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Adequacao do ponto de corte do Ensaio Imunoenzimatico para Leishmaniose
Visceral a imunofluorescéncia indireta

Adjustment to the cutoff point of immunoenzymatic assay for Visceral Leishmaniasis to
the indirect immunofluorescence
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Resumo

Introducao: A Leishmaniose Visceral (LV) esta presente na maioria dos paises tropicais e subtropicais. Estima-se que milhares de caes infectados
sdo assintomaticos, mas constituem uma fonte de infec¢do para o vetor, fazendo-se necessario o emprego de testes sorolégicos para a detecgdo
da doenga. Entretanto, a Imunofluorescéncia Indireta (IFI), considerada padrdo ouro, s6 confirma cerca de 10% das amostras classificadas
como reagente pelo ensaio imunoenzimatico (EIE) utilizado para triagem. Objetivo: Observar a correspondéncia entre o teste de triagem e o
confirmatério para LVC e realizar possiveis ajustes no ponto de corte do teste de triagem, otimizando recursos dos laboratérios. Métodos: Foram
analisadas 1.336 amostras de sangue dessecado, em papel de filtro, utilizando os kits de EIE e IFI distribuidos pelo Ministério da Satde do Brasil,
seguindo as instrugdes do fabricante. O ponto de corte do EIE foi calculado por uma curva ROC, tendo IFI como padrao. Resultados: Utilizando o
ponto de corte do fabricante, o EIE classificou como reagentes 886 das 1.336 amostras (66,3%). Entretanto, apenas 142 (10%) foram confirmadas
por IFI. Ap6s a aplicagdo do ponto de corte proposto, 507 (38%) amostras submetidas a EIE apresentaram-se como reagentes. O teste apresentou
sensibilidade de 98,59%, especificidade de 69,01% e precisao de 72,16%. Conclusdo: A grande quantidade de amostras soro reagentes por EIE
ndo confirmadas por IFI pode apresentar um custo extra aos laboratdrios. A modificagdo do ponto de corte do teste de triagem pode ser uma boa
estratégia para a diminui¢do dos custos de operagido dos laboratérios publicos do Pais.
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Abstract

Introduction: Visceral Leishmaniasisis present in most tropical and subtropical countries. It is estimated that thousands of infected dogs are
asymptomatic (50%), but constitute a source of infection to the vector, making it necessary to employ serological tests for the detection of the disease.
However, the IIF considered as the gold standard for VL, only confirms about 10% of the samples classified by the screening test as reagent. Objective:
To observe the correlation between the screening and confirmatory test for CVL and make eventual adjustments to the cutoff point of the screening
test, saving laboratories resources. Methods: A total of 1336 blood samples dried on filter paper, were analyzed by the EIA and IIF kits distributed by
the Ministry of Health of Brazil, following the manufacturer’s instructions. The cutoff point of EIA was calculated by a ROC curve, taking IIF as standard.
Results: Using the manufacturer’s cutoff, EIA rated as reagent 886 (66.31%) of 1336 samples. However, only 142(10%) were confirmed by IIE. After
applying the proposed cutoff, 507 (38%) samples submitted to EIA presented it as reactants. The test presented a sensitivity of 98.59%, specificity
69.01% and 72.16% accuracy. Conclusion: A large number of serum samples reactive by EIA and unconfirmed by IIF bring an extra cost to the
laboratories. Altering the cutoff point of the screening test seems to be a good strategy to reduce operating costs of public laboratories in the country.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) atinge milhares de pessoas e
animais e esta presente principalmente no Brasil, na regido
do Mediterraneo e na China'. No Brasil, no ano 2009, foram
notificados 3.693 casos humanos em 20 das 27 unidades
da federagdo, e estima-se que, no Pais, milhares de cdes
estejam infectados?.

A fim de diminuir o nimero de novoscasos da doenca, os
programas de controle da LV baseiam suas acGes no combate
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a forma alada do vetor Lutzomya longipalpis, no tratamento
dos humanos e na remocdo dos reservatérios infectados
pelo parasito®. Entretanto, 50% dos cdes, considerados o
principal reservatério, ndo apresentam sinais clinicos, mas
constituem uma fonte de infeccdo para o vetor’. Dessa
forma, o sucesso dos programas de controle da LV depende
da identificagdo de animais infectadospor meioda utilizagdo
de testes laboratoriais rapidos e sensiveis.
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Entre os testes mais utilizados, os soroldgicos sdo considerados
os de eleicdo devido a alta sensibilidade e especificidade. A
imunofluorescéncia indireta (IFI) € o método mais utilizado
e considerado como padrdo ouro®. Entretanto, a IFI ndo é
facilmente aplicada a inquéritos em larga escalafa zendo-se
necessdario o emprego de um teste para a triagem de animais
infectados. No Brasil, o Ministério da Saude (MS) recomenda
a triagem soroldgica por ensaio imunoenzimatico (EIE) e a
consequente confirmagdo por IFl dos soros reagentes em
100% da populagdo canina de areas endémicas®.

Entretanto, apesar do EIE ser facilmente aplicavel a
grandes inquéritos soroldgicos, os resultados apresentam
grande discordancia quando comparados aos obtidos por
IFl, aumentando os custos e o tempo de expedi¢cdo dos
laudos pelos laboratérios publicos. Assim, um ajuste no
calculo do ponto de corte do EIE utilizado para a triagem
soroldgicapode ser uma estratégia adequada para diminuir
0 numero de exames confirmatdrios, desde que nado
prejudique a sensibilidade do teste.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo comparar os
resultados obtidos pelos testes de triagem e confirmacdo
realizados em amostras de sangue dessecado em papel de filtro
e calcular um ponto de corte para o EIE que retorne menos
amostras falso positivas quando comparado ao IFl para LVC.

MATERIAIS E METODOS
Area

O estudo foi realizado no municipio deFortaleza (3 45’47 S, 38 2
31'23"” W), capital do Estado do Ceara, Brasil. A cidade é a quinta
capital mais populosa do Brasil, com 7.786,52 habitantes/km?
e ocupa 34Km de area costeira estendendo-se para o interior®.
O clima é predominantemente equatorial e intertropical, com
uma temperatura média de 27,5 2 C e umidade relativa de
77%. A precipitagdo média anual é de 1.378,3 mm, e a estagdo
chuvosa ocorre de fevereiro a abril. Apresenta uma populagdo
canina estimada de 250.000 animais.

Amostras de sangue

Foram utilizadas amostras de sangue periférico coletadas em
papel de filtro Klabin 80, através de puncdo auricular de 1.336
animais, provenientes do inquérito soroldgico canino realizado
pelo Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Fortaleza.

Testes sorologicos

A deteccdo da presenca de anticorpos anti-leishmania foi
realizada por meio da utilizagcdo de Kits de EIE e IFl para
diagndstico da LVC produzidos pela Bio-Manguinhos®/
FIOCRUZ e distribuidos a rede publica pelo Ministério da
Saude do Brasil. Os testes foram realizados de acordo com
as instrucoes do fabricante e em duplicata.

As amostras foram classificadas como reagentes ou ndo
reagentes utilizando-se dois pontos de corte. O primeiro
calculado de acordo com as instru¢des do fabricante e o segundo

a partir da drea sob uma curva Receiver Operating Characteristic
(ROC), utilizando-se os resultados obtidos por IFI como padrao.

As densidades dticas (DO) das amostras consideradas como
reagentes ou ndo reagentes em cada ponto de corte foram
comparadas. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivos e negativos, bem como a precisdao dos testes foram
calculados tomando os resultados obtidos por IFI como padrao.

Analise Estatistica

Foram calculados os valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos e de precisdo como descrito previamente por
Jekel” ( 1999). Os valores de corte foram estabelecidos para as
DOs obtidas por EIE por meio de uma curva ROC. Os resultados
dos testes foram comparados com base na area sob a curva ROC
(AUC), utilizando software MedCalc 8,0, Mariakerke, Bélgica.
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Figura 1. Na analise grafica ROC observam-se os valores dos parametros
de sensibilidade, representados no eixo Y, enquanto que no eixo X
estdo os valores correspondentes a especificidade. A andlise gréfica
ROC compara as DOs do EIE as leituras obtidas por IFl. O circulo branco
mostra o melhor par sensibilidade/especificidade obtido pelo teste.
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Figura 2. Distribuicdo de densidade 6ptica dos valores obtidos por
EIE (0) e das amostras consideradas reagentes por IFl (1) quando
testadas quanto a presenga de anticorpos anti-L.major-like. A
linha horizontal indica o ponto de corte com a melhor separagdo
(minimo de falsos negativos e falsos positivos) entre dois grupos.
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RESULTADOS

O EIE quando realizado em sangue dessecado em papel
de filtro e utilizando o ponto de corte determinado pelo
fabricante, classificou como reagente 886 (66,31%) das
1.336 amostras analisadas. Entretanto, quando submetidas
a IFl, apenas 142 (10%) foram consideradas reagentes em
diluigdes iguais ou maiores a 1:40.

Ap0ds a aplicacdo do ponto de corte calculado pela curva
ROC, a EIE considerou como reagente 507 (38%) amostras.

O ponto de corte do EIE, recomendado pelo fabricante,
apresentou alta sensibilidade, entretanto, baixa
especificidade e precisdo. O calculo do ponto de corte
obtido por meio da curva ROC, retornou ao teste uma
sensibilidade de 98,59%, especificidade de 69,01% e
precisdo de 72,16% (tabela 1).

Tabela 1. Valores obtidos para EIE utilizando-se diferentes
pontos de corte em uma amostra de cdes do Municipio de
Fortaleza, Ceara, Brasil.

Testes Ponto de corte Ponto de corte

fabricante curva ROC

XZCNx3;D0>0,180 DO >0,613
Sensibilidade 100,00% 98,59%
Especificidade 37,69% 69,01%
Valor preditivo - 100,00% 98,59%
Valor preditivo + 16,03% 27,45%
Precisao 44,31% 72,16%

DISCUSSAO

Devido as diversas apresentacdes clinicas, que abrangem
desde formas sintomaticas a assintomaticas, exames
complementares sdo necessarios para o diagndstico da
LVC, entre os quais os testes soroldgicos destacam-se como
os de eleicdo, pois apresentam alta sensibilidade, baixo
custo e facilidade de execu¢do®°. No Brasil, o Ministério da
Saude recomenda a triagem sorolégica por EIE confirmacao
das amostras reagentes por IFI°.

O IFl é considerado o padrdao outro para o diagndstico
da LVC e, apesar da grande varia¢do de dados, apresenta
elevada especificidade (63% a 97%) e sensibilidade (95% a
99.5%) 8,9. Entretanto, o emprego desta metodologia na
triagem soroldgica em inquéritos de grade escala ndo é
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aplicavel, pois a técnica ndo permite automacdo, tem alto
custo e depende da disponibilidade de técnicos treinados.

O EIE para LVC pode apresentar diferentes sensibilidades
e especificidades a depender da natureza do antigeno
empregado. Ferreira et al'® (2007) encontraram valores de
sensibilidade e especificidade de 100% e 96% utilizando
antigenos de L. donovani. Outros valores de sensibilidade e
especificidade foram encontrados para L. major-like (78,7%
e 82,8%) e L. braziliensis (95,7% e 97,7%) quando utilizados
na pesquisa de anticorpos contra leishmaniose tegumentar
americana®.

Quando comparado ao IFl, em estudo realizado por
Carvalho et al? (2008) o EIE apresentou sensibilidade
de 89.09%. Entretanto, apenas 25% das amostras
testadas foram confirmadas por IFl. Aguiar et al** (2010)
também encontraram resultados divergentes quando da
comparacgao dos resultados do EIE (27,9%) e IFl (3,1%) em
amostras de soro canino. Em outro estudo, Assis et al*
(2010), observaram especificidades mais proximas para o
EIE e a IFI (65,0% e 56,0%). As diferencas observadas entre
o EIE e a IFl oneram os laboratérios que trabalham com um
grande numero de amostras fazendo-se necessario, ajustes
no ponto de corte do teste de triagem.

Ajustes no ponto de corte podem ser aplicados ao EIE por
meio da analise de uma curva ROC. Nesta curva, a taxa
de verdadeiros positivos (sensibilidade) é plotada contra
o taxa de falsos positivo (100 - especificidade) obtendo-
se diferentes pontos de corte. Cada ponto representa
uma sensibilidade e especificidade correspondentea uma
decisdo limite especifica’®. Ao utilizar ponto de corte
calculado por uma curva ROC (DO > 0,613), obtém-se um
ponto de corte do EIE para LVC a partir dos resultados
obtidos pelo teste padrao ouro e adequa-se a sensibilidade
e especificidade. Este ajuste diminui a quantidade de testes
confirmatdrios, uma vez que o teste de triagem classificara
menos amostras como reagentes.

Por outro lado a IFl, utilizada como padrao, pode estar
resultando em um grande numero de falsos negativos.
Novos trabalhos devem ser realizados para comparar os
resultados obtidos por EIE a novos métodos dedetecc¢do
de anticorpos anti-leishmania ou que detectem a presenca
de parasitos como o RT-PCR. Entretanto, enquanto as
confirmacdes da sorologia para LVC forem realizadas
por IFl, o novo do ponto de corte proposto para o EIE
podera promover uma melhor aplicabilidade do teste,
pois retornard um menor nimero de amostras para a IFl,
trazendo agilidade e diminuicdo de custos.
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