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Estudo comparativo entre os métodos ELISA e Imunofluorescéncia
Indireta na andlise de amostras de sangue de caes provenientes de
municipios endémicos e enzodticos para leishmaniose visceral americana

Silva, R. M. da. ELISA and Indirect Immunofluorescence tests: Comparative study in the analyses of
blood samples of dogs from endemic and enzootic municipalities for American visceral leishmaniasis
Séo Paulo, SP, 2005. [Tese de Doutorado —Area: Epidemiologia. Faculdade de Satide Ptblica —USP].
Orientador: Prof. Dr. Almério de Castro Gomes.

O presente estudo avaliou 2002 amostras de sangue de cdes provenientes de areas endémicas (regido oeste do
Estado de Sao Paulo) e areas ndo endémicas (municipio de Sdo Paulo) para leishmaniose visceral americana
(LVA), com o objetivo de otimizar os testes sorologicos preconizados pelo Programa de Controle nos inquéritos
soroldgicos caninos, preconizados no Programa de Controle de LVA e produzidos por Biomanguinhos (Reagéo
de Imunofluorescéncia Indireta / RIFI-BM e Ensaio Imunoenzimatico ELISA / ELISA-BM. Para tal as amostras
de sangue foram agrupadas em trés bancos de dados: Banco (A) constituido por 97 amostras de sangue assim
caracterizadas: 51 amostras com exame parasitologico, soroldgico e sintomatologia definida como
assintomatica (2); oligossintomatica (18) e sintomatica (31); além destas, 46 amostras de sangue
sorologicamente negativas das quais 26 tinham exames parasitologico e soroldogico negativos e 20 somente
exames soroldgico negativos; Banco (B) composto por 174 amostras pareadas de soro e sangue colhidos em
papel filtro com diagnostico clinico, soroldgico e parasitologico; Banco (C) constituido de 1831 amostras de
sangue colhidas em papel-filtro, provenientes de 3 inquéritos sorologicos caninos realizados nos municipios de
Rubiacea (504 amostras), Piacati (607 amostras) e Luizidnia (720 amostras). A RIFI foi realizada
quantitativamente nas dilui¢cdes 1/20, 1/40, 1/80 e 1/160 e a leitura foi expressa por critério de cruzes sendo
atribuido porcentagens para cada leitura assim definidos: A) zero (0%), B) + (25%), C) ++ (50%), D) +++ (75%)
e E) ++++ (100%). Os resultados dos dois testes RIFI-BM e ELISA-BM foram comparados com os resultados
obtidos nos mesmos testes mas utilizando antigeno especifico de L.chagasi e permitiram concluir que a RIFI
com antigeno especifico (RIFI-CH) foi capaz de separar todos os verdadeiros negativos dos verdadeiros
positivos. Foi possivel ainda observar que a eficiéncia da RIFI-BM variou de 60% a 76%. Quando se
compararam os resultados da RIFI-BM com soro e com papel-filtro, na diluigdo 1/40, como preconiza o PCLVA,
observou-se que para a RIFI com papel-filtro o melhor ponto de corte ficou definido como 30%, ou seja acima
de 1+ (25%) e para o soro o ponto de corte ficou estabelecido em 45%. Portanto o novo parametro para o ponto
de corte da RIFI-BM deve ser a dilui¢do 1/40 com leituras de 2+ (50%), ou entdo 1/80 o que seguramente
diminuiria o nimero de falsos positivos. Da comparagdo resultados da RIFI-BM com os do ELISA-BM
observou-se uma discordancia de 23% entre os dois testes, ou seja 0 ELISA-BM deixou de diagnosticar 23% dos
resultados positivos em relagdo aos observados com a RIFI-BM. O ELISA BioManguinhos forneceu mais
resultados falsos positivos com o ponto de corte estabelecido pelo Kit, quando comparado com o novo ponto de
corte proposto neste estudo, que foi calculado a partir de controles negativos de eluatos. Quando o ELISA foi
avaliado com o novo ponto de corte nas 3 populagdes caninas dos inquéritos sorologicos (Rubidcea, Piacata e
Luizidnia) a soroprevaléncia diminuiu em quase 50% quando comparado com o mesmo teste com ponto de corte
preconizado p6 BioManguinhos. Os resultados do estudo demonstraram a urgéncia de se implementar iniciativas
para o aprimoramento de novos testes soroldgicos com antigenos especificos que sejam capazes de identificar e
separar as diferentes fases da doenga.
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