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RESUMO

Os métodos diagnésticos empregados nos programas de controle da filariose linfatica
tém sido baseados na coleta de sangue noturno para detecgédo de microfilaria, podendo
ser exaustivos, tanto para os residentes das areas quanto para as equipes técnicas.
Além disso, métodos parasitologicos apresentam inadequada sensibilidade, usualmente
nao diagnosticam o total de pessoas com risco de desenvolver manifestagbes cronicas
ou agudas. Na abordagem epidemioldgica, um dos métodos diagndsticos mais
promissores é a pesquisa de antigeno circulante de Wuchereria bancrofti. Atualmente,
dispbe-se de ensaios imunoenzimaticos (“enzyme-linked immunosorbent assay” —
ELISA) e imunocromatogréaficos (ICT). Estes deverdo ser capazes de identificar os
locais que necessitam de intervencdes e avaliar o impacto da estratégia a ser aplicada.
Este trabalho se prop0s validar os testes que detectam os antigenos circulantes filariais
(ELISA-Og4C3 e ICT), em inquérito populacional, no distrito de Cavaleiro, municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, area endémica de filariose no Estado de Pernambuco,
Brasil. Para tal, foi realizado o estudo de validacdo usando ELISA-Og4C3, ICT e a gota
espessa, sendo este Ultimo o padrédo ouro, em amostra oriunda de um banco de dados
referente ao inquérito epidemiolégico para filariose, realizado no distrito em estudo, no
ano de 2001. A populacéo do estudo abrangeu 214 individuos microfilarémicos; destes,
34 ndo foram localizados ou ndo desejaram realizar o teste, sendo examinados 180
individuos pelos monoclonais e pela gota espessa. Para cada positivo foram
identificados aleatoriamente dois negativos para o ICT, totalizando uma amostra de 546
pessoas e, para 0 Og4C3, foram selecionados aleatoriamente trés negativos, atingindo
uma amostra de 806 individuos. Foram encontrados os seguintes resultados na
validacdo do Og4C3, utilizando como padrdo ouro a gota espessa: sensibilidade de
96,1%, especificidade de 85,3%, valor preditivo positivo de 65,8%, valor preditivo
negativo de 98,7% e acuracia de 87,7%. No entanto, os resultados da validacdo do ICT,
empregando o mesmo teste de referéncia, apresentaram sensibilidade de 94,4%,
especificidade de 90,7%, valor preditivo positivo de 83,3%, valor preditivo negativo de
97,1% e acurécia de 91,9%. O teste ideal para inquérito populacional seria aquele com
alta sensibilidade e elevado valor preditivo negativo, que ofereceria maior seguranca de
gue, no caso hegativo, o individuo ndo teria a doenca, associado a uma alta
especificidade e valor preditivo positivo, que definiria com seguranca que o resultado
positivo se referia a um individuo doente. Com isso, o estudo de validade na pesquisa
antigénica ELISA-Og4C3 e ICT néo pode ser qualificado como um teste ideal. A técnica
antigénica mais adequada para utilizagdo em triagens de inquéritos populacionais na
Regido Metropolitana do Recife € o ICT que, aléem de apresentar uma melhor
especificidade, valor preditivo positivo e acuracia, também €& de facil execucdo em
trabalhos de campo, possibilitando a obtengdo mais rapida dos resultados.

Palavras-chave: filariose bancroftiana, inquérito epidemioldgico, ELISA-Og4C3, ICT,
gota espessa
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ABSTRACT

The classical methods for the diagnosis of bancroftian filariasis by the way of
microscopic examination of thick blood smears, collected usually at night, are not
sensitive enough neither perfectly trustful. Other available methods have been
considered as more practical, as the enzyme-linke immunosorbent assay — ELISA and
ICT. These methods will be able to identify more precisely critical areas the target of
Health Programs. This work try to evaluate those methods using a population inquiry
realized in the district of Cavaleiro, in the city of Jaboatdo dos Guararapes. The three
methods mentioned ELISA, ICT and the classical thick blood smears, the last used as a
gold standard, were compared with the data of 214 infected persons that were found in
the epidemiological inquiry realized in 2001. These are some results: the ELISA-Og4C3
showed a 96.1% sensibility, a negative predictive value of 98.7% and a precision of
87.7%. The ICT showed a 94.4% sensibility, a negative predictive value of 97.1% and a
precision of 91.9%. The most useful method is the one which present a higher sensibility
and a higher negative predictive value. This dissertation argues that neither ELISA nor
ICT can be considered ideal tests. Notwithstanding, ICT is indicated in this work as an
adequate method to be used in Metropolitan Region of Recife, because of its better
general results and because it is the more practical.

Key-words: bancroftian filariasis, epidemiological inquiry, ELISA-Og4C3, ICT e blood
smears.
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A filariose linfatica, em 1993, foi incluida pela Forca Tarefa Internacional para a
Erradicacdo de Doengas como uma das seis doencas infecciosas consideradas
erradicaveis ou potencialmente erradicaveis (CENTER FOR DISEASES CONTROL,
1993). No Brasil, a plenaria do Conselho Nacional de Saude homologou a resolucao
CNS n°190, de 13 de junho de 1996, iniciando o programa de eliminacao da filariose
linfatica. Esse programa € baseado em ac¢les para o controle da endemia, sendo a
coordenacdo delegada as Secretarias Estaduais e a execugcdo as Secretarias
Municipais (MINISTERIO DA SAUDE. FUNASA, 1997).

Assim, o0s recursos para 0os municipios foram liberados através de convénios
celebrados entre estes e a Fundacdo Nacional de Saude. Desta forma, foram alocadas
verbas para os seguintes estados e municipios brasileiros, respectivamente: no Para, a
capital, Beléem; em Alagoas, a capital, Maceio; e, em Pernambuco, as cidades de
Camaragibe, Cabo de Santo Agostinho, Jaboatdo dos Guararapes, Itamaraca, Moreno,
Olinda, Paulista e Recife. Cada um desses municipios tinha autonomia em relagéo as

estratégias adotadas no inquérito(MINISTERIO DA SAUDE. FUNASA, 2000).

Em Pernambuco, a Secretaria Estadual de Saude convocou os municipios da
Regido Metropolitana do Recife para discutir uma proposta para o Estado e elaborou
um plano de intervengdo sobre a filariose, em 1998, cujas principais diretrizes foram:
promover a articulacdo entre os diversos niveis do Governo, incluir agcdes de controle da
filariose no planejamento orcamentario e capacitar recursos humanos (MINISTERIO DA

SAUDE - FUNASA, 2000).

A Organizacao Mundial de Saude sugere que, em areas endémicas para filariose

linfatica, devem ser utilizados testes rapidos (ICT card), bem como enzyme-linked
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immunosorbent (ELISA) (OTTESEN, 1994; OTTESEN et al., 1997). Através dos testes,
devera ser possivel identificar os locais que necessitam de intervengdes e avaliar o
impacto da estratégia a ser aplicada (MANOHARAN; KEERTHISEETAN; RAMAIAN,
1997). J& em é&reas sabidamente endémicas, os métodos laboratoriais deverdo ser
capazes de mensurar a real situagdo em termos de transmissibilidade, principalmente a
prevaléncia e a extensdo da endemia, parametros que devem estar igualmente
disponiveis. Ademais, deverédo identificar a interrupcdo da transmissao, em campanhas

de controle, ou mesmo caracterizar o fracasso do controle.

Entretanto, sdo escassos 0s dados referentes ao uso de pesquisa antigénica, em
inquéritos populacionais sobre filariose, para responder estes questionamentos, em
especial no Brasil. Os dados disponiveis provém, de uma maneira geral, de grupos
especificos (pacientes assistidos em ambulatorios) que, muitas vezes, ndo refletem a

populagéo geral.

1.1 - Distribuicéo geografica da filariose linfatica

A filariose linfatica, causada pela Wuchereria bancrofti, atinge aproximadamente
120 milhdes de pessoas, no mundo. Como é uma doenca que ocorre em regides
tropicais e subtropicais, distribui-se em regibes na Africa, com 50,57 milhdes de
pessoas infectadas, na Asia, com 62,35 milhdes, nas llhas do Oceano Pacifico, com
1,80 milhdes, e nas Américas, com 40 mil (MICHAEL; BUNDY, 1997; WORLD HEALTH

ORGANIZATION - WHO, 2000).
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Nas Américas, a doenca se distribui nos seguintes paises: Brasil, Costa Rica,
Republica Dominicana, Haiti, Guiana, Suriname e Trindade-Tobago (WHO, 2000). Em
1997, Michael e Bundy estimaram uma prevaléncia, para o Brasil, de 0,03% para a
filariose bancroftiana, em relacédo a populacao total.

No Brasil, cerca de 3 milhdes de pessoas residem em areas de risco, 0 que
equivale, aproximadamente, a 1,8% da populacdo total (WHO, 2000). A primeira
descricdo desta patologia data de 1910, mas seu controle so foi iniciado nos anos 50
(FRANCO; SILVA LIMA, 1967). No periodo de 1951 a 1955 inquéritos hemoscoépicos
foram realizados, por meio de busca ativa, com cobertura populacional censitaria em 24
localidades brasileiras, sendo consideradas com casos autoctones de microfilaremia as
cidades de Manaus — AM, Florianépolis — SC, Porto Alegre — RS, Salvador — BA, Belém
— PA, Macei6 — AL e Recife — PE (FRANCO; SILVA LIMA, 1967; RACHOU; DEANE,
1954).

Em 1956, outros inquéritos foram realizados, em 852 localidades de 24 unidades
da Federacdo. No entanto, apenas 11 dessas localidades foram classificadas como
endémicas, pela presenca de individuos microfilarémicos e de mosquitos vetores com
larvas infectantes de Wuchereria bancrofti, conforme mencionadas a seguir, em ordem
decrescente de indices de microfilaremia: Ponta Grossa — SC (14,5%); Belem — PA
(9,8%); Barra de Laguna — SC (9,4%); Recife — PE (6,9%); Castro Alves — BA (5,9%);
Florianépolis — SC (1,4%); Sao Luis — MA (0,6%); Salvador — BA (0,4%); Maceié — AL
(0,3%); Manaus — AM (0,2%) e Porto Alegre — RS (0,1%); os maiores indices de
infectividade vetorial foram encontrados nos estados do Para, Pernambuco e Santa

Catarina (FRANCO; SILVA LIMA, 1967).
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A partir dos anos 60, o Departamento Nacional de Endemias Rurais considerou
gue, dentre as areas trabalhadas, as Unicas que ainda representavam problema de
saude publica eram Recife, Belém, Salvador e Florian6polis. Ainda segundo esse
relatorio, as cidades de Barra de Laguna e Ponta Grossa foram consideradas apenas
pequenos focos, e, em Maceid, a endemia estava sob controle (RACHOU, 1960).

Assim, ao final da década de 60, as campanhas detectaram que 0s principais
focos da endemia, no Brasil, estavam restritos as cidades de Recife, Belém e Salvador.
Portanto, as intervencdes realizadas, a partir desta constatacdo, deveriam priorizar
essas areas (MINISTERIO DA SAUDE. SUCAM, 1985; 1989).

A partir de 1970, as agles de controle da filariose, no Brasil, passaram a ser
realizadas pela Superintendéncia de Campanhas em Saude Publica; as estratégias
adotadas apresentavam poucas diferencas em relacdo as anteriores, excetuando a
criacdo de postos fixos de coleta, do tipo busca passiva, para atendimento da demanda
espontanea (MINISTERIO DA SAUDE. SUCAM, 1983).

O Ministério da Saude, em 1977, considerou como areas endémicas as cidades
de Belém, Vigia, Soure e Cameta, no Para; Salvador e Castro Alves, na Bahia; e Recife,
em Pernambuco (MINISTERIO DA SAUDE, 1977).

Os trabalhos desenvolvidos no periodo de 1979 a 1983 revelaram que a filariose,
no Brasil, ndo apresentava a mesma gravidade do passado. Assim, a endemia
continuou a ser considerada como de importancia médico-sanitaria apenas nos focos
residuais de Belém — PA e Recife — PE (MINISTERIO DA SAUDE. SUCAM, 1983).

Em 1989, o Ministério da Saude considerou que o Recife ainda era o principal
foco, no pais (MINISTERIO DA SAUDE. SUCAM, 1989), em decorréncia do aumento

da prevaléncia, de 0,5%, em 1985 (MINISTERIO DA SAUDE. SUCAM, 1985), para
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6,5%, em 1990 (MACIEL et al., 1996). Um estudo identificando a procedéncia de casos
autéctones de infectados e o indice de infectividade vetorial evidenciou a ocorréncia de
transmiss@o ativa nos trés principais municipios da Regido Metropolitana do Recife:
Olinda, Recife e Jaboatdo dos Guararapes (MEDEIROS et al.,, 1992). No entanto,
inquéritos epidemioldgicos realizados na cidade de Olinda revelaram indices
microfilarémicos maiores que os do Recife, com uma prevaléncia de 12,3% (MACIEL et
al., 1994).

Em 1996, ap0s a elaboracdo do Plano Nacional de Eliminacdo da Filariose
Linfatica, pelo Ministério da Saude, foram realizados inquéritos em oito municipios do
Estado de Pernambuco, utilizando-se a pesquisa de microfilarias pela gota espessa

(MINISTERIO DA SAUDE. FUNASA, 2000).

No Recife, o trabalho foi estratificado por microrregibes, sendo encontradas
prevaléncias que variaram desde 0,1% a mais de 3%. No municipio de Olinda foram
realizadas 3.232 coletas, com uma prevaléncia média de 1,3%. Em Itamaracd, foram
realizados 7.553 exames, sendo encontrados 13 casos de microfilaremia, distribuidos
em sete localidades, cinco destas eram autoctones do municipio. No municipio de
Camaragibe, foram analisadas 1.554 pessoas, com o diagnéstico de dois
microfilarémicos, sendo os casos aloctones do municipio. Em Moreno, examinaram-se
2.504 individuos, sendo identificados dois portadores de microfilaremia, provenientes do
Recife; entretanto, nas entrevistas foram relatadas diversas queixas clinicas. No Cabo
de Santo Agostinho, foram examinados 8.018 residentes, sendo diagnosticados seis
microfilarémicos. Os dados do municipio de Paulista ndo foram apresentados

(MINISTERIO DA SAUDE. FUNASA, 2000).
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No caso de Jaboatdo dos Guararapes, encontram-se disponiveis apenas 0s
dados referentes ao Distrito de Cavaleiro, onde foram examinados 9.520 individuos,

constatando-se uma taxa de prevaléncia de 2,2% (BONFIM, 2002).

1.2 - Diagnd@stico dafilariose

As dificuldades em realizar o diagnéstico da filariose bancroftiana decorrem, em
parte, da grande diversificacdo das manifestacdes clinicas, dependentes de fatores
relacionados com o parasita, com a resposta imunologica apresentada pelo paciente e
outros co-fatores. O diagnostico laboratorial da infeccdo filarial € tradicionalmente
baseado na pesquisa do parasita, tanto pela deteccdo do embrido na corrente
sanguinea, como pela identificagdo do verme adulto, vivo ou morto (DREYER; ROCHA,

1996).

A biologia molecular é atualmente utilizada para a pesquisa de DNA filarial
(estrutural ou livre), detectado pela técnica da Reacdo de Polimerase em Cadeia —
PCR, para verificacdo de infecgdo em mosquitos, como também nos diversos liquidos

biolégicos.

A técnica utilizando anticorpos circulantes para o diagnostico da infeccdo ou
doenca filarial € pouco promissora, quer na rotina ou na pesquisa. Atualmente, a
pesquisa de antigeno circulante € o foco de estudo de varios pesquisadores,

demonstrando ser uma forma factivel de diagnéstico.
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Reacdes cruzadas entre os antigenos filariais e os antigenos de outros parasitas
existentes nas regibes endémicas contribuem para dificultar a padronizacdo de um
teste diagnostico. Este fato, sem divida, constitui um dos problemas mais persistentes

no imunodiagnaostico da infeccéo filarial (LAL; OTTESEN, 1988).

1.2.1 - Pesquisa do parasita

Qualquer que seja a metodologia parasitologica utilizada, a pesquisa da
densidade parasitaria deve obedecer a periodicidade da microfilaria. No caso das areas
endémicas de W. bancrofti, no Brasil, as microfilarias séo de periodicidade noturna; em
especial, na Regido Metropolitana do Recife o pico de microfilaremia ocorre de 23:00 a

01:00 hora (DREYER et al., 1996a).

A técnica padrdo para diagnosticar individuos com a infeccgéo filarial, com base
na deteccao de microfilaria no sangue periférico, € 0 exame da gota espessa, podendo
ser mensurada ou ndo mensurada (DREYER et al., 1996a). Esta técnica tem a
vantagem de apresentar boa sensibilidade e ser de baixo custo (MEDEIROS et al.,

1999).

A partir da presenca de 100 e 60 microfilarias por mililitro de sangue, a gota
espessa apresenta 100% de sensibilidade, quando comparado com a filtracdo, usando-
se 20 e 60 microlitros de sangue capilar, respectivamente. Entretanto, esta
sensibilidade cai para 26% e 52%, se o nivel de parasitemia estiver entre 1 e 30
microfilarias por mililitro, utilizando-se 20 e 60 microlitros de sangue, respectivamente

(DREYER; ROCHA, 2001). Essa sensibilidade, no entanto, depende do volume de
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sangue coletado, do horario de coleta (devido a periodicidade) e da habilidade e
dedicacdo do microscopista (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997). As microfilarias de W.
bancrofti devem ser distinguidas das outras espécies, quando ocorrem na mesma area
geografica, ou quando o paciente tenha residido em locais onde existem diferentes

espécies filariais (REY, 1991).

No entanto, Moulia-Pelat et al. (1992) consideram que a gota espessa nao
constitui uma ferramenta confiavel para avaliacdo da microfilaremia, pois a técnica
diagnosticou 44% (30/69) dos portadores com baixas e ultrabaixas densidades de
microfilarias. Esse resultado ratifica as observa¢cdes de Desowitz, Southgate e Mataika
(1973), sugerindo que a gota espessa ndo deve ser a Unica técnica utilizada em

inquéritos nas areas hipoendémicas.

Apesar de algumas discordancias, a gota espessa permanece como padréo para
o diagnostico da infeccéo filarial (DREYER et al., 1996a), pelo seu custo, em inquéritos
de base populacional. Apesar da baixa sensibilidade da técnica, ela pode fornecer uma

medida indireta da carga de vermes adultos (ROCHA et al., 1996).

Duas técnicas de concentracdo em sangue venoso sao adotadas na pesquisa de
microfilarias, ambas utilizando maiores volumes de sangue (1 mililitro ou mais), o que
aumenta bastante a sua sensibilidade (DREYER; DREYER, 2001). A técnica descrita
por Knott, em 1939, foi a primeira a ser empregada, consistindo na analise da
concentragdo do sedimento obtido, por centrifugacdo, de um volume de 1-5 mililitro de
sangue; é a técnica escolhida para diferenciar as espécies de microfilarias (KNOTT,

1939).



30

A técnica de Knott foi a primeira a ser empregada. Contudo, por se tratar de uma
técnica laboriosa, tende a ser substituida, especialmente em trabalhos de pesquisa,
pela filtracdo em membrana de policarbonato, considerada o gold test para pesquisa de

microfilaria em diagnostico individual (DREYER; DREYER, 2001).

A técnica de filtragdo em membrana de policarbonato € mais sensivel, sendo
atualmente muito utilizada em pesquisas, uma vez que quantifica com maior precisédo a
densidade da microfilaria. Essa técnica possibilita a separacdo das microfilarias da
amostra de sangue, através de membranas da marca Nuclepore® (DENNIS; KAEN,

1971).

Com o advento da membrana de policarbonato (DENNIS; KAEN, 1971), pode-se
filtrar um volume bem maior de sangue e quantificar a microfilaremia de forma bastante
acurada e rapida, possibilitando identificar o parasito em individuos com baixa
densidade de parasitemia, fato particularmente importante para o critério de cura apés o
tratamento. O Unico inconveniente de sua utilizacdo diz respeito ao elevado custo,

quando comparado com a gota espessa (DREYER; NOROES, 1997).

Ambas as técnicas, Knott e filtracdo, s@o pouco utilizadas na rotina
epidemioldgica, vez que a coleta do material biolégico é feita no horario de 23:00 a
01:00 hora, por puncéo venosa. Ademais, o método de Knott € considerado laborioso e

a filtracdo onerosa (DREYER, 1994).

A deteccdo do verme adulto de W. bancrofti, atualmente, pode ocorrer de duas
formas: através do encontro do parasito, morto ou vivo. O exame histopatoldgico,
através da biopsia de linfonodos e nédulos linfaticos, pode confirmar a presenca de

verme adulto no material examinado (JUNGMANN; FIGUEREDO-SILVA; DREYER,
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1991). Através deste exame, € possivel detectar, no mesmo material, vermes adultos
degenerados, calcificados ou nao, total ou parcialmente reabsorvidos, e outros
aparentemente integros (FIGUEREDO-SILVA et al., 1994; JUNGMANN; FIGUEREDO-
SILVA; DREYER, 1991). Normalmente, a adenectomia, como método de diagndstico de
doenca filarial, ndo deve constituir uma rotina na pesquisa do parasito, apesar de ter
espaco, no diagnostico diferencial, em relacdo a outras adenopatias. Por outro lado, a
persisténcia da suspeita de filariose e sua falta de comprovacgéo clinico-laboratorial
levam & indicacdo de bidpsia de nodulos em vasos linfaticos encontrados ao exame

fisico, principalmente no contetido escrotal (DREYER; DREYER, 2001).

A visualizacdo dos vermes adultos de W. bancrofti por imagem ultra-sonografica
em linfaticos periféricos constitui atualmente um método de imagem utilizado para o
diagnostico da filariose. Sua utilizacdo tornou-se possivel devido ao fato de que os
vermes adultos vivos tém um movimento peculiar dentro dos vasos linfaticos, que foi
chamado de “sinal da danca da filaria” (AMARAL et al., 1994). Os vermes sao
encontrados formando verdadeiros “ninhos” e ndo se deslocam do local em que se
encontram (DREYER et al., 1994). Nos homens, os vasos linfaticos intra-escrotais
parecem ser a localizacao preferencial dos vermes adultos. Cerca de 80% dos homens

infectados tém parasitas adultos nesse sitio (DREYER et al., 1996d).

Nas mulheres e criangas, a frequéncia na visualizagdo de vermes adultos é
menor, parecendo ndo haver um local preferencial para a permanéncia desses “ninhos”,
embora ja tenham sido detectados, por ultra-sonografia, em vasos linfaticos da regido
mamaria feminina (DREYER et al., 1996d). Entre as criancas, ja foram registrados

casos na regido axilar e cervical (DREYER et al., 1999).
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Com base nesta metodologia, foi possivel detectar os amicrofilarémicos
assintomaticos, portadores de vermes adultos vivos, incluindo-se assim no diagndéstico

mais um grupo de individuos infectados nas areas endémicas (DREYER et al., 1996c).

1.2.2 — Pesquisa do DNA

Nos anos 90 foi constatado que o genoma da W. bancrofti tem sequéncias curtas
e repetidas (DISSANAYAKE; MIN; PIESSENS, 1990). Posteriormente, Raghavan et al.
(1991) construiram uma biblioteca de expressdo (cDNA). Desta forma, tem-se
demonstrado que o genoma de B. malayi e de W. bancrofti € formado por cerca de 70 a
80% de pares de bases do tipo timina — adenina (XIE; BAIN; WILLIAMS, 1994). Essas
sequéncias sao distribuidas de forma altamente repetitiva e enfileirada (em tandem),
sendo designadas de “familias repetitivas” (DISSANAYAKE; MIN; PIESSENS, 1990;

ZHONG et al., 1996).

Com isso, quatro sequéncias de familias, género e espécie-especificas foram
identificadas por genoma hapldide, dispersas no genoma de W. bancrofti, podendo ser
utilizadas com o propadsito de diagnostico: 1) pWwB35, com 1.300 pares de base e 500-
1.000 copias (DENHAM; McGREEVY, 1977); 2) pWb12, com 969 pares de base e 450-
700 copias (SIRIDEWA et al., 1994); 3) Sspl, com 195 pares de base e 300 copias
(ZHONG et al., 1996) e 4) Accl, com 254 pares de base, ndo tendo sido determinado o
numero de copias (ABBASI et al.,, 1999). Essas quatro sequéncias de familias
repetitivas tém sido utilizadas na construcdo de indicadores (primers) que permitem
uma alta sensibilidade e especificidade na deteccdo do DNA do género Wuchereria

(WHO, 1993; WILLIAMS et al., 1999).
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR, no diagndstico de W. bancrofti, tem
sido utilizada para ampliar a sequéncia de familias repetitivas (pWB35, pWwb12, Sspl e
Accl), sendo sensivel para detectar até 0,1 picograma de DNA. Isso corresponde a,
aproximadamente, 1% do DNA contido numa microfilaria ou larva infectante

(CHANTEAU et al., 1994; ZHONG et al., 1996).

Por ser a PCR uma técnica que possibilita uma ampla aplicacdo do diagnéstico
das doencas infecto-parasitarias, muitos pesquisadores estdo trabalhando no sentido
de detectar o DNA de W. bancrofti nos diversos liquidos biologicos humanos (LUCENA
et al.,, 1998; ZHONG et al., 1996). Esta técnica apresenta uma alta sensibilidade;
contudo, a positividade do teste, ao que parece, esta diretamente relacionada com a

presenca da microfilaria no material analisado (WILLIAMS et al., 1996).

A eficiéncia da sequUéncia desejada, através da PCR, pode variar de amostra a
amostra, dependendo da quantidade de DNA obtida durante o processamento
metodoldgico. A padronizacdo da PCR poderd diminuir a quantidade de inibidores
presentes nos diversos liquidos biologicos, evitando resultados falso-negativos. Apesar
da técnica de biologia molecular ndo estar sendo utilizada na rotina em bancroftose, por
ainda néo ter sido validada, sua aplicacdo parece bastante promissora, tanto a nivel

individual, como em estudos epidemiolégicos (ROCHA; AYRES; FURTADO, 2002).

1.2.3 - Pesquisa de anticorpos circulantes

Os testes preconizados para a pesquisa de anticorpos na doenca filarial, até o

momento, utilizam extratos brutos dos parasitos homodlogos, por exemplo, a
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imunofluorescéncia indireta para W. bancrofti, ou heterdlogos, por exemplo, a
imunoenzima ensaios (ELISA), com vermes adultos de B. malayi. Isso provoca,
geralmente, reacfbes cruzadas com outras infeccdes, acarretando prejuizo para a

especificidade do teste (ROCHA, 1995).

Na década de 70, a imunofluorescéncia indireta foi aplicada no diagnéstico da
filariose bancroftiana, utilizando como antigeno a propria microfilaria de W. bancrofti
(SANTOS; SANTOS; AZEVEDO, 1976). No entanto, foi verificada uma alta
sensibilidade e uma baixissima especificidade (DREYER et al., 1991). Assim, esta
técnica ndo mais foi recomendada para uso na rotina clinica nem na rotina

epidemioldgica.

A presenca de altos titulos de anticorpos da classe IgG e do isotipo IgG4 contra
extrato antigénico bruto sollvel de verme adulto de B. malayi foi detectada em pessoas
infectadas por W. bancrofti (OTTESEN et al., 1985). A reacdo cruzada nos testes
soroldgicos filariais, baseados na deteccéo de IgG total, € ocasionada pela presenca de
antigenos com fosforilcolina, como entre helmintos e protozoarios, causando uma baixa

especificidade (LAL; OTTESEN, 1988).

As técnicas soroldgicas que utilizam a deteccdo de anticorpos geralmente néo
diferenciam os individuos com infeccdo ativa daqueles com infeccdo passada ou os
individuos que ja tenham sido expostos as larvas infectantes de forma esporadica ou
continua, mesmo que nado se tornem infectados (ROCHA, 2000). Um problema
adicional na deteccao de anticorpos é a acentuada presenca de antigenos de outros

parasitas nematodas (KAGAN, 1963).
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O uso de antigenos purificados certamente elevaria o grau de seguranca dos
testes diagnosticos na filariose bancroftiana, como ocorreu, por exemplo, na infecgéo
por O. volvulus, j& sendo possivel detectar o periodo pré-patente, com o uso de um

coquetel de antigenos recombinantes (RAMACHANDRAN, 1993).

Assim, o diagnostico da infeccdo/doenca bancroftiana utilizando anticorpos
circulantes de W. bancrofti ndo devera ser feito, quer na rotina, quer na pesquisa, sendo

substituido pelos novos testes do antigeno circulante (DREYER; NOROES, 2001).

1.2.4. - Pesquisa de antigenos circulantes

O primeiro pesquisador a demonstrar a presenca de antigeno circulante nos
individuos infectados com W. bancrofti foi Franks, em 1947, detectando antigeno em
teste intradérmico. Na década de 70, uma variedade de anticorpos policlonais foi usada
para detectar antigeno nos soros de individuos infectados com W. bancrofti e B. malayi.
Em geral, esses testes ndo foram suficientemente sensiveis e/ou especificos para
serem utilizados como instrumento diagnostico. Assim, 0 uso de anticorpos
monoclonais devera substituir os policlonais, na tentativa de melhorar a qualidade dos
testes diagnésticos em pesquisa de antigenos circulantes filariais (DREYER; ROCHA,

2001).

Na pesquisa de antigeno circulante de W. bancrofti inexiste diferenca da
sensibilidade nos testes realizados com amostras coletadas durante o dia ou a noite,
pelo fato de a concentracdo do antigeno filarial no sangue periférico ndo exibir variagdo

periddica significante (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997). Contorna-se, assim, a dificuldade
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encontrada na pesquisa da microfilaria circulante em sangue coletado no periodo
noturno, reconhecida mundialmente, e, a0 mesmo tempo, representa um teste classico

para o diagnéstico da infeccao filarial, que é o exame parasitolégico (ROCHA, 2000).

Para a pesquisa de antigenos circulantes de W. bancrofti, atualmente, dispde-se
de ensaios imunocromatograficos (ICT) e imunoenzimaticos (“Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay” — ELISA).

1.2.4.1-AD12

O AD12 é um anticorpo monoclonal (AcMo) que reconhece um antigeno de 200
kilo Daltons e, de acordo com alguns autores, é originario de vermes adultos (WEIL;
LIFTIS, 1987). Esse AcMo parece reconhecer produtos excretorios e secretorios de
vermes adultos de W. bancrofti (CHANTEAU et al., 1994; MORE; COPERMAN, 1990;
TURNER et al., 1993; WEIL; LIFTIS, 1987; WEIL et al., 1987).

O “Diagnostics  Immunochromatographic  Diagnostic ~ Tests®”

langou
comercialmente o teste rapido em cartbes imunocromatograficos (ICT), com o AcMo,
cuja leitura pode ser feita em até 10 minutos, utilizando soro, plasma ou mesmo sangue
total ou capilar (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997). Pela simplicidade, esse teste parece
bastante promissor para utilizagdo em inquéritos nas é&reas endémicas, com a

vantagem de poder ser empregado a qualquer hora, apresentando sensibilidade de

96% a 100% (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997).

Segundo Weil, Lammie e Weiss (1997), o teste do ICT apresenta as seguintes

vantagens: resultado em 10 minutos, facil de ser executado, adequa-se as mais
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precérias condi¢cdes do trabalho de campo, ndo precisa das instalagbes de um

laboratério, e o proprio agente do trabalho de campo pode ler o resultado.

Estudos realizados no banco de amostras de soros provenientes de areas
endémicas de W. bancrofti demonstraram que o ICT apresenta elevada especificidade
(96%) e sensibilidade (100%), quando comparado com outros testes de antigenos
filariais (SIMONSEN; DUNYO, 1999; WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997; ZHENG et al.,
1998). Simultaneamente, em outro ensaio clinico foi evidenciado que o ICT tem uma
sensibilidade e especificidade de 93,3% e 98,5%, respectivamente, quando comparado
ao teste ELISA — Og4C3 (MEARNS, 1996). Sua sensibilidade parece também ser
menor em pacientes infectados, com densidades ultrabaixas de microfilarias circulantes

(DREYER; ROCHA, 2001).

Chandrasena et al. (2002), em trabalho realizado no Sri Lanka, avaliaram o ICT,
detectando uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 91,8%, quando
comparado com a filtragcdo. Os autores afirmam que, embora a filtracdo seja uma
ferramenta diagnostica extremamente sensivel, ela € capaz de identificar apenas
infecgbes com microfilaremia presente. Além disso, o ICT ndo reage positivamente no
grupo controle ndo endémico e diagnostica os infectados amicrofilarémicos.

Phantana et al. (1999) demonstraram que o ICT tem alta sensibilidade,
especificidade e eficiéncia. Na doenca filarial crénica, o ICT mostrou uma alta
sensibilidade (SUPHANTAVANIT, apud PHANTANA et al., 1999). Os autores
consideram o ICT uma alternativa de teste para o futuro, embora o custo seja elevado,

no caso de paises em desenvolvimento.
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Como o AcMo parece reconhecer antigenos no estadio do verme adulto de W.
bancrofti, deve-se a priori interpretar o teste positivo como resultado da presenca do
verme adulto, independente do status de microfilaremia dos pacientes, quando s&o
procedentes de areas de alta transmissibilidade. Acredita-se que o ICT tenha 100% de
especificidade, porém, estudos com amostras maiores ainda devem ser realizados,

para garantir esta afirmativa (DREYER; DREYER, 2001).

1.2.4.2 - Og4C3

O 0g4C3 é um anticorpo monoclonal da classe das imunoglobolinas IgM, obtido
contra a Onchocerca gibsoni, um filarideo bovino, que identifica fortemente antigenos
de W. bancrofti (MORE; COPERMAN, 1990). A técnica é baseada no método sandwich
ELISA e reconhece antigenos filariais de 50-60 e 130 kDa. J& se encontra
comercialmente disponivel, sob a denominacdo Trop-ag® W. bancrofti, produzido pela

JCU Tropical Biotechnology Pty. Ltd., Townsville, Queensland, Australia.

O anticorpo monoclonal do Og4C3 reconhece soros de pacientes infectados com
a W. bancrofti, sendo empregado como especifico na detec¢do de antigeno circulante
de vermes adultos (MORE; COPERMAN, 1990). Ademais, 0s autores sugerem que a
deteccdo do antigeno pelo ELISA - Og4C3 ndo é feita somente pela origem de
microfilaria, ou seja, independe da presenca ou auséncia de microfilaria circulante no
sangue. Isso decorre, primeiramente, porque a contagem de microfilarias e o nivel de
antigeno tém uma correlagéo fraca e, segundo, porque hd um alto nivel de antigeno

circulante do parasita em pacientes amicrofilarémicos com sinais clinicos.
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A deteccdo de antigenos filariais circulantes com o ELISA-Og4C3 tem sido
adotada sempre que se deseja um diagnostico com maior acuracia de infeccdo por W.
bancrofti do que aqueles utilizados na deteccdo de microfilaria no sangue (CHANTEAU
et al.,, 1994; ITOH et al., 1999; LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994). Uma outra
vantagem do ELISA - Og4C3 sobre a gota espessa € que ele detecta os individuos
infectados, porém, amicrofilarémicos e apresenta, como desvantagem, a coleta venosa
(DREYER et al., 1996b). Essa €, sem duavida, uma vantagem no diagnéstico individual;
contudo, o teste deve ser empregado com cautela nos programas de interrupcdo da

transmissibilidade (MEDEIROS, 1998).

More e Coperman (1990) consideram que o teste apresenta 100% de
sensibilidade, quando comparado com a filtracdo, para detectar os individuos
microfilarémicos. Contudo, ensaios clinicos que também utilizaram a filtragdo como
padréo ouro, evidenciaram uma sensibilidade variando de 72% a 75%, afirmando que o
teste identifica infeccdo em apenas 67% dos individuos amicrofilarémicos, porém

portadores de vermes adultos (DREYER et al., 1996b).

Por outro lado, pesquisa realizada no Recife mostrou que o ELISA - Og4C3
possui 100% de sensibilidade, quando comparado com os resultados da filtracdo e da
ultra-sonografia, nos individuos que apresentam uma baixa densidade parasitologica
(ROCHA et al., 1996), e que reconhece somente 70% dos individuos amicrofilarémicos,

porém portadores de vermes adultos vivos (DREYER; DREYER, 2001).

Chanteau et al. (1994) concluiram que a deteccdo de microfilaria pelo exame da
gota espessa é especifico, mas, ndo é sensivel; a pesquisa de anticorpo é sensivel,

porém, ndo € especifica o suficiente, e o ELISA - Og4C3 apresenta um bom
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compromisso com a especificidade e a sensibilidade para o diagnéstico da infeccdo

ativa por filariose bancroftiana.

O diagnostico soroldgico, utilizando-se o anticorpo monoclonal Og4C3, oferece
boa sensibilidade para detectar a infeccdo bancroftiana; contudo, sua especificidade
ainda precisa ser melhor avaliada em individuos que compartilham de outras infec¢des
parasitarias (ROCHA, 2000). Ja houve relato de reacdo cruzada do Og4C3 em
pacientes portadores de dracunculiase (BLOCH et al., 1998). Assim, € importante ter
cautela ao interpretar um teste positivo de antigenemia em paciente procedente de uma
area com concomitancia de filariose bancroftiana e outras parasitoses (ROCHA et al.,

1996).

A técnica ELISA - Og4C3 é o exame ideal para o diagnoéstico da filariose linfatica.
Sabe-se, entretanto, que, mesmo 0s testes com excelente especificidade, quando
usados para identificar individuos infectados em populagbes de baixa
prevaléncia/transmissibilidade, podem apresentar resultados falsos negativos (DREYER

et al., 1996b).

1.2.3 - Inquérito epidemioldgico antigénico

Métodos de diagnéstico empregados nos programas de controle da filariose
linfatica tém sido baseados na coleta de sangue noturno para deteccdo de microfilaria.
Trata-se de procedimento exaustivo, tanto para os residentes das areas em estudo
como para as equipes técnicas. A falta de entusiasmo das duas partes pode constituir

um risco a triagem e ao programa de controle. Além disso, métodos parasitoldgicos
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possuem inadequada sensibilidade. E, assim, ndo diagnosticam pessoas infectadas e
com risco de desenvolver manifestacées cronicas ou agudas (HAARBRINK et al.,
1995).

Desta forma, a deteccdo de antigenos € particularmente interessante para uma
rapida avaliacdo epidemiolégica e clinica da filariose bancroftiana, uma vez que a coleta
de sangue pode ser feita a qualquer hora (ADDISS et al.,, 1995; CHANTEAU et al.,
1994; LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994).

O ICT, em comparacdo com o ELISA — Og4C3, foi testado em um inquérito
epidemiolégico em trés é&reas endémicas diferentes da Polinésia Francesa
(hiperendémica, em Taboa; mesoendémica, em Opoa, e hipoendémica, em Maupiti). A
sensibilidade e especificidade encontradas foram, respectivamente, de 64,8% e 97,9%,
na area hiperendémica, 46,3% e 99,3%, na mesoendémica, e 21,9% e 98,4%, na
hipoendémica. Embora a especificidade do teste ICT permaneca muito boa nas
situacbes estudadas, sua sensibilidade decresce, embora nao significantemente,
guando a prevaléncia diminui (NGUYEN; PLICHART; ESTERRE, 1999).

Inquérito epidemioldgico realizado em trés distritos de Uganda — Africa,
constatou diferencas de prevaléncia, em pesquisas de microfilarias e do antigeno
filarial. A prevaléncia parasitologica foi de 18,4%, em Alebtong, 8,9%, em Lwala, e
20,7%, em Obalanga. Ja a prevaléncia antigénica foi de 29,1%, em Alebtong, 18,3%,
em Lwala, e 30,1%, em Obalanga (LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994;
SIMONSEN et al, 1996). A prevaléncia do antigeno foi mais alta do que a
parasitoldgica, em todas as comunidades e grupos de idade, provavelmente porque o
antigeno tem origem em todos os estadios do parasita e ndo apenas na microfilaria.

Desta forma, a prevaléncia antigénica deve ser um melhor indicador da carga da
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infeccdo e morbidade na populacdo, quando comparada com a prevaléncia
parasitologica por microfilaria (ONAPA et al., 2001).

Estudos realizado por Freedman et al. (1997) e Chandrasena et al. (2002)
indicam que o ICT pode constituir um instrumento efetivo para inquéritos da filariose
bancroftiana, principalmente na identificagcdo de novos focos com transmisséo ativa da
filariose. O alto custo do ICT, comparado com a gota espessa, pode ser parcialmente
compensado pelo fato de ndo requerer muito treinamento para sua aplicacao,
associado as facilidades laboratoriais, coleta diurna de sangue, probabilidade de alta
sensibilidade e rapidez do teste. Desta forma, o ICT é bastante atrativo para ser
utilizado nos inquéritos de base populacional.

A utilizacdo do ELISA - Og4C3 em inquérito populacional foi relatada por Sahoo
et al. (2000), em trabalho realizado na india, identificando uma taxa de prevaléncia de
42%, comparavel a de outros relatos: no Haiti (LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD,
1994), na Polinésia Francesa (NICOLAS et al., 1997) e no Egito (WEIL et al., 1996).
Entretanto, uma taxa menor de antigenemia foi detectada no Sri Lanka (ITOH et al.,

1999), e na Papua Nova Guinea (KASURA et al., 1997).

Devido a dificuldade da coleta de sangue venoso para obtencdo de soro, em
estudos de base populacional, foi desenvolvido um método utilizando filtro de papel
para a coleta das amostras sanguineas para a aplicacdo do ELISA - Og4C3. No
entanto, estudo desenvolvido em Ghana — Africa, demonstrou a baixa sensibilidade do
ELISA — Og4Ca3, realizando coleta de sangue com papel de filtro, em comparagdo com
0 soro. Apesar do ensaio do ELISA - Og4C3 com amostras de banco de soro

apresentar sensibilidade e especificidade de 99%, ndo é possivel detectar esses niveis



nas condicdes do trabalho de campo, realizando a coleta de sangue com filtro de papel
(GYAPON; OMANE-BADU; WEBBER, 1998).

A literatura registra poucos trabalhos sobre inquéritos epidemioldgicos com
antigenos circulantes, principalmente sobre o ELISA - Og4C3; no Brasil, encontrou-se
apenas um estudo de validac&o do ICT com base populacional, para o Og4C3 nenhum

trabalho sobre este tema foi encontrado.

O presente trabalho pretende validar os testes que detectam os antigenos
circulantes (ELISA-Og4C3 e ICT-AD12), em inquérito populacional, cujo conhecimento
contribuira para os programas de controle. Assim, o projeto se propde responder
algumas questdes a respeito da utilizacdo da pesquisa de antigeno circulante para a
identificacdo da infeccao filarial na Regido Metropolitana do Recife. Para efetivar este
propasito, foi desenvolvido um estudo de validagéo diagnostica no Distrito de Cavaleiro,

municipio de Jaboatdo dos Guararapes — PE.



ETIVOS -
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2.1 - Geral:

Validar a pesquisa dos anticorpos monoclonais Og4C3 e AD12, para o
diagnéstico da filariose bancroftiana, quando comparada ao exame da gota

espessa, em inquérito populacional.

2.2 - Especificos:

1 . Estimar, segundo as variaveis definicdo de caso, sexo, faixa etaria, tempo de
residéncia na area e tratamento anterior, a especificidade e os valores preditivos
da pesquisa dos anticorpos monoclonais Og4C3 e AD12, comparando com a

gota espessa, em inquéritos populacionais para filariose bancroftiana;

2 . Verificar a acuracia das técnicas que pesquisam antigenos filariais ELISA e

Imunocromatogréfica,;

3 . Comparar a sensibilidade, a especificidade e os valores preditivos da gota

espessa e dos anticorpos monoclonais Og4C3 e AD12.
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3.1 - Area de estudo:

A é&rea de estudo abrangeu o Distrito de Cavaleiro, pertencente ao municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, localizado na Regido Metropolitana do Recife - RMR, com
uma superficie total de 257,3 km?, correspondente a 0,26% do Estado de Pernambuco.
Limita-se, ao norte, com o Recife, ao sul, com o municipio do Cabo de Santo Agostinho,

ao oeste, com Moreno e, ao leste, com o Oceano Atlantico (Figura 1).

Figura 1

Mapa da Regido Metropolitana do Recife

Qoeano AtEntico

CABO DE SANTD AGOSTINHO
-

¥ IPOJUCA
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No municipio de Jaboatdo dos Guararapes 79,19% da populacdo urbana é
abastecida pela rede geral de agua; 71,99% possuem coleta regular de lixo, todavia,
apenas 22,1% dessa populacdo é servida por sistema de esgotamento sanitario.
Quanto ao servico de saude, a cidade tem 6 hospitais, com 485 leitos, um posto de
saude, 40 centros de saude e 64 unidades de ambulatorio (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2000).

A populacédo do distrito € de aproximadamente 137.826 habitantes, distribuidos
em 27.969 domicilios particulares, com média de cinco pessoas por domicilio, segundo

a recontagem do IBGE, de 1996.

3.2. Desenho do estudo:

Para alcancar os objetivos propostos, foi realizado um estudo de avaliagcao
diagnostica, para analise da validade dos resultados apresentados pelo ELISA - Og4C3
e pelo ICT, quando comparados com a gota espessa, em inquérito epidemiologico.

A validade de um teste refere-se a quanto ele € Gtil para diagnosticar um evento
ou predizé-lo. Para tal, compara-se os resultados dos testes em analise com os dos
testes padroes. Este pode ser o verdadeiro estado do paciente, se a informacédo esta
disponivel, um conjunto de exames julgados mais adequados, ou uma outra forma de
diagnostico que possa ser usada como referéncia. O teste diagnostico ideal deveria
fornecer, sempre, a resposta correta, ou seja, um resultado positivo, nos individuos com
a doenca, e um resultado negativo, nos individuos sem a doenga (ANDRADE; ZICKER,

1997).
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3.3. Populacéao de estudo:

Fizeram parte do estudo a populacdo alvo de um inquérito epidemiologico
realizado no Distrito de Cavaleiro, para pesquisa de filariose bancroftiana no ano de
2001. Neste estudo foram examinadas 9.520 pessoas, sendo diagnosticados, como

positivos para filariose, 214 individuos, o que representou uma prevaléncia de 2,2%.

3.3.1. Calculo da amostra:

A amostra foi dimensionada levando em consideragdo o desenho do estudo de
avaliacdo diagnostica descrito por Andrade e Zicker (1997).

O célculo do tamanho da amostra, para variaveis dicotdmicas, atendeu o0s
mesmos principios estabelecidos em estudos descritivos. O tamanho da amostra deve
dar uma idéia da ordem de grandeza da populacdo necesséria para o estudo, sem
contudo ser rigido, uma vez que o céalculo se baseia em estimativas e parametros.
Geralmente, esta estimativa € obtida através de revisdo bibliografica (ANDRADE;
ZICKER, 1997), sendo necessérias as seguintes informacdes:

1. Estimativa da proporcao esperada da variavel de interesse na populacao;
2. Amplitude do intervalo de confianca que se deseja;
3. Definicédo do intervalo de confianca.

Para se obter a estimativa da sensibilidade do ELISA - Og4C3 foi realizada uma

vasta revisdo bibliografica, atual e retrospectiva, alcancando o primeiro trabalho
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publicado sobre o ELISA - Og4C3 (MORE; COPERMAN, 1990), a partir do qual foi

encontrada uma sensibilidade de 98%.

A revisdo bibliografica evidenciou que um dos primeiros trabalhos sobre a
aplicacdo do método imunocromatografico ICT para filariose (WEIL et al., 1997)
apresentava uma sensibilidade de 98% para o ICT. Como a sensibilidade do ELISA -

0Og4C3 e do ICT era de 98%, o célculo da amostra considerou 0s mesmos parametros.

Portanto, se:

N=z*Z P (1-P)/(D*D),

em que:

P = proporcéo esperada de casos com filariose com teste positivo = 0,02 (98% é
maior que 50%; portanto, a proporcao de individuos com filariose e teste negativo € de
2%);

D = semi-amplitude do intervalo de confianca = 0,04

Z = 1,96 (para a=0,05 e IC 95%).

Chega-se a concluséo de que:

N = 1,96 * 1,96 (0,02 (1 — 0,02)) / (0,04 * 0,04) = 47

O estudo de validacdo diagnostica, aqui referido, tomou por base os 214
individuos microfilarémicos do inquérito epidemioldgico realizado em 2001 (BONFIM,

2002). Destes, 34 nao foram localizados ou n&o desejaram realizar os testes
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antigénicos, restando 180 individuos, que foram examinados utilizando o ELISA -
Og4C3 e 0 ICT.

Para cada individuo positivo na gota espessa (180) foram identificados
aleatoriamente 2 negativos para o ICT e 3 para o ELISA - Og4C3, totalizando uma

amostra de 547 e 806, respectivamente (Fluxograma).



Fluxograma
Selecdo da Amostra
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Individuos examinados na gota espessa no inquérito epidemioldgico

9.520

Negativos na

gota espessa

9.306

Selecionados para o estudo
626

Positivos na gota espessa
214

]

Nao localizados
ou se recusaram
34

Selecionados para o estudo
180

Testados pelo ICT
366

Testados pelo ICT
180

Testados pelo ELISA-Og4C3

626

Total de examinados pelo ICT
546

Testados pelo ELISA-Og4C3
180

Total de examinados pelo 0g4C3
806
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3.4. Variaveis do estudo:

@ Variaveis dependentes:
& Definicdo de caso, segundo a técnica da gota espess  a:
Negativo (auséncia de microfilaria na lamina);
Positivo (presenca de qualquer quantidade de microfilaria na lamina).
& Definicdo de caso, segundo a técnica ELISA (Og4C3):
Para determinar o resultado desse exame deve ser calculado um ponto de corte.
Negativo (valores em absorbancia inferiores ao ponto de corte);
Positivo (valores em absorbancia superiores ao ponto de corte);
Limitrofe (valores em absorbancia na mesma faixa do ponto de corte).
& Definicdo de caso, segundo a técnica ICT (AD12):
Negativo (se apenas aparecer a linha de controle negativo);
Positivo (se duas linhas forem vistas na area da janela);

Indeterminado (se nenhuma das linhas for vista).

@e Variaveis independentes:
& Tempo de residéncia na area
A variavel tempo de residéncia na area foi distribuida em duas categorias:

Aloctones (ndo residentes no distrito desde o nascimento);
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Autodctones (residentes no distrito desde o nascimento).
& |dade
Os individuos foram distribuidos em sete categorias, conforme a idade:
0 a9 anos
10 a 19 anos
20 a 29 anos
30 a 39 anos
40 a 49 anos
50 a 59 anos
Igual a ou maior que 60 anos
& Sexo

Foi declarado pelo individuo, no momento da entrevista para preenchimento da

ficha hemoscopica, sendo categorizado em;
Masculino
Feminino
& Tratamento anterior para filariose

A variavel tratamento anterior para filariose, com a Dietilcarbamazina, foi

distribuida em duas categorias:

Sim
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3.5. Instrumento de coleta dos dados secundarios:

Com base nos dados contidos na ficha hemoscépica, fonte de informagdes sobre
os individuos que participaram do inquérito epidemiologico, foram selecionados alguns
dados: tempo de residéncia, idade, sexo e realizacdo ou ndo de tratamento anterior

para filariose (Anexo A).

3.6. Descricao das técnicas:

@ Gota Espessa : Consiste na puncdo capilar da face lateral de um dedo,
preferencialmente o anelar esquerdo, coletando-se cerca de trés gotas de sangue com
aproximadamente 50ul, apés uma assepsia do local (DREYER et al., 1996a). Essa
atividade foi realizada no domicilio dos individuos em estudo, no horario de 23:00 a
01:00h. As laminas com o sangue foram enviadas ao Laboratério de Parasitologia -
Servico de Referéncia Clinico Laboratorial de Filariose, CPgAM-FIOCRUZ, sendo

processadas, 12 horas apés a coleta.

De acordo com o protocolo deste servigo, o material foi processado da seguinte
maneira: as laminas foram colocadas em um reservatério contendo agua destilada, por
dez minutos, a fim de que ocorresse a desemoglobinizagdo. Logo apés, as laminas
foram colocadas para secar, em temperatura ambiente. Em seguida, foram fixadas com

alcool metilico, por trés minutos, e secadas, em temperatura ambiente.
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A seguir, foram submetidas a coloracdo, com a eosina amarelada a 0,05%,
durante um minuto, e colocadas posteriormente, para secar. Por fim, as laminas foram
contra-coradas em solucdo giemsa, na diluicdo de trés gotas para um mililitro de agua

destilada, por quinze minutos, sendo lavadas com agua corrente, posteriormente.

Essas laminas foram examinadas ao microscopio optico, utilizando-se um
aumento final de 100 vezes. A lamina com microfilaria foi diagnosticada como positiva e

identificou-se a espécie filarial.

& ELISA (Og4C3): Uma amostra de 5 mililitros de sangue venoso sem
anticoagulante foi coletada de todos os individuos selecionados para o estudo
antigénico, no préprio domicilio do paciente. O sangue venoso, apds retencdo do
coagulo, foi centrifugado a 2.500 RPM, durante 10 minutos, para obten¢éo do soro, e a

seguir acondicionado a —20°C.

Os procedimentos para a realizacdo da técnica obedeceram a orientacdo do

fabricante, conforme segue:

Adicionou-se 100pl de cada amostra de soro a 300ul de diluente, em tubo
adequado, em seguida os tubos foram levados ao banho-maria a 100°C, por cinco
minutos; apds a fervura, centrifugou-se as amostras a 14.000 RPM, por 10 minutos. O
fluido sobrenadante transparente continha o antigeno estavel. Deste sobrenadante
retirou-se 50ul e colocou-se no pocgo teste. Foram adicionados os padrdes e o controle
nas colunas 11 e 12. A placa foi colocada em camara Uumida e incubada durante a noite,

para aumentar a sensibilidade.
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Apés a incubacao, as placas foram lavadas trés vezes, com tampao de lavagem,
e inverteu-se a placa, com delicadeza, para remover a parcela residual. Em seguida, o
anticorpo anti-Onchocerca de coelho foi diluido, adicionando-se 50ul a 6ml do diluente.

Colocou-se 50ul deste anticorpo diluido em todos 0s po¢os e incubou-se, por uma hora.

As placas foram lavadas trés vezes, como anteriormente. Adicionou-se 50ul do
conjugado anti-coelho a 6 mililitros do diluente anticorpo; desta diluicdo, 50ul foram

adicionados a todos 0s pocos e incubados, por uma hora.

Lavou-se a placa trés vezes, como anteriormente. 100ul do cromégeno (ABTS)

foram acrescentados em cada poco e incubou-se, por mais uma hora.

Por fim, a placa foi lida com espectrofotdmetro, por dois comprimentos de ondas,
de 414nm e 492nm. Para interpretacdo dos resultados foi calculado um ponto de corte
para cada placa, determinado através do calculo da média dos valores em absorbancia
do controle negativo, acrescido de dois desvios-padrédo. Amostras com valores em
absorbancia superiores ao ponto de corte sdo consideradas inicialmente positivas e
aguelas com valores inferiores ao ponto de corte sdo consideradas negativas. Pode-se
também determinar as amostras consideradas com valores limitrofes, que seriam

aguelas com baixa reatividade e apresentando resultados duvidosos (Figura 2).
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Figura 02

Material utilizado para o processameﬁto da técnica ELISA-Og4C3

@ ICT (AD12): Conforme o fabricante, o processo prosseguiu do seguinte

modo:

Removeu-se e descartou-se a linha adesiva do cartdo teste, adicionando-se
cerca de 100ul de soro na face rosada, evitando-se o contado direto no momento em
gue o soro foi adicionado. Fechou-se o cartédo, pressionou-se firmemente ao longo de
toda a area a direita da janela e iniciou-se a contagem do tempo. Leu-se o resultado,

observando a janela em até 10 minutos.

O teste foi considerado positivo, quando duas linhas foram vistas na area da
janela, negativo, se somente a linha controle foi vista, e invalido, se a linha controle ndo

foi observada (Figura 3).
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Figura 3
Cartdo do ICT

Filariasis

3.7. Processamento e analise dos dados:

Os dados obtidos no estudo foram armazenados e analisados no programa Epi-
Info versdo 6.04b, produzido pelo Centro de Controle de Doengas dos Estados Unidos
— CDC (DENNIS; DEAN, 1996), sendo utilizados os ndédulos Eped, Enter, Analyses,

Validate e Epetable.

Esses dados foram apresentados em tabelas de contingéncia, para possibilitar o
calculo dos indicadores de validacao do teste. Para identificar a significancia estatistica
e validagdo do tamanho da amostra foi utilizado intervalo de confianca para um erro

aceitavel de 5%.

As férmulas para o calculo dos indicadores usados no estudo de validade

encontram-se descritas na tabela 1.
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TABELA 1
Tabela de contingéncia 2 x 2
Antigeno Gota Espessa

Circulante PRESENGADE  AUSENCIA DE

(Og4C3 ou ICT) MICROFILARIA MICROFILARIA

POSITIVO a b a+b
NEGATIVO c d c+d
TOTAL a+c b+d a+b+c+d

No que concerne aos dados apresentados na tabela 1, vale esclarecer:

Grupo A - individuos positivos no exame da gota espessa e positivos para o teste
antigénico, ELISA - Og4C3 ou ICT;

Grupo B - individuos negativos para a gota espessa e positivos para a antigenemia no
ELISA - Og4C3 ou ICT,;

Grupo C - individuos positivos no exame da gota espessa e negativos no teste
antigénico, ELISA - Og4C3 ou ICT;

Grupo D — individuos negativos para a gota espessa e nhegativos no teste antigénico,

ELISA - Og4C3 ou ICT.
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@ VALIDADE

Sensibilidade: proporcao de verdadeiros positivos entre todos os doentes. Expressa a

probabilidade de um teste dar positivo na presenca da doenca.
S=ala+c

Especificidade: proporcédo de verdadeiros negativos entre todos os sadios. Expressa a

probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doenca.
E=d/b+d

Valor preditivo positivo: proporcao de verdadeiros positivos entre todos os individuos
com teste positivo. Expressa a probabilidade de um paciente com o teste positivo ter a

doenca.
VPP =ala+h

Valor preditivo negativo: proporcdo de verdadeiros negativos entre todos o0s
individuos com teste negativo. Expressa a probabilidade de um paciente com teste

negativo nao ter a doenca.
VPN=d/c+d

Acuracia: proporcdo de acertos de um teste diagnéstico, ou seja, é a propor¢ao entre

verdadeiros positivos e negativos em relacéo a todos os resultados possiveis.

A=a+d/a+b+c+d
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3.8. Limitagdes Metodoldgicas:

O investigador que realizou ambas as técnicas desconhecia quais individuos
eram positivo para gota espessa e quais eram negativos, evitando desta forma vicios
de interpretacdo de resultados especialmente nas situacdes limitrofes.

Para reduzir erros na manipulacdo das amostras e dos equipamentos, e, diminuir
divergéncias na realizacdo das técnicas e interpretacdo de resultados, ambas foram

realizadas por dois técnicos.

3.9. Aspectos éticos:

Os individuos selecionados para compor a amostra, apés contatados, receberam
explicacdes sobre os objetivos do estudo, sendo-lhes solicitado o consentimento para a
participacdo, através da assinatura de um termo de consentimento (Anexo B). No caso
de menores de 18 anos, as informacgdes foram repassadas aos pais ou responsaveis,

gue consentiram ou ndo com a respectiva participacao.

Todos os individuos ou genitor(es) receberam os resultados do exame, por
escrito. Os resultados foram informados a Diretoria de Epidemiologia e Vigilancia
Sanitaria da Secretaria de Saude do Municipio de Jaboatdo dos Guararapes e a

Fundacéo Nacional de Saude.

InformacBes sobre os aspectos basicos da doenca filarial foram transmitidas a

populacdo-alvo da pesquisa. Os familiares dos individuos microfilarémicos foram
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orientados, em palestras educativas, quanto a importancia da higiene pessoal, uso de
medidas profilaticas da infeccdo, por exemplo, uso de mosquiteiro, exames regulares
para a pesquisa de microfilaria, a cada seis meses, para todos os membros da familia,
e procura de um posto de salude, no momento de aparecimento de quaisquer sintomas

e sinais correlacionados com a doenca.

Todos os individuos positivos para microfilaria e para a pesquisa de antigeno
filarial foram tratados com a posologia preconizada pela TDR/WHO, com a

Dietilcarbamazina, na dose de 6mg/Kg/dia, por 12 dias (WHO, 1994).

O projeto em pauta foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

CPgAM — FIOCRUZ (Anexo C).

3.10. Normas para as Referéncias Bibliograficas:

As referéncias bibliograficas atenderam as diretrizes da Associacéo Brasileira de

Normas Técnicas (2002).

3.11. Equipe executora:

ANA MARIA AGUIAR DOS SANTOS (Mestre em Pediatria) — Médica responséavel pelas
atividades clinicas e tratamento dos casos, em nivel ambulatorial CPqAM / FIOCRUZ.;
CONCEICAO MARIA DE OLIVEIRA (estudante de Mestrado em Salde Publica, na

area de concentracdo Controle de Endemias e Métodos Diagndsticos) — Supervisdo das
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atividades de coleta e realizacdo dos métodos laboratoriais — pesquisa parasitolégica e
antigénica para filariose;

CRISTINE VIEIRA DO BONFIM (Mestre em Saude Publica, na area de concentragcédo
Epidemiologia Social e Politicas de Saude) — Supervisdo das atividades de digitacéo,
processamento dos dados informatizados.

FABIO JOSE DELGADO LESSA (Mestre em Saude Publica) — Epidemiologista
responsavel pelos calculos de amostragem, treinamento em softwares e supervisdo dos
resultados obtidos;

FERNANDO JOSE DA SILVA E MARCOS ERALDO DA ROCHA (motoristas) —
Responsaveis pela locomoc¢ao da equipe ao local de trabalho, na comunidade;

JOSE COSTA PEREIRA e JOAO QUARESMA MENDONCA (agentes de salde) —
Supervisores das atividades de campo (mapeamento, identificacdo da area e populacdo
de estudo, coleta de amostra biologica, entrega dos resultados e agenda do
tratamento);

LUIA DIAS (Mestre em Ciéncias) — Supervisédo das atividades laboratoriais.

MARIA JOSE EVANGELISTA NETTO (Especialista) — Médica responséavel pelas
atividades clinicas do campo e tratamento domiciliar dos casos detectados;

MARLENE EUNICE RIBEIRO DO ESPIRITO SANTO - Supervisdo das atividades
laboratoriais, realizacdo dos exames soroldgicos.

ZULMA MEDEIROS (Doutora em Ciéncias) — Coordenadora e supervisora das

atividades do projeto.
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Na validacédo do ELISA - Og4C3, tendo como padrao ouro a gota espessa, foram
examinados 806 individuos. Dos 180 individuos com gota espessa positiva, 172
(95,56%) também foram positivos para o ELISA - Og4C3, 7 (3,89%) foram negativos e
em 1 (0,55%) o resultado foi limitrofe. Quando foram avaliadas as 626 pessoas
negativas para o exame da gota espessa, observou-se que 517 (82,59%) foram
negativas para o ELISA - Og4C3, 89 (14,22%) foram positivas e 20 (3,19%) estavam na

faixa limitrofe (Tabela 2).

TABELA 2
Validagéo da técnica ELISA - Og4C3, quando comparad a com a técnica da gota
espessa, em inqueérito populacional no Distrito de C avaleiro — Jaboatédo dos
Guararapes — 2003

Antigeno Gota Espessa
Crculante pRESENGADE ~ AUSENCIADE
Og4C3 MICROFILARIA MICROFILARIA
POSITIVO 172 (95,56%) 89 (14,22%) 261 (32,38%)
NEGATIVO 7 (3,89%) 517 (82,59%) 524 (65,01%)
LIMITROFE 1 (0,55%) 20 (3,19%) 21 (2,61%)
TOTAL 180 (100%) 626 (100%) 806 (100%)

Para a validacdo do ICT, quando comparado com a gota espessa, foram
examinadas 546 pessoas. Das 180 positivas na gota espessa, 170 (94,44%) foram
positivas no ICT e 10 (5,56%) foram diagnosticadas como negativas. Para os 366
negativos na gota espessa, 332 (90,74%) obtiveram o mesmo diagnostico do teste

padrao e 34 (9,26%) foram positivos, como se pode verificar na tabela 3.
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TABELA 3
Validacéo da técnica ICT, quando comparada com até  cnica da gota espessa, em
inquérito populacional no Distrito de Cavaleiro — J aboatdo dos Guararapes — 2003

Antigeno Gota Espessa
s PRESENCADE  AUSENCIA DE
ICT MICROFILARIA MICROFILARIA
POSITIVO 170 (94,44%) 34 (9,26%) 204 (37,36%)
NEGATIVO 10 (5,56%) 332 (90,74%) 342 (62,64%)
TOTAL 180 (100%) 366 (100%) 546 (100%)

Para o estudo de validacédo do ELISA - Og4C3, tendo como padrao ouro a gota
espessa, 0s resultados encontrados para a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e acuracia foram 96,1%, 85,3%, 65,8%, 98,7% e 87,7,
respectivamente. Quanto a validacdo do ICT, comparado com a gota espessa, a
sensibilidade foi de 94,4%, especificidade de 90,7%, valor preditivo positivo de 83,3%,
valor preditivo negativo de 97,1% e acuracia de 91,9%. Todavia, foi possivel verificar
gue o ELISA - Og4C3 apresentou uma melhor sensibilidade (96,1%) e um melhor valor
preditivo negativo (98,7%); j& o ICT apresentou melhor especificidade (90,7%), valor
preditivo positivo (83,3%) e acuracia (91,9%). Esses resultados podem ser verificados

no quadro 1.
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QUADRO 1
Sensibilidade, especificidade, valor preditivo posi tivo, valor preditivo negativo e
acuracia das técnicas ELISA - Og4C3* e ICT *, quando comparadas com a técnica
da gota espessa, em inquérito populacional no Distr ito de Cavaleiro — Jaboatéo
dos Guararapes — 2003

PARAMETROS Og4C3*% 95%IC' ICT°%  95%IC!
SENSIBILIDADE 96,1 91,8-983 944 89,7-97.2

ESPECIFICIDADE 85,3 82,2 -88,0 90,7 87,2-93,4

vPpP? 659 598-716 833 77,3-88,0
VPN* 98,7 97,1-994 97,1 945-985
ACURACIA 87,7 - 91,9 -

IC™: Intervalo de confianca

ICT?: Teste imunocromatografico

VPP?: Valor preditivo positivo

VPN* : Valor preditivo negativo

* 21 pacientes foram considerados limitrofes p  ara o teste ELISA - Og4C3.

Quanto a validacdo do ELISA - Og4C3 segundo a variavel sexo, tendo como
padrao ouro a gota espessa, as maiores taxas foram encontradas no sexo masculino,
com uma sensibilidade de 97,3% e especificidade de 85,4%. Em relacdo ao valor
preditivo positivo, 0 sexo masculino apresentou resultado maior do que o feminino, com

taxa de 75,3%. J& para o valor preditivo negativo, foi 0 sexo feminino que apresentou

maior taxa, 98,7% (Tabela 4).
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TABELA 4
Validacéo da técnica ELISA - Og4C3*, quando compara da com a técnica da gota
espessa, segundo 0 sexo, em inquérito populacional no Distrito de Cavaleiro —

Jaboat&o dos Guararapes — 2003

(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) Sensib. Especif
0Og4C3/GE Og4C3/GE Og4C3/GE 0Og4C3/GE

Freq.  Freq.  Freq.  Freq.
MASCULINO
FEMININO 62 53 4 307 93,9 85,3 53,9 98,7
TOTAL 172 89 7 517 96,1 85,3 65,9 98,7

Sensibilidade = a/a+c

Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b

Valor preditivo negativo = d/c+d

* 21 pacientes foram considerados limitrofes para o teste ELISA - Og4C3.

Os resultados encontrados na validac¢éo do ICT, quando comparados com a gota
espessa, apontaram para uma sensibilidade maior no sexo masculino (95,6%), e uma
especificidade maior no feminino, com taxa de 92,9%. O valor preditivo positivo
apresentou uma maior taxa para o sexo masculino (85,7%) e o valor preditivo negativo

foi maior no feminino (97,7% ), como ja havia ocorrido no ELISA - Og4C3 (Tabela 5).
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TABELA 5
Validagéo da técnica ICT, quando comparada com a té
segundo o sexo, em inquérito populacional no Distri
dos Guararapes — 2003

chica da gota espessa,
to de Cavaleiro — Jaboatéo

(Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) Sensib. Especif

ICT/GE ICT/GE ICT/GE
Freq. Freq. Freq. Freq. % %
MASCULINO
FEMININO 62 16 5 210 92,5 92,9 79,5 97,7
TOTAL 170 34 10 332 94,4 90,7 83,3 97,1

Sensibilidade = a/a+c
Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b
Valor preditivo negativo = d/c+d

Quanto a especificidade do ELISA - Og4C3, analisada segundo a variavel faixa
etaria, verificou-se que 0s grupos etarios que apresentaram maiores valores foram 40-
49 e 0-9 anos, com 90,7% e 90,5%, respectivamente. As faixas que apresentaram
menores taxas foram 60 e maior (78,7%) e 20-29 anos (82,4%).

A faixa etaria de 0-9 anos foi a que apresentou a menor taxa quanto ao valor
preditivo positivo, 25,0%, e a maior, no valor preditivo negativo, 98,3%. As maiores
taxas do valor preditivo positivo foram verificadas nas faixas etarias de 20-29 anos
(72,7%) e 30-39 anos (72,1%).

A sensibilidade e o valor preditivo negativo ndo foram analisados em algumas
faixas etérias, devido a auséncia de individuos no Grupo C. Estes dados estdo

apresentados na tabela 6.
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TABELA 6
Validacéo da técnica ELISA - Og4C3*, quando compara da com a técnica da gota
espessa, segundo a faixa etaria, em inquérito popul  acional no Distrito de
Cavaleiro — Jaboatédo dos Guararapes — 2003

FAIXA (Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) Sensib. Especif VPP VPN
ETARIA Og4C3/GE OgC3/GE OgC3/GE 0g4C3/GE

Freq.  Freq.  Freq.  Freq. % % %

0-9 66,7 90,5 25,0 98,3
10-19 54 26 - 125 - 82,8 67,5 -
20-29 48 18 2 84 96,0 82,4 12,7 97,7
30-39 31 12 2 69 93,9 85,2 72,1 97,2
40-49 10 5 - 49 - 90,7 66,7 -
50-59 14 6 - 39 - 86,7 70,0 -
760 e + 11 10 1 37 91,7 78,7 52,4 97,4
Total 172 89 7 517 96,1 85,3 65,9 98,7

Sensibilidade = a/a+c

Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b

Valor preditivo negativo = d/c+d

* 21 pacientes foram considerados limitrofes para o teste ELISA - Og4C3.

Quanto a especificidade por faixa etéria, de acordo com o ICT as faixas etérias
gue apresentaram as maiores taxas foram de 20-29 anos (96,0%) e 60 e maior (91,7%),
sendo a menor taxa encontrada na faixa de 0-9 anos (66,7%).

Em relacdo ao valor preditivo positivo, a menor taxa foi encontrada na faixa etaria
de 0-9 anos (50,0%) e a maior no intervalo de 20-29 anos (88,9%), semelhante ao que
ocorreu no ELISA - Og4C3.

Devido a auséncia de individuos no Grupo C, em algumas faixas etarias nao foi
possivel verificar a especificidade e o valor preditivo negativo. Na faixa etaria de 50 — 59
anos, nao foram analisados a sensibilidade e o valor preditivo negativo, por falta de

individuos no Grupo B (Tabela 7).



TABELA 7

Validacao da técnica ICT, quando comparada com a té

segundo a faixa etaria, em inquérito populacional n

chica da gota espessa,

Jaboatéo dos Guararapes — 2003

o Distrito de Cavaleiro —

FAIXA (Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) Sensib. Especif
ETARIA ICT/GE |CT/GE |ICT/IGE ICTI/GE
Freq. Freq. Freq. Freq.

0-9 4 4 2 63 66,7 94,0 50,0 96,9
10-19 54 8 - 65 - 89,0 87,1 -
20-29 48 6 2 66 96,0 91,7 88,9 97,1
30-39 30 7 3 49 90,9 87,5 81,1 94,2
40-49 10 2 - 36 - 94,7 83,3 -
50-59 13 - 2 22 86,7 - - 91,7
60 e + 11 7 31 91,7 81,6 61,1 96,9
Total 170 34 10 332 94,4 90,7 83,3 97,1

Sensibilidade = a/a+c
Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b
Valor preditivo negativo = d/c+d

72

Para a variavel tempo de residéncia, o ELISA - Og4C3 apresentou maior

sensibilidade (97,6%), especificidade (86,1%) e valor preditivo negativo (99,4%), nos

pacientes autoctones. Nos pacientes al6ctones, a taxa foi maior apenas quanto ao valor

preditivo positivo (65,9%) (Tabela 8).
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TABELA 8
Validacéo da técnica ELISA - Og4C3*, quando compara da com a técnica da gota
espessa, segundo o tempo de residéncia, em inquérit o populacional no Distrito
de Cavaleiro — Jaboatdo dos Guararapes — 2003

TEMPO DE (Grupo A) (Grupo B) (GrupoC) (Grupo D) Sensib. Especif
RESIDENCIA 0Og4C3/GE Og4C3/GE 0Og4C3/GE Og4C3/GE

Freq.  Freq. ~ Freq.  Freq.
AUTOCTONE
ALOCTONE 131 62 6 350 95,6 85,0 67,9 98,3
TOTAL 172 89 7 517 96,1 85,3 65,9 98,7

Sensibilidade = a/a+c

Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b

Valor preditivo negativo = d/c+d

* 21 pacientes foram considerados limitrofes para o teste ELISA - Og4C3.

Em relacdo ao ICT, todos os itens da validacao tiveram valores superiores nos
pacientes autoctones, apresentando sensibilidade de 97,6%, especificidade de 93,1%,
valor preditivo negativo de 99,1% e valor preditivo positivo de 83,7%. Esses achados

estao apresentados na tabela 9.
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TABELA 9
Validagéo da técnica ICT, quando comparada com até cnica da gota espessa,
segundo o tempo de residéncia, em inquérito populac ional no Distrito de
Cavaleiro — Jaboatédo dos Guararapes — 2003

TEMPO DE (Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) Sensib. Especif VPP VPN
RESIDENCIA  ICT/GE ICT/GE ICT/GE ICT/GE

Freq. Freq. Freq. Freq. % % % %
AUTOCTONE 41 8 1 108 97,6 93,1 83,7 99,1
ALOCTONE 129 26 9 224 93,5 89,6 83,2 96,1
TOTAL 170 34 10 332 94,41 90,71 83,3 97,1

Sensibilidade = a/a+c
Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b
Valor preditivo negativo = d/c+d

A sensibilidade do ELISA - Og4C3 em relacdo a gota espessa, em pacientes que
nao realizaram tratamento anterior para filariose, foi de 96,0%, a especificidade e o
valor preditivo positivo foram maiores nos pacientes que realizaram tratamento anterior,
com taxas de 90,0% e 80,6%, respectivamente. Devido a auséncia de individuos no
Grupo C, a sensibilidade e o valor preditivo negativo ndo foram calculados para os

pacientes que relataram tratamento anterior, como mostra a tabela 10.
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TABELA 10
Validacéo da técnica ELISA - Og4C3*, quando compara da com a técnica da gota
espessa, segundo o tratamento anterior para filario  se, em inquérito populacional
no Distrito de Cavaleiro — Jaboatdo dos Guararapes  — 2003

TRATAMENTO (Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) |Sensib. Especif VPP VPN
ANTERIOR Og4C3/GE Og4C3/GE 0g4C3/GE Og4C3/GE

Freq  Freq.  Freq.  Freq. % %
SIM 4 1 - 9 - 90,0 80,0 -
NAO 168 88 7 507 96,0 85,2 65,7 98,6
IGNORADO - - - 1 - - - -
TOTAL 172 89 7 517 96,1 85,3 65,9 98,7

Sensibilidade = a/a+c

Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b

Valor preditivo negativo = d/c+d

* 21 pacientes foram considerados limitrofes para o teste ELISA - Og4C3.

Em relacdo a validacdo do ICT, a sensibilidade e o valor preditivo negativo foram
maiores nos pacientes que nao realizaram tratamento anterior para filariose, com taxas
de 94,9% e 97,3%, respectivamente. A especificidade e o valor preditivo positivo ndo
foram calculados para os pacientes que relataram tratamento anterior, uma vez que nao

foi encontrado nenhum paciente no Grupo B (Tabela 11).
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TABELA 11
Validagéo da técnica ICT, quando comparada com até cnica da gota espessa,
segundo o tratamento anterior para filariose, emin  quérito populacional no
Distrito de Cavaleiro — Jaboatdo dos Guararapes —2 003

TRATAMENTO (Grupo A) (Grupo B) (Grupo C) (Grupo D) |Sensib. Especif VPP VPN

ANTERIOR ICT/GE ICT/GE ICT/GE ICT/GE

~ Freqq  Freq.  Freq.  Freq. = % % %
SIM 3 - 1 6/ 750 - -| 857
NAO 167 34 9 326 94,9 90,6 83,1 97,3
TOTAL 170 34 10 332 94,4 90,7 83,3 97,1

Sensibilidade = a/a+c
Especificidade = d/d+b

Valor preditivo positivo = a/a+b
Valor preditivo negativo = d/c+d

Na validacdo do ELISA - Og4C3, usando a gota espessa como padrdo ouro, foi
verificada uma melhor sensibilidade (96,1%) e valor preditivo negativo (98,7%). Partindo
para a validacdo da gota espessa com o ELISA - Og4C3 como padrdo ouro, a
especificidade (98,7%) e o valor preditivo positivo (96,1%) foram os indicadores que
apresentaram maiores taxas (Quadro 2).

Em relacédo a validacdo do ICT, utilizando a gota espessa como padrdo ouro, a
sensibilidade (94,4%) e o valor preditivo negativo (97,1%) apresentaram as melhores
taxas. J4 na validacdo da gota espessa, comparada com o ICT como padrdo ouro, as
maiores taxas foram verificadas na especificidade (97,1%) e no valor preditivo positivo
(94,4%), como se pode verificar no quadro 2.

No que concerne a validagédo do ELISA - Og4C3, empregando como padrao ouro

o ICT, as maiores taxas corresponderam a especificidade (97,2%) e ao valor preditivo

positivo (95,6%). Na validacdo do ICT com o ELISA - Og4C3 como padrdo ouro, a
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sensibilidade (95,6%) e o valor preditivo negativo (97,2%) apresentaram as maiores
taxas (Quadro 2).

Contudo, quanto a acuracia, o melhor resultado foi encontrado na comparacao
entre as técnicas que utilizam os anticorpos monoclonais. Esses dados estdo

apresentados no quadro 2.
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QUADRO 2
Comparagéao da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acur acia da gota
espessa e dos anticorpos monoclonais Og4C3* e ICT ', em inquérito populacional no Distrito de Cavaleir 0 —
Jaboatédo dos Guararapes — 2003

PARAMETROS 0g4C3  95% IC* GE 95% IC* ICT? 95% IC* GE 95% IC* 0g4C3  95%IC* ICT 95% IC*

frente frente frente frente frente frente

GE % 0g4C3 % GE % ICT % ICT % 0g4C3 %

SENSIB.. 9,1 91,8-983 659 598-716 944 897-972 833 773-880 894 844-931 956 915-97.8
ESPECIF. 853 822-880 987 971-994 90,7 872-934 971 945-985 97,2 945-986 930 896-954
vpPp? 659 598-716 96,1 91,8-983 833 773-880 944 897-972 956 91,5-978 894 944-931
VPN’ 98,7 971-994 853 822-830 97,1 945-985 90,7 872-934 930 896-954 972 945-98,6
ACURACIA 87,7 - 87,7 - 91,9 - 91,9 - 94,0 - 94,0 -

IC": Intervalo de confianca

ICT?: Teste imunocromatogréafico
VPP : Valor preditivo positivo
VPN* : Valor preditivo negativo

* 21 pacientes foram considerados limitrofes para o teste ELISA - Og4C3.
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A validacdo de uma técnica em relacdo a outra imp8de a necessidade de definir
gual é o testado e qual serd o padrdo ouro. Neste estudo, pelo fato da gota espessa ser
o0 “gold test” para diagnostico da filariose bancroftiana em inquérito populacional,
admitiu-se que este fosse o0 modelo de comparacao, devendo-se avaliar a validade das
técnicas ELISA - Og4C3 e ICT.

Como foi enfatizado por Ransohoff e Feisntein (1978, apud JEKEL; ELMORE;
KATZ, 1999), a populagdo em que o teste diagnostico ou de rastreamento € avaliado
deve ter caracteristicas semelhantes as das populacbes em que ele sera usado;
portanto, os trabalhos de validacdo dos testes antigénicos devem ser realizados em
areas endémicas, locais em que estas técnicas serdo aplicadas.

Os achados deste estudo de validagcdo do ELISA - Og4C3 utilizando a gota
espessa como padrdo ouro ndo divergem dos relatos de Lammie, Hightower e Eberhard
(1994), que encontraram uma sensibilidade variando de 75% a 100%, mas divergiram
em relac&o ao valor preditivo positivo (100%) e a especificidade (70,4%).

Dreyer et al. (1996b), em estudo de validacdo do ELISA - Og4C3, realizado na
RMR, utilizando individuos atendidos no servico ambulatorial, com diagnéstico positivo
para a gota espessa e amicrofilarémicos, com evidéncias ultra-sonogréaficas de
infeccado, evidenciaram sensibilidade de 97,9% e especificidade de 98,4%.

A alta especificidade destes dois trabalhos, no entanto, deve-se ao fato dos
negativos terem sido constituidos por residentes de areas ndo endémicas, o que pode
levar a uma interpretacdo errbnea de sua “alta especificidade”. Para distinguir infeccao
atual de exposicao a larva infectante de W. bancrofti, 0 grupo negativo ideal deveria ser
composto por individuos expostos as larvas infectantes, porém livres de infeccao.

7

Entretanto, € muito dificil, se ndo impossivel, garantir a inexisténcia de infeccdo em
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individuos que vivem em darea endémica, a despeito de todo o arsenal diagnéstico
disponivel, na atualidade (AMARAL; NOROES; DREYER, 1995; DREYER et al., 1996c;
ROCHA et al., 1995; 1996).

Rocha et al. (1996), avaliando o ELISA - 0Og4C3, quando comparado com
pacientes microfilarémicos diagnosticados pela gota espessa e/ou filtracdo e
amicrofilarémicos com presenca de verme adulto, detectado pela ultra-sonografia ou
pela biopsia de linfonodos, encontraram sensibilidade de 97,9% e especificidade de
98,4%. Neste estudo, o grupo de negativos foi composto por pacientes de area ndo
endémica.

J& na validacdo do ICT, utilizando a gota espessa como padrdo ouro, 0S
resultados foram inferiores aos encontrados por Weil, Lammie e Weiss (1997), em
pacientes de um banco de soro da india, utilizando a mesma comparacao, ICT versus
gota espessa. Quanto aos valores que expressam a sensibilidade, se assemelham aos
achados de Chandrasena et al. (2002), que utilizaram a gota espessa como padrédo
ouro, em individuos residentes no Sri Lanka, cujo grupo de negativos foi composto por
pessoas sem historico de filariose, selecionadas em uma é&rea ndo endémica na
provincia central daquele pais asiatico.

O diagnostico de eleicdo utilizado em inquéritos € a gota espessa, pois apresenta
uma boa sensibilidade e baixo custo (MEDEIROS et al., 1999). As técnicas de
ultrasonografia e a filtragdo em membrana, apesar da sensibilidade e especificidade
terem taxas superiores as da gota espessa, apresentam dificuldades para utilizacdo em
inquéritos epidemioldégicos: envolvem um grande numero de individuos, além de

algumas restricbes quanto a sua aplicacdo, como custo, relutancia da populacdo na



82

coleta noturna de sangue venoso, demora no processamento do sangue, o que as torna
impraticaveis, ou, pelo menos, de dificil aplicago.

Portanto, para verificar o emprego dos monoclonais em inquéritos populacionais,
o padrao ouro utilizado foi a gota espessa e 0s negativos foram os individuos da mesma
area endémica dos casos diagnosticados, o que justifica a diferenca dos resultados
encontrados neste trabalho em relacdo aos de outros autores.

Existem relatos, na literatura, de que a prevaléncia da microfilaremia e da
antigenemia, detectada pelo ICT, sdo maiores no sexo masculino (MICHAEL; BUNDY;
GRENFELL, 1996; SUNISH et al., 2001). Estes dados divergem parcialmente dos
encontrados nos individuos do Sri Lanka, diagnosticados pelo ELISA- 0Og4Cs3,
comparados com a clinica, a gota espessa e a filtragdo, em que as taxas de
sensibilidade e especificidade foram maiores no sexo feminino.

Weesooriya et al. (2002), estudando a prevaléncia de antigenemia detectada
pelo ELISA - Og4C3, no Sri Lanka, verificaram que mulheres antigeno positivo
detinham maior quantidade de microfilaria negativa do que os homens antigenos
positivos. Neste trabalho de validagdo do ELISA - Og4C3 foi verificado que a
sensibilidade, a especificidade e o valor preditivo positivo apresentaram taxas mais
elevadas no sexo masculino.

Estudos em modelos animais experimentais e observacdes epidemiologicas em
humanos sugerem que os homens tém maior risco de infeccdo e doenca filarial do que
as mulheres e que essa susceptibilidade pode ser regulada por ambos os caminhos,
imune e ndo-imune (FREEDMAN, 1998).

Partindo desses fatos, pode-se discutir a possibilidade das mulheres

apresentarem ou ndo algum fator imunolégico que inibe o desenvolvimento das
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microfilarias, dificultando assim sua deteccdo pelo diagnostico da gota espessa,
entretanto, estudos especificos sobre esse tema devem ser desenvolvidos para uma
melhor comprovacéao.

Na validacao do ICT, a especificidade e o valor preditivo negativo foram maiores
no sexo feminino. No sexo masculino a sensibilidade e o valor preditivo positivo foram
maiores. Sunish et al. (2001), na india, encontraram maior prevaléncia de antigeno
filarial e de microfilarias no sexo masculino.

E entdo logico sugerir a realizacéo de outros estudos, para comprovar esta maior
predisposicdo do sexo masculino a infeccdo, enfatizada na maioria dos estudos de
prevaléncia parasitologica (BRABIN, 1990). Contudo, nos estudos de prevaléncia
antigénica pelo ICT, os achados ainda sédo divergentes.

Santhanam et al. (1989), em trabalho realizado na india, verificaram que, n&o
obstante as discordancias entre os resultados da deteccdo de antigeno e da
microfilaria, em todas as faixas etarias os resultados foram semlhantes. Ja o trabalho
realizado no Sri Lanka, constatou que o grupo de menores de 25 anos de idade
apresentou uma tendéncia para maior numero de individuos antigenos positivos,
detectados pelo ELISA — Og4C3, e microfilaria negativa, diagnosticada pela gota
espessa e filtragcdo, em relagcdo aos mais velhos (ITOH et al., 1999). Na india, verificou-
se na faixa etéria de 2 a 5 anos, associacéo entre o ICT positivo e os amicrofilarémicos
diagnosticados pela gota espessa, superior as demais faixas etarias (SUNISH et al.,
2001). Portanto, foi possivel verificar, neste estudo de validacdo, que, em nenhuma
faixa etéria, ha relacdo entre os resultados encontrados nas técnicas antigénicas e na
gota espessa. Em algumas faixas etarias os parametros de validacdo ndo foram

analisados, por falta de individuos nos grupos de composicdo da tabela de
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contingéncia, o que talvez explique esta afirmativa. Para maior esclarecimento faz-se
necessario realizar investigacdes especificas na populacdo da faixa etaria pediatrica
guanto ao uso dos anticorpos monoclonais no diagndostico filarial entre residentes de
area endémica.

Quanto a variavel tempo de residéncia, referente ao tempo que os individuos
residiam no bairro, ou seja, se eram al6ctones ou autdctones, ndo foi verificada
diferenca. Esses dados nédo foram discutidos, devido a auséncia deste parametro na
literatura consultada.

No que se refere ao tratamento anterior para filariose, os achados deste estudo
chamam a atencdo, principalmente no grupo de individuos que haviam realizado
tratamento anterior. A literatura menciona que, ap0s o tratamento, 78% dos
microfilarémicos se tornaram negativos, mas, entre estas curas parasitoldgicas, 76,1%
ainda continuavam antigenos positivos 17 meses apos o tratamento (WEERASOORIYA
et al., 2002). A persisténcia da antigenemia, apos o tratamento bem-sucedido, tem sido
observada em diversos trabalhos (NICOLAS et al., 1997; ZHENG et al., 1990).

ITOH et al. (1999) chegaram & mesma concluséo, ndo encontrando diferenca na
proporcdo de casos antigenos positivos e microfilaria negativa entre os individuos com
tratamento anterior e sem tratamento anterior com a Dietilcarbamazina.

Embora a gota espessa seja a técnica padrdo ouro e um exame sensivel para a
realizacdo dos inquéritos, ela é capaz de escolher apenas infec¢cdes microfilarias
Obvias. Contudo, infeccdes com amicrofilarémicos tém sido documentadas. Por isso, 0s
falsos positivos obtidos pelo ICT e pelo ELISA - Og4C3 poderiam ser positivos
verdadeiros, em que a técnica de referéncia falhou para detectar (NGUYEN;

PLICAHRT; ESTERRE, 1999; WEERASOORIYA et al., 2002). Assim, a principal razéo
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para a aparente especificidade de 85,3% do ELISA - Og4C3 e de 90,7% do ICT pode
ser a falha do teste de referéncia para detectar todos os casos da infecgao.

No entanto, caso as afirmagdes de Nguyen, Plichart e Esterre (1999) e
Weerasooriya et al. (2002) fossem totalmente corretas, na validacado do ELISA - Og4C3
e do ICT os resultados deveriam ser concordantes. Isso ndo foi constatado, ao
comparar as duas técnicas, verificando-se que a sensibilidade do ELISA - Og4C3, em
relacdo ao ICT, foi de 89,4%, e a especificidade de 97,2%. J& a sensibilidade do ICT,
utilizando o ELISA - Og4C3 como padrdo ouro, foi de 95,6%, e a especificidade de
93,0%. Por essa razdo, é possivel afirmar que os valores detectados quanto a
sensibilidade e a especificidade do ICT e do ELISA - Og4C3 devem ter outras
justificativas, além da referida pelos autores (NGUYEN; PLICHART; ESTERRE, 1999;
WEERASOORIYA et al., 2002).

Outro motivo para justificar os resultados encontrados nesta validacado pode ser
constituido pelas reagbes cruzadas. Segundo More e Coperman (1990), o ELISA -
0Og4C3 apresenta reacao cruzada com outros helmintos, filarias e nao filarias, incluindo
Onchocerca gibsoni, Onchocerca volvulus, Dirofilaria immitis, Ancylostoma caninum e
Toxocara canis. Quanto a este ultimo, foi detectada uma prevaléncia de 39,4%, nos
pacientes da Regido Metropolitana do Recife atendidos no ambulatério especializado
em doencas parasitarias do CPgAM - FIOCRUZ (AGUIAR-SANTOS, 2001). A presenca
de D. immitis também foi verificada no Recife, com prevaléncia de 2,3%, em cachorros
(ALVES et al., 1999).

Para o ICT, Phantana et al. (1999) e Bhumiratana et al. (1999) descartam a
possibilidade de reacdo cruzada; no entanto, ndo descrevem o0s parasitas envolvidos.

Para esse fim, seriam necessérios estudos, para descartar tais reagdes na populacao.
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Avaliacbes posteriores devem ser realizadas, para um melhor esclarecimento
sobre possiveis reacfes cruzadas, em ambas as técnicas antigénicas, ICT e ELISA —
ELISA - Og4C3; no entanto, esses estudos devem abranger grandes amostras, para
maior seguranca quanto aos resultados e melhor esclarecimento da questao,
possibilitando descartar as duvidas ainda existentes.

Na comparacado do ICT utilizando o ELISA - Og4C3, verificou-se sensibilidade de
95,6% e especificidade de 93,0%. Esses resultados divergem do estudo realizado na
Polinésia Francesa, em que foram encontradas sensibilidade e especificidade de 51,2%
e 98,4%, respectivamente (NGUYEN; PLICHART; ESTERRE, 1999).

Os resultados encontrados na validacdo do ICT apresentaram taxas menores de
sensibilidade, especificidade e valor preditivo negativo, em comparacdo com 0S
achados de Phantana et al. (1999), adotando os mesmos critérios deste estudo,
detectando valor preditivo positivo superior.

O ELISA - 0Og4C3 é uma técnica cara, demorada, cuja aplicagdo requer
equipamento especifico, além de laboratorio estruturado. Ja o ICT é rapido e de fécil
execucao na determinacao da infeccao filarial, o que o qualifica como uma técnica mais
adequada para utilizacdo em inquérito epidemiologico.

Para doencas semelhantes a filariose, a alta sensibilidade € mais importante do
gue a alta especificidade, fato proveitoso para os inquéritos epidemiologicos, em que 0s
testes devem ser mais sensiveis e apresentar um melhor valor preditivo negativo,
garantindo assim uma maior seguranca de que um individuo com resultado negativo
nao tenha a doenca.

Nao obstante, ambos o0s anticorpos monoclonais apresentarem taxas

semelhantes nos itens sensibilidade e valor preditivo negativo, foi possivel verificar que,
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nos itens especificidade, valor preditivo positivo e acuracia, que € a proporcao de
acertos do teste diagnodstico, a técnica ICT apresentou taxas consideravelmente
superiores, demonstrando sera técnica antigénica mais indicada para utilizacdo em
triagem, nos inquéritos epidemioldgicos na RMR. Esses dados sdo de importancia na
implementacdo de programas de eliminagéo da filariose linfatica, em especial nas areas

endémicas da RMR, no Estado de Pernambuco.
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O teste ideal para aplicacdo em inquérito populacional deve ser aquele com alta
sensibilidade e valor preditivo negativo elevado para oferecer a devida seguranca, em
caso de resultado negativo, de que o individuo realmente ndo estaria acometido da
doenca. Ademais, este teste deveria ser dotado de elevado grau de especificidade e
valor preditivo positivo, para assegurar, com toda certeza, em caso de resultado
positivo, que o individuo estaria realmente doente. Os dados coletados neste estudo de
validade da pesquisa antigénica indicam que o ELISA-Og4C3 e o ICT néo

correspondem ao perfil ideal para um teste desta natureza.

Os anticorpos monoclonais Og4C3 e AD12 apresentam um bom compromisso
com a sensibilidade e o valor preditivo negativo para o diagnostico da infeccéo ativa por

filariose bancroftiana, em relagédo a gota espessa.

Pesquisas complementares deverdo ser realizadas, no intuito de esclarecer a
correlacdo entre a pesquisa de antigeno, 0o sexo e o0 tratamento anterior com

Dietilcarbamazina, na RMR.

Estudos sobre possiveis reagfes cruzadas do ICT e do ELISA - Og4C3 com
outros helmintos, e até com protozoarios, devem ser realizados em grandes amostras,
para que se esclarecam as duvidas acerca desses possiveis resultados falso-positivos

com anticorpos monoclonais.

A técnica antigénica mais adequada para utilizacdo em triagens de inquéritos

populacionais, na RMR, é o ICT, que, além de apresentar uma melhor especificidade,
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valor preditivo positivo e acuracia, também é de facil execucdo em trabalhos de campo,

possibilitando a obtencédo mais rapida dos resultados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
permito minha participagiio voluntiria no projeto intitulado “Validagcdo dos monoclonais
0g4C3 e ADI2 no diagnostico da filariose bancroftiana em inquernto populacional™ que
sera desenvolvido no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes em parceria com a Secretaria
de Saiude do Municipio, a Fundagio Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) e a Universidade
de Pernambuco (ICB/UPE).

Recebi a informagido que o propasito principal do referido projeto é a investigagio
relativa a filariose, enfatizando em especial o diagnostico sorologico, Em conseqgliéncia,
permito ser submetido a uma coleta de 10 ml de sangue venoso para realizagio dos
referidos testes

Antes de minha participagio no referido projeto. um membre da equipe de pesquisa
fomeceu as informacbes adicionais que eu julguei necessarias para meu melhor
entendimento e solicitou meu consentimento para os procedimentos relacionados a
pesquisa.

Auterizo a Fundagio Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a utihzagio das
informagoes obtidas através dos resuftados destes exames em reunides, congressos e
publicagdes cientificas preservando, neste caso, a minha identidade.

Esse “Termo de Consentimento™ me foi totalmente explicado e eu entendi seu contendo.
Finalmente, estou ciente de poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento
da investigagdo, sem qualquer penalizagio.

Assinatura do usuiario Data
Assinatura dos pais ou representante legal o Data
(menores)

Enderego - Rua (paciente ou responsavel)

N Apt Bairro Cidade Estado

Testemunha:

Assinatura Membro da Equipe de Pesguisa - CPqAM/FIOCRUZ e ICB/UPE Data




106




107

-‘.fl.'E " ¥

Flecruz

CEntra de Pescuisa

AGGEU WQGALHAES Ministéric da

COMISSAQ DE ETICA DO CPqAM/FIOCRUZ

Projeto
“Validagio dos antigenos circulantes Ogd4C3 e ADI2 como diagnéstico para

filariose bancrofliana em inquérito populacional”

Coordenador: Conceigdo Maria de Oliveira

Nicleo de Estudo em Satide Coletiva/CPgAM
PARECER

A Comissdo declara para os devidos fins que o projeto referido acima foi
submetido para julgamento e estdi em processo de avaliagdo. Estamos 3
disposicdo para qualquer esclarecimento e comunicamos que © Parecer
definitivo serd concedido na proxima reunido do CEP/CPgAM em 07 de maio
de 2002,

Recife. 05 de abril de 2002

L'h‘\-g'—ft-'- (A Elf_'&"-"’i:l—!:ﬂ. /l.gg_ﬁ |,{
Nilma Cintra Leal [

Coordenador

Campus da UFPE - Av. Moraes Repo, < - Cx, Postal 7472 - Fone: 0XX81 3052500 - Faxe OXXEL 4531911 -OFF: 66 70-420
Tl - PE - Braml - iy eoew,cpgam fioone be

Saude




108

Validacao dos anticorpos monoclonais Og4C3 e AD12 n o diagndstico da filariose

bancroftiana em inquérito populacional

Oliveira, C.M.; Medeiros, Z.; Lessa, F.

Conceicao Maria de Oliveira

Departamento de Saude Publica / Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes / Fundacéao
Oswaldo Cruz

coliveira@cpgam.fiocruz.br

Zulma Medeiros

Departamento de Parasitologia / Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes / Fundagéo
Oswaldo Cruz

Fabio Lessa

Departamento de Saude Publica / Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes / Fundagéao

Oswaldo Cruz



109

Resumo

Este estudo teve como proposta validar a pesquisa dos anticorpos monoclonais,
0Og4C3 e AD12, para o diagnéstico da filariose bancroftiana, quando comparada ao
exame da gota espessa, em inquérito populacional realizado no distrito de Cavaleiro,
Jaboatédo dos Guararapes - PE. Tomou-se por base 214 individuos microfilarémicos do
inquérito epidemioldgico realizado em 2001. Destes, 34 ndo foram localizados ou néo
desejaram realizar os testes antigénicos, restando 180 individuos, que foram
examinados pelo ELISA - Og4C3 e ICT. Para cada individuo positivo na gota espessa
(180) foram identificados aleatoriamente 2 controles para o ICT e 3 para ELISA -
0g4Ca3, totalizando uma amostra de 547 e 806, respectivamente. A técnica antigénica
mais adequada para utilizacdo em triagens de inquéritos populacionais, na RMR, é o
ICT, que, além de apresentar uma melhor especificidade, valor preditivo positivo e
acuracia, também é de facil execu¢cdo em trabalhos de campo, possibilitando a

obtencdo mais rapida dos resultados.

Palavras Chaves: Validagdo, Og4C3, ICT, Inquérito epidemioldgico.
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Introducéo:

Os métodos de diagndstico empregados nos programas de controle da filariose
linfatica tém sido baseados na coleta de sangue noturno para deteccdo de microfilaria.
Este pode ser exaustivo, tanto para os residentes das areas em estudo quanto para as
equipes técnicas, além do risco que correm em relacdo a seguranca. Ademais, métodos
parasitologicos possuem inadequada sensibilidade dependendo de véarios fatores:
volume de sangue coletado, horario da coleta e habilidade e dedicacdo do
microscopista (WEIL; LAMMIE; WEISS, 1997).

Desta forma, a deteccdo de antigenos € particularmente interessante pois a
coleta de sangue pode ser feita a qualquer hora, associado ao diagnostico de individuos
infectados amicrofilrémicos (LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994).

Nos inquéritos epidemioldgicos, um dos métodos diagnosticos mais promissores
€ a pesquisa de antigeno circulante de Wuchereria bancrofti, usando os ensaios
imunoenzimaticos (“enzyme-linked immunosorbent assay” - ELISA) e os
imunocromatogréaficos (ICT).

Estudo realizado por Chandrasena et al. (2002) indica que o ICT pode constituir
um instrumento efetivo para inquéritos da filariose bancroftiana, principalmente na
identificacdo de novos focos com transmisséo ativa da filariose. O alto custo do ICT,
comparado com a gota espessa, pode ser parcialmente compensado pelo fato de ndo
requerer muito treinamento para sua aplicagdo, associado as facilidades laboratoriais,
coleta diurna de sangue, probabilidade de alta sensibilidade e rapidez do teste. Desta
forma, o ICT € bastante atrativo para ser utilizado nos inquéritos de base populacional.

A utilizacdo do ELISA-Og4C3 em inquéritos populacional foi relatada por varios

autores, entretanto seus resultados sao contraditérias na comparac¢do com as técnicas
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parasitologicas (2000; LAMMIE; HIGHTOWER; EBERHARD, 1994; NICOLAS et al.,

1997; WEIL et al., 1996).

A literatura registra poucos trabalhos de inquéritos epidemioldgicos com
antigenos circulantes que foram desenvolvidos nos paises endémicos para filariose
bancroftiana. No Brasil, especialmente com relacdo a validacdo das técnicas nas areas
endémicas de W. bancrofti, foi encontrado apenas um estudo de validagdo do ICT com

base populacional, para o0 Og4C3 nenhum trabalho sobre este tema foi verificado.

Este trabalho pretende validar os testes que detectam os antigenos circulantes
(ELISA-Og4C3 e ICT-AD12), em inquérito populacional, cujo conhecimento contribuira
para os programas de controle. Assim, o0 projeto objetivo validar a pesquisa dos
anticorpos monoclonais, Og4C3 e AD12, para o diagnostico da filariose bancroftiana,

guando comparada ao exame da gota espessa, em inquérito populacional.
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Material e Métodos

A éarea de estudo refere-se ao distrito de Cavaleiro, pertencente ao municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, localizado na Regido Metropolitana do Recife - RMR,
possuindo uma area total de 257,3 km? correspondente a 0,26% do estado de
Pernambuco. Limita-se ao norte com Recife, ao sul com o municipio do Cabo de Santo
Agostinho, ao oeste com Moreno e ao leste com o Oceano Atlantico. A populagédo do
distrito € de aproximadamente 137.826 habitantes, distribuidos em 27.969 domicilios
particulares, com média de cinco pessoas por domicilio, segundo a recontagem
populacional do IBGE de 1996.

A selecdo da amostra foi realizada partindo do banco de dados do Centro
Pesquisa do Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz — CPgAM / FIOCRUZ,
constituido a partir do inquérito epidemioldgico no distrito de Cavaleiro para filariose

bancroftiana.

O referido inquérito foi realizado pelo exame da gota espessa nhdo mensurada no
ano de 2001 (BONFIM, 2002). Neste estudo foram examinadas 9.520 pessoas, sendo
diagnosticado como positivo para filariose 214 individuos, 0 que representou uma

prevaléncia de 2,2%.

A amostra para realizagdo deste estudo foi dimensionada levando em
consideracdo o desenho de estudo de avaliacdo diagnostica descrito por Andrade e

Zicker, 1997.

O estudo de validacdo diagnostica aqui referido, partiu dos 214 individuos

microfilarémicos do inquérito epidemioldgico realizado em 2001 (BONFIM, 2002).



113

Destes, 34 nao foram localizados ou ndo desejaram realizar os testes antigénicos,
restando 180 individuos que foram examinados pelo ELISA - Og4C3 e o0 ICT.

Para cada individuo positivo na gota espessa (180), foram identificados
aleatoriamente 2 controles para o ICT e 3 para ELISA - Og4C3, totalizando uma
amostra de 547 e 806 respectivamente.

As variaveis utilizadas neste estudo foram: definicdo de caso, sexo, tempo de
residéncia e tratamento anterior para filariose bancroftiana.

Os dados obtidos no estudo foram armazenados e analisados no programa Epi-
Info versdo 6.04b, produzido pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos —
CDC (DENNIS; DEAN, 1996), onde foram utilizados os médulos Eped, Enter, Analyses,
Validate e Epetable, para construcdo dos parametros de sensibilidade, especificidade,

valor preditivo negativo, valor preditivo positivo e acuracia.
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Resultados

Na validacédo do ELISA - Og4C3, tendo como padrao ouro a gota espessa, foram
examinados 806 individuos. Dos 180 com gota espessa positiva, 172 (95,56%) também
foram positivos para o ELISA - Og4C3, 7 (3,89%) foram negativos e em 1 (0,55%) o
resultado foi limitrofe. Quando foram avaliadas as 626 pessoas negativas para 0 exame
da gota espessa, observou-se que 517 (82,59%) foram negativas para o ELISA -
0g4C3, 89 (14,22%) foram positivas e 20 (3,19%) estavam na faixa limitrofe.

Para a validacdo do ICT, quando comparado com a gota espessa, foram
examinadas 546 pessoas. Das 180 positivas na gota espessa, 170 (94,44%) foram
positivas no ICT e 10 (5,56%) foram diagnosticadas como negativas. Para os 366
negativos na gota espessa, 332 (90,74%) obtiveram o mesmo diagnostico do teste
padréo e 34 (9,26%) foram positivos.

Os resultados encontrados na validacdo do ELISA - Og4C3, tendo como padréo
ouro a gota espessa 0s resultados encontrados para a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e a acuracia foram 96,1%, 85,3%,
65,8%, 98,7% e 87,7, respectivamente. Quanto a validacdo do ICT comparado com a
gota espessa, a sensibilidade foi de 94,4%, especificidade igual a 90,7%, valor preditivo
positivo de 83,3%, valor preditivo negativo igual a 97,1% e a acuracia de 91,9%. Com
isso, foi possivel verificar que o ELISA - Og4C3 apresentou uma melhores sensibilidade
e valor preditivo negativo, ja o ICT apresentou melhores especificidade, valor preditivo
positivo e acuracia.

Quanto a validacdo do ELISA - Og4C3 segundo a variavel sexo, tendo como
padrdao ouro a gota espessa, percebeu-se que as maiores taxas foram encontradas no

sexo masculino, com uma sensibilidade de 97,3% e especificidade de 85,4%. Em
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relacdo ao valor preditivo positivo o sexo masculino apresentou resultado maior do que
o sexo feminino, com taxa 75,3%. Ja para o valor preditivo negativo, foi o sexo feminino

gue apresentou maior taxa 98,7% (Tabela 1).

Os resultados encontrados na validacao do ICT, quando comparado com a gota
espessa, apontaram para uma sensibilidade maior no sexo masculino (95,6%), e uma
especificidade maior no sexo feminino com taxa de 92,9%. O valor preditivo positivo
apresentou uma maior taxa para o sexo masculino (85,7%) e o valor preditivo negativo
foi maior no sexo feminino (97,7% ), assim como no ELISA - Og4C3 (Tabela 1).

Para a variavel tempo de residéncia o ELISA - Og4C3 apresentou maior
sensibilidade (97,6%), especificidade (86,1%) e valor preditivo negativo (99,4%) nos
pacientes autdctone. Nos pacientes aldctones a taxa foi maior apenas o valor preditivo
positivo (65,9%) (Tabela 2).

Em relacdo ao ICT todos as taxas da validacdo foram maior nos pacientes
autéctones apresentando sensibilidade de 97,6%, especificidade de 93,1%, valor
preditivo negativo de 99,1% e o valor preditivo positivo de 83,7%. Esses achados estao
apresentados na tabela 2.

A sensibilidade do ELISA - Og4C3 em relacdo a gota espessa, em pacientes que
nao realizaram tratamento anterior para filariose foi de 96,0%, a especificidade e o valor
preditivo positivo foram maior nos pacientes que realizaram tratamento anterior com
taxas de 90,0% e 80,6%, respectivamente. Devido a auséncia de individuos positivos
pela gota espessa e negativos pelo ELISA - Og4C3, a sensibilidade e o valor preditivo
negativo ndo foram calculadas para os pacientes que relataram tratamento anterior,

como mostra a tabela 3.
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Em relacéo a validacdo do ICT, a sensibilidade e o valor preditivo negativo foram
maiores nos pacientes que néo realizaram tratamento anterior para filariose, com taxas
de 94,9% e 97,3%, respectivamente. A especificidade e o valor preditivo positivo ndo foi
calculado para os pacientes que relatavam tratamento anterior, uma vez que nao foi
encontrado nenhum paciente negativo pela gota espessa e positivo pelo ICT (Tabela 3).

Na validacdo do ELISA - Og4C3 usando a gota espessa como padrdo ouro,
encontrou-se uma melhor sensibilidade (96,1%) e valores preditivo negativo (98,7%).
Partindo para a validagdo da gota espessa com o0 ELISA - Og4C3 como padréo ouro, a
especificidade (98,7%) e os valores preditivos negativo (96,1%), foram os indicadores
que apresentaram maiores taxas.

Em relacdo a validacdo do ICT utilizando a gota espessa como padrdo ouro, a
sensibilidade (94,4%) e o valor preditivo negativo (97,1%) foram os itens que
apresentaram as melhores taxas. Ja na validacdo da gota espessa comparado com o
ICT como padréo ouro as maiores taxas foram verificadas na especificidade (97,1%) e
no valor preditivo positivo (94,4%).

Nos resultados da validacdo do ELISA - Og4C3 empregando como padrédo ouro o
ICT encontrou-se maiores taxas na especificidade (97,2%) e no valor preditivo positivo
(95,6%). Na validacdo do ICT com o ELISA - Og4C3 como padréo ouro a sensibilidade
(95,6%) e o valor preditivo negativo (97,2%) foram os itens que apresentaram maiores
taxas.

Na acuracia o melhor resultado foi encontrado na comparacao entre as técnicas

gue utilizam os anticorpos monoclonais. Esses dados estéo apresentados no quadro 1.



Quadro 1 - Comparacdo da sensibilidade, especificid

acuracia da gota espessa e dos anticorpos monoclona

Distrito de Cavaleiro — 2003
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ade, valor preditivo positivo, valor preditivo nega tivo e
is, Og4C3 e ICT?, realizados em inquérito populacional no

PARAMETROS| Og4C3 | 95% IC” GE 95% IC" ICT? 95% IC" GE 95% IC" | Og4C3 | 95% IC* ICT 95% IC"
frente Frente Frente Frente Frente frente
GE % 0g4C3 % GE % ICT % ICT % 0g4C3 %

SENSIB.. 96,1 91,8-983 659 598-716 944 897-972 833 77,3-880 894 844-931 956 915-97.8
ESPECIF. 853 822-880 987 97,1-994 90,7 872-934 97,1 945-985 97,2 945-986 93,0 89,6-954
VPP? 659 598-716 961 91,8-983 833 77,3-880 944 89,7-972 956 915-97.8 89,4 944-931
VPN’ 98,7 97,1-994 853 822-880 971 945-985 90,7 87,2-934 930 896-954 97,2 945-986
ACURACIA 87,7 - 87,7 - 91,9 - 91,9 - 94,0 - 94,0 -

IC": Intervalo de confianca

ICT?: Teste imunocromatografico
VPP?: Valor preditivo positivo
VPN* : Valor preditivo negativo

Tabela 1 - Validacdo das técnicas ELISA - Og4C3 e |
técnica da gota espessa, segundo 0 sexo, em inquéri
de Cavaleiro — 2003

CT, quando comparada com a
to populacional no Distrito

SEXO Og4C3 x GE ICT x GE
Sensib. Especif. VPP VPN Sensib. Especif. VPP VPN
% % % % % % %
MASCULINO 97,3 85,4 75,3 98,6 95,6 87,1 85,7 96,1
FEMININO 93,9 85,3 53,9 98,7 92,5 92,9 79,5 97,7
TOTAL 96,1 85,3 65,9 98,7 94,4 90,7 83,3 97,1




Tabela 2 - Validacéo das técnicas ELISA - Og4C3 e |
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CT, quando comparada com a

técnica da gota espessa, segundo o0 tempo de residén cia, em inquérito

populacional no Distrito de Cavaleiro — 2003

TEMPO DE 0g4C3 x GE ICT x GE

RESIDENCIA  Sensib. Especif. VPP VPN Sensib. Especif. VPP VPN
% % % % % % % %

AUTOCTONE 97,6 86,1 60,3 99,4 97,6 93,1 83,7 99,1

ALOCTONE 95,6 85,0 67,9 98,3 93,5 89,6 83,2 96,1

TOTAL 96,1 85,3 65,9 98,7 94,4 90,71 83,3 97,1

Tabela 3 - Validacdo das técnicas ELISA - Og4C3 e |

CT quando comparada com a

técnica da gota espessa, segundo o tratamento anter ior, em inquérito
populacional no distrito de Cavaleiro — 2003
TRATAMENTO 0Og4C3 x GE ICT x GE
ANTERIOR Sensib. Especif. VPP VPN Sensib. Especif. VPP VPN

% % % % % % % %
SIM - 90,0 80,0 - 75,0 - - 85,7
NAO 96,0 85,2 65,7 98,6 94,9 90,6 83,1 97,3
TOTAL 96,1 85,3 65,9 98,7 94,4 90,7 83,3 97,1
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Discussao

A validacdo de uma técnica sobre outra impde a necessidade de definir qual é o
testado e qual serd o padrédo ouro. Neste estudo, pelo fato da gota espessa ser o “gold
test” para diagnostico da filariose bancroftiana em inquérito populacional, admitiu-se
gue este fosse o modelo de comparacdo, devendo-se avaliar a validade das técnicas
ELISA - Og4C3 e ICT.

Como foi enfatizado por Ransohoff e Feisntein (1978 apud JEKEL; ELMORE;
KATZ, 1999), a populagdo em que o teste diagnéstico ou de rastreamento € avaliado
deve ter caracteristicas semelhantes as populacdes em que ele sera usado; portanto,
os trabalhos de validacdo dos testes antigénicos devem ser realizados em areas
endémicas, locais onde estas técnicas seréo usadas.

Os achados deste estudo de validacdo do ELISA - Og4C3 utilizando a gota
espessa como padrédo ouro ndo divergem em relacdo ao relato de Lammie, Highotower
e Eberhard (1994), que encontraram uma sensibilidade que varia de 75% a 100%, mas
divergiram em relacdo ao valor preditivo positivo (100%) e na especificidade (70,4%).

Dreyer et al. (1996a), em estudo de validacdo do ELISA - Og4C3, realizado na
Regido Metropolitana do Recife, utilizando individuos atendidos no servigo ambulatorial
com a gota espessa positiva e amicrofilarémicos com evidéncias ultra-sonogréaficas de
infeccado, evidenciaram sensibilidade de 97,9% e especificidade de 98,4%.

A alta especificidade nestes dois trabalhos, no entanto, deve-se ao fato dos
controles negativos terem sido constituidos por residentes de areas ndo endémicas, o
gue pode levar a uma interpretacdo errbnea de sua “alta especificidade”. Para distinguir

infecgdo atual de exposicéo a larva infectante de W. bancrofti, o grupo controle negativo
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ideal deveria ser composto por individuos expostos as larvas infectantes, porém livres
de infec¢do. Entretanto, € muito dificil, se ndo impossivel, garantir a inexisténcia de
infeccdo em individuos que vivem em area endémica, a despeito de todo o arsenal
diagnéstico disponivel, na atualidade (AMARAL; NOROES; ROCHA et al., 1995;
ROCHA et al., 1996).

Ja& na validacdo do ICT, utilizando a gota espessa como padrdo ouro, 0S
resultados foram inferiores aos encontrados por Weil; Lammie e Weiss (1997), em
pacientes de um banco de soro da india, utilizando a mesma comparacgéo, ICT versus
gota espessa. Quanto aos valores que expressao a sensibilidade, se assemelham aos
achados de Chandrasena et al. (2002), que utilizou a gota espessa como padrao ouro,
em individuos residentes no Sri Lanka, cujo grupo controle foi composto por pessoas
sem histérico de filariose, selecionadas em uma area ndo endémica na provincia central
daquele pais asiatico.

O diagnostico de eleicdo utilizado em inquéritos € a gota espessa, pois apresenta
uma boa sensibilidade e baixo custo (MEDEIROS et al., 1999). As técnicas de
ultrasonografia e a filtragdo em membrana, apesar da sensibilidade e especificidade
terem taxas superiores as da gota espessa, apresentam dificuldades para utilizagcdo em
inquéritos epidemioldgicos: envolvem um grande numero de individuos, além de
algumas restricbes quanto a sua aplicacdo, como custo, relutancia da populacdo na
coleta noturna de sangue venoso, a demora no processamento do sangue, 0 que as
torna impraticéveis, ou, pelo menos, de dificil aplicacao.

Portanto, para verificar o emprego dos monoclonais em inquéritos populacionais,

0 padrao ouro utilizado foi a gota espessa e os controles foram os individuos da mesma
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area endémica dos casos diagnosticados, o que justifica a diferenca dos resultados
encontrados neste trabalho em relacdo aos de outros autores.

Existem relatos na literatura, (MICHAEL; BUNDY; GRENFELL, 1996; SUNISH et
al., 2001) de que a prevaléncia da microfilaremia e da antigenemia, detectada pelo ICT,
sao maiores no sexo masculino. Estes dados divergem parcialmente dos encontrados
nos individuos do Sri Lanka, diagnosticados pelo ELISA- Og4C3, comparado com a
clinica, a gota espessa e a filtracdo, em que as taxas de sensibilidade e especificidade
foram maior no sexo feminino.

Weesooriya et al. (2002), estudando a prevaléncia de antigenemia detectada
pelo ELISA - Og4C3, no Sri Lanka verificaram que mulheres com antigeno positivo
detinham maior quantidade de microfilaria negativa do que os homens antigenos
positivos. Neste trabalho de validagdo do ELISA - Og4C3 foi verificado que a
sensibilidade, a especificidade e o valor preditivo positivo apresentaram taxas mais
elevadas no sexo masculino.

Estudos em modelos animais experimentais e observacdes epidemioldgicas em
humanos sugerem que os homens tém maior risco de infec¢do e doenca filarial do que
a mulher e que essa susceptibilidade pode ser regulada por ambos os caminhos, imune
e nao-imune (FREEDMAN, 1998). Partindo desses fatos, pode-se discutir a
possibilidade das mulheres apresentarem algum fator imunolégico ou ndo que iniba o
desenvolvimento das microfilarias, dificultando assim sua deteccao pelo diagnostico da
gota espessa, entretanto, estudos especificos sobre esse tema devem ser
desenvolvidos para uma melhor comprovacgéo.

Assim, sugiro que outros estudos devam ser realizados, para comprovar essa

maior predisposicédo do sexo masculino e em relagédo a autéctonia do caso nos estudos
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de validacdo, uma vez que, na maioria dos estudos de prevaléncia parasitologica a
maior taxa € encontrada no sexo masculino (BRABIN, 1990), mas nos estudos de
prevaléncia antigénica pelo os achados ainda sao divergentes. Esses dados n&do foram
discutidos devido a auséncia dessa discricdo na literatura consultada.

Os resultados deste estudo, no que se refere ao tratamento anterior para filariose
chama a atencdo principalmente no grupo de individuos que haviam realizado
tratamento anterior. Existe discricAdo de que apos o tratamento 78% dos
microfilarémicos tornaram-se negativo, mas que dessas curas parasitologicas, 76,1%
ainda foram antigeno positivo 17 meses apos o tratamento (WEERASOORIYA et al.,
2002). A persisténcia da antigenemia apdés o tratamento bem-sucedido, tem sido
observado em diversos trabalhos (ZHENG et al., 1990; NICOLAS et al., 1997).

Itoh et al. (1999) chegaram a mesma conclusédo, em seu estudo ndo encontraram
diferenca na propor¢cdo de casos antigenos positivos e microfilaria negativa entre os
individuos com tratamento anterior e sem tratamento anterior com a Dietilcarbamazina.

Embora a gota espessa seja a técnica padrdo ouro e um exame sensivel para a
realizacdo dos inquéritos, ela é capaz de escolher apenas infecgcbes microfilarias
Obvias. Contudo, infec¢cdes com amicrofilarémicos tém sido documentadas. Por isso, 0s
falsos positivos obtidos pelo ICT e pelo ELISA - Og4C3 poderiam ser positivos
verdadeiros, em que a técnica de referéncia falhou para detectar (NGUYEN,;
PLICAHRT; ESTERRE, 1999; WEERASOORIYA et al., 2002). Assim, a principal razdo
para a aparente especificidade de 85,3% do ELISA - Og4C3 e de 90,7% do ICT pode
ser a falha do teste de referéncia para detectar todos os casos da infecgao.

No entanto, caso as afirmacdes de Nguyen; Plicahrt; Esterre (1999) e

Weerasooriya et al. (2002), fossem totalmente corretas, na validagéo do ELISA - Og4C3
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e do ICT os resultados deveriam ser concordantes. Isso nao foi verificado, ao comparar
as duas técnicas, verificando-se que a sensibilidade do ELISA - Og4C3, em relacdo ao
ICT, foi de 89,4%, e a especificidade foi de 97,2%. Ja a sensibilidade do ICT, utilizando
0 ELISA - Og4C3 como padrao ouro, foi de 95,6%, e a especificidade foi de 93,0%. Por
essa razdo, é possivel referir que os valores achados quanto a sensibilidade e a
especificidade do ICT e do ELISA - Og4C3 devem ter outras justificativas, além da
referida pelos autores (NGUYEN; PLICHART; ESTERRE, 1999; WEERASOORIYA et
al., 2002).

Outro motivo para justificar os resultados encontrados nesta validacdo pode ser
devido a reacgbes cruzadas. Segundo More e Coperman (1990), o ELISA - Og4C3
apresenta reacdo cruzada com outros helmintos, filarias e ndo filarias, incluindo
Onchocerca gibsoni, Onchocerca volvulus, Dirofilaria immitis, Ancylostoma caninum e
Toxocara canis. Este ultimo, foi detectada uma prevaléncia, de 39,4%, nos pacientes da
RMR atendidos no ambulatério especializado em doencas parasitarias do CPgAM -
FIOCRUZ (AGUIAR-SANTOS, 2001). A presenca de D. immitis também foi verificada
no Recife, com prevaléncia de 2,3% em cachorros na cidade do Recife (ALVES et al.,
1999).

Para o ICT, Phantana et al. (1999), e de Bhumiratana et al. (1999), descartam a
possibilidade de reacdo cruzada; no entanto, ndo descrevem os parasitas envolvidos.
Para tal necessita-se de estudos para descartar tais reacdes na populagao.

Avaliacdes posteriores devem ser realizadas, para um melhor esclarecimento
sobre possiveis reacdes cruzadas em ambas as técnicas antigénicas, ICT e ELISA —

ELISA - Og4C3; no entanto, esses estudos devem ser realizados em amostras grandes,
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para maior seguranca quanto aos resultados e melhor esclarecimento da questao,
possibilitando descartar as possiveis duvidas ainda existentes.

Com isso, destacamos que 0 ELISA - Og4C3, é uma técnica cara, demorada,
cuja aplicacdo requer equipamento especifico com laboratério estruturado. J4 o uso do
ICT é rapido e de facil execucdo, para determinacdo da infec¢do filarial tornando-se
uma técnica mais adequada para a utilizacdo em inquérito epidemiologico do que o
ELISA - Og4Ca3.

Para doencas semelhantes a filariose, a alta sensibilidade € mais importante do
gue a alta especificidade, e isto € proveitoso para os inquéritos epidemiologicos, onde
os teste devem ser mais sensiveis e apresentar um melhor valor preditivo negativo,
garantindo assim uma maior seguranca de que um individuo com resultado negativo
ndo tenha a doenca.

Com isso, apesar de ambos o0s anticorpos monoclonais apresentarem taxas
semelhantes nos itens sensibilidade e valor preditivo negativo. Foi possivel verificar que
nos itens especificidade, valor preditivo positivo e a acurécia, que é a proporcao de
acertos do teste diagnostico, apresentaram taxas consideravelmente superiores na
técnica ICT, demonstrando que estd seria a técnica antigéncia mais indicada para a
utilizacdo em triagem nos inquéritos epidemiologicos na RMR. Esses dados serdo
importante para a implementacédo do programa de eliminacdo da filariose linfatica, em
especial para areas endémicas da RMR no estado de Pernambuco.

A técnica antigénica mais adequada para a utilizacdo em triagens de inquéritos
populacionais na RMR € o ICT que, além de apresentar uma melhor especificidade,
valor preditivo positivo e acuracia, também é de facil execucdo em trabalhos de campo,

possibilitando a obtenc&do mais rapida dos resultados.
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