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RESUMO

O teste imunocromatogréfico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) foi validado para o
diagnéstico da leishmaniose visceral (LV) em quatro dreas endémicas do Brasil. O
desempenho do IT-LEISH® foi comparado ao da reacdio de imunofluorescéncia indireta e da
reagdo imunoenzimatica utilizando os antigenos soliveis de Leishmania chagasi e o
recombinante K39. Foram incluidos no estudo 332 pacientes com quadro clinico sugestivo de
LV, sendo 213 casos de LV confirmados parasitologicamente e 119 nao-casos com
confirmagdo de outra etiologia. O teste IT-LEISH® apresentou sensibilidade de 93% e
especificidade de 97%. As técnicas RIFI, ELISA L. chagasi e ELISA rK39 apresentaram
sensibilidade de 88%. 92% e 97% e especificidades de 81%, 77% e 84%, respectivamente. Os
resultados confirmam a validade do teste IT-LEISH® para o diagnéstico da LV no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: IT-LEISH®, Leishmaniose visceral, Diagnéstico, Leishmania

chagasi, antigeno rK39.
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ABSTRACT

The rapid immunochromatographic test IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) was validated for
the diagnosis of visceral leishmaniasis (LV) in four endemic areas of Brazil. The performance
of IT-LEISH® was compared with that of the indirect fluorescent antibody test of enzyme-
linked immunosorbent assay using soluble antigen of Leishmania chagasi e the recombinant
K39. The study group was composed by 332 patients with clinical suspicion of VL, 213
confirmed cases confirmed by parasitological tests and 119 with confirmation of another
etiology. The sensitivity of test IT-LEISH® was of 93% and the specificity 97%. The tests
RIFI, ELISA L. chagasi and ELISA rK39 showed sensitivity of 88%, 92% and 97% and
specificity of 81%, 77% and 84%, respectively. The results confirm the validity of test IT-
LEISH® for the diagnosis of the LV in Brazil.

KEY WORDS: IT-LEISH®, Visceral leishmaniasis, Diagnosis, Leishmania chagasi, tK39

antigen.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doengas causadas por vdrias espécies de
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. Este género agrupa espécies de protozodrios digenéticos, encontrados em seus
hospedeiros sob duas formas evolutivas principais, uma denominada promastigota,
encontrada no trato digestivo dos hospedeiros invertebrados e outra denominada amastigota,
encontrada no sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados.

A forma promastigota € alongada, medindo de 15 a 35 um e apresenta um flagelo
livre, enquanto a forma amastigota apresenta-se como um organismo oval ou esférico, com
dimensdes variando de 2 a 5 pm e possui um flagelo que ndo se exterioriza. No citoplasma da
Leishmania sao encontrados um ntcleo e um cinetoplasto, sendo esta ultima uma organela
rica em DNA, caracteristica de parasitos pertencentes a ordem Kinetoplastida.

As leishmanias que infectam o homem s@o agrupadas em dois subgéneros, cada um
englobando vdrias espécies. No subgénero Viannia os parasitos apresentam desenvolvimento
pobre em meio de cultivo Novy-Nicolle-McNeal (NNN) e lento em hamsters
experimentalmente infectados, alojando-se no intestino posterior do vetor, aderidos a parede,
na regido do piloro e no subgénero Leishmania, os protozodrios crescem facilmente em
cultura, provocam grandes lesGes nodulares em hamster e se desenvolvem no intestino médio
e anterior do vetor (Lainson & Shaw, 1987).

Os vetores das leishmanioses sdo insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Apresentam
pequeno porte, medindo de 2 a 4 mm de comprimento, corpo com intensa pilosidade e
desenvolvimento holometabélico. Os flebotomineos se infectam quando a fémea pica o
hospedeiro vertebrado para exercer o repasto sanguineo e juntamente com o sangue ingere

formas amastigotas do parasito. Dentro do inseto, estas formas transformam-se por meio de



divisdo binaria em promastigotas, multiplicando-se ativamente. Ao picar um hospedeiro
susceptivel, o inseto inocula, por regurgitacdo, as formas promastigotas metaciclicas, tais
formas invadem ou sdo fagocitadas por células do sistema monocitico fagocitdrio e iniciam
sua fase de parasitismo no hospedeiro vertebrado.

As leishmanioses sdo divididas clinicamente em leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV) e estdo presentes em cinco continentes e 88 paises. Mais de 90%
dos casos de LT ocorrem no Ira, Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita, Brasil e Peru e cerca de
90% dos casos de LV ocorrem em cinco paises: Bangladesh, Brasil, India, Nepal e Suddo e
sdo responsdveis por 70.000 mortes por ano em todo o mundo. Estima-se incidéncia anual de
600.000 casos e que 350 milhdes de pessoas encontram-se sob risco de contrair a infeccio

(Desjeux, 2001).

1.2 A leishmaniose visceral

A LV, também conhecida como calazar é causada por espécies de Leishmania
pertencentes ao complexo Donovani, que inclui: Leishmania (Leishmania) infantum,
Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) chagasi.

Desde que Cunha (1938) concluiu que o agente etiolégico da LV nas Américas era a
L. infantum, varias discussoes se iniciaram a respeito da origem e da taxonomia da L. chagasi.
Em trabalho realizado por Mauricio et al. (1999) utilizando diversas abordagens moleculares,
ndo foi possivel distinguir a L. chagasi da L. infantum. Virios autores tém sugerido a
reclassificacdo da Leishmania (L.) chagasi como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,
entretanto, apesar dos debates sobre a questdo, o termo L. chagasi permanece em uso
(Lainson & Rangel, 2005).

Na América Latina a L. chagasi é transmitida pela picada de insetos do género

Lutzomyia, sendo as espécies transmissoras da doenga no Brasil, a Lutzomyia longipalpis e

Lutzomyia cruzii (Deane & Deane, 1954; Santos et al., 1998).



No hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas sdo encontradas parasitando
principalmente macréfagos. No homem, localizam-se em 6rgdos linféides como a medula
dssea, bago, figado e linfonodos, causando grande variedade de sinais e sintomas, podendo
permanecer como infecgdo assintomatica, sub-clinica ou evoluir para doenga clinicamente
manifesta (Ministério da Satde, 2006).

A doenga é caracterizada por febre, hepatoesplenomegalia e pancitopenia, com
periodo de incubacdo variando de trés a oito meses. Em pacientes nao tratados, a doenca é
marcada por emagrecimento, palidez e enfraquecimento. Leucopenia e trombocitopenia estdo
associadas com aumento da susceptibilidade a infeccGes secunddrias e hemorragias, causas
mais freqiientes de 6bito (Ministério da Satude, 2006).

Nos tltimos anos um aumento expressivo e descontrolado tem sido observado no
nimero de casos de LV em todo o mundo. Além disto, um novo tipo de transmissdo tem sido
descrito na Europa, onde a LV ¢ causada pela L. infantum e esta relacionado ao
compartilhamento de agulhas entre usudrios de drogas injetdveis. Esta categoria de exposi¢do,
denominada de “antroponética epidémica artificial” ocorre em associa¢do com a transmissao
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e tem aumentado a freqiiéncia de individuos co-
infectados com o HIV e a Leishmania spp. (Alvar et al., 1997; Guerin et al., 2002).

Segundo estudos realizados em paises mediterrdneos, considera-se que a prevaléncia
da LV entre pacientes com AIDS ¢é de 100 a 2.320 vezes maior do que na populagdo geral
(Desjeux & Alvar, 2003). A interagdo destes parasitos tem conseqiiéncias desastrosas, com
letalidade até cinco vezes maior entre os co-infectados, maior dificuldade de diagnéstico e
progressdo acelerada da infec¢do pelo HIV para AIDS (Pintado et al., 2001; Lyons et al.,
2003). Casos de co-infec¢do Leishmania/HIV tém sido descritos no Brasil desde 1987. A
avaliagdo de 100 casos relatados no pais, registrados em 12 estados, revelou que 97,3%

apresentavam LV (Rabello et al., 1998; Rabello et al., 2003).



No Brasil, também se tem observado o aumento na expansdo geografica da LV. Em
1992 foram registrados casos em 22 unidades federativas e em 2002, todos os estados
apresentavam autoctonia da doenca. Atualmente a LV atinge 17 unidades federativas,
principalmente as da regido nordeste, onde se encontram 87% dos casos. Somente em 2006
foram notificados 4.526 casos da doenga em todo o pafs (Ministério da Saude, 2006).

Transformagdes ambientais associadas a movimentos migratorios e ao processo de
urbaniza¢do podem explicar, em parte, porque a LV, originalmente uma doenca restrita as
dreas rurais, passou a ocorrer de forma endémica e epidémica em grandes cidades brasileiras.
Este processo desordenado de ocupac@o urbana resultou em condi¢des precdrias de vida e
destruico ambiental, fatores que também podem ter influenciado a emergéncia da doenca no
meio urbano (Luz et al., 2001; Werneck et al., 2002).

O programa brasileiro de controle da LV baseia sua estratégia em trés grupos de
medidas: diagndstico e tratamento de casos humanos, controle dos reservatérios domésticos e
controle de vetores (Ministério da Satde, 2006). Tais medidas porém, apresentam diversos
obstaculos para sua implantacdo. Em relagdo ao controle vetorial, que é baseado na aplicaciao
de inseticidas em residéncias, existem problemas relacionados a complexa logistica e ao alto
custo. E em relagdo ao controle dos reservatérios animais, particularmente o cio, observa-se
dificil implementacdo e sustentabilidade, sendo uma medida de eficacia controversa
(Ministério da Satde, 2006; Costa et al., 2007).

No diagnéstico da doenca, destaca-se a dificuldade de disponibilizacdo das técnicas
existentes para centros de atengdo primdria a saide, mantendo-as restritas em laboratdrios
publicos ou servicos de referéncia, geralmente em cidades de médio e grande porte. Para o
tratamento, sdo disponiveis drogas com elevada toxicidade. No Brasil, a droga de primeira
escolha ¢ o antimonial pentavalente, cujo esquema terapéutico é longo (20 a 40 dias), com
administracdo por via intramuscular ou intravenosa. A alternativa terapéutica ¢ a anfotericina

B, medicamento que deve ser administrado por via venosa e também apresenta elevada



toxicidade. As formulagdes lipidicas da anfotericina B menos tdxicas, t€ém custo elevado, que
ndo permite sua larga utilizacdo em satide publica. Outros obstaculos envolvidos no controle
da doenga slo a auséncia de politicas e financiamentos especificos nos paises onde a doenca é

endémica e sua estreita relacdo com a pobreza (Ministério da Satide, 2006).

1.3 Diagnostico da leishmaniose visceral

Embora o avanco tecnolégico ocorrido no século XX tenha nos legado uma variedade
de técnicas laboratoriais que significaram importante contribui¢ao ao diagndstico de doengas
em geral e das infecciosas em particular, o diagndstico da LV avangou pouco nas tltimas
décadas, provavelmente por duas razdes principais: por se tratar de doenga negligenciada, que
prevé pequeno retorno comercial ao investimento em pesquisa e desenvolvimento e pela
complexidade bioldgica propria da infeccao.

O diagnéstico clinico da LV ¢ realizado com base nas caracteristicas clinicas,
principalmente: febre baixa e hepato-esplenomegalia, combinadas com exposi¢@o recente ao
vetor, no préprio local da residéncia ou durante visitas a dreas endémicas. No entanto, o
quadro clinico pode ser confundido com outras doengas que se manifestam por hepato-
esplenomegalia e febre, tais como malaria, esquistossomose, linfomas e leucemias.

O diagnéstico laboratorial consiste fundamentalmente de trés grupos de exames:
parasitologicos (demonstracio direta do parasito e cultivo), moleculares (pesquisa de DNA do
parasita) e testes imunoldgicos (testes sorolgicos).

O diagnoéstico precoce e preciso da LV, possibilitando a instituicdo da terap€utica
adequada, permite a cura clinica da maioria dos pacientes. O diagndstico da doenca é um
problema importante ainda sem solu¢do. A maioria das técnicas disponiveis necessita de
infra-estrutura laboratorial e profissionais especializados para sua realizagdao, demandam
tempo, apresentam alto custo e ainda assim deixam a desejar em sensibilidade e

especificidade.



1.3.1 Exames parasitologicos

Os exames parasitologicos sao considerados métodos definitivos para o diagndstico da
LV. Através destes, formas evolutivas do protozodrio podem ser visualizadas pela
demonstracdo direta ou cultivo de tecidos parasitados. Apés coloragdo pelo método de
Giemsa ou Leishman, formas amastigotas do parasito podem ser observadas em laminas
contendo esfregacos de aspirado de medula éssea, linfonodos, baco, figado e sangue
periférico (Singh & Sivakumar, 2003). Devido ao risco de sangramento, a Organizacdo
Mundial da Sadde desaconselha a realizagdo da puncao esplénica e no Brasil, recomenda-se a
puncdo de medula ssea para a realizacdo de exames parasitolégicos (Ministério da Satde,
2003).

A sensibilidade da pesquisa do parasito varia de 95 a 98% para o aspirado de bago, 76
a 91% para o aspirado de figado, 52 a 89% para o aspirado de medula dssea e 52 a 69% para o
aspirado de linfonodos (Siddig et al., 1988; Zijlstra et al., 1992). Em pacientes portadores da
co-infeccdo Leishmania/HIV, que tém elevado parasitismo, o aspirado de medula Gssea
apresenta sensibilidade de 62 a 94% (Montalban et al., 1990; Molina et al., 1994; Pintado et
al., 2001). Amastigotas podem ser encontradas em sangue periférico de aproximadamente
50% dos portadores da co-infecg¢@o Leishmania/HIV (Medrano et al., 1993).

O material do aspirado de medula 6ssea, bago ou outros tecidos pode ser inoculado em
meios de cultura axénicos, onde posteriormente podem ser visualizadas formas promastigotas
do parasito. Nos aspirados de baco e medula éssea, a positividade do cultivo € bastante
elevada (acima de 80%) (Guerin et al., 2002; Sundar & Rai, 2002).

O cultivo dos parasitos aumenta a sensibilidade da pesquisa, mas pode retardar em
semanas o diagnéstico. Na prdtica clinica, raramente é necessdria a cultura da Leishmania
spp., entretanto, esta metodologia encontra-se indicada na complementacdo da abordagem
diagndstica, diante de falhas nas metodologias convencionais ou para permitir o isolamento e

a caracterizagdo da espécie. O isolamento de parasitos em hamsters apresenta sensibilidade



acima de 90%, mas pode levar meses para definir o diagnéstico e requer infra-estrutura

complexa (Bryceson, 1996; Sundar & Rai, 2002).

1.3.2 Exames moleculares

Entre os exames moleculares, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é a mais usada
e vem sendo avaliada nas ultimas décadas para diagnéstico da LV, com diferentes objetivos,
incluindo o diagndstico da infec¢do, o diagndstico da doenga e o controle de cura (Adhya et
al., 1995; Osman et al., 1997; Disch et al., 2004).

A técnica de PCR possibilita a amplificacio do DNA do parasito presente em
diferentes amostras biolégicas, tais como sangue periférico, soro, aspirados de medula Gssea,
bago, figado ou linfonodos. Entre os alvos de amplificagdo do DNA, um dos mais usados o
DNA do cinetoplasto ou kDNA, estrutura que contém uma regido com grande homologia
entre as espécies de Leishmania spp., a regido conservada do kDNA. Considera-se que os
iniciadores dirigidos contra as regides mais conservadas do kDNA sdo mais sensiveis,
enquanto os empregados para a amplificacdo de regides varidveis, utilizados para a
identificagdo de espécies, sao menos sensiveis (Schallig & Oskam, 2002).

Utilizando-se sangue periférico, esta técnica apresentou sensibilidade de 91 a 100% e
especificidade de 87 a 100% (Wu et al., 1997; Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005) e
utilizando-se aspirado de linfonodos, de 87 a 100% (Andresen et al., 1997; Osman et al.,
1997). Em pacientes imunocomprometidos mostrou sensibilidade de 82 a 100% em aspirado
medular (Piarroux et al., 1994; Lachaud et al., 2000; Antinori et al., 2007).

No Brasil, Disch et al. (2004) avaliaram a utilidade da pesquisa de DNA de
Leishmania spp. em sangue periférico no controle de cura da LV. Foram avaliadas 17
amostras procedentes de pacientes tratados e clinicamente curados e, em 94,1% dos casos, a
PCR tornou-se negativa 37 dias ap6s o inicio do tratamento. Os autores concluiram que o

clareamento do DNA do parasito do sangue de pacientes com LV ocorre durante ou logo apds



o término do tratamento. Maurya et al. (2005) também avaliaram a PCR no controle de cura
de 60 pacientes com LV na India. Esses autores observaram que logo apés o término do
tratamento, 85% dos pacientes tornaram-se negativos e trés meses apos 96,7% tornaram-se
negativos pela PCR.

Em outros dois estudos, foi relatada a possibilidade de deteccdo de DNA de
Leishmania spp. em soro de pacientes infectados. Fissore et al. (2004) avaliaram 33 pacientes
com LV na regido do Mediterraneo, sendo 21 imunocompetentes e 12 imunocomprometidos,
observando sensibilidade de 97% e especificidade de 95%. Assis et al. (2007) avaliaram 65
pacientes com LV no Brasil e 34 controles observando sensibilidade de 84% e especificidade

de 100% (manuscrito em preparacao).

Métodos baseados na detec¢do de DNA do parasito podem superar as limitacdes de
sensibilidade e especificidade das técnicas atualmente disponiveis, mas estdo longe de
alcangar as caracteristicas do método ideal devido a sua complexidade operacional e alto

custo.

1.3.3 Exames imunologicos

1.3.3.1 Testes sorologicos

O diagnostico sorolégico da LV é favorecido pela expressiva resposta imune humoral
que caracteriza a doenga, entretanto, a pesquisa de anticorpos deixa a desejar em
especificidade. Além disto, a maioria das técnicas demanda tempo, equipamentos,
laboratoristas treinados e nao permite a distingdo entre infecgdo ativa, subclinica ou passada.
Varios foram os métodos desenvolvidos, mas poucos resistiram as exigéncias de eficiéncia e
aplicagdo rotineira. Entre estes, estdo a rea¢ao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o teste
de aglutinacao direta (DAT), os ensaios imunoenzimdticos e mais recentemente, os testes

imunocromatograficos.



A RIFI tem sido amplamente usada no diagndstico da LV desde 1964 (Duxbury &
Sadun, 1964) e ¢ o teste atualmente disponibilizado pelo Sistema Unico de Sadde no Brasil,
com a desvantagem de requerer microscopio de imunofluorescéncia e laboratorista experiente.
O resultado é usualmente expresso em dilui¢oes, sendo a reagdo considerada positiva quando

a fluorescéncia dos parasitos € visivel nas dilui¢des de 1:80 ou superiores.

No Brasil, o kit de Imunofluorescéncia produzido pela Biomanguinhos-Fiocruz,
fornecido para os laboratérios de satde publica, utiliza formas promastigotas de Leishmania
major-like. Apesar do cultivo para producio em grande escala ser mais facil com formas
promastigotas e espécies como a Leishmania (Leishmania) amazonensis ou Leishmania
(Leishmania) major, esta escolha pode propiciar maior reatividade cruzada com soros de
portadores de outras leishmanioses, doenca de Chagas, maldria, esquistossomose e

tuberculose pulmonar (Duxbury & Sadun, 1964; Sengupta et al., 1969; Manson-Bahr, 1987).

A RIFI detecta anticorpos em infeccdes recentes e pode persistir positiva por anos
ap6s a cura (Manson-Bahr, 1987). Sensibilidade de 82 a 95% e especificidade de 78 a 92%
tém sido relatadas, dependendo da preparagdo antigénica e da espécie de Leishmania

utilizados (Sengupta, 1969; Cahil et al., 1970).

O DAT € um dos testes mais simples ja desenvolvidos para o diagndstico da LV.
Sensibilidade de 91 a 100% e especificidade de 72 a 100% tém sido relatadas em diversas
dreas endémicas (Harith et al., 1986; Schallig et al., 2002; Sundar et al., 2006; Pedras et al.,
2007). Devido a facilidade de realizacdo € indicado para trabalhos no campo, onde as

condi¢oes de trabalho sdo mais restritas (Zijlstra et al., 1992).

Nesse teste, adiciona-se a preparac¢@o de antigeno, o azul brilhante de Comassie, que
possibilita a visualizacdo da aglutina¢@o dos parasitos na presenca de anticorpos especificos
no soro teste. Harith et al. (1988) modificaram a técnica de DAT descrita em 1986 (Harith et
al., 1986) e relataram sensibilidade de 100% e especificidade 98,8%. A utilizagdo de

antigenos liquidos limitava a estabilidade do teste, por isso, Meredith et al. (1995) testaram
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um antigeno que é estdavel a temperatura ambiente por periodo de tempo prolongado,

encontrando 92% de sensibilidade e 99,7% de especificidade.

Desde a sua introdugdo em 1971, os métodos imunoenzimaticos vém sendo avaliados
na detecgdo de anticorpos especificos na leishmaniose (Ho et al., 1983). Os antigenos
utilizados sd@o de fundamental importancia para a definicdo da especificidade do teste.
Dependendo do método utilizado, uma variedade de antigenos, com diferentes sensibilidades
e especificidades € obtida. Embora os valores de sensibilidade apresentem maior
reprodutibilidade, variando entre 90 a 100%, os valores de especificidade sdo bastante
inconsistentes, variando de 71 a 100% quando se utiliza antigeno soldvel de L. chagasi. Parte
da baixa especificidade € atribuida a reatividade cruzada com soros de pacientes portadores de
maldria, esquistossomose e outras infeccdes causadas por helmintos, tuberculose e
toxoplasmose (Bray, 1985; Choudhry et al., 1990).

A baixa especificidade ¢ a desvantagem comum aos métodos que utilizam antigenos
nao-purificados, causada pela reatividade cruzada e pela persisténcia de anticorpos apds a
cura. Para tentar contornar este problema, alguns antigenos purificados sintéticos ou
recombinantes t€m sido identificados, tais como Gp63 e rK39 (Burns et al., 1993; Maalej et
al., 2003). Entre estes, a proteina recombinante K39, uma seqiiéncia de 39 aminodacidos
clonada e expressada em Escherichia coli, isolada da regiao quinase de L. chagasi, complexo

donovani-especifica tem sido a mais amplamente avaliada (Burns et al., 1993).

Quando a proteina rK39 foi utilizada em métodos baseados em ELISA, resultou em
sensibilidades de 93 a 99% e especificidades de 93 a 100% (Braz et al., 2002; Maalej et al.,
2003; Kurkjian et al., 2005; Pedras et al., 2007). Ha trabalhos que sugerem que anticorpos
anti-rK39 possam indicar doenga ativa ou em progressdo. Por exemplo, Badar¢ et al. (1996)
utilizando ELISA rK39 observaram positividade de 87% em pacientes com apresentacao sub-
clinica progredindo para doenga cldssica, enquanto 30 pacientes que evoluiram para cura

espontanea nao apresentaram anticorpos anti-rk39.
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Pedras et al. (2007), em estudo realizado no Brasil avaliaram o desempenho do DAT
com antigeno liofilizado comercial, do DAT com antigeno preparado no préprio laboratério,
da reagiio imunoenzimadtica com antigeno soldvel de L. chagasi e antigeno recombinante K39
(rK39) e da RIFI. Foram avaliados 88 pacientes com LV, 20 individuos ndo-infectados e 85
pacientes com outras doengas. A sensibilidade obtida foi de 96,6% pelo DAT com antigeno
liofilizado, 95,5% pelo DAT com antigeno produzido pelos autores, 88,6% com ELISA rK39,
90,8% com ELISA L. chagasi e 92% com a RIFI. As especificidades dos métodos avaliados
variaram de 81 a 98,7%. Os autores concluiram que o DAT e o ELISA rK39 poderiam

substituir a RIFI na rotina diagndstica no Brasil.

Na dltima década, a proteina rK39 tem sido avaliada como antigeno em plataformas
imunocromatogréficas, este formato permite execugdo simples e interpretagdo visual das
reacoes. Sensibilidade de 67 a 100% e especificidades 59 a 100% t&ém sido relatadas (Sundar
et al., 1998; Jelinek et al., 1999; Bern et al., 2000; Zijlstra et al., 2001; Delgado et al., 2001;
Schallig et al., 2002; Singh et al., 2002; Sundar et al., 2002; Brandonisio et al., 2002;
Carvalho et al., 2003; Sarker et al., 2003; Chappuis et al., 2003; Veeken et al., 2003; Chappuis
et al., 2005; Sundar et al., 2005; Alborzi et al. 2006; Sundar et al., 2006; Ritmeijer et al.,
2006). Estudos de validagdo de testes imunocromatograficos rapidos tém mostrado resultados
variaveis, dependendo da regido geografica do estudo, do produto e da metodologia
empregada (Ritmeijer et al., 2006). Esse tipo de método possibilita 0 uso em dreas endémicas

remotas, dispensando etapas criticas de incubacdo e equipamentos de leitura dtica.

Sundar et al. (1998) avaliaram na India pela primeira vez o antigeno rK39 em
plataforma imunocromatogrifica. Neste estudo, foram avaliados 127 casos de LV
confirmados parasitologicamente e 217 controles. Utilizando-se sangue periférico, o teste
imunocromatografico apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 98%. Os autores
relataram que o teste imunocromatografico ¢ adequado para o uso em campo, sendo de

simples realizacdo e interpretacdo, necessitando de pequena quantidade de sangue e nenhuma
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tecnologia laboratorial para sua realizacdo. Em outro estudo, avaliando pacientes (14 casos de
LV e 82 controles) provenientes da fndia e do Yemen, o teste imunocromatografico
apresentou 71,4% de sensibilidade e 100% de especificidade, quando o teste foi realizado
utilizando soro. Devido a baixa sensibilidade relatada para o teste avaliado, os autores

sugeriram que o método poderia ser utilizado associado a RIFI (Jelinek et al., 1999).

Bern et al. (2000) em estudo realizado no Nepal, compararam o desempenho do teste
imunocromatografico ao do DAT, em sangue de 92 casos de LV confirmados
parasitologicamente e 113 controles. Tanto o teste imunocromatogrifico quanto o DAT
apresentaram  100% de sensibilidade. Em relacio a especificidade, o teste
imunocromatogrifico apresentou 100% e o DAT 93%. Foi relatado que o teste rapido
apresentou melhor custo em relagdo ao DAT e ainda a vantagem de fécil uso e resultado em

poucos minutos.

Zijlstra et al. (2002) em estudo realizado no Sudio avaliaram o desempenho do teste
imunocromatografico, do ELISA rK39 e do DAT, em 55 portadores de LV, com confirmacao
parasitolégica. Baixa sensibilidade foi observada para o teste imunocromatografico (67%)
utilizando sangue periférico, enquanto ELISA rK39 e DAT apresentaram sensibilidades de
100% e 91%, respectivamente. Os autores destacaram que em alguns casos a linha teste do
método cromatografico apareceu muito clara em relacio a linha controle, o que dificultou a
tomada de decisdo. Outros fatores que podem ter influenciado o desempenho do teste
imunocromatografico foram as altas temperaturas (acima de 40°C) e a baixa umidade relativa

do ar na regido (<30%).

O formato de cromatografia também foi avaliado para a deteccdo de individuos
assintomdticos na India utilizando-se sangue periférico. De 150 contatos assintomdticos, 55
(36,6%) foram positivos tanto no ELISA rK39 quanto no teste imunocromatogréafico. Destes,
69% desenvolveram LV no periodo de trés meses a um ano e os demais permaneceram
assintomdticos. Neste trabalho, os autores ressaltaram a capacidade da pesquisa de anticorpos
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anti-rK39 predizer o desenvolvimento da doenca, com 44% de probabilidade em trés meses e

56,5% em seis meses (Singh et al., 2002).

Schallig et al. (2002) avaliaram o teste imunocromatografico rapido utilizando soro de
19 controles e 21 casos de LV confirmados parasitologicamente (10 pacientes provenientes da
Etiépia e 11 pacientes brasileiros). Sensibilidade de 85,7% e especificidade de 82% foram
relatadas. Os autores ressaltaram que uma limitacdo do teste imunocromatogrifico é a

necessidade de estocagem do tampao presente no kit a -4 C°.

Na Venezuela, Delgado et al. (2001) avaliaram o desempenho do teste
imunocromatografico utilizando soro de 46 casos de LV e 76 ndo-casos. Sensibilidade de
88% e especificidade de 100% foram relatadas. Os autores recomendam o teste para o
diagnéstico rdpido da LV no paifs. E na Itdlia, Brandonisio et al. (2002) compararam o
desempenho do teste imunocromatografico rdpido com a RIFI utilizando soro de 11 casos de
LV confirmados parasitologicamente e 103 controles. Ambos os testes avaliados

apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade.

No Brasil, Carvalho et al. (2003) avaliaram o desempenho do teste
imunocromatografico e do ELISA utilizando antigeno bruto. Foram estudados 128 casos de
LV confirmados parasitologicamente e 60 controles (10 voluntdrios saudaveis e 50 individuos
com outras doencas). As sensibilidades do teste imunocromatografico utilizando soro e
ELISA foram de 90% e 89%, respectivamente, enquanto as especificidades foram de 100% e
98%, respectivamente. Os autores relataram que uma limitagdo deste estudo é o nimero

relativamente pequeno de controles avaliados.

Trabalho realizado por Boelaert et al. (2004) comparou a validade da pancitopenia, do
Teste de Formol Gel (TFG), da RIFI, do DAT e do teste imunocromatografico rapido para o
diagnéstico da LV humana no Nepal. Foram avaliados soros de 181 casos de LV confirmados
parasitologicamente e 126 controles. As sensibilidades da pancitopenia, do TFG, da RIFI, do

DAT e do teste imunocromatografico foram 16,3, 39,9, 28,4, 95,1, 87,4%, respectivamente,
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enquanto as especificidades dos mesmos métodos foram 96,8, 95,2, 94,4, 77,8, 77,0%,
respectivamente. Os autores concluiram que o DAT e o teste imunocromatogrifico podem

substituir o método parasitolégico no diagndstico da LV no Nepal.

Sao vdrios os relatos da elevada eficdcia de testes imunocromatograficos em diferentes
regides do mundo. Gooswami et al. (2003), na India, relataram sensibilidade de 100% e
especificidade de 98,18% utilizando soro ou sangue para realiza¢do do teste e neste mesmo
local, Sundar et al. (2002) relataram sensibilidade de 98% e especificidade de 99% utilizando
sangue. Sarker et al. (2003) no Bangladesh relataram sensibilidade de 96,6% e especificidade
de 98,3% utilizando soro e Alborzi et al. (2006) em Shiraz, relataram sensibilidade de 82,4%

e especificidade de 100% utilizando sangue periférico ou soro para realizagdo do teste.

Recentemente, um novo kit imunocromatografico (IT-LEISH®) utilizando o antigeno
rK39 foi desenvolvido para o diagnéstico da LV pela empresa DiaMed Latino Americano
S.A. A DiaMed ¢ uma empresa Suica com producdo em imuno-hematologia e diagndstico,
representada no Brasil pela DiaMed Latino-America S.A, com sede em Lagoa Santa, Minas
Gerais. Os testes s3o embalados individualmente com o objetivo de evitar a hidratagdo das
tiras reagentes, fator identificado pela empresa como um dos principais responsdveis pela
dificuldade de interpretacio dos testes anteriormente disponiveis. O preco estimado do kit é
de pouco menos de 1 US$.

Chappuis et al. (2005) em Uganda compararam o TFG com dois testes
imunocromatograficos, o IT-LEISH® (DiaMed) e o Kalazar detect® (Inbios International,
USA). Foram avaliados 131 soros de pacientes com LV confirmada através de parasitolégico
ou DAT positivos e 121 casos de outras doencas. O teste IT-LEISH® mostrou-se mais
sensivel que o Kalazar detect: 97% versus 82%. Ambos os testes imunocromatograficos
foram altamente especificos, IT-LEISH® 99% versus Kalazar detect 97%. O TFG apresentou
sensibilidade de 66% e especificidade de 90%. Os autores concluiram que os dois testes

imunocromatograficos podem ser utilizados para a confirmacao de LV em Uganda.
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Ritmeijer et al. (2006) em estudo realizado no Suddo compararam o teste IT-LEISH®
ao DAT. Foram avaliados 201 casos de LV confirmados parasitologicamente e 133 controles
endémicos. A sensibilidade do teste IT-LEISH® foi de 90% enquanto a especificidade nos
controles endémicos foi de 99%, utilizando sangue periférico. A sensibilidade do DAT foi de
97% e a especificidade de 72%. Os autores relataram que o teste imunocromatografico ¢ de

facil realizag@o e adequado para o diagnéstico da LV no Sud@o.

Sundar et al. (2006) em Muzaffarpur, Varanasi e India compararam o desempenho de
dois testes imunocromatograficos, IT-LEISH® e o Kalazar detect (Inbios). Foram avaliados
amostras de soro ou sangue de 206 casos de LV confirmados parasitologicamente e 365
controles. O teste IT-LEISH® apresentou sensibilidade variando de 99 a 100 e o Kalazar
detect variando de 98-100%, com relacdo a especificidade, o IT-LEISH® apresentou variacio

de 95-100%.

A tabela 1 mostra um resumo dos estudos realizados até o momento avaliando testes

imunocromatograficos rapidos para o diagnédstico da LV humana.

Chappuis et al. (2007) avaliaram, através de meta-andlise, o teste
imunocromatografico utilizando 1K39 e o DAT. Na andlise, foram incluidos 30 trabalhos
publicados em que o DAT foi avaliado e 13 estudos com o teste imunocromatogrifico. A
sensibilidade combinada estimada do teste imunocromatografico foi de 93,9% e a do DAT,
94,8%. Segundo os autores, a sensibilidade pareceu mais alta e mais homogénea em estudos
realizados no sul da Africa. As estimativas de especificidade foram influenciadas pelo tipo de
controle. Em estudos de fase III realizados em pacientes com suspeita clinica da doencga, a

especificidade do teste imunocromatografico foi de 90,6% e do DAT 85,9%.
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Tabela 1 - Resumo dos estudos realizados até o momento avaliando testes imunocromatograficos rdpidos para o diagndstico da LV humana.

Autores Local Companhia Casos | Niao-casos | Material biologico | Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Sundar et al. 1998 India Arista 127 217 Sangue 100 98
Jelinek et al. 1999 India e Yemen Acon 14 82 Soro 71,4 100

Bern et al. 2000 Nepal Inbios 92 113 Sangue 100 100
Zijlstra et al. 2001 Sudio Arista 55 - Sangue 67 -
Delgado et al. 2001 Venezuela Inbios 41 76 Soro 88 100
Schallig et al. 2002 Brasil e Etidpia Inbios 21 19 Soro 85,7 82
Sundar et al. 2002 india Inbios 122 120 Sangue 98 99
Brandonisio et al. 2002 Itdlia Intersep 11 103 Soro 100 100
Goswami et al., 2003 india Inbios 200 100 Sangue ou soro 100 90
Carvalho et al. 2003 Brasil Inbios 128 60 Soro 90 100
Sarker et al. 2003 Bangladesh Amrad 60 120 Soro 97 98
Chappuis et al. 2003 Nepal Inbios 139 45 Soro 97 71
Veeken et al. 2003 Suddo Amrad 50 27 Soro 92 59
Boelaert et al. 2004 Nepal Inbios 181 126 Soro 87,4 77
Chappuis et al. 2005 Uganda DiaMed e Inbios 131 121 Soro 97/82 99/97
Sundar et al. 2005 India Inbios 150 358 Soro 99 89
Alborzi et al. 2006 Shiraz Inbios 47 161 Sangue ou soro 82,4 100
Ritmeijer et al. 2006 Suddo DiaMed 201 133 Sangue 90 99
Sundar et al., 2006 India DiaMed e Inbios 206 356 Sangue ou soro 99 a 100 95 a 100

16



Trabalho realizado por Boelaert et al. (2008) comparou o desempenho do DAT, do
teste imunocromatografico e do KAtex através de um estudo multicéntrico realizado no oeste
da Africa e subcontinente indiano. Os métodos diagnésticos estudados foram validados
através da andlise de classes latentes utilizando-se uma amostra composta de 1143 individuos.
No subcontinente Indiano o DAT, e o teste imunocromatografico apresentaram sensibilidades
acima de 95% e especificidades acima de 90%, entretanto no oeste da Africa as sensibilidade
e especificidades foram mais baixas, variando de 754 a 98,8% e 70,0 a 98.2%,
respectivamente. O KAtex apresentou baixa sensibilidade em todos os paises avaliados. Os
autores recomendam o DAT e o teste imunocromatografico para o diagndstico da LV humana
no subcontinente Indiano, ja no oeste da Africa o uso destes métodos deve ser

cuidadosamente monitorado.

Estudos de validagdo de métodos diagnésticos, especialmente testes em formato de
imunocromatografia t€ém sido desenvolvidos utilizando diferentes metodologias, mas algumas
vezes, pontos importantes para a seguranca dos resultados publicados ndo tém sido
observados, por exemplo, tamanho amostral e grupos controles adequados, fatores estes que
podem influenciar a avaliagdo de desempenho dos métodos diagndsticos. Para auxiliar a
conducdo adequada dos estudos de validacdo de métodos diagndsticos para doengas
infecciosas, a Organizagdo Mundial de Saide lancou uma Iniciativa denominada STARD
(The Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy), que contém um “‘check list” que deve
ser levado em consideragdo durante o desenho dos estudos de validagdo de métodos
diagnésticos, para maior sucesso do estudo e seguranca dos resultados publicados. (Peeling et
al., 2006; Bossuyt et al., 2007).

O uso de métodos de diagndstico sensiveis e especificos, de facil execugdo e
interpretacdo, que nao necessitam de infra-estrutura laboratorial e de profissionais
especializados podera trazer beneficios importantes para o diagndstico preciso e rapido da

LV. O maior impacto poderd ser sentido nas localidades onde o acesso aos exames
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laboratoriais mais complexos € mais dificil e por este mesmo motivo a possibilidade de atraso

de diagndstico e de tratamento adequados, maior.

O presente estudo propde a validagio do teste IT-LEISH®, seguindo padrdes de
qualidade adequados para a validacdo de testes levando em consideragdo as peculiaridades e

desafios impostos pela natureza complexa do diagnéstico da LV.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral:
Validar em estudo multicéntrico o teste IT-LEISH® para o diagnéstico “d beira do

leito” da leishmaniose visceral humana.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o desempenho do teste rapido IT-LEISH® em sangue capilar para o
diagndstico soroldgico da leishmaniose visceral humana;

Comparar sensibilidade e especificidade do IT-LEISH® com as dos testes sorol6gicos
convencionais imunofluorescéncia indireta, ELISA com antigeno solivel de promastigotas de

L. chagasi e ELISA com rK39.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

O estudo foi realizado simultaneamente em quatro estados do Brasil: Piauf, Maranhao,
Bahia e Minas Gerais, incluindo como sujeitos da pesquisa, pacientes portadores da sindrome
clinica sugestiva de LV residentes em areas endémicas, submetidos paralelamente ao aspirado
de medula 6ssea, a coleta de sangue periférico para realizacdo de testes soroldgicos e a
puncio capilar digital para realizagio do teste IT-LEISH®.

Foram considerados trés grupos de pacientes: 1) portadores de LV, definida pela
presenca de Leishmania spp. em aspirado de medula éssea; 2) portadores de sindrome clinica

sugestiva de LV, mas com confirmacéo etiolégica de outra natureza e 3) portadores de LV,

definida pela clinica sugestiva da doenca e RIFI positiva.

3.2 Definiciio de caso e ndo caso de leishmaniose visceral

No grupo 1 definiu-se como caso de LV o paciente que apresentou sindrome clinica
sugestiva de leishmaniose visceral, com amastigotas de Leishmania spp. em esfregaco corado
ou promastigotas em cultivo de aspirado de medula dssea.

No grupo 2 definiu-se como ndo-caso caso de LV o paciente que apresentou sindrome
clinica sugestiva de leishmaniose visceral, com pesquisa de amastigotas de Leishmania spp.
negativa no aspirado de medula 6ssea (esfregago ou cultivo) e confirmagao de outra etiologia.

No grupo 3 definiu-se como caso de LV o paciente que apresentou sindrome clinica

sugestiva de LV, RIFI positiva e resposta adequada ao tratamento.

3.3 Calculo de amostra:
A amostra foi calculada com base nos dados encontrados na India e nos dados de um
estudo piloto realizado no Centro de Pesquisas René Rachou. Considerando sensibilidade

estimada de 95%, especificidade estimada de 95%, nivel de confianga de 95% e precisdo de
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4%, foram incluidos no estudo 115 pacientes em cada grupo. O estudo comecou

simultaneamente nos quatro Centros e foi interrompido ao se alcancar a amostra necessdria.

3.4 Critérios de Inclusio:

Foram convidados a participar do estudo, pacientes de qualquer idade e sexo
residentes em areas endémicas para LV que procuraram os centros de pesquisa envolvidos no
presente estudo, apresentando as seguintes condi¢des: febre acompanhada de pelo menos uma
das seguintes alteracdes: a) esplenomegalia, b) hepatomegalia, ¢c) anemia d)leucopenia ou e)

plaquetopenia.

3.5 Critérios de exclusio

e Portadores de imunodeficiéncia conhecida ou uso de imunossupressores. Pacientes que
tiveram a indicac@o de investigacdo de HIV de acordo com recomendagdes do Ministério da
Saide (2004) foram examinados, como conduta de rotina dos Centros. Constituiram
indicacdo: qualquer forma clinica sem exposi¢@o recente (durante o ultimo ano) a uma drea
de transmissdo de leishmaniose, uso de drogas injetdveis, forma cldssica associada a
auséncia de anticorpos anti-Leishmania, achado de formas amastigotas no sangue periférico,
envolvimento de 6rgaos raramente acometidos na leishmaniose visceral, falha terapéutica
ou recidiva apds o uso de antimonial pentavalente, desenvolvimento de infecgdes sugestivas
de imunodeficiéncia durante ou apds o tratamento, isolamento de espécies de Leishmania
dermotrdpicas ou ndo descritas como causadoras de acometimento visceral;

e Pacientes com historia pregressa de LV e

e Pacientes com a sindrome suspeita para os quais ndo se obteve diagndstico definitivo,

até o momento da andlise dos resultados.
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3.6 Aspectos Eticos

Os pacientes que aceitaram participar da pesquisa e assinaram o termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foram incluidos no estudo. Para a participagido de
criangas, os pais ou responsdveis foram esclarecidos e os que concordaram, assinaram o
Termo. O projeto cumpriu as normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos no
Brasil —Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Este projeto recebeu a aprovagio
dos Comités de Etica em Pesquisa de todas as instituicdes participantes do estudo. Todos os
pacientes receberam o tratamento especifico preconizado pelo Ministério da Satide para
portadores de LV e tiveram o seu acompanhamento clinico garantido em cada um dos centros
participantes até a cura. Os pacientes com a sindrome suspeita com outras doencas que foram
incluidos para estimar a especificidade do teste também receberam o suporte necessario para o

tratamento e acompanhamento especifico nos centros que participaram da pesquisa.

3.7 Locais de Estudo:

Belo Horizonte: O Centro de Referéncia em Leishmanioses do Centro de Pesquisa René
Rachou (CPgRR), em convénio com a Secretaria Municipal de Saide de Belo Horizonte, foi
criado em 1989 e realiza atividades de atendimento ambulatorial, diagnéstico e tratamento das
leishmanioses tegumentar e visceral. Sdo realizadas 1.200 consultas médicas por ano a
pacientes provenientes dos municipios da Regido Metropolitana de Belo Horizonte. Além do
atendimento médico, o Centro atua como referéncia laboratorial para os hospitais e servicos
de saide de Minas Gerais, realizando as técnicas de diagnéstico parasitolégico, soroldgico e
molecular. Para inclusdo de pacientes neste estudo, os pacientes cujo exame foi solicitado
foram procurados nos hospitais ou nos ambulatérios e foram convidados a participar do
estudo. O corpo clinico dos principais hospitais da regido foi contatado e solicitado a
comunicar sempre que houvesse um paciente que preenchesse os critérios de inclusdo no

estudo.
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Bahia: O Centro de Referéncias em Doengas Endémicas Piraja da Silva (PIEJ), localizado em
Jequié, regido endémica e que atende os pacientes de dois municipios da regido sudeste do
Estado da Bahia. O PIEJ mantém convénio com o Centro de Pesquisa Gongalo Moniz
(CPqGM) para estudos da leishmaniose. Além do PIEJ, o CPqGM também ¢ Centro de

Referéncias de Leishmaniose para regido metropolitana de Salvador.

Teresina: O Instituto de Doengas Tropicais Natan Portella, hospital estadual afiliado da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), atende a cerca de 90% dos pacientes com LV de
Teresina e a numerosos pacientes dos estados vizinhos do Maranhao e Pard. Teresina-Timon,
com cerca de 850.000 habitantes ¢ a drea urbana com maior nimero de casos no Brasil e
atualmente vive um novo surto que tem atingido principalmente criancas. A institui¢do conta
com o Laboratério de Leishmanioses, onde sdo realizados exames parasitologicos direto e
cultura na rotina, e o teste de ELISA e PCR para projetos de pesquisa. Trata-se de laboratério

de referéncia para leishmanioses junto ao Ministério da Satde.

Maranhao: O Hospital Universitario afiliado a Universidade Federal do Maranhao (UFMA)
realiza atendimento ambulatorial, internacao, diagnéstico e tratamento da leishmaniose
visceral, principalmente em criancas menores de 5 anos. O referido hospital possui 517 leitos.
Destes, 30 leitos sdo destinados as doencas infecto-parasitdrias, atendendo pacientes oriundos
de todo o estado do Maranh@o. Além do Hospital Universitario - Unidade Materno Infantil e
Unidade Presidente Dutra, os portadores ou os pacientes com suspeita de LV séo atendidos no
Socorrdo 11, Unidade Mista do Sdo Bernardo, Unidade Mista do Itaqui-Bacanga, Hospital da
Crianca, Hospital Juvéncio Matos, Santa Casa de Misericérdia e Ambulatério de Doencas
Infecto-Parasitdrias do Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranhdo. A

LV ¢ endémica nos quatro municipios que compdem a Ilha de Sdo Luis (Sdo Luis, Sao José
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de Ribamar, Paco do Lumiar e Raposa) sendo responsavel por 75% dos casos da doenca do

Estado.

3.8 Avaliaciio clinica
Os pacientes foram submetidos a exame clinico para preenchimento do Prontudrio
Clinico contendo dados de identificacdo e dados demograficos, histéria clinica, sintomas e

sinais determinantes da sindrome clinica de suspei¢ao da LV.

3.9 Avaliacao laboratorial
Foram realizados os seguintes exames laboratoriais:
Pesquisa de amastigotas de Leishmania spp. e cultivo de aspirado de medula éssea;
Reagdo de imunofluorescéncia indireta para leishmaniose;
Ensaio imunoenzimdtico com antigeno constituido de promastigotas de L. chagasi;
Ensaio imunoenzimdtico com antigeno recombinante rK39;

Pesquisa de anticorpos anti-rK39 em sangue capilar digital pelo kit IT- LEISH®.

3.9.1 Pesquisa de Leishmania spp. em aspirado de medula ¢ssea

A coloragdo pelo Giemsa: As laminas foram fixadas com metanol durante 5 minutos e
foram cobertas com solucdo de Giemsa diluido (2 gotas por ml de dgua tamponada) por 10
minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua corrente e secas a temperatura
ambiente. A leitura das laminas coradas foi realizada em microscépio Gptico com objetiva de
imersdo, com aumento de 1000x. Este exame foi realizado em cada local de estudo, como

rotina dos servicos.
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3.9.2 Cultura de aspirado de medula 6ssea

O aspirado de medula dssea foi cultivado em 3 ml de meio NNN e 500ul de LIT a
26°C. A pesquisa de formas promastigotas de Leishmania spp. foi realizada a cada sete dias
em lamina — laminula em microscépio 6tico. Este exame também foi realizado como rotina

dos servicos.

3.9.3 Reaciio de Imunofluorescéncia Indireta

Todos os demais exames soroldgicos foram realizados no Laboratdrio de Pesquisas
Clinicas do CPqRR. As amostras dos demais estados foram mantidas a -20 graus C e
transportadas sob refrigeragdo até Belo Horizonte.

A RIFI foi realizada conforme instru¢des do fabricante (Biomanguinhos, FIOCRUZ,
Rio de Janeiro — RJ). Na etapa de sensibilizagdo das laminas, foram dispensados 10ul de
solugdo antigénica em cada orificio e estas foram incubadas a temperatura ambiente por 12
horas. As amostras de soro foram submetidas a diluicao seriada na propor¢do de 1:40 até
1:640 e 10ul de cada dilui¢@o dispensados na lamina. O soro foi incubado a 37°C durante 30
minutos em cada cadmara imida. Apds este periodo as laminas foram lavadas por trés minutos
em PBS; trés minutos em agua reagente tipo 1l e secas ao ar. Em seguida, procedeu-se a etapa
de incubacdo da solucio de anti-imunoglobulina humana ligada a fluoresceina na propor¢ao
de 1:100 em PBS, acrescida de Azul de Evans 1:25. Cada orificio da lamina recebeu 15l
dessa solucdo e as etapas de incubagdo e lavagem anteriormente descritas foram repetidas.
Para andlise ao microscopio de fluorescéncia, procedeu-se a montagem das laminas com

laminula e glicerina. Foram considerados positivos todos os titulos iguais ou acima de 1:80.

3.9.4 Enzima-imuno-ensaio
As placas de ELISA de poliestireno com 96 pocos e fundo chato (NUNC®) foram

sensibilizadas com 3pg/ml de antigeno de L. chagasi ou com 50ng/well de antigeno
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recombinante rK39 (cedido pela S. G. Reed, Infectious Disease Research Institute, Seattle,
Washington, US). 100ul de solu¢do de antigeno em tampao carbonato bicarbonato (TCB) (pH
= 9,6) foram colocados em cada pogo e a placa incubada por 12 horas a 4°C. O bloqueio foi
feito com 1501 por pogo de solucio de albumina bovina (Sigma®) a 2% em PBSt (pH =
7,2) e a placa incubada por uma hora a 37°C. As placas foram lavadas como na etapa anterior
e 100ul do soro do paciente diluido 1:000 (antigeno soldvel L. chagasi) e 1:100 (antigeno r-
K39) em PBSty foram dispensados em cada pogo. As placas foram incubadas e lavadas nas
mesmas condigdes. 100ul/pogo de conjugado anti — IgG humano ligado 4 peroxidase (Sigma®
A6029 ) na dilui¢ao 1:1000 em PBSty foram usados. Novamente as placas foram incubadas e
lavadas. 100ul do revelador ABTS (2, 2° anzino bis 3-ethylbenzothiazolie sulphonic acid)
foram colocados por pogo. A leitura foi realizada a 405 nm em leitor de ELISA (Bio-Rad®).
Todas as amostras foram testadas em duplicata. O resultado de cada amostra foi
correspondente a média aritmética dos resultados da duplicata. Para o calculo do ponto de
corte, soros de 20 individuos sadios proveniente da regido metropolitana de Belo Horizonte
foram utilizados. O cut-off foi determinado através da média aritmética mais duas vezes o

desvio-padrao.

3.9.5 Teste imunocromatogrifico IT-LEISH®

O IT-LEISH® ¢ um teste imunocromatogrifico produzido pela DiaMed AG (Cressier
sur Morat, Suica) e distribuido pela DiaMed Latino-América, (Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil), que permite a deteccdo rapida de anticorpos contra Leishmania spp. O produto é
composto de uma membrana de nitrocelulose acoplada a uma bandeja destacdvel, uma ampola
contendo tampao, uma lanceta, um tubo capilar plastico e élcool. Na membrana de
nitrocelulose estdo adsorvidos o antigeno rK39, formando a linha teste e anti-IgG humano,
constituindo a linha controle. A bandeja destacdvel possui dois orificios, sendo que o segundo

fica reservado para lavagem da fita-teste.
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O teste foi realizado estritamente conforme as instru¢des do fabricante. Brevemente,
cerca de 10 uLL de sangue, obtido a beira do leito em cada local de estudo, foram transferidos
para o primeiro pogo da bandeja destacavel e homogeneizados com uma gota de tampao por 1
minuto. Em seguida, a tira-teste foi colocada verticalmente neste pogo e o sangue diluido era
absorvido pela membrana em fluxo ascendente. Apés 10 minutos, a tira teste foi lavada
durante 10 minutos em uma solu¢do tampao (quatro gotas), depositada previamente no
segundo poco. A leitura foi realizada, imediatamente apds o término da reacdo, visualmente
por trés pesquisadores diferentes participantes deste estudo. O teste foi considerado positivo
quando foi possivel visualizar as duas linhas, teste e controle, e negativo quando somente a
linha controle foi visualizada na membrana de nitrocelulose. Em ambos os casos, a
visualizag¢@o da linha controle, localizada logo acima da linha-teste, indica que a execugdo do
teste foi adequada (Anexo 1).

Os kits foram doados pela empresa para a realizagdo do estudo, com registro de
importacdo especifica na ANVISA. No presente estudo foram utilizados cinco lotes do teste

IT-LEISH®.

3.10 Anélise dos resultados:

Foi construido um banco de dados no programa SPSS versdo 11.0 com todas as
caracterfsticas epidemiolégicas e clinicas dos pacientes e os resultados. Utilizando-se o
Programa Epi info 6.04 (Centers for Disease Control, Atlanta, Estados Unidos da América)
foram calculadas taxas de sensibilidade, especificidade e seus respectivos intervalos de 95%
confianca para cada um dos testes soroldgicos estudados. Para a estimativa de valores
preditivos foram tomadas as prevaléncias individuais de cada local de estudo e da média dos

quatro locais.
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Foi calculada a concordancia entre os testes soroldgicos utilizando o indice Kappa
Shrout (1998). A reprodutibilidade da leitura do teste por trés observadores independentes foi
avaliada por meio do indice Kappa.

Detalhamento dos métodos para estimativa de sensibilidade/especificidade e valores
preditivos:

Considerando a categorizacao dos resultados obtidos em um tabela 2 X 2:

Teste

Doenca

Presente Ausente
Positivo a b
Negativo c d

As caracteristicas do teste foram calculadas utilizando-se as formulas:

Sensibilidade = a/a+c e especificidade = d/b+d

Valor preditivo positivo (VPP) = a/a+b

Valor preditivo negativo (VPN)= d/c+d

Kappa = (P observada — P esperada) / (1 - P esperada)

Onde:

P observada = concordéncia bruta e

P esperada = [(a+b) (a+c)] + [(c+d) (b+d)] /(a+b+c+d)2

Foram calculados os respectivos intervalos de confianca para o Kappa e o indice foi

interpretado segundo a seguinte tabela de valores:

Kappa Concordancia
<0,1 Ausente

0,10- 0,40 Fraca
0,41-0,60 Discreta
0,61-0,80 Moderada
0,81-1,0 Substancial




Estimativa de sensibilidade e especificidade: Utilizou-se a formula para estimar o intervalo de
confianga para uma propor¢do considerando um nivel de confianga de 95% e o valor de
Z(0/2) = 1,96. A formula foi a mais simples onde os limites foram estabelecidos assim:
Limite superior =P + 1,96 [\/p(l-p)/n]

Limite inferior =P - 1,96 [\/p(l—p)/n]

Onde P € igual a sensibilidade ou a especificidade e n o nimero de individuos avaliados.

Razdo de verosimilhanga positiva = [a/a+c] / [b/b+d]

Razdo de verosimilhanga negativa = [c/a+c] / [d/b+d]
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4. RESULTADOS

Trezentos e noventa e trés pacientes preencheram os critérios de inclusdo e foram
incluidos no estudo. Na andlise inicial (4.1.) foram avaliados 213 casos de LV (grupo 1)
confirmados parasitologicamente e 119 pacientes portadores de outras patologias (grupo 2).
Na andlise subseqiiente (4.2.) foram analisados 61 casos de LV (grupo 3) confirmados através
da clinica sugestiva da doenca e RIFI positiva.

Ao todo, 11 pacientes ndo preencherem os critérios de inclusdo no estudo. Nove
pacientes foram excluidos por niio apresentarem diagndstico definitivo até o momento da
andlise dos dados e dois pacientes considerados ndo-casos por ndo terem indicagdo para

realizagdo de exame parasitoldgico.

4.1. Casos de leishmaniose visceral com confirmaciio parasitologica (grupo 1) e pacientes
portadores de outras etiologias (grupo 2)

Ao todo foram incluidos 332 pacientes nos grupos 1 e 2. Cinqiienta e sete pacientes
(17,2%) foram provenientes do CPqRR, 119 (35,8%) do CPqGM, 121 (36,4%) da UFPI e 35

(10,5%) da UFMA (Tabela 2).

Tabela 2. Ndmero de casos e ndo-casos de LV incluidos no estudo por cada centro de

pesquisa.
Centros de Grupo 1 Yo Grupo 2 %o Total Y%

pesquisa (casos) (nao-casos)
CPgRR 26 12,2 31 26,1 57 17,2
CPqGM 73 34,3 46 38,7 119 35,8
UFPI 92 43,2 29 244 121 36,4
UFMA 22 10,3 13 10,9 35 10,5
Total 213 100,0 119 100,0 332 100,0

A média de idade dos 332 pacientes incluidos no grupo 1 (casos) e 2 (ndo-casos) foi de

12,7 anos, variando de 1 més a 76,8 anos; 57,7% eram do sexo masculino (Tabela 3). A média
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do tempo de sintomas dos pacientes incluidos no grupo 1 (casos) foi de 53 dias, variando de 5
a 360 dias (DP=56,1) e do grupo 2 (ndo-casos) foi de 71 dias, variando de 3 a 720 dias

(DP=135,8) (Tabela 4).

Tabela 3. Média de idade e distribui¢do por sexo dos participantes em cada centro de

pesquisa referente aos grupos 1 e 2.

Centros de Idade média Idade minima/maxima Sexo feminino Sexo masculino

pesquisa (meses) (meses) n (%) n (%)
CPqRR 299 10-890 24 (42,1) 33(57,9)

CPqGM 67 1-212 58 (48.1) 61 (51,3)
UFPI 191 1-922 45 (37.5) 75 (62.5)
UFMA 76 2-811 11 (31.4) 24 (68,6)
Geral 153 1-922 140 (42,3) 192 (57,7)

Tabela 4. Média do tempo de sintomas dos casos (Grupo 1) e ndo-casos (Grupo 2) de LV em

cada centro de pesquisa.

Centros de pesquisa Média do tempo de sintomas em dias
Casos Ndo-casos
(tempo min-max) (tempo min-max)
CPgRR 62 98
(5-270) (7-720)
CPgRR 59 56
(7-360) (8-360)
UFPI 49 74
(13-270) (3-320)
UFMA 40 32
(12-120) (8-60)
Geral 53 71
(5-360) (3-720)

Os portadores de LV (Grupo 1) apresentaram em rela¢do aos ndo-casos (Grupo 2) maior
porcentagem dos seguintes sintomas e sinais: emagrecimento 83,3 x 66,4%, diarréia 26,9 x
22,2% e dor abdominal 49,6 x 44,8%. Ja os ndo-casos (grupo 2) apresentaram em relagdo aos

casos (grupo 1) maior porcentagem dos seguintes sintomas e sinais: palidez 86,2 x 72,3%,
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tosse 41,7 x 41,1%, ictericia 22,5 x 13,7% e sangramento 23,4 x 15,1%. Todos apresentaram

febre conforme critério de inclusdo no estudo (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de sintomas apresentados pelos grupos 1 (casos) e 2 (ndo-casos) de

leishmaniose visceral.

Grupo 1 Grupo 2

Sintomas (Casos %) (Nao-casos %)
Emagrecimento 83,3 66,4
Palidez 72,3 86,2
Tosse 41,1 41,7
Diarréia 26,9 222
Dor abdominal 49,6 448
Ictericia 13,7 22,5
Sangramento 15,1 23,4

A sensibilidade do teste IT-LEISH® variou de 90 (81,2-96,0) a 96% (89,2-98,8) entre os
diferentes centros de pesquisa participantes, enquanto a especificidade variou de 93 (77,2-
99,1) a 100% (75,3-100). Ndo houve diferenca significativa na sensibilidade e especificidade

observadas nos centros de pesquisa envolvidos (Tabela 6).

Tabela 6. Estimativa da sensibilidade ¢ especificidade do teste IT-LEISH® para o diagnéstico

da LV em cada centro de pesquisa.

Centros de pesquisa Sensibilidade (%) Especificidade (%)

(IC:95%) (IC:95%)

CPqRR 92 97
(74.9-99,0) (83,8-99.9)

CPqGM 90 98
(81,2-96,0) (88.5-99.9)

UFPI 96 93

(89,2-98.8) (77,2-99.1)

UFMA 95 100
(77,1-99,8) (75,3-100)
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Quando analisada a amostra total (332 individuos), o teste IT-LEISH® apresentou
sensibilidade de 93% (89,2-96,4) e especificidade de 97% (91,6-99,0). No total, as
sensibilidades dos métodos avaliados variaram de 88 (82,6-91,8) a 97% (93,9-98.,9) enquanto
os valores de especificidade variaram de 77 (68,7-84,4) a 97% (91,6-99,0). As técnicas de
ELISA L. chagasi e IT-LEISH® apresentaram sensibilidades semelhantes: 92% (87,5-95,2) e
93% (89,2-96,4), respectivamente (Tabela 7). Diferenca significativa foi observada entre os
valores de sensibilidade de IT- LEISH® (93%) e ELISA rK39 (97%) (p = 0,04), ELISA rK39
(97%) e ELISA L. chagasi (p = 0,01) e ELISA rK39 (97%) e RIFI (88%) (p < 0,001). Com
relacio 2 especificidade, observou-se diferenca significativa entre IT- LEISH® (97%) e
ELISA rK39 (84%) (p = 0,001), ELISA L. chagasi (77%) (p < 0,001) e RIFI (81%) (p <

0,001) (Tabela 8).

Tabela 7. Valores de sensibilidade e especificidade dos métodos diagnésticos para

leishmaniose visceral avaliados nos quatro centros de pesquisa e seus respectivos intervalos

de confianga de 95%.
Métodos avaliados Sensibilidade (%) Especificidade (%)
(IC:95%) (IC:95%)

RIFI 88 81
(82,6 291,8) (72,4 2 87.,3)

ELISA L. chagasi 92 77
(87,5295,2) (68,7 a 84,4)

ELISA rK39 97 84
(93,9 298.,9) (76,1 290,1)

IT-LEISH® 93 97
(89,2 296,4) (91,6 299,0)
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Tabela 8. Magnitude das diferengas observadas na sensibilidade e especificidade entre os

diferentes métodos sorolégicos avaliados com a respectiva significancia estatistica

Meétodos Diferenca de Significancia Diferencade  Significancia

sensibilidade  estatistica (p) da especificidade estatistica (p)

% * diferenca de %" da diferenga de
sensibilidade especificidade
IT-LEISH® vs RIFI 5 0,07 16 <0,001
IT-LEISH® vs ELISA L. 1 0,71 20 <0,001
chagasi
IT-LEISH® vs ELISA -4 0,04 13 0,001
rK39
ELISA rK39 vs RIFI 9 < 0,001 3 0,49
ELISA rK39 vs ELISA L. 5 0,01 7 0,19
chagasi
ELISA L. chagasi vs RIFI 4 0,14 -4 0,52

a. A diferenca considera a sensibilidade do primeiro teste menos a sensibilidade do segundo
teste de comparagao.
b. A diferenca considera a especificidade do primeiro teste menos a especificidade do

segundo teste de comparagao

Quatorze amostras apresentaram reagdes falso-negativas e quatro amostras apresentaram
reagdes falso-positivas com o teste IT-LEISH®. As amostras que apresentaram reagdes falso-
positivas no teste IT-LEISH® foram provenientes de pacientes portadores das seguintes
doencas: linfoma, lupus eritematoso, insuficiéncia hepdtica e mononucleose, sendo que, estas
amostras também foram falso-positivas nos demais testes soroldgicos avaliados no estudo.
Em relagdo ao ELISA rK39, cinco amostras apresentaram reagdes falso-negativas e 19
amostras apresentaram reagdes falso-positivas. As amostras que apresentaram reacoes falso-
positivas ao ELISA rK39 eram provenientes de portadores das seguintes doengas: linfoma (2),
dermatite bolhosa, abcesso cervical bacteriano, lupus eritematoso, cirrose hepdtica,
insuficiéncia hepdtica, leucemia (2), sepse, mononucleose (3), esquistossomose, febre tiféide

(2), hepatite, entero-infeccao em lactente e artrite reumatéide.
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Utilizando-se a positividade em cada localidade, o VPP variou de 95 (84,5-99,4) a 100%
(94,0-100) e o VPN de 86 (73,0-95,0) a 93% (83,0-98,0). O teste IT-LEISH® apresentou VPP
de 94% (84,5-98,2) e VPN de 89% (74,0-97,0) quando avaliado para o total de pacientes dos
quatro centros (Tabela 9). Utilizando-se a sensibilidade e especificidade geral obtida pelo
teste IT-LEISH® em diferentes prevaléncias o VPP variou de 23 a 97% enquanto o VPN

variou de 93 a 99% (Tabela 10).

Tabela 9. Valores preditivos positivos e negativos do teste IT-LEISH® e seus respectivos
intervalos de confianga, utilizando-se como referéncia a probabilidade pré-teste definida pelo

padrdo-ouro em cada centro de pesquisa e para a casuistica total.

Centros de  Positividade VPP de IT-LEISH® - % VPN de IT-LEISH® - %
pesquisa (IC 95%) (IC 95%)
CPgRR 46% 95 93
n=57 (84,5-99.4) (83,0-98,0)
CPqGM 61% 98 86
n=119 (90,4-99.9) (73,0-95,0)
UFPI 76% 97 88
n=121 (91,0-100) (69,0-97.,4)
UFMA 63% 100 92
n=35 (94,0-100) (80,0-98,4)
Total 64% 94 89
n=332 (84,5-98.2) (74,0-97,0)
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Tabela 10. Valores preditivos positivos e negativos do teste IT-LEISH® utilizando-se a

sensibilidade a e especificidade geral obtida no estudo, simulando-se diferentes prevaléncias.

Prevaléncias VPP de IT-LEISH® VPN de IT-LEISH®
(%) (%) (%)
1 23 99
5 62 99
10 77 99
20 89 98
50 97 93

Sensibilidade geral= 93% e especificidade geral= 97%.

O indice Kappa mostrou concordancia classificada como “moderada” entre IT-LEISH®
e os demais métodos sorolégicos avaliados (Tabela 11). Concordancia “substancial” foi

observada na avaliagdo da leitura do teste IT-LEISH® por pares de observadores (Tabela 12).

Tabela 11. Indice Kappa entre o teste IT-LEISH® ¢ os demais métodos soroldgicos avaliados

nos centros de pesquisa.

Testes soroldgicos

Teste RIFI ELISA L. chagasi ELISA rK39
P N T P N T P N T
P 179 24 203 190 13 203 200 3 203
IT-LEISH® N 31 98 129 33 96 129 27 102 129
T 210 122 332 223 109 332 227 105 332
Kappa 0,65 0,70 0,80
(0,60-0,70) (0,65-0,75) (0,75-0,85)

P=Positivo; N=Negativo e T=Total
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Tabela 12. Concordancia da leitura do teste I IT-LEISH® entre trés observadores.

Pares de observadores

Teste axb axc bxc
P N T P N T N T
P 196 7 203 197 6 203 3 204
IT-LEISH® N 8 121 129 7 122 129 125 128
T 204 128 332 204 128 332 128 332
Kappa 0,90 0,92 0,96
(0,85-0,95) (0,87-100) (0,91-100)

a, b e ¢ se referem a cada observador

As razdes de verossimilhanca positiva da RIFI, ELISA L. chagasi, ELISA rK39 e IT-
LEISH® foram 4.63, 4.2, 6.06 e 8.4, respectivamente e as razdes de verossimilhanga negativa

foram 0.63, 0.10, 0.02, 0.02, respectivamente.

4.2 Casos de leishmaniose visceral sem confirmacio parasitolégica (grupo 3)

Dos 61 casos de LV com sorologia positiva, 36 (59%) foram provenientes do CPqRR, 2
(3,3%) do CPqGM, 17 (27,9%) da UFPI e 6 (9,8%) da UFMA. A média de idade foi de 13
anos, variando de quatro anos a 64 anos; 59% eram do sexo masculino. A média do tempo de
sintomas no grupo foi de 40 dias, variando de 5 a 120 dias (DP=34,3).

A sensibilidade do teste IT-LEISH® foi de 87% (75.8-94,2), do ELISA L. chagasi 80%
(68,1-89,4) e do ELISA rK39 97% (89,6-99,6). Diferenca significativa foi observada entre a
sensibilidade de ELISA rK39 (97%) e os demais métodos (p < 0,05).

O indice Kappa mostrou concordincia classificada como “substancial” entre IT-LEISH®
e ELISA rK39 (0,88) (IC95%:0,83-0,93) e concordéncia classificada como moderada entre
IT-LEISH® e ELISA L. chagasi (0,73) (1C95%: 0,68-0,78). Concordancia “substancial” foi
observada na avaliac@o da leitura do teste IT-LEISH® pelos pares de observadores a + b
(0,81) (IC95%: 0,76-0,86) ¢ b + ¢ (0,90) (IC95%: 0,85-0,95) e concordancia moderada foi

observada na avaliagdo pelo par de observador a + ¢ (0,70) (IC95%: 0,65-0,75).
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5. DISCUSSAO

Testes de imunocromatografia de fluxo lateral para ao diagnéstico da LV utilizando o
antigeno rK39, tém sido avaliados em vdrios pafses, com sensibilidade e especificidade
variaveis e sua validacdo no Brasil foi definida como pesquisa prioritdria pela SVS, que
divulgou edital especifico para o financiamento que permitiu o presente projeto.

Um ponto favordvel do presente estudo é o grupo controle avaliado, formado por
pacientes com clinica sugestiva da doenca. Na maioria dos estudos desenvolvidos com testes
imunocromatograficos rapidos, os grupos controles utilizados sdo passiveis de criticas, pois
foram formados na maioria dos casos por individuos sadios de areas endémicas para LV ou
sdo compostos de soros de pacientes portadores de doencas que apresentam conhecida
reatividade cruzada nos métodos soroldgicos utilizados no diagnéstico da LV. Estes grupos
ndo representam o universo de pacientes que apresentam o quadro clinico sugestivo de LV,
que requer o diagnéstico diferencial, na pratica médica rotineira. Um ponto desfavoravel do
estudo ¢ a utilizacio de cinco lotes do teste IT-LEISH®, o ideal era que fosse utilizado o
mesmo lote durante todo o periodo do estudo, entretanto, o estudo teve duracéo de dois anos e
os Kits tem validade de seis meses.

E importante ressaltar que o estudo teve como objetivo inicial avaliar 115 casos de LV e
115 ndo-casos, entretanto, a amostra de casos foi obtida antes da amostra de nao casos, fato
este que levou ao aumento da amostra de casos até que o niimero minimo de nio-casos fosse
incluido no estudo. A amostra de casos foi obtida mais rapidamente que a de nao-casos
devido aos centros de pesquisa envolvidos no estudo serem centros de referéncia para LV
humana.

Os dados obtidos demonstraram que a sensibilidade do método ELISA utilizando o
antigeno rK39 foi superior 2 obtida com o teste imunocromatografico répido IT-LEISH®,
entretanto, a especificidade do teste IT-LEISH® foi superior aos demais métodos avaliados,

que ndo apresentaram diferenga significativa entre si.
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Os valores de sensibilidade (93%) e especificidade (97%) verificados para o teste I1T-
LEISH® se aproximam de dados obtidos em outros estudos que avaliaram a detec¢do de
anticorpos anti-rK9 em outros paises, que observaram valores de sensibilidade variando de 90
a 100% e de especificidade de 93 a 100% (Sundar et al., 1998; Bern et al., 2000; Sundar et al.,
2006; Ritmeijer et al., 2006). Entretanto, hd na literatura relatos de menor acurdcia de testes
imunocromatograficos, como a sensibilidade de 80% comparada com 86% para a RIFI em
estudo realizado no Kuait (Igbal et al., 2002), ou a compara¢io do TRALA® (Teste Répido
Antigeno para L. donovani) com o ELISA rK39 e com o DAT em 55 pacientes com LV
confirmada no Suddo, com sensibilidades de 67%, 100% e 91%, respectivamente (Zijlstra et
al., 2001). Alguns autores sugerem que o formato do teste poderia ser a causa da baixa
sensibilidade, bem como, diferengas entre sub-espécies do complexo donovani, diferencas
genéticas individuais ou raciais e diferencas de regides geogréficas e ecoldgicas (Ritmeijer et
al., 2006).

Dados de dois estudos realizados no Brasil, Schallig et al., 2002 e Carvalho et al., 2003,
também corroboram com os resultados do presente trabalho. Estudo realizado por Schallig et
al. (2002) e por Carvalho et al. (2003) avaliaram o teste imunocromatografico rapido para o
diagnéstico da LV. No primeiro trabalho, o TRALA® foi comparado ao DAT, em ndimero
pequeno de casos (n = 21) apresentando sensibilidade de 85,7% e 100%, respectivamente e
especificidade de 82% e 100%, respectivamente. No segundo trabalho, o teste
imunocromatografico rdpido foi comparado ao ELISA utilizando antigeno bruto,
apresentando taxas de sensibilidade de 90 e 89%, respectivamente e taxas de especificidade
de 100 e 98%, respectivamente. Neste trabalho os autores chamam aten¢do que o grupo
controle utilizado é pequeno (61 individuos), podendo a estimativa de especificidade ter sido
influenciada pelo tamanho amostral do grupo controle reduzido.

O teste IT-LEISH® apresentou quatro reacgdes falso-positivas, as mesmas amostras

também foram positivas ao ELISA rK39, ao ELISA L. chagasi e pela RIFIL. Estas amostras
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foram provenientes de ndo-casos de dreas end€micas para LV, portanto estes pacientes
poderiam ser portadores assintomaticos da infecgdo.

Os elevados valores preditivos positivo e negativo relatados na tabela 9 se referem a
valores estimados de positividade entre os pacientes que procuraram Os Servicos
especializados com quadro sugestivo de LV e sdo validos para estas condi¢des de atencao a
satde. Os valores preditivos variaram de acordo com as sensibilidades e as especificidades
observadas em cada centro de pesquisa. Estes dados devem ser interpretados com cautela e
ndo devem ser extrapolados para situacdes de inquéritos epidemioldgicos ou pacientes que
ndo apresentem quadros clinicos compativeis com a LV ou com prevaléncias de doenga
diferentes no servico.

Na tabela 10 foram calculados valores preditivos positivo e negativo, simulando-se
diferentes prevaléncias. Foi interessante a realizagdo deste cdlculo, pois no presente estudo
ndo foi possivel determinar a prevaléncia real da LV nas diferentes dreas estudadas. Muitos
pacientes eram provenientes do interior de seu estado de origem, impossibilitando o cdlculo
de prevaléncia. Vale ressaltar que ndo foram incluidos no estudo todos os pacientes que
tiveram a doenca nas localidades estudadas. Na andlise de sensibilidade, é evidente que o
desempenho do teste em relagdo ao VPP melhora quando a prevaléncia de LV ¢ de 20% no
cendrio onde o teste seria aplicado. No entanto, o impacto da prevaléncia sobre a
especificidade, como era esperado, foi muito discreto, em parte pela elevada especificidade
observada.

A concordancia observada entre o teste IT-LEISH® e os demais métodos sorolégicos
avaliados indica que o teste IT-LEISH® pode ser utilizado independente dos demais métodos
diagnésticos disponiveis, tornando-se uma ferramenta ttil no diagnéstico da LV no Brasil. A
concordincia observada na avaliagio da leitura do teste IT-LEISH® por pares de

observadores, demonstra a adequada reprodutibilidade deste teste.
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Quando analisado em 61 de casos de LV com clinica e sorologia positiva o teste IT-
LEISH® ndo modificou seu desempenho quando comparado ao grupo de 213 casos de LV que
apresentaram confirmagdo parasitoldgica. Este é um grupo de pacientes que apresenta
relevancia pratica no contexto do diagndstico da LV, uma vez que o grupo reflete situacdes
reais que exigem tomadas de decisdo para conduta médica. Do ponto de vista de definicdo
metodoldgica para o estudo, o diagnéstico sorolégico nao constituiu definicdo de certeza e por
conseqiiéncia nao poderia ser utilizado como referéncia.

Vale ressaltar que o teste validado € de simples realizagdo, podendo ser feito a beira do
leito e nao necessita de infra-estrutura laboratorial para sua realizacdo. Este método pode ser
realizado por qualquer profissional, desde que devidamente treinado para o tal, cuidado
especial deve ser tomado na leitura do teste, visto que uma banda de tonalidade fraca na linha
teste é considerada positiva. O teste IT-LEISH® poderi ser utilizado em localidades afastadas,
onde o acesso a métodos diagnésticos € dificil e auxiliard no diagnéstico final dos pacientes.
Outro ponto importante ¢ o que o teste IT-LEISH® pode ser realizado utilizando-se como
amostra bioldgica soro ou sangue, apesar de, no presente estudo ter sido utilizado sangue
capilar digital, estudos mostram que nao existe diferenca entre a sensibilidade e especificidade
de testes imunocromatograficos utilizando ambas as amostras (Sundar et al., 2006).

Este projeto procurou seguir a lista de obrigatoriedades para desenho e condugdo de
estudos de validacdo de métodos diagnésticos presente no Manual STARD e, portanto, trata-
se do primeiro estudo multicéntrico realizado no Brasil para validagio de um teste
imunrocromatografico rapido para o diagnéstico de pacientes suspeitos da LV.

Os dados obtidos no presente estudo de validagdo contribuirdo para a realizacdo de
avaliagdes de custo-efetividade de testes diagndsticos para LV, fornecendo estimativas
acuradas de sensibilidade e especificidade para inclusdo nos modelos, fortalecendo assim a

tomada de decisao sobre a implantacdo do método nos servigos.
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6. CONCLUSAO

O estudo validou a utilizacio do teste IT-LEISH® para o diagnéstico da leishmaniose
visceral em beira de leito, em pacientes que apresentavam quadro clinico sugestivo de LV
sem infec¢@o concomitante pelo HIV no Brasil. Os resultados obtidos permitem recomendar o
teste IT-LEISH® para diagnéstico rdpido de LV com o devido acompanhamento da
implantacdo nos servicos de saide para avaliar o seu desempenho em condig¢des de uso

rotineiro.
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7. ANEXO

Seqiiéncia de etapas para a realizacdo do teste rapido IT-LEISH®

Primeira Etapa

Identificac@o da tira com nome do paciente e data da realizagdo
do teste.

Segunda Etapa

Pingar 1 gota de tampao no primeiro pogo

Terceira Etapa

Pingar 4 gotas de tampao no segundo poco.
Esperar 1 minuto.

Quarta Etapa

Coletar sangue em puncio digital do paciente.

Quinta Etapa

Dispensar o material coletado no primeiro poco.

Sexta Etapa

Com o lado oposto do capilar homogeneizar o sangue (ou soro)
com o tampao.
Esperar 1 minuto.




Sétima Etapa

Retirar a tira do suporte e colocd-la no primeiro pogo.
Esperar 10 minutos.

Oitava Etapa

Passar a tira para o segundo pogo.
Esperar 10 minutos.

Nona Etapa

Leitura: amostras negativas. Apenas a banda controle aparece na
tira.

Nona Etapa

Leitura: amostras positivas. Aparece uma banda além da banda
controle, uma indicando positividade da reacdo.
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