseguiram com o primeiro programa uma
reducéo de 9% na prevaéncia (de 37% para 28%) e, com o segundo programa, de 27% (de
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46% para 19%). Segundo estes autores, os dados obtidos sugerem a importancia da rapida
eliminagdo dos animais infectados e da utilizagdo de uma técnica sensivel para 0 sucesso
dos programas de controle.

De fato, a eliminagdo tardia dos cdes, ocasionada pela baixa capacidade de
processamento de amostras pelos laboratdrios publicos, deixando-0s por um longo periodo
atuando como reservatorios, dém da baixa sensibilidade dos testes diagndsticos e das
dificuldades de identificar o cdo assintomético de &rea endémica parecem ser capazes de
comprometer 0 sucesso dos programas de controle.

E importante destacar que as medidas de controle devem ser adaptadas a realidade
local, de acordo com as caracteristicas epidemioldgicas da regido. No entanto, muitos
aspectos da epidemiologia da doenca continuam obscuros, principalmente em relagdo a
biologia do inseto vetor, seus habitos, criadouros e condicbes naturais de evolugao.
SituagBes novas, como a urbanizacdo, o carater emergente e a associacdo com a AlDS,

dificultam aindamais o controle da transmiss3o.

A profilaxia da LVA através da vacinagdo dos cdes constitui uma importante
intervencd no ciclo epidemioldgico, apresentando-se como uma medida ideal e com
potencial para substituir a eutanasia dos caes — procedimento de grande rejeicdo por parte
da populagdo e das sociedades protetoras dos animais — com grande vantagem operaciona
e financeira. Ademais, a introdugdo de uma vacina eficaz representaria a atuacdo de forma
profilatica sobre o reservatorio canino e, sua utilizacdo em massa, certamente reduziria o
nimero de cées infectados, amenizando o problema da permanéncia de animais
assintomaticos, ndo diagnosticados, participando da transmisséo.

Recentemente, foi desenvolvida uma vacina utilizando FML (ligante fucose-
manose) obtida a partir de uma cepa de Leishmania donovani, pelo grupo de pesquisadores
liderado pela Dra. Clarissa Palatinik de Sousa, da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Os dados preliminares gpresentados foram favoraveis a sua utilizagdo, uma vez que é capaz
de ocasionar forte resposta humoral, levando a soroconversao 97% dos animais vacinados,
e celular, representada pela intradermorreacéo positiva em 100% dos animais vacinados,
com conseqliiente protecéo da populacdo canina vacinada (Borja-Cabrera et al., 2002). Esta
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vacing, produzida pela Fort Dodge Salide Animal Ltda, se encontra em comercializacdo
(Leishmune®), com aprovagdo pelo Ministério de Agricultura. Entretanto, ainda existem
duvidas sobre a capacidade da vacina em impedir a infeccdo dos vetores, razéo pela qua
ndo houve aprovagdo da vacina pelo Ministério da Saide. No momento, a Secretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Salde, em parceria com um ingtituto de pesquisa,
esta conduzindo um ensaio vacina com esta vacina, no sentido de esclarecer melhor estas
questbes (MS, 2004).

A pesquisa de anticorpos especificos para a LVC tem sido conduzida através da
deteccdo de 1gG tota. Como a vacinagdo induz forte resposta humoral, com el evados niveis
de anticorpos 1gG nos animais vacinados, a sorologia convencional torna-se incapaz de
diferenciar animais vacinados de animais infectados, sendo necesséria a utilizagdo de novos
marcadores. Assim, aguns pesquisadores passaram a busca-los nas subclasses de 1gG —
1gG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4. Deplazes et al. (1995), através da pesquisa das subclasses 1IgG1
e 1gG2, encontraram perfis diferenciados, com atos niveis de IgGl e IgG2 para cées
sintométicos e atos niveis somente de 1gG2 para cdes assintomaticos. Além disso, houve
manutencdo dos atos niveis de IgG1l em animas ndo-responsivos a quimioterapia com
glucantime®, sendo esta subclasse de anticorpos indicativa de doenca ativa. Outros autores
encontraram niveis elevados de 1gG1 em céaes infectados e de 1gG2 em animais vacinados
(Mendes et al., 2003). Ao contrario, Quinnell et al. (2003), ndo conseguiram correlacionar
aforma clinica apresentada com os niveis das subclasses de IgG, concluindo pela presenca
de atos niveis de 1gG1, 1gG3 e 1gG4 em todas as formas clinicas da doenga canina.

Além do desenvolvimento de vacinas e de testes répidos para uso em condigdes
rurais, a suplementacdo alimentar da populacéo humana é requerida, uma vez que a ma
nutricdo constitui um fator de risco para a forma severa da doenca e pode ser responsavel
pela debilidade do sistema imunolégico antes da infecgio ocorrer (Cerf et al., 1987). E
importante ressaltar que o Calazar exerce efeito direto sobre o estado nutriciona do

paciente (Harrison et al., 1986).
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2.1.4. Vigilancia Epidemiolbgica

O monitoramento da LVA através das atividades de vigilancia epidemioldgica
busca a diminuicdo do risco de transmissdo e das taxas de morbi-mortaidade em uma
localidade, bem como fornecer informagdes para o plang amento das agoes de controle. De
acordo com a tendéncia atual, deve ser realizada ndo somente nas areas endémicas, mas em
todos os municipios, umavez que se trata de uma doenca de rapida expansdo, dada a ampla
distribuicdo do vetor, a freqliente presenca dos caes nos domicilios e as péssimas condigdes
sanitérias dos suburbios e pequenos logradouros em grande parte do pais (M S, 2003). Além
do mais, as correntes migratérias e o éxodo rural colocam em risco areas livres de
transmisséo (MS, 1984).

Para 0 sucesso das acles de controle da LV, a vigilancia deve abranger todos os
elementos da cadeia de transmissdo. Para tanto, € fundamenta que haja um permanente
controle sobre a populagdo canina, com arealizacdo de inquéritos soroldgicos de freqliéncia
e abrangéncia compativel com a classificagdo epidemioldgica do municipio (MS, 2003).
Além disso, sdo requeridas melhorias na resolutividade diagnéstica dos municipios, com
capacitacdo dos profissionais de salde e apoio logistico, essenciad para o diagnéstico
precoce dos casos humanos (Profeta-Da-Luz et al., 2001). Por fim, destaca-se o controle
entomologico, com a identificagdo da distribuicdo e da densidade vetoria em diferentes
areas (Marzochi, 1992), direcionando a aplicacdo de inseticidas de efeito residua no
ambiente domiciliar e em seus anexos, tais como galinheiros, chiqueiros, currais e outros
(Magalhaes et al., 1980).

2.1.5. Diagnostico Clinico:
O Diagnostico baseado na identificagdo dos sinais clinicos caracteristicos do
Cdazar Canino é bastante dificultado, principalmente pela concorréncia de outras

patologias e quadros de desnutricdo. Assim, nos casos em que se torna possivel o

diagndstico, este se gpresenta apenas presuntivo, mesmo em se tratando de cdes de zona
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endémica. Somase a estas dificuldades o grande nimero de caes assintomaticos (Alvar et
al., 1997). Portanto, torna-se necessaria a utilizagdo de métodos laboratoriais, a fim de

identificar, com maior seguranca, os caes infectados.

2.1.6. Diagnostico Laboratorial:

Quase sempre, a utilizacdo de métodos laboratoriais torna-se indispensavel para um
diagndstico seguro da LV. Compondo o diagnéstico laboratorial desta doenca, temos os
métodos parasi tol gicos, imunol égicos e molecul ares.

2.1.6.1. Métodos Parasitol bgicos:

Representa 0 diagnéstico de certeza da infeccdo. No entanto, muitas vezes €
impossivel a sua utilizagdo, dado o seu cardter invasivo, 0 risco de complicagdes, as
dificuldades operacionais e o custo envolvido para a utilizacdo em maior escala, aém da
menor aceitacdo por parte dos proprietérios dos cdes. Ademais, os resultados obtidos com
as técnicas disponiveis sdo enormemente discordantes, uma vez que as metodologias
utilizadas variam enormemente para cada trabalho, além da falta de controle sobre variaveis
Como a carga parasitéria e o grau de experiéncia do observador. Acrescenta-se a iSO as
dificuldades em identificar caes com parasitismo discreto e cées ainda na fase pré-patente
da infeccdo (Brener, 1957). Outra desvantagem relevante é a pegquena capacidade de
processamento de amostras, uma vez que o exame do material colhido é lento e requer
experiéncia do observador, o que em inquéritos amplos representa um fator limitante
(Brener, 1957).

Estes métodos baseiam-se na observacdo do parasita em esfregacos e cortes de
tecidos, tratados com corantes derivados de Romanowski — como Leishman e Giemsa, em
isolamento por cultura ou em inoculagdo em animais. Dentre os 0rgaos pesquisados, se
encontram o bago (Giraud & Cabassu, 1933), linfonodos (Giraud & Cabassu, 1936),
medula 6ssea (Giraud & Cabassu, 1933; Alencar et al., 1956), figado (Giraud & Cabassu,
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1933; Chagas et al., 1938; Deane & Deane, 1954, 1955, 1955a; Brener, 1957) e pele
(Giraud & Cabassu, 1932; Alencar et al., 1956; Brener, 1957).

Diversos autores reaizaram estudos buscando determinar os indices de positividade,
a fim de indicar a melhor técnica. Lépine & Bifilger (1936) encontraram maior indice de
positividade para 0 exame de material de puncdo de medula dssea (90%), quando
comparados com materia de puncdo esplénica (76,3%) e de puncdo hepatica (38,1%).
Brener (1957) comparou a puncéo hepatica com a bidpsia de pele em 19 cées, encontrando
resultado positivo pela bidpsia de pele e negativo pela pungdo hepatica em 15 caes, e
resultado positivo exclusivamente pela puncéo hepatica em apenas 1 cdo. Conclui o autor
pela superioridade do exame de materid da biépsia de pele. Siddig et al. (1988)
encontraram indice de positividade superior para puncdo esplénica (98%) em relacéo a
puncdo de medula Ossea (54 a 86%) ou linfonodos (64%). Segundo Brener (1957), a
comparagdo entre os resultados obtidos por diferentes autores dificilmente pode ser
efetuada devido a falta de uniformidade entre as diferentes técnicas empregadas. No
entanto, ha um consenso na literatura quanto a baixa sensibilidade do exame de materia
obtido por puncdo hepética para o diagnostico da LV C. Pela simplicidade operaciona da
biopsia de pele, e pelos bons indices de positividade relatados, esta técnica mostra-se
superior aos exames de materia hepatico e esplénico. Ademais, para a execucdo destes
altimos in vivo € necessd&ria uma maior capecitacdo do pessoa da coleta, a fim de
minimizar os riscos de complicagdes parao animal.

A cultura de material de bidpsia, em paraelo ao exame de cortes e esfregacos de
tecidos, aumenta sensivelmente os indices de positividade. Esta € norma mente executada
em meio bifasico NNN/LIT (Mayrink, 1967), com temperatura de incubacdo variando entre
23°C e 26°C. Genaro et al. (1988) destacaram que a mielocultura é capaz de fornecer uma
maior positividade, quando comparada ao mielograma e ao exame de pele.

O isolamento do parasita por inoculacdo em hamsters (Mesocricetus auratus), de
material de puncdo de figado, baco ou medula 6ssea, constitui-se em uma alternativa para a
melhoria da sensibilidade. Entretanto, apresenta pouco vaor pratico devido aos custos
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elevados para manutencdo de animais e a0 tempo exigido para superar 0 periodo pré-

patente e obter-se a positividade dos mesmos.

2.1.6.2. Métodos Imunoldgicos:

A Leishmaniose Viscera é reconhecida por determinar nos individuos acometidos,
uma expansdo policlonal de linfocitos B, traduzida por altos niveis de anticorpos,
principaimente do tipo 1gG e IgM (Tanner, 1996). A intensa producdo de anticorpos
causada pelo parasitismo faz com gque os métodos soroldgicos sgam amplamente utilizados
e os torna de grande confiabilidade, tanto para o diagndstico individual da doenca, quanto
para aplicacdo em inquérito epidemiol dgico (Magahdes et al., 1980; Kar, 1995).

Os testes sorologicos gpresentam vantagens que os tornam de escolha para
utilizacdo em inquéritos, uma vez que envolve procedimento de coleta relativamente pouco
invasivo, viabilizando investigacfes sobre a prevaléncia da doenca. Além disso, é possivel
identificar os casos assintométicos, possibilitando o tratamento precoce de humanos e a
eliminacdo dos cdes. Entretanto, a reatividade cruzada com Trypanosoma cruzi constitui a
maior desvantagem da maioria dos testes sorol6gicos (Bray, 1980), uma vez que dificulta a
interpretacdo dos inquéritos epidemiologicos para o Calazar Canino, pois é comum a
superposicdo geogréficadas duas endemias (Costaet al., 1991).

Atualmente estdo disponiveis vérias técnicas para o diagndstico soroldgico, como a
RFC - Reagdo de Fixagdo do Complemento (Nussenzweig, 1957), IFI -
Imunofluorescéncia Indireta (Duxbury & Sadun, 1964), HAl — Hemaglutinaco indireta
(Bray & Lainson, 1967), ELISA — Enzyme linked immunosorbent assay (Hommel, 1976;
Hommel et al., 1978), DAT — Direct Agglutination Test (Harith et al., 1986) e FAST — Fast
Agglutination Screening Test (Schoone et al., 2001). ReagBes sorologicas inespecificas,
como 0 Teste de Branmachari (Branmachari, 1917) e a Reacéo de Formol-Gel (Fox &
Mackie, 1921), que detectam a hipergamaglobulinemia, ndo sdo mais utilizadas, devido ao

desenvolvimento de técnicas mais especificas, citadas anteriormente.
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A RFC foi aprimeiratécnicadirigidapara a detecgdo de anticorpos especificos a ser
empregada no diagnostico da Leishmaniose Viscera. Foi introduzida por Nussenzweig et
al. (1957a, 1957b), sendo amplamente utilizada para o diagnostico individua da doenca e
para inquéritos epidemioldgicos (Brener, 1957; Alencar, 1959). Entretanto, apresenta alto
percentual de reagOes cruzadas com Trypanosoma cruzi (Nussenzweig, 1957; Pelegrino &
Brener, 1958), além de ocorrerem resultados anticomplementares em soros de humanos
(Sen Gupta & Adhikari, 1952) e de caes (Brener, 1957; Alencar, 1959; Hou et al., 1960).
Ademais, sua utilizagdo em ampla escala, com distribuicdo de kits e controle de qualidade
por laboratério de referéncia, € prejudicada pela dificuldade de padronizagdo dos reagentes
e baixarobustez datécnica, com prejuizo da reprodutibilidade.

Apesar das desvantagens apresentadas pela RFC, alguns autores buscaram o seu
aperfeicoamento, principalmente por variagbes no antigeno empregado (Cisalpino et al.,
1962). A padronizacdo da técnica para utilizagdo em eluato sanguineo (Pelegrino & Brener,
1958) trouxe vantagens para 0 emprego em inquéritos de maior amplitude, passando a ser
largamente utilizada para inquéritos caninos (Alencar, 1959; Alencar & Cunha, 1963;
Cunhaet al., 1963). Posteriormente, 0 advento da IFl — reacéo de mais facil padronizacéo e
maior simplicidade técnica — fizeram com que sua utilizacdo fosse progressivamente
diminuida.

A IFI, introduzida no diagndstico da LV por Duxbury & Sadun (1964), é
considerada um método soroldgico confiavel para o diagnostico da Leishmaniose Visceral,
sendo largamente utilizada em inquéritos epidemiol dgicos (lverson et al., 1983; Marzochi
et al., 1985; Coutinho et al., 1985; Abranches et al., 1991b; Costa et al., 1991), sendo
recomendada pelo Ministério da Sallde para avaliacdo de soroprevaéncia em inquéritos
caninos amostrais e censitarios, para confirmar os caes sororreagentes pelo teste de ELISA
ou como método sorolégico de rotina (MS, 2003). Possui caracteristicas favoraveis, como
simplicidade técnica, fécil obtengdo do antigeno, possibilidade de padronizacéo dos kits e
controle de qualidade por um laboratério central, possibilidade de ajuste do titulo do
conjugado a fim de garantir a comparabilidade dos resultados entre diferentes laboratorios,

adaptacéo para utilizacdo em amostra de eluato sanguineo e ata sensibilidade — superior a
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RFC (Mayrink et al., 1967; Mansueto et al., 1975) e as reacdes de HAl e de CIE
(Mancianti & Meciani, 1988). Entretanto, é grupo-especifico (Duxbury & Sadun, 1964,
Kar, 1995), ocorrendo frequientes resultados fal so-positivos com outros tripanossomatideos,
como T. cruzi, em amostras de humanos (Shaw & Voller, 1964; Camargo, 1966; Araljo &
Mayrink, 1968; Camargo & Rebonato, 1969) e de cées (Costa et al., 1991). Estas reactes
inespecificas ocorrem gragas a grande complexidade antigénica dos tri panosomatideos, que
compartilham varios epitopos comuns (Badard et al., 1986). Portanto, a ocorréncia das
reagOes cruzadas congtitui um dos principais problemasda IFI. A despeito disto, esta reagéo
€ capaz de fornecer €elevados vaores para a sensibilidade e especificidade (Mayrink et al.,
1967; Mansueto et al., 1975; Mancianti & Meciani, 1988; Kar, 1995; Mancianti et al.,
1996). No entanto, apresenta limitada capacidade de processamento de amostras, pois exige
leitura em microscopio de fluorescéncia, ndo sendo passivel de automagdo. E de leitura
subjetiva, podendo ocorrer discordancias de resultados entre observadores diferentes. Para
reduzir o problema, os laboratérios de referéncia recomendam a leitura por dois
observadores e, em caso de discordancias, confirmag&o por um terceiro.

A ELISA, descrita inicialmente por Engvall & Perlmann (1971), foi introduzida no
diagnostico das Leishmanioses por Hommel (1976). E de facil automacdo, com leitura
espectrofotométrica— proporcionando objetividade na leitura, rpida execucdo, baixo custo
e simplicidade técnica, tornando possivel a reaizacdo de um elevado nimero de amostras
em um mesmo ensaio. Além disso, Gomes et al. (2001) concluiram que, para o diagndstico
da LVC por esta reacdo, amostras de SDPF podem ser ensaiadas em substituicdo ao uso
tradicional de soro, havendo boa correlagdo com os resultados obtidos com este Ultimo (r =
0,8690; p < 0,0001). Estas caracteristicas fazem da ELISA o método de escolha para o
diagnéstico da LV em larga escala. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada em
inquéritos caninos (Ashford et al., 1992), podendo apresentar elevada sensibilidade e
especificidade (Hommel et al.,1978; Badard et al., 1986; Mancianti et al., 1995). No
entanto, 0 desempenho da reagdo pode variar de acordo com modificagdes técnicas,
principalmente em relacdo ao antigeno empregado.
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ReagBes que utilizam antigenos simples, como os antigenos sollveis apresentam,
freqUentemente, reacOes cruzadas com outros tripanossomatideos, fornecendo menores
especificidades. Por isso, antigenos mais especificos tém sido desenvolvidos, como 0s
recombinantes e os purificados. Assim, proteinas identificadas, tanto em formas
amastigotas quanto em promastigotas tém sido avaiadas como antigenos para o diagndstico
da leishmaniose visceral, incluindo a gp63, a p32, o K26 (Okong o-odera et al., 1993;
Tebourski et al., 1994; Morales et al., 1997; Bhatia et al., 1999). Dentre os antigenos
recombinantes desenvolvidos, 0 mais utilizado é o rK39, que contém uma unidade
repetitiva de 39 aminoécidos de formas amastigotas de L. chagasi (Badaré et al., 1996).

O antigeno FML (Ligante Fucose-Manose) foi utilizado no teste de ELISA parao
diagnostico de LV C por Borja-Cabrera et al. (1999). Estes autores encontraram valores de
sensibilidade e especificidade iguais a 100%. Entretanto, estes indices foram calculados a
partir de apenas 38 cdes com confirmagao parasitol0gica dainfeccéo.

O FAST-ELISA, validado por Ashford et al. (1993), nasceu da necessidade de
testes rapidos e de féacil utilizagdo em situagBes de campo. Utiliza conjugados de proteina
A, com execucdo da técnica em aproximadamente 30 minutos, permitindo que as leituras
sejam redizadas a olho nu. Estes autores encontraram valores de sensibilidade e
especificidade comparaveis com a ELISA convencional.

A técnica de ELISA comporta inesgotévels possibilidades de variagdo. Com a sua
introducéo, testes de maior complexidade técnica, como a RFC, a HAI e a CIE cairam em
desuso para o diagnostico daLV (Grimadi et. al., 1993). A HAI é consderada um teste
especifico (Kar, 1995), mas o antigeno utilizado € de dificil preservacdo (Bray, 1976).

O DAT constitui um teste de grande simplicidade técnica, facilmente executavel.
Entretanto, possui tempo de incubacdo prolongado (em torno de 18 horas). Apresenta ainda
limitacBes quanto a especificidade, mostrando-se inferior a IFl e & ELISA (Harith et al.,
1986;1987; Montijin & Harith, 1987). Schoone et al. (2001) desenvolveu um teste rgpido
de aglutinagdo direta (FAST), reduzindo o tempo de incubagdo para em torno de 3 horas.
Tanto o DAT quanto o FAST podem ter a reprodutibilidade facilmente comprometida por

pequenas variagOes técnicas. Acrescenta-se a isto a dificil padronizacdo dos reagentes,
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dificultando o controle de qualidade e a comparabilidade de resultados entre diferentes
laboratorios.

Um teste imunocromatogréfico, utilizando proteina A conjugada ao ouro coloidal,
foi desenvolvido para o diagnéstico sorolégico da leishmaniose visceral, possibilitando a
obtencdo de resultado em poucos minutos. Conhecido como TRALd — Teste R4pido Anti-
Leishmania donovani, este teste tem se mostrado adequado para utilizacdo em condigoes de
campo, dada sua simplicidade técnica (Badaré et al., 1996), possibilitando sua utilizacdo a
um custo considerado baixo. Genaro et al. (1997), utilizando uma amostra de 306 cées
provenientes de regido endémica (Montes Claros, Minas Gerais, Brasil), encontraram um
indice de co-positividade de 92,2% e de co-negatividade de 99,5%, utilizando-se como
referéncia os resultados obtidos com a IFIl. Utiliza o antigeno especifico rk39, o que
favorece sua especificidade. Entretanto, este teste ndo é cgpaz de detectar anticorpos em
todo o espectro da doencga, possuindo baixa sensibilidade para detectar individuos com
infeccdo assintomética por Leishmania chagasi (Badaro et al, 1996). Além disso, em soros
de humanos, ocorrem reagdes cruzadas com maléria, leishmaniose tegumentar e doenca de
Chagas (Dardo et al., 2001).

2.1.6.3. Métodos Moleculares;

Com o progresso da Biologia Molecular, experimentado nas Ultimas décadas, o
diagnéstico da LV veio a ser incrementado, a exemplo de outras doencas. Tornou-se
possivel a pesquisa do DNA do parasita em material biologico por hibridizagdo ou através
da PCR (Saiki et al., 1985). Esta Ultima, introduzida no diagnéstico das leishmanioses por
Rodgers et al. (1990), constitui-se no principal método molecular da LV, sendo validada
para a pesgquisade DNA de leishmaniaem diferentes materiais bioldgicos (Rodrigues et al .,
1994; Mathis & Deplazes, 1995; Ashford et al., 1995; Osman et al., 1997). A comparagéo
de resultados encontrados entre diferentes autores € prejudicada— aexemplo do diagnéstico
parasitologico — pela falta de padronizacdo metodoldgica entre eles. Entretanto, diversos
autores relataram, para a PCR, elevadas sensibilidades (Mathis & Deplazes, 1995; Ashford
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et al., 1995; Osman et al., 1997; Roura et al., 1999; Campino et al., 2000; Silva et al.,
20014), variando de acordo com a técnica e a amostra utilizada.

Mathis & Deplazes (1995), a0 compararem a PCR com o cultivo in vitro,
encontraram sensibilidades de 100% (16 de 16 caes infectados) utilizando amostras de
aspirado de linfonodo e de 38,5% (5 de 13 caes infectados) com amostras sanguineas.

Osman et al. (1997), ao utilizarem amostras de pacientes clinicamente suspeitos de
LV, nos quais ndo foi possivel demonstrar a infecgdo por microscopia direta, encontraram
resultados positivos pela PCR em 12 de 23 pacientes (52,2%) utilizando aspirado de
linfonodo, 8 de 12 pacientes (66,7%) utilizando aspirado de medula 6ssea e em 2 de 11
pacientes (19%) utilizando amostras sanguineas. Para pacientes com diagndstico
parasitoldgico confirmado, as sensibilidades da PCR e da microscopia direta, ambas em
amostras de aspirado de medula 6ssea e linfonodo, foram equivaentes. Concluem os
autores pelo uso da PCR em amostras sanguineas para triagem em pacientes clinicamente
suspeitos e da PCR em amostras de linfonodo e/ou medula éssea para 0s pacientes
negativos pelatriagem. Roura et al. (1999), utilizando aspirado de medula 6ssea de 46 caes
comprovadamente infectados e de 41 cées ndo-infectados, encontraram 97,8% de
sensibilidade e 100% de especificidade.

Entretanto, apesar de se mostrar potencidmente sensivel e especifica, a PCR
apresenta limitagBes como o custo elevado, laboratorios com equipamentos sofisticados e a
inadequacdo para utilizagdo em condic¢oes de campo (Reed, 1996).

2.2. Utilizagao do papel de filtro em Sorologia:

Desde a introducdo do papel de filtro para coleta de amostras sanguineas (Stapp &
Berks, 1948), esta nova abordagem na obtencdo de amostras para dosagens soroldgicas
veio sendo utilizada em um ndmero crescente de doencas. Constitui uma alternativa a
coleta de sangue por puncdo venosa, com grandes vantagens. necessita de volume reduzido
de material sanguineo — capilar ou venoso; as amostras podem ser obtidas por pungéo

dérmica, em |6bulo de orelha, polpa digital ou calcanhar, sendo um procedimento menos
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invasivo gque a coleta de sangue venoso e gpresentando melhor aceitagdo pela populagdo em
geral; é de mais simples execucdo; elimina a necessidade de separacéo do soro; elimina a
exigéncia de agulhas, seringas, tubos de vidro, centrifuga, caixas térmicas; diminui os
custos com trangporte — ndo sendo necessaria a refrigeracdo — podendo ser realizado por via
postal; diminui a ocorréncia de perdas, com quebra de tubos; reduz os custos com
armazenamento de amostras (Mathews, 1981; Guimardes, 1983). Portanto, a coleta de
amodtras sanguineas em papel de filtro proporciona uma otimizacdo da logistica,
viabilizando arealiza¢do de inquéritos soroepidemioldgicos de grande escala.

No entanto, para a validagcdo da coleta de amostras sanguineas em papel de filtro para
dosagem de anticorpos contra uma dada doenca, alguns critérios devem ser observados. a
estabilidade do anticorpo no papel de filtro; a padronizagdo da eluicdo do SDPF e a
equivaléncia do eluato em relacdo ao soro; as condigdes ideais e 0 tempo maximo de
armazenamento das amostras; 0 método de coleta de amostras em condi¢fes de campo. Na
execucdo de testes sorologicos utilizando amostras de SDPF deve-se atentar para duas
potenciais fontes de erros experimentais: a estimativa da diluicdo do eluato e a
desnaturacdo das imunoglobulinas presentes no sangue depositado no papel de filtro, ao
longo do tempo (Guimarées, 1983).

A coleta de amostras sanguineas em papel de filtro foi primeiramente utilizada para o
diagnostico sorolégico da Leishmaniose Visceral por Pelegrino & Brener (1958),
empregando a RFC. A partir dai, passou a ser largamente utilizada no Brasil pelo
Ministério da Salde para levantamentos soroepidemiolégicos do calazar (Costa et al.,
1991). A estabilidade de anticorpos IgG em papel de filtro se mostrou superior a dos
anticorpos IgM (Guimaraes et al., 1985). Entretanto, ndo se sabe até quantos dias apos a
coleta os niveis de anticorpos no papel se mantém estaveis. Considera-se que fatores
externos como atas temperaturas e umidade exercem um efeito degradante sobre os
anticorpos presentes nos papéis (Marinkelle et al., 1978), dém de favorecem a
contaminagdo das amostras por fungos (Guimaraes, 1983). Portanto, o acondicionamento
com agentes dessecantes como a silica-gel e 0 armazenamento sob refrigeracéo a 4°C tem

sido recomendado (Marinkelle et al., 1978). Com relacdo a obtencdo de sangue, existem
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duas abordagens equivalentes, podendo-se obter 0 sangue por pungdo venosa (sangue
Venoso) ou puncdo epidérmica (sangue capilar) (Guimaraes, 1983).

Evans et al. (1990) ao compararem amostras pareadas de soro e eluato de 405 caes,
obtidos em inquérito soroldgico realizado na localidade de Brotas, interior do Cearg,
através da IFl para LVC, encontraram 69 (17%) soros positivos e 33 (8,1%) eluatos
positivos. Braga et al. (1998) ao realizarem o diagnéstico sorolégico da LVC em regido
endémica, detectaram de 1,84 a 2,85 vezes mais cées soropositivos com a ELISA em soros
do que com a IFl em €eluatos, destacando assim uma baixa sensibilidade desta Ultima
reacéo. Costa & Vieira (2001) recomendam a execucdo dos testes sorol0gicos em soro para
a pesquisa de anticorpos especificos anti-L. chagasi.

Por outro lado, existem relatos favoraveis a utilizagcdo do eluato de SDPF para o
diagnéstico sorolégico de vérias doencas infecciosas, mostrando elevados indices de
concordancia com os resultados obtidos com o uso de soro ou plasma, em diferentes viroses
causadoras de doenca respiratoria aguda (Chin et al.,1966), na esquistossomose (Evengard
et al.,, 1988), na doenca de Chagas humana (Machado-Coelho et al., 1995), na
toxoplasmose caprina (Bahiaet al., 1995) enaLVC (Gomes et al., 2001).

2.3. Inquéritos Soroldgicos da Leishmaniose Viscera :

Integrando as atividades do Programa de Controle da Leishmaniose Viscera (PCLV)
do Ministério da Salde, inimeros inquéritos soroldgicos para a identificagdo e eliminagdo
de cées infectados tem sido executados (Monteiro et al., 1994). A definicdo de uma
metodologia confiavel, de facil e rpida execugdo, a um baixo custo constitui elemento de
grande importancia para a efetividade e viabilidade de qualquer programa de controle
envolvendo o reservatério canino.

Os primeiros trabalhos visando a identificacdo de cdes infectados por Leishmania
utilizaram o diagnostico parasitoldgico para este fim (Giraud & Cabassu, 1932; Ho et al.,
1947; Deane & Deane, 1955; Alencar & Coelho-Neto, 1956; Brener, 1957 e outros). Os

métodos parasitologicos constituiram elementos limitantes para os inquéritos, dado o
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grande tempo dispensado em sua execucdo, além do incremento dos custos operacionais.
Posteriormente, passou a ser utilizada a RFC (Brener & Pelegrino, 1958) que, uma vez
adaptada para utilizagdo em amostras de papel de filtro, veio a ter sua utilizagdo bastante
difundida (Alencar, 1959; Alencar & Cunha, 1963; Cunha et al., 1963). Entretanto,
dificuldades com a padronizacdo dos reagentes, aliadas a baixa simplicidade técnica
estimularam sua substituicdo pela IFI. Esta técnica, em eluatos sanguineos, apresentou bons
indices de sensibilidade e especificidade, passando a ser amplamente utilizada na
confirmagdo dos resultados positivos por uma triagem sorolégica inicial por ELISA, uma
vez que esta Ultima gpresenta maior capacidade de processamento de amostras, além de
elevadas sensibilidades.

Entretanto, a validade destas técnicas sorologicas utilizando amostras sanguineas
colhidas em papd de filtro e o tempo de estabilidade dos niveis de anticorpos presentes
nestas mesmas amostras, quando armazenados sob condigcOes ideais, precisam ser
determinados para fornecer o suporte técnico necess&rio para a consolidacdo da coleta em
papel de filtro como método de escolha para estudos soroepidemioldgicos de campo. A
solucdo destas duvidas € condicdo indispensavel para a viabilizacdo financeira e
operaciona dos inquéritos sorol dgicos em grande escala.

Outra questdo de importancia é o controle de quaidade entre laboratérios diferentes,
j& que em inquéritos sorologicos de maior abrangéncia torna-se necessaria a utilizacdo de
uma rede de laboratorios. Autores como Prata et al. (1975) e Camargo et al. (1987),
destacaram resultados discordantes entre diferentes laboratérios. Pelo contrério, Machado
et al. (2004), encontraram elevada concordancia entre laboratérios. Assim, uma boa
reprodutibilidade entre diferentes laboratérios constitui-se em uma condi¢cdo fundamental
para aado¢do de uma determinada técnica nestes inquéritos.
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3. JUSTIFICATIVAS



A Leishmaniose Viscera Americana no Brasil apresenta grande capacidade de
expansdo geogréfica, assumindo carater emergente. Encontra-se em franca urbanizacdo
desde adécadade 1980 (MS, 1984; Marzochi et al., 1983; 1985; 1987; Genaro et al., 1990;
Jerbnimo et al., 1994; Silva et al., 1997; Tavares, 2000; Oliveira et al., 2001; Silva et al.,
2001), processo este que encontra has més condigdes de vida da populagdo, sobretudo nas
periferias, fatores que contribuem com a disseminagdo e com a expansao da doenca para
areas circunvizinhas.

O controle da doenca, baseado no tripé de agbes — combate ao vetor, eliminacdo dos
reservatorios e tratamento dos humanos —, se mostra dificil e laborioso, e os dados
disponiveis indicam claramente que a efetividade deste esta na aplicagdo integrada das
medidas de controle (Magahées et al., 1980).

Para o efetivo controle do reservatério canino é preciso haver agilidade na
identificacdo correta e eliminagdo dos cées infectados e no controle da populagéo canina
errante. Para tanto, € necessario dispor de métodos diagnosticos confiaveis, de grande
sensibilidade e de baixo custo.

A coleta de amostras sanguineas em papel de filtro, em substituicdo a obtencéo de
S0ro, apresenta inlmeras vantagens como: constitui um procedimento de simples execucao
e pouco invasivo, reduzindo as necessidades com treinamento de pessoal e levando a uma
maior aceitacdo por parte da populagdo; diminui drasticamente os custos com logistica;
reduz as perdas por quebra de tubos, conservacdo inadequada durante o transporte; diminui
0s custos da andlise laboratorial, com menores gastos com armazenamento e conservacao
de amostras (Mathews, 1981; Guimaréaes, 1983). Portanto, constitui uma metodologia capaz
de viabilizar aredizago de inquéritos soroepidemioldgicos em grande escala.

A técnica de IFI em amostras de SDPF vem sendo amplamente utilizada em
inquéritos soroldgicos (Iverson et al., 1983; Marzochi et al., 1985; Coutinho et al., 1985;
Abranches et al., 1991b; Costa et al., 1991). Alguns autores demonstraram boa
concordancia entre os resultados obtidos com a utilizagdo do soro e do papel de filtro no
diagndstico sorologico daLV (Coutinho et al., 1985) e de outras doengas infecciosas (Chin
et al., 1966; Evengard et al., 1988; Machado-Coelho et al., 1995; Bahia et al., 1995).
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Outros autores, entretanto questionaram a sensibilidade da IFI em eluato sanguineo, uma
vez que houve maior nimero de falso-negativos em relacdo a mesma reagdo em Soro.
(Evanset al., 1990; Braga et al., 1998; Palatinik-de-Sousa et al. 2001; Ferreiraet al., 2004).
Costa & Vieira (2001) questionam a vaidade dos testes sorolégicos utilizando eluato
sanguineo, preconizando a utilizac&o de soro nos inquéritos caninos. Provavelmente, estas
discordancias observadas entre estes autores sdo decorrentes da fata de padronizagdo na
conservacdo e na estimativa da eluicdo dos papéis, uma vez que estes dois pontos
constituem importantes fontes de erros experimentais (Guimaraes et al., 1983).

Somam-se a falta de consenso na literatura sobre a validade do papel de filtro como
método de coleta de sangue para o diagnéstico sorolégico da LVC, as dividas quanto a
reprodutibilidade dos resultados obtidos com o eluato sanguineo em funcdo do tempo
decorrido apds a coleta. E necessario responder estas questdes a fim de fornecer o suporte
técnico-cientifico para os laboratorios, uma vez que em situaces de grande demanda é
necessario redizar 0 armazenamento das amostras para posterior processamento. Assim,
tornou-se necessario avaliar 0 desempenho das técnicas soroldgicas utilizadas pelos
servicos de controle da LVC com coleta de materia sanguineo em papel de filtro, bem
como avaliar por quanto tempo 0s niveis de imunoglobulinas especificas presentes em
amostras de SDPF sdo capazes de se manter constantes, obedecidas as condi¢des ideais de
armazenamento.

Outra questdo a ser respondida é se, através da determinagcdo dos niveis de
imunoglobulinas especificas das subclasses IgG1 e 1gG2, € possivel acessar a classificacdo
clinica dos animais. Pelos testes sorolégicos disponiveis até o momento — baseados na
pesguisa de imunoglobulinas especificas da classe IgG — ndo € possivel distinguir animais
infectados de animais vacinados. Portanto, as imunoglobulinas das subclasses IgG1 e IgG2
poderiam vir a se constituir em novos marcadores para a infeccéo por L. chagasi. Além
disso, € preciso verificar se é possivel obter niveis detectéveis destas imunoglobulinas nos
papéis de filtro e por quanto tempo o papel de filtro é cgpaz de manter 0s seus nivels,
obedecidas as condicdes ideai s de armazenamento.
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4. OBJETIVOS



4.1. Objetivo Geral:

Padronizar e validar os testes de ELISA e IFI para o diagnéstico da Leishmaniose

Visceral Canina utilizando eluato de sangue colhido em papel defiltro.

4.2. Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Avdliar a vaidade intrinseca e extrinseca dos testes de IFI e ELISA para LVC
produzidos pela Bio-Manguinhos e ELISA utilizando antigeno soltvel de
Leishmania major-like, através da determinacdo da sensibilidade, especificidade,
valor preditivo do resultado positivo e valor preditivo do resultado negativo, para
cadatécnica, em amostras de soro e eluato sanguineo.

Determinar os indices de concordancia entre os resultados obtidos com soro e eluato
sanguineo, para as trés técnicas soroldgicas avaliadas.

Avdiar o erro aribuivel a0 acaso, para cada reagd sorolOgica, através da
determinacdo das concordancias intrateste e interteste.

Avadliar a reprodutibilidade dos niveis de anticorpos, no decorrer do tempo, em
amostras de eluato sanguineo, em ensaio mascarado, processadas 1, 15, 30 e 60 dias
apos acoleta

Preconizar uma metodologia soroldgica a ser utilizada em inquéritos soroldgicos
caninos.

Estabelecer a correlacdo dos niveis de anticorpos 1gG1 e IgG2 com a classificacdo

clinica dos caes.
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5. ANIMAIS EXPERIMENTAIS, MATERIAL E METODOS



5.1. Desenho Experimental:

O experimento foi executado de acordo com o fluxograma abaixo:

Caes

(n=161).

} |

Provenientes de érea endémica
com sorologia positiva
(n=120).

Provenientes de érea ndo-endémica
com sorologia negativa
(n=41).

[ AvdiacioClinica |

| Avaliacto Clinica |

é N&o- Infeccéo
Assintométicos Oligossintométicos Polissintométicos infectad experimental
(n=42). (n=45). (n=33). (n=31). por T. cruz
S 9 (n=10.
l | ] |
( 10%d ost
[ Coleta de Amostras ] pa'(:a\ Imérir gs
dereferéncia
-
Soro [ SDPF ]
1°DAC [ 1°DAC ] [ 15°DAC || 30°DAC ] 60° DAC
| | | |
|
| | |
IFI (Bio- ELISA (Bio- ELISA (ag. L.
Manguinhos). Manguinhos). major-like).

Figura 1: Fluxograma do estudo.




No presente estudo, com execugdo mascarada, foram compostos cinco grupos de
cdes. Os cées infectados formaram trés grupos. assintomaticos (26%), oligossintomaticos
(28%) e polissintomaticos (20,5%). Os ndo infectados de area ndo endémica (25,5%) foram
subdivididos em: n&o infectados por Trypanosoma cruz e infectados experimentalmente
por T. cruzi. Amostras de soro e SDPF de todos os caes foram processadas por trés técnicas
de diagnostico sorolégico da Leishmaniose Visceral Canina — IFI (Bio-Manguinhos),
ELISA (Bio-Manguinhos) e ELISA (ag. L. major-like). As amostras de soro e SDPF foram
ensaiadas no 1° DAC, para fins de avaliagdo da concordancia entre soro e papel de filtro.
Todas as amostras de SDPF foram processadas, adicionalmente, no 15°, 30° e 60° D.A.C.,
para que a reprodutibilidade em fun¢do do tempo pudesse ser acessada. 10% das amostras
foram ensaiadas em duplicata e outras 10% foram enviadas para o |aboratério de referéncia
(Laboratério de Sorologia da Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED) para avdiar a
reprodutibilidade intrateste e interteste, respectivamente.

5.2. Célculo do tamanho da amostra:

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com o Manual de Determinacdo de
Amostra (WHO, 1986), estabelecendo e aceitando como verdadeiras as seguintes
premissas:

(1) A positividade dos soros de cées infectados por Leishmania chagasi obtidos através
dalFl é de aproximadamente de 90%;

(2) O percentua de reagdes inespecificas obtidas em soro canino testado com a IFl € de
aproximadamente de 5%

(3) A diferenca minima real de positividade a ser detectada entre soros e eluatos foi
assumida em 15%;

(4) Foram assumidas perdas de 10% das amostras.

A partir destas premissas, estabeleceu-se que uma amostra de 123 cées portadores de

leishmaniose visceral (sendo 41 assintométicos, 41 oligossintomaticos e 41 sintomaticos) e
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de 41 comprovadamente néo-infectados por Leishmania chagas seria suficiente para
detectar a existéncia, ou ndo, de diferenca significativa entre os titulos obtidos no soro e no

eluato de papel de filtro ao nivel de significancia de 5% e poder do teste de 90%.

5.3. Categorizag&o dos animais:

Os animais participantes deste estudo foram incluidos em duas categorias.
infectados e ndo-infectados. A categorizagdo foi redlizada baseada em critérios
epidemiol 6gicos, clinicos e |aboratoriais descritos a seguir:

a) Critérios de elegibilidade para o grupo dos infectados. para compor este grupo,
foram selecionados caes provenientes de Belo Horizonte — MG, zona endémica para a
LVC. Os animais, submetidos a triagem sorolégica por ELISA e com confirmacéo
sorolégica por IFI (Laboratorio de Zoonoses/PBH) foram enviados ao CCZ/PBH. Apds
avaliagdo clinica, foram separados em subgrupos (assintomaticos, oligossintomaticos e
polissintométicos).

b) Critérios de elegibilidade para o grupo dos ndo-infectados: este grupo foi composto por
caes nascidos e criados em area ndo endémica (Ouro Preto — MG), provenientes do canil da
UFOP e que, portanto, nunca tiveram contato com regides endémicas. Todos 0s animais se
mostraram negativos por triagem sorolgica pelo método de ELISA.

c) Critérios de elegibilidade para o grupo dos chagésicos: Neste grupo foram incluidos
cdes também nascidos e criados no canil da UFOP, infectados experimentalmente por T.
cruzi e submetidos a confirmagdo soroldgica por ELISA e parasitoldgica por exame de

sangue a fresco e hemocultura.
5.4. Avaiagéo Clinica
A avaliagdo clinica foi redizada de acordo com Quinnell et al. (2003), com

modificacOes, avaliando-se 0s seguintes sintomas. a opécia; ul ceracdo/descamacao cutanesa;
conjutivite; linfadenopatia; onicogrifose; edema das patas, paresia das patas posteriores e
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emagrecimento. Para cada sintoma foi estabelecido um escore de acordo com a intensidade
da manifestacdo: 0 — auséncia; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — grave (figura 1 dos anexos). De
acordo com a somados escores, cada cdo foi assim classificado: 0 — 2: assintomético; 3 — 6:

oligossintomatico; 7 — 24: polissintomatico.

5.5. Coletade amostras:

Para cada céo, foi coletada amostra de sangue da veia braquial. Dada a necessidade
de execucao de um numero elevado de testes, foi utilizado o0 sangue venoso para impregnar
0s papéis, em detrimento da utilizacdo de sangue capilar. Imediatamente apds a coleta,
parte do sangue foi transferida, por gposicdo, para o papel de filtro Whatman n°® 4
gualitativo, de acordo com a técnica descrita por Guimardes et al. (1978). Os papéis de
filtro foram colocados para secar na sombra e a temperatura ambiente, adaptados em um
suporte (haste de metal gpoiada sobre duas bases de madeira), de forma a evitar o contato
entre 0s papéis, neutraizando o risco de contaminacdo entre as amostras. O restante do
sangue foi deixado coagular e os soros separados por centrifugagdo, a 3000 rpm, durante 20

minutos (figura 2).

5.6. AliqUiotagem, codificag&o e conservacdo de amostras:

Os soros foram aliqiiotados, logo apds a obtencdo dos mesmos, em trés microtubos
por soro, devidamente rotulados com o cédigo identificador do cdo. Todas as amostras
foram transportadas para o laborat6rio em condicOes refrigeradas. A partir do SDPF, foram
preparados discos circulares de 6mm de diametro (picotes), com o auxilio de um picotador
de papel. Os picotes foram acondicionados em pequenos sacos pléasticos contendo silica-gel
(agente dessecante), protegendo-os da umidade, e selados através de uma seladora de sacos
plasticos. Todas as amostras, soro e papel, foram codificadas com nimeros distintos, para a
realizacdo das andlises em caréter mascarado. Os picotes com silica-gel foram armazenados

a4°C e os microtubos a—20°C (figura 3).
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Figura 2: Coleta das amostras. (a) Puncdo venosa efetuada nos cées; (b) transferéncia do
material sanguineo para o papel de filtro; (c) transferéncia do restante do sangue para o
tubo de vidro e (d) secagem dos papéis de filtro em suporte a temperatura ambiente.
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Figura 3: Aliguiotagem, codificac&o e transporte de amostras. (a) Aligliotagem e codificacéo
dos soros em microtubos; (b) caixatérmica paratransporte das amostras para o laboratorio;
(c) preparo dos picotes e (d) embalagens individuas, contendo os picotes em silica-gel,
devidamente seladas e rotuladas.
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5.7. Padronizagdo da eluicdo do sangue dessecado em papel de filtro para obtencdo da

diluicdo otima equivaente a do soro:

A estimativa do volume de PBS utilizado para eluir o sangue presente no papel de
filtro, a fim de se obter uma diluicdo equivaente a diluicdo 6tima do soro, € um ponto
critico para a obtencdo de resultados confidveis e a correta avaliagdo da validade dos
métodos soroldgicos. Para padronizar a eluicdo dos papéis, foi utilizada a reagdo de ELISA
(ag. L. major-like), de acordo com o método empirico para estimativa da eluicdo descrito
por Evengard et al. (1988). Foram selecionados dois animais infectados, a partir dos quais
obtiveram-se amostras de soro e de SDPF. Para cada cdo, e em uma mesma placa, foi
ensaiado 0 soro, em sua diluicdo 6tima (1:80), e cinco eluatos sanguineos diferentes,
obtidos da mesma amostra de SDPF da seguinte forma: a um picote de SDPF, foram
adicionados, respectivamente, 200 pL; 350 pL; 500 pL; 650 uL e 800 pL PBS PH 7,2. Foi
escolhida a eluicdo que forneceu vaores de absorbancia aproximadamente iguais aos

obtidos com as amostras de soro do mesmo céo.
5.8. Reagbes Soroldgicas:
5.8.1. Reacdo de Elisa (ag. L. maor-like):

Este ensaio imunoenzimético foi padronizado para fins de comparagdo com os kits
de ELISA e IFI da Bio-Manguinhos, bem como para a dosagem de imunoglobulinas
caninas anti-Leishmania dos subgrupos IgG1 e IgG2. A técnica utilizada foi a descrita por
Voller et al. (1976), com modificagoes.

5.8.1.1. Obtencdo do antigeno:

Utilizou-se a Leishmania major-like, cepa MHOM/BR/71/BH121, mantidas em
meio monofasico acelular (L1T) no Laboratério de Parasitologia/Histopatologia da UFOP,
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para a obtencdo do antigeno. Foram realizados quatro repiques consecutivos em garrafas de
vidro afim de conseguirmos promastigotas em fase estacionéria. Cada repique foi realizado
na proporcao de 1:5 (10 mL de culturae LIT g.s.p. 50 mL). A partir das culturas, obteve-se
um concentrado de parasitas através do protocolo descrito a seguir:

Centrifugar 50 mL de cultura (em tubo Falcon) a 3000 rpm, 4°C, por 17 minutos.
Desprezar o sobrenadante retirando-o cuidadosamente.
Ressuspender o precipitado em 10 mL de salina
Centrifugar a 3000 rpm, 4°C, por 17 minutos.
Desprezar o sobrenadante.
Ressuspender em 10 mL de salina.
Centrifugar a 3000 rpm, 4°C, por 17 minutos.
Desprezar o sobrenadante.
Ressuspender em 1 mL de salina

. Transferir paraum microtubo.

. Centrifugar a 10000 rpm, 4°C, por 10 minutos.

. Desprezar o sobrenadante.

. Conservar o precipitado (concentrado) no freezer a-86°C.

Foi realizado a seguir o processamento do concentrado para obtencéo do antigeno:

Ressuspender a massa em aproximadamente 4 mL de PBS.

2. Transferir paraum tubo Falcon de 50 mL.

N o g &

Levar ao sonicador, aplicando 3 ciclos de 30 segundos cada, com intervalos de 1 minuto entre

cadaciclo.

Observar ao microscépio paraconfirmar a lise do parasita.
Transferir paraum tubo de boa resisténcia a altas rotagoes.
Centrifugar a 10000 rpm, 4°C, por 30 minutos.

Separar 0 sobrenadante em microtubos, desprezando o precipitado.
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8. Conservar em freezer a— 86°C.

Foi realizada a dosagem protéica pelo método de Lowry et al. (1951). A concentracéo protéica
do antigeno foi de 1505 pg/mL.

5.8.1.2. Padronizagéo da reagdo:

A padronizacdo deste teste objetivou estabelecer as concentragbes Gtimas do
antigeno, do soro e dos conjugados anti-imunoglobulina canina (1gG, 1gG1 e 1gG2), sendo
gue na determinagéo de cada uma das concentragOes, as demais eram fixadas. Assim, para
cada uma das trés curvas de titulacdo, determinou-se o ponto onde ocorre uma boa
discriminagcdo entre 0S soros positivos e negativos, na menor diluicdo possivel,
correspondendo este ponto a dilui¢do 6tima. Foram utilizadas placas de microtitulagdo com
96 pocos e fundo chato, marca DSK, referéncia 1155198.

Na padronizagdo da concentragdo do antigeno, foram testadas as seguintes
concentragbes: 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 4,5 pg/mL. O soro foi testado
nas dilui¢des de 1:20, 1:40, 1:80, 1:100, 1:120, 1:140 e 1:160.

Foram utilizados conjugados anti-1gG, anti-lgGl e anti-lgG2, marcados com
peroxidase (Bethyl laboratories), marcados com peroxidase, a saber: 1gG total (h + 1), IgG1
e 1gG2. Os conjugados foram testados nos titulos de 1:2500, 1:5000, 1:7500, 1:10000,
1:15000, 1:20000, 1:25000, 1:30000 e 1:35000.

5.8.1.3. Determinacdo das absorbancias discriminantes de resultados positivos e resultados
negativos:

A absorbancia discriminante entre os cdes positivos e negativos foi determinada
pela média dos titulos dos caes negativos, acrescida de 2 ou 3 desvios-padréo para soros e
eluatos. Em cada placa foram adicionados oito soros controles negativos para fins de

célculo damédia das absorbancias e do desvio-padréo da média.
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Todos os soros controles negativos utilizados eram provenientes de cdes ndo
infectados para L. chagasi ou outros tripanossomatideos. Além disso, todos os animais
eram nascidos e criados em area ndo endémica (Ouro Preto — MG) e nunca se ausentaram

damesma

5.8.1.4. Procedimento Operacional:

Uma vez padronizada a concentracdo de antigeno, a diluicdo do soro, a
concentragdo dos conjugados e a eluicdo dos papéis de filtro, e escolhida a placa de
microtitulacdo a ser utilizada, executou-se a reacdo de ELISA de acordo com o protocolo
utilizado no Laboratorio de Parasitologia/Histopatologia da UFOP. Trata-se de uma reagéo
utilizando os conjugados marcados com peroxidase, e a solugdo substrato composta por
H.O, (substrato) e OPD (crombgeno). A leitura espectrofotométrica foi realizada em 490
nm. O procedimento técnico foi realizado de acordo com as etapas descritas abaixo.

Etapa 1: Sensibilizacdo das placas.

i) No diaanterior a andlise, adicionar 10 ni. de antigeno (1505 mg/mL) a 10 mL de tampé&o

de ligacéo para obter-se 0 antigeno a aproximadamente 1,5 ng/mL (g.s.p. umaplaca).

ii) Colocar 100 i desta solucéo antigeno por poco nas placas, cobrir com papel auminio e

incubar por 12 horas a4°C.

Etapa 2 a: Diluicao dos soros.

i) Adicionar 5 nL de soro em 400 i de PBST (Solugdo Tween em PBS a 0,05%) em

tubos de hemolise para obter adiluigéo de 1:80.



Etapa 2 b: Elui¢do das amostras de SDPF.

i) Adicionar 1 picote de SDPF em 500 nL. de PBST em tubos de hemdlise e cobrir com
papel auminio.

i1) Incubar por 12 horas a4°C.

iii) Deixar sob agitacdo, em agitador orbital tipo Kline, por uma hora. O eluato obtido
equivale adiluicdo de 1:80 do soro.

Etapa 3: Execuc¢do da.reacéo.

i) Lavar a placa sensibilizada, por duas vezes, com solucdo de lavagem (9g de NaCl, 500

de Tween e 1 L de &gua degtilada), secando-a por inversao sobre papel absorvente.

il) Bloguear a placautilizando a solugéo de blogueio (1000 L de Soro Fetal Bovino em 19

mL de PBS), adicionando-se 100 i por poco.

iii) Incubar em estufa a 37°C por 45 minutos.

iv) Lavar a placacomo descrito no itemi.

v) Adicionar 100 m_ de soro diluido ou eluato, em cada poco.

vi) Incubar em estufa a 37°C por 30 minutos.

vii) Lavar a placa, por quatro vezes, com solugdo de lavagem, secando-a por inversdo sobre

papel absorvente.



viii) Diluir os conjugados (anti-1gG, anti-IgG1 e anti-1gG2) nas seguintes concentragoes:
Anti-1gG: 1:10000;

Anti-lgG1: 1:2500;

Anti-1gG2: 1:10000.

ixX) Adicionar 100 nL. do conjugado por pogo naplaca.

X) Incubar em estufa a 37°C por 30 minutos.

xi) Lavar a placa como descrito no item vii.

xii) Preparar 0 substrato (para 1 placa) : Adicionar 15 mL de solugdo de écido citrico e 3

nmL de H,0, (30 Vol.) em 3 mg de OPD no momento do uso e em frasco ambar.

xiii) Adicionar 100 nL da solucéo substrato nas placas.

Xiv) Incubar em estufa a 37°C e em camara escura por 20 minutos.

xv) Adicionar 32 L. de H,SO,4 5N paraparar areacdo.

xvi) Proceder aleituraem espectrofotdbmetro a 490 nm.

5.8.2. Reacdo de ELISA (Bio-Manguinhos):

Foi redizada pesguisa de anticorpos da classe IgG para a LVC através do kit

produzido pela Bio-Manguinhos. Este kit utiliza conjugado marcado com peroxidase, H,O,

como substrato e TMB como cromégeno. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 450

nm. A execucao de todo o procedimento segue o protocolo descrito a seguir.
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5.8.2.1. Procedimento Operacional:

Etapa 1: Preparacdo do diluente de amostra/ conjugado.

O diluente de amostra/conjugado deve ser preparado conforme descrito natabela 1:

Tabelal: Preparo do diluente de amostra/conjugado.

N° de fileiras N° de reacdes R-01 R-02 Agua destilada
duplas
1 Até 16 3mL 039 12mL
2 Até 32 6 mL 0649 24 mL
3 Até 48 8 mL 08g 2 mL
4 Até 64 10 mL 10g9 40 mL
5 Ate 80 12 mL 129 48 mL
6 Até 96 14 mL 149 56 mL

Etapa 2: Diluir o soro e eluir as amostras de SDPF.

Adicionar 5 nL. de soro em 500 ni. do diluente de amostra/conjugado (tampédo de
incubac&o) em tubos de hemdlise ou 2 L de soro em 200 L deste diluente em placa de
diluicdo. A diluicdo do soro obtida € de 1:100.

Adicionar 1 picote de SDPF em 500 L. do diluente de amostra/conjugado em tubos
de hemdlise, deixando incubar por 12 horas a 4°C. Agitar por uma hora, utilizando agitador

orbital tipo Kline.
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Etapa 3: Execucgao dareacgéo.

i) Retirar as placas sensibilizadas e blogueadas do freezer e esperar quinze minutos para

secar as goticul as de gua presentes em sua superficie.

ii) Colocar 100 L das amostras diluidas e dos controles por pogo, na placa de ELISA e
selar asfileras.

Obs.: adicionar os controles por ultimo.

iil) Incubar naestufa a 37°C por 30 minutos.

iv) Diluir o conjugado no diluente de amostra/ conjugado, de acordo com atabela2:

Tabela2: Diluic&o do conjugado.

N° defileiras duplas N° de reagbes R-01 diluido R-10
1 Até 16 5mL 5nL
2 Até 32 5mL 5nL
3 Até 48 10 mL 10 nL
4 Até 64 10 mL 10 nL
5 Até 80 15mL 15nL
6 Até 96 15mL 15nL

Obs.: Adicionar o conjugado ao diluente somente alguns instantes antes de findar a

incubagdo anterior.

V) Lavar a placa por seis vezes, utilizando a solugdo de lavagem na propor¢éo de 200

nL/pocgo. Aguardar cerca de 30 segundos entre cadalavagem.

vi) Colocar 100 L. do conjugado preparado por poco e selar asfileiras.
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vii) Incubar naestufaa 37°C por 30 minutos.

viii) Lavar a placa por quatro vezes, utilizando a solucdo de lavagem na proporc¢éo de 200

nL/pocgo. Aguardar cerca de 30 segundos entre cadalavagem.

iX) Preparar o substrato (alguns minutos antes do uso e em frasco ambar), de acordo com a
tabela 3:

Tabela3: Preparo do substrato.

NCdefileiras N° de reagoes R-04 R-05 R-06
duplas
1 Até 16 2,5mL 25 Sk
2 Ate 32 4,0 mL 40 nL 8L
3 Até 48 6,0 mL 60 . 12
4 Até 64 8,0 mL 80 nmL 16 L
5 Ate 80 10,0 mL 100 nL 20 L
6 Até 96 12,0 mL 120 mL 24

x) Colocar rapidamente 100 L da solucdo substrato por poco.

xi) Incubar por 30 minutos atemperatura ambiente e em camara escura.

xii) Parar areagdo com 50 niL de H,SO4 2M por poco.

xiii) Proceder aleituraem espectrofotdmetro a 450 nm.



Nota: Determinagdo do limiar de reatividade (cut off) :

Cut off = Média aritmética dos controles negativos x 2 (para soro).

Cut off = Média aritmética dos controles negativos x 3 (para eluato).

5.8.3. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta:

Foi utilizado o kit para IFI produzido pela Bio-Manguinhos na pesquisa de 1gG anti-
Leishmania, em amostras de s0ro e eluato sanguineo. Este kit utiliza conjugado marcado
com FITC. A leiturafoi realizada através do microscopio Olympus modelo BX41 equipado
com kit para deteccdo de fluorescéncia utilizando lampada de halogénio. O protocolo

utilizado para a execugéo da reagdo encontra-se descrito a seguir.

5.8.3.1. Titulagdo do Conjugado:

i) Proceder a diluicdo seriada para um soro de titulo conhecido (preferencia mente um soro
de médio titulo — 1:160 por exemplo) a partir de 1:40, obtendo-se as seguintes dilui¢des:

1:40; 1:80; 1:160; 1:320:; 1:640:; 1:1280.

ii) Diluir um controle negativo para obter a diluicdo de 1:40 (25nL de soro em 1000nL de
PBS).

iii) Distribuir 10mL de soro de titulo conhecido (nas diferentes diluigdes), do controle

negativo e do PBS nas Iaminas, conforme figura 4.
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Identificacdo

Figura4: Esquema da adicdo do soro de titulo conhecido nas |aminas.

iv) Seguir execucdo da técnica conforme procedimento operacional.

v) Diluir o conjugado, seguindo os seguintes titulos: 1:80; 1:100; 1:200; 1:300; 1:400;
1:500. Recomenda-se pingar um minimo de 5ni. de conjugado para cada dilui¢do. Quando

julgar necessario, ir além do titulo 1:500.

vi) Distribuir 15 mL dos conjugado em cada orificio das laminas. Utilizar uma lamina para

cadatitulo do conjugado

vii) Seguir execugdo datécnica conforme procedimento operaciond.
OBS.: Considera-se o titulo 6timo a maior diluicdo do conjugado que fornece o
titulo fiel do soro conhecido. As amostras sempre deverdo ser ensaiadas utilizando o titulo

6timo do conjugado para o lote em questéo.
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5.8.3.2. Procedimento operacional:

Etapa 1: Fixagdo do antigeno nas |aminas.

i) Adicionar 10 niL. de antigeno por orificio, no dia anterior a andlise, deixando-as secar a
temperatura ambiente por 12 horas.
Obs.: Ap0s a sensibilizacdo das laminas, € necessario evitar o atrito com a parte superior

das mesmas (onde se encontra o antigeno fixado).

Etapa 2 a: Eluicdo das amostras de SDPF e dilui¢do dos soros.

i) Colocar 2 picotes de SDPF em 250 nL de PBS, em tubo de hemodlise, para obter a
diluicdo de 1:20.

ii) Colocar 10 L de soro em 190 niL de PBS em tubo de hemdlise ou placa de diluicéo,
para obter adiluicdo de 1:20.

Etapa 2 b: Diluicado seriada dos eluatos e soros.

i) A partir das amostras a 1:20, utilizar o fator 2 de diluicgo para obter as demais diluigdes,

em tubo de hemélise, até 1:320:

1:40: 100 L dadiluicdo 1:20 em 100 niL. de PBS;
1:80: 100 ni. dadiluicdo 1:40 em 100 nL. de PBS;
1:160: 100 nL dadiluicdo 1:80 em 100 nL. de PBS;
1:320: 100 nL. dadiluicdo 1:160 em 100 n. de PBS.

51



ii) Diluir os soros controles positivo e negativo a 1:40 adicionando-se 5 ni. de soro em 200

nL de PBS.

iii) Paraas amostras randomicamente selecionadas, prosseguir até a diluicdo de 1:10240:

1:640: 100 L dadiluigdo 1:320 em 100 nL. de PBS;
1:1280: 100 ni. dadilui¢cdo 1:640 em 100 L. de PBS;
1:2560: 100 ni. dadiluicéo 1:1280 em 100 nL. de PBS;
1:5120: 100 L dadilui¢do 1:2560 em 100 nL. de PBS;
1:10240: 100 ni. dadiluicdo 1:5120 em 100 . de PBS.

Etapa 3: Execucgao dareacgéo.

i) Adicionar 10 nL das diluicdes dos controles e das amosiras de €uato e soro a serem

processadas nareacao, nas |aminas postas em camara Umida, conforme as figuras 5 e 6.

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 Controle +
i
OO0O0O0O0O0

Identificacdo
OO0O0OO0O0O0
S S S S S

I T T
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 Controle-

Figura5: Esquema da adicéo das amostras de eluato nas laminas.
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1:20 140 1:80 1:160 1:320 Controle +
S
OO0O0O0O0O0

Identificacdo
OO0OO0O0O0O0
P+ttt f

I [ T
1:640 1:1280 1:2560 1:5120 1:10240 Controle-

Figura 6: Esquema da adicdo das amostras de soro nas laminas.

i1) Incubar por 30 minutos em estufa a 37°C.

Obs.: Deve-se tomar cuidado para que as diluigdes ndo se misturem durante aincubagéo.

iii) Executar alavagem da seguinte forma:
Lavar aslaminas 2 vezes com PBS, nas cubas de lavagem (5 minutos cada banho).

Lavar as |aminas rapidamente em &gua destilada (cubas de lavagem).
iv) Colocar as laminas para secar a temperatura ambiente, com auxilio de ventilador (20 a

30 minutos), ou aproximadamente 10 minutos na estufa a 37°C (nd&o exceder muito nesta
etgpa).
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V) Preparar a solugdo PBS-AE, conforme tabel a abaixo:

Tabela4: Preparo da solugéo PBS-AE.

N° de laminas Volume de PBS Volume de Azul de Evans (AE) 0,1%.
2 480 nL 20 L
4 960 nL 40 nL
6 1440 nL 60 L

vi) Diluir o conjugado em solucéo PBS-AE, para obter o titulo determinado pela titulacéo.

Para fins de descri¢éo dos calculos, utilizamos um titulo hipotético de 1:300:

5 L de conjugado para 1500 ni. de solugdo PBS-AE (q.s.p. seislaminas).

vii) Adicionar 15 nlL do conjugado diluido em cada orificio das |&minas postas em camara

Umida.

viii) Incubar por 30 minutos em estufa a 37°C.

iX) Executar alavagem conforme descrito no itemiiii.

X) Secar as laminas conforme descrito no item iv.

xi) Montar as laminas com glicerina tamponada (cerca de 4 gotas por lamina) e laminulas.

Deve ser evitada a formacéo de bolhas de ar.

xii) Proceder aleitura das laminas em microscopio de fluorescéncia, utilizando aumento de
400x e filtro compativel com FITC.



5.9. Andlise dos Resultados:

A hipétese nula de auséncia de concordancia entre os resultados obtidos para as
medidas dos niveis de anticorpos, obtidos em soros e eluatos, foi testada através da
distribuicdo cruzadados titulos (paraa IFl) ou faixas de absorbancia (paraas ELISA).

Para avdiar a reprodutibilidade dos niveis de anticorpos, no decorrer do tempo,
obtidos pela |FI e pelas ELISA em eluato, aliquotas do eluato foram processadas no 1°, 15°,
30° e 60° D.A.C., tomando-se como referéncia os titulos de anticorpos nos soros, obtidos no
1° D.A.C.. Nesta andlise, as variagGes nos valores das absorbancias, observadas para as
amostras ensaiadas nos diferentes momentos apds a coleta, foram corrigidas através de
gustamento direto. Assim, foram eliminadas as diferengas correspondentes a variagdo
média da absorbancia dos controles positivos e dos controles negativos, para amostras
provenientes de caes positivos e negativos, respectivamente. A hipétese nula de ausénciade
correlacdo entre os titulos obtidos, em soro e eluato, em fungéo do tempo foi testada através
da regressdo linear. Para a andlise dos resultados, a reciproca do titulo e o multiplo da
absorbancia sofreram transformacdo logaritmica. Adicionou-se uma unidade em todas as
medidas em func¢do dos valores iguais a zero.

A distribuicio cruzada dos resultados positivos e negativos para as diversas reagoes,
em soro e em eluato, com os resultados obtidos através da IFI em soros revelou os
verdadeiros positivos (VP), os verdadeiros negativos (VN), os falso-positivos (FP) e os
falso-negativos (FN).

A validade intrinseca das técnicas, em soro e em eluato, foi avaliada através dos
indices de co-positividade (icp) e de co-negatividade (icn), calculados de acordo com Buck
& Gart (1966), assumindo como referéncia os resultados obtidos em soro na IFl. Para
avdiar a vdidade extrinseca, foram caculados os vadores preditivo positivo (vpp) e
preditivo negativo (vpn), de acordo com Vecchio (1966), para as prevaéncias de 1, 5, 10,
25 e 50%. A concordéancia obtida entre as reagOes foi avaliada de acordo com Youden
(1950).
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Com a finalidade de verificar a concordancia dos resultados em um mesmo ensaio,
10% das amostras foram ensaiadas em duplicata e comparados através do teste de
significancia para comparacéo de duas médias, ou teste “t” de Student.

Para acessar a reprodutibilidade interteste de resultados, foi avaliada a concordancia
de resultados entre os dois laboratérios através do indice de Kappa, de acordo com Fleiss

(1973). A interpretacdo do indice de Kappa foi efetuada de acordo com atabela5:

Tabela5: Interpretacdo do indice de Kappa

Valor de Kappa Concordancia
<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,440 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima
1,00 Perfeita

Para a avdiac&o dos niveis de anticorpos 1gG, 1gG1 e 1IgG2 detectados em cada grupo
de animais, foi utilizada a representacéo gréfica dos resultados, em termos da média do

multiplo das absorbancias e da média do logaritmo da reciproca dos titulos.
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6. RESULTADOS



6.1. Padronizaggo:

6.1.1. Padronizacdo da ELISA (ag. L. major-like):

6.1.1.1. Concentracdo de antigeno:

Na figura 7 estdo gpresentadas as absorbancias obtidas pela ELISA (ag. L. major-
like), para amostras de soros de cées positivos e negativos para L. chagas, utilizando
diferentes concentragBes do antigeno. A primeira concentragdo que gpresentou a maior
discriminacdo entre soros positivos e negativos foi a de 1,5 pg/ml, revelando-se a

concentragdo Gtima.

E 1 4
S 08 %
DA / —e— Média soros
o 0.6 / positivos
(% 0,4 ++ —=— Média soros
g 02 M negatives
n
o O T T T T T T T T T T
< H AN AN NND®LN S0

o O O — AN o™ <

Concentragdo de antigeno
(ng/mi)

Figura 7: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagas,

ensaiadas para diferentes concentragdes do antigeno.
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6.1.1.2. Diluicéo do Soro:

Na figura 8 estéo apresentadas as absorbancias obtidas pela ELISA (ag. L. major-
like), para soros de cdes positivos e negativos para L. chagasi, utilizando diferentes
diluicbes do soro. A ultima diluicdo que forneceu a maior discriminacdo entre soros
positivos e negativos foi a de 1:80, sendo considerada a diluicdo étima. A partir desta
diluicdo, houve menor discriminacdo entre 0S Soros positivos e negativos.
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< 1.2 —— Médi
s 1 oo edia soros
ositivos

2 og ey || POl
S 06 —=— Média soros
2 04 negativos
$ 02
g o T T T T T T

20 40 80 100 120 140 160

Reciproca da diluicdo do

soro

Figura 8: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagasi,

ensaladas para diferentes dilui¢des do soro.
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6.1.1.3. Concentracéo dos Conjugados:

Na figura 9 estéo apresentadas as absorbancias obtidas pela ELISA (ag. L. major-
like) utilizando diferentes dilui¢cbes do conjugado anti-IgG canino. A primeira diluicdo que
apresentou uma boa discriminagdo entre soros positivos e negativos foi ade 1:10000, sendo

portanto considerada a sua dilui¢do 6tima.
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§§§§§§£3g negativo 1
. i —e— Média soro
Reciproca dos titulos negativo 2

Figura 9: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagas,

ensaladas para diferentes concentragcdes do conjugado anti-1gG canino.
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Na figura 10 estéo apresentadas as absorbancias obtidas pela ELISA (ag. L. major-
like), para soros de cdes positivos e negativos para L. chagasi, utilizando diferentes
diluigbes do conjugado anti-IgG1 canino. A diluicdo de 1:2500 foi a que gpresentou a

maior discriminagdo entre soros positivos e negativos, sendo considerada a diluigdo 6tima

£
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Figura 10: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagas,

ensaladas para diferentes concentragdes do conjugado anti-lgG1 canino.

Na figura 11 estéo apresentadas as absorbancias obtidas pela ELISA (ag. L. major-
like), para soros de cées positivos e negativos para L. chagasi, utilizando diferentes
dilui¢cbes do conjugado anti-IgG2 canino. A sua diluicdo étima foi obtida com 1:10000,
uma vez que foi a primeira diluicdo a gpresentar a maior discriminagdo entre soros

positivos e negativos.
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Figura 11: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacdo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soros de cées positivos e negativos para infeccéo por L. chagas,
ensaladas para diferentes concentragdes do conjugado anti-IgG2 canino.

6.1.2. Padronizagdo da eluicdo do sangue dessecado em papel de filtro para obtencdo da

diluicdo otima equivalente a do soro:

Na figura 12 estéo apresentadas as absorbancias obtidas, para dois cées, com o
ensaio dos soros, em sua diluicdo 6tima, e dos eluatos correspondentes, em cinco eluicdes
diferentes, variando-se 0 volume de PBS utilizado para eluir cada picote. A eluicdo
equivaente a diluicdo 6tima do soro (1:80) foi obtida com 500 pul de PBS para cada picote
do papel de filtro Whatman n° 4.
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Figura 12: Média das absorbancias a 490 nm obtidas pela reacéo de ELISA (ag. L. major-
like) para amostras de soro e eluato de um cdo positivo e um negativo parainfecgédo por L.
chagasi, ensaiadas para as eluigdes preparadas utilizando diferentes volumes de PBS para
eluir cada picote do papel de filtro Whatman n° 4.

6.2. Determinacéo da validade dos testes soroldgicos:

6.2.1. Determinacdo da validade intrinsecadalFl, ELISA (ag. L. major-like) e ELISA (Bio-

Manguinhos), realizadas em soros de cées, em relagéo a presenca de infeccdo nos caes:

A comparacdo dos resultados obtidos através da IFI, considerando-se como
positivos 0s soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:40, com a presenca ou
auséncia de infecgcdo nos caes esté apresentada na tabel a 6.

Foram encontrados indices de sensibilidade (S), Especificidade (E) e Concordancia
de Youden (J) iguais a 98,3%, 93,6% e 91,9%, respectivamente. Ocorreram dois resultados
falso-negativos — sendo um obtido de um cdo oligossintomético e o outro de um cdo
polissintomético — e dois resultados fal so-positivos — ambos de titul os baixos (1:40).

O Qui-quadrado de McNemar, com um grau de liberdade, foi igua a 0,25. Este
valor, por ser inferior ao vaor tabelado (3,84), demonstra ndo haver diferencas entre as

proporcoes de resultados fal so-positivos e fal so-negativos.
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Tabela 6: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos atraves da IFl,
realizada em soros, de cées e da categorizagao dos animais.

Infeccdo
IFI soro Presente Ausente Total
Positivo 118 2 120
Negativo 2 29 31
Total 120 31 151

Resultados positivos pela |Fl para titulos maiores ou iguais a 1:40.

X2 McNemar = 0,25; 1|

A comparagdo dos resultados obtidos através da ELISA (Bio-Manguinhos), em
S0ros, com a presenca ou auséncia de infeccdo nos caes esta apresentada natabela 7.

Foram encontrados indices S, E e J iguais a 87,5%, 100,0% e 87,5%,
respectivamente. Ocorreram quinze resultados falso-negativos, sendo onze obtidos de cées
assintométicos e quatro obtidos de cdes oligossintomaticos. N&o foram observados
resultados fal so-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
13,07, demonstrando a tendéncia de resultados fal sos.

Tabela 7: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da

ELISA 1gG (Bio-Manguinhos), realizada em soros de cées, e da categorizagdo dos animais.

ELISA 19G Infeccéo
(Bio-Manguinhos) Presente Ausente Total
S0ro
Positivo 105 0 105
Negativo 15 31 46
Tota 120 31 151

X? McNemar = 13,07; 1.



A comparacdo dos resultados obtidos através da ELISA (ag. L. major-like) para
1gG, em soros, utilizando-se dois desvios padrdes na determinagdo do limiar de reatividade,
com a presenca ou auséncia de infeccdo nos caes esta apresentada natabela 8.

Foram encontrados indices S, E e J iguas a 93,3%, 77,4% e 70,8%,
respectivamente. Ocorreram oito resultados falso-negativos, sendo quatro obtidos de cées
assintomaticos e quatro obtidos de cdes oligossintométicos, e sete resultados falso-
positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
0,00, demonstrando ndo haver diferencas entre as proporgoes de resultados fal so-positivos e

fal so-negativos.

Tabela 8: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA 1gG (ag. L. major-like), realizada em soros de cées, e da categorizagao dos animalis.

ELISA 1gG Infeccdo

(ag. L. major-like)* Presente Ausente Total
soro
Positivo 112 7 119
Negativo 8 24 32
Totd 120 31 151

*QO limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 2 vezes 0 desvio-padréo.

X2 McNemar = 0,00; 1dl.

A comparacdo dos resultados obtidos através da ELISA (ag. L. major-like) para
1gG, em soros, utilizando-se trés desvios padrdes na determinacéo do limiar de reatividade,
com a presenca ou auséncia de infeccdo nos caes esta apresentada natabela 9.

Os indices S, E e J foram iguais a 82,5%, 100,0% e 82,5%, respectivamente.
Ocorreram vinte e um resultados falso-negativos, sendo oito obtidos de caes
assintométicos, doze de cdes oligossintomaticos e um de um cdo polissintomatico. Nao

foram observados resultados fal so-positivos.
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O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a

19,05. Ha portanto a tendéncia de ocorréncia de resultados fa so -negativos.

Tabela 9: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA 1gG (ag. L. major-like), realizada em soros de cées, e da categorizagao dos animais.

ELISA 1gG Infeccéo
(ag. L. major-like)* Presente Ausente Total
Soro
Positivo 99 0 99
Negativo 21 31 52
Total 120 31 151

*QO limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padréo.
x? McNemar = 19,05; 1g.

6.2.2. Determinacdo da validade intrinseca e extrinseca da ELISA (ag. L. major-like) e
ELISA (Bio-Manguinhos), realizadas em soros de cées, em relagcdo a IFl em soros de cées
(teste de referéncia):

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA (Bio-Manguinhos), em soros, com os resultados obtidos com a IFI, também em
S0ros, esté apresentada natabela 10.

Foram obtidos os indices de co-positividade (icp), co-negatividade (icn) e
concordancia de Youden (J) iguais a 86,5 %, 97,4 % e 84,0 %, respectivamente. Ocorreram
dezessete resultados falso-negativos — onze de baixos titulos (dez com titulo de 1:40 e um
com titulo de 1:80) e seis de médios titulos (quatro com titulo de 1:160 e dois com titulo de
1:320). Foi encontrado também um resultado fal so-positivo.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
12,50, 0 que demonstra a tendéncia de ocorréncia de resultados fal so-negativos.
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Tabela 10: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos pela ELISA

1gG (Bio-Manguinhos), realizada em soros de cées, e através da IFI em soros de cées.

ELISA 19G IFI soro*
(Bio-Manguinhos) Positivo Negativo Total
S0ro
Positivo 109 1 110
Negativo 17 38 55
Tota 126 39 165

*Resultados postivos pela|Fl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.

x? McNemar = 12,50; 1g.

Na figura 13 estdo apresentados os resultados dos vaores preditivos de um
resultado positivo (vpp) e de um resultado negativo (vpn), considerando-se cinco
prevaléncias estimadas paraa LV C, para areacdo de ELISA (Bio-Manguinhos), em soros.

Para as prevaéncias estimadas de 1%, 5%, 10%, 25% e 50% foram obtidos os
respectivos vpp — 25,4%, 64,0%, 78,9%, 91,8% e 97,1% — e vpn — 99,9%, 99,3%, 98,5%,
95,6% e 87,8%.
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Figura 13: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes preva éncias estimadas, paraa ELISA (Bio-Manguinhos) em soros de cées.

67



A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA (ag. L. major-like) para 1gG, em soros, utilizando dois desvios padrbes na
determinacdo do limiar de reatividade, com os resultados obtidos com a IFI, também em
0ros, estéo apresentados natabela 11.

Os indices icp, icn e J foram iguais a 92,9 %, 64,1 % e 57,0 %, respectivamente.
Ocorreram nove resultados fal so-negativos — oito de baixos titulos (seis com titulo de 1:40
e dois com titulo de 1:80) e um de médio titulo (com titulo de 1:160). Foram encontrados
ainda quatorze resultados fal so-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
0,70, demonstrando ndo haver diferencas entre as proporgoes de resultados fal so-positivos e

fal so-negativos.

Tabela 11: Distribuicgo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da

ELISA 1gG (ag. L. major-like) em soros de cées e atraves da | Fl em soros de caes.

ELISA 19G IFI soro*
(ag. L. major-like)” Positivo Negativo Total
soro
Positivo 117 14 131
Negativo 9 25 34
Tota 126 39 165

*Resultados postivos pelalFl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.
+O limiar dereatividade foi estabelecido pda média dos control es negativos, acrescida de 2 vezes o desvio-padr&o.
X2 McNemar = 0,70; 1gl.

Na figura 14 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas para a LVC, para a reagdo de ELISA (ag. L. major-like) 1gG, em
soros, utilizando-se dois desvios padrdes para o cdlculo do limiar de reatividade.

Observam-se os vpp de 2,6%, 12,0%, 22,3%, 46,3% e 72,1% e os vpn de 99,9%,
99,4%, 98,8%, 96,4% e 90,0% para as respectivas prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%,
25% e 50%.

68



< 100 P . .

S

=

8 50 —&—\pp
= \ —e—\pn
0

e’

o

©

>

N
o (61

50 25 10 5 1

Prevaléncia (%).

Figura 14: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaéncias estimadas, para a ELISA 1gG (ag. L. major-like) em soros de cées,
estabelecendo-se o limiar de reatividade pela média dos controles negativos, acrescida de 2
vezes o desvio-padréo.

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA (ag. L. major-like) para 1gG, em soros, utilizando trés desvios padrdes na
determinacdo do limiar de reatividade, com os resultados obtidos com a IFI, também em
0ros, estéo apresentados natabela 12.

Foram obtidos indices icp, icn e J iguais a 825 %, 87,2 % e 69,7 %,
respectivamente. Ocorreram vinte e dois resultados fal so-negativos — doze de baixos titulos
(nove com titulo de 1:40 e trés com titulo de 1:80), seis de médios titulos (cinco com titulo
de 1:160 e um com titulo de 1:320) e quatro de dtos titulos (trés com titulo de 1:640 e um
com titulo de 1:1280). Foram encontrados também cinco resultados fal so-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
9,48. Este vdor demonstra a tendéncia de ocorréncia de resultados fal so-negativos.
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Tabela 12: Distribuicgo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da

ELISA 1gG (ag. L. major-like) em soros de cées e atraves da | Fl em soros de caes.

ELISA I1gG IFI soro*
(ag. L. major-like)* Positivo Negativo Total
soro
Positivo 104 5 109
Negativo 22 34 56
Tota 126 39 165

*Resultados postivos pelalFl paratitulos maiores ou iguaisa 1:40.
+O limiar dereatividade foi estabelecido pda média dos control es negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padr&o
X2 McNemar = 9,48; 1dl.

Na figura 15 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas para a LVC, para a reagdo de ELISA (ag. L. major-like) 1gG, em
soros, utilizando-se trés desvios padrdes para o calculo do limiar de reatividade.

Observam-se os vpp de 6,1%, 25,3%, 41,7%, 68,2% e 86,6% e o0s vpn de 99,8%,
99,0%, 97,8%, 93,7%, 83,3% para as respectivas prevaléncias de 1%, 5%, 10%, 25% e
50%.
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Figura 15: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaéncias estimadas, para a ELISA 1gG (ag. L. major-like) em soros de cdes,
estabelecendo-se o limiar de reatividade pela média dos controles negativos, acrescida de 3
vezes o desvio-padréo.
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6.2.3. Avdiacdo da validade intrinseca e extrinseca da IFI, ELISA (Bio-Manguinhos) e
ELISA (ag. L. major-like), realizadas em eluatos sanguineos, em relagdo a IFl em soros de
caes (teste de referéncia):

A comparacdo entre os resultados obtidos através da IFI em eluatos, considerando-
Se como positivos 0s soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:40, e os resultados
obtidos com a IFI em soros, considerando-se como positivos 0s soros reagentes nos titulos
maiores ou iguais a 1:40, estdo apresentados natabela 13.

Foram encontrados indices icp, icn e J iguais a 92,9 %, 92,3 % e 85,2 %,
respectivamente. Foram encontrados ainda nove resultados fal so-negativos — sete de titulos
baixos (seis com titulo de 1:40 e um com titulo de 1:80) e dois de titulos médios (um com
titulo de 1:160 e o outro com titulo de 1:320), além de trés resultados fal so-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
2,08, o que demonstra ndo haver diferencas entre as proporgdes de resultados falso-
positivos e fal so-negativos.

Tabela 13: Distribuicéo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da IFl

em eluatos sanguineos e através da IFI em soros de caes.

IFI soro*

IFl eluato* Positivo Negativo Tota
Positivo 117 3 120
Negativo 9 36 45

Tota 126 39 165

* Resultados positivos pela |Fl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.
X2 McNemar = 2,08; 1gl.

Na figura 16 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco

prevaléncias estimadas paraa LV C, para a reacdo de IFI, em eluatos, utilizando-se o titulo
de 1:40 como limiar de reatividade.
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Para as prevaéncias estimadas de 1%, 5%, 10%, 25% e 50% foram obtidos os
respectivos vpp — 10,9%, 38,9%, 57,3%, 80,1% e 92,4% — e vpn — 99,9%, 99,6%, 99,2%,
97,5% e 92,8%.
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Figura 16: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaéncias estimadas, para a IFl em eluatos sanguineos, utilizando o titulo de
1:40 como limiar de reatividade.

A comparacdo entre os resultados obtidos através da IFI em eluatos, considerando-
Se como positivos 0s soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:20, e os resultados
obtidos com a IFI em soros, considerando-se como positivos 0s soros reagentes nos titulos
maiores ou iguais a 1:40, estéo apresentados natabela 14.

Foram encontrados indices icp, icn e J iguais a 97,6 %, 89,7 % e 87,4 %,
respectivamente. Foram encontrados também trés resultados falso-negativos — todos de
titulos baixos (dois com titulo de 1:40 e um com titulo de 1:80), além de quatro resultados
fal so-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
0,00, o que demongtra a inexisténcia de diferencas entre as proporgdes de resultados fal so-
positivos e fal so-negativos.
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Tabela 14: Distribuicéo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da IFI

em eluatos sanguineos e dos obtidos através da IFI em soros de caes.

IFI soro*

IFI eluato” Positivo Negativo Total
Positivo 123 4 127
Negativo 3 35 38

Tota 126 39 165

* Resultados positivos pela IFl paratitulos maioresouiguaisa 1:40.

+
Resultados positivos pela | Fl paratitulos maiores ou iguaisa1:20.

X2 McNemar = 0,00; 1dl.

Na figura 17 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas paraa LV C, para a reacdo de IFI, em eluatos, utilizando-se o titulo
de 1:20 como limiar de reatividade.

Observam-se os vpp de 8,8%, 33,4%, 51,4%, 76,0% e 90,5% e os vpn de 99,9%, 99,9%,
99,7%, 99,1% e 97,4% para as respectivas prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%, 25% e
50%.
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Figura 17: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaéncias estimadas, para a IFI em eluatos sanguineos, utilizando o titulo de
1:20 como limiar de reatividade.
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A distribuicdo cruzada dos resultados obtidos através da ELISA (Bio-Manguinhos)
para lgG, em eluatos, com os resultados obtidos com a IFl em soros, considerando-se como
positivos 0s soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:40, estdo apresentados na
tabela 15.

Foram encontrados indices icp, icn e J iguais a 79,4 %, 97,4 % e 76,8 %,
respectivamente. Foram encontrados também vinte e seis resultados falso-negativos -
guinze de titulos baixos (onze com titulo de 1:40 e quatro com titulo de 1:80) e onze de
titulos médios (cinco com titulo de 1:160 e seis com titulo de 1:320), além de um resultado
fal so-positivo.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
21,33, o que demonstra a tendéncia de ocorrénciade resultados fal so-negativos.

Tabela 15: Distribuicgo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA IgG (Bio-Manguinhos) em eluatos sanguineos e dos obtidos através da IFI em soros

de cées.
ELISA 19G IFI soro*
(Bio-Manguinhos) Positivo Negativo Total
eluato
Positivo 100 1 101
Negativo 26 38 64
Tota 126 39 165

* Resultados positivos pela |Fl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.

x? McNemar = 21,33; 1g.

Na figura 18 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas para a LVC, para a reagdo de ELISA (Bio-Manguinhos), em
eluatos.

Observam-se os vpp de 23,8%, 62,0%, 77,5%, 91,2% e 96,9% e os vpn de 99,8%,
98,9%, 97,7%, 93,4% e 82,5% para as respectivas prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%,
25% e 50%.
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Figura 18: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes preva éncias estimadas, paraa ELISA (Bio-Manguinhos) em eluatos sanguineos.

A distribuicdo cruzada dos resultados obtidos através da ELISA (ag. L. major-like)
para 1gG, em eluatos, utilizando dois desvios padroes na determinacéo do limiar de
reatividade, com os resultados obtidos com a IFI em soros, considerando-se como positivos
0S Soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:40, estéo apresentados natabela 16.

Foram encontrados indices icp, icn e J iguais a 93,7 %, 87,2 % e 80,8 %,
respectivamente. Foi observada a ocorréncia de oito resultados fal so-negativos — cinco de
baixos titulos (com titulo de 1:40), um de médio titulo (com titulo de 1:160) e dois de
titulos elevados (com titulo de 1:640), além de cinco falso-positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
0,31, o que demonstra ndo haver diferencas entre as proporgdes de resultados falso-
positivos e fal so-negativos.

75



Tabela 16: Distribuicgo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da

ELISA IgG (ag. L. major-like) em eluatos sanguineos e dos obtidos através da IFI em soros

de cées.
ELISA I1gG IFI soro*
(ag. L. major-like)* Positivo Negativo Total
eluato
Positivo 118 5 123
Negativo 8 34 42
Tota 126 39 165

*Resultados positivos pela | Fl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.
+ O Limiar de reatividade foi estabelecido pelamédia dos control es negativos, acrescida de 2 vezes o desvio-padréo.
x? McNemar = 0,31; 1dl.

Na figura 19 estdo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas para a LVC, para a reagdo de ELISA (ag. L. major-like) 1gG, em
eluatos, utilizando-se dois desvios-padrédo para o calculo do limiar de reatividade.

Observam-se os vpp de 6,9%, 27,8%, 44,8%, 70,9% e 88,0% e os vpn de 99,9%,
99,6%, 99,2%, 97,6% e 93,2% para as respectivas prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%,
25% e 50%.
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Figura 19: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaéncias estimadas, para a ELISA IgG (ag. L. major-like) em eluatos
sanguineos, estabelecendo-se o limiar de reatividade pela média dos controles negativos,
acrescidade 2 vezes 0 desvio-padréo.

A distribuicdo cruzada dos resultados obtidos através da ELISA (ag. L. major-like)
para 1gG, em eluatos, utilizando trés desvios padrfes na determinagdo do limiar de
reatividade, com os resultados obtidos com a IFI em soros, considerando-se como positivos
0S Soros reagentes nos titulos maiores ou iguais a 1:40, estéo apresentados natabela 17.

Foram encontrados indices icp, icn e J iguais a 83,3 %, 89,7 % e 73,1%,
respectivamente. Foram encontrados ainda vinte e um resultados fal so-negativos — oito de
titulos baixos (seis com titulo de 1:40 e dois com titulo de 1:80), seis de titulos médios
(cinco com titulo de 1:160 e um com titulo de 1:320) e sete de titulos altos (quatro com
titulo de 1:640, dois com titulo de 1:1280 e um com titulo de 1:5120), além de quatro fal so-
positivos.

O Qui-quadrado de McNemar observado, com um grau de liberdade, foi igua a
10,24, o que, de acordo com atabela 17, demonstra a tendéncia de ocorréncia de resultados
fal so-negativos.
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Tabela 17: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da

ELISA IgG (ag. L. major-like) em eluatos sanguineos e dos obtidos através da IFl em soros

de cées.
ELISA I1gG IFI soro*
(ag. L. major-like)* Positivo Negativo Total
eluato
Positivo 105 4 109
Negativo 21 35 56
Tota 126 39 165

*Resultados postivos pela | Fl paratitulos maiores ou iguais a 1:40.
+O limiar dereatividade foi estabelecido pda média dos control es negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padr&o.
x? McNemar = 10,24; 1g.

Na figura 20 estéo apresentados os resultados dos vpp e vpn, considerando-se cinco
prevaléncias estimadas para a LVC, para a reagd de ELISA (ag. L. major-like) 1gG, em
eluatos, utilizando-se trés desvios-padréo para o calculo do limiar de reatividade.

Observam-se os vpp de 7,6%, 30,0%, 47,5%, 73,0% e 89,0% e os vpn de 99,8%,
99,0%, 98,0%, 94,2% e 84,3% para as respectivas prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%,
25% e 50%.
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Figura 20: Vaores preditivos positivos (vpp) e vaores preditivos negativos (vpn), em
diferentes prevaléncias estimadas, para a ELISA 1gG (ag. L. major-like) em eluatos,
estabelecendo-se o limiar de reatividade pela média dos controles negativos, acrescida de 3
vezes o desvio-padréo.

6.3. Avdiacao daconcordancia entre os resultados obtidos através do uso de soros e eluatos
sanguineos para os testes sorol 4gicos:

6.3.1. Andlise comparativa da IFl em soros e eluatos sanguineos:

O cruzamento dos resultados positivos e negativos obtidos através da IFI em soros
com os obtidos através da IFIl, em eluatos, com limiares de reatividade iguais a 1:20 e 1:40,
revelou 6timas concordancias de Y ouden, de 87,4% e de 85,2%, respectivamente.

A andlise das dispersdes de titulos de anticorpos obtidos pela IFI em soros e em
eluatos estd apresentada na tabela 18. Foi observada uma boa concordancia de titulos.
Segundo Marinkelle et al. (1978), variagbes de um titulo na IFl sdo tidas como
insignificantes. Portanto, consideram-se discordantes os resultados com variagGes de dois

ou maistitulos. Assim, a zona de concordancia é representada pelas areas amarela e cinza
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Tabela 18: Titulos de anticorpos anti-L. chagasi obtidos pela IFI, em soros e eluatos, no 1°

D.A.C.. As éreas amarela e cinza representam a zona de concordancia.

IFI (Bio-Manguinhos). Soro

Eluato 10 20 40 80 160 > 320 Total
10 32 3 2 1 38
20 1 4 1 1 7
40 1 1 5 4 1 2 14
80 1 5 6 8 6 26
160 2 7 16 25

> 320 1 4 8 42 55

Total 34 5 17 17 25 67 165

Dentre as discordancias observadas, destacam-se duas (em vermelho) em que houve
positividade nos eluatos e negatividade nos respectivos soros. E possivel que, nesses casos,
tenha ocorrido contaminacdo, uma vez que as amostras se encontravam em laminas

contendo amostras positivas (titulosiguais a 1:320).

6.3.2. Andlise comparativa da ELISA IgG (Bio-Manguinhos) em soros e eluatos

sanguineos:

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA IgG (Bio-Manguinhos) em soros e eluatos revelou étima concordancia de Youden
(86,4%).

A andlise das dispersdes de titulos de anticorpos obtidos pela ELISA 1gG (Bio-
Manguinhos) em soros e em eluatos esta apresentada na tabela 19. Foi observada uma
otima concordancia de faixas de absorbancia. Para as reagdes de ELISA, os valores de
absorbancia foram agrupados em faixas, de forma a possbilitar a avaiacdo da

concordancia entre soro e eluato, por esta reag&o.
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Tabela 19: Titulos de anticorpos anti-L. chagasi obtidos pela ELISA 1gG (Bio-
Manguinhos), em soros e eluatos, no 1° D.A.C.. As &reas amarela e cinza representam a

zona de concordancia

ELISA IgG
(Bio-Manguinhos). Soro
0,400
0- 0,200 - - 0,600 - 0,800 - 1,000- 1,200 -

Eluato 0,199 0,399 0599 0,799 0,999 1199 1,399 =1400]| Total
0,000 — 0,199 58 4 62
0,200 — 0,399 5 26 11 42
0,400 — 0,599 4 18 7 29
0,600 — 0,799 1 4 8 2 15
0,800 — 0,999 1 1 1 9 2 14
1,000 — 1,199 1 2 3
1,200 — 1,399

> 1,400
Total 64 36 33 16 12 2 2 165

Pode-se observar que em uma das discordancias (em vermelho), houve positividade
no eluato e negatividade no soro respectivo. E possivel que tenha ocorrido contaminago,
pois haviatrés amostras positivas proximas ao orificio contendo a amostra em questéo.

6.3.3. Andlise comparativa da ELISA IgG (ag. L. major-like) em soros e eluatos
sanguineos:

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA 1gG (ag. L. major-like), em soros e eluatos, considerando-se dois ou trés desvios-
padréo para o calculo do limiar de reatividade, revelou boas e 6timas concordancias de
Y ouden, variando entre 75,0% e 83,2%.

A andlise das dispersdes de titulos de anticorpos obtidos pela ELISA 1gG (ag. L.
major-like) em soros e em eluatos esta apresentada na tabela 20. Foi observada uma 6tima

concordancia de faixas de absorbancia
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Tabela 20: Titulos de anticorpos anti-L. chagasi obtidos pela ELISA IgG (ag. L. major-

like), em soros e eluatos, no 1° D.A.C.. As &reas amarela e cinza representam a zona de

concordancia.
ELISA IgG
(ag. L. major-like). Soro
0- 0,200- 0,400- 0,600- 0,800- 1,000- 1,200 - >
Eluato 0,199 0,399 0,599 0,799 0,999 1,199 1,399 1,400 | Total
0,000 - 0,199 3 21 3 27
0,200 - 0,399 12 10 22
0,400 — 0,599 1 4 4 1 1 11
0,600 — 0,799 1 3 2 5 2 13
0,800 — 0,999 3 3 15 7 28
1,000 - 1,199 2 6 20 6 34
1,200 - 1,399 1 1 4 5 2 2 15
> 1,400 6 9 15
Total 3 36 23 12 31 35 14 11 165

Pode-se observar que em uma das discordancias (em vermelho), houve positividade
no eluato e negatividade no soro respectivo. Possivelmente ocorreu contaminagdo, uma vez

gue havia quatro amostras positivas proximas ao orificio contendo aamostra em questao.

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA 1gG1 (ag. L. major-like), em soros e eluatos, considerando-se dois ou trés desvios-
padréo para o célculo do limiar de reatividade, revelou regulares e boas concordancias de
Y ouden, variando entre 46,3% e 62,4%.

A andlise das dispersdes de titulos de anticorpos obtidos pela ELISA 1gG1 (ag. L.
major-like) em soros e em eluatos esta gpresentada na tabela 21. Foi observada uma boa

concordancia de faixas de absorbancia
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Tabela 21: Titulos de anticorpos anti-L. chagasi obtidos pela ELISA IgG1 (ag. L. major-
like), em soros e eluatos sanguineos, no 1° D.A.C.. As &reas amarela e cinza representam a

zona de concordancia

ELISA IgG1
(ag. L. major-like). Soro
0- 0,200- 0,400- 0,600- 0,800- 1,000- 1,200 -

Eluato 0,199 0,399 0599 0,799 0,999 1,199 1,399 =>1,400 | Total
0,000 — 0,199 56 10 2 68
0,200 — 0,399 28 15 4 2 49
0,400 — 0,599 6 7 5 2 1 1 22
0,600 — 0,799 4 2 1 7
0,800 — 0,999 1 2 2 5
1,000 — 1,199 1 1 1 3
1,200 — 1,399 1 2 1 4

> 1,400 1 6 7

Total 93 36 12 6 2 5 4 7 165

Pode-se observar que em oito amostras discordantes, houve positividade no eluato e
negatividade no soro respectivo. Apesar de ter sido possivel a ocorréncia de contaminacao,
pois em todos 0s casos havia amostras positivas proximas ao orificio contendo a amostra
em questdo, 0 mais provavel é que tais discordancias sejam produto de uma baixa precisao
da técnica para dosagem de anticorpos da subclasse 1gG1, dado o grande nimero de

discordancias.

A distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos através da
ELISA 1gG2 (ag. L. major-like), em soros e eluatos, para diferentes valores de cut off,
revelou boas e 6timas concordancias de Y ouden, variando entre 70,9% e 82,2%.

A andlise das dispersdes de titulos de anticorpos obtidos pela ELISA 1gG (ag. L.
major-like) em soros e em duatos estd goresentada na tabela 22. Foi observada boa

concordancia de faixas de absorbancia
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Tabela 22: Titulos de anticorpos anti-L. chagasi obtidos pela ELISA 1gG2 (ag. L. major-
like), em soros e eluatos sanguineos, no 1° D.A.C.. As &reas amarela e cinza representam a

zona de concordancia

ELISA IgG2
(ag. L. major-like). Soro
0,600
0- 0,200- 0,400 - - 0,800 - 1,000- 1,200 -

Eluato 0,199 0,399 0599 0,799 0,999 1,199 1,399 =>1,400| Total
0,000 - 0,199 22 13 1 36
0,200 - 0,399 1 9 4 2 16
0,400 — 0,599 1 5 1 1 1 9
0,600 — 0,799 2 2 3 7 2 16
0,800 — 0,999 1 7 10 6 2 26
1,000 - 1,199 1 3 10 22 6 2 44
1,200 - 1,399 1 7 5 2 15

> 1,400 1 2 3
Total geral 23 25 14 17 28 36 16 6 165

6.4. Determinacdo da reatividade cruzada dos testes sorologicos em amostras de soros e

eluatos sanguineos obtidas de cées infectados por T. cruz:

A avaliagdo da especificidade das reagbes soroldgicas foi executada com amostras
de soro e SDPF de 10 caes experimental mente infectados por T. cruz. A tabela 23 resume
o0s resultados, onde se observa a reatividade cruzada para cada reagdo. Todas as reagcoes

cruzadas, em soro e em eluato, ocorreram em baixos-titulos (menores ou iguais a 1:80).

TABELA 23: Soropositividade de cées infectados por T. cruz, para amostras de soro e
eluato, pelastécnicas de IFI, ELISA (Bio-Manguinhos) e ELISA (ag. L. major-like).

N° de Positividade
caes com IFI* [FI** ELISA IgG ELISA IgG (ag. ELISA IgG (ag.
infecgio Bio-Manguinhos L. major-like)* L. major-like)*
PO" soro Eluato soro elusto soro eluao soro eluato soro  euato
T.cruz.
10 2 2 5 3 1 0 8 6 6 5

* Resultados positivos pela |Fl paratitulos maioresouiguaisa 1:40.
** Resultados positivos pela IFI paratitul os maiores ouiguais a 1:20.

# O limiar dereatividade foi estabelecido pd amédia dos control es negativos, acrescida de 2 vezes o desvio-padr&o.
O limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padréo.



6.5. Reprodutibilidade da ELISA (ag. L. major-like), ELISA (Bio-Manguinhos) e IFI em

eluatos sanguineos em fungdo do tempo decorrido apds a coleta

A anadlise da reprodutibilidade ao longo do tempo, realizada por regressdo linear e
por demonstragdo gréfica (figura 21 e figura 2a dos anexos), demonstrou a manutencdo dos
titulos de anticorpos pela IFl, até 30 D.A.C., para todos 0s grupos — negativos (p = 0,833),
titulos baixos (p = 0,981), titulos médios (p = 0,309) e titulos elevados (p = 0,428). Aos 60
D.A.C. houve queda significativa de titulos para trés grupos — titulos baixos (p = 0,001),
titulos médios (p = 0,000) e titulos eevados (p = 0,000), com manutencdo de titulos para o
grupo dos negativos (p = 0,303).
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Figura 21: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagas

em eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados pelalFI (Bio-Manguinhos).
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Paraareacdo de ELISA 1gG (Bio-Manguinhos), aregressdo linear e a representacio
gréfica (figura 22 e na figura 2b dos anexos) demonstraram a manutencdo dos niveis de
anticorpos até 60 D.A.C., para todos 0s grupos — negativos (p = 0,960), titulos baixos (p =
0,357), titulos médios (p = 0,848) etitulos elevados (p = 0,326).
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Figura 22: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagas

em eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados através da ELISA 1gG (Bio-
Manguinhos).
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A manutencdo dos niveis de anticorpos foi também observada na reacdo de ELISA
IgG (ag. L. major-like), utilizando a regressdo linear e a representagdo grafica dos
resultados (figura 23 e figura 2c dos anexos), até os 60 D.A.C., para todos 0s grupos —
negativos (p = 0,210), titulos baixos (p = 0,573), titulos médios (p = 0,742) e titulos
elevados (0,789).
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Figura 23: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagas

em eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados através da ELISA 1gG (ag. L.
major-like).
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Através da regressdo linear e da representacdo grafica dos resultados (figura 24 e
figura 2d dos anexos) foi demonstrada também a manutencdo dos niveis de anticorpos da
subclasse IgG1, pelareacdo de ELISA 1gG1 (ag. L. major-like), até os 60 D.A.C., paratrés
grupos — negativos (p = 0,363), titulos baixos (p = 0,068) e titulos médios (p = 0,053), com
excecd0 do grupo dos titulos elevados, onde houve queda significativa de titulos (p =

0,028). Entretanto, esta queda de titulos ndo comprometeu a positividade das amostras.
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Figura 24: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagasi da
subclasse 1gG1, em eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados através da
ELISA 1gG1 (ag. L. major-like).
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A regressdo linear e arepresentacdo grafica dos resultados (figura 25 e figura 2e dos
anexos) demonstraram a manutencdo dos niveis de anticorpos da subclasse 1gG2, pela
reacéo de ELISA 1gG2 (ag. L. major-like) até os 60 D.A.C., para trés grupos — negativos (p
= 0,538), titulos baixos (p = 0,960) e titulos médios (p = 0,104), com um aumento
significativo de titulos parao grupo dostitulos elevados (p = 0,011).
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Figura 25: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagasi da
subclasse 1gG2, em eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados através da
ELISA 1gG1 (ag. L. major-like).

6.6. Reprodutibilidade intrateste dos resultados:

A partir das amostras de soro e eluato, ensaiadas em duplicata (10%) para as
diversas reacOes soroldgicas, nos diversos momentos ap0s a coleta, foi avaliada a
reprodutibilidade intrateste dos resultados, utilizando-se paratanto o teste “t” de Student.

A tabela 24 gpresenta as diferencas entre os logaritmos das médias das réplicas.
Pode-se observar que tais diferencgas ndo foram significativamente diferentes de zero (p >
0,05), para todas as reacOes e em todos 0os momentos, com excegdo da reacéo de ELISA
IgG1 (ag. L. major-like) em eluatos no 30° D.A.C..
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Tabela 24: Reprodutibilidade intrateste dos resultados, para 18 amostras ensaiadas em

duplicata por cada reacdo soroldgica, avaliada através da comparacdo das meédias dos

resultados pelo Teste “t de Student”.

Reagdes P Diferenca Intervalo de confianga (95%)
entre as das diferencas entre as médias
médias Limiteinferior Limite

superior
IFI soros 1°D.A.C. 0,786 0,0334 -0,223 0,290
IFl duatos 1°D.A.C. 0,149 0,1338 -0,053 0,320
IFl uatos 15° D.A.C. 0,263 0,0836 -0,069 0,236
IFl duatos 30° D.A.C. 1,000 0,0000 -0,103 0,103
IFl duatos 60° D.A.C. 0,875 -0,0167 -0,237 0,204
ELISA 1gG (Bio-Manguinhos) soros 1° D.A.C. 0,950 0,0010 -0,032 0,034
ELISA 1gG (Bio-Manguinhos) eluatos 1° D.A.C. 0,078 0,0530 -0,007 0,113
ELISA 1gG (Bio-Manguinhos) eluatos 15° D.A.C. 0,384 -0,0171 -0,057 0,023
ELISA 1gG (Bio-Manguinhos) eluatos 30°D.A.C. 0,445 0,0334 -0,057 0,123
ELISA 1gG (Bio-Manguinhos) eluatos 60° D.A.C. 0,729 0,0218 -0,109 0,152
ELISA 1gG (ag. L. major-like) soros1° D.A.C. 0,664 -0,0118 -0,068 0,045
ELISA 1gG (ag. L. major-like) eluatos 1° D.A.C. 0,255 -0,0187 -0,052 0,015
ELISA IgG (ag. L. major-like) duatos 15° D.A.C. 0,347 -0,0165 -0,052 0,019
ELISA IgG (ag. L. major-like) luatos 30° D.A.C. 0,443 -0,0084 -0,031 0,014
ELISA IgG (ag. L. major-like) eluatos 60° D.A.C. 0,142 0,0349 -0,013 0,083
ELISA 1gG1 (ag. L. major-like) soros 1° D.A.C. 0,534 0,0529 -0,123 0,229
ELISA IgG1 (ag. L. major-like) eluatos 1° D.A.C. 0,854 -0,0079 -0,097 0,081
ELISA IgG1 (ag. L. major-like) eluatos 15° D.A.C. 0,095 -0,0458 -0,101 0,009
ELISA IgG1 (ag. L. major-like) eluatos 30° D.A.C. 0,044 -0,0446 -0,088 -0,001
ELISA IgG1 (ag. L. major-like) eluatos 60° D.A.C. 0,970 -0,0030 -0,170 0,164
ELISA 1gG2 (ag. L. major-like) soros 1° D.A.C. 0,531 0,0135 -0,031 0,058
ELISA IgG2 (ag. L. major-like) eluatos 1° D.A.C. 0,145 0,0394 -0,015 0,094
ELISA IgG2 (ag. L. major-like) eluatos 15° D.A.C. 0,084 -0,0183 -0,039 0,003
ELISA IgG2 (ag. L. major-like) eluatos 30° D.A.C. 0,440 -0,0176 -0,065 0,029
ELISA IgG2 (ag. L. major-like) eluatos 60° D.A.C. 0,333 -0,0447 -0,139 0,050
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6.7. Concordancia de resultados entre dois |aboratorios:

A tabela 25 gpresenta a avaliacd da concordancia entre os resultados de dois
laboratdrios, para cada reagdo, em soro e eluato e em quatro momentos apos a coleta.

A reacdo de IFI em soros apresentou boa concordancia de resultados, a exemplo da
reacéo de ELISA em soros. Considerando-se os resultados obtidos com eluatos, areagéo de
ELISA demonstrou boa e 6timas concordancias para todos os momentos apds a coleta. Por
outro lado, para a reacdo de IFI em eluatos, foram obtidas boa e 6tima concordancias
somente até 0 15° D.A.C.. Para 0 30° e 0 60° D.A.C., as concordancias foram classificadas

em sofrivel e fraca, respectivamente.

Tabela 25: Avdiacdo da concordancia de resultados entre os laboratérios de
Parasitologia/Histopatologia da UFOP e de Sorologiada FUNED.

Reacdo D.A.C. Kappa Concordancia
IFI em soros 1 0,68 Boa
IFl em eluatos 1 0,85 Otima
15 0,72 Boa
30 0,36 Sofrivel
60 0,09 Fraca
ELISA
(Bio-Manguinhos) 1 0,73 Boa
em soros
ELISA 1 0,77 Boa
(Bio-Manguinhos) 15 0,87 Otima
em eluatos 30 0,87 Otima
60 0,85 Otima
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6.8. Avdiagdo das imunoglobulinas das subclasses IgGl e 1gG2 como marcadoras de

patogenicidade dos c&es infectados por L. chagasi.

Na tabela 26 estdo gpresentados os resultados positivos e negativos obtidos pela
rescd0 de ELISA 1gGl (ag. L. major-like), utilizando-se dois desvios-padrédo na
determinacdo do limiar de reatividade, em amostras de soro de cées positivos pela reacdo
de IFI para dosagem de anticorpos IgG (teste de referéncia), executada também em
amodtras de soro, para as diferentes formas clinicas da infeccdo por L. chagas. Pode-se
observar que os anticorpos 1gG1, dosados por esta reacdo, foram ineficazes enquanto
marcadores de infec¢éo ou de forma clinica da infec¢do. Entretanto, podem ser observadas
diferencas entre 0 percentua de resultados positivos (66,6% para assintométicos, 48.8%

para oligossintomaticos e 35.5% para polissintométicos).

Tabela 26: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos pela ELISA
1gG1 (ag. L. major-like), utilizando-se dois desvios-padréo na determinacdo do limiar de
reatividade, em amostras de soros de cées, com a classificagdo clinica dos cées infectados
por L. chagasi com resultados positivos para a dosagem de anticorpos 1gG pela reagdo de

IFl, executada também em soro (teste de referéncia).

Cées infectados por ELISA 1gG1 (ag. L. major-like)* soro

L. chagas Positivo Negativo Total
Assintomaticos 28 (66.6%) 14 42
Oligossintomaticos 22 (48.8%) 23 45
Polissintométicos 11 (35,5%) 20 31
Totd 61 57 118

*QO limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 2 vezes o desvio-padréo.

X%q = 7,17, P = 0,027.
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Na tabela 27 estdo gpresentados os resultados positivos e negativos obtidos pela
reecdo de ELISA 1gGl (ag. L. major-like), utilizando-se trés desvios-padrdo na
determinacdo do limiar de reatividade, em amostras de soro de cées positivos pela reacdo
de IFI para dosagem de anticorpos IgG (teste de referéncia), executada também em
amodiras de soro, para as diferentes formas clinicas da infeccdo por L. chagasi. Como
destacado anteriormente, ndo é possivel estabelecer uma correlacdo entre os resultados
positivos e negativos para a dosagem dos anticorpos 1gG1 pela reagdo de ELISA (ag. L.
major-like) com a presenca ou auséncia de infecgdo ou ainda com as diferentes formas
clinices da infecgdo, sendo observada auséncia de diferengas significativas entre o
percentual de resultados positivos (33.3% para assintomaticos, 355% paa
oligossintomaticos e 22.5% para polissintométicos).

Tabela 27: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos pela ELISA
IgG1 (ag. L. major-like), utilizando-se trés desvios-padréo na determinacdo do limiar de
reatividade, em amostras de soros de cées, com a classificagdo clinica dos cées infectados
por L. chagasi com resultados positivos para a dosagem de anticorpos 1gG pela reagdo de

IFl, executada também em soro (teste de referéncia).

Cées infectados por ELISA 1gG1 (ag. L. major-like)* soro

L. chagasi Positivo Negativo Total
Assintomaticos 14 (33,3%) 28 42
Oligossintoméaticos 16 (35,5%) 29 45
Polissintométicos 7 (22,5%) 24 31
Totd 37 81 118

*QO limiar de reatividade foi esabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padréo.

X% = 1,55; P= 0,45,
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Na tabela 28 estdo gpresentados os resultados positivos e negativos obtidos pela
rescd0 de ELISA 1gG2 (ag. L. major-like), utilizando-se dois desvios-padréo na
determinacdo do limiar de reatividade, em amostras de soro de cées positivos pela reacdo
de IFI para dosagem de anticorpos IgG (teste de referéncia), executada também em
amodtras de soro, para as diferentes formas clinicas da infeccdo por L. chagas. Pode-se
observar que os anticorpos 1gG2, dosados por esta reacdo, estdp presentes de forma
indistinta entre as diferentes formas clinicas da infec¢do por L. chagasi. Entretanto, foram
encontrados apenas quatro resultados negativos, sendo dois em assintométicos e outros dois
em oligossintomaticos. Portanto, os anticorpos IgG2 se comportam de forma semelhante

aos anticorpos 1gG.

Tabela 28: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos pela ELISA
1gG2 (ag. L. major-like), utilizando-se dois desvios-padréo na determinacdo do limiar de
reatividade, em amostras de soros de cées, com a classificagdo clinica dos cées infectados
por L. chagasi com resultados positivos para a dosagem de anticorpos 1gG pela reacdo de
IFl, executada também em soro (teste de referéncia).

Cées infectados por ELISA 1gG2 (ag. L. major-like)* soro

L. chagas Positivo Negativo Total
Assintomaticos 40 (95,2%) 2 42
Oligossintomaticos 43 (95,5%) 2 45
Polissintométicos 31 (100,0%) 0 31
Total 114 4 118

*QO limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 2 vezes o desvio-padréo.

X%q = 1,48, P=0,47.



Na tabela 29 estdo gpresentados os resultados positivos e negativos obtidos pela
reecdo de ELISA 1gG2 (ag. L. major-like), utilizando-se trés desvios-padrdo na
determinacdo do limiar de reatividade, em amostras de soro de cées positivos pela reacdo
de IFI para dosagem de anticorpos IgG (teste de referéncia), executada também em
amodtras de soro, para as diferentes formas clinicas da infeccéo por L. chagas. Mais uma
vez, observa-se que os anticorpos 1gG2, dosados por esta reagdo, estdo presentes de forma
indistinta entre as diferentes formas clinicas da infeccdo por L. chagasi. No entanto,
destaca-se a ocorréncia de resultados fa so-negativos a0 serem estabel ecidos trés desvios-

padrdo para o calculo do limiar de reatividade.

Tabela 29: Distribuicdo cruzada dos resultados positivos e negativos obtidos pela ELISA
1gG2 (ag. L. major-like), utilizando-se trés desvios-padréo na determinacdo do limiar de
reatividade, em amostras de soros de cées, com a classificagdo clinica dos cées infectados
por L. chagasi com resultados positivos para a dosagem de anticorpos 1gG pela reacdo de

IFl, executada também em soro (teste de referéncia).

Cées infectados por ELISA 19G2 (ag. L. major-like)* soro

L. chagasi Positivo Negativo Total
Assintomaticos 36 (85,7%) 6 42
Oligossintoméaticos 38 (84,4%) 7 45
Polissintomaticos 28 (90,3%) 3 31
Totd 102 16 118

*QO limiar dereatividade foi estabelecido pela média dos controles negativos, acrescida de 3 vezes o desvio-padréo.

X%q =0,57; P=0,75.
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6.9. Avdiacao dos niveis de anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2 em relacdo a classificagdo clinica

dos caes infectados:

A figura 26 apresenta os titulos de imunoglobulina IgG canina, obtidos através da
reacao de IFI em soros, para cada grupo clinico de cées. Observa-se a ocorréncia de reactes
cruzadas com 0s cées chagasicos, todas em titulos baixos e a inexisténcia de correlagdo

entre forma clinica e titulo de imunoglobulinas.

Reciproca dos titulos
N
[e)
o

80 . >

* 0 - °

0 Lovmonel e LN ®

NI CH A O P
Classificacéo clinica

*w

160 T
oo |
e |

Figura 26: Titulos de imunoglobulina IgG canina, pelareacdo de IFI em soros, em relacdo a
classificacdo dos cé@es (NI = ndo-infectados; CH = chagésicos; A = Infectados

assintométicos; O = Infectados oligossintométicos; P = Infectados polissintomaticos).

96



A figura 27 agpresenta os niveis de imunoglobulina IgG canina, obtidos através da
reacéo de ELISA (Bio-Manguinhos) em soros, para cada grupo clinico de caes. Pode-se
perceber uma ténue tendéncia de aumento dos niveis de imunoglobulinas para as formas
clinicas mais severas, apesar de ndo ser possivel estabelecer uma correlacdo nitida entre
forma clinica e os valores de absorbancia para as imunoglobulinas.
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Figura 27: Valores de absorbancia gjustada paraimunoglobulina IgG canina, pelareacéo de
ELISA (Bio-Manguinhos) em soros, em relagdo a classificacd dos cdes (NI = néo-
infectados; CH = chagasicos; A = Infectados assintomaticos; O = Infectados
oligossintomaticos; P = Infectados polissintométi cos).
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A figura 28 gpresenta os niveis de imunoglobulina IgG canina, obtidos através da
reacéo de ELISA (ag. L. major-like) em soros, para cada grupo clinico de cées. Destaca-se
a ocorréncia de reagoes cruzadas com cées chagasi cos em vaores elevados de absorbancia
Observa-se para 0 grupo dos polissintomaticos uma concentracdo dos animais em
absorbancias maiores. Entretanto, na mesma faixa de absorbancia é possivel observar
inimeros caes assintomaticos e oligossintométicos. Portanto, ndo € possivel estabelecer

correlacdo entre forma clinica e os vaores de absorbancia para as imunoglobulinas.
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Figura 28: Valores de absorbancia gjustada paraimunoglobulina IgG canina, pelareacéo de
ELISA (ag. L. major-like) em soros, em relacdo a classificagdo dos cdes (NI = néo-
infectados; CH = chagasicos; A = Infectados assintomaticos; O = Infectados

oligossintomaticos; P = Infectados polissintométi cos).
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A figura 29 apresenta os niveis de imunoglobulina IgG1 canina, obtidos através da

reacéo de ELISA (ag. L. major-like) em soros, para cada grupo clinico de cées. Através

desta figura e pela andlise das figuras 3 a 15 dos anexos pode-se afirmar ndo ser possivel

estabelecer qualquer correlagdo entre forma clinica e os valores de absorbancia para estas

imunoglobulinas. Além disso, ndo houve discriminagdo entre infectados e ndo-infectados.

Absorbancia a 490 nm ajustada.
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Figura 29: Valores de absorbancia gustada para imunoglobulina IgG1 canina, pela reacdo

de ELISA (ag. L. major-like) em soros, em relacdo a classificagdo dos cdes (NI = néo-

infectados; CH

= chagasicos, A =

oligossintomaticos; P = Infectados polissintométi cos).
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A figura 30 apresenta os niveis de imunoglobulina 1IgG2 canina, obtidos através da
reacéo de ELISA (ag. L. major-like) em soros, para cada grupo clinico de cées. Observa-se
para 0 grupo dos polissintomaticos uma concentracdo dos animais em absorbancias
maiores. Entretanto, na mesma faixa de absorbancia é possivel observar inUmeros cées
assintomaticos e oligossintométicos. Portanto, conforme se observar nesta figura e nas
figuras 3 a 15 dos anexos, ndo é possivel estabelecer correlagcdo entre forma clinica e os

valores de absorbancia para as imunoglobulinas.
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Figura 30: Valores de absorbancia gjustada para imunoglobulina IgG2 canina, pela reacdo
de ELISA (ag. L. major-like) em soros, em relacdo a classificagdo dos cdes (NI = néo-
infectados; CH = chagasicos; A = Infectados assintomaticos; O = Infectados

oligossintomaticos; P = Infectados polissintométi cos).
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7. DISCUSSAO



A redlizagdo de inquéritos caninos em areas onde se suspeita da ocorréncia de
transmissdo da leishmaniose viscerd é de fundamental importancia para o controle e a
profilaxia da doenca, uma vez que permite identificar os principais focos, delimitando a
extensdo geografica dos mesmos, e direcionar as medidas de intervencdo sobre o
reservatorio canino, o vetor e o homem susceptivel.

A exequibilidade destes inquéritos é dependente da disponibilidade de recursos
humanos e financeiros e de uma metodologia vélida para o diagnostico da doenca, de facil
aplicagdo e capaz de ser utilizada em maor escda Apesar de suas elevadas
especificidades, os métodos parasitoldgicos s inadequados para este fim, uma vez que
sd0 invasivos e dependem de grande experiéncia do observador, sendo de execucéo lenta
Além disso, indiscutivel mente deixam de apontar muitos casos com parasitismo discreto ou
em fase de incubagdo (Brener, 1957). Neste sentido, os métodos sorologicos sdo
considerados de grande aplicabilidade. Entretanto, a tradicional utilizagdo de amostras de
soro acarreta aumento de custos com a logistica dos inquéritos, inviabilizando-os na
maioria das vezes. Assim, este trabalho buscou, dentre outros objetivos, validar os métodos
soroldgicos mais amplamente utilizados para o diagnéstico da LVC (ELISA e IFI)

utilizando amostras de SDPF.

7.1. Vdidade da ELISA (ag. L. major-like), ELISA (Bio-Manguinhos) e IFI, em amostras
de soro e eluato de SDPF, para o diagnéstico daLVC:

A validade de um teste diagnéstico pode ser descrita em termos do grau com gue as
amodtras (ou os individuos) sdo corretamente categorizadas para a presenca ou auséncia de
uma doenca, parametro ou condicdo. Neste sentido, a IFI se mostrou a melhor das reagoes,
uma vez que demonstrou grande capacidade de identificar corretamente os caes infectados
e ndo infectados. Assim, este teste foi assumido como referéncia para vaidar as demais
técnicas. Entretanto, uma vez que esta reacdo ndo € capaz de identificar corretamente todos
0s cées infectados ou ndo-infectados, a vaidade intrinseca dos métodos foi aferida através
dos indices de co-positividade e co-negatividade (Buck & Gart, 1965), calculados em
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relacdo a reacdo tomada como referéncia e sendo considerados indices representativos da
sensibilidade e da especificidade, respectivamente.

Para as amostras de soros, areagdo de ELISA utilizando antigeno bruto de L. major-
like gpresentou icp e icn baixos, indicando a necessidade de melhoria do antigeno, afim se
obter um teste mais sensivel e especifico. Barbosa-de-Deus et al. (2002), utilizando
antigeno soltvel de L. major-like, da mesma cepa utilizada para a obtencdo de nosso
antigeno, encontrou uma sensibilidade de 98% e uma especificidade de 95% para o
diagnéstico da LVC, sendo que o processo de obtencdo do antigeno utilizado por estes
autores consiste em romper as promastigotas por congel amento-descongelamento, sem o
emprego da sonicagdo utilizada em nosso protocolo. A técnica utilizada por estes autores
apresenta outras diferencas técnicas (diluicdo do conjugado, concentracdo do antigeno, etc)
com a empregada neste estudo, podendo ser responsavel pelas diferencas observadas. A
reacéo de ELISA (Bio-Manguinhos) apresentou-se como um teste especifico, apesar de
também utilizar um antigeno bruto, o que reforgca a necessidade de melhorias no processo
de obtencdo do antigeno de L. major-like. Entretanto, esta reagd mostrou-se pouco
sensivel, 0 que revela uma inadequagdo para a triagem soroldgica. Desta forma, este teste
estaria subestimando a prevaléncia da infeccdo canina. Estes resultados véo de encontro ao
observado por Liraet al. (2004), que ao avaliarem 0 desempenho dos kits de ELISA para
LV C produzidos pela Bio-Manguinhos, observaram uma baixa sensibilidade (50%) e uma
especificidade de 100%, preconizando a utilizacdo destes kits para a confirmagdo de
resultados positivos obtidos por testes de triagem. Entretanto, foi utilizada uma amostra de
apenas 19 cdes. Pelo contrario, Ferreira et al. (2004), em amostra de soros de 230 cdes,
conseguiram identificar um niimero maior de cdes pela EL ISA (Bio-Manguinhos) (144 cées
(62,6%)) do que pela IFI (Bio-Manguinhos) (119 cées (51,7%)). A utilizagdo de diferentes
lotes destes kits por estes trés estudos poderia explicar as diferencas encontradas.

Para amostras de eluato sanguineo, de uma maneira geral, todas as reacOes testadas
demonstraram icp e icn semelhantes ao observado pelas mesmas reagdes em soro. A reagdo
de ELISA (Bio-Manguinhos) mostrou-se menos sensivel em eluatos do que em soros, ao

contrario do observado paraareacdo de ELISA (ag. L. major-like). Para esta Ultima reacéo,
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0 acréscimo no icp observado em eluatos se deve ao fato de termos assumido um limiar de
reatividade menor paraeluatos.

Para a reacd de IFI em euatos, foram obtidos indices icp e icn insatisfatorios,
quando se utilizao limiar de reatividade de 1:40. Entretanto, ao assumirmos o titulo de 1:20
como limiar de reatividade, a reagdo gpresentou um importante acréscimo no icp com uma
peguena perda do icn, mostrando-se mais adequado para uma primeira triagem soroldgica.
Estratégia semelhante foi preconizada por Machado-Coelho et al. (1995) para o diagnéstico
sorolégico da doenca de Chagas humana, utilizando amostras de SDPF. No entanto, a
despeito do elevado icp apresentado pela IFI com limiar de reatividade igua a 1:20, fica
evidenciado a necessidade dabusca de testes ainda mais sensivels, aum custo que viabilize
sua ampla utilizagdo. Vale ressaltar que a IFI utilizada neste trabaho, produzida pela Bio-
Manguinhos, apresentou 0s seguintes inconvenientes: (@) baixa aderéncia do antigeno na
l&mina; (b) antigeno muito diluido, acarretando em um nimero inadequado de parasitas por
campo; (c) variagbes no PH da glicerina tamponada, entre diferentes kits de um mesmo
lote. Acreditamos que uma vez solucionados estes problemas de ordem técnica, areacdo de
IFI poderia vir a se constituir em um teste ainda mais sensivel. De fato, Mancianti &
Meciani (1988) relataram sensibilidade e especificidade iguais a 100% para a IFlI,
utilizando-se um antigeno de promastigotas de L. infantum. Badaré et al. (1983),
trabalhando com uma reagcdo de IFI utilizando promastigotas de L. chagasi como antigeno,
relataram uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 98%.

Os indices representativos de sensibilidade e especificidade sdo utilizados para a
tomada de decisdo sobre a escolha de um teste diagndstico. Uma vez aplicado o teste,
interessa-nos agora avaliar qua a probabilidade de doenca dado que o resultado do teste €
positivo, ou ainda, qua a probabilidade de ndo-doenca dado que o resultado é negativo
(Fletcher et al., 1989). Para este fim, foram utilizados os valores preditivos positivos e
negativos de um teste, que variam de acordo com a prevaléncia da doenca. Para o célculo
destes valores, € preciso estimar a prevaléncia da populacdo naqual este teste sera aplicado.
Magahées et al. (1980), examinando 81162 c&es provenientes do Vale do Rio Doce, Minas

Geras, através da RFC, encontraram uma soroprevaléncia da doenga canina de 8,4%, com
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variagoes de 0,2% a 40,09%, dependendo da localidade. Franga-Silva et al. (2003), em
inquérito canino realizado na cidade de Montes Claros, Minas Gerais, atravées do exame de
33937 cées pela IFI em eluatos de SDPF, encontraram uma prevaéncia para a LVC de
9,7%, variando de 0,7% a 46,7%, de acordo com a &rea pesquisada. Cabrera et al. (2003),
em inquérito canino readizado em Barra de Guaratiba, Rio de Janeiro, examinando amostras
de soro de 365 céaes pela IFI em soros, encontraram uma prevaléncia para a LV C de 25%.
Cardoso et al. (2004), utilizando o DAT em soros e eluatos sanguineos, encontraram para
trés zonas geogréficas distintas da Vila de Alijo, Provincia de Alto Douro, Portugal, as
respectivas prevaéncias de 2,5%, 11,4% e 49,9% para a LVC. A partir destes relatos,
foram utilizadas as prevaléncias estimadas de 1%, 5%, 10%, 25% e 50% para o célculo dos
valores preditivos das reacOes.

A reacdo de ELISA (Bio-Manguinhos), em soros e eluatos, gpresentou elevados vpn
para as diferentes prevaléncias. Com relagdo aos vpp, seus valores foram considerados
aceitaveis apenas em prevaéncias superiores a 10%. Para prevaléncias inferiores a esta, ha
uma baixa confiabilidade nos resultados positivos.

A reacdo de ELISA (ag. L. major-like) apresentou, em soros e eluatos, por suavez,
vpp ainda menores, com valores regulares somente em prevaléncias elevadas (50%).
Portanto, este teste é virtuamente indtil para identificar corretamente os cées nao-
infectados em baixas prevaléncias, incorrendo em grande proporcdo de resultados falso-
positivos. Com relacdo ao vpn, esta reacdo apresentou valores elevados somente em
prevaéncias inferiores a 10%.

A reacdo de IFI em eluatos, mostrou-se Gtil em identificar corretamente os caes néo-
infectados em todas as prevaéncias estimadas, dados os elevados vpn, e apresentou baixos
vpp em prevaéncias inferiores a 10%, com conseqiientemente baixa confiabilidade nos
resultados positivos. Estes dados, em acordo com o elevado icp desta reacdo, habilitam-na
enguanto teste de triagem soroldgica.

Neste estudo, foram obtidas boas ou Gtimas concordancias entre os resultados
obtidos com soros e eluatos para todas as reagdes, com excegdo da ELISA para dosagem de

IgG1. Estes dados apontam para a capacidade do eluato de SDPF em refletir os niveis de
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anticorpos IgG totais e IgG2 em amostras de soros de cées infectados por L. chagasi. O
mesmo n&o pode ser dito com relacdo aos anticorpos da subclasse 1gG1, o que pode ser
reflexo de uma incgpacidade do papel de filtro em conservar os niveis desta
imunoglobulina, bem como de uma baixa precisio da reacdo de ELISA padronizada para a
dosagem de seusniveis.

Chin et al. (1966), trabalhando com amostras de soro e eluato sanguineo de criangas
portadoras de doenga respiratéria aguda, readizou a dosagem de imunoglobulinas
especificas para diferentes viroses responsaveis por esta doenca (adenovirus, influenza
tipos A e B, dentre outros), através da RFC. A correlacdo de titulos entre soro e eluato de
SDPF foi excelente, com variagfes quase sempre de apenas um titulo. Concluem os autores
pelo grande valor da coleta de amostras sanguineas em papel de filtro, dada a concordancia
observada e a pequena quantidade de sangue requerida, permitindo a utilizagdo de sangue
capilar.

De acordo com Guimarédes et al. (1983), dois fatores podem ser responsavel's pelas
discordancias entre soro e eluato de SDPF. a egimativa da diluicdo do eluato e a
desnaturacdo das imunoglobulinas presentes no SDPF, ao longo do tempo.

Evengard et al. (1988) conseguiram estimar a diluicdo do eluato equivalente a
diluicdo Gtima do soro através da comparacdo dos valores das absorbancias, obtidas na
reacéo de ELISA, para imunoglobulinas especificos, em soro e eluato de SDPF (método
empirico). Esta abordagem para padronizag&o da eluicdo do SDPF é potencia mente menos
sujeita a erros, uma vez que acessa diretamente a diluicdo do eluato para a populacéo
utilizada, sem a necessidade de estabelecer um vaor tedrico para 0 hematocrito (Alvarez et
al., 1971), jaque ele pode variar entre diferentes popul acoes.

Com relagdo a desnaturacdo das imunoglobulinas presentes no papel de filtro,
considera-se que a temperatura e a umidade exercem um efeito degradante sobre os
anticorpos (Marinkelle et al., 1978).

Machado-Coelho et al. (1995) ao readlizarem um ensaio de reprodutibilidade dos
niveis de anticorpos especificos para T. cruzi em humanos, em diferentes papéis de filtro

(Melita®, Klabin® e Whatman®), mantidos sob refrigeracéo a 4°C e sem qualquer controle

106



da umidade, observaram uma queda significativa dos titulos de anticorpos até o 7° D.A.C.,
sendo mais pronunciada em amostras de titulos elevados. Por outro lado, estes autores
encontraram exceentes indices de vaidade para as técnicas de IFI, ELISA e HAI em
eluatos sanguineos, além de encontrarem boa correlacéo de titulos entre amostras pareadas
de soro e eluato.

Bahia et al. (1995), empregando as reagOes de IFI, ELISA e dot-ELISA para a
dosagem de anticorpos especificos anti-Toxoplasma gondii em caprinos, mantendo as
amodtras de SDPF protegidas de umidade pela utilizacdo de silica-gel, observaram a
manutencdo dos niveis de anticorpos por todo o periodo testado (45 dias), mesmo para as
amostras mantidas a temperatura ambiente. Além disso foram obtidas excelentes
concordancias entre soro e papel de filtro, variando entre 97 a 100%, aém dos elevados icp
e icn para todas as reacOes utilizadas. Estes dados permitem concluir pela validade das
reacOes sorolOgicas utilizadas, em amostras de eluato sanguineo, para o diagndstico
soroldgico datoxoplasmose caprina.

Gomes et al. (2001), ao compararem a ELISA, em soro e eluato, para o
imunodiagnéstico da LVC, encontraram uma boa correlagdo entre os resultados (r =
0,8690; p < 0,0001), demonstrando a viabilidade da utilizacdo do papel de filtro para coleta
de amostras sanguineas em condic¢des de campo. Do mesmo modo, Cardoso et al. (2004),
encontraram boa correlacéo (k = 0,83) entre os resultados obtidos com soro e eluato
sanguineo pelo DAT parao diagnésticodaLVC.

Por outro lado, Kagan (1972), avdiando a HAIl para o diagndstico
soroepidemioldgico da maléria, verificou maior sensibilidade em soros (93,9%) do que em
eluatos (82,6%), destacando a maior ocorréncia de resultados fal so-negativos pelo papel de
filtro. Evans et al. (1990), utilizando a IFl para o diagnéstico sorolégico da LVC
verificaram falta de concordancia entre soro e eluato. Para uma amostra de 405 c&es, foram
observados resultados positivos no soro de 69 (17%) animais e no eluato de 33 (8,1%).
Braga et al. (1998) incriminaram a baixa sensibilidade da IFI em eluatos como um dos
fatores responsaveis pela permanéncia de cées infectados no campo e pela manutencdo da

transmissdo dalLV.
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Baseados nestes resultados controversos com relacdo a sensibilidade dos testes
sorolégicos para LVC utilizando amostras de SDPF, o Ministério da Salde tem
recomendado a utilizacdo de amostras de soro em inquéritos caninos. Entretanto, com
relacdo a normatizacdo técnica, em seu Manual de Controle da Leishmaniose Viscerd (MS,
2003), ndo oferece qualquer referéncia a utilizacdo do papel de filtro como método de
coleta, limitando-se & recomendagéo do uso do soro. Acreditamos que a baixa sensibilidade
para reacOes em eluato observada pelos autores citados seja fruto de problemas na
padronizacdo da eluicdo e de condigdes inadequadas de colheita e armazenamento das
amostras de SDPF. A coleta de amostras sanguineas em papel de filtro se constitui em uma
dternativa a coleta de sangue por puncéo venosa, com grandes vantagens. necessita de
volume reduzido de material sanguineo — cepilar; as amostras podem ser obtidas por
puncdo dérmica, em Iobulo de orelha, polpa digita ou calcanhar, sendo um procedimento
menos invasivo que a coleta de sangue venoso e apresentando melhor aceitacdo pela
populacéo em geral; € de mais simples execucdo; elimina a necessidade de separacdo do
soro; elimina a exigéncia de agulhas, seringas, tubos de vidro, centrifuga, caixas térmicas;
diminui os custos com transporte, que pode ser realizado por via postal comum; diminui a
ocorréncia de perdas, com quebra de tubos; reduz os custos com armazenamento de
amodgtras (Mathews, 1981; Guimaraes, 1983). Portanto, proporciona uma otimizacdo da
logistica, sendo capaz de viabilizar a redizagdo de inquéritos soroepidemioldgicos de
grande escala.

A concordancia entre os resultados obtidos com o uso do soro e do papel de filtro,
observada em nosso estudo, em acordo com Varios autores ja citados, nos habilita a
discordar das normas do Ministério da salide. As condi¢Oes ideais de armazenamento, com
refrigeracd0 das amostras de SDPF a 4°C, na presenca de agente dessecante, além da
padronizacdo da eluicdo por um método menos sujeito a erros (conforme descrito por
Evengard et al., 1988), podem explicar os resultados por nés obtidos. Conhecendo-se as
condi¢Oes de conservacdo das amostras de SDPF, deve-se procurar a aplicacéo universa
destas condigbes ideais. A existéncia de limitagbes e cuidados a serem tomados no

armazenamento das amostras de papel de filtro néo justifica a abolicdo deste método. Ao
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contrério, devem ser consideradas na normatizacdo da rotina laboratorid, seja nos
procedimentos operacionais padrdo das reacOes, seja nos critérios para rejeicdo de
amosgtras.

Através do estudo da especificidade das reacbes em amostras de soro e eluato
sanguineo, obtidas de animais infectados pelo T. cruz, foram observados testes cruzados
em todas as reages, sempre em titulos baixos, inferiores a 1:80. Estes testes ocorreram
mai s freqlientemente na reacdo de ELISA (ag. L. major-like). Este fato pode ser facilmente
justificado pelo antigeno utilizado na reac&o, que por utilizar antigeno soltvel, apresenta
maior probabilidade de reagbes cruzada com soros de animais infectados com outros
tripanossomatideos, ja que ha grande compl exidade antigénica entre eles, que compartilham
varios epitopos comuns (Badaro et al., 1986). Apesar de também utilizar este mesmo tipo
de antigeno, a reagdo de ELISA (Bio-Manguinhos) apresentou testes cruzados em gpenas
uma amostra de soro e em nenhuma amostra de eluato sanguineo. Este dado vem areforcar
a necessidade de melhorias no processo de obtencdo do antigeno bruto obtido de
promastigotas de L. major-like..

A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados, em substituicdo aos
antigenos brutos tem se revelado como uma estratégia para a obtencdo de testes mais
especificos. Borja-cabrera et al. (1999), testaram uma reacd de ELISA utilizando o
antigeno purificado FML, acangando vaores de sensibilidade e especificidade iguais a
100%. Badard et al. (1996), utilizando uma ELISA com antigeno recombinante rK39 para
o imunodiagnéstico da LV humana e canina, encontraram elevadas sensibilidades (98% e
99%, respectivamente), além de elevada especificidade (100%). Entretanto, foram
observados vaores mais elevados para as absorbancias nas amostras provenientes de
individuos com doenca ativa em comparagd com as absorbancias encontradas nos
individuos assintométicos. Genaro et al. (1997), utilizando uma amostra de 306 cées
provenientes de area endémica para LV, realizaram a pesquisa de anticorpos séricos pelo
TRALd, utilizando o antigeno rK39. Estes autores encontraram um indice de co-
positividade de 92,2% e de co-negatividade de 99,5%, utilizando-se como referéncia os

resultados obtidos pela IFI. A despeito do ganho com a especificidade, este antigeno

109



mostra-se incapaz de identificar todo o espectro de individuos infectados, possuindo baixa
sensibilidade para a detec¢do dos individuos com infec¢do assintomatica por L. chagasi
(Ferreira& Avila, 2001). Portanto, o grande desafio atua é conseguir um teste especifico e
capaz de identificar todo o espectro dadoenca, sem prejuizo da sensibilidade.

Com relagdo a IFl, houve a ocorréncia de reagbes cruzadas em duas amostras,
guando se considerou como positivos resultados iguais ou superiores a 1:40. Com a
utilizacdo de um limiar de reatividade inferior (1:20), ocorreu reacdo cruzada em trés
amodtras de eluato sanguineo. Estas observacfes v&o de encontro a autores como, Shaw &
Voller (1964), Camargo, (1966), Araljo & Mayrink (1968) e Costa et al. (1991), que
revelaram frequentes reages cruzadas com T. cruz. Portanto, 0s inquéritos caninos
poderiam superestimar 0 nimero de caes infectados por L. chagasi, justificando assim a
busca de testes mais especificos, uma vez que existem éreas de sobreposi¢do da doenca de
ChagasedalV (Costaet al., 1991; Corredor-Arjona et al., 1999). Contudo, a utilizagdo de
testes ndo tdo especificos poderia levar ao sacrificio tanto de cées infectados com L.
chagas quanto os infectados por T. cruzi, o que constituiria uma medida de controle para

as duas endemias (Costa et al., 1991).

7.2. Reprodutibilidade da ELISA (ag. L. major-like), ELISA (Bio-Manguinhos) e IFI em
eluatos de SDPF em fungéo do tempo decorrido apds a coleta:

A reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de imunoglobulinas especificas
presentes nas amostras de SDPF, avaliada por regresséo linear, demonstrou a manutengéo
destes niveis por até 30 D.A.C. pelareacdo de IFl paratodos 0s grupos — negativos, titulos
baixos, titulos médios e titulos elevados. A partir dos 30 D.A.C., houve queda significativa
de titulos para trés grupos — titulos baixos, titulos médios e titulos elevados — com
manutengd dos niveis para 0 grupo dos negativos. Conseguentemente, houve a
negativacao de a gumas amostras de titulo baixo (4,2% do total de amostras).

Com relacdo a reagdo de ELISA 1gG (Bio-Manguinhos), foi demonstrada a

manutencdo dos niveis de anticorpos até os 60 D.A.C., para todos 0s grupos — negativos,
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titulos baixos, titulos médios e titulos elevados. Da mesma forma, foi observada para a
reacéo de ELISA (ag. L. major-like) a manutencdo dos niveis de anticorpos até os 60
D.A.C. paratodos os quatro grupos. Estes dados evidenciam a capacidade do papel de filtro
Whatman n° 4 de manter estaveis os niveis de anticorpos da classe IgG por até 30 dias pela
IFI e por aé 60 dias pelas reacOes de ELISA, desde que armazenados sob refrigeracéo, a
4°C, na presenca de agente dessecante (silica-gel). O tempo de manutengdo dos niveis de
anticorpos superior pelas reacoes de ELISA pode ser explicado pela maior sensibilidade
analitica desta reagdo, dada sua capacidade de discriminar titulos minimos de anticorpos
especificos.

Ao contrario do observado neste estudo, Machado-Coelho et al. (1995), avaliando
0s niveis de anticorpos especificos para T. cruzi em humanos, em amostras de SDPF,
através das reagoes de IFI, ELISA e HAI, observaram uma queda significativa dos titulos
de anticorpos até o 7° D.A.C., sendo mais pronunciada em amostras de titulos elevados.
Acreditamos que as condigdes de amazenamento das amostras possam  Ser
responsabilizadas por estas diferencas, uma vez que foram mantidas sem qualquer controle
daumidade.

Bahia et al. (1995), empregando as reagOes de IFI, ELISA e dot-ELISA para a
dosagem de anticorpos especificos anti-Toxoplasma gondii em caprinos, mantendo as
amodtras de SDPF protegidas de umidade pela utilizacdo de silica-gel, observaram a
manutengdo dos niveis de anticorpos por todo o periodo testado (45 dias), mesmo para as
amostras mantidas a temperatura ambiente. Portanto, pode ser obtida boa reprodutibilidade
das reacles sorologicas em amostras colhidas em papel de filtro, desde que observada as
condic¢Oes adequadas de conservagdo destas amostras.

A avaiagao dareprodutibilidade dos anticorpos dos subgrupos IgG1 e IgG2 revelou
a manutencé@o dos niveis de ambas as imunoglobulinas também por até 60 D.A.C. para
todos o0s grupos, com exce¢cdo do grupo dos titulos elevados que agpresentaram queda
significativa de titulos de anticorpos IgG1 e aumento significativo de titulos de anticorpos
1gG2. Entretanto, por se tratar de amostras com titulos elevados, em ambos 0s casos, estas

ateraches de titulos ndo gpresentam valor prético, uma vez que ndo acarretam negativacao
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de amostras. A queda de titulos pode ser facilmente explicada por uma desnaturagéo de
anticorpos presentes nos papéis de filtro. Entretanto, para 0 segundo caso, acreditamos que
0 aumento dos niveis de anticorpos possa estar relacionado com uma imprecisio desta

técnica para dosagem de anticorpos do subgrupo 1gG2.

7.3. Reprodutibilidade intrateste e interteste de resultados:

A concordancia de resultados dentro de um mesmo laboratorio se constitui em uma
medida da preciséo, avaliando a cgpacidade das reactes de fornecerem o mesmo resultado
para uma dada amostra. Por sua vez, a concordancia de resultados entre diferentes
laboratorios se constitui em parametro da grande importancia na validacéo de testes
diagndsticos de ampla utilizagdo, como é o caso dos inquéritos caninos de maior amplitude,
jdque, em grande parte dos casos, se faz necessaria a formacdo de uma rede de | aboratérios
e acriacdo de um laboratério de referéncia, a fim de executar o treinamento de pessoal e de
realizar o controle de qualidade externo dos laboratorios. Portanto, a reprodutibilidade
intrateste e interteste de resultados sdo ferramentas, respectivamente, para o controle de
gualidade interno e externo das reagdes, atestando assm a quaidade na execugdo dos
ensalios e, como destacado anteriormente, avaliando a preciséo destas reacoes.

Na avaiacdo da reprodutibilidade intrateste de resultados, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as médias para todas as trés reacdes ensaiadas, em soros e
eluatos, e em todos os momentos testados (1, 15, 30 e 60 D.A.C.), com excegdo da reacdo
de ELISA 1gGl (ag. L. major-like) em eluatos no 30° D.A.C.. A despeito desta
discordancia isolada, estes dados validam os resultados, fornecendo uma avaliacdo positiva
do controle interno dos ensai os.

A avaliagdo da reprodutibilidade interteste de resultados, ou seja, a concordancia
entre dois laboratorios, efetuada através do indice de Kappa, destacou boas e 6timas
concordancias em todas as reagOes, em soros e eluatos, e nos diferentes momentos apds a
coleta, com excecd da IFI em eluatos nos 30° e 60° D.A.C., onde a concordancia foi

classificada como sofrivel e fraca, respectivamente. O armazenamento ndo pdde ser
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responsabilizado por tais achados, uma vez que, para cada amostra, 0s picotes eram
armazenados em pequenos sacos plasticos selados e individuais contendo silica-gel em
guantidade suficiente para o controle da umidade e que, g0s 0 recebimento, as amostras
eram prontamente colocadas sob refrigeracdo a 4°C. Desta forma, ndo nos foi possivel
identificar a causa exata para a queda abrupta de titulos observada pelo laboratério de
referénciaparaareacdo de IFl.

Autores como Prata et al. (1975) e Camargo et al. (1987), trabalhando com a
Doenca de Chagas, relataram baixa reprodutibilidade interteste de resultados, com a
frequente ocorréncia de discordancias entre laboratorios. Boelaert et al. (1999), em um
estudo multicéntrico para avaliagdo da reprodutibilidade do DAT para o diagnéstico da LV
em humanos, encontraram resultados discordantes entre diferentes laboratorios. Estes
autores incriminaram alteraces na temperatura de conservacdo dos antigenos e a fata de
padronizacdo de leitura entre os laboratoristas dos diferentes | aboratdrios como as possiveis
explicacOes para as discordancias. Neste estudo, o protocolo de andlises e 0 armazenamento
das amostras foram padronizados através de um procedimento operaciona padrdo utilizado
nos dois laboratorios. Com relacdo a leitura, participamos de um treinamento para o
diagndstico sorolégico da LVC, realizado no laboratorio de referéncia, antes de iniciarmos
as andlises. Ademais, as discordancias observadas para a IFI apés os 30 D.A.C. ndo s
referem somente a diferencas de titulos, mas sim a negativacdo de varias amostras na IFl
executada no laboratorio referéncia. Portanto, a despeito da subjetividade de leitura da IF
entre observadores diferentes, outros fatores de ordem técnica devem estar envolvidos, ja
gque os kits de IFI produzidos pela Bio-Manguinhos gpresentavam alguns problemas
técnicos, citados anteriormente, cgpazes de comprometer o seu desempenho. Além disso, a
manutencdo dos niveis de anticorpos pela reacdo de ELISA (Bio-Manguinhos) por todo o
periodo testado (60 dias) pelos dois laboratorios sugere a existénciade problemas restritos a
reacéo de IFI, se bem que a primeira apresenta maior capacidade discriminatoria de titulos
minimos de anticorpos especificos. Machado et al. (2004), ab compararem 0s resultados
entre oito laboratorios para o diagnostico sorolégico da LV C, utilizando as reacbes de IFI e

ELISA, demonstrou um alto grau de concordancia entre resultados positivos e negativos
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para LV C. Portanto, € necessario executar nova avaiagéo da concordancia entre diferentes
laboratdrios, utilizando um novo lote dos kits de IFI produzidos pela Bio-Manguinhos,

livres dos inconvenientes técnicos ressaltados.

7.4. Avdiacéo dos niveis de anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2 em relacdo a classificagdo clinica

dos cées infectados por L. chagasi:

Os métodos soroldgicos utilizados para o diagnéstico da LV C se fundamentam na
pesguisa de anticorpos IgG. Sdo considerados métodos de escolha para a pesquisa de
animais infectados em uma grande amostra de caes, uma vez que a infec¢do por L. chagas
determina nos animais infectados uma expansdo policlonal de linfécitos B, traduzida por
elevados niveis de anticorpos IgG e IgM (Tanner, 1996), justificando a grande
confiabilidade atribuida a estes métodos. Ademais, os métodos soroldgicos sdo capazes de
revelar a infeccdo mesmo em cdes assintomaticos ou mesmo em casos com parasitismo
discreto. Soma-se a estas vantagens o relativo baixo custo envolvido em sua aplicagéo,
constituindo metodologia menos invasiva, sem riscos para 0 anima e de maior aceitagdo
pelos proprietarios. Portanto, o diagnéstico soroldgico tem sido amplamente aplicado em
humanos e em cées.

Recentemente, foi desenvolvida uma vacina utilizando FML obtida a partir de uma
cepa de L. donovani, capaz de ocasionar forte resposta humoral, levando a soroconversao
de 97% dos animais vacinados (Borja-Cabrera et al., 2002). A introducdo desta vacina no
mercado (Leishmune®), ocasionou um grave problema de saide piblica, uma vez que os
testes soroldgicos disponiveis sdo incapazes de diferenciar os animais vacinados de animais
infectados. Portanto, € importante a busca de outros marcadores sorol égicos.

Assim, os anticorpos IgG das subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, potenciais
marcadores de patogenicidade dos animais infectados, surgiram como uma possivel
aternativa para a discriminacéo de animais infectados de animais vacinados. Deplazes et
al. (1995) conseguiram relacionar os niveis de imunoglobulinas das subclasses IgG1 e IgG2

com as formas clinicas gpresentadas pelos cées infectados por L. chagasi. Segundo estes
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autores, foram encontrados atos niveis de ambas as imunoglobulinas para os cées
sintométicos e niveis elevados somente de 1gG2 para os assintométicos. Outros autores
ainda estabeleceram diferenciacdo entre animais infectados — com altos niveis de IgG1 — e
animais vacinados — com niveis elevados de 1gG2 (Mendes et al., 2003). Ao contrario
destas observactes, Quinnell et al. (2003) ndo conseguiram estabelecer uma correlagdo
entre as formas clinicas da doenca canina e os niveis de imunoglobulinas das subclasses de
IgG. Estes autores observaram a presenca de niveis detectaveis de 1gG1, 1gG2, IgG3 e
1gG4, indistintamente, em todas as formas clinicas, com niveis de 1gG2 inferiores ao das
demaisimunoglobulinas.

Em acordo com estes autores, os resultados deste estudo gpontam para a ausénciade
uma correlacdo entre os niveis de 1gG1 e IgG2 com as formas clinicas apresentadas pelos
caes infectados, uma vez que estas imunoglobulinas foram detectadas indistintamente para
0s grupos dos assintomaticos, dos oligossintométicos e dos polissintométicos. Além do
mais, a representacdo grafica dos niveis de anticorpos especificos nos diferentes grupos de
animais, para as reacoes de IFI, ELISA (Bio-Manguinhos), ELISA IgG (ag. L. major-like),
ELISA 1gG1 (ag. L. major-like) e ELISA 1gG2 (ag. L. major-like), sinalizou para a
auséncia de correlacdo nitida entre forma clinica e niveis de anticorpos. Em concordancia
com estes resultados, Abranches et al. (1991) ndo conseguiram estabelecer relacdo entre
sintomatologia dos caes e niveis de anticorpos IgG. Reis (2001) observou titulos maiores de
anticorpos 1gG em céaes polissintométicos, apesar de, através destes niveis, ndo conseguir
diferenciar o grupo dos assintomaticos do grupo dos oligossintomaticos. Neste estudo, foi
observado também que muitos cdes positivos para 1gG pela reagdo de ELISA,
apresentaram-se negativos para a pesquisa de IgGl. Os resultados sugerem uma
inadegquacdo de IgG1 e 1gG2 enquanto marcadores de infecgdo ativa por L. chagasi.

7.5. Desenho e limitagdes do estudo:

Para minimizar a ocorréncia de viés do observador, os testes laboratoriais foram

realizados de forma totalmente mascarada, através da codificagdo das amostras com
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nimeros aleatérios, obtidos no programa EPI-INFO. Além disso, foi redizado o controle
interno das reacdes a partir das réplicas, e o controle externo pelo envio de aliquotas de
aproximadamente 10% das amostras para o laboratério de referéncia

Para compor o grupo dos néo-infectados, foram utilizados animais nascidos e
criados no canil da UFOP (area ndo endémica). Portanto, a possibilidade de infecgéo por L.
chagas nestes animais pode ser seguramente excluida. Com relagdo ao grupo de animais
infectados, foram incluidos caes com sorologia positiva por IFl e ELISA e provenientes de
regido endémicaparaalLV (Belo Horizonte — MG). Assim, a despeito da positividade pela
ELISA e pela IFl — que constitui a técnica considerada como referéncia para o diagnostico
sorolégico desta doenga — quase sempre em titulos médios ou elevados, € possivel a
presenca, neste grupo, de animais ndo portadores da infecgdo (viés de classificacdo). A
utilizacdo destes critérios para definir infecgdo deve-se a impossibilidade de termos
efetuado a confirmac&o parasitologica destes animais, pois 0 encaminhamento dos cées
pelas carrocinhas era finalizado a tarde e, pelo regulamento vigente no CCZ, o sacrificio
dos cées soropositivos para LVC deve ser realizado no mesmo dia do recebimento dos
animais.

O numero de cées utilizado foi obtido de acordo com 0 Manua de Determinagéo de
Amostra (WHO, 1990), a fim de minimizar a ocorrénciade variagdes aleatorias, devidas ao
acaso. A amostra tota foi subdividida em cinco grupos: infectados experimentalmente por
T. cruzi, ndo-infectados por L. chagasi e outros trés grupos, formados por animais
infectados por L. chagasi: assintométicos, oligossintomaticos e polissintomaticos. Para
garantir a comparabilidade dos resultados obtidos entre os grupos, foram selecionados, para
cada um deles, 0 mesmo numero de animais, a partir de uma amostra maior de cées do
CCZ. Entretanto, a composi¢éo da populacdo de cées pode diferir, com maior ou menor
percentual de um determinado grupo. Portanto, a ocorréncia de viés de representatividade
ndo pode ser excluida
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8. CONCLUSOES



Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusdes.

1. A reagdo de IFl em soros, utilizando o titulo de 1:40 como limiar de reatividade,
€ capaz de identificar corretamente a grande maioria dos casos verdadeiramente

positivos e negativos, justificando sua utilizacdo como teste de referéncia.

2. Asreag0es de IFI, ELISA (Bio-Manguinhos) e ELISA 1gG (ag. L. major-like)
em eluatos de SDPF constituem técnicas validas para o diagndstico soroldgico
daLVC.

3. A reacdo de ELISA (Bio-Manguinhos) é inadequada para triagem soroldgica.

4. O antigeno obtido de promastigotas de L. major-like (MHOM/BR/71/BH121)
apresenta elevada frequiéncia de reagdes cruzadas com T. cruzi (8/10 em soros e
6/10 em eluatos).

5. Reagdes inespecificas com amostras de cées infectados por T. cruzi ocorrem
nos testes de IFI 1:40 (2/10 para soro e eluato), IFl 1:20 (5/10 em soros e 3/10
em eluatos) e ELISA Bio-Manguinhos (1/10 em soros).

6. Ha 6timas e boas concordancias entre os resultados obtidos em soros e em

eluatos de SDPF, para as reagOes de IFI, ELISA (Bio-Manguinhos) e ELISA
1gG (ag. L. major-like).
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10.

11

As imunoglobulinas especificas da classe IgG, presentes nas amostras de SDPF,
armazenadas a 4°C na presenca de silica-gel, permanecem estaveis por até 30
D.A.C. pela reacéo de IFI e por aé 60 D.A.C. pelas reactes de ELISA (Bio-
Manguinhos) e ELISA (ag. L. major-like).

As imunoglobulinas especificas das subclasses 1gG1l e 1gG2, presentes nas
amodtras de SDPF, armazenadas a 4°C na presenca de silica-gel, permanecem
estaveis por até 60 D.A.C. pelareacéo de ELISA (ag. L. major-like).

N&o héa correlacdo entre os niveis das imunoglobulinas 1gG, 1gG1 e 1IgG2 com a
classificacdo clinicados ces infectados por L. chagasi.

A reacdo de ELISA (ag. L. major-like) para deteccéo de anticorpos da subclasse
1gG1 ndo apresenta boa concordancia entre soros e eluatos de SDPF.

. A reacdo de ELISA (ag. L. major-like) para deteccdo de anticorpos da subclasse

1gG2 apresenta boa concordancia entre soros e eluatos de SDPF.

12. A concordancia entre os diferentes laboratérios varia de boa a 6tima, com

excecdo dos resultados da IFI em eluatos no 30° e 60° D.A.C..
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9. RECOMENDACOES



A revisdo bibliogréfica e os resultados deste estudo possibilitam a formulagdo das

seguintes recomendacoes:

(1) Séo necessérias ateragdes de ordem técnicano kit de IFI LVC, produzido pela Bio-
Manguinhos a fim de eliminar os seguintes inconvenientes: (a) baixa aderéncia do
antigeno nalamina; (b) antigeno muito diluido, ocasionando um niimero inadequado de
parasitas por campo; (c) variagbes no PH da glicerina tamponada, entre diferentes kits

de um mesmo lote.

(2) Os inquéritos soroldgicos caninos deveriam ser executados de acordo com a
seguinte metodologia: (a) as amostras de SDPF seriam armazenadas em pequenos sacos
plasticos selados e individuais contendo silica-gel, sendo que as amostras a serem
processadas em um mesmo dia seriam colocadas em um envelope e mantidas sob
refrigeracdo a 4°C; (b) o tempo maximo de armazenamento seria de 30 dias para
amodtras a serem ensaiadas pela IF| e de 60 dias para as ensaiadas pela ELISA; (c) as
amodtras colhidas em papel de filtro seriam submetidas a triagem soroldgica pelareacdo
de IFI, utilizando-se a diluicdo de 1:20; (d) as amostras de SDPF com resultados
positivos pela triagem seriam tituladas pela reacdo de IFI, considerando-se como
reagentes os resultados maiores ou iguais a 1:40; (e) para 0s casos em que, pela
titulacdo do eluato sanguineo, fossem obtidos resultados iguais a 1:20, seriam
solicitadas amostras de soro para confirmagdo. Portanto, os levantamentos seriam
utilizados em duas etgpas, a fim de minimizar a ocorréncia de resultados falso-

negativos, sem aumentar de forma significativa os custos envolvidos.
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10. ANEXOS



Fichaclinicado cao
Nome:

N° registro:
Procedéncia:
Sorologia:

L aboratoério:

Data:

Veterinario:

Clinica

Alopecia

Ul cerag&o/Descamagao
Cuténea

Conjutivite

Linfadenopatia

Onicogrifose

Edemadas patas

Paresia das patas posteriores

Emagrecimento

Figura 1: Ficha para avaliagdo clinicados caes.
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Figura 2: Reprodutibilidade ao longo do tempo dos niveis de anticorpos anti-L. chagasi em

eluato de sangue dessecado em papel de filtro, detectados pelas reacbes de IFI (Bio-
Manguinhos) (a), ELISA (Bio-Manguinhos) (b), ELISA 1gG (ag. L. major-like) (c), ELISA
1gG1 (ag. L. major-like) (d) e ELISA 1gG2 (ag. L. major-like) (e).
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Figura 3: Medida dos niveis de anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2 através da média gjustada das
absorbancias, em soros e eluatos, em quatro momentos apds a coleta, para as diferentes
formas clinicas dainfecgdo canina por L. chagasi. Com a findidade de eliminar os efeitos
das variaghes entre as leituras de placas de ELISA diferentes, todas as absorbancias
sofreram guste pela variag&o da absorbancia dos controles positivos.
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Figura 4: Medida dos niveis de anticorpos 1gG, IgGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, em soros, para as diferentes formas clinicas da infecgdo canina por L.
chagasi. Os dados estdo apresentados para cada coleta. As amostras de cada coleta foram
ensaiadas em umamesmaplacade ELISA, no 1%, 15°% 30°e60°D.A.C..
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Figura 5: Medida dos niveis de anticorpos 1gG, IgGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, em eluatos no 1° D.A.C., para as diferentes formas clinicas da infeccdo
canina por L. chagasi. Os dados estdo gpresentados para cada coleta. As amostras de cada
coletaforam ensaiadas em umamesmaplacade ELISA, no 1°, 15°% 30°e 60° D.A.C..
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Figura 6: Medida dos niveis de anticorpos 1gG, IgGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, em eluatos no 15° D.A.C., para as diferentes formas clinicas da infec¢do
canina por L. chagasi. Os dados estdo gpresentados para cada coleta. As amostras de cada
coleta foram ensaiadas em umamesmaplacade ELISA, no 1°, 15°, 30°e 60° D.A.C..
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Figura 7: Medida dos niveis de anticorpos 1gG, IgGl e IgG2 através da média das
absorbancias, em eluatos no 30° D.A.C., para as diferentes formas clinicas da infec¢do
canina por L. chagasi. Os dados estdo gpresentados para cada coleta. As amostras de cada
coletaforam ensaiadas em umamesmaplacade ELISA, no 1°, 15°% 30°e 60° D.A.C..

129




12 coleta eluato 60 DAC.

22 coleta eluato 60 DAC.

16 — — 16
14 ) - -
i 12 o 8 1,4
98 1 S5 L2
L S8 ool
%ﬂ :E 081 5 Q081
25 97 25 06
g o 23 o4
< \
02 1 © 02|
0 ‘3
019G total assintomaticos  oligossintomaticos  polissintométicos ’
@ I1gGl AN O IgG total ; A ; : -
o Ing Classificagdo clinica. @ I19G1 a.ssmtomaltlcos_f_ B 0I:go_ssmt0mat|cos
o IgG2 Classificagéo clinica.
3?2 coleta eluato 60 DAC. , 42 coleta eluato 60 DAC
1,6 —
1,4 18
w8 12 T T PR
e 1 £5 1
S 081 & 12
2 0 52 14
23 %9 23 os
® 04 Qo6
0,2 04 |
0 K . L N . L. . ) . 0.2 4
: :ggltOtal assintomaticos  oligossintométicos  polissintomaticos OlgGtotal o |
g e @ IgG1 I o I
@IgG2 Classificagéo clinica. o |gG2 assmtomatlcosClasog?ﬂ%%etgén% Ilcr?i?:a. polissintomaticos
52 coleta eluato 60 DAC. N 62 coleta eluato 60 DAC.
16 18
i 14 = 9] '
] "’ 16
o8 12 T T § 'g 14
© g 14 [} <g 1.2 4
© «© - o
59 08 S <
@ O o8-
@ 06 =
= Ke) -g 06 -
< 04 04
0,2 - 0,2
0 4 |0
: :88 1t°ta| assintométicos  oligossintométicos  polissintormaticos : :gg;ota assintométicos  oligossintométicos  polissintométicos
o 1gG2 Classificacao clinica. mIigG2 Classificag&o clinica.
72 coleta eluato 60 DAC.
16 —
14 - T
@ 1,2 4
gg 1
T c 08
8 <
5 2 06 1
29 04
| 021
0
O 1gG total assintomaticos  oligossintomaticos  polissintomaticos
mIgGl
OlgG2 Classificagéo clinica.

Figura 8: Medida dos niveis de anticorpos 1gG, IgGl e IgG2 através da média das
absorbancias, em eluatos no 60° D.A.C., para as diferentes formas clinicas da infec¢do
canina por L. chagasi. Os dados estdo gpresentados para cada coleta. As amostras de cada
coletaforam ensaiadas em umamesmaplacade ELISA, no 1°, 15°% 30°e 60° D.A.C..
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Figura 9: Medida dos niveis de anticorpos IgG, 1gG1l e IgG2 através da média das
absorbancias, para a 12 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15° 30° e 60°

D.AC.
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Figura 10: Medida dos niveis de anticorpos I1gG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 22 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°
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Figura 11: Medida dos niveis de anticorpos I1gG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 32 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°
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Figura 12: Medida dos niveis de anticorpos I1gG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 42 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°
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Figura 13: Medida dos niveis de anticorpos I1gG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 52 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°
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Figura 14: Medida dos niveis de anticorpos IgG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 62 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°
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Figura 15: Medida dos niveis de anticorpos IgG, 1gGl e 1gG2 através da média das
absorbancias, para a 72 coleta, em soros e eluatos, para as diferentes formas clinicas da
infeccdo canina por L. chagasi. Os dados estéo apresentados para cada D.A.C. As amostras
de cada coleta foram ensaiadas em uma mesma placa de ELISA, no 1°, 15°, 30° e 60°

D.AC.
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