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RESUMO

Foi realizada andlise comparativa entre os diferentes protocolos utilizados no diagndstico da
leishmaniose visceral canina, em inquéritos soroepidemioldgicos, na regido de Sdo José do Rio Preto,
no periodo de 2008 a 2012. Para cada protocolo avaliou-se o total de exames processados, o tempo
médio para examinar as amostras coletadas nos diferentes periodos e a andlise de concordancia
bruta. Foram utilizados quatro protocolos: diagnostico apenas pela rea¢do de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) em 12.871 (28,4%) caes, por ensaio imunoenzimatico (EIE) e RIFI em 632 (1 4%))
22.387 (49,4%) por EIE/RIFIL, e 9.453 (20,8%) pelo teste rapido (TR) Dual Path Platform (DPP )/
EIE. Nos dois primeiros grupos, as andlises foram no eluato de sangue coletado em papel de filtro,
e nos dois ultimos no soro sanguineo. O protocolo TR-DPP ®/EIE demandou menor tempo (dias)
desde a execugdo até a liberacdo dos resultados, em comparag¢do aos demais. Na avaliacdo das taxas
de concordancia bruta o TR-DPP®/EIE apresentou melhor desempenho (58,5%). Apesar de, o atual
protocolo TR-DPP ®/EIE tenha contribuido para diminuir 2 discordancia entre os resultados obtidos
nos EIE/RIFL, o EIE confirma menos de 60% dos TR-DPP® reagentes, o que indica a necessidade de
buscar novas alternativas para efetuar o diagnostico em cées.

Palavras chaves. leishmaniose visceral, inquéritos epidemioldgicos, técnicas e procedimentos
diagndsticos.

ABSTRACT

The comparative analysis was performed among the different protocols proposed for diagnosing
the canine visceral leishmaniasis in the seroepidemiological surveys performed in the region of Sao
José do Rio Preto, from 2008 to 2012. Each protocol evaluated the total number of processed tests,
the mean time for examining the collected samples, in different periods, and the gross agreement
analysis. Four protocols were used: diagnosis only by indirect immunofluorescence test (IFT),
in 12,871 (28.4%) dogs samples; by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and IFT in 632
(1.4%); (ELISA/IFT) in 22,387 (49.4%) and the rapid test (RT) Dual Path Platform (DPP )/ ELISA
in 9,453 (20.8%). In the first two groups, the tests were performed using eluates from blood collected
in the filter paper, and in the two last employed serum samples. RT-DPP®/ELISA demanded less
time (days), from the test starting until the results release. In the of gross agreement rates, RT-DPP®/
ELISA showed the best performance (58.5%). Although the new protocol RT-DPP ®/ELISA has
contributed to decrease in the mismatch between ELISA and IFT results, ELISA confirms less than
60% of RT-DPP® reagent samples, indicating the need for searching the new alternatives for the
canine diagnosis.
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No Brasil, responsavel por 90% dos casos
da América Latina, a leishmaniose visceral (LV)
¢ causada por Leishmania infantum chagasi'>. Os
cdes infectados sdo considerados os principais
reservatorios desse protozoario no ciclo urbano
de transmissio da LV, para o homem e outros
animais, via de regra através da picada de dipteros
da subfamilia Phlebotominae, sendo Lutzomyia
longipalpis o principal vetor™*.

Para o diagnodstico da LV, tanto nos seres
humanos quanto para os animais, sdo considerados
os sinais clinicos, os dados epidemioldgicos e o
diagnoéstico laboratorial®”.

O diagnostico clinico da LV canina baseia-se
na observagdo de sinais e sintomas, principalmente:
linfadenopatia, caquexia, hipertermia, esplenomegalia,
ceratoconjuntivite, ~ alteragdes  dermatoldgicas,
hiporexia, onicogrifose e diarréia®. Na fase terminal
observa-se paresia das patas posteriores, caquexia,
inani¢do culminando com o 6bito do animal®®. As
manifestagdes clinicas estdo associadas ao tipo de
resposta imunoldgica expressa pelo animal infectado,
entre os quais, a interacdo dos fatores do sistema
imunoldgico, antigenicidade e carga parasitaria®.

Na LV canina, os sinais clinicos observados
podem ser confundidos com outras doengas que
apresentam quadros clinicos semelhantes, tais
como: dermatites, erliquiose e babesiose®”. Portanto,
¢ essencial a existéncia de métodos laboratoriais
sensiveis e especificos para o diagndstico da LV>*%.

Os dados epidemiolégicos sao baseados na
investigagao detalhada da histéria clinica do animal,
na investigacao de deslocamento do cdo nos ultimos
12 meses, no tempo de permanéncia do cao infectado
na residéncia ou local provavel de infec¢do, na busca
de presencga de vetores e na identificagdo de fatores
que possam contribuir para a ocorréncia do caso*.

O diagndstico laboratorial da LV canina pode
ser realizado, por meio de técnicas parasitologicas
e imunoldgicas'. Para o diagnoéstico parasitologico
utiliza-se o exame microscépico direto (apds
coloracao), isolamento in vivo (inoculagio em
animais de laboratério) e in vitro (cultura em meios
de cultura acelular), analise histopatoldgica e técnicas
moleculares>'"2,

No diagnoéstico imunoldgico da LV canina,
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as técnicas soroldgicas mais utilizadas, realizadas
a partir de amostras de sangue, sdo: reagdo de
imunofluorescéncia  indireta  (RIFI), ensaio
imunoenzimatico (EIE)™ e teste rapido (TR)-DPP®
(Dual Path Platform)".

A RIFI consiste na reacao de anticorpos
presentes no soro com o0s parasitos, forma
promastigota (Leishmania sp.), fixados em lamina'.
Posteriormente, emprega-se conjugado anti-IgG
de cdo marcada com isotiocianato de fluoresceina
para evidenciagdo da ligacdo antigeno anticorpo.
Para alguns pesquisadores a RIFI pode atingir
sensibilidade superior a 90% e especificidade superior
a 70%"™'. A utilizagdo da reagdo com antigeno de
Leishmania donovani, aumenta significativamente a
sensibilidade, sem perder a especificidade do teste, e
resulta em maior detec¢ao do diagnostico em animais
assintomaticos ou oligossintomaticos'’.

Para o diagnostico canino, até meados de 2012,
a RIFI foi utilizada nas investigagdes em foco de
transmissao, em inquéritos soroldgicos censitarios
ou amostrais, para avaliar a prevaléncia da doencga. E
como teste confirmatdrio para as amostras reagentes
pelo EIE>*'%,

O EIE baseia-se na utilizacdo de antigenos
soluveis de Leishmania major like adsorvido em
microplacas, e anticorpos marcados com a enzima
peroxidase, no qual permite a detec¢ao, titulagdo e
quantificacao de substancias de interesse bioldgico.
A sensibilidade do EIE pode alcangar 90% a 100% e
a especificidade entre 85% a 94%". O teste é sensivel,
permite detectar baixos titulos de anticorpos, porém
ndo tao preciso na detec¢ao em caes assintomaticos™.

Durante muitos anos, desde a década de 1970 e
até o ano de 2002, o Ministério da Satide recomendava
a utilizacdo da RIFI para a realizacao de inquéritos
epidemiolégicos caninos para a identificagdo dos
animais infectados por Leishmania infantum chagasi.
Nesse periodo, a RIFI era a iinica técnica laboratorial
utilizada para esse diagndstico quando da realiza¢ao
dos inquéritos soroepidemioldgicos no contexto
das agdes de vigilancia e controle da LV. A partir de
2002 e até 2012, para o diagnostico laboratorial da
LV canina foi empregado o protocolo que incluia
o EIE como teste de triagem e a RIFI como teste
confirmatorio®.

Nos tltimos anos, diferentes versoes de testes
imunocromatograficos, dotados com proteinas
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recombinantes, foram desenvolvidas a partir de
antigenos do complexo Leishmania donovani'>*.
A imunocromatografia representa a alternativa as
técnicas soroldgicas convencionais. E tecnologia
que proporciona a realizagdo da ligagdo antigeno-
anticorpo num suporte sdlido, executada em
temperatura ambiente’’. Por conter antigeno
recombinante apresenta elevada sensibilidade e
especificidade®. De facil operacionalizagdo, mesmo
em campo, baixo custo e facil interpretagio, o teste
imunocromatografico DPP® - Biomanguinhos -
Fiocruz, patenteado pela Chembio Diagnostics -
EUA e desenvolvido por Instituto Biomanguinhos,
rapidamente foi incorporada como teste para a
triagem de amostras no protocolo desde 2012, e
ainda em vigor para o diagndstico da LV canina®**.

Trata-se de um teste qualitativo que visa a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania que utiliza
como antigeno a proteinas recombinantes (r)K28 de
Leishmania infantum chagasi***>.

O antigeno rK28 é uma fusdo poliproteica que
inclui regides de haspbl e haspb 2 de Leishmania
donovani, homdlogos de k26 e k9 de Leishmania
infantum, respectivamente e, Leishmania donovani
kinesin, homologo k39 de Leishmania infantum?*+**%.

Em 2012, ocorreu uma alteragdo significativa
no protocolo visando o diagnoéstico sorologico
canino. Desta forma, a metodologia de EIE,
anteriormente utilizada para a triagem soroldgica,
foi substituida pelo TR-DPP® LV e a RIFI utilizada
como ensaio confirmatdrio foi substituida pelo EIE,
passando a triagem a ser uma atividade realizada
pelos municipios quando possivel (Nota Técnica n°
01/2011 - CGDT/CGLAB/DEVIT/SVS/MS).

Neste trabalho objetivou-se realizar uma
analise comparativa entre os diferentes protocolos
utilizados para diagndstico da leishmaniose visceral
canina na regido de Sao José do Rio Preto, no periodo
de 2008 a 2012.

Trata-se de um estudo com base em
dados secundario, obtidos por meio de
inquéritos soroepidemioldgicos canino,
utilizado no diagnéstico da LV canina
realizado no periodo de 2008 a 2012.

Local e periodo estudado

O estudo foi desenvolvido na
regido administrativa de Sao José do Rio
Preto  localizada no  noroeste  paulista,

composta por 102 municipios. (Figura 1).

REGIAO ADMINISTRATIVA DE

Locatzagdo da Regiso Adminitrativa
06 Estaco 6o S80 Pavio

Figura 1. Mapa da regido administrativa de Sdo José do
Rio Preto. Fonte: Disponivel em: http://www.igc.sp.gov.
br/produtos/mapas_ra.aspx?ra=7

Inquéritos epidemiolodgicos e protocolos para o
diagnostico da LV canina

Foram analisados os resultados dos testes
sorologicos para o diagnostico da LV canina, dos
municipios participantes dos inquéritos caninos,
no periodo 2008 a 2012.

Durante o periodo de estudo dos cées incluidos
nos inquéritos soroldgicos foi utilizada amostra de
sangue coletado em papel de filtro tipo Whatman n°1
ou soro sanguineo obtido de sangue venoso coletado
em tubo seco. Por recomendacido do Ministério da
Saude (MS), ao longo do tempo, foram utilizados
quatro diferentes protocolos para a realizagio do
diagndstico soroldgico para a LV canina:

(a) A partir de eluato de amostra de
sangue coletado em papel de filtro Whatman
n°l examinado somente pela RIFI (protocolo 1)
e, pelo EIE como teste de triagem e RIFI como
confirmatoério (protocolo 2);

(b) A partir de soro sanguineo
examinado pelo EIE como teste de triagem
e RIFI como confirmatério (protocolo 3) e,
pelo TR-DPP® como teste de triagem e o EIE
como confirmatério (protocolo 4) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo dos protocolos utilizados
no diagndstico da leishmaniose visceral canina, nos
inquéritos soroldgicos caninos no periodo de 2008 a 2012

No estado de Sao Paulo, até junho de
2010, as amostras de sangue dos cdes eram
coletadas em papel de filtro marca Whatman
n°l, através de pun¢do da ponta da orelha com
umalanceta,impregnando-seumadrea minima
de 3x3 cm do papel de filtro padronizada,
distribuida uniformemente na frente e no
verso. As amostras eram acondicionadas a
temperatura de 4°C ou 20°C por até 30 dias
ou a -20°C até 60 dias da coleta, protegidas
em saco plastico livre de umidade, conforme
orienta a Nota Técnica da Coordenadoria
de Controle de Doengas (CCD) n° 03/2007
publicada no Diario Oficial do Estado (DOE)
de Sao Paulo de 15/11/07.

A partir junho de 2010, as amostras de
sangue dos cdes passaram a ser coletadas por
pungao venosa, transferidas para tubo seco
para obten¢do de soro sanguineo e submetidas
ao diagnostico da LV canina, conforme Nota
Técnica da CCD n°2 02/2009 publicada no
DOE de Sao Paulo de 24/12/09, que determina
a substituicdo da utilizagdo do eluato de
sangue em papel de filtro por amostra de soro
sanguineo. O volume coletado varia de 1,0 a
3,0 ml, de acordo com o tamanho do céo.

Em 2012, o MS recomendou a uma nova
substitui¢do do protocolo, para o diagnoéstico
da LV canina quando da realizacio dos
inquéritos soroldgicos caninos em municipios
com transmissdo e/ou sob investigacdo de
LV. No novo protocolo emprega-se o ensaio
imunocromatografico TR-DPP® como triagem
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sorolégica e o EIE como confirmatério.

Anilise dos dados coletados

Para a andlise dos dados, digitalizaram-
se os resultados dos exames utilizados nos
inquéritos soroepidemiolégicos caninos em
planilha Excel. Analisou-se o tempo médio
para examinar todas as amostras coletadas
nos diferentes periodos e protocolos,
amostras consideradas inadequadas, ou de
maijor rejeigdo, ou seja, coletadas de forma
incorreta ou apresentaram lipemia e hemolise
e solicitacdo de nova amostra.

Na andlise de concordédncia bruta entre
os métodos empregados na triagem soroldgica
e teste confirmatério de diagndsticos da LV
canina, utilizou-se a seguinte formula:

Concordancias
indice de concordancia = x 100
Concordancias + Discorddncias

Ftica Animal

O estudo foi elaborado e executado
seguindo-se as diretrizes e normas que
regem as pesquisas envolvendo seres
animais, aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) - Instituto
Adolfo Lutz sob o Parecer n° 06/2013.

Ao longo do periodo do estudo foram
utilizados diferentes protocolos para o
diagndstico da LV canina. Das 45.343
amostras, 12.871 (28,4%) foram examinadas
somente pela RIFI e 632 (1,4%) por EIE
e RIFI, tendo sido ambos os grupos de
amostras examinadas a partir de eluato de
sangue coletado em papel de filtro; 22.387
(49,4%) por EIE e RIFI e 9.453 (20,8%) por
TR-DPP® e EIE, sendo que nesses dois
grupos foram examinadas amostras com
soro sanguineo (Figura 3).
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Figura 3. Resultados observados na utilizagdo de diferentes
protocolos para o diagndstico da leishmaniose visceral canina,
no periodo 2008 a 2012

Neste estudo o primeiro protocolo utilizado,
no periodo de setembro 2008 a junho de 2010,
considerava a RIFI realizada com eluato de sangue
coletado em papel de filtro como a tnica técnica
laboratorial para o diagnostico da LV canina. Nesse
periodo a RIFI foi utilizada com objetivo duplo, teste
de triagem para identificar as amostras ndo reagentes
e, teste confirmatdrio para diagnosticar os animais
infectados.

Das 12.871 amostras de sangue examinadas
somente pela RIFI, 10.532 (81,8%) foram
consideradas ndo reagentes, isto é, sem anticorpos
anti-Leishmania, detectaveis pela técnica soroldgica
empregada; 1.519 (11,8%) apresentaram reatividade
frente as promastigotas e 820 (6,4%) amostras foram
consideradas inadequadas para realiza¢ao do exame.

Concomitante ao periodo de utilizagdo do
protocolo 1, e por um periodo curto de avaliagao,
entre janeiro e fevereiro de 2010 foi utilizado o
EIE como método de triagem sorolégica e a RIFI
como teste confirmatorio, em amostras de eluato de
sangue coletados em papel de filtro (protocolo 2).
Foram examinadas 632 amostras, sendo que destas
458 (72,5%) foram consideradas ndo reagentes, 153
(24,2%) reagentes e 21 (3,3%) amostras inadequadas.
Devido ao curto periodo em que este protocolo foi
utilizado, procedeu-seapenasandlise de concordancia
bruta entre os métodos que foi de 28,4%.

A partir de julho de 2010 até junho de 2012
utilizou-se o protocolo 3 para o diagnostico da LV
canina, substituindo-se o eluato de sangue coletado
em papel de filtro por soro sanguineo. Foram
coletadas 22.387 amostras, sendo 17.123 (76,5%

ndo reagentes, 2.484 (11,1%) reagentes e 2.507
(11,2%) amostras consideradas inadequadas para a
realizacdo do exame. Nio se observou diferenga no
percentual de reatividade entre os protocolos 2 e 3,
ou seja, eluato de sangue colhido em papel de filtro
e sangue total colhido em tubo seco.

A vpartir de julho de 2012 um novo
protocolo 4, preconizado pelo MS inclui o ensaio
imunocromatografico TR-DPP® para a realizagdo
da triagem soroldgica e o EIE como teste
confirmatoério. Das 9.453 amostras analisadas,
8.173 (86,5%) foram nao reagentes, 1.185 (12,5%)
reagentes, e 95 (1,0%) das amostras estavam
inadequadas para analise.

Na andlise das amostras consideradas
inadequadas para a realizacdo do diagndstico da LV
canina, foi observado que as amostras de sangue
coletadas em tubos secos, para o protocolo 3, EIE como
teste de triagem e RIFI como confirmatdrio foram as
de maior rejeicdo, com solicitagio de nova amostra
(11,2%) 2.507/22.387. Dentre as causas estao: hemolise,
lipemia; erros no tempo/rotagio de centrifugacio;
armazenamento e transporte inadequados.

No periodo em que se utilizaram os protocolos 1,2 €
3,a quase totalidade das amostras foi processada, tanto por
EIE quanto por RIFI, no Laboratdrio de Leishmaniose do
Instituto Adolfo Lutz de Sao José do Rio Preto. A partir da
implantacdo do protocolo 4, com introdugao do teste TR-
DPP-, ocorreu um processo de descentralizagdo, passando
aresponsabilidade da realizagio dos testes para os servigos
municipais de saide. Com a capacitagao continuada dos
agentes de zoonoses, houve uma diminuicio expressiva
do percentual de rejeicio das amostras, de 11,2.%
(2.507/22.387) para 0,4% (95/9.453) (Figura 4).

11.2%

== AMOstras inddequadas

0.4%

RIFI EIE ¢ RIFI €IE ¢ RIF
papel de hitro
(Protocolo 1)

TROPP ¢ EIE

papel de filtro “£000 $0ro
(Protocolo 2) (Protocolo 3) (Protocolo 4)

Figura 4. Taxas de rejeicdo de amostras coletadas no periodo de
2008 a 2012, para a realizagdo do diagnéstico da leishmaniose
visceral canina, segundo o protocolo utilizado
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Comparando-se o tempo médio para examinar
todas as amostras coletadas nos diferentes periodos
e os protocolos diagndsticos utilizados, observou-se
que o protocolo 1, de teste unico, exame pela RIFI
em amostras de eluato de sangue coletado em papel
de filtro, consumiu 630 dias para o processamento de
12.785 amostras, o que representou a necessidade,
em média, entre 60 e 90 dias para a liberacdo dos
resultados de cada amostra examinada. No protocolo
4 com TR-DPP® como triagem sorolégica e o EIE
como teste confirmatério, foram 180 dias para
examinar 9.801 amostras, em média, entre 15 a 20
dias para a liberagdo dos resultados. A linearidade
aponta que o protocolo 4 demanda menor
tempo (dias) em relacio aos demais (Figura 5).

25.000
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E 15.000 -
¥
§ 10.000 -
0 R 0

RIFI EIE ¢ RIFI EIECcRIFI  TROPP e EIE
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— NYAmOostra

g § § 8§ SNGHENE
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Figura 5 . Relagdo entre os protocolos utilizados no diagndstico
da leishmaniose visceral canina, no periodo de estudo, e o
tempo (dias) gasto para examinar todas as amostras recebidas

Em relagdio a avaliacio das taxas de
concordancia bruta entre os métodos de diagnosticos
da LV canina utilizados na  triagem soroldgica e teste
confirmatério, o TR-DPP®/EIE apresentou melhor
desempenho 58,5%.

O periodo entre 2008 e 2012 em analise
no presente estudo incluiu a utilizagdo de quatro
diferentes protocolos para a realizagio dos
diagnosticos para a LV canina. Além disso, até a
metade do ano de 2010 trabalhou-se com eluato de
amostras de sangue coletadas em papel de filtro. A
partir de entdo somente foram examinadas amostras
de soro sanguineo.

No primeiro deles, apenas a RIFI foi utilizada
para o diagndstico laboratorial. Isso ocorreu num
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periodo inicial de registros e investigacdes de focos
de transmissao da LV canina em diversos municipios
da regido de Sao José do Rio Preto.

Nesse periodoaRIFI cumpriasimultaneamente
dois papéis: teste de triagem para diagnosticar os
animais soronegativos e teste confirmatdério da
infecgdo, tal como preconizado pelo Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral.
A disponibilidade de uma unica técnica para a
identificagdo de animais que, em tese, uma vez
diagnosticados ~ sororreagentes  devessem  ser
recolhidos e submetidos a eutandsia representou uma
das condi¢oes relacionadas por Costa e Vieira® sobre
a insuficiéncia técnica para suportar o componente
controle do reservatorio canino.

As taxas de prevaléncia da infec¢ao canina
estiveram sempre em valores >9,5%, com média
de 14,1% para todo o periodo. O quantitativo
de novas coletas, em decorréncia de amostras
consideradas inadequadas variou entre 5,9 e 10,8%
podendo ser explicado, em parte, por resultados
“indeterminados’, em situa¢des de zona cinza no
ensaio imunoenzimatico e, pela qualidade da amostra
enviada ao laboratorio.

Mesmo considerando as dificuldades para uma
analise de desempenho entre os varios protocolos em
razdo de se tratar de conjuntos de amostras coletadas
de animais e municipios distintos, em diferentes
periodos, pode-se destacar que a cada novo protocolo
utilizado adicionou caracteristicas favoraveis a sua
implementagdo.

Além da diminui¢do das taxas de rejeicdo de
amostras foi possivel: a inclusao de um segundo teste
laboratorial e a necessidade de resultados reagentes
em ambos os testes para a liberagdo de resultados
positivos; a substitui¢ao do eluato de amostra coletada
em papel de filtro pelo soro sanguineo diminuindo
assim as incertezas em relacio a qualidade e tipo
de papel de filtro utilizado eliminou as distorgoes
relativas ao volume de amostra aplicado por unidade
de drea e sobre as condi¢oes de armazenamento até a
entrega no laboratério; a inclusao de um novo teste no
formato imunocromatografico, como teste de triagem,
com antigeno recombinante especifico possibilitou
a diminui¢do das taxas de rejeicdo de amostras e
aumento do numero de amostras examinadas, bem
como descentralizando a execu¢ao do teste até o nivel
municipal pelas equipes de controle de zoonoses.
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Observagdes semelhantes foram registradas
por Costa e Vieira® e por Grimaldi et al®.

O protocolo 4 atualmente em uso favorece uma
diminui¢ao consideravel no tempo necessario para a
realizagdo do diagnostico laboratorial, ou seja, desde
a coleta da amostra até a liberagdo dos resultados. No
periodo de utilizagao da RIFI em amostras coletadas
em papel de filtro, em média eram necessarios de 60 a
90 dias para aliberagao dos resultados. Atualmente,
com a utilizagdo do teste imunocromatografico
sdo necessarios entre 15 e 20 dias apenas.

Em relagio as taxas de concordédncia
bruta entre os métodos d1agnost1cos utilizados,
ainda que protocolo 4 TR- DPP® (triagem) e EIE
(confirmatdrio)tenhacontribuidoparaadiminui¢ao
na discordancia, atualmente, o teste EIE confirma
pouco menos de 60% dos TR-DPP® reagentes.

De acordo com Laurenti et al*, o TR
DPP® apresenta um bom desempenho como
teste soroldgico para LV canina, visto que detecta
tanto cdes assintomdticos e sintomdticos em
proporg¢des iguais. Apesar da sua sensibilidade
ainda nao ser a ideal, melhorou a precisio do
novo protocolo de diagndstico LV canina no
Brasil, especialmente para os caes infectados.
Cons1derando a maijor especificidade de TR-
DPP®(95,1% vs 77,8%), valor preditivo positivo
(95,1% vs 81,1%) e valor de probabilidade
positiva (18,3% versus 4,1%) em comparagao
com o EIE Biomanguinhos. Faz-se necessario a
realizagdo de estudos que considerem a utilizagdao
do TR-DPP®como um teste de confirmagio,
em vez de um teste de triagem como sugerido.

Coura-Vital et al®, a partir de estudos
realizados por inquéritos soroepidemiologicos e
de seguimento de uma coorte de caes, Verlﬁcaram
que com a utilizagdo do protocolo TR- DPP®como
teste de triagem e EIE como confirmatdrio,
equivalente ao protocolo 4 do presente estudo,
as taxas de prevaléncia e incidéncia para LV
canina foram maiores do que aquelas observadas
quando da utilizagdo do EIE triagem e RIFI
confirmatério, equivalente ao protocolo 3 do
presente estudo, indicando que a magnitude
da infecgdo em areas endémicas possa ter sido
subestimada no passado. Esses mesmos autores®
sugerem que em municipios endémicos e com
grande demanda de exames, dever-se-ia utilizar o

EIE para triagem e DPP para confirmagio, pois isso
facilitaria execucdo e reduziria o custo dessas acoes.

Laurenti et al* afirma que os kits do EIE e RIFI
distribuidos pelo MS, fornecidos por Biomanguinhos
utilizam como antigeno de Leishmania major
like (espécie causadora da leishmaniose cutanea),
determinar resultados falso-positivos e negativos.

Ao longo do periodo considerado no
presente estudo, cada protocolo utilizado adicionou
caracteristicas favoraveis a sua implementagdo,
e diminuicdo das taxas de rejeicdo de amostras
inadequadas. O protocolo 4 com o TR- DPP® como
teste triagem, contribuiu para a diminuicdo das taxas
de rejeicdo de amostras, e a descentralizacdo da
execucdo deste teste aumentou o niimero de amostras
examinadas pelas equipes de controle de zoonoses dos
municipios.

O protocolo atual, TR-DPP®e EIE, diminuiu
o tempo (horas/dias) necessario para realizagao do
diagnostico laboratorial da LV canina. A concordancia
bruta entre os métodos utilizados no diagnoéstico
da LV canina revelou que embora o novo protocolo
TR-DPP® (triagem) e EIE (confirmatdrio) tenha
contribuido para a diminui¢do na discordancia
atualmente, o teste EIE confirma menos de
60% dos TR-DPP® reagentes. A discordancia
nos resultados entre o teste de triagem e o
confirmatério indica a necessidade de busca por
novas alternativas para o diagndstico canino.
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