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RESUMO

Neste estudo foi realizado um levantamento da presenca de cies soropositivos em canis de 12
municipios do Rio Grande do Sul, comparando-se métodos e protocolos de diagnostico. Com
isso, pode-se detectar precocemente uma possivel disseminagdo da doenga e, consequentemente,
incentivar campanhas de controle e prevengdo e evitar futuros surtos. Este estudo foi realizado
em uma area do RS sem diagndstico de leishmaniose visceral canina (LVC), sendo avaliado um
total de 165 cdes. A pesquisa sorologica foi realizada por meio das técnicas de imunofluorescéncia
indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Dual Plate Plataform (DPP). Constataram-se
taxas de 33,9% (56/165) na IF1, 6,7% (11/165) no DPP, 3,0% (5/165) na IFI e DPP ¢ 6,1% (10/165)
no ELISA. Dentre os resultados confirmados no ELISA, cinco (5/10) foram reagentes na IFI, dos
quais, desconsiderando-se os dois que foram soropositivos apenas no ELISA e IFI, resultaram trés
caes (3/10) soropositivos no DPP e ELISA, conforme o protocolo atual preconizado pelo Ministério
da Saude. Também foi feita a comparag@o entre os testes de diagndstico para verificar acuracia e
valor kappa. Ao considerar somente resultados positivos no DPP e IFI, a acuracia aumentou para
94,6%, com um valor Kappa=0,375, ou seja, com uma concordancia consideravel. Conclui-se que
a pesquisa em 4areas do RS sem diagnéstico de LVC revelou a presenca de cdes sororreagentes em
quatro municipios do estado: Cachoeira do Sul (2), Sdo Francisco de Assis (1), Dom Pedrito (1) e
Rio Grande (1).
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis: Comparison of serological methods in dogs of unsurveyed area of
Rio Grande do Sul in Brazil

This study surveyed the presence of seropositive dogs in kennels of twelve municipalities of Rio
Grande do Sul (RS), comparing methods and diagnostic protocols. Using this approach we could
detect a possible spread of the disease, consequently encouraging prevention and control campaigns,
and preventing future outbreaks. This study was conducted in an undiagnosed area for canine
visceral leishmaniasis (CVL) of RS and a total of 165 dogs were evaluated. Serological analysis
was performed using the indirect immunofiuorescence (IIF), enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and Dual Plate Platform (DPP). A rate of 33.9% (56/165) in the IIF, 6.7% (11/165) in
DPP, 3.0% (5/165) in IIF and DPP and 6.1% (10/165) in ELISA was observed. Among the results
confirmed by ELISA, five (5/10) were positive by IIF, of which, disregarding two of these five that
were seropositive only by ELISA and IIF, three dogs (3/10) were seropositive by DPP and ELISA,
according to the current protocol recommended by the Ministry of Health. Comparisons between
the diagnostic tests to verify accuracy and kappa value were also made. When considering only
the results positive in DPP and IIF, the accuracy increased to 94.6%, with a kappa value of 0.375,
therefore, with considerable agreement. It is concluded that the research in undiagnosed areas of RS
revealed the presence of seropositive dogs in four municipalities of the State: Cachoeira do Sul (2),
Sao Francisco de Assis (1) Dom Pedrito (1) and Rio Grande (1).

KEY WORDS: Leishmania chagasi; zoonoses; diagnosis.
INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria cronica cuja forma visceral (LV),
no Brasil, ¢ causada por Leishmania (Leishmania) chagasi (14). A LV ja foi uma
zoonose caracterizada como doenga de carater eminentemente rural. Recentemente,
expandiu-se para areas urbanas e tornou-se um problema de satde publica no
Brasil e em outras areas do continente americano, sendo uma endemia em franca
expansdo. Atualmente, encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritarias
no mundo (6).

O diagnostico baseia-se nos dados epidemiologicos (area endémica
ou area silenciosa) tendo por base aspectos clinicos e exames laboratoriais. Os
exames sorologicos recomendados pelo Ministério da Satde até 2011 eram ELISA,
como teste de triagem, e IFI, como confirmatério. A partir de 2012, o Ministério
da Satde emitiu uma nota técnica orientando a utilizagdo de um teste rapido
imunocromatografico como triagem ¢ ELISA como teste confirmatério da doenga,
sendo este protocolo o que apresentou maior eficacia (4).

Até novembro de 2008, o Rio Grande do Sul era considerado area sem
ocorréncia de LV quando foi notificado um caso suspeito de LVC em um céo
proveniente de Sdo Borja. Desencadeou-se, entdo, uma investigagdo epidemiologica
neste e em outros municipios, registrando a presenca de Lutzomyia longipalpis e de
céles sororreagentes com caracterizagdo de Leishmania chagasi. Os municipios
de Sdo Borja e Uruguaiana foram considerados area de transmissao, sendo
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encontrado o vetor e registrados casos de LV em humanos e caninos autoctones com
caracterizagdo do parasito (7).

Neste trabalho foi realizado um levantamento da presenga de caes
soropositivos em area indene no estado do RS, no Brasil, especificamente de
municipios da regido sul até¢ os municipios da fronteira oeste do estado, onde
ocorreram os primeiros focos da doenga. Nesta area de 148.000 km?, localizam-se
68 dos 496 municipios do estado do RS. Para determinar a area do estudo, fez-se
contato telefonico com as secretarias de satde de todos os 68 municipios: muitas
alegaram que ndo possuiam canil publico, outras se recusaram a participar da
pesquisa motivadas pela preocupagdo em descobrir a presenca da doenga em seu
territorio. Dos municipios contatados, somente 12 (17,6%) aceitaram participar da
pesquisa: Alegrete, Sdo Francisco de Assis, Santiago, Dom Pedrito, Bagé, Cagapava
do Sul, Cachoeira do Sul, Piratini, Arroio Grande, Capao do Ledo, Rio Grande e
Camaqua, nos quais foram coletadas amostras e avaliados 165 caes.

MATERIAL E METODOS
Animais estudados

Foram estudados cées procedentes de canis ou de ONGs de 12 municipios
do Rio Grande do Sul. Foram selecionados aleatoriamente cerca de 15 caes por
canil, utilizando-se apenas focinheira para a contengdo dos animais. Estes foram
identificados por coleiras numeradas e fotografados para posterior identificacao.
Este estudo foi aceito pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da
Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPEL 2134).

Delineamento

Foi tracada uma linha imaginaria do municipio de Rio Grande ao
municipio de Sdo Borja (540 km em linha reta), tragando-se duas linhas paralelas
137 km acima e abaixo da linha imaginaria, resultando em uma area de cerca
de 148.000 km? conforme demonstra o mapa (Figura 1). Na area de estudo,
foram selecionados 12 municipios, nos quais foi autorizada a pesquisa em canis
municipais ou ONGs por meio de um termo de consentimento livre e esclarecido.
Os municipios consultados na area de estudo e que autorizaram a pesquisa foram:
Alegrete, Sao Francisco de Assis, Santiago, Dom Pedrito, Bagé, Cagapava do Sul,
Cachoeira do Sul, Piratini, Arroio Grande, Capao do Ledo, Rio Grande e Camaqua.
A coleta de material biologico foi feita em 165 animais, ndo sendo possivel realizar
a pesquisa com um nimero maior de animais em razao da exiguidade do tempo e
dos custos para a realizac@o das analises.
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Figura 1. Extensdo da area em estudo onde foi desenvolvido trabalho em campo,
Rio Grande do Sul, Brasil.

Sorologia

Para a analise sorologica, foram coletados 4 mL de sangue em tubos
de coleta sem anticoagulante. Estas amostras foram acondicionadas em caixas
isotérmicas e transportadas para o laboratério do CCZ/UFPel, onde o soro foi
separado e armazenado a -20°C até seu processamento.

Os soros foram avaliados pela imunofluorescéncia indireta (IFT), usando-se
o kit de diagnostico comercial IMUNOTESTE® que contém o substrato antigénico
de Leishmania chagasi. Este teste foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante. Também recorreu-se ao método ELISA (EIE LVC Bio-manguinhos®),
que contém antigenos soliiveis ¢ purificados de Leishmania major like, ¢ ao teste
rapido - DPP LVC Bio-manguinhos® (2), utilizando-se proteinas recombinantes
K28 de Leishmania chagasi e a Proteina A Conjugada ao Ouro Coloidal, adsorvidos
em Membrana de Nitrocelulose. ELISA e DPP foram realizados de acordo com o
protocolo do fabricante e do Ministério da Saude do Brasil.

Analise estatistica

Todos os resultados foram confrontados comparando-se os diferentes
canis de cada regido por meio do programa Epilnfo versdo 6.04 (8), aplicando-se o
teste y* e analise multivariada nos fatores significantes no %>, bem como as medidas
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de associagdo (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo,
acuracia e coeficiente de correlagdo kappa). O nivel de confianga das analises foi
de 95%.

RESULTADOS

Foram realizados trés testes — IFI, DPP e ELISA conforme o protocolo
antigo ¢ o protocolo atual descritos pelo Ministério da Saude para LVC. Dos 165
caes avaliados, constatou-se que 33,9% (56/165) reagiram para Leishmania chagasi
na IFI, 6,7% (11/165) foram reagentes no DPP, 3,0% (5/165) foram reagentes em
ambos os testes (IFI e DPP) e 6,1% (10/165) no ELISA. Destes confirmados no
ELISA, cinco (5/10) foram reagentes na IFI e apenas trés (3/10) foram positivos no
DPP, resultando em trés caes soropositivos conforme o protocolo atual preconizado
pelo Ministério da Saude. Os trés cdes soropositivos nos testes ELISA e DPP
(protocolo atual) eram provenientes de Dom Pedrito, Rio Grande e Sdo Francisco
de Assis. Os cinco caes positivos em ELISA e IFI (protocolo antigo) incluiam os
trés cdes reagentes no protocolo atual e também dois ces de Cachoeira do Sul, que
foram reagentes apenas no protocolo antigo (tabela 1). Depois de confirmados estes
resultados, o servico de vigilancia epidemiolégica foi notificado.

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania chagasi na 1FI
(imunofluorescéncia indireta), DPP (Dual Plate Plataform) e ELISA
(ensaio imunoenzimatico) em 165 caes pertencentes aos 12 municipios
pesquisados no Rio Grande do Sul-RS, janeiro de 2011 a dezembro de

2012

ELISA 1IF DPP LIF DPP? IIF .

CITIES 1 Pos Neg Ind Pos Neg. Pos Neg. ELISA ELISA Dpp LreV Prev: Prev?
Alegrete 50 150 3 12 2 13 0 0 0 000 0,00 0,00
AGrande 15 0 141 6 9 3 12 0 0 20,00 0001333
Bagé 50150 5 10 0 15 0 0 0 000 000 0,00
CagapavaSul 15 3 120 1 14 0 15 0 0 0 000 000 0,00
CachoeiraSul 9 2 70 6 3 0 9 2 0 0 2222 000 0,00
Camaqui 17 1 160 6 11 1 16 0 0 0 000 000 0,00
Capioleio 18 0 171 6 12 1 17 0 0 0 000 000 0,00
DomPediito 14 1 130 3 11 2 12 1 1 1 7,14 7,14 7,14
Piratini 70 70 5 2 0 7 0 0 0 000 0,00 0,00
RioGrande 10 1 90 7 3 1 9 1 1 1 10,00 10,00 10,00
SFeo.Assis 15 1 140 7 8 1 14 1 | 1 667 667 667
Santiago 151 122 1 14 0 15 0 0 0 0,00 0,00 000
TOTAL 165 10 151 4 56 109 11 154 5 3 5 303 182 3,03

! Protocolo Ministério da Satde até 2012.

2 Protocolo Ministério da Saude depois de 2012.

3 Duas técnicas, usando o teste confirmatorio IFI e o triagem teste rapido DPP.
Col. = nimero de coletas.
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Na Tabela 2, podem ser observadas as medidas de efeito (valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo, sensibilidade, especificidade, acuracia, coeficiente
de correlag@o kappa) quando sdo confrontados os trés testes de diagnodstico
(ELISA, IFI e DPP). Foram avaliados os resultados de dois testes em série
(triagem e confirmatorio) e também da associagdo dos resultados positivos do teste
confirmatorio IF1, triagem com o teste rapido DPP e ELISA como teste padrdo ouro.

Na andlise das técnicas sorologicas, verificou-se que, ante os resultados
positivos de dois testes DPP + IFI (DPPIFI) com o padrdo ouro ELISA,
constataram-se os seguintes percentuais: sensibilidade de 30,0%, especificidade de
98,7%, valores de VPP de 60,0% e VPN de 95,9%. A associa¢do encontrou uma
acuracia de 94,6% e um coeficiente de correlagdo kappa de 0,375, o que demonstra
uma combinag¢do melhor do que a recomendada pelo protocolo atual (DPP+ELISA)
que apresentou sensibilidade de 30,0%, especificidade de 94,8%, valores de VPP
de 27,3% e VPN de 95,5%. A associa¢do encontrou uma acuracia de 90,9% e um
coeficiente de correlagdo kappa de 0,237 (Tabela 2).

Nas figuras 2, 3 e 4, podem ser verificados os resultados positivos
encontrados neste trabalho com a utilizagdo dos testes IFI, ELISA e DPP,
respectivamente. Na IFI, foram considerados positivos soros com titulos > 1:40,
conforme preconizado pelo fabricante do kiz. O ELISA foi considerado reagente
(ou positivo) quando apresentou densidade optica maior que o ponto de corte (cut
off) encontrado por meio do leitor de placas. Para encontrar o ponto de corte, ¢ feito
o seguinte calculo:

Calculo do Cut-Off (CO)
XCN: Média da DO dos CN
CO=XCN X 2=0,186
FC=COX1,2=0,223

Figura 2. Lamina de IFI LVC. IMUNOTEST?®. Coloragdo Verde = reagdo
positiva.
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ADOentre 0,186 ¢ 0,223 refere-se aos cies sororreagentes indeterminados,
abaixo de 0,186 aos cies ndo reagentes e acima de 0,223 aos cées sororreagentes
no ELISA incluidos nas amostras de caes de area considerada indene. Este teste foi
realizado com apoio do LACEN/RS. No teste rapido, o resultado foi considerado
positivo quando apareceram duas linhas, a linha do controle e a linha teste, e
negativo quando so apareceu a linha do controle.
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Figura 3. Placa de ELISA LVC Bio-maguinhos®. Coloragdo Amarelo = reagéo
positiva.

r vty

Figura 4. Teste rapido LVC DPP Bio-maguinhos®. A linha esquerda representa a
banda de teste, indicando um resultado positivo.
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DISCUSSAO

O diagnostico da leishmaniose visceral na Regido Sul do Brasil é raro
e realizado a partir de focos endémicos de outras regides do Pais (16). Este
estudo foi importante, pois registrou soropositividade em cdes de regides sem
diagnostico de LVC.

A prevaléncia de 3,1% (5/165) de cdes soropositivos utilizando-se a
associa¢do ELISA (triagem) e IFI (confirmatorio), segundo protocolo utilizado até
2012, e a prevaléncia de apenas 1,8% (3/165) de cdes soropositivos utilizando-se
DPP (triagem) e ELISA (confirmatério), segundo o protocolo utilizado atualmente,
demonstraram que houve uma redug@o da sensibilidade do diagndstico de
leishmaniose visceral canina. E possivel que estejam subestimados os casos de LVC
ou o protocolo antigo estaria produzindo muitos resultados falso-positivos.

Aprevaléncia de 33,9% (56/165) determinada somente pelo método de IFI
em regides ndo endémicas pode indicar que este teste apresenta alta sensibilidade,
entretanto resulta em muitos falso-positivos. A IFI tem sido amplamente utilizada
para o diagnostico de varias doengas parasitarias, podendo ser observadas reacdes
cruzadas principalmente entre leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar
americana e doenga de Chagas (5). No trabalho realizado por Lira et al. (2006),
foi detectada reagdo cruzada na IFI para demodicose ¢ chrlichiose. Estas reagoes
inespecificas ocorrem por causa da complexidade antigénica dos tripanossomatideos
que compartilham varios epitopos comuns (1). Em contrapartida, Guimaraes et al.
(2009) demonstraram ndo haver rea¢do cruzada entre Babesia spp., Toxoplasma
gondii, Neospora sp. e Leishmania spp. Oliveira et al. (2008) também concluiram
ndo haver reagdo cruzada entre anticorpos para Leishmania spp., Babesia canis €
Ehrlichia canis. Silva (2009) concluiu que outra forma de reagdo cruzada pode ser
causada por anticorpos vacinais.

Este estudo foi feito em regido ndo endémica em cées de canis municipais
ou de ONGs, os quais ndo possuiam o protocolo de vacinac¢do para as doengas mais
frequentes. Portanto, provavelmente os resultados soroldgicos desta pesquisa ndo
entrariam neste parametro de falso-positivo pela vacinagao.

Segundo Gongalves (2010), podem apresentar resultados falso-negativos
anticorpos inativos e janela imunoldgica e falso-positivos, sangue hemolisado e
anticorpos persistentes de infeccao antiga. Também pode acontecer de titulos baixos
apresentarem reagdes cruzadas com outras parasitoses.

Na orientacgo fornecida pelo Bio-Manguinhos/Fundagdo Oswaldo Cruz,
fabricante de IFI ¢ ELISA para LVC, o desempenho da IFI para amostras de soro
oscila em torno de 90% de sensibilidade e 80% de especificidade. Isso explicaria
a prevaléncia maior em cées soropositivos quando se utilizam os testes de IFI e
ELISA. Lira et al. (2006) demonstraram que, para obter maior sensibilidade, os kits
(EIE-LVC e IFI-LVC) devem ser usados em paralelo; no entanto, para se conseguir
maior especificidade, ¢ melhor utiliza-los em série (EIE-LVC+IFI-LVC).
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No estudo realizado por Silva et al. (2011), a associagdo de ELISA+IFI
demonstrou moderada concordancia, com coeficiente Kappa de 0,41. Gongalves
(2010) encontrou acuracia de 57,8% utilizando IFI e ELISA, com concordancia
consideravel e coeficiente kappa de 0,24. Neste estudo em regides ndo endémicas,
a combinacdo IFI+ELISA demonstrou acurdcia semelhante de 66,1%, mas
concordancia pobre com valor kappa 0,054.

Segundo Boarino etal. (2005), acombinagio de diferentes antigenos em um
mesmo ensaio também ¢ uma abordagem a ser explorada no diagnostico da LVC. A
formacdo de um antigeno quimérico, produzido por multiplos epitopos, demonstrou
sensibilidade e especificidade superiores a 95% quando aplicado em ELISA.

Conforme Grimaldi et al. (2012), o teste DPP®, produzido pelo Instituto
de Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos e que une dois antigenos
recombinantes (rK39 e rK26), apresentou potencial promissor. Entretanto,
apresentou elevada sensibilidade apenas em cées sintomaticos (98%), sendo baixa
(47%) nos assintomaticos. Isso indica ser necessario inserir mais antigenos no teste
rapido para tornar a detec¢do de anticorpos anti-Leishmania mais eficaz na fase
inicial ou assintomatica da doenca.

Neste trabalho, considerando DPP como triagem e ELISA como
confirmatdrio, em um cenario de prevaléncia real de 6,1% e prevaléncia aparente de
6,7%, a sensibilidade foi de 30%, a especificidade de 94,8%, a acuracia de 90,9% e
o valor kappa de 0,237. Na comparagdo entre o protocolo antigo e o protocolo atual,
verificou-se que a sensibilidade do teste diminuiu em 20%, mas a especificidade
aumentou em 27,7%. O ntimero de resultados falso-positivos sofreu uma redugio
aproximada de 18%, o de falso-negativos permaneceu o mesmo. Entretanto, o VPP
que era de 8,9% subiu para 27,3%.

Gongalves (2010) obteve resultados semelhantes quando comparou
isoladamente os testes de DPP e IFI: o teste rapido obteve 46,7% (21/45) de
soropositividade, enquanto a IFT obteve 84,4% (38/45). Seu trabalho mostrou que
o teste rapido apresenta sensibilidade mais elevada quando comparado com a IF1.

De acordo com Schubach (2011), DPP pode ser usado pelo Programa
Nacional de Controle das Leishmanioses por ser de facil execugdo e leitura e
também por ser possivel utilizd-lo em amostras de sangue total em campo, porém
apresenta baixas sensibilidade e especificidade.

O Ministério da Saude, por meio da Nota Técnica Conjunta 01/2011,
substituiu o protocolo da LVC: passaram a ser utilizados o DPP® como teste de
triagem e ELISA como teste confirmatorio (4). Faria & Andrade (2012) sugerem
que poderdo ocorrer falhas nesses resultados, causando a eliminagdo de um nimero
desconhecido de animais falso-positivos.

Segundo Gongalves (2010), a associagdo DPP e ELISA demonstrou
acuracia de 86,7% ¢ valor de coeficiente kappa de 0,73, com concordancia
substancial, valor de acuracia aproximado ao observado no presente estudo
(A=90,91%), porém K=0,237 foi diferente.
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A utilizacdo das técnicas imunocromatograficas abriu um novo panorama
no diagnostico realizado em campo. O MS substituiu o protocolo de diagnostico da
LVC pelo DPP (imunocromatografico) como op¢éo de triagem e o ELISA como
teste confirmatorio. Entretanto, a sensibilidade dos antigenos empregados nessas
técnicas ainda deixa a desejar, o que leva a crer que o uso de novos antigenos em
tiras imunocromatograficas apresenta uma perspectiva bastante animadora para o
desenvolvimento de testes de campo (9).

Neste trabalho, comparativamente, o melhor resultado apresentado foi a
combinagdo dos resultados positivos DDP/IFI em série, com ELISA padrio ouro,
resultando em aumento da especificidade do teste (Es=98,7%), melhor acuracia
(94,6) e melhor coeficiente kappa (0,375).

Constatou-se a presenga de focos de Leishmaniose visceral canina em
quatro municipios do Rio Grande do Sul: Rio Grande, Dom Pedrito, Cachoeira do
Sul e Sdo Francisco de Assis.

Nossos resultados aumentam para oito o niimero de municipios sob
investigacdo no RS, considerando que Cachoeira do Sul ja estava incluida.

A doenga demanda uma situagdo de alerta e vigilancia em razao do registro
de novos municipios com caes soropositivos.

O melhor desempenho dos resultados sorologicos foi verificado quando
se associou em série os resultados positivos de DPP ¢ IFI usando o ELISA como
teste confirmatorio.

E necessério o desenvolvimento de ensaios sorologicos baseados em mais
antigenos definidos e especificos para melhorar os métodos diagnosticos para as
leishmanioses.
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