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RESUMO

Obijetivo: Discutir e comparar os testes utilizados no diagnéstico da Leishmaniose Visceral (LV).
Métodos: O presente estudo trata-se de uma revisdo integrativa de literatura. Para a selecdo dos
artigos utilizou-se a base de dados Pubmed e a amostra desta revisdo constituiu-se de sete artigos.
Resultados: Existem varias metodologias, destacando-se o0s testes rapidos, ELISA
(Enzimaimunoensaio), DAT (teste de aglutinacdo direta), RIFI (ensaio de imunofluorescéncia
indireta), aspiracdo esplénica, teste de aglutinacdo em latex (KAtex), PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) convencional e PCR. Em maioria apresentam uma diferenca se sensibilidade e
especificidade a depender do fabricante, todavia os métodos de biologia molecular mostraram-se
mais efetivos em relacdo aos demais e o0s testes rapidos apresentaram um grande diferencial quanto
a praticidade. Consideracdes finais: os testes convencionalmente usados para o diagnostico da LV
apresentaram variagdes significativas em relacdo a sua sensibilidade e existe a necessidade de mais
de uma metodologia diferente para a confirmacao do resultado.
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ABSTRACT

Objective: To discuss and compare the tests used in the diagnosis of Visceral Leishmaniasis (VL).
Methods: The present study is an integrative literature review. For the selection of articles, the
Pubmed database was used and the sample of this review consisted of seven articles. Results: There
are several methodologies, including rapid tests, ELISA (enzyme immunoassay), DAT (direct
agglutination test), RIFI (indirect immunofluorescence assay), splenic aspiration, latex
agglutination test (KAtex), PCR (Reaction in polymerase chain) and PCR. Most of them present a
difference if sensitivity and specificity depending on the manufacturer, however the molecular
biology methods have shown to be more effective in relation to the others and the rapid tests have
presented a great difference in terms of practicality. Final considerations: the tests conventionally
used for the diagnosis of VL showed significant variations in relation to its sensitivity and there is
a need for more than a different methodology to confirm the result.

Keywords: Visceral leishmaniosis, Laboratory tests, Diagnosis.

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga causada por um protozoario do género
Leishmania, que parasita mamiferos e, entre eles, 0 homem. Dentre os sintomas causados pela
doenca destacam-se: febre persistente, perda de peso, hepato e esplenomegalia acompanhadas ou
ndo de pancitopenia (TORRES-GUERRERO E, et al., 2017).

ALV é uma doenca de carater cronico, negligenciada, e que possui grande impacto na saude
publica, apresentando alta letalidade, que nos casos ndo tratados tem uma média de 10% do nimero
de oObitos ligados a patologia (SOUSA JMDS, et al., 2018). No Brasil, sem levar em consideragéo
0s casos de subnotificacdo, foram informados 22.525 casos de leishmaniose visceral humana entre
os anos de 2013 a 2018, abrangendo todas as faixas etarias e com incidéncia média de 1,85/100 mil
habitantes e taxa de 7,04% de Obitos. (MENDES JR, et al., 2020).

O diagnostico da LV é extremamente importante para que o tratamento do paciente possa
ser iniciado prontamente, evitando assim os casos de Obitos por LV. Tradicionalmente, é feito com
a demonstracdo direta ou através do cultivo do parasita originario de células infectadas obtidas da
puncdo da medula ou de biopsia da pele do paciente (CARVALHO NETA AVD, et al., 2006).
Outras formas de diagndstico, bem menos invasiva, sdo 0s testes imunoldgicos que se baseiam na
resposta das células do sistema imune do paciente e na producdo de anticorpos anti-Leishmania.
Como exemplos, o teste cutaneo de Montenegro e 0s testes soroldgicos que sdo utilizados na rotina
dos centros de referéncias do pais (FARIA AR e ANDRADE HMD, 2012).

Dentre os testes sorologicos destacam-se o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay), o RIFI (Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta), o DAT (Teste de Aglutinacdo Direta) e
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testes imunocromatogréficos répidos (TIC) que utilizam como antigeno a proteina recombinante
K39 (rk39) (LAURENTI MD, 2009). Sendo esse considerado uma inovacgao na area, sendo cada
vez mais difundidos tanto nos ambientes de pesquisas no campo da LV quanto na prética clinica,
sdo de facil utilizacdo, necessitarem de pouca quantidade de sangue e proporcionarem facil leitura,
todavia por terem como base a pesquisa de anticorpos, podem continuar sendo detectados mesmo
apos a cura da doenga (RANGEL O, et al., 2013; DOURADO ZF, et al., 2007).

A técnica de ELISA é uma técnica répida, de facil execucdo e leitura, tendo uma
sensibilidade maior que a do RIFI, sendo capaz de detectar baixas quantidades de anticorpos.
Entretanto, € pouco precisa nos casos assintomaticos e subclinicos (GRIMALDI Jr, et al., 2012). Ja
a RIFI possui uma especificidade de aproximadamente 80% e uma sensibilidade de 90 a 100%,
porém a reacdo dispendiosa e ndo adaptada para pesquisa epidemiolégica em grande escala
(GONTIJO CMF e MELO MN, 2004).

Todos os testes possuem sua contribui¢do no diagndstico e séo de grande importéncia para
a evolucao dos casos, um diagndstico rapido e correto pode evitar ndo somente 0 agravamento e a
debilitacdo do paciente como a possibilidade de ele ir a 6bito. Com tantos testes no mercado, das
mais variadas metodologias e especificidades quanto ao diagndstico das leishmanioses, 0 objetivo
desta revisdo integrativa € selecionar e avaliar estudos que compararam a sensibilidade e
especificidade dos testes imunocromatograficos (TIC) rapidos, com outros métodos utilizados no
diagnostico da LV humana (LVH).

2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo na literatura em que foram selecionadas publicacbes com temas
relacionados a comparacéo de testes utilizados no diagnostico da LV, sem restricdo geogréafica. A
busca ocorreu no periodo de 22 a 26 de julho de 2019 e foi realizada na base de dados
Pubmed/Medline (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online), utilizando-se como
Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS): “human visceral leishmaniasis™, “serologic”, “Brazil”,
com o operador boleano “and”, que permitiu acessar os artigos que possuem interseccao entre os
diferentes descritores. A busca das publicaces foi dividida em dois momentos: primeiramente
utilizou-se dos descritores “human visceral leishmaniasis” e “serologic”, encontrando um total de
242 artigos, em seguida utilizou-se os filtros de “Texto completo gratis” e estudos publicados nos
altimos 5 anos, finalizando assim com 22 publica¢6es no qual foram aplicados os critérios de

inclusdo e exclusdo. No segundo momento foi realizada a busca com os descritores “human visceral
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leishmaniasis”, “serologic” e “Brazil”, que inicialmente apresentou 49 publicagdes e no qual foram
aplicados os mesmos filtros da primeira busca, finalizando assim com 08 publicaces.

Apos as duas etapas foram aplicados os seguintes critérios para o total de 30 publicagdes
encontradas: Considerou-se como critérios de inclusdo apenas pesquisas realizadas em humanos,
disponiveis na integra, nos idiomas portugués, inglés ou espanhol, publicadas nos Gltimos 5 anos
(2013 a 2018) e que citavam a comparacao de testes imunocromatogréaficos rapidos utilizados no

diagndstico da LV, restando, portanto, 10 artigos. Foram excluidas as revisoes, teses, dissertacoes,

71402

monografias e estudos que abordavam a LVH como dado secundério.

Apds a aplicacdo desses critérios, resultaram-se, ao final da busca, sete estudos cientificos

que foram lidos, categorizados e avaliados para a interpretacdo dos resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos analise dos estudos, chegou-se a um total de sete artigos que foram estruturados para

melhor compreensdo conforme demonstrado na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1- Artigos sobre a comparacdo de testes imunocromatograficos rapidos utilizados no diagnéstico da
Leishmaniose Visceral selecionados para compor a revisdo integrativa.

Autor/ Ano Pais Objetivo Principais Resultados
Freire ML, et Brasil Avaliar o desempenho do teste | 113 amostras de pacientes positivas para LV e 73 controles
al., 2018 Leishmania 1gG /IgM Combo | negativos foram testadas e uma sensibilidade de 91,2% e
OnSite para o diagndstico de | especificidade de 94,5% foram observadas. Os resultados
LV no Brasil. indicam a necessidade de analises e comparacfes com o
desempenho de outros testes comerciais disponiveis para
definir o impacto desse novo teste na qualidade do diagnéstico
de LV no Brasil.
Sensibilidades de 78,0%, 86,5% e 79,4% e especificidade de
Espanha | Avaliar a sensibilidade e a | 100,0%, 85,9% e 99,2% foram observadas para rK39-TIC,
Bangert M, et especificidade da rk39- TIC, | DAT e RIFI respectivamente. Embora rK39-ICT e DAT
al., 2018 DAT e RIFI usando amostras | exibam sensibilidade e especificidade aceitaveis, é necessaria
de soro coletadas na Espanha | uma combinacdo com outros testes para o diagndstico
entre 2009 e 2015. altamente sensivel de casos de LV na Espanha.
Varani S, et Italia Utilizar uma estratégia | Em 10 dos 21 casos confirmados de LV, a rK39 TIC mostrou-se
al., 2017 diagndstica integrada, | negativa, incluindo trés pacientes HIV positivos, com uma
combinando testes sorologicos _sensibilidadetgetral de 52,4‘Ef?i_,§\odrestringir ogf_re_sduléadgs a rzzgi)e_rll_tlecs
T AR Imunocompetentes, a sensibilidade € a especificlaade das r
g"r:? gggc;a:g:ce)?]iz;?j?s critérios fora_m de 60% e 96,5%, resp_ectivamfente. O_RIFI apresentou resultado
. positivo em 18 dos 20 pacientes diagnosticados com LV com uma
sensibilidade de 90,0% e a especificidade 89,5%%. A RT-PCR exibiu
sensibilidade equivalente .A rK39 TIC ndo é suficientemente sensivel
para ser usado como um teste de triagem na Itlia.
Etiopia | Determinar a sensibilidade e | A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
Kiros YK e especificidade do rk39- TIC no | preditivo negativo de rK39-ICT, tomando aspiracdo esplénica
Regassa BF, diagndstico de LV. como teste padrdo-ouro, € de 84,1%, 27,8%, 74,0% e 41,7%,
2017 respectivamente. A sensibilidade e a especificidade do rK39-
TIC é baixa. Dessa forma, a definigdo de caso para LV na
Etiopia precisa ser revisitada.
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Junior WLB,
etal.,
2015

Brasil

Avaliar a utilidade de um teste
imunocromatogréafico baseado em
rk39 TIC (IT LEISH) e um teste
de aglutinacdo em latex (KAtex)
para deteccéo de antigeno urinario
de LV em 15 pacientes com
HIV/AIDS do nordeste do Brasil.

LV foi confirmada em sete dos 15 pacientes com HIV/AIDS.
Todos os pacientes foram positivos para o Teste de Aglutinacéo
Direta (DAT). Destes, quatro foram positivos pelo rK39 TIC e
cinco pelo KAtex. No entanto, sdo necessarios estudos em larga
escala para validar o KAtex na rede nacional de laboratorios
publicos de satde no Brasil.

Gao CH, et
al.,

China

Desenvolver um teste
imunocromatografico (TIC)
baseado na deteccdo de um
antigeno circulante de Leishmania
usando anticorpos monoclonais

A sensibilidade, especificidade e eficiéncia diagndstica da TIC
analisada no estudo foram de 95,8%, 98,7% e 97,3%
respectivamente. Quando comparado com um anticorpo
comercialmente disponivel que detecta TIC, a TIC baseada em
antigeno teve um melhor desempenho.

(mAbs). Para comparacdo, foi
utilizado o teste Kalazar Detect
(InBios).

2015

Examinar as sensibilidades e
especificidades de seis TIC
comercialmente  disponiveis
em sangue total e soro de
pacientes com LV confirmados
parasitologicamente.

indiae
Kumar D, et Nepal
al., 2013

diferenca entre o sangue total e o soro.

As sensibilidades de todos os TR na India ficaram entre 94,7 e
100,0% e especificidades entre 92,4 e 100,0%, exceto a da
Onsite Leishmania Ab RevB kit (33,6 a 42,0%), com pouca

Fonte: Autores, 2020.

O periodo das publicagcdes variou de 2013 a 2018, com estudos realizados no Brasil,
Espanha, Italia, Etiopia, China, India e Nepal. Os estudos transversais e de coorte foram os desenhos
metodologicos utilizados nos artigos selecionados, com populacéo de analise sendo individuos com
casos confirmados e/ou suspeitos para LV.

Em relacdo aos testes rapidos para diagndstico da LV, foi verificado que varias marcas
comerciais que utilizam o antigeno recombinante K39 (rK39) estdo disponiveis. Dentre elas, foi
possivel destacar: kit Onsite Leishmania (CTK Biotech), kit Onsite Leishmania RevA e Ab RevB
(CTK Biotech), kit Kalazar Detect (Inbios Internacional), kit Rapydtest (Diagnostic International
Distribution), kits Signal-KA e Crystal-KA (Span Diagnostics) e kit IT LEISH (Bio-Rad)
(BANGERT M, et al., 2018; KIROS YK e REGASSA BF, 2017; KUMAR D, et al., 2013; GAO
CH, et al., 2015; FREIRE ML, et al., 2018; JUNIOR WLB, et al., 2015; VARANI S, et al., 2017).

Nos estudos analisado, estes testes rapidos foram comparados a diversos outros testes, tais
como ELISA (Enzimaimunoensaio), DAT (teste de aglutinacdo direta), RIFI (ensaio de
imunofluorescéncia indireta), aspiracdo esplénica, teste de aglutinacdo em latex (KAtex), PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase) convencional e PCR em tempo real, conforme especificado na
Tabela 2.
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Tabela 2- Comparacdo de testes imunocromatograficos rapidos utilizados no diagnéstico da Leishmaniose Visceral,
segundo os autores selecionados.

Autores Comparacdo dos testes utilizados no
diagnéstico para Leishmaniose Visceral

Freire ML
etal., 2018
al., 2018
Varani S,
etal., 2017
Kiros YK e
Regassa
BF, 2017
etal.,
2015
etal.,
2015
etal., 2013

Junior WLB,
Gao CH,
Kumar D,

Bangert M, et

X

Onsite Leishmania (TESTE RAPIDO)
X ELISA
X X IT LEISH (TESTE RAPIDO)
X X X X Kalazar Detect (TESTE RAPIDO)
X Teste de aglutinagdo direta
X Ensaio de imunofluorescéncia indireta
X Aspiracao esplénica
X Teste de aglutinacdo em latex
X PCR em tempo real
X PCR convencional
Onsite Leishmania RevA (TESTE RAPIDO)
Onsite Leishmania RevB (TESTE RAPIDO)
Signal-KA (TESTE RAPIDO)
Crystal-KA (TESTE RAPIDO)

X X X X

X Teste imunocromatografico desenvolvido pelos
proprios autores (TESTE RAPIDO)
Fonte: Autores, 2020.

O diagnostico laboratorial de LV inclui a deteccéo de Leishmania por microscopia direta ou
cultura em amostras clinicas, deteccao de antigeno ou anticorpos especificos e detec¢do do DNA do
parasito. O diagnostico definitivo de LV requer a demonstracdo do parasita a partir de um aspirado
medular (busca do antigeno), como o bago, a medula 6ssea ou o linfonodo, porém, como este é um
procedimento bastante invasivo com potenciais complica¢fes, ndo é amplamente utilizado, a ndo
ser em hospitais especializados referéncias para doencas tropicais negligenciadas. Com isso, 0
diagnoéstico da LV baseia-se principalmente em testes sorolégicos rk39-ICT (ELMAHALLAWY
EK, et al., 2014). Apesar de algumas limitac6es desses testes, tais como reatividade cruzada com
outras infecgbes e comprometimento do resultado sorolégico em co-infeccdo de LV com HIV,
varios estudos de validade do rk39-ICT conduzidos em diferentes paises mostram boa sensibilidade
e especificidade, com variacGes em diferentes configuracdes a depender do fabricante. Em estudo
realizado por Kiros e Regassa (2017), a especificidade do rK39-ICT foi de 27,8%, resultado este
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significativamente menor em comparacio com estudos realizados na india (SINGH DP, et al.,
2010), Sudao (BOELAERT M, et al., 2014) e Brasil (CARVALHO SF, et al., 2003), que mostraram
especificidades de 98%, 89% e 100%, respectivamente.

De acordo com Gao CH et al. (2015), as limitacdes dos métodos sorolégicos podem ser
superadas pelos testes de deteccdo de antigenos, visto que o desempenho de um teste
imunocromatografico desenvolvido pelos autores foi melhor do que a maioria dos métodos de
deteccdo de anticorpos desenvolvidos anteriormente para o diagndstico de LV. Como exemplo,
varios estudos avaliando diferentes ensaios imunoldgicos, incluindo ELISA, RIFI e DAT,
mostraram que as sensibilidades e especificidades desses testes variam entre 55-100% (ELISA e
RIFI) e 72-100% (DAT), respectivamente, e tais testes ndo possuem carater invasivo o que
propiciaria a uma melhor adeséo por parte da populagéo e da comunidade hospitalar.

Ainda segundo os autores, na auséncia de um padrdo-ouro pratico sdo necessarios testes
diagnosticos que possam detectar de forma rapida e precisamente casos de LV em condicbes de
campo e laboratorio, o padréo ouro para o diagnostico das Leishmanioses sdo os testes de biologia
molecular (PCR convencional e PCR em tempo real) porém esses demandam de tecnologias mais
avancadas e costumam ter resultados mais demorados. O desempenho necessario e as caracteristicas
operacionais minimamente exigidas de um teste de diagndstico para deteccdo de casos de LV séo
>95% de sensibilidade, >98% de especificidade e <30 min de tempo para o resultado (BOELAERT
M, et al., 2014).

Com uma sensibilidade de 95,8%, especificidade de 98,7% e com um tempo de
desenvolvimento de 15 minutos, o teste imunocromatografico desenvolvido pelos autores
preencheram os requisitos. No entanto, 0s mesmos autores concluem que, antes que esse teste possa
ser recomendado para uso clinico, ele precisa ser validado em estudos prospectivos de grande escala
para confirmar seu desempenho (sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade) e caracteristicas
operacionais (facilidade de uso e estabilidade) em outras regides endémicas de LV.

As ferramentas soroldgicas fornecem uma boa precisao diagndstica, desde que sejam usadas
em combinacdo com uma definicdo de caso clinico padronizada para LV. Esses testes variam de
acordo com antigeno alvo (parasita total ou proteina recombinante), facilidade de uso (teste rapido
ou necessidade de alguma infraestrutura laboratorial), sensibilidade, especificidade e custo (COTA
GF, etal., 2013).

Embora os testes DAT, rK39 ICT e KAtex representem diferentes metodologias de
diagndstico, eles mostraram um bom nivel de concordancia. Por outro lado, e apesar das limitacdes

do rK39 TIC em termos de sensibilidade para o diagnéstico de LV em pacientes com HIV/AIDS,
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ele é um teste rapido e muito simples que pode ser aplicado em condi¢Bes de campo, sendo uma
ferramenta diagnostica que exige amostras ndo invasivas (JUNIOR WLB, et al., 2015).

Varani S et al. (2017), em um estudo realizado com amostras de soro coletadas de pacientes
com sinais clinicos e dados laboratoriais sugestivos de LV, demonstraram que a sensibilidade dos
testes soroldgicos rK39 TIC e RIFI atingiu 85,7% para o diagnostico da doenca. De acordo com 0s
autores, A RIFI mostrou-se melhor que a rK39 TIC e pode ser considerada uma boa opgéo para a
triagem de VL se os testes moleculares ndo forem padronizados

Segundo Freire ML et al. (2018), as diferencas de sensibilidade e especificidade dos testes
podem ser devidas a preparac@es antigénicas, perfis genéticos parasitarios prevalentes em diferentes
regides e diversidade genética da populacdo. Kumar D et al. (2013), considera que essas diferencas
em geral também dependem da qualidade da preparacdo e da leitura do teste, tendo em vista que um
formato mais simples, com menos etapas ou menos materiais necessarios, provavelmente sera
conduzido de forma mais confiavel.

Outro fator que deve ser levado em consideracao, segundo Bangert M et al. (2018), é que o
desempenho dos testes sorologicos varia de acordo com o cenario epidemioldgico, devido aos
diferentes titulos de imunoglobulina anti-Leishmania, diferentes padrbes etarios de infeccéo,
imunologico, nutricional e exposicdo a maior diversidade parasitaria. De maneira geral, os testes de
diagnostico rapido podem melhorar a deteccdo precoce de LV, mas seu desempenho exige validacédo
local (FREIRE ML, et al., 2018).

Em estudo conduzido por Bangert M et al. (2018), foi evidenciado que a sensibilidade e a
especificidade variaram entre os testes utilizados para o diagndstico de LV em pacientes testados na
Espanha, no qual o RIFI, rK39-ICT e o DAT foram validos. Segundo os autores, a escolha do teste
estd de acordo com o contexto epidemiologico e a aplicacdo pretendida. No contexto da LV na
Europa, foram consideradas trés aplicacfes principais para esses testes: estudos de soroprevaléncia,
diagnostico clinico e ferramentas de resposta a surtos. Para os estudos de prevaléncia, o DAT foi o
que apresentou melhor desempenho, com a capacidade de processar amostras em lote, com custos
aceitaveis e valores de especificidade e sensibilidade em 86% e 85%, respectivamente. Em relacéo
ao diagndstico clinico, a escolha do teste vai depender do estado imunoldgico do paciente, tendo em
vista que no presente estudo foi evidenciado que a co-infec¢do com o HIV reduziu a sensibilidade
da rK39-ICT, tornando-a menos aplicavel em individuos com HIV na Espanha. Para aplicacdo em
caso de surtos, o rK39-RDT é o que apresenta melhor beneficio em relacdo a portabilidade,

simplicidade e velocidade do resultado, permitindo a rapida identificacdo e controle da infeccao.
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De acordo com Janior WBL et al. (2015), a PCR em tempo real e DAT detectaram a maioria
das co-infecgOes nos pacientes analisados em seu estudo, sendo ferramentas eficazes para o
rastreamento de LV em pacientes infectados pelo HIVV. Em contrapartida, Kumar D et al. (2013)
afirma que embora a PCR pareca a mais razoavelmente sensivel e especifica para a detecgdo de
infeccOes por Leishmania, essa tecnologia é de dificil aplicacdo, necessita de insumos dispendiosos
e ndo é apropriada para condigdes de campo, embora, em areas de alta endemicidade, ela pode se

mostrar muito Gtil na determinacdo clinica, pois detecta muitas infec¢des assintomaticas.

4 CONSIDERAQOES FINAIS

Esta revisdo demonstrou que os testes convencionalmente usados para o diagnostico da LVH
apresentaram variacdes significativas em relagdo a sua sensibilidade e especificidade quando
comparado os testes de metodologias diferentes e entre os de mesma metodologia, a depender do
fabricante. Esses testes também demostraram a possibilidade de apresentar resultados falsos
positivos ou com sensibilidade reduzida em pacientes com outras comorbidades. Concluindo assim
que os testes imunocromatograficos cumprem o papel de triagem, mas necessitam de um ou mais
de um outro teste laboratorial de metodologia diferente para a confirmacdo do resultado, a fim de

evitar resultados erréneos.
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