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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) humana é uma doenga potencialmente fatal se ndo
diagnosticada e tratada precocemente. Assim, a disponibilizag¢do de testes diagndsticos com
elevado desempenho, simplicidade de uso e baixo custo, sdo de extrema importancia para o
controle da LV. Uma das dificuldades para o diagndstico da LV no Brasil ¢ a atual
comercializa¢do de testes diagndsticos ndo validados no pais. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o desempenho e estimar os custos diretos dos kits diagndsticos para LV
humana registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e comercialmente
disponiveis no Brasil. Para avaliagdo de desempenho dos testes, foram incluidos no estudo
amostras de soro de 237 pacientes residentes em area endémica para LV, que apresentavam
clinica sugestiva da doenca e exame parasitolégico de aspirado de medula 6ssea realizado,
sendo 160 pacientes ndo portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e 77
portadores de HIV. Os custos diretos foram estimados através da técnica de microcusteio sob
a perspectiva do Sistema Unico de Saude. Os seguintes testes foram incluidos nas anélises:
IFI Leishmaniose Humana (Fundagio Oswaldo Cruz); IT LEISH® (BIO-RAD Laboratories,
Inc.); Kalazar Detect (Inbios International, Inc.); Leishmania ELISA IgG +IgM (Vircell S.
L.); Ridascreen Leishmania Ab (R-Biopharm AG); Leishmania IFA IgG (Vircell S. L.) e
DAT-LPC prototipo. Na analise global dos testes, apenas o teste ndo comercial DAT-LPC e
o IT LEISH" apresentaram acurdcia diagnodstica acima de 90%, sendo 93.7% e 91,1%,
respectivamente. Para os pacientes ndo portadores de HIV, os testes com melhor desempenho
foram IT LEISH®, DAT-LPC e Kalazar Detect ", apresentando sensibilidade e especificidade
de 96,3% e 96,3%; 93.8% e 97.5%; 92,5 e 95,0%, respectivamente. J& para os pacientes
portadores de HIV, o DAT-LPC foi o unico teste que apresentou desempenho satisfatdrio,
com sensibilidade de 89,5% e especificidade de 89,7%. Os testes Leishmania ELISA IgG
+IgM, Ridascreen Leishmania Ab e Leishmania IFA 1gG, apresentaram acurdcia inferior a
88%, tanto na analise global como nas estratificada. Em termos de custo, o DAT-LPC foi o
teste que apresentou menor custo direto, estimado em R$ 15,47, seguido do Kalazar Detect e
do IT LEISH® realizado em sangue capilar digital, estimado em R$ 22,34 e R$ 26,82,
respectivamente. Para os testes Leishmania 1FA 1gG, Leishmania ELISA IgG+IgM e
Ridascreen® Leishmania Ab, o elevado custo ndo foi compensado pelo desempenho obtido no
presente estudo. Os dados alcancados permitem recomendar o estabelecimento de critérios
rigorosos para registro de testes para o diagnostico da LV no pais. O erro diagndstico ¢
agravado pela toxicidade dos medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da
doenga, em caso de resultados falso-positivos e pelo atraso do inicio do tratamento e

manuten¢do da elevada letalidade, em caso de resultados falso-negativos.

Palavras-chaves: Leishmaniose Visceral. Leishmania. Diagndstico.



ABSTRACT

Human visceral leishmaniasis (VL) is potentially fatal disease if not diagnosed and treated
early. In this context, the availability of diagnostic tests with high performance, simplicity of
use and low cost are extremely important for the control of the VL. One of the difficulties for
the diagnosis of VL in Brazil is the current commercialization of diagnostic tests not validated
in the country. Thus, the aim of this study was to evaluate the performance and estimate the
direct costs of the diagnostic kits for VL registered in the National Health Surveillance
Agency and commercially available in the Brazil. To evaluate the performance of the tests,
were included in the study, serum samples from 237 patients of the endemic area, with a
suggestive clinical examination of VL and submitted to the examination of bone marrow
aspirate, of these 160 are non-HIV-infected individuals and 77 are HIV-infected individuals.
The direct costs were estimated through the micro-costing technique from the perspective of
the Unified Health System. The following tests were included in the analyzes: IFI Human
Leishmaniasis (Fiocruz); IT LEISH® (BIO-RAD Laboratories, Inc.); Kalazar Detect™ (Inbios
International, Inc.); Leishmania ELISA IgG + IgM (Vircell S.L.); Ridascreen Leishmania Ab
(R-Biopharm AG); Leishmania IFA 1gG (Vircell S.L.) and DAT-LPC. In the global analysis
of the tests, only DAT-LPC and IT LEISH® presented diagnostic accuracy above 90%, being
93,7% and 91,1%, respectively. For non-HIV-infected individuals, the best-performing tests
were IT LEISH®, DAT-LPC and Kalazar Detect™, presenting sensitivity and specificity of
96,3% and 96,3%; 93.8% and 97,5%; 92,5 and 95,0%, respectively. For HIV-infected
individuals, DAT-LPC was the only test that presented satisfactory performance, with 89,5%
of sensitivity and 89,7% of specificity. The Leishmania ELISA IgG + IgM, Ridascreen
Leishmania Ab and Leishmania IFA IgG tests showed an accuracy of less than 88%, in the
global and in the stratified analysis. About the cost, DAT-LPC was also the lowest direct cost
test, estimated at US$ 4,91, followed by Kalazar Detect™ and IT LEISH" in digital capillary
blood estimated at US$ 7,09 and US$ 8.51, respectively. For the Leishmania TFA IgG,
Leishmania ELISA IgG + IgM and Ridascreen Leishmania Ab tests, the high cost was not
compensated by the performance obtained in the present study. The data obtained allow us to
recommend the establishment of strict criteria for the registration of tests for the diagnosis of
VL in the country. The diagnostic error is aggravated by the toxicity of the drugs currently
available for the treatment of the disease, in the case of false-positive results, and by delayed

initiation of treatment and maintenance of high lethality in case of false-negative results.

Key words: Visceral Leishmaniasis. Leishmania. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) humana é uma doenga parasitaria grave e fatal se nio
diagnosticada e tratada precocemente. Para reduzir a letalidade e aumentar a eficiéncia da
atengdo aos portadores da doenga, a disponibilidade de testes diagndsticos de simples
realizacdo e interpretagdo, alto desempenho e baixo custo, que possam ser utilizados em locais
remotos, € essencial. Apesar da necessidade de testes diagnodsticos com estas caracteristicas, o
arsenal disponivel é limitado. Além disso, existem testes em uso no Brasil, que ainda néo
foram validados nos pais, mas sdo utilizados por laboratorios publicos e privados em todo o
territorio nacional.

A necessidade de validacdo dos kits registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e comercialmente disponiveis para o diagndstico da LV € o eixo central
da presente dissertagdo. Em 2014, os pesquisadores do grupo de pesquisa “Pesquisa Clinica e
Politicas Publicas em Doencas Infecciosas e Parasitarias” (PCPP) do Centro de Pesquisas
René Rachou (CPqRR), Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) identificaram a insuficiéncia de
estudos de validacdo de kits registrados na ANVISA para LV, viram a urgente necessidade de
avalia¢do do desempenho dos mesmos e se propuseram a executar o trabalho.

O projeto intitulado “Avaliacdo de desempenho e custo-efetividade de métodos
diagndsticos para a leishmaniose visceral humana™ foi submetido ao edital Universal 01/2015
da Funda¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), tendo recebido
resposta positiva de financiamento de pesquisa por esta agéncia de fomento em dezembro de
2015. Como o recurso ainda ndo foi liberado, a condu¢do de parte do estudo original
submetido a FAPEMIG foi possivel pela parceria firmada entre pesquisadores do PCPP e as
empresas que fabricam e/ou distribuem os testes diagnosticos registrados no Brasil.

A atual dissertagdo de mestrado estd compreendida neste projeto maior e apresenta
dados inéditos relacionados a avalia¢do de desempenho e estimativa dos custos diretos de kits

registrados na ANVISA para LV e disponiveis comercialmente no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho e os custos diretos de kits diagndsticos para LV humana

comercialmente disponiveis no Brasil e do protdtipo DAT-LPC.

2.2 Objetivos especificos

* Estimar sensibilidade, especificidade e acuracia diagndstica de kits para LV humana
comercialmente disponiveis no Brasil;

* Estimar os custos diretos de kits de diagnostico para LV humana comercialmente
disponiveis no Brasil;

* Comparar os desempenhos e custo direto dos testes comercialmente disponiveis no

Brasil com o teste protdtipo DAT-LPC.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 As leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doencas parasitirias causadas por
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania Ross, 1903. Este género apresenta grande diversidade, com 53 espécies descritas,
destas, 20 s@o consideradas patogénicas aos seres humanos, sendo agrupadas em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia (Lainson et al., 1987; Akhoundi et al., 2016).

A Leishmania possui ciclo de vida heteroxénico, que se caracteriza pela alternancia
entre hospedeiros vertebrados (humanos, cles e animais silvestres) e hospedeiros
invertebrados, insetos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, géneros
Phlebotomus e Lutzomyia. A transmissdo da Leishmania aos vertebrados ocorre através da
picada destes insetos, genericamente denominados flebotomineos (Rangel e Lainson, 2003).

Em seu ciclo evolutivo a Leishmania assume duas formas morfologicas principais:
amastigota e promastigota. As amastigotas sdo intracelulares obrigatorias, encontradas nas
células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados, possuem formato
arredondado, sem flagelo livre e medem cerca de 3 a 5Sum de comprimento. J& as
promastigotas sdo extracelulares, encontradas no trato digestivo dos flebotomineos, sdo
formas alongadas, moveis, apresentam flagelo livre e medem cerca de 15 a 20um de
comprimento (Lainson et al., 1986; Dominguez et al., 2003).

A infeccdo se inicia quando a fémea do flebotomineo, ao exercer o respasto
sanguineo, inocula promastigotas infectantes na pele do hospedeiro. Estas sdo rapidamente
fagocitadas por diversas células, incluindo macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas
(Mcconville e Naderer, 2011). Ap6s a fagocitose, os parasitos se diferenciam em amastigotas
no interior do vacuolo parasitéforo, onde se replicam, até o rompimento da célula , com
liberagdo de novas amastigotas capazes de infectar outras células (Beattie e Kaye, 2011;
Franco et al., 2012). O ciclo se completa quando a fémea do flebotomineo, ao realizar o
repasto sanguineo em hospedeiro infectado ingere macrofagos contendo amastigotas (Van
Assche et al., 2011).

A grande diversidade de espécies de Leishmania patogé€nicas aos seres humanos,
associada a composi¢do genética, imunologica e a saude geral do hospedeiro, sdo
responsaveis pelas diferentes manifestagdes clinicas das leishmanioses, sendo estas divididas
clinicamente em leishmaniose tegumentar (LT) e LV (Alexander et al., 1999; Gurung e

Kanneganti, 2015).
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A LT inclui duas formas clinicas: cutanea e mucosa (Brasil, 2013). A forma cutanea ¢é
a mais comum, manifesta-se através de lesdo cutanea em localiza¢do unica ou multipla. J& na
forma mucosa ocorrem lesdes localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores,
possivelmente devido a disseminag¢do hematogénica do parasito da pele (Brasil, 2013). ALV
¢ uma doenca sistémica cujos principais o6rgdos acometidos sdo: bago, figado, linfonodos e
medula 6ssea. E a forma mais grave das leishmanioses, sendo fatal em quase todos os casos
ndo tratados (World Health Organization — WHO, 2015).

As leishmanioses estdo presente nos cinco continentes, sendo endémicas em 98 paises,
com aproximadamente 350 milhdes de pessoas expostas a infeccdo. Estima-se que a
prevaléncia global da doenca seja de 12 milhdes de casos e que ocorram cerca de 1 milhdo de
novos casos de LT e 300 mil novos casos de LV anualmente (WHO, 2016a; Alvar et al.,
2012).

Nas duas udltimas décadas, vém ocorrendo processos de expansdo e urbanizagdo das
leishmanioses devido a diversos fatores, tais como deslocamento populacional, alteragdes
climaticas, ambientais € mas condigdes socioecondomicas (Desjeux, 2001; Harhay et al., 2011;
WHO, 2015). O crescimento rapido das grandes cidades, com elevada densidade populacional
e populacdo suscetivel, contribuiu para a rapida expansdo das leishmanioses no ambiente
urbano. O aquecimento global e o processo de degradacdo dos solos alteraram a ecologia dos
vetores e reservatdrios, permitindo a transmissdo do parasito em 4areas anteriormente nio
endémicas para a doenga (Desjeux, 2001 e 2004).

Essa mudanca no perfil epidemioldgico, associada a propagag¢do da infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para as zonas rurais, favoreceu o estabelecimento
das leishmanioses como importante doenca associada ao HIV (Alvar et al., 1997, 2008;
Lindoso et al., 2014). A coinfeccdo Leishmania/HIV desempenha papel importante na
expansdo das leishmanioses, estando presente em 35 paises, sendo a LV a terceira infecg¢do
mais associada ao HIV em varias partes do mundo (Sakkas et al., 2016; WHO, 2016b).

A pobreza também esta diretamente relacionada ao aumento do risco a infec¢do pela
Leishmania e agravamento do quadro clinico do paciente. Condi¢des precarias de habitacdo e
saneamento bdsico, estdo relacionadas ao aumento da reprodug¢do dos flebotomineos,
enquanto a desnutricdo e a anemia, estdo diretamente associadas a evolugdo para as formas
clinicas mais severas da doenga (Alvar et al., 2006; WHO, 2010). A relagdo entre as
leishmanioses e pobreza ¢ ainda mais complexa, pois a doenca também leva ao
empobrecimento das familias afetadas. Em varios paises, principalmente os com menor

cobertura social, além dos gastos com custos médicos diretos, por exemplo com diagndstico e
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medicamentos, as familias também arcam com custos indiretos, por exemplo com transporte
ou perda de dias de trabalho (Chappuis et al., 2007; WHO, 2010). Adhikari (2009), avaliando
as consequéncias econdmicas da LV em familias nepalesas acometidas pela doenga, relataram
que estas gastaram, em média, 17% do seu rendimento anual com despesas relacionadas a LV.
Em decorréncia disto, 20% das familias estudadas, que ndo eram consideradas pobres,
passaram a ser.

Sabe-se que aproximadamente 80% dos pacientes acometidos pela LV vivem com
menos de 2 dolares por dia, ndo possuindo recursos para arcar com custo do diagndstico e
tratamento da doenca (Thornton et al., 2010). Neste contexto, o diagnostico precoce e o
tratamento imediato dos pacientes sdo essenciais para reduzir transmissdo, morbidade,
mortalidade e custos acarretados pela doenca (Alvar et al., 2006). Em relagdo a
disponibilizagdo de testes diagndsticos e medicamentos para as leishmanioses, o Brasil se
destaca, visto que, estas tecnologias estdo disponiveis aos pacientes via Sistema Unico de
Saude (SUS).

Para superar o impacto das leishmanioses, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS)
recomenda diagndstico precoce e tratamento eficaz, controle dos vetores e hospedeiros
reservatorios, bem como, educagdo em saude (WHO, 2010). Estas estratégias sdo utilizadas
de formas variadas, em fun¢do dos diferentes padrdes epidemiologicos, observados para as

leishmanioses nas diferentes areas endémicas (Mondal et al., 2009; Romero ¢ Boelaert, 2010).

3.2 A leishmaniose visceral

A LV, também conhecida como calazar, é causada por espécies de Leishmania
pertencentes ao complexo donovani, sendo a Leishmania (Leishmania) donovani Ross, 1903
presente no leste da Africa e sul da Asia e a Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908,
a espécie que ocorre no norte da Africa e nas Américas (Chappuis et al., 2007). Durante
muitos anos, diferenciou-se a espécie Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas,
1937 como responsavel pela forma visceral das leishmanioses nas Américas, porém, estudos
mostraram que esta espécie € geneticamente indistinguivel da L. infantum (Mauricio et al.,
1999; Dantas-Torres, 2006).

No Brasil, a L. infantum é transmitida naturalmente pela picada das espécies
Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 e Lutzomyia cruzi Mangabeira, 1938 (Deane e
Deane, 1954; Brasil, 2014a). Outras formas de transmissdo identificadas sdo: transfusional
(Singh et al., 1996; Luz et al., 1997; Otero et al., 2000; Dey e Singh, 2006; Mestra et al.,
2011), por transplantes de orgdos (Basset et al., 2005; Antinori et al., 2008; Zinchuk e
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Nadraga, 2013; Clemente et al., 2014), congénita (Low e Cooke, 1926; Meinecke et al., 1999;
Haque et al., 2010) e sexual (Symmers, 1960; Oliveira et al., 2015).

Além de infectar o homem, a L. infantum ja foi identificada em outros mamiferos,
como raposas, marsupiais, roedores e cdes, sendo este ultimo o principal reservatorio da LV
no pais (Brasil, 2014a). Por ser altamente suscetivel a infeccdo e apresentar elevado
parasitismo cutaneo, a infec¢do do vetor por meio do hospedeiro canino ¢ facilitada e tem
precedido a ocorréncia de casos humanos (Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006).

No Brasil, o tratamento dos cées era proibido, sendo recomendada a eutanasia de todos
0s animais sororeagentes e/ou com diagnostico parasitologico positivo (Brasil, 2014a). No
entanto, por meio da Nota Técnica Conjunta n° 001/2016, recentemente assinada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pelo Ministério da Saude
(MS), o registro do produto Milteforan® (Virbac Satide Animal) indicado para o tratamento de
cdes foi autorizado. Segundo esta Nota Técnica, o tratamento de cdes com LV nfo se
configura como uma medida de satde publica para controle da doenga, trata-se Unica e
exclusivamente de uma escolha do proprietdrio do animal, de carater individual (Brasil,
2016a).

A incidéncia global da LV humana varia entre 0,2 a 0,4 milhdes de novos casos por
ano, com taxas de letalidade entre 10 a 20%, ou seja, 20 a 40.000 mortes por ano. A doenca
estd presente em 65 paises, com 90% do casos concentrados no Brasil, Somalia, [ndia,
Etiopia, Suddo e Suddo do Sul (Alvar et al., 2012; WHO, 2016a). Entre 2001 e 2014, 48.720
casos de LV foram notificados nas Américas, sendo 96,4% concentrados no Brasil (Pan
American Health Organization - PAHO, 2016).

Foram notificados no Brasil, entre 2007 e 2015, 33.488 casos de LV com 2.130
(6,4%) obtidos por LV neste periodo. O exame de HIV foi realizado em 24.273 pacientes ¢ a
coinfec¢do LV/HIV estava presente em 9,2% (2.231/24.273) dos pacientes (Brasil, 2017)

A interagdo da Leishmania com o HIV dificulta o controle da doenga, pois ambas
infeccdes exercem efeito prejudicial sinérgico na resposta imune celular do paciente,
direcionando para uma resposta celular do tipo II. Desta forma, a infeccdo por HIV, reduz a
resposta terapéutica (Cota et al., 2013), aumenta a probabilidade de recidiva (Casado et al.,
2001; Cota et al., 2011) e dificulta o diagnostico da LV (Cota et al., 2012).

O primeiro caso de coinfec¢do Leishmania/HIV foi notificado em 1985, na Franga,
sendo o HIV responsavel pelo ressurgimento da LV no sul da Europa. No inicio do século
XXI, quase 2.000 casos ja haviam sido notificados na Espanha, Italia, Fran¢a e Portugal

(Desjeux e Alvar, 2003). No entanto, este nimero tem diminuido na Europa, principalmente
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devido a terapia anti-retroviral. J4 na Africa Oriental, onde o acesso a este tratamento &
limitado, a prevaléncia tem aumentado progressivamente. No norte da Etidpia, a taxa de
infeccdo pelo HIV entre pacientes com LV subiu de 19% entre 1998 ¢ 1999 para 34% entre
2006 € 2007 (WHO, 2010).

No Brasil, o primeiro estudo avaliando a casuistica da coinfec¢do Leishmania/HIV foi
realizado em 2003, sendo descritos 91 pacientes, dos quais 37% apresentavam a forma
visceral (Rabello et al., 2003). Em 2001, 0,7% dos pacientes com LV notificados ao MS,
eram coinfectados, ja em 2012 este percentual aumentou para 8,5%, provavelmente devido a
sobreposi¢do das areas endémicas destas infecgdes (Lindoso et al., 2014).

De acordo com Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PVCLV) do MS as agdes para redugdo da transmissdo e da morbimortalidade por LV no
Brasil estdo baseadas na redugéo da populacdo de flebotomineos, eliminagdo dos reservatdrios
caninos, diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos e atividades de educagdo em
saude (Brasil, 2014a).

Apesar dos esfor¢os empreendidos pelo MS e pela comunidade cientifica, as agoes
direcionadas para reducdo da transmissdo ndo t€ém apresentado o efeito desejado. A LV é uma
das doengas que vem apresentado maior fracasso em termos de controle da transmissdo no
pais (Barreto et al., 2011; Werneck, 2016). De acordo com Zuben e Donalisio (2016), além da
insuficiéncia de insumos, recursos humanos e financeiros, que contribuem para a
descontinuidade das ac¢des de controle, hd uma crescente resisténcia social as equipes do
PVCLV principalmente em relagdo a eutanasia canina, que até entdo era amplamente
realizada. Outras dificuldades, como a baixa prioridade dada a LV frente a outras doencas,
como a dengue; baixo desempenho dos testes diagndsticos e os problemas cronicos de
saneamento basico demonstram a incapacidade do programa em atingir seus objetivos.

Devido a baixa efetividade das medidas de controle, que priorizam a reducdo da
incidéncia, o PVCLV vem dando énfase a reducdo da letalidade, por ser mais viavel
(Werneck, 2016). A efetividade desta medida de controle depende da capacidade do sistema
de saude de acolher e detectar precocemente a doenga em cerca de 60 mil casos suspeitos,
anualmente (Romero, 2016).

Atualmente, o MS recomenda que casos suspeitos de LV sejam confirmados
utilizando diagnéstico parasitologico direto, cultura de aspirado de medula 6ssea, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste imunocromatografico e ensaio imunoenzimatico
(ELISA, do inglés “Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay”) ou ainda, por método

molecular, sendo o mais comum, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
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“Polymerase Chain Reaction’). No entanto, o diagnostico disponibilizado para os pacientes
pelo SUS se restringe ao diagnostico parasitologico, RIFI e teste imunocromatografico

(Brasil, 2014a).

3.2.1 Diagnéstico

3.2.1.1 Diagnéstico clinico

A LV apresenta amplo espectro clinico, que inclui febre, fraqueza, perda de peso,
palidez, hepatomegalia e esplenomegalia. Devido a inespecificidade dos sinais e sintomas, o
diagndstico pode ser confundido com o de outras doengas, como maléria, tuberculose,
esquistossomose, entre outras (Sundar e Rai, 2002).

Do ponto de vista clinico, a doenga pode ser dividida em forma assintomatica,
oligossintomatica e sintomatica. A infec¢do assintomatica, ocorre em individuos saudaveis
provenientes de area endémica, que apresentam resultado positivo em exames imunoldgicos.
Neste caso, o tratamento da L.V ndo é recomendado (Brasil, 2014a). No Brasil, estima-se que
o numero de pacientes assintomaticos seja cerca de 8 a 18 vezes maior que o nimero de
sintomaticos (Badaro et al., 1986; Evans et al., 1992). No entanto, ainda ndo esta clara a
importancia destes individuos na infeccdo do flebotomineo, ou mesmo se eles adquirem
imunidade persistente ou podem desenvolver LV posteriormente (Ostyn et al., 2011; Singh et
al., 2014).

Apds periodo de incubacdo que varia em média de dois a seis meses, 0s pacientes que
desenvolvem a forma sintomatica da doenga apresentam quadro clinico discreto, com febre
baixa, palidez cutaneo-mucosa leve, diarreia, tosse e pequena hepatoesplenomegalia. Através
de exames laboratoriais € possivel verificar quadro de anemia discreta e
hipergamaglobulinemia. Estes pacientes podem evoluir para cura, caracteristica da forma
oligossintomatica, ou desenvolver manifestagdes clinicas mais severas (Brasil, 2014a).

A evolugdo do quadro clinico € caracterizada por febre irregular, geralmente associada
a emagrecimento progressivo, palidez cutdneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia.
Os exames complementares evidenciam anemia, trombocitopenia, leucopenia e inversdo da
relacdo albumina/globulina, assim como elevagdo dos niveis de bilirrubinas, ureia e
creatinina. Caso o diagndstico e tratamento ndo sejam realizados, hd comprometimento mais
intenso do estado geral, podendo levar o paciente a 6bito (Chappuis et al., 2007; Brasil,
2014a).

Em geral, pacientes coinfectados com HIV apresentam sinais e sintomas tipicos de

LV, mas manifestagdes atipicas podem ocorrer, principalmente em pacientes altamente
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imunossuprimidos. Neste grupo, casos com infecc¢do por L. infantum em locais atipicos, como
trato digestivo (Laguna et al., 1994; Alonso et al., 1997), trato respiratdrio (Rosenthal et al.,
1991), cavidade bucal (Grasa et al., 2000; Diro et al., 2015 ) e pele (Ara et al., 1998; Bosch et
al., 2002; Orsini et al., 2002) ja foram relatados.

A suspeita de LV deve sempre ser levantada quando o paciente apresentar febre e
esplenomegalia, associada ou ndo a hepatomegalia. A confirmagdo laboratorial da presenga de
anemia, leucopenia, trombocitopenia ou hipergamaglobulinemia refor¢a ainda mais a suspeita
clinica, mas néo é confirmatoria (Brasil, 2014a). O diagnostico especifico de LV é necessario
e consiste basicamente em trés grupos de exames: parasitologicos, imunoldgicos e

moleculares.

3.2.1.2 Diagnéstico parasitologico

Os exames parasitologicos s@o considerados padrdo de referéncia no diagndstico da
LV e baseiam-se na demonstragdo direta do parasito em tecidos ou seu isolamento em cultura
(WHO, 2010). Estas técnicas sdo realizadas a partir de aspirados do baco, medula dssea e
linfonodos ou ainda bidpsia de figado e em geral, apresentam elevada especificidade, no
entanto, a sensibilidade varia de acordo com o tecido analisado (Sundar e Rai, 2002).

No Brasil recomenda-se a puncdo aspirativa da medula 6ssea para a realizagdo do
exame direto e isolamento da Leishmania em cultivo, embora a técnica seja invasiva e
necessite de profissionais especializados e infraestrutura para sua realizagdo (Brasil, 2014a).

No exame parasitologico direto, as formas amastigotas do parasito sdo visualizadas
apos a fixa¢do do tecido na ldmina e coloragdo com Giemsa ou Leishman (Sundar e Rai,
2002). A demonstracdo direta do parasito no aspirado esplénico apresenta elevada
sensibilidade, variando de 93 a 99%, no entanto, estd associada a hemorragias fatais, em cerca
de 0,1% dos pacientes. Em termos de seguranca, o aspirado de medula dssea ou linfonodos ¢
o mais indicado, mas apresenta menor sensiblidade, variando de 53 a 86% e 53 a 65%,
respectivamente (WHO, 2010; Sakkas et al., 2016). Além do tipo de tecido utilizado, a
intensidade da infec¢do e a experiéncia do microscopista também influenciam diretamente a
sensibilidade do diagnostico (Siddig et al., 1988; Reis et al., 2006).

A técnica de isolamento em cultura aumenta a sensibilidade do diagnéstico que pode
atingir até 80%, a partir de aspirados esplénicos ou de medula dssea. No entanto, sua
utilizagdo ¢ restrita devido ao periodo de uma a quatro semanas necessario para confirmacio

do resultado (Sundar e Rai, 2002; Sakkas et al., 2016).
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Avangos nos métodos de cultura, permitiram aumentar a sensibilidade da técnica. O
método de cultura em microcapilar (MMC), por exemplo, apresentou sensibilidade de 100%
utilizando aspirado de medula 6ssea e de 77,8 a 100% utilizando sangue periférico (variagdo
em fun¢do da densidade parasitaria na amostra) (Allahverdiyev et al., 2005). No MMC,
resultados estdo disponiveis em menor periodo de tempo (2 a 7 dias), quando comparado ao
método tradicional (Srividya et al., 2012). Técnicas que utilizam dilui¢do seriada de fragdes
do sangue periférico, além de serem menos invasivas, também tém apresentado bom
desempenho. Sensibilidade variando de 84 a 85,3% foram obtidas a partir da diluigdo de
creme leucocitario (células mononuleares e plaquetas) e de 91,5%, para células
mononucleares (Hide ef al., 2007; Maurya et al., 2010)

Em pacientes coinfectados com HIV, a demonstra¢do da Leishmania em aspirado de
medula 6ssea ou outras amostras bioldgicas através de exame direto ou cultura, € a técnica de
diagndstico mais confidvel, devido a grande quantidade de parasitos circulantes (Cota et al.,
2012). A sensibilidade do aspirado de medula 6ssea, através do exame parasitoldgico direto
em coinfectados varia de 67 a 94% (Montalban et al., 1990; Altés et al., 1991; Dereure et al.,
1995; Pintado et al., 2001) e da cultura, varia de 50 a 100% (Alvar et al., 1997; Pintado e
Lopez-Vélez, 2001).

O custo direto de um aspirado de medula 6ssea realizado no ambulatério do Centro de
Referéncia em Leishmanioses (CRL) do CPqRR/Fiocruz foi estimado em US$ 27,10 (R$
68,02). Ja o valor do procedimento realizado em hospital é de US$ 159,40 (R$ 400,09) (ano
base 2014). No Brasil, a maioria dos aspirados de medula éssea realizados pelo SUS sio

feitos em hospitais (Machado de Assis et al., 2016a).

3.2.1.3 Diagnéstico imunologico

Devido a expressiva resposta imune humoral que caracteriza a LV, métodos
imunoldgicos, empregando diferentes antigenos sdo atualmente pesquisados e utilizados para
o diagnostico. No Brasil, todos os testes registrados na ANVISA sdo aplicados ao diagnostico
sorologico da doenga (Brasil, 2016b). Carvalho et al. (2015), avaliando o desenvolvimento
tecnologico no campo das leishmanioses, através da analise de patentes publicadas entre 2008
e 2012, identificaram que, dentre os 28 documentos resgatados que protegiam solugdes
técnicas para o diagndstico das leishmanioses, a grande maioria (valor numérico nio
apresentado) estava relacionada a antigenos ou proteinas de Leishmania para serem utilizadas

em imunoensaios.
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As principais técnicas utilizadas para o diagnostico imunologico da LV sdo a RIFI, o
teste de aglutinagdo direta (DAT, do inglés “direct agglutinationtest”), o teste
imunocromatografico rapido e o ELISA. Em geral, estas técnicas apresentam elevada
sensibilidade, mas a especificidade varia de acordo com o tipo de antigeno utilizado. Por
serem técnicas de deteccdo de anticorpo, apresentam limitagdo comum, que € a ndo distingéo
entre infecg¢do ativa ou passada. Essa limitagdo dificulta o diagndstico da doenga, pois, em
areas endémicas para LV, individuos saudaveis portadores de infec¢do assintomatica ou
mesmo aqueles ja tratados para a doenga, podem apresentar niveis detectaveis de anticorpos.

Ao contrdrio da exacerbada resposta humoral observada em pacientes
imunocompetentes, em individuos coinfectados com HIV ocorre baixa producdo de
anticorpos, devido a acdo imunossupressora do virus. Desta forma, nestes pacientes, a
pesquisa de anticorpos ndo deve ser utilizada como critério isolado para exclusdo da LV. Em
casos suspeitos que apresentem resultados negativos, técnicas adicionais, baseadas em
métodos moleculares ou parasitoldgicos, devem ser utilizadas (Cota et al., 2012; Savoia,

2015; Sakkas et al., 2016).

3.2.1.3.1 Rea¢do de imunofluorescéncia indireta

A RIFI tem sido utilizada no diagndstico da LV desde 1964 (Duxbury e Sadun, 1964).
No Brasil, ainda ¢ a principal técnica de diagndstico imunologico utilizada no SUS. Entre
2007 e 2015, 86% dos casos de LV no pais foram confirmados por critérios laboratoriais,
destes, 49% receberam o diagndstico pela RIFI (Brasil, 2017).

Esta técnica consiste na fixa¢do do extrato bruto de promastigotas de Leishmania em
lamina e posterior diluicdo do soro do paciente. Na presenca de anticorpos anti-Leishmania,
no soro do individuo infectado, ocorrera a formag¢do do imunocomplexo, que sera evidenciado
por anti-anticorpos marcados com fluoresceina. Para visualiza¢do da reagdo ¢ utilizado o
microscopio de fluorescéncia, sendo os resultados expressos pela ultima diluicdo do soro na
qual foram vistos parasitos fluorescentes. Reagdes que apresentam padrdo de fluorescéncia
verde na periferia da promastigota sdo consideradas positivas, ja na presenga de padrdo de
fluorescéncia vermelho, a reacdo ¢ negativa.

Em estudos de revisdo sistematica com metandlise, a RIFI apresentou sensibilidade de
88% e especificidade de 90% em pacientes ndo portadores de HIV (Maia et al., 2012) e de
51% e 93%, respectivamente, em pacientes portadores de HIV (Cota et al., 2012).

No Brasil, o kit de RIFI disponibilizado para o SUS ¢ o IFI Leishmaniose Humana —

Bio-Manguinhos, produzido pela Fiocruz. O manual de instru¢do do kit considera reagente,
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amostra que a partir da dilui¢do 1:40 apresentam fluorescéncia. No entanto, de acordo com
instrugdes do manual do MS (Brasil, 2014a), sdo consideradas positivas reagdes com
fluorescéncia igual ou superior a 1:80 e reagdes com fluorescéncia na dilui¢do 1:40 sdo
consideradas indeterminadas, sendo recomendada a repeti¢do da reacdo apds 30 dias. Além da
falta de concordancia entre as informagdes oficiais, o arbitrario tempo de espera para novo
diagndstico, expde o paciente ao risco de desenvolvimento de doenga grave no periodo de 30
dias (PCPP CPgRR/Fiocruz, 2016).

Foram encontrados quatro estudos realizados no Brasil de avalia¢do de desempenho da
IFI Leishmaniose Humana, em pacientes ndo portadores de HIV: Machado de Assis et al.
(2008, 2012); Pedras et al. (2008); Peruhype-Magalhdes et al. (2012). Nestes trabalhos, este
teste apresentou sensibilidade e especificidade variando de 88 a 92% e 80 a 83,8%,
respectivamente. Para pacientes infectados pelo HIV, foi encontrado apenas um estudo, em
que este teste apresentou sensibilidade de 61% e especificidade de 87,1% (Cota et al., 2013).
Importante destacar que, diferente dos outros testes comercialmente disponiveis no Brasil, o
manual de instrugdo deste kit ndo apresenta seus valores de desempenho.

Outro kit comercial de RIFI é o Leishmania IFA 1IgG, produzido pela empresa
espanhola Vircell S. L. Informacdes referentes a sua validagdo, ndo foram encontradas na
literatura cientifica, no entanto, dados de desempenho estdo presentes no manual de instru¢do
do teste. De acordo com o fabricante, 141 amostras de soro/plasma (sem especificagdo de
quantos casos e controles) foram testadas pelo kit Leishmania IFA 1gG e comparadas com
outro kit de RIFI de outra empresa. Nesta avalia¢do, este kit apresentou sensibilidade e
especificidade de 100%. E também informado que trés amostras positivas para Toxoplasma
gondii foram avaliadas e o teste ndo apresentou reagdo cruzada.

De acordo com Machado de Assis et al. (2016a) o custo direto da RIFI produzida por
Bio-Manguinhos, e realizada no CPqRR/Fiocruz, ¢ estimado em US$ 11,39 (R$ 28.59) (ano
base: 2014). No geral, o que se observa ¢ que o custo da RIFI ndo é compensado pelo
desempenho do teste.

Embora os reagentes utilizados na RIFI sejam acessiveis, esta técnica requer técnicos
treinados e infraestrutura laboratorial, como microscopio de fluorescéncia, pipetas e estufa,
condi¢des que limitam o acesso e retardam o diagnostico dos pacientes. Outro fator que
restringe o uso da técnica é a ocorréncia de reagdes cruzadas com diversas doengas,
principalmente com Trypanossoma cruzi, devido a proximidade filogenética existente entre os

dois parasitos (Elmahallawy et al., 2014; Sakkas et al., 2016).



28

3.2.1.3.2 Ensaio imunoenzimatico

O ELISA tem sido uma das mais importantes ferramentas utilizadas no diagndstico de
doengas infecciosas, sendo empregado para o diagnostico da LV desde 1983 (HO et al.,
1983). A ampla utilizacdo desta técnica ocorre principalmente por possibilitar o emprego de
diferentes tipos de antigeno e apresentar elevado rendimento, podendo diagnosticar até 94
pacientes em apenas uma placa. Entretanto, a técnica requer infraestrutura laboratorial, como
espectrofotometro, pipetas e estufas (Elmahallawy et al., 2014).

Esta técnica ¢ realizada principalmente pela forma indireta, que utiliza antigenos
previamente aderidos ao suporte sélido de poliestireno (placa de ELISA), para detecg¢do do
anticorpo presente no soro do paciente infectado. O conjugado, anticorpo anti-IlgG humana
ligado a peroxidase, ¢ adicionado a reagdo e se liga ao imunocomplexo ja formado. A reacdo ¢
evidenciada pela adi¢do do substrado, peroxido de hidrogénio e substancia cromdgena, que,
na presenca da enzima, altera a cor da reacdo. O critério de positividade dependente do ponto
de corte, que ¢ determinado para cada teste.

Um dos antigenos mais empregados no ELISA para o diagndstico da LV, é o antigeno
solivel bruto. Sua produgdo é realizada através de cultura das formas promastigotas de
Leishmania, rompidas por ultrasom ou ciclos de congelamento e descongelamento, sendo o
sobrenadante utilizado como antigeno. Diversos trabalhos utilizando antigeno solavel bruto
de L. infantum em ELISA estdo presentes na literatura cientifica, apresentando sensibilidade
variando de 80 a 100% e especificidade de 71 a 98,3% (Garcez et al., 1996; Braz et al., 2002;
Carvalho et al., 2003; Mikaeili et al., 2007; Machado de Assis et al., 2008; Kili¢ et al., 2008;
Mohapatra et al., 2009; Pedras et al., 2008; Fukutani et al., 2014).

A baixa especificidade, causada por reatividade cruzada ¢ comum aos métodos que
utilizam antigenos ndo-purificados, como o antigeno soluvel bruto de Leishmania. De forma
alternativa a este problema, proteinas recombinantes tém sido identificadas e avaliadas como
potenciais antigenos a serem empregados no ELISA para detec¢do de anticorpos (Maalej et
al., 2003). Dentre estes, o antigeno recombinante K39 (rK39), descrito pela primeira vez em
1993, tem sido o mais amplamente avaliado. Trata-se de uma sequéncia de 39 aminoacidos
isolada de L. infantum, clonada e expressa em Escherichia coli (Burns et al., 1993).

Em um primeiro estudo avaliando o desempenho desse antigeno em ELISA,
sensibilidade de 98% no Brasil ¢ 100% no Suddo foram observadas (Burns et al., 1993).
Diante destes resultados promissores, diversos autores tém avaliado o desempenho da
detecgdo de anticorpos anti-rK39 por ELISA, com sensibilidade variando de 93,3 a 100% e
especificidade de 82,5 a 100% (Badar¢ et al., 1996; Braz et al., 2002; Maalej et al., 2003;
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Kurkjian et al., 2005; Machado de Assis et al., 2008, 2012; Pedras et al., 2008; Mohapatra et
al., 2009; Vaish et al., 2012a; Abass et al., 2013, 2015).

Assim como rK39, outras proteinas recombinantes, tais como: rK9, rK26, rK28,
rKLO8, entre outras, tém sido avaliadas por ELISA. A sensibilidade e especificidade do
ELISA utilizando estes antigenos varia de 78 a 90,3% e 82,9 a 84% para rK9; de 38 2 90,3% e
80 a 97,2% para rK26; de 96,8 a 99,6% e 94,2 a 100% para rK28; de 96,2 a 100% e 96,1 e
100% para rKLOS, respectivamente (Mohapatra et al., 2009; Pattabhi ef al., 2010; Vaish et
al., 2012a; Abbas et al., 2013, 2015).

Uma revisdo sistemadtica avaliando o ELISA utilizando antigeno soluvel bruto e o
ELISA rK39 estimou a sensibilidade e especificidade dos ensaios em 87% e 77%; 92% e
81%, respectivamente (Maia et al., 2012). Em outra revisdo sistematica, avaliando o
desempenho do ELISA em pacientes coinfectados pelo HIV, sem distin¢do entre os tipos de
antigenos utilizados, foram estimadas sensibilidade de 66% e especificidade de 90% (Cota et
al., 2012).

A pesquisa de anticorpos por ELISA ¢é principalmente realizada a partir de amostras de
soro dos pacientes, no entanto, a utilizagdo de outras amostras bioldgicas, tais como urina e
saliva também vem sendo avaliada. O ELISA em urina, para deteccdo de anticorpos,
apresentou sensibilidade e especificidade de 93,5% e 89,3%, utilizado antigeno soluvel bruto
(Islam et al., 2002); 94% e 99,6% utilizando proteina recombinante rKRP42 (Islam et al.,
2008) e 60% e 91,2% utilizando ELISA de captura para IgG, respectivamente (Sarkari et al.,
2008). O desempenho da técnica utilizando rK39 para detec¢do de anticorpo em saliva foi
avaliado por Vaish et al. (2012b) apresentando sensibilidade de 83,3% e especificidade
variando de 88,6 a 100% (em pacientes de areas endémicas, ndo endémicas e com outras
doengas). Estes resultados sugerem que a utilizagdo de amostras de facil obten¢?o, tal como
saliva e urina, pode ser uma alternativa pratica e eficiente para aumentar o acesso ao
diagndstico da LV.

No Brasil, existem trés kits de ELISA registrados na ANVISA e disponiveis
comercialmente: Leishmania ELISA 1gG+IgM (Vircell S. L.); Ridascreen® Leishmania Ab
(R-Biopharm AG) e NovaLisa  Leishmania infantum 1gG (Novatec Immunodiagnostica
GMBH) (Brasil, 2016b).

Para o Leishmania ELISA IgG+IgM, foram encontrados dois estudos de avaliacdo de
desempenho na literatura cientifica. Kili¢ et al. (2008), em estudo realizado na Turquia,
utilizando como padréo de referéncia o exame parasitologico direto e cultura, incluiram 59

pacientes (24 casos e 35 controles) com suspeita clinica de LV, e observaram 95,8% (23/24)
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de sensibilidade e 82,9% (29/35) de especificidade para este kit. Mandal et al. (2008) em
estudo prospectivo com 94 pacientes que apresentavam suspeita clinica de LV na India,
identificaram 16 pacientes positivos com base no exame parasitolégico de medula dssea ou
DAT, teste rapido e ELISA positivos e 40 controles. Neste trabalho, o Leishmania ELISA
IgG+IgM apresentou 100% de sensibilidade e §7% de especificidade.

No manual de instrugdo, o fabricante do Leishmania ELISA IgG+IgM, descreve
estudo utilizando amostras de soro/plasma de 138 pacientes (sem especificacdo de quantos
casos e controles foram testadas) e compara com um kit de imunofluorescéncia, obtendo
sensibilidade e especificidade de 97% e 99%, respectivamente. Foi avaliada também a
ocorréncia de rea¢do cruzada com trés amostras positivas para Toxoplasma gondii, sendo
obtidos resultados negativos.

Para o Ridascreen® Leishmania Ab, foram encontrados dois estudos que apresentam
valores de desempenho. Harizanov et al. (2013), na Bulgaria utilizaram o Ridascreen®
Leishmania Ab para avaliar 32 pacientes com confirmagdo de LV através do exame
parasitolégico direto, observaram sensibilidade de 87,5% (28/32). Cakan et al. (2010),
investigaram 59 pacientes com suspeita de LV na Turquia. Em comparagdo com a PCR, o
Ridascreen® Leishmania Ab foi positivo em 7/11 (63,7%) e negativo em 43/48 (89,6%).

No manual de instruio, o fabricante do Ridascreen®” Leishmania Ab descreve que
este teste apresenta 87,5% de sensibilidade e 88,7% de especificidade, quando comparado a
outros dois ELISAs comerciais. Outras informag¢des adicionais ndo foram apresentadas.

Em relagio ao NovalLisa Leishmania infantum IgG, ndo foi encontrado qualquer
estudo de avaliagdo de desempenho na literatura cientifica. A Unica informagdo de
desempenho deste teste esta presente no manual de instrugdo, em que o fabricante informa
apenas o valor de sensibilidade e especificidade, sendo de 91% e 85%, respectivamente.
Nenhuma informag¢do de como estes resultados foram obtidos sdo fornecidas, nem mesmo o
teste utilizado como padréo de referéncia ou o nimero total de pacientes incluidos na andlise.

Recentemente, a empresa norte americana InBios International passou a comercializar
o Kalazar Detect’ ELISA, tendo como diferencial a utilizagdo da proteina rK39 como
antigeno. Este kit ainda ndo possui registro na ANVISA e ndo é comercializado no Brasil
(Brasil, 2016b). De acordo com o fabricante, este teste deve ser utilizado apenas em pesquisa
e ndo para o diagndstico clinico (InBios, 2016). Informagdes referentes a validagdo deste kit
ndo foram encontradas na literatura cientifica. No entanto, de acordo com o manual de

instrugdo, amostras de soro de 314 pacientes, 25 casos (13 sudaneses e 12 brasileiros) e 289
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controles de regido ndo endémica, foram testadas e comparadas com exame parasitologico

direto, apresentando sensibilidade de 100% e especificidade de 99%.

3.2.1.3.3 Teste de aglutinacio direta

O DAT ¢ um teste simples, que foi primeiramente descrito para o diagndstico das
leishmanioses por Allain e Kagan em 1975. Neste estudo, diferentes espécies de Leishmania
foram avaliadas como antigeno, observando-se sensibilidade variando entre 61% a 96%
(Allain & Kagan 1975). Posteriormente, El Harith et al. (1986), adicionou o corante azul
brilhante de Coomasie na preparagdo do antigeno, a fim de facilitar a visualizagdo da
aglutinacdo. Um dos inconvenientes da técnica descrita até entdo era a instabilidade do
antigeno liquido, desta forma, em 1995 Meredith et al. desenvolveram um processo de
liofilizagdo, que permitiu a manutenc¢do do antigeno a 56°C por até 18 meses, obtendo 92% de
sensibilidade e 99,7% de especificidade.

Para a execugdo do DAT, prepara-se uma sequéncia de dilui¢do crescente do material
bioldgico do paciente em microplacas de fundo V, sendo posteriormente adicionado o
antigeno. Apds o periodo de incubagdo, que varia de 4 a 18 horas dependendo do kit, a
presenca ou ndo da aglutinagdo ¢ visivel a olho nu. Na auséncia de anticorpos anti-
Leishmania, o antigeno se acumula de modo a formar uma mancha azul escura no fundo da
placa e, na presenc¢a de anticorpos especificos, ocorre a aglutinagdo. O titulo serd determinado
como sendo a ultima dilui¢do onde houve aglutinag¢do dos parasitos.

A OMS incentiva o uso do DAT em programas de vigilancia e controle da LV e
recomenda sua disponibilizagdo para hospitais e laboratdrios de referéncias (WHO, 2010).
Esta técnica tem sido validada em diversas areas endémicas, sendo atualmente utilizada como
diagndstico de primeira linha em centros de referéncia no Suddo (Chappuis et al., 2003;
Abdallah et al., 2004). No entanto, no Brasil ndo existe nenhum kit de DAT registrado na
ANVISA e disponivel comercialmente (Brasil, 2016b).

O DAT produzido com promastigotas de L. donovani vem sendo comercializado por
duas instituigdes europeias, Prince Leopold Institute of Tropical Medicine (Antuérpia,
Bélgica), que produz o DAT-ITM e The Royal Tropical Institute (Amsterda, Holanda), que
produz o DAT-KIT. O custo por rea¢do quantitativa, estimado para o DAT-ITM, foi de R$
16,00 (Diane Jacquet, informacdo pessoal, Prince Leopold Institute of Tropical Medicine,
2017) e do DAT-KIT, foi estimado em R$ 11,40 (The Royal Tropical Institute, 2015).

Estudo de validagdo do DAT-ITM, realizado por Boelaert et al. (1999a), apresentou

sensibilidade de 95,9% e especificidade de 99,4%. Posteriormente, em estudo multicéntrico
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realizado em trés regides endémicas para LV (Suddo, Nepal e Quénia), o DAT-ITM
apresentou baixa reprodutibilidade, principalmente devido a instabilidade do antigeno liquido,
ocasionada pela agitacdo durante o transporte e variagdo de temperatura entre as regides
(Boelaert et al., 1999b). Jacquet et al. (2006), realizaram avaliagdo comparativa do DAT-ITM
utilizando antigeno liquido e antigeno liofilizado, e demonstraram que este Gltimo se manteve
ativo mesmo depois de armazenado a 45°C por até 24 meses. O desempenho do DAT-ITM
com antigeno liofilizado foi posteriormente avaliado em amostras de soro e sangue em papel
de filtro, sendo obtidas sensibilidade e especificidade de 100% para soro € 96% e 100%,
respectivamente para papel de filtro (Hasnain et al., 2014).

O DAT-KIT foi avaliado em laboratérios de seis paises endémicos para LV (Sudio,
Quénia, Brasil, India, Nepal ¢ Bangladesh). Apesar dos testes terem sido realizados nas
mesmas condig¢des (mesmos soros, lotes dos Kits, placa de fundo V e protocolo) nos diferentes
laboratdrios, a concordancia entre os titulos foi de apenas 50%, apresentando sensibilidade de
76% e especificidade de 96%. Diante deste resultado, foram realizados treinamentos com
todos os técnicos que executaram o procedimento, a fim de aumentar a concordancia entre os
laboratérios. Nesta segunda avaliagdo, a sensibilidade e especificidade do DAT-KIT foi
estimada em 97% e 100%, respectivamente, obtendo 84% de concordancia entre os
laboratorios. Os autores destacam que a realizacdo de treinamentos € capaz de reduzir a
disparidade nos resultados e promover leituras mais padronizadas, melhorando a sensibilidade
do método (Adams et al., 2012).

No Brasil, um protétipo de kit para diagndstico da LV foi desenvolvido no Laboratdrio
de Pesquisas Clinicas (LPC), do CPqRR/Fiocruz, sendo nomeado DAT-LPC (Oliveira et al.,
2009). O aperfeicoamento do método foi realizado por Oliveira et al. (2011, 2013), com
reducdo do tempo de leitura de 18 horas para 4 horas e substitui¢do do diluente de amostra
toxico anteriormente utilizado. No estudo de validagdo, o desempenho do prototipo DAT-
LPC foi comparado com o DAT-KIT, utilizando como método confirmatério o exame
parasitolégico direto. O DAT-LPC e o DAT-KIT apresentaram sensibilidade e especificidade
de 99% e 98,2%; 99% e 100%, respectivamente. De acordo com os autores, o DAT ¢ uma
ferramenta importante para aumentar o acesso ao diagnostico da LV no Brasil, o prototipo
DAT-LPC mostrou alta precisdo e estabilidade térmica e estd pronto para uso, podendo ser
transferido para a produgdo industrial (Oliveira et al., 2013).

O desenvolvimento do produto DAT-LPC relatado acima mostra que é possivel a
produgdo nacional de um teste de elevada acurécia, robusto e de simples operacionalidade,

com a imensa vantagem de autonomia nacional de produgéo (Oliveira et al., 2013). Machado
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de Assis et al. (2016b), avaliaram a aceitacdo do DAT-LPC utilizando questionarios aplicados
a profissionais de saide do Laboratorio Municipal da cidade de Ribeirdo das Neves, Minas
Gerais, Brasil. Nesta avaliag@o, todos os técnicos de laboratério entrevistados consideraram o
teste confiavel, de facil realizagdo e interpretacéo.

Em estudo de revisdo sistematica com metanalise, o DAT apresentou sensibilidade de
94.2% e especificidade de 89,9%, para pacientes ndo portadores de HIV (Maia et al., 2012).
Cota et al. (2012), também em estudo de revisdo sistematica com metanalise, avaliaram o
desempenho de diferentes técnicas diagnosticas em pacientes coinfectados com HIV. Foram
estimadas sensibilidade e especificidade para o DAT em 81% e 90%, para o ELISA, sem
distingdo do antigeno utilizado, em 66% e 90% e para a RIFI em 51% e 93%,
respectivamente. Estes resultados sugerem que o DAT é uma das técnicas sorologicas que
apresentam melhor desempenho para diagnostico de pacientes com HIV.

Boelaert et al. (1999c) avaliaram o custo-efetividade de quatro estratégias
diagnostico-terapéuticas para LV no Suddo: tratamento de todos os suspeitos clinicos
(estratégia A); realizagdo de exame parasitologico e tratamento de todos os pacientes com
esfregaco positivo (estratégia B); realizagdo do DAT e tratamento de todos os suspeitos com
altos titulos e em suspeitos com resultado duvidoso, realizacdo do exame parasitologico
seguido do tratamento, caso necessario (estratégia C) e realizacdo do DAT e tratamento de
casos com altos titulos (estratégia D). O custo-efetividade das estratégias A, B, C e D foram
respectivamente US$ 1110, US$ 448, US$ 465 ¢ US$ 464 por morte evitada. Os autores
ressaltam que em areas endémicas a estratégia D seria mais efetiva, por ser exclusivamente
baseada em sorologia.

Recentemente, uma andlise de custo-efetividade de seis opgdes diagnosticas
disponiveis para LV, incluindo o DAT-LPC, RIFI, testes imunocromatograficos (Kalazar
Detect” e IT LEISH®), PCR e exame parasitologico direto, foi realizada no Brasil sob a
perspectiva do SUS. Em um cendrio hipotético favoravel, assumindo a disponibilidade de
acesso sem restrigdes aos seis testes diagndsticos incluidos na andlise, o DAT-LPC
apresentou o menor custo, estimado em US$ 4,92 (R$ 12,6) e maior eficacia (99%),
mostrando-se dominante/custo-efetivo sobre os demais testes avaliados, inclusive a RIFI
(Machado de Assis et al., 2016a).

A facil realizagdo e interpretacdo do DAT permite sua utilizagdo em locais com
infraestrutura laboratorial simples, necessitando basicamente de pipetas e placa de
microtitulacdo. Esta técnica também pode ser realizada de forma qualitativa, o que aumenta o

rendimento da reagdo, podendo diagnosticar até 46 testes em uma unica placa (Oliveira et al.,
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2013). Levando-se em consideracdo as vantagens operacionais, de desempenho e custo-
efetividade relatadas na literatura, diversos autores recomendam a substitui¢do do DAT em
relacdo a RIFI como técnica soroldgica de rotina para o diagnostico da LV no Brasil (Pedras
et al., 2008; Cota et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Machado de Assis et al., 2016a). Desta
forma, a inclusdo do DAT-LPC em estudos de avaliagdo de desempenho de testes

diagndsticos para LV, é recomendada no Brasil.

3.2.1.3.4 Testes imunocromatograficos

O teste imunocromatografico, também conhecido como teste rapido, representa uma
tecnologia inovadora, que devido a simplicidade para realizacdo, pode ser utilizado em todos
os niveis dos servicos de saude, fornecendo resultados em até 30 minutos (WHO, 2008).
Nesta técnica, a reacdo antigeno-anticorpo € realizada em uma fase solida, para isso um
material de suporte ¢ impregnado com reagentes secos, que sdo ativados pela aplicacdo da
amostra biologica e da solugdo tampao.

Diferentes plataformas podem ser utilizadas, tais como imunocromatografia de fluxo
lateral e a imunocromatografia de duplo percurso. Na imunocromatografia de fluxo lateral, o
material bioldgico e o conjugado de detec¢do de anticorpo migram na mesma membrana de
nitrocelulose e chegam juntos a area da linha de teste. J4 na imunocromatografia de duplo
percurso, o material biologico e o conjugado sdo adicionados em duas membranas de
nitrocelulose distintas, que se encontram na regido teste, como um "T" dentro de um cassete
de plastico. De acordo com a empresa Chembio Diagnostic Systems (Medford, NY), que
desenvolveu a tecnologia de duplo percurso, esta plataforma melhora a eficacia da ligagdo do
imunocomplexo, resultando em maior sensibilidade para o teste e também possibilita
diagnosticar mais de uma doenga em um mesmo cassete (Chembio, 2016).

A disponibilizagdo de testes imunocromatocraficos, representou um dos poucos
avancos no diagndstico da LV nas ultimas décadas. Por ser uma técnica de simples realizagéo
e interpretagdo, que ndo necessita de infraestrutura laboratorial e profissional qualificado, ¢
capaz de reduzir o tempo entre o diagndstico e o tratamento dos pacientes (Cunningham et al.,
2012; Machado de Assis et al., 2016a).

Atualmente, diversas empresas produzem em escala comercial testes rapidos para LV
humana, utilizando como antigeno diferentes proteinas recombinantes. O rK39 ¢ utilizado
pela Bio-Rad Laboratories, que produz o IT LEISH®; pela InBios International, que produz o
Kalazar Detect” e a pela CTK Biotech, que produz o Onsite Leishmania Ab Rapid®. Ja a

proteina recombinante rKE16, ¢ utilizada como antigeno de dois testes rapidos comerciais:
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Crystal® KA e Signal® KA, ambos produzidos pela Span Diagnostic (Sivakumar et al., 2006;
WHO, 2011).

O IT LEISH" e o Kalazar Detect' sdo os testes imunocromatograficos que utilizam
antigeno rK39 mais utilizados para o diagndstico da LV. No Brasil, estudos demonstram que
o IT LEISH" apresenta sensibilidade variando de 92 a 100% e especificidade variando de 80
a 100% (Machado de Assis et al., 2008, 2011, 2012; Amato et al., 2009; Cunningham et al.,
2012; Peruhype-Magalhaes et al., 2012). Na literatura cientifica mundial, este teste apresenta
sensibilidade variando de 88 a 100% e especificidade variando de 89,8 a 99,2% (Marty et al.,
2007; Abass et al., 2011, 2015; Canavate et al., 2011; Cunningham et al., 2012; Kumar et al.,
2013; Mbui et al., 2013; Bezuneh et al., 2014).

Estudos de avaliagdo de desempenho do IT LEISH® em pacientes portadores de HIV
ainda sdo escassos. No Brasil foi encontrado apenas o estudo de Barbosa Junior et al. (2015)
que avaliou o IT LEISH® em sete pacientes com HIV e LV confirmada por exame
parasitologico direto de aspirado de medula 6ssea ou PCR. Nestes pacientes o IT LEISH" foi
positivo em 57,1% (4/7). Na Etiopia, o IT LEISH® apresentou 77,3% de sensibilidade, quando
avaliado em 44 pacientes coinfectados LV/HIV, que foram confirmados por exame
parasitologico direto (Horst et al., 2009) e de 92,3% quando avaliado em 13 pacientes
coinfectados, com mesmo critério de diagnostico confirmatorio (Bezuneh et al., 2014). J4 na
Franga, o desempenho do IT LEISH® em pacientes coinfectados LV/HIV, variou de 54% a
81,8% (Marty et al., 2007; Abass et al., 2015).

No manual de instrucdo do IT LEISH®, ¢ informado que o teste apresenta 99% de
sensibilidade e 100% de especificidade. De acordo com o fabricante, este estudo foi realizado
no nordeste da India, com 206 casos comprovados de LV e 269 individuos saudaveis ou com
outras doengas.

Ja em relagdio ao Kalazar Detect , estudos de avaliagdo de desempenho realizados no
Brasil, demonstram que este teste apresenta sensibilidade variando de 72,4 a 88,1% e
especificidade variando de 90,6 a 99,6% (Cunningham et al., 2012; Peruhype-Magalhdes et
al., 2012; Moura et al., 2013). Diversos estudos avaliaram o Kalazar Detect'  na literatura
cientifica mundial, apresentando sensibilidade variando de 69,2 a 100% e especificidade
variando de 70 a 100% (Diro et al., 2007; Goswami et al., 2007, 2012; Takagi et al., 2007; Al-
Nahhas et al., 2008; Boelaert et al., 2008; Mandal et al., 2008; Welch et al., 2008; Ozerdem et
al., 2009; Saghrouni et al., 2009; Pattabhi et al., 2010; Singh et al., 2010, 2013; Teran-Angel
et al., 2010; Canavate et al., 2011; Chakravarty et al., 2011; Cunningham et al., 2012; El-
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Moamly et al., 2012; Vaish et al., 2012c; Kumar et al., 2013; Moura et al., 2013; Bezuneh et
al., 2014; Ghosh et al., 2015).

Assim como para o IT LEISH®, poucos estudos avaliaram o desempenho do Kalazar
Detect em pacientes coinfectados. No Brasil, Cota et al. (2013), avaliando 113 pacientes,
obteve sensibilidade de 46,6% e especificidade de 97,1%, para este grupo de pacientes.
Também no Brasil, dados coletados em unidades de atendimento de emergéncia, por Moura et
al. (2013), demonstraram sensibilidade de 60% e especificidade de 100% para o Kalazar
Detect , em um grupo de 93 pacientes coinfectados. J4 na Etidpia, este teste
imunocromatografico, apresentou sensibilidade de 84,6%, quando avaliado em 13 pacientes
coinfectados (Bezuneh et al., 2014).

No manual de instru¢do do Kalazar Detect , o fabricante descreve estudo realizado no
Brasil, com 128 casos de LV confirmados por diagndstico parasitoldogico e 59 controles,
apresentando sensibilidade de 89,9% e especificidade de 100%.

Boelaerte et al. (2014), em estudo de revisdo sistematica com metanalise, avaliaram o
desempenho dos testes imunocromatograficos utilizando rK39 em pacientes ndo portadores de
HIV. A sensibilidade global foi de 91,9% e a especificidade de 92,4%. Assim como em
diversos estudos, observou-se que a sensibilidade foi significativamente menor na Africa
Oriental (84,3%), em compara¢do com a India (97%). Ja em rela¢io a especificidade, nio
houve diferenga estatisticamente significativa entre as duas regides, apresentando 90,2% e
91,1%, respectivamente.

Devido ao desempenho inferior dos testes rapidos que utilizam o rK39 na Africa
Oriental, outros antigenos tém sido avaliados e utilizados nesta regido, como K28 e rKE16. O
gen sintético K28 foi gerado a partir da fusdo de polipeptideos antigénicos isolados de L.
donovani, contendo sequéncias parciais de DNA dos antigenos K26 e K39 e a sequéncia
completa do K9. O desempenho do K28 em teste imunocromatografico utilizando soro, foi
avaliado em pacientes do Sudao através de duas plataformas diferentes, por fluxo lateral e por
dupla migrag¢do, apresentando sensibilidade de 92.3% e 95,9%, respectivamente e
especificidade de 100% para ambas plataformas (Pattabhi et al., 2010). Posteriormente, o
desempenho do K28 em imunocromatografia por fluxo lateral, utilizando sangue periférico,
apresentou sensibilidade de 92,5% e especificidade de 100%, demonstrando que o teste rapido
utilizando rK28 pode ser uma valiosa ferramenta para o diagndstico da LV na regido
(Mukhtar et al., 2015). A proteina recombinante rKE16 codificada pelo gene cinesina de
cepas indianas de L. donovani, também vem sendo utilizada em testes rapidos. Vaish et al.

(2012c¢), comparou dois formatos de teste rapido utilizando rKE16 (imunogromatografia de
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fluxo lateral e imunoconcentragdo), apresentando sensibilidade variando de 95,5 a 99% e
especificidade de 90,3 a 100%.

Diante da diversidade de produtos disponiveis no mercado, um estudo conduzido pelo
TDR (Programme for Research and Training in Tropical Diseases) avaliou cinco testes
rapidos (IT LEISH®, Kalazar Detect™, Onsite Leishmania Ab, Crystal®KA e Signal®-KA)
disponiveis comercialmente, em trés regides endémicas: oeste da Africa (Suddo e Kénia),
América do Sul (Brasil) e subcontinente indiano (india, Nepal e Bangladesh). No Brasil, os
testes apresentaram elevada especificidade (>95%), mas sensibilidade variavel (61,5 a 92%)).
Os testes que utilizam como antigeno a proteina recombinante rK39 (IT LEISH®, Kalazar
Detect™ e Onsite Leishmania Ab) apresentaram melhor desempenho do que os testes que
utilizam proteina recombinante rKE16, sendo o IT LEISH” o teste com maior sensibilidade
no pais (92%). Foi observada diferenga significativa de desempenho entre os testes nas
diferentes regides, que pode ser atribuida as diferencas nas concentracdes de anticorpos,
devido aos diferentes padrdes de idade, estado imunoldgico e/ou nutricional de pacientes e/ou
a diversidade parasitaria. De acordo com os autores, este estudo mostra a necessidade de
realizar a validagdo regional, antes da incorporacdo de qualquer teste para o diagndstico de
uma regidao (WHO, 2011).

O primeiro teste rapido avaliado no Brasil foi o Kalazar Detect™, por Carvalho et al.
(2003). O estudo analisou 128 casos de LV confirmados por exame parasitoldgico e 60
controles (10 individuos saudaveis e 50 portadores de outras infec¢des). O teste rapido
avaliado apresentou 90% de sensibilidade ¢ 100% de especificidade. No entanto, os autores
apontam como limitagdo do estudo o pequeno numero de controles avaliados.

Em 2008, o teste rapido IT LEISH® foi validado em um estudo multicéntrico em
quatro regides do Brasil: Minas Gerais, Bahia, Piaui e Maranhdo, sendo seu desempenho
comparado ao da RIFI e ELISA utilizando antigeno bruto de L. infantum e rK39. A
sensibilidade do IT LEISH® foi de 93% e a especificidade foi de 97%. A sensibilidade da
RIFI, do ELISA L. infantum e do ELISA rK39 foram 88%, 92% e 97%, enquanto as
especificidades foram 81%, 77% e 84%, respectivamente. Os resultados permitiram
recomendar o IT LEISH® para diagnostico rapido de LV no Brasil, com o devido
acompanhamento da sua implanta¢do nos servigos de saude (Machado de Assis et al., 2008).

No entanto, em 2009, o MS adquiriu o teste rapido Kalazar Detect e o disponibilizou
a partir de 2010, para os Laboratorios Centrais de Saude (LACENS) e hospitais de referéncia.
As evidéncias disponiveis da validagdo do Kalazar Detect’ no Brasil, antes da sua

incorporagdo pelo SUS, ndo equivaliam a um estudo de validagdo de fase III, como o
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desenvolvido para o teste IT LEISH®. Além disso, o IT LEISH® pode ser utilizado em soro ou
sangue capilar digital, enquanto o Kalazar Detect™ ¢ padronizado para uso em soro, o que
limita seu uso.

Ap6s a compra do Kalazar Detect , o MS solicitou ao CRL do CPqRR a avaliagdo do
teste ainda ndo validado, nas mesmas amostras utilizadas para o estudo de valida¢do do IT
LEISH® (Machado de Assis et al., 2008). Nesta avaliacdo, o Kalazar Detect " e o IT LEISH”
apresentaram sensibilidades de 88,1% e 93,3% e especificidades de 90,6% e 96,5%,
respectivamente, os autores ainda ressaltaram que testes que utilizam sangue total obtido por
puncdo digital, como o IT LEISH ® sdo mais apropriados do que os testes que exigem o0 uso
de soro, como o Kalazar Detect " (Perhuype-Magalhdes et al., 2012).

Em 2013, Moura et al., avaliaram o desempenho do Kalazar Detect em 11 unidades
de emergéncia de Belo Horizonte. Neste cenario, o teste apresentou sensibilidade de 72,4% e
especificidade de 99,6%. De acordo com os autores, o resultado deste teste ndo ¢ suficiente
para excluir LV, sendo necessarias outras técnicas para confirmar casos suspeitos com
resultados negativos.

Em Nota Informativa, n° 29 de 2014, o MS comunicou que a partir de 2015 o teste
imunocromatografico Kalazar Detect foi substituido pelo teste IT LEISH®. O principal
objetivo foi permitir maior descentralizagdo do diagndstico da LV, permitindo um resultado
mais rapido, pois o IT LEISH" é padronizado para uso em soro e em sangue capilar digital,
podendo ser utilizado a “beira de leito” do paciente. Inicialmente foi recomendada a
descentralizagdo do teste para as unidades de satide que ja utilizavam o Kalazar Detect e
posteriormente sua expansdo para outras regides (Brasil, 2014b). No entanto, até o momento,
o IT LEISH" disponibilizado pelo MS esta restrito aos LACENs e servigos de referéncia,
onde ¢ realizado em soro.

A aceitacdo do IT LEISH®™ pelos pacientes e profissionais de satde foi avaliada no
Brasil por Machado de Assis et al. (2016b). O estudo foi realizado em Ribeirdo das Neves,
Minas Gerais, sendo aplicados questionarios a 92 pacientes e 47 profissionais de saide do
municipio. De acordo com a opinido dos pacientes, 96% consideravam a pungdo digital uma
caracteristica positiva do teste e 98% manifestaram confian¢a em seu resultado. Em relagdo a
opinido dos profissionais de saude o teste foi considerado confidvel (88%), de facil realizagéo
(86%) e interpretacdo (91%).

Machado de Assis et al. (2016a) avaliaram a razdo de custo-efetividade incremental de
seis opgdes diagnosticas disponiveis para a doenga no pais: DAT-LPC, RIFI, testes rapidos

(Kalazar Detect™ e IT LEISH®), PCR e exame parasitologico direto, na perspectiva do



39

sistema de satde publica do Brasil. Na compara¢io entre testes rapidos, o IT LEISH”
mostrou-se custo-efetivo e dominante, custo de US$ 6,57 (R$ 16.5) e eficacia de 96%, sobre o
Kalazar Detect , custo de US$ 7,45 (R$ 18.7) e eficacia de 86%. Os resultados mostraram
que a decisdo do MS de substituir o Kalazar Detect” pelo IT LEISH® foi economicamente
acertada.

Vale ressaltar que, além da utilizag@o dos testes rapidos em amostras de soro e sangue
de polpa digital, tem sido realizada a avaliacdo desta técnica em outras amostras bioldgicas,
como urina, saliva e escarro. O Kalazar Detect , utilizando urina apresentou sensibilidade e
especificidade variando 95 a 100% e 81,8 a 100% (Khan et al., 2010; Chakravarty et al.,
2011; Goswami et al., 2012; Singh et al., 2013; Mohapatra et al., 2016), em amostras de
saliva variando de 82,5 a 83,6% e 84 a 91,6% (Vaish et al., 2012b; Mohapatra et al., 2016) e
em escarro de 99,2% e 100% (Singh et al., 2009), respectivamente. Os resultados sugerem
que a utilizagcdo destas amostras biologicas pode ser uma alternativa pratica e eficiente para o
diagnostico de pacientes com LV, principalmente onde os recursos sdo limitados.

De acordo com a OMS, em servigos de ateng¢fo primdria a saude localizados em
regides endémicas, o teste rapido deveria ser utilizado. Pacientes apresentando suspeita
clinica, com um teste rapido positivo e sem historia prévia de LV deveriam ser tratados. Em
areas onde a sensibilidade do teste rapido se mostrou abaixo de 90%, outro método
diagndstico deveria ser utilizado, tais como o DAT ou o parasitoldgico. J& em centros de
referéncia, além do teste rapido, do DAT e do parasitoldgico, outros métodos também podem
ser utilizados, tais como: RIFI, ELISA ¢ PCR (WHO, 2010).

Nestas recomendag¢des da OMS, fica clara a importancia de técnicas que apresentam
alto desempenho, sejam de facil execugdo e interpretagdo, para o diagnostico da LV. No
entanto, ¢ questionavel a viabilidade de realizacdo do diagnostico parasitoldogico em servigos
de aten¢do primaria a saude, visto que se trata de uma técnica invasiva, que necessita de
profissionais especializados e infraestrutura para sua realizagdo. A utilizagdo da RIFI e do
ELISA (descrito de forma genérica) em centros de referéncia também ¢ contestavel, tendo em
vista que sdo técnicas que apresentam sensibilidade variavel ndo devendo ser utilizadas como
diagndstico confirmatério. Desta forma, ressalta-se a importdncia do DAT e dos testes

imunocromatograficos para o diagnostico da LV.

3.2.1.4 Diagnostico molecular
Métodos moleculares tém sido utilizados para o diagnostico das leishmanioses desde a

década de 80 (Lopes e Wirth, 1986). Atualmente, os ensaios baseados na PCR, como PCR
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convencional e PCR em tempo real (QPCR, do inglés “real-time PCR”), constituem as
principais abordagens moleculares utilizadas em laboratdrios e centros de pesquisas.

A técnica de PCR consiste na sintese in vitro de uma sequéncia de DNA alvo
especifica. Para ocorréncia da reacdo, sdo utilizados iniciadores, complementares a sequéncia
a ser amplificada no DNA alvo, enzima DNA polimerase e desoxinucleotideos trifosfatados,
que sdo adicionados pela polimerase na éarea delimitada pelos iniciadores. O aumento
exponencial da sequéncia especifica ocorre com o processo de desnatura¢do da fita molde,
ligagdo dos iniciadores e extensdo, promovidos pela variacdo da temperatura em ciclos
alternados (Saiki et al., 1985; Mullis ¢ Faloona, 1987).

Atualmente, diversos protocolos de testes moleculares foram padronizados para LV,
incluindo como alvos diversas sequéncias génicas, como: DNA do cinetoplasto - kDNA
(Cortes et al., 2004; Mohammadiha et al., 2013; Sudarshan & Sundar, 2014), RNA
ribossomal (Van Eys et al., 1992), mini-éxon derivado do RNA (Kuhls et al., 2007), beta-
tubulina (Akman et al., 2000), glicoproteina 63 (Guerbouj et al., 2001) e espacador interno
transcrito - ITS (El Tai et al., 2000; Schonian et al., 2003).

De acordo com estudo de revisdo sistematica, a sensibilidade e a especificidade da
PCR utilizando sangue periférico sdo estimadas em 93,1% e 95,6%, ja utilizando o aspirado
de medula 6ssea, sdo estimadas em 95,3% e 92,6%, respectivamente. Neste estudo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as amostras bioldgicas avaliadas,
demonstrando ndo ser necessaria a realizagdo de aspirado de medula dssea para se obter bom
desempenho através da PCR (De Ruiter et al., 2014). Outro estudo de revisdo sistematica
avaliou o desempenho da PCR em pacientes coinfectados com HIV, estimando sensibilidade
de 92% e especificidade de 96% utilizando sangue periférico e sensibilidade de 98% em
aspirado de medula (Cota et al., 2012).

Embora existam kits comerciais de PCR convencional, como o Leishmania sp. PCR
Detection Kit — CinnaGen e de PCR tempo real, como BM Laboratuvar Sistemleri® e Stat-
Nat® Leishmania spp., no Brasil ndo ha kits comerciais registrados na ANVISA para o
diagndstico molecular da LV (Brasil, 2016b). Atualmente, ha um consenso sobre a
necessidade de padronizagdo dos ensaios de PCR, pois n3o ha uniformidade entre os
protocolos utilizados nos diferentes centros, dificultando a comparagéo dos resultados (WHO,
2010; De Ruiter et al., 2014).

O desenvolvimento de técnicas de amplificac¢do isotérmica de DNA, que ndo requerem
termociclador para sua realizagdo, trouxe novas perspectivas para o diagnostico molecular das

doengas infecciosas, incluindo a possibilidade de implantagdo da técnica em servigos com
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estrutura laboratorial simples, devido a necessidade de menor infraestrutura especializada.
Entre essas técnicas, destaca-se a LAMP (Loop-mediated isothermal amplification), que tem
limite de detecgdo igual ou superior ao da PCR convencional, dispensa o uso de termociclador
e possibilita a interpretagdo a “olho nu” pela visualizagdo dos produtos de DNA.

Até o presente momento, apenas dois protocolos de LAMP para leishmanioses estio
disponiveis na literatura, sendo um destinado a amplificagdo do DNA de L. donovani (Takagi
et al., 2009) e o outro genérico, que amplifica regido conservada entre as espécies de
Leishmania (Adams et al., 2010). As avaliacdes de acuracia diagnostica mostraram
sensibilidade variando de 80 a 96,8% e especificidade de 98 a 100% (Takagi et al., 2009;
Adams et al., 2010; Khan et al., 2012; Verma et al., 2013). Ndo ha kits comerciais de LAMP
disponiveis para o diagnostico de LV.

De acordo com estudo realizado no Brasil, o custo para realizagdo da PCR
convencional em um centro de referéncia para leishmanioses é de US$ 32,72 (R$ 82,1), sendo
estratégia mais custo-efetiva que o aspirado de medula 6ssea realizado em hospital (Machado

de Assis et al., 2016a).

3.3 Registro de produtos para diagnostico de doencas

No Brasil, de acordo com a lei n°® 6.360, de 23 de setembro de 1976, nenhum produto
relacionado a satide, nacional ou importado, poderd ser vendido antes de registrado no MS,
com exce¢do dos indicados no § 1°do Art. 25: aparelhos, instrumentos e acessorios usados
em medicina, odontologia e atividades afins, bem como nas de educagdo (fisica,
embelezamento ou corregdo estética, que embora dispensados de registro, estdo sujeitos a
regime de Vigildncia Sanitdria (Brasil, 2016c¢).

O registro de produto para saude é ato privativo da ANVISA, apos avaliagdo e
despacho concessivo de seu dirigente, destinado a comprovar o direito de fabricagdo e de
importagdo de produto, com a indicagdo do nome do produto, do fabricante, da finalidade e
de outros elementos que o caracterizam (Brasil, 1999, 2016¢).

Os produtos de diagnostico de uso in vitro (PDIV) estdo inseridos na categoria de
produtos para satude e compreendem fodos os reagentes, calibradores, padrdes, controles,
coletores de amostras, materiais e instrumentos usados individualmente ou em combinagdo,
com intengdo de uso determinada pelo fabricante, para andlise in vitro de amostras
derivadas do corpo humano, a fim de fornecer diagnostico, monitoramento, triagem ou para
determinar a compatibilidade com potenciais receptores de sangue, tecidos e orgdos (Brasil,

2016¢).
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O registro de PDIV ¢ regido pela ANVISA através da Resolucdo da Diretoria
Colegiada, RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, que dispde sobre a classificagdo de risco, os
regimes de controle de cadastro e registro e os requisitos de rotulagem e instrugoes de uso de
PDIV, seus instrumentos e dda outras providéncias (Brasil, 2015a).

Para fins de regularizacdo junto a ANVISA os PDIVs s@o enquadrados em classes de
risco I a IV, que levam em consideragdo os seguintes critérios: a indicagdo de uso declarada
pelo fabricante; o conhecimento técnico, cientifico ou médico do usudrio, a importincia da
informagdo fornecida ao diagnostico, a relevdncia e o impacto do resultado para o individuo
e para a saude publica e a relevincia epidemiologica. Os dispositivos destinados ao
diagndstico da LV, por ser doenga de notificagdo compulsdria prevista na portaria n® 1.271,
sdo classificados como classe de risco III (Brasil, 2015a, 2015b).

Para o registro de PDIV classificados com classe de risco II, III e IV, o documento de
maior detalhamento exigido ao fabricante ¢ o dossié técnico. Este documento descreve os
elementos que compdem o produto, indicando as caracteristicas, a finalidade, o modo de uso,
o conteudo, os cuidados especiais, 0s potenciais riscos, o processo produtivo e as
informagades adicionais (Brasil, 2015a).

Umas das informagdes que devem ser incluidas no dossi€ técnico, de acordo com a
referida resolugdo ¢ o estudo de desempenho do PDIV a ser registrado. Este estudo deve
conter: caracterizagdo e valida¢do de amostras clinicas utilizadas e suas condi¢des de
armazenamento e estabilidade; determinagdo da rastreabilidade metrologica de valores de
calibradores e controles, exatiddo de medi¢do, precisdo de medig¢do, incluindo:
repetibilidade e reprodutibilidade; sensibilidade analitica ou limite de detecgdo;
especificidade analitica, efeito pro-zona de alta dose, intervalo de medi¢do (limites) ou
linearidade; defini¢cdo de valor de cut-off: relatorio da validagdo do procedimento de ensaio;
relatorio da valida¢do do procedimento de limpeza e desinfec¢do para instrumentos que
requeiram contato direto com o paciente ou usudrio leigo; relatorio de usabilidade para os
produtos destinados aos usudrios leigos; estabilidade do produto (exceto instrumentos)
(Brasil, 2015a).

A RDC n° 36 de 26 de agosto de 2015, também regulamenta os requisitos necessarios
as instrugdes de uso dos PDIVs, que correspondem ao manual do produto, prospectos ou
outros documentos, contendo informagades e orientagdes ao usudrio, suficientes e adequadas
para sua correta utilizagdo com segurancga e eficdcia. Estes documentos devem ser redigidos
em lingua portuguesa e ser de facil entendimento, com linguagem adequada ao publico ao

qual se destina (Brasil, 2016c¢).
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De acordo com o Art. 35 da respectiva RDC, as instrugdes de uso devem conter
informagdes essenciais, tais como: / - nome técnico ou nome comercial do produto, II - razdo
social e enderego do fabricante legal, junto com um niimero de telefone ou fax ou enderego de
sitio eletronico onde seja possivel obter assisténcia técnica (Servigo de Atendimento ao
Consumidor); Il - finalidade e modo de uso do produto, incluindo indicag¢do de que é para
"uso em diagndstico in vitro",; IV - usudrio pretendido, quando aplicavel; V - indicagoes de
condic¢oes de armazenamento ou de manuseio aplicaveis; VI - principio de funcionamento do
teste ou do instrumento, VII - tipos de amostras ou matrizes a utilizar, quando aplicavel,; VIII
- condig¢oes para coleta, manuseio, preparo e preservagcdo de amostras; IX - descri¢do do
produto, incluindo os acessorios e quaisquer limita¢bes para seu uso, como utilizagdo de
instrumento dedicado, e se aplicavel, versdo do sofiware; X - estabilidade em uso do produto,
exceto para instrumentos, incluindo condig¢oes de armazenamento apds abertura de
embalagens primdrias, bem como condi¢des de armazenamento e estabilidade de solugoes de
trabalho, quando relevante; XI - detalhes de qualquer tratamento ou manuseio dos produtos
antes de estarem prontos para uso, como instalagdo, reconstitui¢do, calibragdo, entre outros;
XII - quando aplicavel, recomendagdes para procedimentos de controle de qualidade; XIII -
procedimento de ensaio, incluindo cdlculos e interpretagdo de resultados, XIV - informagdo
sobre substdncias interferentes ou limitagdes que podem afetar o desempenho do ensaio; XV -
caracteristicas de desempenho, tais como sensibilidade, especificidade, exatiddo e precisdo,
exceto para instrumentos;, XVI - riscos residuais identificados;, XVII - intervalos de
referéncia, quando aplicdavel;, XVIII - quando relevante, requisitos de instalagdes especiais
(como sala limpa) ou treinamento especial (como em seguranga contra radiagcdo) ou
qualificagoes especificas do usudrio do produto;, XIX - se o produto é fornecido estéril,
instrugdes de como agir se a embalagem estiver danificada antes do uso, XX - informagdo de
outros produtos, materiais ou instrumentos necessdrios para a realizagdo do ensaio ou
reagdo, XXI - alertas ou precaugdes a serem tomadas com relagdo ao descarte do produto,
de seus acessorios e dos consumiveis usados, incluindo riscos de infec¢do ou
microbiologicos, ambientais e fisicos, XXII - para produtos destinados a usudrios leigos, as
circunstdncias nas quais o usudrio deve consultar um profissional de saude; XXIII - data de
emissdo ou ultima revisdo das instrugoes de uso e, quando apropriado, uma identifica¢do
numérica, e XXIV - indicagdo dos termos e condigdes de garantia da qualidade do produto
(Brasil, 2015a).

Vale ressaltar que de acordo com a RDC n° 36 de 26 de agosto de 2015, fica

estabelecido o prazo de 365 (trezentos e sessenta e cinco) dias, contados a partir da data de
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publicag¢do desta Resolugdo, para as adequagdes em rotulos, instrugoes de uso dos produtos
e para a manutengdo do dossié técnico (Brasil, 2015a). Assim, todos os manuais de instrugdo

de testes diagnosticos em uso deveriam ter sido atualizados até agosto de 2016.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para avaliacdo de desempenho de testes comerciais registrados na ANVISA para o
diagndstico da LV humana foram utilizadas amostras de soros de pacientes incluidos em dois
projetos desenvolvidos previamente pelo Grupo PCPP do CPqRR/Fiocruz: “Validagdo de
teste rapido para o diagndstico da leishmaniose visceral humana” e “Intensidade de infeccéo,
persisténcia parasitaria e perfil imune como preditores de evolugdo clinica de leishmaniose

visceral entre pacientes infectados ou ndo pelo HIV™.

4.1 Calculo amostral

Para o calculo amostral, utilizou-se o software Stata®/SE  versdo 11.0, US,
considerando a sensibilidade minima desejada de 95% para um teste diagndstico para LV
(Boelaert et al., 2007). Estimou-se em 155 o menor numero de soros necessarios para a
analise do desempenho dos testes, aceitando uma variacdo inferior maxima de 5% no

desempenho, nivel de significancia de 0,05 e poder de 0,80.

4.2 Critérios de inclusio e exclusao de amostras biolégicas

No presente estudo foram incluidos soros de pacientes residentes em area endémica
para LV, que apresentavam exame parasitologico de aspirado de medula dssea e sindrome
clinica sugestiva da doenca, caracterizada por febre, associada a pelo menos uma das
seguintes alteragdes: esplenomegalia, hepatomegalia, anemia, leucopenia e/ou plaquetopenia.

Foram excluidas amostras de pacientes com historia prévia de LV.

4.3 Grupos de estudo

No total, foram incluidas 237 amostras de soros de pacientes que apresentavam média
de idade de 25 anos, variando de 1 més a 76 anos, sendo 66% (157/237) do sexo masculino.
Destes pacientes, 160 eram ndo portadores de infecgdo pelo HIV e apresentavam média de
idade de 18 anos (variagdo: 1 més a 76 anos), sendo 63% (101/160) do sexo masculino e 77
eram portadores de infec¢do pelo HIV (contagem média de linfécitos T CD4+ < 200
células/mm3), apresentavam média de idade de 40 anos (variagdo: 20 a 65 anos), sendo 73%
(56/77) do sexo masculino. As amostras foram estratificadas em quatro grupos:

e Grupo 1: 80 soros de pacientes ndo portadores de infecgdo pelo HIV, que
apresentavam clinica sugestiva de LV e exame parasitologico de aspirado de medula éssea

positivo;
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e Grupo 2: 80 soros de pacientes ndo portadores de infec¢do pelo HIV, que
apresentavam clinica sugestiva de LV, exame parasitologico de aspirado de medula éssea
negativo e confirmacdo de doenca de outra etiologia;

e Grupo 3: 38 soros de pacientes portadores de infec¢do pelo HIV, que
apresentavam clinica sugestiva de LV e exame parasitologico de aspirado de medula 6ssea
positivo;

e Grupo 4: 39 soros de pacientes portadores de infeccdo pelo HIV, que
apresentavam clinica sugestiva de LV, exame parasitologico de aspirado de medula éssea

negativo e confirmacéo de doenga de outra etiologia.

4.4 Identificaciao dos produtos registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

A busca dos produtos diagnosticos para LV foi realizada por acesso virtual ao banco
de dados da ANVISA, através do endereco eletronico http://portal.anvisa.gov.br, seguindo os
passos: 1°) Consulta a produtos; 2°) Produtos para a saude e 3°) Acessar.

Os registros de produtos de saide podem ser localizados por meio do nimero do
processo, nome do produto, nome técnico, nimero do registro ou nimero do Cadastro
Nacional de Pessoa Juridica (CNPJ) da empresa responsavel. Neste trabalho, a busca de
produtos diagnoésticos foi realizada utilizando-se as seguintes palavras-chave que poderiam
constar nos nomes dos produtos: Leish, Leishmania, Leishmaniose, Calazar, Kalazar e LV.

A busca foi realizada no periodo de julho a setembro de 2015 e atualizada em
dezembro de 2016. Apods a localizacdo dos registros, o banco de dados da ANVISA
disponibiliza as seguintes varidveis: nome da empresa, CNPJ, produto, modelo produto
médico, nome técnico, registro, processo, autorizacdo, origem do produto, classificagdo de
risco e vencimento do registro.

Na busca realizada em 2015, foram encontrados 66 registros de produtos para saude.
Apbs analise detalhada, foram excluidos 46 registros ndo relacionados ao diagndstico da LV e
registros repetidos, permanecendo 20 registros de testes diagndsticos para LV. Em dezembro
de 2016 foram identificados mais dois novos registros de kits para LV humana na ANVISA:
Leishmania Virclia I[gG+IgM Monotest (Vircell S. L.) e Leishmania IFA 1gG (Vircell S. L.).
Importante destacar que este ultimo kit tinha registro vencido na busca realizada em 2015. O
Quadro 1 apresenta os 22 registros de kits diagnosticos para LV encontrados na ANVISA

que permaneceram ao final das buscas, sendo nove registros vigentes e treze vencidos.
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Quadro 1 Registros de kits diagnosticos para leishmaniose visceral humana na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria em dezembro de 2016.

Nome comercial

Distribuidor

Fabricante — Pais

Vencimento
do registro

Produtos com registro vigente

Leishmania Virclia IgG+1gM

Virion Diagnostica Ltda Vircell S.L. — Espanha 19/09/2021
Monotest
Leishmania IFA 1gG Virion Diagnostica Ltda Vircell S.L. — Espanha 29/08/2021
Leishmania ELISA 1gG+IgM Virion Diagnostica Ltda Vircell S.L. — Espanha 21/09/2020
. ®; . . Resserv Comércio de R-Biopharm AG —
Ridascreen™ Leishmania Ab Produtos Diagnosticos Lida | Alemanha 13/07/2020
IT LEISH® DiaMed Latino América BIO-RAD Laboratories, 05/04/2020
S.A. Inc.— Franca
IFI Lel.shmanlose Humana - Bio- Fl{ndaqao Oswaldo Cruz Fiocruz — Brasil 23/03/2020
Manguinhos (Fiocruz)
Novalisa' " Leishmania infantum ?rrfgjtlgs zlrsgril;%lggtzgzs Novatec Immundiagnostica 19/05/2019
IgG — ELISA Lidg P GMBH — Alemanha
OL Leishmaniose Visceral Orangelife Comércio e Orangelife Comércio e 04/02/2018
Humana Industria Ltda Industria Ltda — Brasil
Leishmaniose Visceral Rapido Vida Biotecnologia Ltda \B];g:ilB iotecnologia Ltda - 24/12/2017
Produtos com registro vencido
Leishmania IFA 1gG Virion Diagnostica Ltda Vircell S.L. —Espanha 07/12/2015
Orangelife Comércio e Orangelife Comércio e
Orange DPP LVH Industria Ltda Industria Ltda — Brasil 16/08/2015
Signal Ka — flow through anti- . Ny . .
leishmanial spot / immunodot test RZ de Oliveira Diagnéstica rSpa.n Diagpostics Ltda - 24/11/2013
. EPP India
kit
. . Resserv Comércio de .
Leishmania IFA 1gG Produtos Diagnosticos Ltda Vircell S.L. —Espanha 14/04/2013
. . Resserv Comércio de .
Leishmania ELISA IgG+IgM Produtos Diagnosticos Ltda Vircell S.L. —Espanha 02/07/2012
Leishmania Visceral 1gG CELISA | RCS Comércio de Produtos | Cellabs PTY Ltd - 18/06/2012
em Diagndstico Ltda Australia
Leishmania CEL RCS Com?rglo de Produtos Cellat?slPTY Ltd — 02/10/2011
em Diagndstico Ltda Australia
. . Medivax Industria e IVD Research Inc. —
Leishmania Comércio Ltda Estados Unidos 01/03/2011
Fundagdo de Apoio a0 Inbios International, Inc.—
Kalazar Detect” Rapid Test Hospital Universitario . P 07/01/2010
. . Estados Unidos
Cassiano Anténio Moraes
Teste de Elisa para Determinagéo . . . .
Leishmania Infantum L1IG153
Kit Qualicode Chagas / D-MED Material Médico Immunetics Inc — 13/07/2003
Leishmania Laboratorial Ltda Estados Unidos
Melotest Leishmania Ab Laboratorio Pas MELOTEC S.A — Espanha | 28/04/2003
Comercial Ltda
Centro de Controle e
Leishmania Donovani Liofilizado | Produtos para Diagnosticos CECON - Brasil 07/12/1999

LTDA (CECON)

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em <http:/portal.anvisa.gov.br>. Acesso em 01 de

dezembro de 2016.
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4.5 Identificacao dos testes diagnosticos comercialmente disponiveis no Brasil

A fim de identificar quais produtos registrados na ANVISA estavam comercialmente
disponiveis, foram realizados contatos através de paginas da web, e-mail e telefone, com os
quinze distribuidores de kits para LV que possuiam registros, vigentes ou vencidos, nas
buscas realizadas em 2015 e 2016. Importante destacar que algumas empresas eram
responsaveis pela distribuicdo de mais de um kit diagndstico. Por exemplo, a empresa Virion
Diagnostica Ltda é distribuidora de trés kits com registro ativo € um com registro vencido. Os
contatos ocorreram de julho de 2015 a dezembro de 2016. Foram obtidas respostas de 12/15
empresas contatadas. Com excecdo dos distribuidores RCS Comércio de Produtos em
Diagnéstico Ltda; B.T.I Biotecnologia Industrial Ltda e Laboratério Pas Comercial Ltda, que
ndo possuem contato ativo ou ndo responderam apos sucessivas tentativas de contato, todos os
demais distribuidores responderam, conforme detalhamento abaixo.

Os kits de diagnostico OL Leishmaniose Visceral Humana (Orangelife), Orange DPP
LVH (Orangelife), Leishmaniose Visceral Réapido (Vida Biotecnologia), Leishmania
Donovani Liofilizado (CECON); Leishmania (IVD Research) e Kit Qualicode
Chagas/Leishmania (Immunetics Inc) ndo sdo mais produzidos. O kit Leishmania Virclia
IgG+IgM Monotest (Vircell S. L.), que possui registro recente, ainda ndo é comercializado no
pais e os kits Signal Ka (Span Diagnostics Ltda) e Kalazar Detect  (Inbios) nfo sio mais
comercializados no Brasil.

Dos testes diagnoésticos para LV registrados na ANVISA, seis kits estdo disponiveis no
mercado brasileiro, sendo trés kits de ELISAs, dois kits de RIFIs, e um teste

imunocromatografico (Quadro 2).

Quadro 2 Kits diagnosticos para leishmaniose visceral humana com registro na Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria comercialmente disponiveis no Brasil, em dezembro de 2016.
Nome comercial Fabricante Metodologia
Leishmania ELISA 1gG+IgM Vircell S. L. ELISA
Ridascreen®”Leishmania Ab R-Biopharm AG ELISA
NovaLisa" Leishmania infantum 1gG Novatec Immundiagnostica GMBH ELISA
Leishmania IFA 1gG Vircell S. L. RIFI
IFI Leishmaniose.Humana - Bio- Fundagdo Oswaldo Cruz RIFI
Manguinhos
IT LEISH” BIO-RAD Laboratories, Inc. Teste imunocromatografico

Legenda: ELISA (ensaio imunoenzimatico); RIFI (reacdo de imunofluorescéncia indireta).
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4.6 Parcerias estabelecidas e Kits incluidos no estudo

Uma vez identificados os kits comercialmente disponiveis no mercado brasileiro para
o diagnéstico da LV, entre agosto a dezembro 2015, a equipe de pesquisadores do PCPP
CPgRR/Fiocruz, enviou carta convite as empresas: Virion Diagnostica Ltda; Argoslab
Distribuidora de Produtos para Laboratorios Ltda e Alka®™ Tecnologia, propondo parceria na
realizacdo do presente projeto de pesquisa.

O contato com a empresa DiaMed Latino Americana, produtora do IT LEISH® (BIO-
RAD Laboratories, Inc.) ndo foi necessario, pois, esta ja havia doado seus kits ao presente
grupo de pesquisa anteriormente para realizagdo do projeto “Validacdo de teste rdpido para o
diagndstico da leishmaniose visceral humana”. O contato com Bio-Manguinhos, produtora do
IFI Leishmaniose Humana também néao foi necessario, pois este teste foi realizado em todos
os soros dos pacientes incluidos no estudo, por ser teste disponibilizado pelo programa de
controle da LV no pais.

A Virion Diagnostica Ltda, distribuidora do Leishmania ELISA IgG+IgM e
Leishmania TFA 1gG e a Alka® Tecnologia distribuidora do Ridascreen® Leishmania Ab
aceitaram a proposta de parceria, realizando a doag¢do de todos os kits necessarios ao estudo.
Ambas as empresas também disponibilizaram um profissional para acompanhamento dos
ensaios realizados no PCPP. Ja a Novatec Immundiagnostica GMBH — Alemanha, por meio
de resposta dada pela sua distribuidora no Brasil Argoslab Distribuidora de Produtos para
Laboratérios Ltda, foi a tinica empresa que ndo aceitou a parceria proposta, desta forma, o
ELISA NovalLisa " Leishmania infantum IgG — ELISA (Novatec Immundiagnostica) foi o
unico teste com registro na ANVISA e disponivel comercialmente para o diagnostico da LV
humana no pais, ndo incluido no presente estudo.

Optou-se também por incluir neste estudo o teste imunocromatrografico Kalazar
Detect " (Inbios International, Inc) e 0 DAT-LPC, teste diagnéstico desenvolvido pelo PCPP
CPqRR/Fiocruz. O Kalazar Detect , ainda que atualmente apresente registro vencido na
ANVISA, foi incluido por se tratar do primeiro teste rapido disponibilizado pelo MS no
Brasil, estando em uso até 2014, quando foi substituido pelo teste rapido IT LEISH®. O
contato com a Inbios International Inc também ndo foi necessario, pois, o0 MS ja havia doado
o teste ao PCPP anteriormente. A inclusdo do DAT-LPC levou em consideragéo resultados de
um estudo recente que apontou o DAT-LPC como o teste mais custo-efetivo disponivel para o
diagndstico da LV no pais. Na ocasido, os autores sugeriram a substitui¢do da RIFI pelo

DAT-LPC nos servigos publicos do pais (Machado de Assis et al., 2016a).
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Considerando todas as informagdes apresentadas acima, os testes incluidos no presente

estudo e suas caracteristicas estio demonstrados no Quadro 3.



Quadro 3 Kits diagndsticos para leishmaniose visceral humana incluidos no estudo e suas caracteristicas.
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Pesquisas Clinicas

de L. infantum

Kits . . Temperatura de Validade Antigeno VLTI
YRt Fabricante Método o Amostra amostra para
diagnosticos armazenamento (meses) utilizado ~
uma reacio
IFI Fundaciio Promastigotas
Leishmaniose ¢ RIFI 2a8C 6al2 de Leishmania Soro 10pL
Oswaldo Cruz .
Humana spp-
IT LEISH® BIO-RAD . Teste 2a30°C 16 rK39 Sangue, soro, 8-12uL
Laboratories, Inc. | imunocromatografico plasma
Kalazar Detect”™ Inbios . Teste 20 a 30°C 24 rK39 Soro 20uL
International, Inc. | imunocromatografico
Leishmania Nao Leishmania
ELISA Vircell S. L. ELISA 2a8C informado no nfantum Soro Sul
IgG+IgM kit !
. ® . .
Ridascreen . o Leishmania
Leishmania Ab R-Biopharm AG ELISA 2a8C 36 infantum Soro S5ul
Leish ja IFA Nao Promastigotas
eisfmanta Vircell S. L. RIFI 2a8°C informado no 1Stg Soro 10pL
IgG kit de L. infantum
DAT-LPC Laboratoério de DAT 2 a 8°C 24 Promastigotas Soro 2uL.

Legenda: ELISA (ensaio imunoenzimatico); RIFI (reacdo de imunofluorescéncia indireta); DAT (teste de aglutinacdo direta); *espécie ndo informada nas instru¢des de uso.
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4.7 Procedimentos para realizacio dos kits avaliados

Antes da realizagdo dos testes diagndsticos, todas as 237 amostras de soro que
compdem os grupos de estudo foram codificadas por um pesquisador independente e essa
codifica¢do foi mantida em sigilo até o momento da analise dos resultados. Todos os testes

diagndsticos foram realizados seguindo rigorosamente instrugdes dos fabricantes.

4.7.1 Reacio de imunofluorescéncia indireta

4.7.1.1 IFI Leishmaniose Humana (Bio-Manguinhos)

O kit contém a maior parte dos reagentes necessarios a execug¢do do procedimento,
com exceg¢do dos controles positivo e negativo e o tampao fosfato salina (PBS). A titulacdo do
conjugado foi realizada a cada novo kit.

Antes do inicio do procedimento, foi realizada a sensibilizacdo das laminas com 10
microlitros (uL) de solugdo antigénica e estas foram incubadas a temperatura ambiente por 12
horas. No momento da realizagdo do procedimento, as amostras de soro foram submetidas a
dilui¢do seriada na proporc¢do de 1:40 até 1:640 e 10 puL de cada dilui¢do foram dispensados
nas laminas e incubadas a 37°C durante 30 minutos em camara umida. Apods este periodo, as
laminas foram lavadas por trés minutos em PBS; rapidamente em agua reagente tipo I e secas
ao ar. Em seguida, as laminas foram incubadas com 15 pL da solugéo de anti-imunoglobulina
humana ligada a fluoresceina diluida em PBS com Azul de Evans (0,1%). As etapas de
incubag@o e lavagem anteriormente descritas foram repetidas, ¢ entdo 3 a 4 gotas de glicerina
foram dispensadas sobre cada lamina, e esta coberta com laminula.

A andlise das laminas foi realizada em microscépio de fluorescéncia a 400%, sendo
considerada positiva a reagdo que apresenta fluorescéncia na membrana do parasito a partir da

dilui¢do de 1:80 e considerada negativa na auséncia de fluorescéncia.

4.7.1.2 Leishmania IFA I1gG (Vircell S. L.)

Todos os reagentes vém prontos para uso, a exce¢do do PBS que necessita ser diluido
antes do procedimento. As laminas que acompanham os Kkits sdo fornecidas ja sensibilizadas
com formas promastigotas de L. infantum, inativadas com formaldeido e fixadas com acetona.

Inicialmente, 5 uL. das amostras de soro foram diluidos em 195 uL. de PBS (diluigéo
1:40) e 50 uL desta primeira dilui¢do em 50 pl. de PBS (dilui¢do 1:80). Foram adicionados as
laminas 20 pL de cada dilui¢do e 20 puL. dos controles negativo e positivo, que ndo necessitam
de diluigdo prévia. As laminas foram incubadas a 37°C durante 30 minutos em camara umida

e a seguir lavadas por 10 minutos em PBS, rapidamente em agua tipo I e secas ao ar. Em
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seguida, foram adicionados 20 pl. da solug¢do de anti-imunoglobulina humana ligada a
fluoresceina e as etapas de incubagdo e lavagem foram repetidas. Uma gota de glicerina foi
adicionada em cada pogo da lamina e esta coberta com laminula.

A andlise das laminas foi realizada em microscépio de imunofluorescéncia a 400x,
sendo considerada positiva a reagdo que apresenta fluorescéncia periférica, citoplasmatica e
flagelar, a partir da dilui¢do de 1:80, e considerada negativa quando se observa padrio celular
vermelho ou diferente do especificado como positivo. As amostras positivas, foram entdo

diluidas até 1:640, a fim de determinar sua titulacao.

4.7.2 Ensaio Imunoenzimatico

4.7.2.1 Leishmania ELISA IgG+IgM (Vircell S. L.)

O kit contém todos os reagentes necessarios para execucdo do procedimento,
fornecendo uma placa com 96 pogos sensibilizados com antigenos de L. infantum, além de
controles positivos, negativos e limite. Todos os reagentes ja vém prontos para uso, a exce¢ao
da solugdo de lavagem que vem concentrada (20x) e foi diluida em 4gua tipo I antes do inicio
do procedimento.

Inicialmente, 5 pLL das amostras, controle positivo, controle negativo e controle limite,
este ultimo em duplicata, foram diluidos em 100 pL de solugdo diluente (1:20). As diluigdes
foram realizadas diretamente na placa, e esta foi agitada por 2 minutos em agitador, sendo
posteriormente incubada a 37°C por 45 minutos em estufa. Em seguida, foi realizada a
lavagem da placa, utilizando 300 pL de solugdo de lavagem por cinco vezes e adicionados
100 pL. do conjugado. Novamente a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apods
incubagdo, o processo de lavagem foi repetido e foram adicionados 100 pL. de solugdo de
substrato, sendo a placa incubada a temperatura ambiente por 20 minutos, no escuro. A reagdo
foi finalizada pela adi¢do de 50 pL de solugdo de paragem e a leitura realizada em
espectrofotometro a 450/620 nandometros (nm).

As reacdes validas apresentaram densidades dticas (DO) dos controles dentro do
intervalo pré-determinado pelo fabricante, sendo para o controle positivo DO>0,9; controle
negativo DO<0,5 e controle limite 1,5>D0>0,55.

Para interpretacdo do teste, foi calculado o indice de anticorpos:

DO da amastra

Indice de anticorpas = x10
p media da DO do controle limite

Amostras com indice de anticorpo menor que 9 foram consideradas negativas, maiores

que 11 foram consideradas positivas e entre 9 e 11 foram consideradas duvidosas e testadas
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novamente. No presente estudo, sete amostras (seis de pacientes ndo portadores de infecg¢do
pelo HIV e 1 portador de infeccdo pelo HIV) foram classificadas como duvidosas nas duas

avaliagoes e desta forma, foram excluidas das analises de desempenho.

4.7.2.2 Ridascreen®” Leishmania Ab (R-Biopharm)

Todos os reagentes necessarios para execugdo do procedimento, assim como controles
positivos e negativos sdo fornecidos no kit. A placa de 96 pogos necessaria para execucdo do
procedimento ja vem sensibilizada com antigenos de L. infantum. Com excegao da solugdo de
lavagem, que vem concentrada (10x) e foi diluida em &gua tipo I antes do inicio do
procedimento, todos os outros reagentes ja vém prontos para uso.

Inicialmente, 5 pL. das amostras foram diluidos em 245 pL de solugéo diluente (1:50)
e 100 pL desta dilui¢do foram transferidos para a placa do kit, sendo também acrescentados
100 puL do controle negativo (em duplicata) e 100 pl. do controle positivo, que ndo
necessitam de prévia dilui¢do. A placa foi incubada em temperatura ambiente (20 a 25°C) por
15 minutos e posteriormente lavada com 300 pL de solugdo de lavagem por cinco vezes. Em
seguida, foram adicionados 100 puL do conjugado, a placa foi novamente incubada em
temperatura ambiente por 15 minutos e a seguir foi realizado o mesmo processo de lavagem.
Foram adicionados 100 pL. do substrato e a placa foi novamente incubada em temperatura
ambiente por 15 minutos. A reagdo foi finalizada pela adicdo de 50 pl. de reagente
bloqueador ¢ a leitura realizada em espectrofotdometro a 450/620 nm.

Sdo consideradas reacdes validas aquelas que os controles apresentam DOs dentro do
intervalo pré-determinado pelo fabricante, sendo para o controle negativo média de DO<0,3 e
DOs individuais com desvio menor que 25% em relacdo ao valor médio, j& para o controle
positivo DO>0,8.

Para interpretagdo do teste, foi calculado o cut-off e o indice de amostras, conforme

detalhamento abaixo:

cut —off = media da DO do controle negative + 0,150

DO da amostra
cut —aff

Amostras com indice de anticorpo menor que 0,9 foram consideradas negativas,

mdice das amostras =

maiores que 1,1 foram consideradas positivas e entre 0,9 e 1,1 foram consideradas duvidosas

e testadas novamente. No presente estudo, trés amostras de pacientes ndo portadores de
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infec¢do por HIV foram classificadas como duvidosas nas duas avaliacdes e desta forma

foram excluidas das andlises de desempenho.

4.7.3 Teste de Aglutinacio Direta

O kit prototipo do DAT-LPC vém com todos os reagentes necessarios para realizagdo
do procedimento. A soluc¢do de reidratagdo e a solugdo diluente vém concentradas (10x) e
foram diluidas em agua tipo I antes do inicio do procedimento.

Inicialmente, 5 mL de solucdo de reidratagdo diluida foi utilizada para ressuspender o
antigeno liofilizado. Foi realizada a diluicdo em série das amostras em solugdo diluente
partindo de 1:100 até a dilui¢do de 1:800 e em seguida foram adicionados 50 puL. do antigeno
em todos os pogos. A microplaca foi homogeneizada em agitador de placas por 5 minutos e
incubada ao abrigo da luz por quatro horas. A leitura foi realizada visualmente contra uma
superficie plana, sendo consideradas negativas as amostras que se visualizava o parasito ndo
aglutinado e positivas na presenca de aglutinagdo na dilui¢do acima de 1:100. Amostras
positivas até a diluicdo de 1:800 foram posteriormente diluidas até 1:102.400 a fim de
determinar sua titulagdo. O titulo foi determinado como sendo a ultima dilui¢do onde houve

aglutinacgdo.

4.7.4 Testes imunocromatograficos

4.7.4.1 Kalazar Detect  (Inbios)

O kit contém todo o material necessario para execu¢do do procedimento. Inicialmente,
20 pLL de soro foram dispensados na éarea indicada por uma seta na tira teste. Em seguida, a
tira teste foi transferida para um tubo de ensaio contendo trés gotas da solugdo tampdo. A
leitura do resultado foi realizada quando o fundo da tira teste ja estava claro, em até 10
minutos apés o termino da reagdo. 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.

4.7.42 IT LEISH® (BIO-RAD)

O kit contém todo o material necessario para execucdo do procedimento. Inicialmente
uma gota de solugdo tampao foi dispensada no primeiro pogo da bandeja e quatro gotas de
solugdo tampdo no segundo poco. Apos 1 minuto, 10 pl. de sangue foram adicionados no
primeiro pogo e homogeneizados por 1 minuto. Em seguida, a tira-teste foi colocada

verticalmente no primeiro poco, por 10 minutos e posteriormente colocada no segundo pogo
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também por 10 minutos. A tira teste foi entdo recolocada no suporte e os pocos fechados e
descartados. A leitura visual foi realizada apds o término da reagdo. O teste foi considerado
positivo quando foram visualizadas duas linhas (controle e teste) e negativo, quando somente

a linha controle foi visualizada na membrana de nitrocelulose.

4.8 Estimativas dos custos diretos dos Kits diagnosticos avaliados

Nesta analise, foram considerados unicamente os custos médicos diretos, pressupondo
que ndo existe necessidade de investimento em infraestrutura e equipamentos quando os kits
sdo realizados em centros de referéncia para a doenca. A perspectiva adotada na analise foi a
do SUS.

Custos diretos foram estimados pela técnica de microcusteio, que consiste na coleta e
descri¢do detalhada dos recursos materiais € humanos relacionados a cada intervencdo. Os
seguintes itens foram incluidos nas estimativas realizadas: remunerag@o do profissional que
realiza o teste, proporcional ao tempo gasto para coleta do material bioldgico e realizagdo do
ensaio; materiais de seguranca (luvas e mascaras);, materiais para coleta de sangue (alcool,
algoddo, agulha, seringa e tubo de sangue); materiais de consumo (ponteiras e lampadas de
microscopio); manuteng¢do de equipamentos (centrifuga, estufa, geladeira e microscopio de
fluorescéncia) e calibracdo (pipetas). O Quadro 4 apresenta de forma detalhada os itens cujos
custos foram estimados para cada kit diagnostico avaliado.

Como o custo de uma reagdo de ELISA ou RIFI pode variar em fung¢do do numero de
soros testados por placa/laminas, para a estimativa de custo de uma reagdo levou-se em
considera¢do a média de amostras avaliadas por dia na Fundag¢do Ezequiel Dias (FUNED)
(sete amostras examinadas por dia, sendo uma positiva/dia) no ano de 2015 (Ronaldo
Barbosa, informacdo pessoal, FUNED, 2016). Para o IT LEISH" foram realizadas duas
estimativas de custo, considerando que o teste pode ser realizado em sangue capilar digital ou
SOro0.

As fontes para estimativas dos custos foram: as empresas distribuidoras dos testes
diagndsticos avaliados, para obten¢do do preco unitario dos testes; a Lei n°® 10.898 de 30 de
dezembro de 2015, para obtenc¢do do salario-base dos técnicos de laboratério da Prefeitura de
Belo Horizonte (R$ 1.767,07); o banco de pregos em saude do MS, para obtengdo dos custos
com materiais para coleta de sangue e materiais de seguranga; o Servico de Gestdo da
Qualidade, Biosseguranca e Ambiente (SQBA) do CPgRR, para obtencdo dos custos com
calibragdo e manuten¢do de equipamentos e o Servico de Contratos do CPqRR, para obten¢do

dos custos com materiais de consumo.
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Para as estimativas de tempo de realizacdo dos testes diagndsticos foram considerados
o tempo gasto desde a coleta do material biologico até a liberagdo do resultado, assumindo
que o teste foi a atividade exclusiva realizada pelo profissional de saude durante aquele
periodo. Assumiu-se também que o teste seria realizado no mesmo local de coleta do material
biologico. Desta forma, nas estimativas realizadas ndo foram incluidos os custos relacionados
a transporte de amostras bioldgicas, do local de coleta para os laboratorios que realizaram o

teste.
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Quadro 4 Detalhamento dos itens incluidos nas estimativas de custo direto dos kits diagnosticos avaliados.

Kits de diagnéstico

Itens incluidos

IFI Leishmaniose Humana

Preco unitario de um teste; remunerag@o do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizac¢do do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo e agulha, seringa, tubo de sangue, alcool); materiais de
segurancga (luvas e mascaras); materiais de consumo (ponteiras e lampada do microscopio); manutencdo de equipamentos
(centrifuga, geladeira, estufa e microscopio de fluorescéncia) e calibragio (pipetas).

IT LEISH® em sangue capilar
digital

Prego unitario de um teste; remuneragdo do profissional de nivel técnico referente ao tempo de realizagdo do teste e
materiais de seguranca (luva e mascara).

IT LEISH® em soro

Preco unitario de um teste; remuneragdo do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizacdo do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo e agulha, seringa, tubo de sangue, alcool); materiais de
seguran¢a (luvas e mascaras); materiais de consumo (ponteiras) e manuten¢do de equipamento (centrifuga) e calibraggo

(pipetas).

Kalazar Detect'

Preco unitario de um teste; remunerag@o do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizag¢do do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo e agulha, seringa, tubo de sangue, alcool); materiais de
seguranga (luvas e mascaras) e manuteng@o de equipamento (centrifuga) e calibragio (pipetas).

Leishmania ELISA 1gG+IgM

Preco unitario de um teste; remunerag@o do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizacdo do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo, agulha, seringa e tubo de sangue); materiais de
seguranga (luvas e mascaras); materiais de consumo (ponteiras); manutengdo de equipamentos (centrifuga, geladeira e
estufa) e calibrago (pipetas).

Ridascreen® Leishmania Ab

Prego unitario de um teste; remuneragio do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizacdo do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo, agulha, seringa e tubo de sangue); materiais de
segurancga (luvas e mascaras); materiais de consumo (ponteiras); manutengdo de equipamentos (centrifuga e geladeira) e
calibragfo (pipetas).

Leishmania IFA 1gG

Prego unitario de um teste; remuneragio do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizacdo do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo, agulha, seringa e tubo de sangue); materiais de
seguranga (luvas e mascaras); materiais de consumo (ponteiras e ldmpada do microscopio), manuten¢éo de equipamentos
(centrifuga, geladeira, estufa e microscopio de fluorescéncia) e calibragéo (pipetas).

DAT-LPC

Prego unitario de um teste; remuneragio do profissional de nivel técnico referente ao tempo de coleta do material bioldgico e
realizacdo do teste; materiais para coleta de sangue (alcool, algoddo e agulha, seringa, tubo de sangue, alcool); materiais de
segurancga (luvas e mascaras);, materiais de consumo (ponteiras e microplaca de fundo V); manutengdo de equipamentos
(centrifuga e geladeira) e calibragio (pipetas).
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4.9 Analise de dados

Os resultados relacionados ao desempenho dos testes diagnosticos foram digitados em
bancos de dados construidos no Microsoft Office Excel®. A avaliacdo de desempenho dos
testes foi realizada com o auxilio do programa estatistico Epi-Info versdo 6.04 (CDC, Atlanta,
GA, USA), através do qual foram calculadas as taxas de sensibilidade, especificidade e seus
respectivos intervalos de 95% de confianca, para cada um dos testes sorologicos. J& para o
calculo de acuracia diagnostica e de seu intervalo de 95% de confianga, foi utilizado o
programa OpenEpi versdo 3.01.

O teste qui-quadrado foi utilizado para comparacdo das taxas de sensibilidade,
especificidade e acuracia diagnoéstica, entre os testes diagnosticos avaliados, considerando
nivel de significancia de 5%. Diferengas estatisticamente significativa ndo foram adicionadas
aos resultados da avaliagdo de desempenho em pacientes portadores de infecg¢do pelo HIV,
devido ao menor tamanho amostral utilizado neste grupo, que acarretou uma redugdo do
poder da andlise.

A concordéncia dos testes sorologicos foi calculada através do Indice Kappa também
utilizando o Epi-Info versdo 6.04. A interpretagdo de acordo com a escala de Shrout (1998),
esta demonstrada no Quadro 5.

Quadro 5 Interpretacdo de indice Kappa de acordo com Shrout (1998).

Indice 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

4.10 Aspectos éticos

O presente projeto, seguiu todas as normas de pesquisas envolvendo seres humanos
contidas na Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, para salvaguardar os
direitos ¢ o bem-estar das pessoas estudadas, sendo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPqRR/Fiocruz, através do CAEE 44549915.2.0000.5091 (parecer 1.808.889).

As amostras de soros de pacientes, utilizadas neste estudo sdo provenientes de dois
projetos que haviam sido previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do
CPgRR/Fiocruz. O projeto “Validagdo de teste rapido para o diagnostico da leishmaniose
visceral humana” através do parecer n°13/2003 e o projeto “Intensidade de infeccdo,
persisténcia parasitaria e perfil imune como preditores de evolugdo clinica de leishmaniose

visceral entre pacientes infectados ou ndo pelo HIV™, através do CAEE 0021.0.438.438-10.
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S RESULTADOS

5.1 Desempenho dos testes diagnosticos avaliados

Na andlise global dos testes avaliados, a sensibilidade variou de 72,9% (I1C95%: 63,8 —
80,5%) a 92,4% (IC95%: 85,6 — 96.,2%), sendo o Leishmania IFA 1gG e o DAT-LPC, os
testes que apresentaram menor ¢ maior sensibilidade, respectivamente. O Leishmania ELISA
IgG+IgM, apresentou sensibilidade de 75%, Kalazar Detect e IFI Leishmaniose Humana de
78%, 1T LEISH® de 85,6% e o Ridascreen® Leishmania Ab 90,5%. Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada entre a sensibilidade dos seguintes testes:
DAT-LPC x IFI Leishmaniose Humana, Kalazar Detect , Leishmania ELISA IgG+IgM e
Leishmania TFA 1gG; IT LEISH® x Leishmania ELISA IgG+IgM e Leishmania IFA IgG;
Ridascreen® Leishmania Ab x IFI Leishmaniose Humana; Kalazar DetectTM, Leishmania
ELISA IgG+IgM e Leishmania IFA IgG (Tabela 1).

Com relagdo a especificidade global, o IT LEISH® foi o teste mais especifico, com
96,6% (I1C95%: 91,1 — 98,9%) ¢ o Ridascreen® Leishmania Ab o menos especifico, com
80,5% (I1C95%: 72,0 — 87,0%). O Kalazar DetectTM, apresentou 95,8% de especificidade, o
DAT-LPC e o Leishmania IFA 1gG 95%, o Leishmania ELISA IgG+IgM 94,9% e o IFI
Leishmaniose Humana 84,9%. Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada
entre a IFI Leishmaniose Humana x todos os testes avaliados, com excecdo do Ridascreen®
Leishmania Ab e Ridascreen® Leishmania Ab x todos os testes, com excecdo da IFI
Leishmaniose Humana (Tabela 1).

Os testes que apresentaram melhor acurdcia diagnostica, na andlise global dos
pacientes foram o DAT-LPC (93.7%) e o IT LEISH" (91,1%), ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre eles. Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) foi
observada entre a acuracia dos seguintes testes: IT LEISH® x IFI Leishmaniose Humana,
Leishmania ELISA IgG+IgM e Leishmania 1FA IgG; DAT-LPC x IFI Leishmaniose
Humana, Kalazar Detect , Leishmania ELISA IgG+IgM, Ridascreen® Leishmania Ab e
Leishmania IFA 1gG (Tabela 1).
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Tabela 1 Sensibilidade, especificidade e acuracia diagnostica de kits diagndsticos disponiveis
comercialmente para leishmaniose visceral humana no Brasil.

Testes diaenésticos Sensibilidade® (%) Especificidade” (%) Acuricia® (%)
g IC 95% (n=118) IC 95% (n=119) IC 95% (n=237)
IFI Leishmaniose 78,0 84,9 81,4
Humana (69,2 — 84.9) (76,9 — 90.,5) (76,9 — 85,9)
85.6 9.6 o1l
ITLEISH (77.7-91.1) (91,1 - 98.9) (86,8 94.1)
78,0 958 86,0
Kalazar Detect (69.2 — 84.9) (90,0 — 98 4) (82,0 - 90.6)
Leishmania ELISA 75,0 94.9 8522
IgG-+IgM (65,8 82.5) (88,8 — 97,9) (80,1 — 89.2)
Ridascreen® 90,5 80,5 85,5
Leishmania Ab (83,3 — 94.9) (72,0 — 87,0) (80,4 — 89.4)
, . 72.9 95,0 84.0
Leishmania 1FA 1gG (63.8 — 80.5) (88.9—97.9) (78.8 — 88.1)
924 95,0 93,7
— * H > s
DAT - LPC (85,6 96.2) (88,9 97,9) (89,8 - 96,1)

Legenda: *Ainda ndo disponivel comercialmente no Brasil — prototipo.

* diferenca estatisticamente significativa entre as sensibilidades: IT LEISH® x Leishmania ELISA IgG+IgM
(p=0,043), Leishmania TFA 1gG (p=0,016); Ridascreen® Leishmania Ab x IFI Leishmaniose Humana
(p=0,009), Kalazar Detect” (p=0,009), Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,002), Leishmania IFA IgG
(p<0,001); DAT-LPC x IFI Leishmaniose Humana (p=0,002), Kalazar Detect” (p= 0,002), Leishmania
ELISA IgG+IgM (p<0,001), Leishmania IFA 1gG (p<0,001).

® diferenca estatisticamente entre as especificidades: IFI Leishmaniose Humana x IT LEISH® (p=0,002),
Kalazar Detect” (p=0,004), Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,010), Leishmania IFA 1gG (p=0,010), DAT-
LPC (p=0,010); Ridascreen® Leishmania Ab x IT LEISH® (p<0,001), Kalazar Detect” (p<0,001),
Leishmania ELISA 1gG+IgM (p<0,001), Leishmania IFA 1gG (p<0,001), DAT-LPC (p<0,001).

¢ diferenga estatisticamente significativa entre as acuracias: IT LEISH® x IFI Leishmaniose Humana
(p=0,002), Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,047), Leishmania 1IFA 1gG (p=0,018); DAT-LPC x IFI
Leishmaniose Humana (p<0,001), Kalazar Detect™ (p=0,013), Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,003),
Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,004), Leishmania IFA 1gG (p<0,001).

Para os pacientes ndo portadores de infec¢do pelo HIV, a sensibilidade dos testes
variou de 78,8% (IC95%: 67,9 - 86,8%) a 96,3% (1C95%: 88,7 — 99,0%), sendo o Leishmania
IFA IgG e o IT LEISH® aqueles que apresentaram menor e maior sensibilidade,
respectivamente. Os testes Ridascreen® Leishmania Ab, DAT-LPC, Kalazar Detect , IFI
Leishmaniose Humana e o Leishmania ELISA IgG+IgM apresentaram valores de
sensibilidades de 96,2%, 93,8%, 92,5%, 86,3% e 80%, respectivamente. Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada entre a sensibilidade dos seguintes testes:
IF1 Leishmaniose Humana x IT LEISH® e Ridascreen® Leishmania Ab; Leishmania ELISA
IgG+IgM x IT LEISH®, Kalazar Detect", DAT-LPC e Ridascreen® Leishmania Ab;
Leishmania IFA IgG x IT LEISH", Kalazar Detect ¢ DAT-LPC (Tabela 2).

Com relagdio a especificidade dos kits nos pacientes nio portadores de infecg¢do pelo
HIV, o DAT-LPC foi o teste mais especifico, com 97,5% (IC95%: 90,4 - 99,6%) e o
Ridascreen® Leishmania Ab o menos especifico, com 75,9% (IC95%: 64.8 - 84,6%). O IT
LEISH® e o Leishmania IFA 1gG, apresentaram 96,3% de especificidade, o Kalazar Detect”
95% e o Leishmania ELISA IgG+IgM 93,7%. Ja a especificidade da IFI Leishmaniose
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Humana foi de 82,5%. Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada entre a
especificidade dos seguintes testes: IFI Leishmaniose Humana x todos os testes avaliados,
com excecdo do Ridascreen® Leishmania Ab e Ridascreen® Leishmania Ab x todos os testes,
com excecdo da IFI Leishmaniose Humana, conforme mencionado anteriormente (Tabela 2).

O teste que apresentou melhor acuracia diagnostica para pacientes ndo portadores de
HIV foi o IT LEISH® (96,3%), seguido pelo DAT-LPC (95.6%) e pelo Kalazar Detect
(93,8%), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles. Diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) foi observada entre a acuracia dos seguintes testes: IT
LEISH® x IFI Leishmaniose Humana, Leishmania ELISA IgG+IgM, Ridascreen® Leishmania
Ab e Leishmania 1IFA IgG; DAT-LPC x IFI Leishmaniose Humana, Leishmania ELISA
IgG+IgM, Ridascreen® Leishmania Ab e Leishmania IFA IgG; Kalazar Detect” x IFI
Leishmaniose Humana, Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab (Tabela
2).

Para os pacientes portadores de infeccdo pelo HIV a sensibilidade dos testes variou de
47,4% (IC95%: 31,3 — 64,0%) a 89,5% (IC95%: 74,3 — 96,6%), sendo o Kalazar Detect’ € 0
DAT-LPC os testes que apresentaram menor e maior sensibilidade, respectivamente. O
Ridascreen® Leishmania Ab, apresentou sensibilidade de 78,9%, o Leishmania ELISA
IgG+IgM, de 64,9% e o IT LEISH" de 63,2%, ja a IFI Leishmaniose Humana e Leishmania
IFA IgG de 60,5% (Tabela 2).

Com relagdo a especificidade dos kits em portadores da infec¢do pelo HIV, o IT
LEISH®, Kalazar Detect” e Leishmania ELISA IgG+IgM, foram os mais especificos, com
97,4% (IC95%: 84,9 - 99,9%). Ja o teste Leishmania IFA IgG apresentou especificidade de
92,3% (IC95%: 78,0 - 98,0%) e os testes, IFI Leishmaniose Humana, Ridascreen®
Leishmania Ab e DAT-LPC, 89,7% (1C95%: 74,8 - 96,7%) (Tabela 2).

A melhor acurécia diagndstica, em portadores da infeccdo pelo HIV, foi apresentada
pelo DAT-LPC (89,6%), seguida pelo Ridascreen® Leishmania Ab (84.,4%), Leishmania
ELISA IgG+IgM (81,6%) e IT LEISH® (80,5%) (Tabela 2).

Importante ressaltar que, na analise de desempenho dos testes Leishmania ELISA
IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab, foram excluidos sete e trés pacientes,
respectivamente, que apresentaram resultado classificado como duvidoso. Dos sete pacientes
excluidos na andlise do Leishmania ELISA 1gG+IgM, um era portador da infecg¢do pelo HIV,
ja para o Ridascreen” Leishmania Ab, os trés pacientes excluidos eram ndo portadores da

infecgdo pelo HIV.



Tabela 2 Sensibilidade, especificidade e acuracia diagnostica de kits diagndsticos disponiveis comercialmente para leishmaniose visceral humana no
Brasil, estratificada para pacientes ndo portadores e portadores de infec¢do pelo HIV.

Nao portadores de infec¢iio pelo HIV Portadores de infec¢dao pelo HIV
Testes diagnosticos [ Qengibilidade® (%) | Especificidade’ (%) |  Acuricia® (%) Sensibilidade(%) | Especificidade (%) |  Acuracia (%)
IC 95% (n=80) IC 95% (n=80) IC 95% (n=160) IC 95% (n=38) IC 95% (n=39) IC 95% (n=77)
IFI Leishmaniose 86.3 82,5 84,4 60,5 89,7 75,3
Humana (76,3 - 92,6) (72,0 - 89,8) (78,0 - 89,2) (43,4 -75,5) (74,8 - 96,7) (64,7 - 83,7)
IT LEISH® 96,3 96,3 96,3 63,2 97,4 80,5
(88,7 -99,0) (88,7 -99,0) (92,1 - 98,3) (46,0 -77,7) (84,9 - 99,9) (70,3 - 87,8)
Kalazar Detect™ 92,5 95,0 93,8 474 97,4 72,7
(83,8 -96,9) (87,0 - 98,4) (88,9 - 96.,6) (31,3 - 64,0) (84,9 - 99,9) (61,9 - 81,4)
Leishmania ELISA 80,0 93,7 87,0 64,9 97,4 81,6
IeG+IgM (68,9 - 88,0) (85,2 -97,6) (80,8 -91,4) (47,4 -793) (84,9 - 99,9) (71,4 - 88,7)
Ridascreen® 96,2 75,9 86,0 78,9 89,7 84,4
Leishmania Ab (88,4 -99,0) (64,8 - 84.6) (79,7 - 90.6) (62,2 — 89.9) (74,8 - 96,7) (74,7- 90,9)
Leishmania IFA IgG 78,8 96,3 87,5 60,5 92,3 76,6
(67,9 - 86,8) (88,7 -99,0) (81,5-91,8) (43,4 -175,5) (78,0 - 98.0) (66,1 — 84.7)
. 93,8 97,5 95,6 89,5 89,7 89,6
AT =IHES (85.4-97.7) (90,4 - 99.6) (913 - 97.9) (743 96.6) (74.8 —96.7) (80.8 — 94.6)

Legenda: Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV); *Ainda ndo disponivel comercialmente no Brasil — prototipo.

* diferenca estatisticamente significativa para os pacientes néio portadores de infecgdio pelo HIV, entre as sensibilidades: IFI Leishmaniose Humana x IT LEISH®
(p=0,025), Ridascreen®™ Leishmania Ab (p=0,029); IT LEISH® x Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,002), Leishmania IFA 1gG (p=0,001); Kalazar Detect” x
Leishmania ELISA 1gG+IgM (p= 0,023), Leishmania IFA 1gG (p=0,013); Leishmania ELISA IgG+IgM x Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,002), DAT-LPC (p=
0,011); Ridascreen® Leishmania Ab x Leishmania IFA IgG (p=0,001); Leishmania IFA 1gG x DAT-LPC (p=0,006).

® diferenga estatisticamente significativa para os pacientes ndio portadores de infecgdio pelo HIV, entre as especificidades: IFI Leishmaniose Humana x IT LEISH®
(p= 0,005), Kalazar Detect™ (p=0,012), Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,030), Leishmania IFA IgG (p=0,005), DAT-LPC (p=0,002); IT LEISH® x Ridascreen®
Leishmania Ab (p<0,001); Kalazar Detect” x Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,001); Leishmania ELISA IgG+IgM x Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,002);
Ridascreen® Leishmania Ab x Leishmania IFA 1gG (p<0,001 ), DAT-LPC(p<0,001).

¢ diferenca estatisticamente significativa para os pacientes ndo portadores de infecgdo pelo HIV, entre as acuracias: IFI Leishmaniose Humana x IT LEISH®
(p<0,001), Kalazar Detect' (p=0,007), DAT-LPC (p=0,001); Leishmania ELISA IgG+IgM x IT LEISH® (p= 0,003), Kalazar Detect' (p= 0,042), DAT-LPC(p=
0,007); Ridascreen® Leishmania Ab x IT LEISH® (p=0,001), Kalazar Detect” (p=0,022), DAT-LPC (p=0,003); Leishmania IFA IgG x IT LEISH® (p=0,004),
DAT-LPC (p=0,009).
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5.2 Concordancia entre os testes diagnosticos avaliados

Na andlise global, a concordancia entre os testes diagndsticos variou de 0,57 (IC95%:
0,51 - 0,64) a 0,84 (IC95%: 0,78 - 0,91). A menor concordancia (0,57), classificada como
discreta, foi obtida ao se comparar as duas RIFIs (IFI Leishmaniose Humana e Leishmania
IFA IgG) e a maior concordancia (0,84), classificada como substancial, foi observada entre os
dois testes rapidos avaliados (IT LEISH" e Kalazar Detect ) (Tabela 3).

Em pacientes ndo portadores de infeccdo pelo HIV, a concordancia dos testes
diagndsticos variou de 0,54 (IC95%: 0,39 - 0,70) a 0,90 (IC95%: 0,74 — 1,06). Assim como
observado na andlise global, a menor concordancia (0,54), classificada como discreta, foi
obtida ao se comparar as duas RIFIs (IFI Leishmaniose Humana e Leishmania IFA IgG) e a
maior concordancia (0,90), classificada como substancial, também foi observada entre os dois
testes rapidos (IT LEISH® e Kalazar Detect'") (Tabela 3).

Em relagdo aos pacientes portadores de HIV, a concordincia entre os testes
diagndsticos variou de 0,45 (IC95%: 0,25 - 0,65) a 0,79 (IC95%: 0,56 — 1,02). A comparagdo
entre Kalazar Detect e o DAT-LPC, foi a que apresentou a menor concordancia (0,45),
sendo esta classificada como discreta. J& a comparacgdo entre Leishmania ELISA 1gG+IgM
com o Leishmania TFA 1gG e entre DAT-LPC e o Ridascreen® Leishmania Ab, foi a que

apresentou maior concordancia (0,79), sendo classificada como moderada (Tabela 3).



Tabela 3 Analise de concordancia dos kits diagndsticos
leishmaniose visceral humana no Brasil.
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disponiveis comercialmente para

Testes diagnosticos

Analise estratificada

Analise global Nao portadores Portadores de
de HIV HIV
indice Kappa indice Kappa indice Kappa
IC 95% IC 95% IC 95%

IFI
Leishmaniose
Humana

IT LEISH®

0,67 (0,60 - 0,73)

0,69 (0,53 - 0,85)

0,59 (0,37 - 0,82)

Kalazar Detect

0,63 (0,57 - 0,70)

0,64 (0,48 - 0,30)

0,57 (0,37 - 0,77)

Leishmania ELISA 1gG+IgM

0,61 (0,54 - 0,67)

0,56 (0,40 - 0,72)

0,71 (0,48 - 0,94)

Ridascreen” Leishmania Ab

0,62 (0,55 - 0,68)

0,64 (0,48 - 0,30)

0,54 (0,32 - 0,77)

Leishmania IFA IgG

0,57 (0,51 - 0,64)

0,54 (0,39 - 0,70)

0,63 (0,40 - 0,85)

DAT - LPC

0,60 (0,54 - 0,67)

0,62 (0,47 - 0,78)

0,56 (0,34 - 0,78)

IT LEISH®

Kalazar Detect

0,84 (0,78 - 0,91)

0,90 (0,74 - 1,06)

0,68 (0,46 - 0,91)

Leishmania ELISA 1gG+IgM

0,73 (0,67 - 0,80)

0,74 (0,58 - 0,90)

0,70 (0,47 - 0,93)

Ridascreen” Leishmania Ab

0,72 (0,66 - 0,78)

0,72 (0,56 - 0,88)

0,70 (0,48 - 0,92)

Leishmania IFA IgG

0,73 (0,67 - 0,80)

0,75 (0,59 - 0,91)

0,70 (0,47 - 0,93)

DAT - LPC

0,80 (0,73 - 0,86)

0,86 (0,70 - 1,02)

0,66 (0,45 - 0,38)

Kalazar
Detect’

Leishmania ELISA 1gG+IgM

0,73 (0,66 - 0,79)

0,77 (0,61 - 0,92)

0,62 (0,39 - 0,84)

Ridascreen” Leishmania Ab

0,64 (0,58 - 0,70)

0,67 (0,82 - 0,83)

0,53 (0,32 - 0,74)

Leishmania IFA IgG

0,71 (0,64 - 0,77)

0,75 (0,59 - 0,91)

0,60 (0,37 - 0,82)

DAT - LPC

0,69 (0,63 - 0,76)

0,81 (0,62 - 0,97)

0,45 (0,25 - 0,65)

Leishmania
ELISA
IgG+IgM

Ridascreen® Leishmania Ab

0,68 (0,62 - 0,74)

0,63 (0,47 - 0,78)

0,78 (0,56 - 1,00)

Leishmania IFA IgG

0,80 (0,73 - 0,86)

0,80 (0,64 - 0,96)

0,79 (0,56 - 1,02)

DAT - LPC

0,73 (0,66 - 0,79)

0,75 (0,59 - 0,91)

0,68 (0,46 - 0,90)

Ridascreen®
Leishmania Ab

Leishmania IFA IgG

0,66 (0,59 - 0,72)

0,62 (0,47 - 0,77)

0,73 (0,51 - 0,95)

DAT - LPC

0,74 (0,67 - 0,80)

0,71 (0,56 - 0,36)

0,79 (0,57 - 1,02)

DAT - LPC

Leishmania IFA IgG

0,72 (0,66 - 0,78)

0,76 (0,60 - 0,92)

0,64 (0,42 - 0,85)

Legenda: Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

5.3 Custo dos testes diagnésticos

O custo direto dos testes avaliados variou de R$ 15,47 (DAT-LPC) a R$ 56,10

(Leishmania IFA 1gG) (diferenca de 72,4%). O menor custo, que foi apresentado pelo DAT-

LPC esta principalmente relacionado ao custo de uma reagdo, estimado em R$ 2,09 (Tabela

4).

Em relacdo as RIFIs, o custo do diagndstico por paciente, utilizando o Leishmania IFA
IgG (Vircell S. L.) foi de R$ 56,10 e utilizando a IFI Leishmaniose Humana (Bio-
Manguinhos) foi de R$ 34,11. A diferengca observada entre os testes (R$ 21,99) esta

relacionada principalmente ao custo de uma reagdo (diferenca de 94,4%) do teste produzido

pela Vircell S. L em relagdo ao teste produzido por Bio-Manguinhos (R$ 27,00 x R$ 1,51/

uma reacdo) (Tabela 4). Importante destacar que o tempo gasto para realizagdo do

Leishmania TFA 1gG ¢ ligeiramente menor (141 minutos x 160 minutos) que o tempo

necessario a realizagdo da IFI Leishmaniose Humana, pois além das laminas do Leishmania
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IFA IgG ja virem sensibilizadas, os reagentes necessarios também ja se encontram prontos
para uso (Tabela 5).

Entre os testes imunocromatograficos, o custo do diagnostico por paciente, utilizando
o Kalazar Detect' foi de R$ 22,34, utilizando o IT LEISH® com sangue capilar digital foi de
R$ 26,82 e com soro foi de R$ 32,27 (Tabela 4). A diferenca observada (R$ 9,93) entre o
Kalazar Detect e o IT LEISH® com soro, esta relacionada principalmente ao custo de uma
reacdo (R$ 11,82 x R$ 20,83).

Comparando os ELISAs, o custo do diagndstico por paciente, utilizando o Leishmania
ELISA IgG+IgM (Vircell S. L.) foi de R$ 54,47 e utilizando o Ridascreen™ Leishmania Ab
(R-Biopharm AG) foi de R$ 41,57. A diferenga de R$ 12,90 entre o custo direto destes testes
estd relacionada principalmente ao custo com a remuneragdo do técnico de laboratério
(diferenca de 35,9%), que ocorre devido ao maior tempo (156 minutos x 100 minutos)
necessario para realizag@o do teste produzido pela Vircell S. L. em relagdo ao teste produzido
pela R-Biopharm AG (Tabela 5).

Em relagfo ao tempo médio gasto para realizacdo dos testes, o IT LEISH® quando
realizado em sangue capilar digital, foi o teste capaz de fornecer resultado em menor tempo
(30 minutos), seguindo do Kalazar Detect (46 minutos), do DAT-LPC (50 minutos) e do IT
LEISH® em soro (51 minutos) (Tabela 5).



Tabela 4 Itens incluidos nas estimativas de custos diretos dos testes diagnosticos.
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Teste diagndstico Itens incluidos na estimativa de custo Valor (RS) Fonte da informacao

Um teste 1,51 Ronaldo Barbosa, informagéo pessoal, Fundagdo Ezequiel Dias, 2017

Coleta de material bioldgico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneracéo do técnico de laboratério 29,45 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)
IFI Leishmaniose Humana | Materiais de seguranga 0,94 Banco de Precos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 0,55 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutencdo de equipamentos e calibragdo 0,85 Servi¢o de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 34,11

Um teste 20,83 BIO-RAD Laboratories, Inc.
IT LEISH® em sangue Remuneragio do técnico de laboratorio 5,52 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)
capilar digital Materiais de seguranga 0,47 Banco de Precos em Satide, Ministério da Saude

Total 26,82

Um teste 20,83 BIO-RAD Laboratories, Inc.

Coleta de material biologico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneragio do técnico de laboratdrio 9,39 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)
IT LEISH® em soro Materiais de seguranca 0,94 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 0,03 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragio 0,27 Servigo de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 32,27

Um teste 11,82 Inbios International, Inc.

Coleta de material biologico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneragio do técnico de laboratorio 8,47 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015))
Kalazar Detect’ Materiais de seguranga 0,94 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 0,03 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragio 0,27 Servi¢o de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 22,34

Um teste 22,38 Virion Diagnostica Ltda

Coleta de material bioldgico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

. . Remuneracdo do técnico de laboratério 28,71 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)

Leishmania ELISA — p SR -
IgG+igM Mater}a}s de seguranca 0,94 Banc.o de Precos em Saude, Mu.nsterlo da Saude

Materiais de consumo 0,86 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragéo 0,77 Servigo de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 54,47
Ridascreen” Leishmania Ab | Um teste 20,01 Alka® tecnologia
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Coleta de material biologico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneragio do técnico de laboratdrio 18,41 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)

Materiais de seguranga 0,94 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 0,86 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragdo 0,54 Servi¢o de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 41,57

Um teste 27,00 Virion Diagnostica Ltda

Coleta de material bioldgico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneracéo do técnico de laboratério 25,95 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)
Leishmania IFA 1gG Materiais de seguranca 0,94 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 0,55 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragéo 0,85 Servigo de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 56,10

Um teste 2,09 Edward Oliveira, informag&o pessoal, CPqRR/Fiocruz, 2017

Coleta de material biologico 0,81 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Remuneragio do técnico de laboratdrio 9,20 Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, MG (lei n° 10.898 de 30/12/2015)
DAT - LPC Materiais de seguranga 0,94 Banco de Pregos em Saude, Ministério da Saude

Materiais de consumo 1,89 Servigo de Contratos CPqRR/Fiocuz

Manutengdo de equipamentos e calibragdo 0,54 Servi¢o de Qualidade, Biosseguranga e Ambiente CPqRR/Fiocuz

Total 15,47

Legenda: Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR); Fundagido Oswaldo Cruz (Fiocruz); Minas Gerais (MG).
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Tabela 5 Custo direto e tempo para realizagdo dos testes em centro de referéncia para leishmanioses.

Teste diagnostico

Custo direto de um

Tempo para coleta e
processamento do

Tempo total para
realizacéo do teste,

teste (RS) material biolégico, em . «
. em minutos
minutos
IFI Leishmaniose Humana 34,11 30 160
®
IT LEISH em sangue 26.82 5 30
capilar digital
IT LEISH® em soro 32,27 30 51
Kalazar Detect’ 22,34 30 46
Leishmania ELISA
I9G %—IgM 54,47 30 156
Ridascreen™ Leishmania 41,57 30 100
Ab
Leishmania 1FA 1gG 56,10 30 141
DAT - LPC 15,47 30 50

Legenda: *Tempo desde a coleta e processamento do material bioldgico até a conclusdo do teste diagnostico
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6 DISCUSSAO

Testes diagnosticos com elevado desempenho, simplicidade de uso e baixo custo, que
possibilitem um amplo acesso e diagndstico acertado, sdo de extrema importancia para o
tratamento precoce dos pacientes e consequente reducdo da letalidade da LV humana no
Brasil. Entretanto, o arsenal diagnéstico disponivel para esta doenga € restrito, o que dificulta
a assisténcia eficiente aos pacientes nos servigos de saude, especialmente em areas remotas.

O limitado investimento no desenvolvimento de novas alternativas diagndsticas,
medicamentos e programas de controle para LV, provavelmente estd relacionado a populacio
frequentemente afetada por essa doenga, em geral, populagdes pobres, de paises com
desenvolvimento social e econdmico precario (Bern, Maguire e Alvar, 2008; WHO, 2010;
Hotez et al., 2016). A LV, assim como outras doengas denominadas “doencas tropicais
negligenciadas™, que afetam principalmente populagdes de baixa renda, ndo representam
mercado atrativo para o investimento das industrias, contribuindo para perpetuagdo do ciclo
da pobreza (DNDi, 2014).

Carvalho et al. (2015), avaliaram a protecdo patentaria relacionada as leishmanioses
no Brasil entre 2008 a 2012 e identificaram apenas 184 aplica¢des técnicas protegidas, sendo
a maioria relacionada ao tratamento (31%) e apenas 8% (14/184) relacionadas exclusivamente
ao diagnostico. Os autores destacam a pequena atividade inventiva no periodo e a necessidade
de que em médio prazo, as tecnologias identificadas tenham sofrido suficiente validagdo para
tornarem-se inovagdes disponiveis aos pacientes acometidos por estas doengas.

O pequeno numero de inovagdes tecnologicas mencionado por Carvalho et al. (2015)
para o diagnéstico das leishmanioses, ¢ reforcado e se comprova pelos poucos testes
diagnosticos para as leishmanioses registrados na ANVISA até dezembro de 2016. Nesta data,
nove testes apresentavam registro vigente, sendo apenas seis de fato, comercializados no
Brasil.

Importante ressaltar que a busca de registro de produtos para a satide na base de dados
da ANVISA ¢ limitada pelo uso de palavras-chave, o que pode acarretar viés de selecdo, caso
o nome do produto ndo contiver as palavras definidas na estratégia de busca. Este viés gerado
poderia ser evitado caso o banco de dados permitisse a realizagdo de buscas por doengas.
Assim, ¢ necessario o aperfeicoamento do mecanismo de busca de produtos para satude
registrados no Brasil.

Além de poucos kits disponiveis comercialmente para as leishmanioses no Brasil,

chamou a atencdo que a maioria deles (quatro kits) ndo tinha seu desempenho avaliado no
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pais. Foram encontradas publicagdes cientificas de avaliagdo de desempenho apenas para a
IFI Leishmaniose Humana e para o teste rapido IT LEISH® (Machado de Assis et al., 2008,
2011, 2012; Pedras et al., 2008; Amato et al., 2009; Cunningham et al., 2012; Peruhype-
Magalhées et al., 2012; Cota et al., 2013). Mesmo para estes testes diagndsticos, a maioria dos
estudos avaliaram pacientes imunocompetentes, sendo ainda mais limitados estudos avaliando
populagdes especificas, como pacientes portadores de HIV e criancas. Para fomentar
pesquisas no campo do diagnostico das leishmanioses em grupos especificos, seria apropriado
o MS abrir editais de financiamento para realizag¢do destes estudos.

Os testes diagnosticos disponiveis comercialmente no Brasil, mesmo sem
comprovagdo de desempenho no pais, sdo utilizados principalmente por laboratorios privados
de analises clinicas. O Ridascreen” Leishmania Ab, por exemplo, ¢ um ensaio
imunoenzimatico utilizado pelo laboratorio particular Hermes Pardini, Belo Horizonte, Minas
Gerais (Carolina Rodrigues, informagdo pessoal, Alka Tecnologia®, 2016), o Leishmania
ELISA IgG+IgM e o Leishmania IFA IgG sdo utilizados pelo Diagnostico das Américas S.A.
(DASA), Barueri, Sao Paulo e pelo laboratério do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo (Alessandra Taveira, informagao
pessoal, Virion Diagndstica Ltda, 2016). Mesmo ndo sendo disponibilizado pelo SUS, o
Leishmania ELISA IgG+IgM, é também utilizado pela FUNED, Belo Horizonte, Minas
Gerais, para o diagndstico de pacientes com suspeita de LV (Ronaldo Barbosa, informacéo
pessoal, FUNED, 2016).

E indispensavel a existéncia de estudos de validagdo no Brasil, antes da incorporagio
de testes diagnosticos na rotina de laboratdrios particulares e publicos, visto a importancia do
correto diagndstico para o tratamento e reducdo da letalidade da LV e dada conhecida
diferenga de desempenho de testes entre regides endémicas. Uma explicacdo para a existéncia
de testes diagnosticos para LV ndo avaliados ou insuficientemente avaliados, pode estar na
RDC n°36, de 26 de agosto de 2015, que regulamenta o registro de PDIV no pais. Apesar da
legislacdo exigir estudo de desempenho tanto no dossié técnico de registro do produto, como
no manual de instru¢do, observa-se que os requisitos solicitados sdo superficiais e pouco
especificos.

A fragilidade desta resolucdo € verificada, por exemplo, nos manuais de instru¢do dos
kits Leishmania IFA 1gG, Leishmania ELISA IgG+IgM e RIDASCREEN® Leishmania Ab,
que apresentam informacdes de desempenho insuficientes. Em alguns casos, sdo também
observados viés de amostragem e de mensura¢do. J4& no manual de instru¢do do IFI

Leishmaniose Humana ¢ verificado o total descumprimento da referida resolugéo, visto que
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ndo ¢ informado nenhum estudo de avaliacdo de desempenho deste teste. Seria importante que
a referida resolucdo fosse cumprida e exigisse estudo realizado no pais, seguindo
recomendac¢des como QUADAS (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies) e
STARD (Standards for Reporting Studies of Diagnostic Accuracy).

O desempenho dos testes diagnosticos apresentado neste estudo deve ser interpretado
com cautela, de acordo com a realidade de cada servico de satde. A analise global apresenta o
desempenho do teste diagnostico quando o clinico toma a decisdo sem conhecimento da
presenga ou ndo de infec¢do pelo HIV. Esta andlise é relevante, pois, no Brasil 59% dos casos
de coinfec¢do LV/HIV desconheciam seu status imunologico, antes de ser diagnosticado com
LV (Brasil, 2015¢). No entanto, ¢ importante destacar que neste estudo 32,8% dos pacientes
avaliados eram portadores de infecg¢do pelo HIV, sendo esta porcentagem superior aos 9,2%
de coinfeccdo LV/HIV, relatados no pais (Brasil, 2017). Desta forma, o desempenho dos
testes na analise global pode estar subestimado.

Como mencionado anteriormente, estudos avaliando o desempenho dos testes
diagndsticos, em geral, se restringem a pacientes ndo infectados por HIV, sendo poucos os
estudos que avaliam pacientes infectados por HIV.

Horst et al. (2009), em estudo realizado na Etiopia, avaliaram o desempenho do IT
LEISH® e do DAT-KIT em 153 pacientes com diagnéstico positivo para LV, confirmado
através de aspirado esplénico. Destes pacientes, 128 foram submetidos ao teste de HIV e
34,4% (44/128) foram HIV positivo. A sensibilidade do IT LEISH® e do DAT-KIT, na
analise global foi de 84,3% (129/153) e 94,1% (144/153); para os pacientes ndo portadores de
infeccdo pelo HIV foi de 86,9% (73/84) e 95.2% (80/84) e para os pacientes infectados pelo
HIV foi de 77,3% (34/44) e 88.,6% (39/44), respectivamente. No presente estudo, o IT
LEISH® e o DAT-LPC apresentaram semelhante sensibilidade na analise global (85,6% e
92.,4%, respectivamente) e na analise estratificada para pacientes infectados pelo HIV (63,2%
e 89,5%, respectivamente). Para pacientes ndo infectados pelo HIV, o DAT-LPC também
apresentou sensibilidade semelhante ao DAT-KIT (93,8%), ja o IT LEISH®, apresentou maior
sensibilidade no presente estudo (96,3%). Em relacdo a especificidade, no estudo de Horst et
al. (2009) foram avaliados 130 pacientes clinicamente suspeitos de LV negativos pelo DAT-
KIT. Nestes pacientes, o IT LEISH® apresentou especificidade de 91,5% (119/130),
semelhante ao observado no presente estudo.

Com relagdo ao desempenho dos testes diagndsticos avaliados no presente estudo, na
analise estratificada, a IFI Leishmaniose Humana apresentou sensibilidade de 86,3% e

especificidade de 82,5%, para pacientes ndo infectados pelo HIV. Desempenho semelhante
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foi observado em outro estudo brasileiro, em que este teste apresentou sensibilidade de 81% e
especificidade de 83,8% (Pedras et al., 2008) Os resultados obtidos no presente estudo,
também corroboram com estudo de revisdo sistematica com metanalise, em que o
desempenho sumarizado da técnica em pacientes ndo portadores de HIV, a partir de trabalhos
de diferentes paises, foi de 88% de sensibilidade e 90% de especificidade (Maia et al., 2012).

Para pacientes portadores de HIV, a IFI Leishmaniose Humana apresentou
sensibilidade de 60,5% e especificidade de 89,7%. Estudo de revisdo sistematica de trabalhos
publicados internacionalmente avaliando a RIFI em pacientes portadores da infec¢do pelo
HIV também apresentou semelhante sensibilidade e especificidade, sendo respectivamente
51% e 93% (Cota et al., 2012). Desta forma, se conclui que a RIFI, principal teste utilizado no
pais para o diagnostico da LV, ndo apresenta desempenho satisfatério para pacientes
portadores e ndo portadores de infec¢do pelo HIV.

Ainda assim, ¢ importante destacar que a IFI Leishmaniose Humana é o tnico kit
registrado na ANVISA que apresenta suficiéncia de producdo nacional, sendo disponibilizado
pelo MS para o diagnoéstico de rotina no SUS. Apesar da autonomia nacional de produgdo do
teste, a técnica necessita de infraestrutura, como microscopio de fluorescéncia, o que limita o
numero de laboratdérios preparados para sua execucdo e reduz o acesso dos pacientes ao
diagndstico. Este fato ¢ ainda mais preocupante quando se considera a letalidade da LV e a
importancia do diagndstico para o inicio do tratamento. Neste contexto, a substitui¢do da RIFI
por um teste mais simples, que possibilite descentraliza¢do e apresente alto desempenho é
essencial.

No presente estudo, o teste imunocromatogréafico IT LEISH® apresentou sensibilidade
e especificidade de 96,3% para pacientes ndo portadores de infeccdo pelo HIV. O
desempenho observado se aproxima de resultados obtidos em outros trabalhos que avaliaram
amostras de pacientes brasileiros, apresentando sensibilidade variando de 92 a 100% ¢ 95,6 a
100% (Amato et al., 2009; Cunningham et al., 2012). Boelaert et al. (2014), em estudo de
revisdo sistemadtica, avaliando o desempenho dos testes rapidos utilizando rK39 também
apresentaram desempenho semelhante ao encontrado no presente estudo, com sensibilidade de
91,9% e especificidade de 92,4%. Nesta revisdo sistematica, apenas quatro trabalhos incluidos
avaliaram especificamente o teste imunocromatografico IT LEISH®, apresentando de forma
sumarizada sensibilidade de 86,4% e especificidade de 94,4%.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com estudos internacionais, em
que o IT LEISH® apresentou sensibilidade variando de 88 a 100% e especificidade variando

de 89,8 a 99.2% (Marty et al., 2007; Abass et al., 2011, 2015; Canavate et al., 2011;
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Cunningham et al., 2012; Kumar et al., 2013; Mbui et al., 2013; Bezuneh et al., 2014). A
variagdo observada no desempenho do teste pode estar relacionada as diferentes regides em
que os estudos foram realizados.

Cunningham et al. (2012) avaliou a diferenca de desempenho de testes rapidos entre
pacientes residentes em trés regides endémicas. No oeste da Africa, o IT LEISH" apresentou
sensibilidade e especificidade de 87,2% e 96,4%, no Brasil de 92% e 95,6% e no
subcontinente indiano, de 98,8% e 97,6%, respectivamente. A menor sensibilidade observada
na Africa foi também relatada por outros autores que avaliaram este teste (Abass et al., 2011,
2015; Canavate et al., 2011; Mbui et al., 2013; Bezuneh et al., 2014). Esta diferenca de
desempenho pode ser atribuida principalmente a diversidade das espécies de parasitos,
podendo também estar relacionada a alta prevaléncia da coinfecgdo LV/HIV entre os
pacientes nesta regido (Mbui et al., 2013; Boelaert et al., 2014; Abass et al., 2015).

Para pacientes portadores de HIV, neste estudo o IT LEISH® apresentou sensibilidade
de 63,2% e especificidade de 97,4%. Estudos avaliando o desempenho de testes diagnosticos
neste grupo especifico de pacientes sdo escassos. No entanto, os resultados do presente estudo
sdo proximos aqueles apresentados por Horst et al. (2009), que na Etiopia observaram 77,3%
de sensibilidade e por Marty et al. (2007), que na Franga, observaram sensibilidade de 54%
para este teste. A maior sensibilidade do IT LEISH®, relatada por Abass et al. (2015) em
pacientes com HIV na Franca, 81,8%, pode estd relacionada ao pequeno tamanho amostral
(11 pacientes), avaliado no estudo.

O manual de instrugdo do IT LEISH®, informa que este teste apresenta 99% de
sensibilidade e 100% de especificidade. De acordo com o fabricante, foram avaliados 206
pacientes com LV e 269 individuos sauddveis ou com outras doencas. No entanto, ndo ¢
informado o teste utilizado como padrdo de referéncia para confirmagdo de casos e se havia
pacientes coinfectados no grupo avaliado.

Atualmente, o IT LEISH" ¢ o teste rapido disponibilizado no Brasil pelo MS para o
diagnostico da LV na rede publica. Por ser uma técnica de simples realizagao, interpretagdo e
que apresenta desempenho satisfatdrio para pacientes ndo portadores de HIV, sua utiliza¢do
foi considerada um grande avan¢o na abordagem diagnoéstica de pacientes suspeitos da LV no
pais. A disponibilizacdo deste teste permite maior descentralizagdo do diagnostico da LV,
visto que € padronizado para uso em soro e em sangue capilar digital. No entanto, ainda hoje
este teste vem sendo utilizado nos LACENS e servigos de referéncia em soro, o que restringe
sua utilizacdo e retarda o diagndstico do paciente, sem necessidade. Machado de Assis et al.

(2015) demonstraram em Ribeirdo das Neves, Minas Gerais, que a implantacdo do IT
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LEISH®, em servigos de atengdo primaria ¢ factivel e estd indicada. Assim, espera-se em um
futuro proximo, que o IT LEISH® esteja disponivel nos servigos de atengdo priméria a saude
do Brasil, especialmente em municipios endémicos.

De maneira geral, os resultados do presente estudo confirmaram que o IT LEISH" ¢
teste util e aplicavel ao diagndstico de pacientes ndo portadores de infeccdo pelo HIV e que
sua utilizacdo no diagndstico de pacientes portadores de HIV ¢ limitada, tendo em vista a
baixa sensibilidade do teste neste grupo. Em coinfectados, um paciente com clinica sugestiva
e IT LEISH®™ negativo ndo deveria ter o diagndstico da LV excluido, devendo ser utilizada
outra abordagem diagnostica, para confirmar a auséncia da doenga.

No presente estudo, o Kalazar Detect  apresentou sensibilidade e especificidade de
92,5% e 95,0% para pacientes ndo portadores de HIV e de 47,4% e 97,4%, para pacientes
portadores de HIV, respectivamente. Em outro estudo realizado no Brasil, este teste
apresentou sensibilidade e especificidade de 72,4% e 99,6% para pacientes ndo portadores de
HIV e 60% e 100% para portadores de HIV, respectivamente (Moura et al., 2013). A
diferenga observada no desempenho dos pacientes ndo portadores de HIV entre os estudos
pode estar relacionada ao diferente critério utilizado como padréo de referéncia. No estudo de
Moura et al. (2013), foram considerados como casos, pacientes com febre e esplenomegalia
que apresentavam exame direto ou cultura positivos e/ou RIFI positiva, ou ainda que mesmo
sem confirmagdo laboratorial, apresentavam resposta terapéutica favoravel. Este amplo
critério de defini¢do de LV utilizado, pode estar relacionado a menor sensibilidade observada
para o Kalazar Detect .

Os resultados obtidos para o Kalazar Detect” no presente estudo, corroboram com
outros estudos realizados no Brasil, por Carvalho et al. (2003) e Cunningham et al. (2012),
que relataram sensibilidade variando de 84,7 a 90% e especificidade variando de 96,8 a 100%
para pacientes ndo portadores de HIV.

Entre os testes comerciais avaliados, o Kalazar Detect foi o tnico que apresenta no
manual de instrucdo estudo de desempenho realizado no Brasil. De acordo com fabricante,
foram avaliados 128 pacientes com exame parasitologico positivo para LV e 59 com
diagnéstico negativo. Nesta avaliacdo, o Kalazar Detect  apresentou sensibilidade de 89,8% e
especificidade de 100%.

Assim como verificado para o IT LEISH®, as diferengas geograficas também afetam o
desempenho do Kalazar Detect (Diro et al., 2007; Boelaert et al., 2008; Pattabhi et al., 2010;
Canavate et al., 2011; Cunningham et al., 2012; El-Moamly et al., 2012; Bezuneh et al.,

2014). Cunningham et al. (2012), avaliaram o Kalazar Detect em diferentes regides e
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relataram sensibilidade e especificidade de 67,6% e 90,8% no oeste da Africa, 84,7% e 96,8%
no Brasil e 99,6% e 96,0% no subcontinente indiano, respectivamente. Como relatado
anteriormente, esta diferenga de desempenho pode ser atribuida a diversidade da regido
antigénica da cinesina entre as espécies dos parasitos e as diferengas nas concentra¢des do
anticorpo anti-rK39, que por sua vez, podem estar ligadas a diferentes padrdes de idade,
resposta imunologica e ao estado nutricional do paciente (Cunningham et al., 2012; Abass et
al., 2015).

Em estudo de revisdo sistematica com metanalise realizado por Boelaert et al. (2014),
os testes rapidos utilizando rK39 apresentaram sensibilidade de 91,9% e especificidade de
92,4%. Nesta revisdo sistematica, foram analisados separadamente também os estudos que
utilizaram o Kalazar Detect " e o IT LEISH®, apresentando sensibilidade e especificidade de
91,3% e 91,2%, 86,4% e 94,4%, respectivamente. De acordo com os autores deve-se
interpretar com cuidados esta diferenca de desempenho, visto que foram incluidos nesta
revisdo sistematica 11 estudos que avaliaram o Kalazar Detect e apenas quatro estudos
avaliando o IT LEISH®. No presente estudo, assim como relatado na revisdo sistematica de
Chappuis et al. (2006), a marca do teste rapido utilizado ndo influenciou significativamente o
desempenho da técnica.

Na analise global realizada neste estudo, o IT LEISH® e o Kalazar Detect  foram os
testes que apresentaram maior concorddncia no diagndstico de pacientes (Indice Kappa =
0,84). Este resultado possivelmente esta relacionado a ambos os testes utilizarem plataformas
semelhantes e 0 mesmo antigeno. Apesar do desempenho semelhante dos testes, um dos
fatores que limita a utilizacio do Kalazar Detect” ¢ sua padronizagdo apenas para uso em
SOro0.

Tratando-se de uma doenga como a LV, que atinge popula¢des pobres que muitas
vezes vivem em locais de dificil acesso, pouca infraestrutura e ainda com agravante de ser
potencialmente letal, a obten¢do do resultado do diagndstico de forma imediata é essencial.
Desta forma, testes imunocromatograficos que possam ser utilizados com sangue capilar
digital, possibilitam maior descentralizacdo, sendo um grande avango para o diagnostico e
consequentemente para o controle da doenca. No geral, assim como o IT LEISH®, o Kalazar
Detect também apresentou satisfatério desempenho para o diagndstico de pacientes ndo
portadores de HIV, mas, ndo para pacientes portadores de HIV.

Importante mencionar que o Kalazar Detect " foi disponibilizado no Brasil, de 2009 a
2014, mesmo possuindo registro vencido em 2010 na ANVISA e ndo dispondo de estudo de

validacdo no pais quando foi disponibilizado. O fato dos dois testes rapidos que ja foram
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disponibilizados no pais, dependerem de importagdo, o IT LEISH® sendo produzido na
Franga e o Kalazar Detect nos Estados Unidos, evidencia também a necessidade de se
incentivar a produ¢@o nacional de testes imunocromatograficos. Ressalta-se que, apds vinte
anos, a vigéncia do deposito usando o rK39 para o diagnostico se encerrou em 2013, caindo
em dominio publico, o que possibilita a padronizacdo e produgdo nacional de testes
diagndsticos para LV utilizando este antigeno.

No presente estudo, o kit Leishmania ELISA IgG+IgM apresentou sensibilidade e
especificidade de 80,0% e 93,7% respectivamente, para pacientes ndo portadores de HIV. Nao
foram encontrados estudos brasileiros avaliando este teste. Kili¢ et al. (2008), na Turquia,
relataram sensibilidade de 95,8% (23/24) e especificidade de 82,8% (29/35), quando o teste
foi comparado ao exame parasitologico direto e a cultura. Mandal et al. (2008), na India,
apresentaram 100% (16/16) de sensibilidade e 87% (40/46) de especificidade. A divergéncia
entre os resultados aqui observados e os estudos mencionados pode estar relacionada ao
pequeno tamanho amostral utilizado nos dois trabalhos citados.

De acordo com o manual de instru¢do do Leishmania ELISA IgG+IgM, este teste
obteve sensibilidade e especificidade de 97% e 99%, respectivamente, em uma avaliagdo de
138 amostras de soro/plasma, sem distingdo de quantos casos e controles e utilizando como
padrdo de referéncia um kit de RIFI. Apesar da falta de padrdo ouro para estudos de avaliagdo
de desempenho de testes diagnosticos para LV, chama atengdo a utilizagdo da RIFI como
padrdo, visto que a técnica apresenta desempenho insatisfatério. O maior desempenho
demonstrado no manual, comparado com o resultado obtido neste estudo (sensibilidade de
80% e especificidade de 93,7%), pode estar relacionado tanto a selecdo das amostras
avaliadas, visto que ndo ¢ especificado o numero de casos e de controles, como ao padrdo de
referéncia empregado. Validar um teste soroldgico comparando com outro de mesma
metodologia e inferior desempenho é abordagem inadequada, pelo viés de sele¢do de
amostras gerado. Desta forma, fica clara a necessidade de estabelecer requisitos minimos
necessarios para estudos de avaliacdo de desempenho para kits diagndsticos a serem
registrados no pais.

O kit Ridascreen® Leishmania Ab, avaliado neste estudo, apresentou sensibilidade de
96.2% e especificidade de 75,9% para pacientes ndo portadores de HIV. Harizanov, et al.
(2013), na Bulgaria, obtiveram 87,5% (28/32) sensibilidade para este kit. Assim como
observado para o kit Leishmania ELISA IgG+IgM, os estudos que avaliam o desempenho

deste teste comercial também utilizam pequeno tamanho amostral, este fato pode estar
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relacionado a diferenca de desempenho observado entre o presente estudo e o trabalho
apresentado.

O manual de instrug¢do do Ridascreen® Leishmania Ab, relata sensibilidade de 87,5%
e especificidade de 88,7%, sendo utilizado como padrdo de referéncia outros dois ELISAs
comerciais. Outras informa¢des a respeito de como esta avaliagdo de desempenho foi
realizada ndo s@o fornecidas pelo fabricante. O padrdo de referéncia utilizado é inadequado e
a falta de informag@o sobre o estudo realizado reforca a necessidade de melhor padronizagao
para os estudos de desempenho descritos nos manuais de instru¢do dos kits diagnodsticos
registrados no pais.

Para pacientes ndo portadores de HIV, verifica-se no presente estudo diferenca de
sensibilidade e especificidade significativa entre os dois ELISAs comerciais avaliados, e
concordéncia classificada como moderada (Indice Kappa = 0,68). O Ridascreen® Leishmania
Ab, apresenta maior sensibilidade (96,2%) em comparacdo com Leishmania ELISA 1gG+IgM
(80%), no entanto perde em termos de especificidade (78,9% x 93,7%, respectivamente). Em
estudo de revisdo sistematica com metanalise, Maia et al. (2012) avaliaram a técnica
utilizando o antigeno rK39 e extrato bruto, e relataram sensibilidade e especificidade de 92%,
81% e 87% e 77%, respectivamente. No entanto, como os fabricantes dos ELISAs avaliados
no presente estudo ndo informam qual o antigeno utilizado no teste, fica dificil fazer qualquer
comparacgao.

Neste estudo, o Leishmania IFA IgG, apresentou sensibilidade de 78,8% e
especificidade de 96,3%. Na literatura ndo foram encontrados estudos de avaliacdo de
desempenho deste teste. No manual de instrucdo, o fabricante informa que em uma analise de
141 amostras de soro (ndo especificando quantos casos e controles), utilizando outro kit de
RIFI como teste de referéncia, foi obtida sensibilidade e especificidade de 100% para o
Leishmania TFA IgG. Assim como verificado nos manuais de instru¢do dos ELISAs
comerciais descritos anteriormente, esta avaliacdo de desempenho apresentada pelo fabricante
também € passivel de questionamentos, visto o baixo desempenho observado pela técnica
utilizada como padrao de referéncia e a falta de informagao dos pacientes utilizados.

Em estudo de revisdo sistematica avaliando o desempenho de técnicas diagndsticas em
pacientes portadores da infeccdo pelo HIV, Cota et al. (2012) observaram para o ELISA (sem
distin¢do do tipo de antigeno utilizado) sensibilidade e especificidade de 66% e 90% e para a
RIFI, 51% e 93%. Estes resultados corroboram aos dados obtidos no presente estudo para este
grupo de pacientes, em que o kit Leishmania ELISA IgG+IgM apresentou sensibilidade e
especificidade de 64,9% e 97,4%, o Ridascreen® Leishmania Ab 78,9% e 89,7% € o
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Leishmania TFA 1gG 60,5% e 92,3%, respectivamente. A baixa sensibilidade dos testes
soroldgicos RIFI e ELISA para o diagndstico de LV em pacientes coinfectados também foi
confirmada por Medrano et al. (1998) em numero limitado de amostras, relatando
sensibilidade de 11% (2/18) para a RIFI e 22% (4/18) para o ELISA.

De maneira geral, os resultados do presente estudo demonstram que o Leishmania
ELISA IgG+IgM, Ridascreen® Leishmania Ab e Leishmania IFA 1gG, apresentam limitado
desempenho para o diagnostico de pacientes com suspeita de LV no Brasil, tanto na analise
global, como na estratificada para pacientes portadores e ndo portadores de HIV.

No presente estudo, o DAT-LPC apresentou sensibilidade de 93,8% e especificidade
de 97,5% para pacientes ndo portadores de HIV. Outros estudos brasileiros avaliando este
teste apresentaram semelhante desempenho, com sensibilidade, variando de 90 a 100% e
especificidade variando de 96 a 98,2% (Machado de Assis et al., 2011; Oliveira et al., 2011,
2013). Importante mencionar, que parte das amostras utilizadas no presente estudo estio
sobrepostas com as usadas por Machado de Assis et al. 2011.

A sensibilidade do DAT estimada em estudo de revisdo sistematica se aproxima a
observada para o DAT-LPC no presente estudo, 94,2% x 93,8%, respectivamente. Ja a
especificidade apresentada na revisdo sistemdtica foi inferior, 89,9% X 97.5%,
respectivamente (Maia et al., 2012). Esta diferenca de especificidade pode estar relacionada
aos diferentes tipos de DATs utilizados nos estudos incluidos nesta revisdo sistematica, visto
que foram avaliados o DAT-LPC, DAT-ITM e DAT desenvolvido “in house” e também ao
grupo amostral utilizado como controle nos estudos incluidos nesta revisdo sistematica.
Diversos estudos utilizam como grupo controle, pacientes que apresentam outras doengas ou
pacientes saudaveis, e ndo os pacientes com clinica sugestiva de LV que de fato, na pratica
clinica, serdo submetidos ao diagndstico.

Para pacientes portadores de HIV, o DAT-LPC, apresentou sensibilidade de 89,5% e
especificidade de 89,7%. Horst et al. (2009) também relataram semelhante sensibilidade para
o DAT-KIT (88,6%) neste grupo de pacientes.

Importante mencionar que, para o diagnostico da LV, ndo existe um consenso em
termos de sensibilidade e especificidade minima requerida para um teste diagnostico. A
definicdo de um “Product Target Profile” (“Perfil alvo do produto”), levando em conta o
desempenho, custo-efetividade, autonomia nacional e acesso diagnostico torna-se de extrema
importancia, a fim de garantir a qualidade da assisténcia ao paciente com suspeita de LV.

De acordo com Boelaert et al. (2007), para detec¢do de novos casos de LV, a

sensibilidade e especificidade minima exigida para um teste diagnostico, seria >95% e >98%,
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respectivamente. Seguindo estes parametros, na analise global ou estratificada, nenhum dos
testes diagnosticos avaliados no presente estudo apresenta desempenho ideal. Ao se
considerar como desejavel a acuracia diagnostica minima de 95%, apenas na analise
estratificada para pacientes ndo portadores da infeccdo pelo HIV, o IT LEISH" (96,3%) e o
DAT-LPC (95,6%), atingem o limiar desejado. Ao se considerar como desejavel a acuracia
diagndstica minima de 90%, na andlise global o IT LEISH"® (91,1%) e 0 DAT-LPC (93,7%)
também apresentam o desempenho requerido, ja na andlise estratificada, para pacientes nio
portadores da infeccdo pelo HIV além dos testes mencionados, o Kalazar Detect também
apresenta acuracia de 93,8% neste grupo. J& para pacientes portadores da infec¢do pelo HIV,
nenhum dos testes avaliados apresenta acuracia >90%, sendo o DAT-LPC, o teste que mais se
aproxima (89,8%).

Do ponto de vista do desempenho dos testes diagndsticos avaliados, o DAT-LPC se
mostrou o mais indicado para substituicdo da RIFI, como técnica diagnostica para ser
disponibilizada pelo MS no Brasil. Outros trabalhos publicados reforcam a necessidade de
substitui¢do da RIFI e apontam o DAT-LPC como um candidato potencial (Pedras et al.,
2008; Cota et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Machado de Assis et al., 2016a).

Os beneficios do DAT-LPC védo além do bom desempenho, estdo relacionados
também a autonomia nacional de produ¢do. Desta forma, o desenvolvimento do DAT-LPC
mostra que € possivel a produgdo nacional de um teste de elevada acurécia, robusto, de
simples realizacdo e ainda com a vantagem de permitir a descentralizacdo do diagnostico,
aumentando o acesso dos pacientes. A substituicdo da RIFI pelo DAT-LPC ¢é simples e viavel
e certamente aumentaria o acesso ao diagndstico da doenca no Brasil (Machado de Assis et
al., 2015).

No geral, o DAT-LPC apresentou satisfatorio desempenho para portadores e ndo
portadores de HIV. A caracteristica de estar indicado para uso em coinfectados pelo HIV o
destaca de qualquer outro teste avaliado, visto que, € reconhecido que testes imunologicos
apresentam elevado valor diagndstico para pacientes imunocompententes, mas, valor limitado
para o diagndstico de pacientes com HIV (Cota et al., 2013). Neste sentido, um teste
diagndstico que seja aplicado a este grupo de pacientes torna-se ainda mais valioso.

Uma das dificuldades encontradas em estudos de avaliagdo de desempenho de testes
diagnosticos para LV € a auséncia de um padrdo-ouro ou teste-referéncia para classificagdo
dos casos e controles, visto que o padrao utilizado afeta diretamente as taxas de sensibilidade
e especificidade dos testes avaliados. Ao utilizar um padrio de referéncia que apresenta baixa

sensibilidade, casos verdadeiramente positivos, podem ser classificados como ndo portadores
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de LV, sendo entdo considerados como falsos-positivos quando avaliados por outros testes,
que desta forma, terd sua especificidade reduzida.

No presente estudo, foi utilizado o exame parasitoldgico de aspirado de medula 6ssea
como padrdo de referéncia, por ser esta a técnica de confirmagéo classica para o diagndstico
da LV. Apesar da alta especificidade, a sensibilidade da técnica é muitas vezes insuficiente,
variando de 53% a 86% (WHO, 2010). Na tentativa de reduzir o viés acarretado pela baixa
sensibilidade, todos os controles incluidos no presente estudo, apresentavam além de exame
parasitoldgico negativo, confirmacdo de outra doenga.

Uma recente iniciativa nacional poderd compensar o fato da ANVISA nao ser exigente
nos estudos de validagdo apresentados pelas empresas para registro dos testes diagnosticos
comercializados. Considerado um avango no pais, a criagdo da Comissdo Nacional de
Incorporagdo de Tecnologias no SUS (Conitec), tem por objetivo assessorar o MS nas
atribuicdes relativas a incorporagdo, exclusdo ou alteragdo de tecnologias em satude pelo SUS.
Com a criagdo da Conitec, através da lei n°12.401 de 28 de abril de 2011, para a incorporagéo
de nova tecnologia no SUS passa a ser exigido estudo de avalia¢cdo econdomica comparando a
tecnologia solicitada com as tecnologias em saude disponibilizadas. Ressalta-se, entretanto,
que a comercializa¢do para o mercado privado ndo estéd sujeita a avaliagcdo pela Conitec e que
ainda ndo estdo disponiveis estudos da Conitec para diagnostico da LV. Importante destacar
que, a decisdo de incorporar o IT LEISH® ao SUS em 2015 pelo MS néo foi tomada levando
em consideracdo recomendacdo produzida pela Conitec.

Devido a importancia das avaliagdes econdmicas em saude para fornecer aos gestores,
informacgdes baseadas em evidéncias e desta forma auxiliar no processo decisério de
incorporagdo de novas tecnologias, foi realizada neste estudo uma avaliagdo econdmica
parcial, através da estimativa dos custos diretos dos testes diagnosticos avaliados. Nao foi
objetivo do presente trabalho realizar analise de custo-efetividade, embora o presente grupo
de pesquisa tenha previsto sua realiza¢do, em continuidade a este estudo.

Em um pais como o Brasil, onde 75% da populacdo dependente exclusivamente do
sistema publico de saude, que prevé cobertura universal, a discussdo econdmica ¢
especialmente importante (Brasil, 2009). Além da melhoria da atengdo a saude para o
paciente, a incorporagdo de uma nova tecnologia, pode significar at¢é mesmo economia de
recursos quando o procedimento disponivel e que sera substituido € oneroso para o sistema.

No presente estudo, dos sete testes diagnosticos avaliados, o DAT-LPC foi o que
apresentou menor custo direto, estimado em R$ 15,47. Machado de Assis et al. (2015),

estimaram o custo direto para este mesmo teste em US$ 5,44 (R$ 12,04), tendo como base o
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ano de 2012 e apontaram a viabilidade da descentralizagdo do DAT-LPC, a fim de aumentar o
acesso ao diagnostico da LV no pais. Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisa estimou o
custo direto do DAT-LPC em US$ 4,92 (R$ 12.3), ano base 2014. Na ocasido, foi também
realizada uma analise de custo-efetividade de diferentes testes diagnosticos para LV (DAT-
LPC; IT LEISH®, Kalazar Detect', IFI Leishmaniose Visceral Humana, exame parasitolégico
direto e PCR), sendo o DAT-LPC considerado o teste mais custo-efetivo (Machado de Assis
et al., 2016a).

A estimativa de custo direto do DAT-LPC deve ser interpretada com cautela, visto que
este teste ndo estd disponivel comercialmente, portanto, no custo de uma reacdo ndo estio
inclusos valores de embalagens, fretes e outros itens adicionais de produgdo. Atualmente, a
Presidéncia da Fiocruz, Bio-Manguinhos ¢ um laboratério privado de produgdo de kits
diagndsticos estdo em fase de transferéncia de tecnologia, buscando a produgdo nacional do
DAT-LPC para o mercado publico e privado.

Entre os kits comerciais avaliados neste estudo, as menores estimativas de custo
direto foram dos testes imunocromatograficos, Kalazar Detect ', estimado em R$ 22,34 e IT
LEISH® realizado em sangue capilar digital, estimado em R$ 26,82. Ja o IT LEISH®, quando
realizado em soro teve seu custo direto estimado em R$ 32.27. Embora o custo do Kalazar
Detect  seja inferior ao do IT LEISH®, independente da amostra biologica utilizada, deve-se
levar em consideragdo que neste estudo ndo foram considerados gastos com transporte de
amostra bioldgica, do local que esta ¢ coletada, ao laboratorio que realiza o teste. Neste
contexto, todas as estimativas de custo-direto realizadas, com exce¢do do IT LEISH® em
sangue capilar digital, podem estar subestimadas.

Na andlise de custo-efetividade conduzida por Machado de Assis et al. (2016a),
quando comparou-se os dois testes rapidos, IT LEISH® x Kalazar Detect , o primeiro
mostrou-se estratégia custo-efetiva. Na ocasido, o custo direto do IT LEISH®, realizado em
sangue capilar digital, foi de US$ 6,57 (R$ 16.5) e do Kalazar Detect US$ 7,45 (RS 18.7).
A anilise de sensibilidade mostrou que se o custo direto do Kalazar Detect  fosse reduzido
até US$ 6,33 (R$ 15,89), este passaria a ser mais custo-efetivo.

A TFI Leishmaniose Humana, tnico teste comercialmente disponivel que apresenta
suficiéncia de produ¢do nacional para o diagnostico da LV no Brasil, foi o teste avaliado que
apresentou menor custo de uma rea¢do (R$ 1,51), refor¢cando a necessidade de se incentivar a
producdo nacional de testes diagnosticos. Entretanto, o custo direto estimado para este kit (R$
34,11) ainda ¢ superior ao do DAT-LPC (R$ 15.,47) e de outros testes comerciais, tais como o

teste rapido Kalazar Detect (R$ 22,34) ¢ o IT LEISH® em sangue (R$ 26.,82). Isso ocorre,



83

pois, a RIFI ¢ uma técnica que requer elevada infraestrutura laboratorial, que
consequentemente necessita de gastos com materiais de consumo e manutencdo de
equipamentos e tempo para realizacdo do teste, elevando seu custo. Desta forma, assim como
relatado por Machado de Assis et al. (2015), do ponto de vista econdomico e considerando
apenas o custo direto, a substitui¢do da IFI Leishmaniose Humana pelo DAT-LPC também ¢
recomendada no presente estudo.

Os testes comerciais que apresentaram maior custo direto foram Leishmania IFA 1gG
(R$ 56,10), Leishmania ELISA IgG+IgM (R$ 54,47) e o Ridascreen” Leishmania Ab (R$
41,57). Observa-se, no entanto, que o elevado custo destes testes, ndo foi compensado pelo
desempenho apresentado neste estudo.

Dos testes avaliados, o IT LEISH® e o DAT-LPC foram os testes que forneceram
resultados em menor tempo, estimados respectivamente em 30 e 50 minutos. Estes resultados,
associados ao elevado desempenho e custo direto observado no presente estudo, refor¢am a
indicacdo de substituicdo da RIFI pelo DAT-LPC como perspectiva de curto a médio prazo e
apoiam a decisio do MS de substituir o Kalazar Detect pelo IT LEISH® em 2015,
ressaltando a viabilidade de utilizacdo do IT LEISH® em sangue.

Um ponto forte da andlise econdomica realizada neste estudo, diz respeito a
mensuracdo dos custos diretos através da técnica de microcusteio. Esta abordagem permite
um elevado grau de detalhamento, pois sdo somados os valores de todos os procedimentos e
processos individuais, para entdo gerar o custo direto total do teste diagndstico avaliado
(Frick, 2009). No entanto, tem-se como limitagdo do estudo, o fato das estimativas de custos
terem sido calculadas a partir do pressuposto de que ndo s@o necessarios novos investimentos
financeiros significativos na infraestrutura laboratorial para realizag¢do dos testes.

Como perspectivas futuras destaca-se: preparacdo de recomendagdes e sugestdes a
serem enviadas a ANVISA, sobre o mecanismo de busca de produtos para saide e a RDC n°
36 de 26 de agosto de 2016, que regulariza o registro de PDIV no pais; avaliacdo da qualidade
da informacdo disponivel nos manuais de instru¢do de uso dos testes diagndsticos avaliados,
visto que frequentemente foram encontrados erros de redagdo, informagdes desatualizadas e
ambiguas, dificultando o correto entendimento; avaliacdo de desempenho do NovaLisa ™
Leishmania infantum IgG, visto que a empresa Novatec Immundiagnostica GMBH, foi a
unica que ndo aceitou a proposta de parceria realizada e desta forma, este € o Unico teste
diagndstico comercialmente disponivel para o diagnostico de LV que ndo apresenta estudo de
avalia¢do de desempenho no Brasil; desenvolvimento de algoritmos aplicados ao diagnostico

da doenga e realizagdo de andlise de custo-efetividade e impacto-orcamentério, a fim de
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fornecer uma avaliacdo econdomica completa ao MS, de todos os testes diagnosticos

disponiveis comercialmente para LV no Brasil.
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7 CONCLUSOES

Este estudo realizou avaliagdo de desempenho e estimativa de custo direto do DAT-
LPC e de seis kits registrados na ANVISA para o diagnostico da LV. Na andlise global dos
testes, apenas 0 DAT-LPC e o IT LEISH" apresentaram acuracia diagndstica acima de 90%,
sendo 93,7% e 91,1%, respectivamente. Na analise estratificada para pacientes ndo portadores
de HIV, além dos testes citados, o Kalazar Detect  também apresentou acurdcia superior a
90%. Ja para pacientes portadores de HIV, nenhum teste apresentou acuracia maior que 90%,
sendo o DAT-LPC, o teste que apresentou maior acuracia (89,8%) neste grupo de pacientes.

Além da elevada acuracia obtida para os testes imunocromatograficos neste estudo, o
IT LEISH® e¢ o Kalazar Detect  foram também os testes que apresentaram maior
concordancia no diagndstico (Indice Kappa = 0,84). No entanto, o fato do IT LEISH® ser
padronizado para uso em sangue capilar digital, permite maior descentralizacdo do
diagndstico e consequentemente maior controle da LV.

Em relagdo aos custos diretos estimados para os testes avaliados, o DAT-LPC também
foi o teste que apresentou menor custo (R$ 15,47), seguido do Kalazar Detect " (R$ 22,34) e
do IT LEISH® em sangue (R$ 26,82).

Os dados obtidos permitem recomendar o estabelecimento de critérios rigorosos para
registro de testes para o diagnostico da LV no pais. O erro diagnostico ¢ agravado pela
toxicidade dos medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento da doenga, em caso de
resultados falso-positivos e pelo atraso do inicio do tratamento e manutencdo da elevada

letalidade, em caso de resultados falso-negativos.
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