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Introducao

— A Leishmaniose Visceral Humana € endémica
em mais de 47 paises nas Ameéricas central e
do sul, norte da Africa e regido sub-saariana,
Europa mediterrdnea e Sudeste da Asia.

— Estd em crescimento de nimero de casos no
Nordeste, principalmente nas periferias das
grandes cidades.
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Projeto

Introducao:

— LimitacOes de investigacOes anteriores:

e Auséncia de um teste de referéncia consensual
— IFI, parasitologicos nos caes doentes e caes
de areas nao endémicas, PCR ..

 Dificuldade de classificacao correta de caes
sem manifestacoes clinicas de LVC

 Forma de selecao dos caes: nao probabilistica
ou sequencial

e Superestimacao da acuracia dos testes?



Objetivos

Avaliar a acuracia, confiabilidade do ensaio imunoe nzimatico na deteccao
de anticorpos IgG especificos para o diagnostico da LVC causada por
Leishmania .

Especificos
—  Estimar a confiabilidade e reprodutibilidade do kit de ensaio

Imunoenzimatico para leishmaniose visceral canina (EIE-LVC)
produzido por Bio-Manguinhos;

—  Estimar medidas de validade de diagnostico (acuracia:
sensibilidade, especificidade e raz&o de verossimilhanca, area
sob a curva ROC) e os valores preditivos do kit EIE-LVC de Bio-
Manguinhos;

—  Efetuar uma analise comparativa dos parametros obtidos no EIE-
LVC frente a Imunofluorescéncia Indireta (IFl);

— Avaliar a acuracia e comparar a densidade 6ptica do ensaio
Imunoenzimatico segundo o espectro clinico da LVC,;

—  Correlacionar os resultados do teste EIE com dados
epidemioldgicos.



Método

Delineamento do estudo e populacéao alvo

— Trata-se de uma investigacao de validacao diagnoéstica do
ensaio imunoenzimatico para leishmaniose visceral canina, no
municipio do Rio de Janeiro e Belo Horizonte, com amostras

coletadas no periodo de 1 de marco de 2006 a 1 de julho de
2007

Variaveis de interesse
« Caracterizacao clinica dos caes - lesGes cutaneas e mucosas,
especificando o numero, localizacao e caracteristicas.

— Em todos os animais foram coletadas duas amostras de pele integra:
do pavilhdo auricular direito e escapula.

— Se houvesse lesao, essa foi biopsiada junto com o pavilhao auricular
direito.

» Localizacdo/endereco (exposicao a doenca)
* Resultados laboratoriais



Tamanhos amostrais

— Minimo: 402 caes doentes e 402 caes nao doentes

Considerando uma sensibilidade de 95% (para o teste referéncia - IFl), uma
sensibilidade esperada de 94% (para o método em avaliacéo - EIE); uma
diferenca limite de equivaléncia entre os dois métodos de 3%, um nivel de
significancia de 5% e um poder de 80% utilizando-se a formula de calculo
amostral para equivaléncia de duas proporcoes.

estimativas de sensibilidade e especificidade para o teste de referéncia IFl
(Mancianti & Meciani, 1988; Ciaramella et al., 1997; Zijlstra et al., 1998;
Scalone et al., 2002) e foram consideradas com cautela as limitacoes
particulares de cada uma delas.

— O tamanho amostral para verificacao de reprodutibilidade foi estimado em
no minimo 208 soros devendo ser testados por dois observadores
independentes, para um Coeficiente de Correlacéo Intraclasse de 0,95,
um nivel de 95% de confianca e um erro absoluto de 0,02. Estas amostras
serao selecionadas randomicamente por meio de lista de nUmeros
aleatorios dentre as analisadas em duplicata.




Criterios de Elegibilidade

- Critérios de incluséao:
e Caes suspeitos de LVC na busca ativa
e 2 caes vizinhos do suspeito na busca ativa

e Caes assintomaticos da area endémica
(sistematico).

— Critérios de exclusao:
* Donos nao permitem gue cao participe.
e Caes com material/dados insuficiente para analise
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OPERACIONALIZACAO DO “PADRAO OURO”

Figura 1. Operacionalizacao do “Padrao Ouro”
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. Grupo de cées considerados infectados L. chagasi .

Grupo de cades considerados controles: sem infec¢éo com L.chagasi ou com infec¢gdes por
outras leismanias.




Metodologia

Protocolo Técnico ELISA
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Consideracoes éticas

O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) fol submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais da Fundacao
Oswaldo Cruz (CEUA-FIOCRUZ) sob o
numero P-0286/06, sendo assinado pelos
donos dos animais incluidos neste projeto
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Plano de Analise

— Confiabilidade / Repetibilidade:

 Foram realizadas duas leituras oOpticas, em
momentos distintos e pelo mesmot écnico
treinado de uma mesma amostra. Nas
duas leituras fol garantido 0
mascaramento do status diagn d4stico.

* Numeéricos: Correlacao Intraclasse Coeficiente de
Variacao.

e Graficos: Altman-Bland.



Plano de Analise

— Resultados intermediarios (zona cinza):
» Estudados através da curva ROC.

— Plano de analise:
Exploracao sumaria
Estimativas de confiabilidade
Estimativas de validade

Estimativas de ponto de cortes e valores
Indeterminados



Caracteristicas clinicas

Cultura Positiva

Cultura Negativa

Peso 3,0 Kg (11Q 2,0 — 14,0) 11,0 Kg (11Q 5,0 - 18,0)
Temperatura 39,0 °C (38,5 - 39,4) 39,0 °C (38,5 — 39,6)
Apatia 88 /121 (72,7%) 245 | 633 (38,7%)

Estado geral Bom

401 (93,7%)

350 (93,3%)

Regular 21 (4,9%) 9 (2,4%)
Ruim 6 (1,4%) 11 (2,9%)
Ulceras crostosas 38 (19,2%) 72 (8,9%)
Emagrecimento 68 (18,1%) 33 (7,7%)
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Repetibilidade

A confiabilidade do EIE-LVC fol excelente analisando-se
pelas densidades oéticas

CCI 0,98 (0,98: 0,98)

e Qu por faixas de resultado do exame incluindo a categoria
“Inconclusivo”

Kappa ponderado (KW) = 0,95 (SE 0,03).
* A confiabilidade do IFI foi menor

KW 0,84 (SE 0,03).



Repetibilidade das duas afericbes mascaradas do EIE LVC Bio
Manguinhos (n = 802)
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Coeficiente de correlacao de concordancia

Variable Y DO 12 afericao EIE LVC
Variable X DO 22 afericao EIE LVC
Tamanho Amostral 802

Coeficiente de corrrelagcao de concordancia (IC 95%) (0,99 (0,98 - 0,99)

Pearson (precisao) 0,99

Fator de correcéo para Viés Cb (acuracia) 0,99



Kappa ponderado para EIE LVC categorizado pelo Cut-off em 1
positivo, 2 negativo e 3 indeterminado

EIE — 128, Afericéo

EIE — 2a. afericéo 1 3
; 367 0 368 (98,1%)
0 5 0 5(1,3%)
0 2 0 2 (0,5%)
367 8 0 375
(97,9%) (2,1%) (0,0%)
Kappa ponderado 0,95
Erro padrdo (Kw'=0) 0,33

Erro padrédo (Kw'#0) 0,05



Bland_Altman — repetibilidade EIE LVC Bio-Manguinhos segundo
presenca de caquexia (1) ou nao (2).
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Validade

Variavel do 1 (Densidade otica do EIE LVC)

Variavel de referéncia (N)  Cultura (1) Sim = 375 N&o (2) = 427

Area sob a Curva ROC (IC 95%) 0,96 (0,94 — 0,97)

Nivel de significancia de p (AUC = 0,5) 0,0001

Cut-off Sens 95% IC  Especif 95%IC +RV  -RV VP+ VP-
>0,488 9493 92,2-969 86,4 828-895 6,99 0,06 86,0 95,1

Prevaléncia da LVC (%) 46,8%
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Concordancia entre-avaliacoes ordinais (kappa)

IFI_2 1 2 3
1 564 3 5 572 (71,3%)
2 2 184 16 202 (25,2%)
3 8 14 6 28 ( 3,5%)
574 201 27 802
(71,6%) (25,1%) ( 3,4%)
Kappa Ponderado 0,810
Erro padrao (Kw'=0) 0,035

Erro padrao (Kw'#0) 0,029



Confiabilidade entre eie 1
ELISAe Resultado EIE 1

IFI ifi_ 1
Resultado IFI 1

Observer A
Observer B 1 2 3
1 451 116 7 574 (71,6%)
2 6 194 1 201 (25,1%)
3 1 26 0 27 (3,4%)
458 336 8 802
(57,1%)  (41,9%)  (1,0%)
Kappa ponderado 0,60
Erro padrao (Kw'=0) 0,03

Erro padrao (Kw'#0) 0,03



Conclusoes

 EIE LVC Bio-Manguinhos apresenta
parametros de acuracia e repetibilidade
excelentes a muito boa, e devido a
praticidade pode ser implementado como
exame de escolha para triagem dos
animais suspeitos em vigilancia desta
Z00Nnose.



