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0 teste imunocromatografico ripido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH® ) foi validado para o diagndstico da leishmaniose visceral

(LV) em quatro dreas endémicas do Brasil. O desempenho do IT-LEISH® foi comparado ao da reacdo de imunofluorescéncia
indireta; e a0 da reagio imunoenzimatica, usando-se antigeno solivel de Leishmania chagasi e recombinante K39 (rK39).
0 estudo incluiu 332 pacientes com quadro clinico sugestivo de LV: 213 casos de IV confirmados parasitologicamente; e
119 ndo-casos, com confirmacio de outra etiologia. O teste IT-LEISH® apresentou sensibilidade de 93% e especificidade
de 97%. As técnicas RIFI (imunofluorescéncia indireta), 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 diagndstico da IV no Brasil.
Palavras-chave: IT-LEISH®; leishmaniose visceral; diagndstico, Leishmania chagasi; antigeno rk39.

Summary

The rapid immunochromatographic test IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) was validated for the diagnosis of visceral
leishmaniasis (VL) in four endemic areas of Brazil. The performance of the IT-LEISH® was compared with that of the
indirect fluorescent antibody test, and that of enzyme-linked immunosorbent assay, using soluble antigen of Leishmania
chagasi and the recombinant K39 (rK39). The study group was composed by 332 patients with clinical suspicion of VL:
213 cases confirmed by parasitological tests; and 119 with confirmation of another etiology. The sensitivity of the test
IT-LEISH® was of 93% and the specificity of 97%. Immunofluorescent antibody test, 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 the test IT-LEISH® for the diagnosis of the VL in Brazil.
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I Validagéao do teste rdpido IT-LEISH®

Introducao

A leishmaniose visceral (IV) é considerada pela
Organizagdo Mundial da Satide (OMS) uma das doencas
parasitirias de maior impacto sobre a Satide Puiblica
mundial, afetando, aproximadamente, 500.000 pessoas
por ano em 65 paises. Cerca de 90% dos casos notifica-
dos ocorrem em regides pobres da india, Bangladesh,
Nepal, Sudo e Brasil.' A doenca € causada por protozo-
arios pertencentes a0 complexo Leishmania donovani,
sendo a Leishmania (Leishmania) chagasi a espécie
responsavel pela doenca no Brasil, que registrou mé-
dia anual de 3.642 casos notificados ao Ministério da
Saide nos tltimos trés anos.? A apresentacdo clinica
habitual caracteriza-se por febre prolongada, perda de
peso, hepato-esplenomegalia e pancitopenia. Uma das
preocupacdes atuais com a LV € sua elevada letalidade:
préxima a 100% em pacientes ndo tratados. Mesmo
com a institui¢do do tratamento, 1 a 5% dos afetados
morrem como resultado da resisténcia 2 quimioterapia,
pela toxicidade dos quimioterdpicos; ou como conse-
qiiéncia de complicaces da doenca, principalmente
quando o diagndstico é tardio.’ O diagndstico clinico-
epidemioldgico da LV € insuficiente para justificar o
tratamento, ja que a apresentagdo clinica é comum a
diversas outras patologias.*

Quase 100% dos participantes
ndo tratados morrem pela
leishmaniose visceral humana.
Mesmo com tratamento, 1a 5%
vdo a dbito por resisténcia a
quimioterapia, pela toxicidade
dos quimioterdpicos; ou como
conseqiiéncia de complicagoes da
doenca, principalmente quando o
diagndstico é tardio.

Os exames parasitoldgicos sdo considerados
métodos de referéncia no diagnéstico da LV, embora
pressuponham procedimentos invasivos, requeiram
laboratoristas experientes, sejam laboriosos e nio
apresentem sensibilidade ideal. A confirmagdo de LV
pode ser feita pela demonstragio direta em esfregacos
ou cultivo do parasito obtido de bago, figado, medula
o0ssea ou linfonodos. A sensibilidade da pesquisa

direta em esfregacos em lamina varia de 95 a 98%
para o aspirado de bago,’ 76 2 91% para o de figado,
52 a 89% para o de medula-Gssea’® e 52 a 69% para
o de linfonodos.*” O cultivo dos parasitos aumenta a
sensibilidade da pesquisa (acima de 80%) mas pode
retardar o diagndstico em semanas.®

0 diagnostico molecular possibilita a deteccdo do
DNA [deoxyribonucleic acid, ou icido desoxirri-
bonucleico (ADN)] do parasito mediante reagio de
polimerizagdo em cadeia [polymerase chain reaction
(PCR)], usando-se diversas amostras bioldgicas, tais
como sangue e aspirado de medula. Na maioria das
publicactes, o método apresenta elevada sensibilidade
(acima de 90%) e especificidade (100%).>" Ainda
assim, sua realizacio é complexa e apresenta custo
elevado.

0 diagndstico soroldgico é favorecido pela expressi-
va resposta imune humoral que caracteriza a doenga. A
pesquisa de anticorpos, entretanto, deixa a desejar no
que concerne 2 especificidade. Além disso, essas técni-
cas demandam tempo, equipamentos e laboratoristas
treinados. A reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) tem sido amplamente usada no diagndstico da
LV desde 1964" e é o teste atualmente disponibilizado
pelo Sistema Unico de Satide (SUS), com a desvanta-
gem de requerer microscépio de imunofluorescéncia.
Sensibilidade de 82 a 95% e especificidade de 78
a 92% sio relatadas, dependendo da preparacio
antigénica e da espécie de Leishmania utilizadas.'>"
Sdo também utilizados os métodos imunoenzimaticos
lenzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)],
que empregam grande variedade de antigenos e tém
sido avaliados desde 1971." Embora os valores de
sensibilidade apresentem reprodutibilidade, variando
entre 90 e 100%, os valores de especificidade sio
bastante inconsistentes, variando de 71 a 100%.""
0 teste de aglutinagio direta (DAT) é um dos testes
mais simples e de baixo custo jd desenvolvidos para o
diagnostico da LV, com sensibilidade de 91 a 100% e
especificidade de 72 a 100%,"" tendo sido validado
em diversas dreas endémicas.

A baixa especificidade é a desvantagem comum
a0s métodos que utilizam antigenos ndo purificados,
causada pela reatividade cruzada e persisténcia de
anticorpos ap6s a cura. Para tentar contornar esse
problema, alguns antigenos purificados sintéticos ou
recombinantes tém sido identificados. Entre eles, a
proteina recombinante K39 (rK39), uma seqiiéncia
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de 39 aminodcidos clonada da regido quinase de
Leishmania chagasi, complexo donovani-especifi-
€0,” tem sido a mais amplamente avaliada. Quando
utilizada em métodos baseados em ELISA, ela resultou
em sensibilidades de 93 a 99% e especificidades de
93 a 100%.'7*'*> A mesma proteina foi utilizada em
plataformas imunocromatograficas, que permitem
execucdo simples e interpretaco visual das reacdes,
apresentando valores de sensibilidade e especificidade
que variam de 67 a2 100% e de 59 a 100%, respecti-
vamente.**? Estudos de validaco desses testes tém
mostrado resultados varidveis, de acordo com a regido
geogrifica do estudo, do produto e da metodologia
empregada.*

0 uso de métodos de diagndstico sensiveis e espe-
cificos, de ficil execucio e interpretacio, que nio ne-
cessitem de infra-estrutura laboratorial e profissionais
especializados, deverd trazer beneficio importante para
o diagnéstico acurado e rapido da LV, principalmente
nas localidades onde o acesso a exames laboratoriais
mais complexos € limitado.

Com o objetivo de validar o teste imunocromatogri-
fico rapido IT-LEISH® para o diagndstico da leishma-
niose visceral humana em beira de leito, realizou-se
estudo multicéntrico com pacientes portadores de
quadro clinico sugestivo da doenga.

Metodologia

Trata-se de estudo multicéntrico realizado entre
maio de 2005 e maio de 2007, conduzido, simultane-
amente, em quatro Estados brasileiros: no MaranhZo,
pela Universidade Federal do Maranhdo (UFMA); no
Piaui, pela Universidade Federal do Piaui (UFPI);
na Bahia, pelo Centro de Pesquisa Gongalo Muniz,
Fundacio Oswaldo Cruz, Salvador-BA (CPqGM); e em
Minas Gerais, pelo Centro de Pesquisa René Rachou,
Fundacio Oswaldo Cruz, Belo Horizonte-MG (CPRR).
Foram avaliados 213 casos e 119 nio-casos de LV,
incluindo, como sujeitos da pesquisa, pacientes por-
tadores da sindrome clinica sugestiva de LV residentes
em dreas endémicas. Os pacientes foram examinados
clinicamente e submetidos ao aspirado de medula
Ossea, A coleta de sangue periférico para realizagio
de testes soroldgicos e 2 puncdo capilar digital para
realizacio da pesquisa de anticorpos anti-rK39 me-
diante o teste IT-LEISH®, cedido pela empresa Diamed
Latino-America S.A (Lagoa Santa, Brasil). O diagndstico

Tdlia Santana Machado de Assis e colaboradores

parasitolégico foi realizado pelos laboratorios de cada
local de estudo. Os testes RIFI, ELISA L. chagasi e ELISA
K39 foram realizados no Laboratorio de Pesquisas
Clinicas do CPqRR.

A amostra foi calculada com base nos dados de
um estudo-piloto realizado no CPqRR. Considerou-se
sensibilidade estimada de 95%, especificidade esti-
mada de 95%, nivel de confianca de 95% e precisdo
de 4%. Foi calculado o minimo de 115 pacientes em
cada grupo. O estudo teve inicio simultineo nos quatro
centros. Foram incluidos pacientes que apresentaram
febre acompanhada de, pelo menos, uma das seguintes
alteracbes: esplenomegalia; hepatomegalia; anemia;
leucopenia; ou plaquetopenia. Foram excluidos pa-
cientes com qualquer uma das seguintes condicdes:
imunodeficiéncia conhecida; uso de imunossupresso-
res; historia pregressa de LV, e auséncia de defini¢do
de diagnéstico etiologico definitivo até o momento da
andlise dos resultados.

Foram considerados casos de LV os pacientes que
apresentaram sindrome clinica sugestiva da doenca e
que tiveram a presenca confirmada de Leishmania
spp. em aspirado de medula 6ssea pelo exame do
esfregaco corado ou por cultivo. Foram considerados
ndo-casos de LV pacientes portadores de sindrome
clinica sugestiva de LV, que apresentaram pesquisa
de Leishmania spp. negativa no aspirado de medula
Ossea e confirmacio de outra etiologia. A pesquisa
direta de amastigotas em aspirado de medula dssea
ou promastigotas no cultivo da amostra foi definida
como método-referéncia.

Na pesquisa de Leishmania spp. em aspirado de
medula 6ssea, as 1aminas foram fixadas com metanol
e imediatamente cobertas com solu¢do de Giemsa. A
leitura das 1aminas coradas foi realizada em microscé-
pio 6ptico — aumento de 100X. O aspirado de medula
ossea foi cultivado em 3ml de meio NNN e 500p1 de
LIT a 26°C. A pesquisa de formas promastigotas de
Leishmania spp. foi realizada a cada sete dias, durante
21 dias, em lamina-laminula em microscépio.

A reagdo de imunofluorescéncia indireta e as rea-
¢oes imunoenzimdticas usando-se antigeno soltivel de
L. (L.) chagasi e antigeno recombinante K39 foram
realizadas conforme descrito por Pedras e colabo-
radores."”

0 DiaMed IT-LEISH® é um teste imunocromatogri-
fico produzido pela DiaMed AG (Cressier sur Morat,
Suica) e distribuido pela DiaMed Latino América
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S.A., (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). O produto,
que permite a detec¢io ripida de anticorpos contra
Leishmania spp., é composto de uma membrana de
nitrocelulose acoplada a uma bandeja destacavel, uma
ampola contendo tampao, uma lanceta, um tubo capi-
lar plastico e dlcool. Na membrana de nitrocelulose,
sdo absorvidos o antigeno rK39, formando a linha-
teste, e o anticorpo anti-IgG humano, constituindo
a linha-controle. A bandeja destacdvel possui dois
orificios: o primeiro contém conjugado; e o segundo
é reservado para lavagem da fita-teste. A realizacio do
teste seguiu, estritamente, as instrucdes do fabricante.
Resumidamente, cerca de 10pL de sangue, obtido a
beira do leito em cada local de estudo, foi transfe-
rido para o primeiro poco da bandeja destacivel e
homogeneizado com uma gota de tampao por um
minuto. Em seguida, a tira-teste foi colocada nesse
poco verticalmente e o sangue diluido, absorvido pela
membrana em fluxo ascendente. Apds dez minutos, a
tira-teste foi lavada durante dez minutos em solucio-
tampao (quatro gotas), depositada previamente no
segundo poco. A leitura visual foi realizada por trés
pesquisadores diferentes, participantes deste estudo.
0 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
visualiza¢do da linha-controle, localizada logo acima
da linha-teste, indicou que a execucio do teste foi
adequada. Os pesquisadores ndo tinham conhecimento
do diagnéstico definitivo do paciente no momento da
interpretacdo dos resultados.

0 Microsoft Office Excel foi o aplicativo usado para
a construcio do banco de dados, contendo caracteris-
ticas epidemioldgicas, clinicas e resultados dos exames
laboratoriais. A andlise estatistica foi realizada pelo
programa SPSS® 10.0.5 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois,
USA). Foram calculadas sensibilidade, especificidade
e respectivos intervalos de confianga de 95% para
todos os testes estudados. Para o cdlculo dos valores
preditivos, foi considerada a positividade de cada local
de estudo. A concordancia entre os testes sorolGgicos e
a reprodutibilidade da leitura do teste IT-LEISH® por
trés observadores independentes foi determinada pelo
indice de Kappa e interpretada de acordo com Shrout:?®
k<0,1, ausente; k=0,10 a 0,40, fraca; k=0,41 2 0,60,
discreta; k=0,61 a 0,80, moderada; e k=0,81 a 1,00,
substancial. O teste qui-quadrado foi empregado para

comparacio de proporcoes. O valor de significincia
adotado foi de p<0,05.

Consideracoes éticas e

de boas praticas laboratoriais

As amostras clinicas foram colhidas, transportadas
e analisadas segundo as regras das boas priticas de
laboratdrio preconizadas pela Organiza¢io Mundial da
Satide”” e de acordo com as recomendacdes constantes
do Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral, publicacio da Secretaria de Vigilancia em
Saide do Ministério da Satide.” A participacdo no
estudo foi voluntdria e todos os pacientes incluidos
na pesquisa assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado
pelos comités de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos de todas as institui¢des de pesquisa envolvi-
das no estudo e cumpriu com as recomendacdes da
Resolugio do Conselho Nacional de Satide N° 196, de
10 de outubro de 1996, sobre pesquisa envolvendo
seres humanos.

Resultados

Trezentos e trinta e dois pacientes foram incluidos
no estudo: 213 casos de LV; e 119 ndo-casos. Cin-
qiienta e sete (17,2%) foram provenientes do CPqRR,
119 (35,8%) do CPqGM, 121 (36,4%) da UFPI e 35
(10,5%) da UFMA (Tabela 1). Setenta e dois pacientes
foram excluidos do estudo por ndo preencherem os
critérios de inclusdo.

Amédia de idade dos pacientes foi de 12,7 anos (um
més a 76,8 anos) e 57,7% eram do sexo masculino.
A média do tempo de sintomas do grupo ‘Casos’ foi
de 53 dias (cinco a 360 dias; DP=56,1) e do grupo
‘Ndo-casos’ de LV foi de 71 dias (trés a 720 dias,
DP=135,8). Os portadores de LV apresentavam os
seguintes sintomas e sinais: emagrecimento (83,3%);
palidez (72,3%); tosse (41,1%); diarréia (26,9%); dor
abdominal (49,6%); ictericia (13,7%); e sangramento
(15,1%). Os sintomas e sinais apresentados pelos
pacientes ‘Nao-casos’ foram: emagrecimento (66,4%);
palidez (86,2%); tosse (41,7); diarréia (22,2%); dor
abdominal (44,8%); ictericia (22,5%); e sangramento
(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 especi-
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ficidade variou de 93 (77,2-99,1) 2100% (75,3-100).
Nio houve diferenca significativa na sensibilidade e
especificidade observadas pelos centros de pesquisa
envolvidos (Tabela 1).

Quando analisada a amostra total, o teste IT-LEISH®
apresentou sensibilidade de 93% (89,2-96,4) e especi-
ficidade de 97% (91,6-99,0). No total, a sensibilidade
dos métodos avaliados variou de 88 (82,6-91,8) 197%
(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® apresen-
taram sensibilidades semelhantes: 92% (87,5-95,2)
e 93% (89,2-96,4), respectivamente (Tabela 2).
Diferenca significativa foi observada entre os valores
de sensibilidade de IT-LEISH® (93%) e ELISA rK39
(97%) (p=0,04), ELISA K39 (97%) e ELISA L. chaga-
si (92%) (p=0,01), ELISA tK39 (97%) e RIFI (88%)
(p<0,001). Com relacio a especificidade, observou-se
diferenca significativa entre IT-LEISH® (97%) e ELISA
K39 (84%) (p=0,001), ELISA L. chagasi (77%)
(p<0,001) e RIFI (81%) (p<0,001) (Tabela 3).

Quatorze amostras apresentaram reacoes falsas-ne-
gativas e quatro apresentaram reagoes falsas-positivas
com o teste IT-LEISH®. Os valores preditivos positivo
(VPP) e negativo (VPN) do teste IT-LEISH® sio apre-
sentados na Tabela 4. Usando-se a positividade do
grupo de pacientes estudados em cada localidade, o
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VPP variou de 95 (84,5-99,4) 2 100% (94,0-100); e
0 VPN, de 86 (73,0-95,0) 293% (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.

0 indice Kappa mostrou concordancia classificada
como ‘moderada’ entre IT-LEISH® e os demais méto-
dos sorologicos avaliados (Tabela 5). Concordancia
‘substancial’ foi observada na avaliacdo da leitura
do teste IT-LEISH® por pares de observadores
(Tabela 6).

Discussao

Embora o avango tecnoldgico ocorrido no século
XX tenha resultado em uma variedade de técnicas la-
boratoriais que significaram importante contribuigio
a0 diagndstico de doencas em geral e das infecciosas
em particular, o diagnéstico da LV avancou pouco
nas tltimas décadas, provavelmente por duas razoes
principais: por se tratar de doenca negligenciada, que
prevé pequeno retorno comercial ao investimento
em pesquisa e desenvolvimento e pela complexidade
bioldgica préopria da infeccfo.

No Brasil, o Programa Nacional de Controle de
Leishmanioses, coordenado pela Secretaria de Vigilan-
cia em Satide do Ministério da Satide, recomenda que

Tabela 1 - Valores de sensibilidade e especificidade do teste IT-LEISH®? pelos quatro centros de pesquisa e

respectivos intervalos de confianca (IC,,, )

Sensibilidade Especificidade
Centros de pesquisa Numero de casos % Numero de nao-casos %
ac,,) (I€,,,)
b 92 97
CPqRR 2% (74,9-99,0) 3 (83,8-99,9)
. 90 98
CPqGM 3 (81,2-96,0) 46 (88,5-99,9)
. 96 93
UFPI 92 (89,2-98,8) 2 (77,2:99,1)
. 95 100
UFMA 2 (771-99,8) 3 (75,3-100,0)

a) IT-LEISH": teste imunocromatografico rapido IT-LEISH (DiaMed IT-LEISH")
b) CPqRR: Centro de Pesquisa René Rachou/Fiocruz/MG

) CPqGM: Centro de Pesquisa Gongalo Muniz/Fiocruz/BA

d) UFPI: Universidade Federal do Piaui

) UFMA: Universidade Federal do Maranhdo

Nota: N&o houve diferenca significativa entre as sensibilidades e especificidades dos métodos diagndsticos nos centros de pesquisa envolvidos.
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Tabela2 - Valores de sensibilidade e especificidade dos métodos diagndsticos para leishmaniose visceral

avaliados pelos quatro centros de pesquisa e respectivos intervalos de confiana (IC,

55

Sensibilidade Especificidade
Métodos avaliados % %
(1€, (1Cys,)
RIFI® 88 81

ELISA L. chagasi®

ELISA rK39¢

IT-LEISH"*

(82,6-91,8)

92
(87,5-95,2)

97
(93,9-98,9)

923
(89,2-96,4)

(72,4-87,3)

77
(68,7-84,4)

84
(76,1-90,1)

97
(91,6-99,0)

a) RIFI:reagdo de imunofluorescéncia indireta

b) ELISA L. chagasi: teste imunoenzimatico usando o antigeno soltvel de Leishmania chagasi
¢) ELISA rK39: teste imunoenzimatico usando a proteina recombinante K39 como antigeno

d) IT-LEISH": teste imunocromatogréfico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH")

Tabela 3 - Magnitude das diferencas observadas na sensibilidade e especificidade entre os diferentes métodos
soroldgicos avaliados, com a respectiva significancia estatistica

snsiaie Soidnaowiia Gl Syiftdn o
% sensibilidade % especificidade

IT-LEISH® < versusRIFI¢ 5 0,07 16 <0,001
IT-LEISH® < versusELISA L. chagasi® 1 0,71 20 <0,001
IT-LEISH® < versus ELISA rK39° -4 0,04 13 0,001

ELISA rK39 versus RIFI* 9 <0,001 3 0,49

ELISA rK39 versus ELISA L. chagasi® 5 0,01 7 0,19

ELISA L. Chagasi® versus 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 sequndo teste de comparagao

¢) IT-LEISH": teste imunocromatogréfico rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH")

d) RIFI:reacao de imunofluorescéncia indireta

e) ELISA L. chagasi: teste imunoenzimético usando o antigeno soltvel de Leishmania chagasi
f) ELISA rk39: teste imunoenzimatico usando a proteina recombinante K39 como antigeno

112 Epidemiol. Serv. Saude, Brasilia, 17(2):107-116, abr-jun, 2008



Tdlia Santana Machado de Assis e colaboradores

Tabela 4 - Valores preditivos positivos e negativos do teste IT-LEISH®? e respectivos intervalos de confianca

(Ic95%
pesquisa e para a casuistica total

) tendo como referéncia a probabilidade pré-teste definida pelo padrac-ouro em cada centro de

Probabilidade VPP de IT-LEISH"? VPN de IT-LEISH"?
Centros de pesquisa pré-teste % %
% (Ic95%) (Ic95%)
CPqRR:® i 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 (91,0-100,0) (69,0-97,4)
UFMA:® 63 100 92
n=35 (94,0-100,0) (80,0-98,4)
TOTAL: 64 9 89
n=332 (84,5-98,2) (74,0-97,0)

a) IT-LEISH": teste imunocromatografico rapido IT-LEISH" (DiaMed IT-LEISH")
b) CPqRR: Centro de Pesquisa René Rachou/Fiocruz/MG

) CPqGM: Centro de Pesquisa Gongalo Muniz/Fiocruz/BA

d) UFPI: Universidade Federal do Piaui

) UFMA: Universidade Federal do Maranhdo

Nota:as sensibilidades e as especificidades usadas para os calculos de VPP (valor preditivo positivo) e VPN (valor preditivo negativo) encontram-se na Tabela 1.

Tabela 5 - Concordancia estimada pelo indice Kappa entre o teste IT-LEISH"* e demais métodos sorolégicos

avaliados pelos centros de pesquisa

Testes soroldgicos

Teste RIFI® ELISA L. chagasi® ELISA rK39¢
Pe Nf Total BE Nf Total pe Nf Total
pe 179 24 203 190 13 203 200 3 203
IT-LEISH®? Nf 31 98 129 33 96 129 27 102 129
TOTAL 210 122 332 223 109 332 227 105 332

0,65 0,70 0,80
:‘E"";‘ (0,60-0,70) (0,65-0,75) (0,75-0,85)

'95%

a) IT-LEISH": teste imunocromatografico rapido IT-LEISH" (DiaMed IT-LEISH")

b) RIFI: reagao de imunofluorescéncia indireta

¢) ELISA L. chagasi: teste imunoenzimético usando o antigeno soltvel de Leishmania chagasi
d) ELISA rk39: teste imunoenzimatico usando a proteina recombinante K39 como antigeno
¢) P:resultado positivo

f) N:resultado negativo
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Tabela 6 - Concordancia da leitura do teste IT-LEISH®® entre trés observadores independentes

Pares de observadores®
Teste AxB Ax(C Bx(C
P¢ N¢ Total P¢ N¢ Total Pc N¢ Total
Pc 196 7 203 197 6 203 201 3 204
IT-LEISH®® N¢ 8 121 129 122 129 3 125 128
TOTAL 204 128 332 204 128 332 204 128 332
Kappa 0,95 0,96 0,98
(1c...) (0,85-0,95) (0,90-100,0) (92,5-100,0)

95%'

a) A, B e Creferem-se a cada observador

b) IT-LEISH": teste imunocromatografico rapido IT-LEISH” (DiaMed IT-LEISH
¢) P:resultado positivo

d) N:resultado negativo

o diagnéstico da LV seja realizado por métodos para-
sitolgicos, preferencialmente o exame miscroscopico
de aspirado de medula e, alternativamente, usando-se
técnicas baseadas na detec¢do de anticorpos: RIFI
ou ELISA. Atualmente, o kit de RIFI é produzido por
Biomanguinhos, unidade da Fundagdo Oswaldo Cruz
no Rio de Janeiro-RJ, e distribuido pelo Ministério da
Satde para laboratdrios puiblicos locais e nacionais.
Esse método, entretanto, requer microscopio de
imunofluorescéncia e profissional treinado para sua
execucio, tornando o diagndstico lento e dificil.

Frente 2 complexidade do diagnéstico da LV, mé-
todos laboratoriais de facil realizacio e interpretacio
e que fornecam resultado rapido sio cada vez mais
necessarios. Testes de imunocromatografia de fluxo
lateral para ao diagndstico da LV usando-se o antigeno
1K39 tém sido avaliados em virios paises, com sensi-
bilidade e especificidade variaveis.

No presente estudo, a sensibilidade do método
ELISA usando-se o antigeno rK39 foi superior 2 obtida
com o teste imunocromatografico rapido IT-LEISH®.
A especificidade desse teste, entretanto, foi superior a
dos demais métodos avaliados, que nio apresentaram
diferenca significativa entre si. £ importante ressaltar
que o padrio-ouro utilizado é imperfeito e que foram
excluidos da andlise 61 pacientes que apresentavam
quadro clinico compativel e sorologia positiva para
LV, embora o resultado de seu exame parasitoldgico
fosse negativo. Considerando-se que os pacientes com
LV néo detectados pelo padrio-ouro sdo aqueles que
apresentam, presumivelmente, menor carga parasita-
ria, seria razodvel esperar que também apresentassem
menor intensidade na resposta de anticorpos. Se essa

premissa for verdadeira, o resultado da sensibilidade
do teste IT-LEISH® pode estar superestimado. Na
pritica, entretanto, ¢ comum a observacio de sucesso
de testes terapéuticos com drogas leishmanicidas em
pacientes com resultados parasitolgicos negativos na
medula Gssea e que apresentam diagndstico soroldgico
positivo. Esse fato sugere que pelo menos alguns desses
pacientes realmente apresentam IV e a imperfeicio do
padrio-ouro pode, inclusive, ter prejudicado tanto a
sensibilidade quanto a especificidade do novo teste
avaliado. As limitagdes na interpretacdo dos resultados
decorrentes da imperfei¢do do padrdo-ouro ressaltam
anecessidade de mais pesquisas na drea de diagnéstico
da IV, com o objetivo de aprimorar as abordagens
metodoldgicas utilizadas em estudos de validacio de
métodos diagndstico.

Os valores de sensibilidade (93%) e especificidade
(97%) verificados para o teste IT-LEISH® aproxi-
mam-se de dados obtidos em outros estudos que,
a0 avaliarem a deteccdo de anticorpos anti-rk39,
observaram valores de sensibilidade variando de 90
a 100%; e de especificidade, de 93 a 100%.4*% Na
literatura, contudo, hé relatos de pior desempenho de
testes imunocromatograficos, como a sensibilidade de
80% comparada com a de 86% para RIFI em estudo
realizado no Kuwait;*® ou a comparagdo do TRALd®
(Teste Rapido Antigeno para L. donovani) com o ELISA
K39 e com o DAT em 55 pacientes com LV confirmada
no Sudio, com sensibilidades de 67%, 100% e 91%,
respectivamente.” No Brasil, o TRALA® foi comparado
a0 DAT com antigeno liofilizado, em nimero peque-
no de casos, com sensibilidade de 85,7% e 100% e
especificidade de 82% e 100%, respectivamente.’!
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Baixa sensibilidade de testes imunocromatograficos
usando-se o antigeno K39 também foi relatada em
estudo realizado no Sudo.” Outros autores sugerem
que o formato do teste poderia ser a causa da baixa
sensibilidade, bem como diferencas entre subespécies
do complexo donovani, diferencas genéticas individu-
ais ou raciais e diferencas de regionais geograficas e
ecoldgicas.

Os elevados valores preditivos positivo e negativo
encontrados por este estudo referem-se a valores de
positividade detectada pelo padrio-ouro entre os
pacientes que procuraram os servicos especializados
com quadro sugestivo de IV e sdo validos para essas
condigdes de atencdio a satide. Os dados devem ser in-
terpretados com cautela, nio devendo ser extrapolados
para situaces de levantamentos epidemioldgicos ou
para pacientes que néo apresentem quadros clinicos
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