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RESUMO

Este estudo faz uma revisdo do diagnostico da Leishmaniose visceral humana no Brasil € no mundo.
O diagnostico parasitologico direto, utilizado a partir de 1930, possui elevada especificidade e
sensibilidade, entre 60% e 95%. A Reagéo de Fixagdo do Complemento (em desuso), desenvolvida
na década de 1940, apresentou resultados promissores, porém demonstrou reagdes cruzadas
com doenga de Chagas, sifilis e blastomicose. A reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
empregada a partir dos anos 60, utiliza formas promastigotas do parasito que a limitam em termos
de especificidade e reprodutibilidade. Nos anos 70, a técnica de Enzimaimunoensaio (com antigenos
crus ou purificados), assim como suas variagdes (Dot-ELISA, Fast-ELISA, e micro ELISA, entre
outras), comegou a ser utilizada e mostrou-se mais sensivel e menos especifica que a RIFI. Nos anos
80, a Reac@o em Cadeia da Polimerase foi empregada, apresentando boa sensibilidade, contudo,
em virtude do elevado custo operacional ndo esta adaptada ao diagnostico de rotina. Nos anos 90, o
Teste Rapido Anticorpo L. donovani, marcado com o antigeno rK39, apresentou limitagdes, pois ndo
detectava infec¢do em animais com titulos de RIFI de 1:40 a 1:320. Atualmente, um novo método
de Teste Rapido para detec¢do de Leishmania spp. (TRL), marcado com o antigeno rK39, esta
sendo utilizado no Brasil. Neste estudo o TRL demonstrou sensibilidade de 95,8% e especificidade
de 99,7%. Este teste pode ser utilizado na 4rea de campo, visto que apresenta resultados em curto
espaco de tempo e tem baixo custo operacional.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, ¢ uma doenca de grande

expansdo geografica no mundo e ocorre em regides tropicais e subtropicais.
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Endémica em 62 paises, estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam sob o risco
de adquirir a infecgdo (17).

A doenga é causada por protozoarios da familia Trypanosomatidae,
do género Leishmania que possui trés espécies pertencentes ao complexo
donovani: Leishmania chagasi, Leishmania infantum e Leishmania donovani. A
principal forma de transmissdo do parasito para o homem ¢ outros hospedeiros
mamiferos € pela picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. O agente etiologico
da LV no Brasil € a L. chagasi e a principal espécie transmissora ¢ a Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis (30). Nos paises do Mediterrdneo ¢ da Asia, o agente
etioldgico é L. infantum e na India é a L. donovani (25).

A ocorréncia da doenga em uma determinada area depende basicamente da
presencga do vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatorio igualmente susceptivel.
A possibilidade de que humanos, principalmente criangas desnutridas, sejam fontes
de infecgdo pode levar a um aumento da complexidade da transmissdo da LV (15).

Embora haja métodos especificos de tratamento e diagnostico especifico
da LV, a maior parte da populagdo brasileira ainda ndo tem acesso a esses recursos,
o que eleva os indices de mortalidade.

No Brasil, a LV € um problema de satide publica, pois ja foram registrados
casos autoctones em 19 dos 27 estados brasileiros. A Regido Nordeste concentra
mais de 90% dos casos humanos da doenga. O aparecimento de focos importantes
nas Regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste tem contribuido para uma crescente
prevaléncia, com uma média anual nos ltimos cinco anos de 3.500 casos (19).

Na Regido Norte, com a criag@o do estado do Tocantins em 1989, houve
aumento da incidéncia de LV em decorréncia das modificagdes ecoepidemiologicas,
como a construcgo da capital, o intenso fluxo migratorio e a falta de estrutura basica
e sanitaria, que propiciaram um ambiente adequado para a urbanizagao do vetor e a
propagacdo da doenga (18).

Nas areas endémicas, afastadas dos grandes centros, ha caréncia de
profissionais para a realizagdo do diagnostico da LV e muitas vezes sdo aplicados
apenas critérios basicos como caracteristicas clinicas e aspectos epidemiologicos. No
estado do Tocantins, muitos municipios ndo possuem médicos qualificados para a
realizagdo do diagnostico parasitologico direto (PD), por isso ha uma sobrecarga na
capital nos hospitais Dona Regina Siqueira Campos e Hospital Geral de Palmas, onde
apenas dois médicos realizam a pung¢@o aspirativa de medula dssea ou visceras (4).

Diferentes metodologias podem ser utilizadas para o diagndstico de LV
humana. Atualmente, ha uma variedade de técnicas, mas nenhuma apresenta 100%
de sensibilidade e especificidade (15).

O requisito basico, seguro e determinante (padrdo-ouro ou gold standard)
no diagnostico laboratorial da leishmaniose visceral é a documentaco de formas
amastigotas em material obtido da pungido de medula 6ssea ou baco. Ainda hoje o
PD humano e os inquéritos caninos sao realizados por meio de pesquisa das formas
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amastigotas no material obtido de pun¢do de medula 6ssea e de visceras (bago e
figado). A especificidade desses métodos ¢ de 100%, mas a sensibilidade é muito
variavel, em torno de 60% a 85%, em puncgdo de medula dssea (PMO), e 95% em
pungdo esplénica (32, 34). Essas duas pungdes sdo consideradas procedimentos
invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta, portanto ndo sdo
consideradas adequadas para estudos epidemioldgicos em larga escala (8).

A sorologia € util para triagem de casos quando for dificil demonstrar as
formas amastigotas de Leishmania chagasi. Diversas técnicas sorologicas podem
ser empregadas para diagnosticar a LV. A reacgo de fixagdo do complemento (RFC),
atualmente em desuso, foi bastante realizada na década de 1930, quando se utilizava
o antigeno extraido do bacilo da tuberculose. Apresentava resultados promissores
com elevada sensibilidade e especificidade; no entanto, com esse método podem
ocorrer reagdes cruzadas em titulos baixos com a doenca de Chagas, sifilis e
blastomicose (14). A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizada a
partir da década de 1960 (12), ¢ uma metodologia que utiliza formas promastigotas
do parasito, que a limitam em termos de especificidade e reprodutibilidade (29).
Os antigenos mais utilizados s8o promastigotas fixados em 1dminas e amastigotas
provenientes de figado e baco de hamsters. A partir da década de 1970, surgiu a
metodologia de Enzimaimunoensaio, assim como suas variagdes, Dot-ELISA, Fast-
ELISA e micro ELISA, entre outras, que utilizam antigenos crus ou purificados. A
utilizagdo de antigenos recombinantes ou purificados, como as glicoproteinas de
membrana gp 63, gp 70, gp 72 e rK39, especificas do género Leishmania, melhora
a sensibilidade e a especificidade do diagnostico.

De maneira geral, essas metodologias diferem quanto a sensibilidade e a
especificidade, a sua aplicagdo pratica nas condi¢des de campo e a disponibilidade
de reagentes. Essas técnicas possuem limitagdes de uso, pois os anticorpos podem
permanecer presentes apos o tratamento (cicatriz soroldgica), ndo permitindo
avaliagdo de resposta terapéutica. Podem ocorrer, ainda, reagdes cruzadas com
outras doengas, como tripanossomiase, hanseniase, malaria, esquistossomose,
tuberculose e outras leishmanioses (5, 30, 31).

Mesmo com o advento de novas metodologias de diagnostico mais
sensiveis, como o ensaio Imunoenzimatico, a RIFI continua sendo utilizada nos
principais laboratdrios publicos de referéncia do Brasil para o diagnostico de LV
humana e canina.

A partir da década de 1980, iniciou-se o estudo de varias metodologias
de diagnostico baseadas na biologia molecular para identificagdo do género
Leishmania. E um método de hibridizagdo por meio de sondas especificas e técnicas
de amplifica¢do de acidos nucleicos, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase-
transcriptase reversa (RT PCR) para detecgdo de RNA ¢ a PCR para deteccdo de
DNA. O DNA de Leishmania chagasi ¢ encontrado em pequena quantidade nas
amostras clinicas obtidas de pungdo medular, esplénica ou hepatica e, em maiores
quantidades, nas células mononucleares do sangue periférico (14). O método de
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hibridiza¢do com sondas pode apresentar sensibilidade de até 94% (20). Entretanto,
seus resultados dependem de algumas variaveis envolvidas, como area endémica,
tipo de amostra, alvo do DNA utilizado para amplificagdo de minicirculos do KDNA
e método de extragdo do DNA (20). Apesar de ser um método sensivel para a
detecgo de Leishmania em uma variedade de materiais clinicos de humanos e caes,
a PCR ¢é mais utilizada em estudos epidemioldgicos do que em diagnéstico de rotina
(27). Para utilizagdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes para se tornar mais
simples ¢ com custo operacional mais baixo.

Na década de 1990, ocorreu a unido das técnicas imunoenzimaticas
com a cromatografia, originando, assim, a imunocromatografia. As técnicas
imunoenzimaticas permitem a quantificagdo de antigenos ou anticorpos que
possam ser marcados com enzimas, sendo um procedimento rapido, de custo
baixo e extremamente sensivel, embora haja reagdes cruzadas com outras
doengas (29). A cromatografia classica (ou padrdo) mostra um bom desempenho
para analises quantitativas, ¢ uma técnica com elevado investimento, porém o
procedimento pode demandar tempo (35). A associagdo das duas técnicas originou
a imunocromatografia, que se tornou um método mais sensivel, rapido e com custo
operacional mais baixo. Esta metodologia pode ser empregada nos diagnosticos
de inimeras doengas, tais como: leishmaniose visceral, leishmaniose dérmica pos-
calazar (29, 30, 32, 33, 34), maléria (1), rotavirose (26), infecgdes por Streptococcus
pneumonie (9), brucelose (24) e giardiase ( 28).

Em regra geral, as técnicas imucromatograficas apresentam diversos
sistemas acopladores e sdo vistas como métodos vantajosos. Os principais métodos
sdo: imunoblot, ensaios receptores, ensaios enzimaticos inibidores ¢ sistemas
enzimaticos com proteina A ligada a corantes especificos (35).

Os sistemas enzimaticos com proteina A ligada a corantes especificos,
como ouro coloidal, tém sido empregados, nos tltimos anos, para a realizagdo de
teste por imunocromatografia ou Dot-Elisa em papéis, que podem ser usados para
o diagnostico rapido da LV em areas endémicas, dispensando etapas criticas de
incubagdo e equipamentos de leitura optica (25). O diagndstico desta doenga, por
imunocromatografia, detecta anticorpo IgG contra o antigeno recombinante K39,
que € um antigeno expresso nas espécies de leishmanias do complexo L. donovani
(2,3, 30, 34).

A proteina recombinante K39 (utilizada nas reagdes de ELISA), que é
parte de uma proteina dominante de L. Chagasi, contém 39 aminoacidos que se
repetem. Em 1998 foi adaptada para um teste imunocromatografico por Badard (2),
recebendo o nome de TRALd (Teste Rapido Anticorpo L. donovani). O TRALd
ndo apresentou reagdo cruzada com leishmaniose cutinea, doenga de Chagas,
tuberculose, hanseniase e esquistossomose (2). A sensibilidade foi de 92% e a
especificidade de 99,5% quando o teste foi realizado em caes de areas endémicas;
no entanto, ndo foi capaz de detectar infec¢do em animais com titulos de RIFI de
1:40 a 1:320 (13).
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Sundar et al. fizeram, em 2003, um extenso estudo no nordeste da India,
no qual utilizaram o teste imunocromatografico DiaMed IT LEISH. Este teste faz
a deteccdo rapida de anticorpos contra Leishmania spp. por meio de uma tira-teste
impregnada com antigeno recombinante K39 (rK39), que € um epitopo repetitivo
altamente conservado entre os membros do complexo L. Donovani (32).

O Quadro 1 mostra a evolugdo do diagnéstico laboratorial da LV desde a
primeira identificagio na India até os métodos utilizados atualmente.

Quadro 1. Evolug@o cronologica das técnicas utilizadas no diagnodstico
laboratorial da Leishmaniose visceral (1903-2003)
Ano d.a de~s cqbf:rFa Marco historico / nome do responsavel Referéncia bibliografica
ou aplicagdo inicial
William Leishman e Charles Donovan
1903 (India) identificaram o protozoario no bago de um Donovan, 1903 (10)
soldado morto.
. Mignone descreveu o primeiro caso autdctone
1913 (Paraguai) de LV na América. Chagas e Cunha, 1937 (7)
1934 (Brasil) Penna 1den.t1ﬁcou 0 grotozoarlo em material de Penna, 1934 (22)
viscerotomia post- Mortem.
1936 (Brasil) Evandro Chagas 1de\:/1;\t]1(1)icou 0 protozoario in Chagas, 1936 (6)
Reagao de Fixagdo do Complemento
1938 (Brasil) (RFC). Em 1957 pesquisadores brasileiros Nussenzweig et al.,1957 (21)
descreveram a técnica de RFC.
1964 (EUA) Reagdo de Imunofluoréscencia Indireta (RIFI) | Duxbury e Sadun, 1964 (12)
1970 (EUA) ELISA HO et al., 1983 (16)
1990 (EUA) Imunocromatografia TRALd K39 Reed et al., 1990 (23)
1998 (Brasil) Imunocromatografia TRALd K39 Badaro, 1996 (2)
2001 (Sudao) Imunocromatografia K39 ELISA K39 Zijlstra et al., 2001 (34)
2002 (india) Teste Rapido K39 Sundar et al., 2002 (30)
2003 (india) Diamed IT-LEISH K39 Sundar et al., 2003 (32)

Os testes rapidos que utilizam o antigeno recombinante K39 possibilitam a
detecgdo de infeccoes clinicas ou subclinicas, sendo muito importantes em areas onde
aLV é hiperendémica (3). Esses testes possuem limitagoes, visto que, por se basearem
na pesquisa de anticorpos, podem permanecer positivos apds a cura da doenga.
Apesar de suas limitacdes, sdo testes bastante promissores para uso em programas
de saude publica, pois requerem pequena quantidade de sangue periférico, sdo de
rapida execucdo e facil leitura. Em alguns estudos esses testes ndo apresentaram
reagdes cruzadas com doenga de Chagas, malaria, esquistossomose, toxoplasmose,
tuberculose e febre tifoide (3, 5, 29). A variacdo de sensibilidade e especificidade
(Tabela 1) provavelmente ocorre por causa das variagdes regionais de cepas.
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A Tabela 1 mostra os resultados dos testes rapidos com utilizagdo do
antigeno recombinante K39 em varios estudos no mundo e no Brasil.

Tabela 1. Estudo comparativo da eficiéncia dos métodos imunocromatograficos
com o antigeno rK39 no diagndstico da Leishmaniose visceral, no
Brasil e no mundo

Meétodos Sensibilidade % Especificidade %
Teste rapido K39 (India) (3, 29) 100 98
Imunocromatografia K39 (Nepal) (3, 29) 100 100
Imunocromatografia K39 (Alemanha) (3, 29) 71,4 100
Imunocromatografia (Sudao) (3, 29) 67 -
TRALd K39 (Brasil ) (2) 92 99,5
DiaMed IT- LEISH K39 (india ) (33) 100 95

Atualmente, pesquisa desenvolvida no Laboratdrio de Parasitologia do
Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP) e no Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Goias — Brasil investiga a utilizagao
do DiaMed-IT LEISH, fabricado por DiaMed AG-1785 Cressier Sur Morat/
Switzerland. Este teste esta sendo realizado por equipes do IPTSP/ICB — UFG e por
profissionais do PSF e do SUS em populagdes de municipios endémicos (estado do
Tocantins) e ndo endémicos (estado de Goias).

CONSIDERACOES FINAIS

Em razdo das dificuldades encontradas no diagndstico da LV em éareas
endémicas, ¢ urgente o emprego de técnicas simples, de baixo custo e facil execuc@o
e que apresentem elevada sensibilidade e especificidade.

O TRL para deteccdo de anticorpos antileishmania ¢ um excelente
método para dreas de campo, pois ndo requer equipamentos, acondicionamento
em congeladores ou geladeiras e pessoal técnico qualificado para a realizacdo do
teste. A amostra ¢ coletada mediante pun¢do digital, portanto necessita de pouca
quantidade de sangue, a leitura ¢ feita em apenas 20 minutos e o custo operacional
do teste ¢ USS$ 2,71. Quando se compara o TRL com a PD, fica evidente que o
custo da PD ¢ superior (US$ 72,1), pois requer profissional qualificado (médico),
anestesia e materiais especificos para realizagdo do aspirado de medula dssea ou
visceras. A sorologia por RIFI, que ¢ atualmente mais utilizada, apresenta baixa
especificidade e custo mais elevado (US$ 8,56) que o do TRL (11).

O TRL poderé ser utilizado como meio de diagnostico nos programas
nacionais de saude, aprimorando campanhas de triagem epidemiologica e de
controle a baixo custo e sem a necessidade de complexa infra-estrutura e mao-de-
obra qualificada. Essa observagdo sugere a possibilidade da incorporagdo desse
tipo de atividade na rotina dos PSFs. Obviamente, a confirmagdo positiva do
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teste parasitologico € o melhor método recomendado, juntamente com o método
sorologico com titulos de anticorpos monitorados durante a infecgdo.

ABSTRACT

Historical panorama of laboratorial diagnostic of visceral leishmaniasis until the
appearance of immunochromatographic tests

This is a revision about the diagnostics of human visceral leishmaniasis in Brazil
and in the world. The parasitologic diagnosis, used since 1930, has high specificity
and sensibility between 60 and 95%. The complement fixation reaction (not in
use), developed in the forties, presented promising results, however it presented
crossed reactions with Chagas Disease, Syphilis and Blastomycosis. The indirect
immunofluorescence reaction (IIFR), used since the sixties, uses promastigote
forms from the parasite being limited in terms of specificity and replicability. In the
seventies, the Enzyme Immuno Assay (with crude or purified antigens) as well as
its variations (Dot-Elisa, Fast-Elisa, micro Elisa, amongst others), started to be used
as it is more sensible and less specific than IIFR. In the eighties, the polymerase
chain reaction was used, presenting good sensibility, however with high operational
cost and it is not adapted to routine diagnostics. In the nineties, the quick antibody
test L. donovani marked with rK39 antigen presented limitations as it did not detect
infection in animals with low results of IIFR from 1:40 to 1:320. Nowadays, a new
method of Test for Quick detection to Leishmania spp (TQL) marked with rK39
antigen is being used in Brazil. In this study TQL demonstrated 95,8% sensitivity
and 99,7% specificity. This test may be used in field areas with short term results
and low operational costs.

KEY WORDS: Visceral Leishmaniasis. Historic. Rapid tests.
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PROXIMOS EVENTOS NA AREA DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE
PUBLICA

24° Congresso Brasileiro de Microbiologia, Brasilia, DF, 3 a 6 de outubro de 2007.
Informagdes: www.sbmicrobiologia.org.br

XVII Congreso de la Federacion Latinoamericana de Parasitologia (FLAP), Isla de
Margarita, Venezuela, 21 a 25 de outubro de 2007. Informagdes: www.flap2007.com

XXIMIReunido de Pesquisa Aplicada em doenca de Chagas e Leishmanioses, Uberaba,
25 a 27 de outubro de 2007. Informagdes: www.reuniaochagasleish2007.or.br

XX Congresso Brasileiro de Parasitologia, Recife, PE, 28 de outubro a 01 de
novembro de 2007. Informagdes: silferreira@icb.upe.br

5°. Congresso Brasileiro de Micologia, Recife, PE, 12 a 16 de novembro de 2007.
Informagdes: www.5micol.com

I Encontro Paranaense de Parasitologia, Curitiba, PR, 23 a 24 de novembro de 2007.
Informagdes: i.epparasito@gmail.com

VIII Congreso Centroamericano y del Caribe de Parasitologia y Medicina
Tropical, Havana, Cuba, 4 a 7 de dezembro de 2007. Informagdes: www.ipk.sid.
cu/eventosipk/cong2007/

International Workshop on Leishmaniasis, Theran, Iran, 1st to 6th march 2008.
Informagdes: www.pasteur.ac.ir

44°. Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Porto Alegre, RS, 4 a
8 de margo de 2008. Informagdes: www.sbmt.org.br

IX Simpdsio Internacional de terapéutica em hepatite viral, Salvador, BA, 10 a 12
de julho de 2008. Informagdes: www.hepatologiadomilenio.com.br

11°. Simpésio Internacional sobre Esquistossomose, Salvador, BA, 20 a 22 de
agosto de 2008. Informagdes: www.esquistossomose2008.com.br
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