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DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM AREAS RURAIS,
ENDEMICAS E NAO ENDEMICAS, UTILIZANDO UM TESTE
IMUNOCROMATOGRAFICO rK39 (2004-2006).

RESUMO

Este trabalho é composto por trés segmentos: 1) revisao bibliografica sobre
as diversas formas de diagnostico laboratorial da Leishmaniose visceral (LV)
humana, enfocando principalmente os testes imunocromatograficos de
deteccdo rapida para anticorpos contra Leishmania spp; 2) cronologia da
evolugao do Programa de Saude da Familia no estado de Goias; 3) trabalho
original com o0s seguintes objetivos: avaliar, comparativamente, a
sensibilidade e a especificidade do teste imunocromatografico mediante a
utilizacdo do antigeno rk39 (Teste Rapido para Leishmania spp — TRL),
quando realizado por profissionais do Programa de Saude da
Familia/Sistema Unico de Satde (PSF/SUS), e pelo exame Parasitolégico
Direto, por meio de Puncdo Aspirativa de Medula Ossea (PD/PMO) e da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI); verificar a relagdo custo-
beneficio e a estabilidade do TRL e, finalmente, avaliar conhecimento,
atitudes e praticas dos profissionais do PSF/SUS na realizacdo do TRL em
individuos de areas rurais endémicas e n&o endémicas de LV. Foram
selecionados trés municipios endémicos do estado do Tocantins, os quais
apresentaram, em 2004, as maiores incidéncias de LV (Paraiso do
Tocantins, Porto Nacional e Palmas) e dois municipios do estado de Goias,
nos quais nao foram detectados casos autdctones da doenga (Caldazinha e
Goiania). O TRL foi realizado por 24 profissionais, em hospitais
credenciados pelo SUS e PSF no estado do Tocantins, e por 7 profissionais
do PSF/SUS, no municipio de Caldazinha (GO), sob treinamento e
supervisao das equipes do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) e do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal
de Goias. Foram testadas amostras de sangue total, obtidas por pungao
digital, de 355 individuos distribuidos em seis grupos: 1) virgens de terapia

anti-leishmaniética; 2) em fase de tratamento 3) pds-tratamento de LV; 4)
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aparentemente saudaveis e expostos; 5) aparentemente saudaveis e nao
expostos; 6) portadores de outras doencas infecto-parasitarias (doenga de
Chagas, hanseniase, leishmaniose tegumentar, malaria, aids, toxoplasmose
e tuberculose respiratoria), neste caso a finalidade era avaliar o potencial de
reacao cruzada do TRL. Os resultados do TRL foram comparados com os do
PD/PMO pela equipe médica nos individuos dos grupos 1, 2 e 3. Nos grupos
4 e 5, os resultados do TRL foram comparados com a RIFlI em papel filtro.
No grupo 6 foi realizado apenas o TRL. A Reagédo em Cadeia da Polimerase
(PCR) foi executada no sangue total dos individuos que apresentaram
resultados discordantes. Na avaliacdo geral, foram determinadas a
sensibilidade e a especificidade do TRL, comparando-as com PD/PMO e a
RIFI em papel filtro. Também foram observadas as atitudes
comportamentais dos profissionais PSF/ SUS durante a execug¢ao do TRL,
avaliadas as despesas geradas por cada uma das metodologias utilizadas
no diagnostico de LV e verificadas as adversidades do meio ambiente
(temperatura e umidade relativa do ar). Nos grupos 1 e 2, a sensibilidade e

a especificidade do TRL foram respectivamente de 95,5% e 99,7%; a
sensibilidade e a especificidade do PD/PMO foram de 91,3% e 100%,
respectivamente. No grupo 3, 37% dos individuos continuaram com os
anticorpos anti-rkK39. No grupo 4, a especificidade do TRL foi de 100% e da
RIFI em papel filtro foi de 98,8%. No grupo 5, o TRL foi ndo-reagente em
100% e a RIFI em 99,3%. No grupo 6, o TRL foi nao-reagente em 100% dos
casos. As maiores dificuldades encontradas pelos profissionais do PSF/SUS,
apos o treinamento, foram a abertura da embalagem do TRL (51,6%) e a
aspiracdo do sangue na pipeta capilar (41,9%). A temperatura, em
condigdes de campo e no laboratério, variou entre 23°C e 30°C e a umidade
relativa do ar, entre 22% e 84%. O custo unitario das técnicas de diagnostico
utilizadas foi de: TRL- US$ 2,71, RIFI- US$ 8,56 e PD/PMO- US$ 72,1. Nos
grupos 1 e 2, a sensibilidade e a especificidade do TRL foram relativamente
elevadas. O achado de um individuo com LV assintomatica confirma que o
TRL pode detectar infecgbes clinicas e subclinicas. O TRL ndo apresentou

reacdo cruzada com os anticorpos de outras doencas infecciosas e
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parasitarias, dado valioso para o diagnéstico da LV em comparagdao com as
outras metodologias sorologicas, como RIFI e Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), que geralmente apresentam reagdes
cruzadas com doencas simpatricas. Ficou claro que o prévio treinamento
dos profissionais do PSF/SUS aprimorou a execucao do TRL. Os valores
agregados do TRL na area de campo se mostraram inferiores aos valores
agregados da RIFI e do PD/PMO. As variagbes de temperatura e umidade
relativa do ar, em condi¢cdes de laboratorio e de campo, ndo interferiram na
estabilidade dos reagentes utilizados no TRL. Assim, foi possivel concluir
que o TRL pode: ser utilizado na rotina do PSF, ja que € um método de
diagnodstico simples e rapido; constituir importante teste no controle da LV
em areas endémicas; propiciar visdo mais realista da situacdo
epidemioldgica do calazar em nivel nacional e tornar possivel a implantagao
de metodologias de diagndsticos mais precoces e eficientes em areas
endémicas onde ha caréncia de recursos humanos e técnicos,
especialmente de médicos qualificados para a execugdao de exames
invasivos como a PMO, considerada o “padrao ouro” na confirmacao deste

agravo.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral, Epidemiologia, Diagndstico

Réapido, Programa de Saude da Familia.
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HUMAN VISCERAL LEISHMANIASIS DIAGNOSIS IN ENDEMIC AND
NONENDEMIC RURAL AREAS USING AN IMMUNE
CHROMATOGRAPHIC TEST rK39

ABSTRACT

This study was composed of three segments: 1) Literature review about
several different forms of laboratory diagnosis of human visceral
leishmaniasis (VL) focusing mainly on immune chromatographic tests for
quick detection of anti-Leishmania spp antibodies; 2) Chronology of historical
evolution of the Family Health Program in the State of Goias; 3) Original
research aiming to: evaluate sensibility and specificity of the immune
chromatographic test using rk39 antigen (Test for Quick detection of
Leishmania spp — TQL), when carried out by the professionals of the Family
Health Program/National Public Health Care System (FHP/NPHCS),
compared to Direct Parasitological exam through Bone-Marrow Aspiration
Puncture (DP/BMAP) and Indirect Immunofluorescence Reaction (IFR); verify
the cost-benefit and stability ratio of TQL; evaluate knowledge, attitudes, and
practice of FHP/NPHCS professionals while performing TQL in individuals
living in VL endemic and non-endemic rural areas. For this study the
following areas were selected: three endemic cities in the state of Tocantins
(Northern Region of Brazil), which presented the highest VL incidences in
2004 (Paraiso do Tocantins, Porto Nacional, and Palmas); two cities in the
state of Goias (Midwesten Region of Brazil), where no autochthonous cases
of the disease were detected (Caldazinha and Goiania). TQL was carried out
by 24 professionals in hospitals belonging to FHP/NPHCS in the state of
Tocantins and by seven professionals of FHP/NPHCS in Caldazinha, all of
whom were trained and supervised by teams from the Institute of Tropical
Pathology and Public Health and the Biological Sciences Institute of the
Federal University of Goias. Total blood samples, collected through digital
puncture from 355 individuals, distributed in six groups, were tested: 1) anti-
leishmaniasistherapy-virgin individuals; 2) individuals during VL treatment; 3)

post-VL treatment individuals; 4) apparently healthy individuals exposed to
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VL; 5) apparently healthy individuals non-exposed to VL; 6) carriers of other
infectious and parasitological diseases (Chagas disease, Hansen disease,
tegumentar leishmaniasis, malaria, Aids, toxoplasmosis, and respiratory
tuberculosis), this last one aiming to evaluate the potential of TQL crossed
reaction. The results of TQL were compared to those obtained for DP/BMAP
by the medical team for individuals belonging to groups 1, 2, and 3. In groups
4 and 5, the results of TQL were compared to IFR in filter paper. In group 6,
just TQL was performed. Polymerase Chain Reaction (PCR) was carried out
in total blood of individuals presenting discordant results. In the general
evaluation, sensibility and specificity of TQL were determined compared to
DP/BMAP and IFR in filter paper. All the behavioral attitudes of the
FHP/NPHCS professionals were observed during TQL procedures. The
expenses with each of the methodologies used to diagnose VL were
evaluated, and the weather conditions (temperature and relative humidity)
were verified. In groups 1 and 2, TQL sensibility and specificity were
respectively 95.5% and 99.7%, and DP/BMAP sensibility and specificity were
91.3% and 100%, respectively. In group 3, 37% of the individuals continued
with anti-rk39 antibodies. In group 4, TQL specificity was 100% and IFR in
filter paper was 98.8%. In group 5, TQL was non-reactive in 100% of the
samples and IFR was 99.3%. In group 6, TQL was non-reactive in 100% of
the samples. The greatest difficulties found by FHP/NPHCS professionals
after training were opening TQL package (51.6%) and using capillary pipette
for blood aspiration (41.9%). Field and laboratory temperature ranged from
23°C to 30°C, and relative humidity between 22% and 84%; however, these
variations did not interfere in TQL results. The unit cost of these diagnosis
techniques used was: TQL - US$ 2.71; IFR - US$ 8.56; and DP/BMAP - US$
72.10. In groups 1 and 2, TQL sensibility and specificity were relatively high.
Finding one individual with asymptomatic VL confirms that TQL can detect
clinical and subclinical infections. TQL did not show crossed reaction with
antibodies of other infectious and parasitological diseases, which is valuable
for VL diagnosis compared to other serological methods, such as IFR or

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), which generally present
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crossed reaction with sympatric diseases. It was clear that the previous
training of FHP/NPHCS professionals to perform TQL improved the test
execution. Aggregated values of TQL in the field area are inferior to those of
IFR and DP/ BMAP. Temperature and relative humidity variations, under field
and laboratory conditions, did not interfere in stability of reagents used in
TQL. It was possible to conclude that: TQL can be used routinely in
FHP/NPHCS, because it is a simple and quick diagnosis method; it can
constitute an important tool to control VL in endemic areas; it can give a more
realistic view of the epidemiological situation of kala-azar in the national
panorama; this makes possible the implantation of more precocious and
efficient diagnosis methods in endemic areas where there is lack of human
and technical resources, especially doctors qualified to carry out invasive
exams such as DP/BMAP, considered the gold standard to confirm this

disease.

Key words: visceral Leishmaniasis, Epidemiology, Quick Diagnosis,

Family Health Programme.



APRESENTACAO

O presente trabalho faz uma analise da situagcao do diagndstico
da Leishmaniose visceral (LV) humana, das metodologias que foram
empregadas desde a década de 30 até os dias atuais. O estudo
avaliou um método imunocromatografico baseado na pesquisa de
anticorpos contra Leishmania spp. que utiliza um antigeno
recombinante K39 impregnado em uma fita de nitrocelulose. O estudo
foi realizado em areas endémicas e nao endémicas rurais de LV por
profissionais do PSF/SUS.

A Leishmaniose visceral ou calazar é uma doenga de grande
expansao geografica no mundo, ocorrendo em regides tropicais e
subtropicais”.

No continente Sul Americano, a maior prevaléncia é no Brasil,
encontrando focos endémicos da LV em 19 Unidades Federativas,
principalmente na regido nordeste?.

Na regidao norte, em destaque o estado do Tocantins, ha alta
incidéncia de LV em todo o Estado em decorréncia das modificagdes
eco-epidemioldgicas, como o intenso fluxo migratério®. Na regido
central do Estado, os municipios que apresentaram maiores taxas de

incidéncias em 2003 foram Paraiso do Tocantins, Porto Nacional e

! Leishmaniasis Worldwide. Transactions of the royal society of tropical medicine and Hygiene 95:239-
243, 2001.

2 Ministério da Saude. Fundagéo Nacional de Saude. Centro Nacional de Epidemiologia. Leishmaniose
Visceral no Brasil: Situagao atual, principais aspectos epidemioldgicos, clinicos e medidas de controle.
Boletim Epidemioldgico 6: I-1I, 2001.

® Machado MRM. Leishmaniose visceral: uma endemia em expansao no Brasil e emergente no Estado
do Tocantins. [Dissertagdo de Mestrado em Medicina Tropical — IPSTP/UFG], Goiania, Go p. 30 -31,
2004.



Palmas e também houve casos isolados na regido norte do Estado,
nos municipios de Tocantindpolis e Araguaina®. Considerando esses
fatores epidemiolégicos realizamos o estudo nos municipios da regiao
central do estado do Tocantins e escolhemos dois municipios goianos
para controle desse estudo: Goiadnia e Caldazinha (GO) que nédo tem
registro de LV°.

A finalidade desse estudo foi avaliar um diagnéstico rapido em
areas com escassos recursos humanos de diagndstico da LV e
observar a realizacao do teste por profissionais do PSF e do SUS.

No Brasil, existem poucos estudos dessa natureza. Em 1996,
Badaré® validou o TRALd pela Universidade Federal da Bahia
(municipio de Jacobina-BA) e em 2003 Dietze’ observou bons
resultados em pacientes do municipio de Montes Claros - MG.

No Centro Oeste, o Nucleo de Pesquisa de Agentes Emergentes
e Reemergentes (NUPEREME) do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG)
aplicaram esta técnica em areas endémicas do estado do Tocantins e
areas ndo endémicas do estado de Goias, com a finalidade de avaliar
sua eficiéncia e operacionalidade junto ao SUS, através da sua

execucao por profissionais do PSF.

* Secretaria de Satde do Estado do Tocantins. Departamento das Leishmanioses, dados 2003.

° Superintendéncia de Politica de Atencdo a Saude de Goias. Departamento das Leishmanioses,
dados 2006.

® Badaré RJS. Desenvolvimento e utilizagdo de um antigeno recombinante especifico de Leishmania
chagasi(rk39) no diagnéstico soroloégico da leishmaniose visceral [Tese de doutorado] - Escola
Paulista de Medicina, Sado Paulo, SP, p.155, 1996.

" carvalho SFG, Lemos EM, Corey R, Dietze R. Performance of recombinat K39 antigen in the
diagnosis of brazilian visceral leishmaniasis. American Journal of Tropical Medicine Hygiene, 68: 321-
324,2003.



Essa dissertagdo sera apresentada na forma de manuscritos e
consiste em trés artigos que visam avaliar uma metodologia de
diagndstico rapido para LV por profissionais do PSF/SUS:

Artigo 1: Panorama Histérico do diagndstico laboratorial da
Leishmaniose visceral até o] surgimento dos Testes
imunocromatograficos.

Artigo 2: Diagnostico rapido da Leishmaniose visceral, em areas
endémicas e ndo endémicas, no estado do Tocantins e Goias, Brasil,
2006.

Artigo 3: Atitudes, praticas e logistica do Programa Saude da Familia
(PSF) no manejo de um teste rapido para Leishmaniose visceral em
areas endémicas e ndo endémicas, no estado do Tocantins e Goias,
Brasil 2006.



OBJETIVOS

Geral

e Avaliar a eficiéncia e eficacia do Teste Rapido rK39 no

diagnostico da infeccdo e/ou doenca da Leishmaniose

visceral em areas endémicas e nido endémicas.

Especificos

Comparar a sensibilidade e especificidade do Teste Rapido
rK39 com o Parasitolégico Direto e a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta.

Verificar a relagcao custo beneficio e estabilidade climatica do
Teste Rapido para Leishmaniose visceral,

Avaliar a operacionalidade e aplicagao profissional do PSF/SUS
nas areas endémicas e ndo endémicas rurais de Leishmaniose

visceral.



ARTIGO |

PANORAMA HISTORICO DO DIAGNOSTICO
LABORATORIAL DA LEISHMANIOSE VISCERAL
ATE O SURGIMENTO DOS TESTES IMUNOCROMATOGRAFICOS.

Artigo submetido as normas de publicagéao
da Revista de Patologia Tropical em 19 de
setembro de 2006.



PANORAMA HISTORICO DO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA
LEISHMANIOSE VISCERAL ATE O SURGIMENTO DOS TESTES
IMUNOCROMATOGRAFICOS (rK39)

Zilma Ferreira Dourado’, Hugo Delleon Silva?, Elisangela de Paula

Silveira LacerdaS, e Marco Tulio Antonio Garcia-Zapata4.

RESUMO

Esse estudo faz uma revisdo sobre o diagndstico da Leishmaniose
visceral humana no Brasil e no mundo. O Diagndstico Parasitolégico
Direto, utilizado a partir de 1930, possui alta especificidade e
sensibilidade entre 60 a 95%. A Reacado de Fixagcdao do Complemento
(em desuso), desenvolvida na década de 40, apresentou resultados
promissores, porém demonstrou reagcdes cruzadas com doenga de
Chagas, sifilis e blastomicose. A reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFIl), empregada a partir dos anos 60, utiliza antigenos brutos,
limitando-a 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,
micro ELISA entre outras), comegou a ser utilizada, sendo mais
sensivel e menos especifica que a RIFI. Nos anos 80, a Reagdo em
Cadeia da Polimerase foi empregada, apresentando boa sensibilidade,
contudo devido ao alto 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
nao detectou infeccdo em animais com titulos de RIFI de 1:40 a 1:320.
Atualmente, um novo método de Teste Rapido para deteccao de

Leishmania spp. (TRL), marcado com o antigeno rK39, esta sendo
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utilizado no Brasil. Nesse estudo o TRL demonstrou sensibilidade de
95,8% e especificidade de 99,7%. Este teste pode ser utilizado na
area de campo, com resultados em curto espago de tempo e custo

operacional baixo.

Descritores: Leishmaniose visceral — Histérico — Diagndéstico Rapido



INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) ou calazar € uma doenga de
grande expansao geografica no mundo, ocorrendo em regides tropicais
e subtropicais. E endémica em 62 paises, com um total estimado de
200 milhdes de pessoas sob o risco de adquirirem a infecgéo (17).

A doengca ¢é causada por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania e possui trés espécies que
pertencem ao complexo donovani: Leishmania chagasi, Leishmania
infantum e Leishmania donovani. A principal forma de transmissao do
parasita para o homem e outros hospedeiros mamiferos é através da
picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, sub-familia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. O agente
etiolégico da LV no Brasil € a L. chagasi e a principal espécie
transmissora é a Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (30). Nos paises do
Mediterraneo e da Asia, o agente etiolégico é L. infantum e na india é a
L. donovani (25).

A ocorréncia da doengca em uma determinada area depende
basicamente da presenga do vetor susceptivel e de um
hospedeiro/reservatorio igualmente susceptivel. A possibilidade que o
homem, principalmente criangas desnutridas, venha em alguns casos a
ser fonte de infecgdo pode conduzir a um aumento da complexidade da
transmissao da LV (15).

A maior parte da populagédo brasileira ainda ndo tem acesso ao

tratamento e diagnéstico especifico da LV, mesmo existindo métodos



especificos de tratamento e diagndstico, elevando os indices de
mortalidade.

No Brasil, a LV é um problema de saude publica, pois ja foram
registrados casos autoctones de LV em 19 dos 27 estados brasileiros.
A regido nordeste concentra mais de 90% dos casos humanos da
doenca. O aparecimento de focos importantes nas regides Norte,
Sudeste e Centro-Oeste tem contribuido para uma crescente
prevaléncia, com uma média anual nos ultimos cinco anos de 3500
casos (19).

Na regido Norte, com a criagao do estado do Tocantins em 1989,
houve aumento da incidéncia de LV em decorréncia das modificagdes
eco-epidemioldgicas, como a constru¢do da capital, o intenso fluxo
migratoério e a falta de estrutura basica e sanitaria, que propiciaram um
ambiente adequado para a urbanizagdo do vetor e propagacgao da
doenca (18).

Nas areas endémicas, afastadas dos grandes centros, ha
caréncia de profissionais para realizagcdo do diagnéstico da LV e muitas
vezes sao aplicados apenas critérios basicos como caracteristicas
clinicas e aspectos epidemiolégicos. No estado do Tocantins, muitos
municipios ndo possuem médicos qualificados para a realizacao do
diagnéstico Parasitolégico 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 pungao aspirativa de

medula 6ssea ou visceras (4).
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Diferentes metodologias podem ser utilizadas para o diagndstico
de LV humana. No atimo atual, ha uma variedade de técnicas, mas
nenhuma apresenta 100% de sensibilidade e especificidade (15).

O requisito basico, seguro e determinante (padréo-ouro ou “gold
standard”) no diagnéstico laboratorial da Leishmaniose visceral é o
Parasitolégico Direto, que visualiza as formas amastigotas em material
obtido da puncido de medula 6ssea. Até a década de 1930 e ainda nos
dias atuais, o PD humano e os inquéritos caninos sao realizados
através da pesquisa das formas amastigotas no material obtido de
puncdo de medula Ossea e de visceras (bago e figado ). A
especificidade desses métodos € de 100%, mas a sensibilidade € muito
variavel, em torno de 60 a 85% em puncdo de medula 6ssea (PMO) e
95% em puncgéo esplénica (33,35). As puncgdes esplénicas e de medula
O0ssea sao consideradas procedimentos invasivos, exigindo ambientes
apropriados para a coleta e ndo sdo considerados adequados para
estudos epidemiolégicos em larga escala (8).

A sorologia é util para triagem de casos, quando for dificil
demonstrar as formas amastigotas da Leishmania chagasi. Diversas
técnicas sorologicas podem ser empregadas para diagnosticar a LV. A
Reacao de Fixagdao do Complemento (RFC), atualmente em desuso, foi
bastante realizada na década de 1930 utilizando antigeno extraido do
bacilo da tuberculose. Apresentou resultados promissores com alta
sensibilidade e especificidade, no entanto, podem ocorrer reacdes

cruzadas em titulos baixos com a doenga de Chagas, sifilis e
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blastomicose, (14). A Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
utilizada a partir da década de 60 (12) € uma metodologia que utiliza
antigenos brutos, limitando-a em termos de especificidade e
reprodutibilidade (30). Os antigenos mais utilizados sao promastigotas
fixadas em laminas e amastigotas provenientes de figado e bacgo de
hamsters. A partir da década de 70, surgiu a metodologia de
Enzimaimunoensaio, assim como suas variagbes, Dot-ELISA, Fast-
ELISA, micro ELISA entre outras que utilizam antigenos crus ou
purificados. A utilizagdo de antigenos recombinantes ou purificados,
como as glicoproteinas de membranas gp 63, gp 70, gp 72 e rK39
especificas do género Leishmania, melhoram a sensibilidade e
especificidade do diagnéstico. E uma metodologia mais sensivel que a
RIFI, porém menos especifica.

De um modo geral, essas metodologias se diferem em sua
sensibilidade e especificidade, na sua aplicagdo pratica nas condicdes
de campo e na disponibilidade de reagentes. Essas técnicas possuem
limitacdes de uso, pois os anticorpos podem permanecer positivos apos
o tratamento (cicatriz sorolégica), ndo permitindo avaliagao terapéutica.
Podem ocorrer, ainda, reacdes cruzadas com outras doencas como
tripanossomiase, hanseniase, malaria, esquistossomose, tuberculose e
outras leishmanioses (5,31,32).

Mesmo com o advento de novas metodologias mais sensiveis de

diagndstico como o ensaio Imunoenzimatico, a RIFI continua sendo
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utilizada nos principais laboratérios publicos de referéncias do Brasil
para o diagndstico da LV humana e canina.

A partir da década de 80, iniciou-se o estudo de varias
metodologias de diagndstico baseado na biologia molecular para
identificacdo do género Leishmania . E um método de hibridizacdo
através de sondas especificas e técnicas de amplificacdo de acidos
nucleicos, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase-transcriptase
reversa (RT PCR) para detecgédo de RNA e PCR para deteccao de
DNA. O DNA de Leishmania chagasi é encontrado em pequena
quantidade nas amostras clinicas obtidas da puncdo medular,
esplénica ou hepatica e em maiores quantidades nas células
mononucleares do sangue periférico (14). O método de hibridizagao
com sondas pode apresentar sensibilidade de até 94%. Entretanto,
seus resultados dependem de algumas variaveis envolvidas, como area
endémica, o tipo de amostra, o alvo do DNA utilizado para amplificacao
de minicirculos do kDNA e o método de extracdao do DNA (20). Apesar
de ser um método sensivel para a deteccao de Leishmania em uma
variedade de materiais clinicos de humanos e cdes, a PCR é mais
utilizada em estudos epidemiolégicos do que em diagndstico de rotina
(28). Para utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes para
se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo.

Na década de 1990, houve a unido das técnicas
imunoenzimaticas com a cromatografia, originando assim a

imunocromatografia. As técnicas imunoenzimaticas permitem a
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quantificacdo de antigenos ou anticorpos que possam ser marcados
com enzimas, sendo um procedimento rapido, de custo baixo e
extremamente sensivel, podendo apresentar reagdes cruzadas com
outras doengas (30). A cromatografia classica (ou padrao) mostra um
alto desempenho para analises quantitativas, € uma técnica com altos
investimentos, porém o procedimento pode demandar tempo (36). A
associagao das duas técnicas originou a imunocromatografia, tornando-
se um metodo mais sensivel, rapido e com custo operacional mais
baixo. Esta metodologia pode ser empregada nos diagndsticos de
inumeras patologias como: Leishmaniose visceral, Leishmaniose
dérmica pés-calazar (30, 31, 33, 34, 35), Malaria (1), Rotavirose (26),
infecgbes por Streptococcus pneumonie (9), Brucelose (24) e Giardiase
(29).

De um modo 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 (36).

Os sistemas enzimaticos com proteina A ligada a corantes
especificos, como ouro coloidal, tém sido empregados, nos ultimos
anos, para realizacao de teste por imunocromatografia ou Dot-Elisa
em papéeis, que possibilitam a utilizagdo para o diagnostico rapido da
LV em areas endémicas, dispensando etapas criticas de incubacao e
equipamentos de leitura optica (25). O diagnodstico por

imunocromatografia desta patologia detecta anticorpo IgG contra o
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antigeno recombinante K39, que é um antigeno expresso nas
espécies de leishmanias do complexo L. donovani (2,3, 31, 35).

Em 1998, a proteina recombinante K39 (utilizada nas reacgdes
de ELISA), que contém 39 aminoacidos que se repetem e que é parte
de uma proteina dominante de L. chagasi, foi adaptada para um teste
imunocromatografico por Badard, recebendo o nome de TRALd (Teste
Rapido Anticorpo L. donovani). O TRALd nao apresentou reacgéo
cruzada com leishmaniose cutdnea, doenca de Chagas, tuberculose,
hanseniase e esquistossomose(2). No entanto, a sensibilidade foi de
92% e a especificidade de 99,5% quando realizado em caes de areas
endémicas, no entanto, o teste ndo foi capaz de detectar infeccdo em
animais com titulos de RIFI de 1:40 a 1:320 (13).

Sundar et al. em 2003, fizeram um extenso estudo no nordeste
da India utilizando o teste imunocromatografico DiaMed IT LEISH.
Este teste faz a detecgéo rapida de anticorpos contra Leishmania spp.
por meio de uma tira-teste impregnada com antigeno recombinante
K39 (rK39), que é um epitopo repetitivo altamente conservado entre
0os membros do complexo L. donovani.

O quadro 1 mostra a evolugao do diagnéstico laboratorial da LV
desde a primeira identificacdo na india até os métodos utilizados nos

dias atuais.
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Quadro 1. Evolucao cronoldgica das técnicas utilizadas no diagndstico
laboratorial da Leishmaniose visceral (1903-2003).

Ano da C Autor e ano da
Marco histérico / nome do n
descoberta ou . referéncia
: ~ responsavel L ey
aplicacao inicial bibliografica
1903 (India) William Leishman e Chales Donovan Donovan 1903 (10)

identificaram o protozoario no bago de
um soldado morto.

1913 (Paraguai) Mignone descreveu o primeiro caso Chagas e Cunha 1937
autéctone de LV na América. (7)

1934 (Brasil) Penna identificou o protozoario em Penna 1934 (22)
material de viscerotomia post- Mortem.

1936 (Brasil) Evandro Chagas identificou o Chagas 1936 (6)
protozoario in vivo

1938 (Brasil) Reacéao de Fixagdo do Complemento Nussenzweig et al.1957
(RFC). Em 1957 pesquisadores (21)
brasileiros descreveram a técnica de
RFC

1964 (EUA) Reacgédo de Imunofluoréscencia Indireta Duxbury e Sadun 1964
(RIFT) (12)

1970 ELISA HO et al. 1983 (16)

1990 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 (35)

2002 (india) Teste Rapido K39 Sundar et al. 2002 (31)

2003 (india) Diamed IT-LEISH K39 Sundar et al. 2003 (33)

Os testes rapidos que utilizam o antigeno recombinante K39
possibilitam a deteccao de infecgdes clinicas ou subclinicas, sendo
muito importantes em areas onde a LV é hiperendémica (3). Esses
testes, por se basearem na pesquisa de anticorpos, possuem
limitagbes, pois podem permanecer positivos apos a cura da doencga.
Apesar das limitagdes, sado testes bastante promissores para uso em
programas de saude publica, pois requerem pequena quantidade de
sangue periférico, sao de rapida execucao e facil leitura. Alguns

estudos apontam que esses testes nao apresentaram reagdes
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cruzadas com doenca de Chagas, malaria, esquistossomose,
toxoplasmose, tuberculose e febre tiféide (3,5,30). A variagcdo de
sensibilidade e especificidade (tabela 1), provavelmente ocorre devido
as variagdes regionais de cepas.

A tabela 1 mostra os resultados dos testes rapidos utilizando o
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.

Métodos Sensibilidade Especificidade

% %
Teste rapido K39 (india) (3,32) 100 98
Imunocromatografia K39 (Nepal) (3,32) 100 100
Imunocromatografia K39 (Alemanha) (3,32) 71,4 100
Imunocromatografia K39 (Sudéo) (3,32) 67 -
TRALd K39 (Brasil ) (2) 92 99,5
DiaMed IT- LEISH K39 (india ) (36) 100 95

Atualmente, pesquisa desenvolvida pelo Laboratério de
Parasitologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) e Instituto Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal
de Goias - Brasil, averigua a utilizagdo/avaliagdo do DiaMed-IT
LEISH fabricado por DiaMed AG-1785 Cressier Sur
Morat/Switzerland. Esse teste esta sendo realizado por equipes do
IPTSP/ICB — UFG e por profissionais do PSF e SUS em populagdes
de municipios endémicos (Estado do Tocantins) e ndo endémicos

(Estado de Goias).



17

CONSIDERACOES FINAIS

Devido as dificuldades encontradas no diagndstico da LV em
areas endémicas, ha necessidade urgente de técnicas simples, de
baixo custo e de facil execucao e que apresentem alta sensibilidade e
especificidade.

O TRL para deteccao de anticorpos anti-leishmania é um
excelente método para areas de campo, pois ndo precisa de
equipamentos, acondicionamento em freezer ou geladeiras e pessoal
técnico qualificado para a realizacao do teste. A amostra é coletada
através de puncéao digital, requerendo pouca quantidade de sangue, a
leitura é feita em apenas 20 minutos e o custo operacional do teste é
US$ 2,71. Quando se compara o TRL com a PD, observa-se que o
custo da PD é superior (US$ 72,1), pois requer profissional qualificado
(médico), anestesia e materiais especificos para realizagdo do
aspirado de medula 6ssea ou visceras. A sorologia por RIFI, que é
atualmente mais utilizada, apresenta baixa especificidade e custo
mais elevado (US$ 8,56) que o do TRL (11).

O TRL podera ser utilizado como ferramenta de diagnéstico nos
programas de saude nacionais que otimizam campanhas de triagem
epidemiologica e de controle a baixo custo e sem a necessidade de
complexas infra-estruturas e mao-de-obra qualificada, sugerindo a
possibilidade da incorporacdo deste tipo de atividade na rotina dos
PSFs. Obviamente, a confirmagao positiva do teste parasitolégico é o
melhor método recomendado, juntamente com o método soroldgico

com titulos de anticorpos monitorados durante a infecgéao.
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HISTORICAL PANORAMA AND LABORATORIAL DIAGNOSTIC OF
VISCERAL LEISHMANIASIS UNTIL THE APPEARANCE OF
IMMUNOCHROMATOGRAPHIC TESTS

Zilma Ferreira Dourado', Hugo Delleon Silva?, Elisangela de Paula

Silveira Lacerda® e Marco Tulio Antonio Garcia-Zapata®.

ABSTRACT

This is a revision about the diagnostics of human visceral leishmaniasis
in Brazil and in the world. The parasitologic diagnosis, used from 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 from the sixties, uses rough
antigens which limits it in specificity and repllicability. In the seventies,
the Enzyme Immuno Assay (with rough 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 it is not adapted to
routine diagnostics. In the nineties, the quick antibody test L. donovani
marked with rK39 antigen present 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 Leishmanisis — Historic — Quick Diagnosis.
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DIAGNOSTICO RAPIDO DA LEISHMANIOSE VISCERAL, EM AREAS
ENDEMICAS E NAO ENDEMICAS DO ESTADO DO TOCANTINS E
GOIAS, BRASIL, 2006.

RESUMO

O diagnodstico confirmatério do calazar em areas endémicas é complexo
e oneroso. Visando avaliar a eficiéncia do Teste Rapido para Leishmania
spp. (TRL), foi desenvolvido este estudo (em condigdes de laboratério e
de campo) em trés municipios endémicos do estado do Tocantins com
184 individuos (13 virgens de terapia anti-leishmaniotica, 11 em fase
tratamento, 54 pos-tratamento de LV, 22 com outras doengas infecciosas
e parasitarias (DIPs) e 84 aparentemente saudaveis expostos) e dois
municipios ndo endémicos do estado de Goias com 171 individuos (140
aparentemente saudaveis nao expostos e 31 com outras DIPs). Nas
amostras de sangue total desses individuos foi realizado o TRL. Os
resultados obtidos foram comparados com outras metodologias como
Parasitolégico Direto, obtidos através da Puncdo da Medula Ossea
(PMO) e Reagéao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em papel filtro. A
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada nos casos
discordantes. Nao foi constatada reacao cruzada do TRL com outras
DIPs. O TRL apresentou sensibilidade de 95,8% e especificidade de
99,7%.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral, Calazar, Epidemiologia,

Diagnéstico Rapido.
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QUICK DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIAIS IN ENDEMIC
AND NON ENDEMIC AREAS IN TOCANTINS STATE AND IN GOIAS
STATE, BRAZIL, 2006.

ABSTRACT

Confirmatory diagnosis of calazar in endemic areas is complex and
expensive. Aiming to evaluate the efficiency of quick test to Leishmania
spp (TRL), this study was developed (laboratory and field conditions) in
three endemic cities from Tocantins state with 184 individuals (13 that
never received leishmaniasis treatment, 11 under treatment, 54 post VL
treatment, 22 with other infectious and parasitary diseases (IPD), 84
exposed but apparently healthy) and two non endemic cities from Goias
state with 171 individuals (140 non exposed apparently healthy, 31 with
other IPD). In total blood samples from these individuals the TRL was
performed. The obtained results were compared to other methodologies
such as direct parasitologic, bone marrow aspiration (BMA) and paper
filter indirect immunofluorescence reaction (IFl). The polymerase chain
reaction (PCR) was performed in disagreeing cases. No crossed reaction
from TRL with other IPD was detected. TRL presented 95,8% sensitivity
and 99,7% specificity.

Key words: visceral Leishmaniasis, Calazar, Epidemiology, Quick

diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma importante endemia
causada por espécies do género Leishmania, pertencentes ao
complexo Leishmania (Leishmania) donovani, cujo agente etioldgico
no Brasil € a L. chagasi, espécie semelhante a L. infantum encontrada
em alguns paises do Mediterraneo e da Asia. E transmitida ao
homem pela picada do mosquito Lutzomyia longipalpis e tem como
reservatérios os canideos silvestres e domésticos®'?. Pode se
comportar como uma infecgdo generalizada do sistema fagocitario
mononuclear, apresentando uma sindrome febril
hepatoesplenomegélicae.

Mundialmente, essa endemia se concentra na Asia, em regides
como a India, Nepal, Bangladesh e Suddo’. No continente Sul
Americano, a maior incidéncia é no Brasil, onde, segundo o Ministério
da Saude a LV ja foi registrada em 19 das 27 Unidades Federativas,
com aproximadamente 1600 municipios apresentando transmissao
autéctone’™. A seguir, sdo indicados (figura 1) os municipios com o

maior numero de casos da doenca.
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Figura 1. Distribuicdo de casos autéctones de Leishmaniose visceral
no Brasil, segundo municipio.

Na regido norte, no estado do Tocantins, vem ocorrendo um
aumento na taxa de incidéncia da LV, especialmente na regido central,
nos municipios de Paraiso do Tocantins, Porto Nacional e Palmas* .

O diagnéstico da LV pode ser feito através da demonstracao
direta do parasito, reagdes soroimunoldgicas, reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e reagbes imunocromatograficas para detecgao de
anticorpos.

O diagnostico Parasitolégico Direto, que pesquisa as formas
amastigotas no material de aspirado de puncdo de medula éssea é
considerada o “padrao ouro” (“gold standard”), por demonstrar a
presenca da Leishmania (Leishmania) chagasi. E um método simples e
barato, com elevada sensibilidade e especificidade’ 2> 2*. Porém, é um
procedimento invasivo, desconfortavel para o paciente e exige um

profissional qualificado e credenciado para sua execucdo'®.
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As técnicas soroimunoldgicas, simples ou complexas, algumas
de rapida execugdo, geralmente necessitam de uma infra-estrutura
laboratorial e podem ocasionar algum tipo de reagdo cruzada com
anticorpos de varias doencas endémicas simpatricas co-existentes na
mesma regido de prevaléncia da LV >1320:22,

A Reacdo em Cadeia da Polimerase é um procedimento de alta
complexidade, com excelente sensibilidade, mas é ainda muito oneroso
por estar condicionado a um laboratdrio especializado®.

Nesse estudo, pretende-se avaliar o Teste Rapido para
Leishmania spp. (TRL) no diagnéstico da Leishmaniose visceral, com
énfase na sensibilidade e especificidade desse teste,
comparativamente com as técnicas diretas (parasitologico direto) e

indiretas (imunofluorescéncia em papel filtro) de uso comum.

2. METODOLOGIA

Trata-se um de estudo descritivo observacional, a partir de
dados epidemioldgicos de incidéncia de Leishmaniose visceral em
area endémica e ndo endémica fornecido pela Secretaria de Estado
da Saude do Tocantins e pela Superintendéncia de Politica de
Atencao Integral a Saude de Goias. Esse trabalho faz parte de um
estudo longitudinal em execucgao pelo Nucleo de Pesquisa de Agentes
Emergentes e Reemergentes (NUPEREME) do Instituto de Patologia

Tropical e Saude Publica (IPTSP).
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2.1 Areas de estudo

O presente estudo foi realizado em area endémica de
Leishmaniose visceral do estado do Tocantins e area ndo-endémica
do estado de Goias, no periodo de 23 de margco de 2005 a 30 de

marco de 2006.

2.1.1 Aspectos geograficos e eco-epidemioldgicos
2.1.1.2 Areas Endémicas

O estado do Tocantins possui uma superficie geografica de
278.420 km?, 139 municipios, tendo ao Norte Latitude de -05° 10°05”,
Longitude de -48° 21°49”, ao Sul com Latitude de -13° 28027,
Longitude -47° 40°43”, ao Leste com Latitude -10° 15°26”, Longitude -
45° 41°44” e ao Oeste com Latitude de -11° 27°36”, Longitude -50°
44°30”8. A populacdo estimada em 2005 foi de 1.305.728 habitantes,
sendo que 978.865 habitantes estdo na zona urbana e 326.863 na
zona rural®. O estado faz fronteira ao norte, com o estado do Para e
Maranhao, ao sul com o estado de Goias, a leste com Bahia e Piaui e
a Oeste com o estado de Mato Grosso. Sua economia atualmente se
baseia no comércio, na agricultura e na pecuaria. No Centro-Sul e
Sudeste do estado expande-se uma agricultura ja apoiada no uso
intensivo de técnicas modernas, tendo a soja batido recordes de
colheita desde o inicio do seu plantio e producéo (591.127 toneladas
no ano de 2003)%. A pecuaria concentra-se no Vale do Araguaia, a
porcdo mais rica do Estado, destacando-se o gado bovino (6,5

milhdes de cabecga), destinados principalmente ao corte.
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As altas taxas de incidéncia da Leishmaniose visceral se
concentram na regido central do estado, sendo que no municipio de
Paraiso do Tocantins a incidéncia € de 60/100.000 hab., em Porto
Nacional é de 75/100.000 hab. e em Palmas é de 45/100.000 *°.

Os quadros 1 e 2 mostram os dados geograficos dos municipios

em estudo no estado do Tocantins.

Quadro 1. Perfil demografico e geografico dos municipios da area de
estudo no estado do Tocantins, Brasil (IBGE 2006; SEPLAN-TO 2003)

o Area Den. Altit.  Tem.

Municipio Hab. Total Demogr. Lat. (S) Lon. (W) (M) (M)
2.2197 93,8 0 4qagn 48°1949,6 .
Palmas 208.165 K2 hab/km? 10° 1034 260 27°C
Paraiso
do 41.376 1.297 31,9 . 10°10'34”  48°5200° 387 27°C
. Km hab/km

Tocantins
Porto 4.450 10,5 0 4n'nn’ O’ A o
Nacional 46.814 K2 hab/km? 104229 48°2502 212 26°C

Hab.: habitantes; Den. demogr.: Densidade demografica; Lat. S: Latitude Sul; Lon. W: Longitude
Oeste; Altit. M: Altitude em metros ao nivel do mar; Temp. M: Temperatura Média

2.1.1.3 Areas Ndo Endémicas

O estado de Goias possui uma superficie geografica de
340.086,696 km?, 246 municipios, ao Norte com Latitude de -12°
23’41”, Longitude de -50° 08°40”, ao Sul com Latitude de -19° 29°'55”,
Longitude -50° 50°30”, ao Leste com Latitude -14° 21°27”, Longitude -
45° 54'24” e ao Oeste com Latitude de -17° 37°07”, Longitude -53°

15'03”. A populacédo estimada em 2005 foi de 5.619.917 habitantes,
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sendo que 4.913.334 habitantes estdao na zona urbana e 706.583 na
zona rural’®. O estado faz fronteira ao norte, com o estado do
Tocantins, ao sul com o estado do Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais, a leste com Bahia e Minas Gerais e a oeste com o estado do
Mato Grosso. Sua economia atualmente se baseia no comércio, na
agricultura e na pecuaria. No comércio se destaca a industria de
confeccdao de roupas, com grandes polos na capital e cidades
vizinhas. A industria téxtil lidera o terceiro lugar no pais, perdendo em
producdo apenas para Sdo Paulo e Santa Catarina'. Na agricultura, a
producdo de graos de soja em 2003 foi 6,3 milhbées de toneladas,
garantindo ao estado quarto lugar na colocagao de produtor nacional.
A soja é responsavel por quase 60% das exportagdes goianas. Os
grandes pdlos se concentram na regido Sul e Sudeste’. A pecuaria
goiana se concentra em todo o estado e possui forte participagado na
economia, posicionando o estado entre um dos maiores produtores
brasileiros. Goias conta com um rebanho bovino de 30,1 milhdées de
cabecas o que representa em torno de 11% do rebanho nacional®’.
Quanto a incidéncia de Leishmaniose visceral, nas duas cidades
escolhidas para ser controle negativo da pesquisa, comprova-se que,
em Caldazinha ndo ha registros da doenca'®. Em Goiania, ndo ha
casos autéctones, a representatividade ¢é de casos importados,

principalmente dos municipios de Crixas e Niquelandia'®.
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Quadro 2. Perfil demografico e geografico da area de estudo no
estado de Goias, Brasil. (IBGE 2006; SEPLAN —-GO 2003).

Area Dens. Altit Tem
Municipio Hab. Total demogr Lat. (S) Lon. (W) P
Km?  hab/km? M) (M)
. 160 490 00’ o
Caldazinha 3.435 312 11,0 42'51" 07" 866 25°C
A 1.201.0 100 490 15’ o
Goiania 06 739 1625,1 40'43" 14 749 24°C

Hab.: habitantes; Den. demogr.: Densidade demografica; Lat. S: Latitude Sul; Lon. W: Longitude
Oeste; Altit. M: Altitude em metros ao nivel do mar; Temp. M: Temperatura Média.

2.2 Critérios de escolha dos municipios

Para a escolha dos municipios endémicos, foram considerados
aspectos epidemiolégicos' (maior incidéncia de LV) e logistica
operacional, visando ao fluxo e a dinamica do trabalho executado. Os
municipios ndo endémicos foram selecionados por nao possuirem
registros de casos autéctones da LV'®. O maior nimero de individuos
participantes foi do municipio de Caldazinha, onde o fluxo migratorio é
irrisério. No municipio de Goiania, devido ao intenso fluxo migratério,

a quantidade de individuos foi menor.

2.3 Constituicdo dos grupos pesquisados

Foram estudados 355 individuos: 184 residentes e procedentes
das areas endémicas (Palmas, Porto Nacional e Paraiso do Tocantins)
do estado de Tocantins e 171 residentes e procedentes de municipios
considerados n&do endémicos (Goiania e Caldazinha) do estado de
Goias.

Os individuos residentes e procedentes das areas endémicas e

ndo endémicas foram distribuidos no quadro 3:
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Quadro 3. Distribuicdo dos grupos de estudo da Leishmaniose
visceral em individuos de area endémica, Tocantins e ndao endémica,
Goias, Brasil, 2006.

Grupo de Pesquisa Numero de
individuos

Individuos virgens de terapia anti-leishmaniotica 13
Individuos em fase de tratamento de LV 11
Individuos pds-tratamento de LV 54
Individuos com outras doencgas 29
infecciosas e parasitarias de area endémica
Individuos aparentemente saudaveis expostos 84
Individuos aparentemente saudaveis ndo expostos 140
Individuos com outras doencgas infecciosas e 31
parasitarias de area ndo endémica

Total 355

Individuos com sintomas de LV (24):

Treze individuos virgens de terapia anti-leishmaniotica, que
tiveram confirmacéo do diagnostico parasitologico direto pela
demonstracdo de formas amastigotas em aspirado de medula
Ossea.

Onze individuos em fase de tratamento hospitalar e/ou
ambulatorial, sendo seis com confirmagcdo do diagndstico
parasitologico direto pela demonstracdo de formas
amastigotas em aspirado de medula 6ssea e cinco com o

diagnostico parasitologico direto negativo.

Individuos pos-tratamento de LV(54) :

Esse grupo foi constituido por individuos apds seis meses de

tratamento de LV e documentados parasitologicamente.
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Individuos com outras doencas infecciosas e parasitarias de area

endémica (22) :

Esse grupo foi constituido por individuos que apresentavam
diagnostico confirmado das seguintes doengas: Hanseniase (8),

Leishmaniose tegumentar (8) e Malaria (6).

Individuos aparentemente saudaveis expostos(84) :

Esse grupo foi formado por individuos selecionados
aleatoriamente, considerados como aparentemente sadios, ou seja,

sem nenhuma manifestacao evidente da LV.

Individuos aparentemente saudaveis ndo expostos (140) :

Esse grupo foi formado por individuos selecionados
aleatoriamente, considerados como aparentemente sadios, sem
historia epidemiologica de residéncia em area endémica, sem

nenhuma manifestacao evidente da LV.

Individuos com outras doencas infecciosas e parasitarias de area nao-

endémica (31) :

Esse grupo foi constituido por individuos que apresentavam
diagndstico confirmado das seguintes doencas: doenca de Chagas
(14), Hanseniase (3), SIDA e infecgbes associadas (2 com
neurotoxoplasmose, 2 com tuberculose respiratéria e 1 com
pneumonia), Toxoplasmose (4), Toxoplasmose e Chagas (1) e

Tuberculose respiratoéria (4).
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2.4 Locais de realizacdo das técnicas de diagnostico da

Leishmaniose visceral

Nas areas endémicas, o Diagndstico Parasitoldégico Direto (PD)
e o TRL foram realizados no Hospital de Referéncia de Paraiso do
Tocantins, Hospital de Referéncia de Porto Nacional e Hospital Dona
Regina Siqueira Campos em Palmas. O TRL foi também realizado em
postos de saude e residéncias dos respectivos municipios.

Nas areas nao endémicas, em Goiania, o TRL foi realizado no
Hospital das Clinicas, Hospital de Doencas Tropicais, Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica e em residéncias. Em Caldazinha
o TRL foi realizado no posto de Saude e em residéncias da area rural
do municipio.

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada no
Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de
Ciéncias Biologicas | da Universidade Federal de Goias. A Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em papel filtro, na Fundagéo
Oswaldo Cruz e a RIFI no soro, no Laboratorio Central (LACEN) do

estado do Tocantins e de Goias que sao referéncias para ambos os

estados.

2.5 Procedimentos
2.5.1 Coleta de amostras

Amostra convencional de sangue total de 355 individuos, sendo
distribuidos em 184 individuos de municipios que apresentaram altas

incidéncias de LV'® e 171 individuos de area ndo endémica, onde nio
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ha registros de casos autéctones'®. A coleta de sangue total ocorreu
através da puncdao digital para a realizagdo do TRL (ANEXO 1). Nos
hospitais, o TRL foi realizado por médicos, biomédicos, bioquimicos,
enfermeiras e técnicas e/ou auxiliares de enfermagem vinculados ao
Sistema Unico de Saude (SUS). Nos postos de salude e nas
residéncias, o TRL foi executado por profissionais do Programa de
Saude da Familia (PSF), sob a coordenagcdo da Vigilancia
Epidemiol6gica e do NUPEREME.

A equipe pesquisadora, juntamente com os profissionais do
PSF, coletou sangue em papel filtro dos individuos aparentemente
sadios expostos e dos individuos aparentemente sadios ndo expostos
para realizagdo da RIFI em papel filtro (ANEXO Il), no intuito de fazer
uma comparagao entre os resultados obtidos do TRL e da RIFI.

Foi coletado, pela equipe pesquisadora, sangue total de todos
os individuos que apresentaram divergéncia entre os resultados do
TRL/PD (ANEXO Il1) e do TRL/RIFI para realizar a extragcdo do DNA
pelo meétodo fenol/clorofémio (ANEXO V). A detecgdo e
caracterizacdo da cepa de Leishmania foram feitas por meio da
técnica de PCR, utilizando iniciadores (primers) especificos do
complexo L. donovani (Figura 2) para confirmacdo diagndstica'. Para
critério de positividade das amostras, consideraram-se resultado
positivo, amostras de individuos que apresentaram amplificagcbes de
100pb. Por razdes financeiras e operacionais, a PCR nao foi realizada

em pacientes que nédo apresentaram divergéncia de resultados.
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5 GCTGCAGGAA TTCGACGATC ACGAGGTCAG CTCCACTCCA CCCTAAGGCC

TCCCCCGCGC AGNNTGTCAC ACGCTCCCCA CCGCATGATG CGAAGCNNNC

GTAGACACAG GCGTTGCAGG CAGTGTGCCA ACCGAGTCG 3’

Figura 2. Sequéncia alvo do DNA gendmico utilizado para desenhar
os iniciadores (primers) da Reacdo da Cadeia de Polimerase (PCR)
para diagndstico confirmatério da Leishmaniose visceral.

Nos individuos com outras doencas infecciosas e parasitarias,

22 de area endémica e 31 de area ndo endémica, o TRL foi o Unico

exame a ser realizado pela equipe pesquisadora.

2.5.2 Caracteristicas do Teste Rapido para Leishmania spp

O Kit DiaMed-IT LEISH é fabricado por: DiaMed AG -1785
Cressier sur Morat/Switzerland. Cada unidade do kit é individual e a
estabilidade de temperatura é de até 30 'C. As amostras foram
coletadas e executadas seguindo os procedimentos descritos pelo
proprio fabricante (ANEXO 1). O principio do TRL € a detecgédo rapida
de anticorpos contra Leishmania do complexo donovani, utilizando
uma tira-teste impregnada com antigeno recombinante K39 (rK39), um
epitopo repetitivo altamente conservado entre os membros do
complexo L. donovani. Quando ocorre a presencga destes anticorpos
nas amostras, os mesmos sdo capturados pelo conjugado que reage
com o antigeno especifico rK39. As reagdes sao demonstradas pelo
aparecimento de bandas purpuras escuras na tira teste. A banda
controle deve sempre estar presente para validar o resultado. Em

caso de auséncia da banda controle, o teste é invalidado.
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2.5.3 Critérios de Inclusao e exclusao dos pacientes

Foram incluidos todos os pacientes que voluntariamente
aceitaram participar do projeto, apos terem tomado conhecimento das
informacdes basicas do mesmo e assinado, na presenca de uma
testemunha, o “Termo de Consentimento”. Para os menores de 16
anos, os Termos de Consentimento foram assinados pelos pais ou
responsaveis. Foram incluidos todos os pacientes independentes do
sexo, raga, idade (faixa etaria de 0 a 60 anos), religido, nivel social e
cultural.

Com o objetivo de descrever pacientes com e sem
Leishmaniose visceral, para entrarem no estudo, foi instituido um
questionario (ANEXO V) que foi preenchido pelo investigador ou por
participantes treinados, sob a supervisdao continuada do primeiro. O
consentimento foi assinado pelo proprio paciente ou seu responsavel
(ANEXO VII). Para minimizar vieses nao intencionais, foram incluidos
todos os casos de LV no periodo de tempo estudado, determinado
antecipadamente o ponto final do estudo e padronizado os métodos

de observacgéo.

2.6 Andlise estatistica

O teste nao paramétrico Exato de Fisher, em que p>0,05, foi
utilizado para fazer a comparacgcéo entre os resultados do TRL e PD,

do TRL e RIFI em papel filtro.
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Os dados foram coletados através de questionarios e
digitalizados no software EPIINFO versdo 3.3.2 (Office. Epi Info™
2000), gerando uma base de dados. A analise estatistica foi realizada
no EPIINFO, utilizando o Analisys e o teste do Qui-Quadrado (X?)
para avaliar a significancia dos resultados encontrados nos grupos
estudados e o significado epidemioldgico desses valores.

Determinou-se a sensibilidade (s) e a especificidade (e) do TRL,
utilizando as formulas matematicas de Thomas Bayes’: s= VP /
(VP+FN) e = VN / (VN+FP), onde VP - verdadeiro positivo, VN —

verdadeiro negativo, FP — falso positivo e FN — falso negativo.

2.7 Aspectos éticos

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Goias, Hospital das Clinicas da UFG (ANEXO VIII, [X),
pelos conselhos de saude dos respectivos municipios pesquisados e

pelo Conselho Estadual de Saude do Estado do Tocantins.

3. RESULTADOS

Os resultados do PD, do TRL, da PCR e da RIFI em papel de
filtro obtidos nesse estudo foram organizados em um fluxograma para
facilitar a compreensao e permitir a realizagcdo de comparagdes entre

as diferentes metodologias de diagndstico utilizadas:



41

BOILIQPUS OBU © BOIWQPUS BaIR 8p SONpPIAIpUl 8p ewelboxn|{ 'S vinbi-

elURWYSIa esed opidey a1sa | TdL
BJaJIpU| BIIUISAION|OUNLU| ap OB deay 141y .
©asSQ BINPa A ap oBdund OWNd mﬁon_ * mvoa
o1l [aded 4d
aselaWIjod ep elape) Wwa ogdeay yod ,|_L
YAN3IoO3 -ML +
0 1418
-d2d -dod
_ _
-ddd +40d -TdlL +7d1 -TdL +7d1
-0I0S -0I0S +d0d
T || 14T T 81 ¢ ! 3 0 &
-4 +[41d +141d -4 - 141y -4l +7d1 -ONd || +OINd -ONd || +ONd
4d6€T dd7 ad T 1dZ8 4dT 143 g 9 0 €T
[ [ [ eINoIURWYSID|
L || 4THL || -7HL || +TEL || -1l +THL || -TdL | | +T4L || -ONd | | +ONd opase o -Jue eidess)
posg} Wa ap suabun
1€ 0 orT 0 €8 T ¢c 0 0 14 SONPAIPUITT mo%cs_vc_.ﬂ
_ s
,|_L ,|_L _|_L ,|_L [
sojsodxe
mwaum&wo oeu mo__%mQ %%%&%:%ﬁ%w Se5Ua0pSeANo >._%c ojuaWee) A7 ap Sewojis
SONPAIPUITE w%w_\mvch%w SONPIPUI 8 Wwodsonpiaipulze -S00 SONPWIpUl &G WoJsonpnipul ¢

SONPAIPUIT/ T
VOIWIANT OYN vy

SONPIAIpUl 8T
VOINIANT Vady




42

O quadro abaixo mostra os individuos com LV confirmada pelas
metodologias de diagndstico utilizadas nesse estudo, distribuidos de

acordo com a procedéncia, sexo e faixa etaria.

Quadro 4. Casos confirmados de Leishmaniose visceral em
municipios endémicos, de acordo com sexo e a faixa etaria
predominante, Tocantins, Brasil 2006.

Sexo Faixa etéaria
Municipio Casos

confirmados  yas  Fem 0- 10- 21- 31- 41- 51
% % 9 20 30 40 50 60
Paraiso do TO 6 4 2 2 0 0 1 3 0
Porto Nacional 11 10 1 6 1 0 1 1 2
Palmas 7 5 2 7 0 0 0 0 0
TOTAL 24 19 5 15 1 0 2 4 2

Fonte: NUPEREME, 2006.

A maioria dos casos confirmados com LV (11/24) ocorreu no
municipio de Porto Nacional. A maior frequéncia de LV (19/24)
ocorreu em individuos do sexo masculino, sendo que as criangas na
faixa etaria de 0 a 9 anos (15/24) foram as mais afetadas. Os
sintomas mais caracteristicos encontrados nos individuos com LV
foram: esplenomegalia em 83,3% (20/24), hepatomegalia 75% (18/24),
emagrecimento em 66,7%(16/24), febre em 91,7%(22/24), fraqueza
em 87,5% (21/24), tosse em 37,5%(9/24) e diarréia em 29,2 (7/24)%.

A tabela 1 mostra os resultados gerais do Teste Rapido
Imunocromatografico nas amostras de sangue total dos individuos de

areas endémicas.
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Tabela 1. Avaliagdo do Teste Rapido Imunocromatografico para o
diagnostico de Leishmaniose visceral (TRL) em amostras de sangue
total de 184 individuos moradores de area endémica, Tocantins,
Brasil, 2006.

Grupo pesauisado NUumero de TRL TRL Néo
PO Pesq individuos Reagente Reagente

Individuos virgens de terapia anti- 13 13 0
leishmaniotica
Individuos em fase de tratamento de LV 11 10 1
Individuos pés-tratamento de LV 54 20 34
Individuos com outras Doencgas 22 0 22
infecciosas e parasitarias
Individuos aparentemente saudaveis 84 1 83
expostos
Total 184 44 140

Fonte: NUPEREME, 2006.

O TRL foi reagente em 95,8% (23/24) das amostras de sangue
total dos individuos virgens de terapia anti-leishmaniotica e em fase
de tratamento, porém foi reagente em apenas 37% (20/54) dos
individuos pés-tratamento de LV. Nos individuos com outras doengas
infecciosas e parasitarias, os resultados do TRL foram n&o reagentes,
mostrando que nao houve reatividade cruzada entre os anticorpos
dessas patologias e os antigenos rK39 usados no TRL. Nos
individuos aparentemente saudaveis expostos, o TRL foi reagente em
1,2% (1/84).

A tabela 2 mostra os resultados do TRL nas amostras de
sangue total dos individuos de area nao endémica.

Tabela 2. Resultados do Teste Rapido para Leishmaniose visceral nas

amostras de sangue total de 171 individuos de area ndo endémica,
Goias, Brasil, 2006.

. NUumero de TRL TRL

Grupo pesquisado ~
amostras reagente nao reagente

Individuos com outras doengas
. . . 31 0 31
infecciosas e parasitarias
Ind|V|’duc_>s aParentemente 140 0 140
saudaveis ndo expostos
Total 171 0 171

Fonte: NUPEREME, 2006.
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Nas amostras de sangue total dos individuos com outras
doencgas infecciosas e parasitarias, o TRL foi ndo reagente, mostrando
n&do haver reatividade cruzada entre os anticorpos dessas patologias e
os antigenos rK39 utilizados na imunocromatografia. O TRL foi nao
reagente em 100% dos individuos aparentemente saudaveis nao
expostos.

A tabela 3 mostra os resultados da PCR em amostras de
sangue total de individuos em fase de tratamento de LV, poés-
tratamento de LV, aparentemente saudaveis expostos e

aparentemente saudaveis nao expostos.

Tabela 3. Diagnéstico de Leishmaniose visceral por meio da Reagao
em Cadeia da Polimerase em amostras de sangue total de 28
individuos pertencentes ao grupo de estudo de &area endémica,
Tocantins e ndo endémica, Goias, Brasil, 2006.

Gruno pesquisado Numero de PCR PCR
PO pesq Individuos Positivo Negativo

Individuos com LV em fase de 5 4 1
Tratamento com PD negativo e TRL
reagente
Individuos pés-tratamento de LV com 20 2 18
TRL reagente
Individuo aparentemente saudavel 1 1 0
exposto com TRL reagente
Individuo aparentemente saudavel 1 0 1
exposto com TRL n&o reagente e RIFI
reagente
Individuo aparentemente saudavel nao 1 0 1
exposto com TRL néo reagente e RIFI
reagente
Total 28 7 21

Fonte: NUPEREME, 2006.

A PCR foi positiva em 7 amostras de sangue total de individuos
que tiveram o TRL reagente. Porém, foi negativa em 21 amostras,

sendo que em 19 o TRL foi reagente e em 2 o TRL foi ndo reagente e
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a RIFI reagente. Dos individuos poés-tratamento de LV, 20 tiveram
TRL reagente, porém a PCR foi positiva nas amostras de apenas dois
desses individuos.

A tabela 4 mostra os resultados do TRL e da PD nos individuos

virgens de terapia anti-leishmaniotica nas areas endémicas.

Tabela 4. Correlagdo entre os resultados do diagndstico
Parasitologico Direto e o0s resultados do Teste Rapido
Imunocromatografico para o diagnoéstico da Leishmaniose visceral em
individuos sintomaticos, Tocantins, Brasil, 2006.

Metodologias PD positivo PD negativo Total
TRL reagente 18 5 23
TRL n&o reagente 1 0 1
Total 19 5 24

Fonte: NUPEREME, 2006.

O TRL foi reagente em 95,8% (23/24) dos individuos com
sintomas compativeis com LV, sendo que 78,3% (18/23) foram
confirmados pelo PD, 17,4% (4/23) foi confirmado apenas pela PCR
(tabela 3) e 4,3% (1/23) tiveram o PD e PCR negativo (tabela 3) nao
confirmando a LV, demonstrando um resultado falso positivo do TRL.
Um individuo (1/24) apresentou resultado nao reagente para o TRL,
porém a PD foi positivo, demonstrando um resultado falso negativo do
TRL. Devido ao resultado falso negativo e um resultado falso positivo,
a sensibilidade do TRL nesse grupo de estudo foi de 95,8 %.

O PD foi positivo em 82,6 % (19/23) dos individuos com LV,
apresentando resultado falso-negativo nas amostras de quatro

individuos que tiveram a LV confirmada pelo TRL e pela PCR (tabela
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3). Portanto, a sensibilidade do PD foi de 85,2% e a especificidade de
100%.
A tabela 5 mostra os resultados do TRL e da RIFI em papel filtro

nos individuos aparentemente saudaveis expostos de area endémica.

Tabela 5. Correlagcdao entre os resultados do Teste Rapido
Imunocromatografico e os resultados da reagao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) em papel filtro em amostras de individuos
aparentemente saudaveis expostos, Tocantins, Brasil, 2006.

Metodologias RIFI reagente RIFI ndo reagente Total
TRL reagente 0 1 1
TRL nao reagente 1 82 83
Total 1 83 84

Fonte: NUPEREME, 2006

O TRL foi ndo reagente nas amostras de 98,8% (83/84) dos
individuos aparentemente saudaveis expostos e reagente em 1,2%
(1/84). O resultado reagente do TRL foi confirmado pela PCR. .

A RIFI em papel de filtro foi ndo reagente em 98,8% (83/84) das
amostras dos individuos aparentemente saudaveis expostos e
reagente em 1,2% (1/84). Contudo, esse resultado foi considerado
falso positivo, pois o TRL, a RIFI no soro e a PCR foram negativos.
Portanto, a RIFI em papel filtro apresentou um resultado falso
positivo, apresentando especificidade de 98,8% e a especificidade do
TRL nesta populagao de estudo foi de 100%.

A Tabela 6 mostra os resultados do TRL e da RIFI em papel

filtro em individuos de area endémica.
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Tabela 6. Correlagcdo entre os resultados do Teste Rapido
Imunocromatografico para o diagndstico de Leishmaniose visceral
com a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em amostras de
140 individuos aparentemente saudaveis de area n&o endémica,
Goias, Brasil, 2006.

Metodologias RIFI reagente RIFI ndo reagente Total
TRL reagente 0 0 0
TRL nao reagente 1 139 140
Total 1 139 140

Fonte: NUPEREME, 2006.

Os individuos aparentemente saudaveis nao expostos néao
apresentaram reatividade com o antigeno rK39 usado no TRL. A RIFI
em papel filtro foi ndo reagente em 99,3% (139/140) das amostras e
reagente em 0,7% (1/140), contudo esse resultado foi considerado
falso positivo, pois o TRL e a RIFI no soro foram nao reagentes e a
PCR foi negativa (tabela 3).

A tabela 7 mostra os resultados do TRL em individuos

portadores com outras doencas infecciosas e parasitarias.

Tabela 7. Comportamento do Teste Rapido para Leishmania spp. em
53 portadores de outras doencas infecciosas e parasitarias nas areas
de estudo, 2006.

Patologias / Parasitos TRL Reagente TRL N&o reagente Total
Doencga de Chagas 0 14 14
Leishmaniose tegumentar 0 8 8
Malaria 0 6 6
Toxoplasmose 0 4 4
Toxoplasmose e Chagas 0 1 1
Total 0 33 33
Bactérias
Hanseniase 0 11 11
Tuberculose pulmonar 0 4 4
Total 0 15 15
Virus
HIV 0 3 3
HIV e neurotoxoplasmose 0 2 2
Total 0 5 5

Fonte: NUPEREME, 2006
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Nos individuos com outras doencas infecciosas e parasitarias,
os resultados do TRL foram n&o reagentes, mostrando que nao houve
reatividade cruzada entre os anticorpos dessas patologias e os

antigenos K39 usados na imunocromatografia.

4. DISCUSSAO

O diagnéstico da Leishmaniose visceral ao longo dos anos tem
demonstrado variacbes de sensibilidade e especificidade nas
diferentes metodologias empregadas no Brasil e no mundo. Nesse
estudo, a metodologia do TRL demonstrou alta sensibilidade e
especificidade no diagnéstico da LV em individuos virgens de terapia
anti-leishmaniotica e em fase de tratamento. Porém, sua positividade
foi variavel em individuos pods-tratamento de LV, uma vez que essa
populacao forneceu resultados reagentes e nao reagentes. O TRL foi
capaz de detectar anticorpos anti-Leishmmania em individuos
aparentemente saudaveis expostos de area endémica. Em individuos
aparentemente saudaveis de area ndo endémicas e individuos com
outras doencas infecciosas e parasitarias, o TRL nao apresentou
reagbes cruzadas, sendo ndo reagente em 100% das amostras
analisadas.

Durante a fase aguda da doenga, em pacientes que estavam
virgens de terapia anti-leishmaniotica, a reatividade do TRL foi maior.
Fazendo-se a correlacdo nesse estudo dos resultados obtidos do PD

e TRL, utilizando o teste ndo paramétrico do Exato de Fisher®,
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observa-se que nao ha diferenga estatisticamente significativa entre
os resultados dessas duas metodologias no diagnoéstico da LV nesse
estudo.

A sensibilidade do TRL foi de 95,8% nos pacientes com doenga
ativa e a especificidade foi de 99,7%. Comparando-se esses dados a
outros disponiveis na literatura, percebe-se determinada semelhanca
entre os resultados encontrados. Na india, por exemplo, quando
realizado esse mesmo teste, a sensibilidade foi de 99 a 100% e a
especificidade entre 95 e 100%2*. Estudos realizados com o mesmo
principio e o mesmo antigeno (rK39) em varios paises como india,
Nepal, Alemanha e Sudado obtiveram resultados variaveis, porém
semelhantes aos encontrados nesse estudo 22725,

Nos individuos em fase de tratamento (por volta do 18° dia)
para LV, a sensibilidade do TRL foi de 88,8%. O resultado falso
negativo em um dos pacientes pode ter ocorrido devido a eficacia
terapéutica utilizada, que diminuiu a parasitemia e, em consequéncia,
a resposta imunologica. A literatura relata que as técnicas de
imunocromatografia com o antigeno recombinante K39 podem ser
utilizadas para o monitoramento durante o tratamento dos individuos
com Leishmaniose visceral®.

O resultado falso positivo do TRL ocorreu em uma crianga que
apresentava uma virose nao identificada, com sintomas semelhantes

aos da LV, nao sendo possivel determinar com qual virose o TRL

apresentou reatividade cruzada.
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Segundo Badoré? em 1996, apenas 30% dos pacientes com
Leishmaniose visceral permanecem com anticorpos no sangue
periférico trés anos apdés o tratamento. Nesse estudo, 37% (20/54)
dos individuos pos-tratamento de LV continuaram com os anticorpos
anti-rkK39. Isso provavelmente acontece devido a demora na exclusao
de antigenos parasitarios pelo sistema imune nos primeiros meses
apo6s a instalacao da terapia especifica ou, talvez, pela ineficiéncia do
medicamento na total erradicagdo dos parasitos do organismo. A
ineficiéncia do medicamento pbéde ser confirmada, quando as
amostras de dois individuos aparentemente curados apresentaram
resultado do TRL reagente e PCR positiva.

Os dezoito individuos que apresentaram TRL reagente e PCR
negativa, possivelmente ndo tinham parasitos no organismo e o TRL
detectou apenas cicatriz soroldgica. Esses resultados confirmam as
observagdes de Brandonisio e Cols.® na avaliagdo do teste rapido por
imunocromatografia do sorodiagnéstico de LV em pacientes no Sudéo,
onde o teste foi positivo apds 24 meses de terapia.

O achado de um individuo com LV entre os aparentemente
saudaveis expostos de area endémica confirma dados da literatura,
gue demonstram que o teste rapido com o antigeno recombinante K39
€ capaz de detectar infecgdes clinicas e subclinicas em individuos de
areas onde a LV é hiperendémica®. Contudo, ha necessidade de
confirmagdo desse diagndstico por outras metodologias como o

Parasitolégico Direto, a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta e
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ELISA, uma vez que doencas como malaria, doenca de Chagas e
Tuberculose podem apresentar reatividade cruzada com LV, devendo
haver cautela para nao tratar casos falsos positivos.

Observou-se, durante o estudo, que a facilidade da realizacao
do TRL na area de campo foi favoravel aos individuos participantes e
aos executores que obtinham os resultados em curto espaco de
tempo. A sensibilidade do TRL foi elevada quando comparada com
outras metodologias empregadas para o diagndéstico da LV, como o
PD e a RIFI em papel filtro ou no soro.

O TRL pode ser uma importante ferramenta no rastreamento de
individuos assintomaticos de areas endémicas, por ndo se observar
reacdes cruzadas com doencgas simpatricas. O TRL pode ser utilizado
nos programas nacionais de controle da LV, por profissionais do PSF,
pois oferece resultados com sensibilidade e especificidade
compativeis com as metodologias de diagndstico empregadas

atualmente nesses programas.
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ATITUDES, PRATICAS E LOGISTICA DO PROGRAMA DE SAUDE
DA FAMILIA (PSF) NO MANEJO DE UM TESTE RAPIDO PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL EM AREAS ENDEMICAS E NAO
ENDEMICAS, NO ESTADO DO TOCANTIS E GOIAS, BRASIL 2006.

RESUMO

Este estudo visou avaliar atitudes de profissionais do Programa de
Saude da Familia (PSF) e Sistema Unico de Saude (SUS), em trés
municipios endémicos no estado de Tocantins e dois ndo endémicos no
estado de Goias, quanto ao manejo de um Teste Rapido para
Leishmania spp. (TRL); observar as condi¢gdes climaticas e custo
beneficio desse teste. Os profissionais que executaram o TRL
responderam a um questionario com questdes sobre a execugido desse
teste. Participaram do estudo 31 profissionais, sendo 77% do estado do
Tocantins (71% do PSF e 29% do SUS) e 23% do estado de Goias
(todos do PSF). As dificuldades encontradas apds o treinamento foram:
abertura da embalagem do TRL (51,6%) e aspiragcdo do sangue na
pipeta capilar (41,9%). A temperatura em condigbes de campo e no
laboratério variou entre 23°C e 30°C, nao influenciando os resultados. O
custo do TRL (US$ 2,71) é inferior ao da Reacédo de Imunofluorescéncia
Indireta (US$ 8,56) e do Parasitolégico Direto (US$ 72,1). Todos os
profissionais apresentaram o mesmo nivel de dificuldade na execucéao
do TRL. Com a insercdo deste teste na rotina do PSF podera permitir
num futuro préoximo uma visdo mais realistica da epidemiologia e
controle do calazar, como também a implantacdo de diagnosticos
eficazes em areas endémicas, onde ha caréncia de recursos humanos e

técnicos.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral, Programa de Saude da

Familia (PSF), Diagnéstico Rapido.
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FAMILY HEALTH PROGRAMME (FHP) ATTITUDES, PRACTICS AND
LOGISTICS IN HANDLING A QUICK TEST TO VISCERAL
LEISHMANIASIS IN ENDEMIC AND NON ENDEMIC AREAS IN
TOCANTINS AND GOIAS, BRAZIL 2006.

ABSTRACT

This study aimed the evaluation of professionals’ attitudes from Family
Health Programme (FHP) and Unique Health System (UHS) in three
endemic cities in Tocantins state and two non endemic in Goias state as
to handling a quick diagnosis test to Leishmania spp (TRL), to observe
environmental conditions and cost benefit relations of this test. The
professionals who performed the TRL answered a questionnaire
containing questions about the execution of the test. 31 professionals
participated in this study, 77% of them were from Tocantins state (71%
from FHP, 29% from UHS) and 23% from Goias state (all from FHP). The
difficulties found after training were: TRL package opening (51,6%) and
blood aspiration with capillary pipette (41,9%). The temperature in field
and laboratory conditions varied from 23°C to 30°C and did not influence
the results. The TRL cost (US$ 2,71) is lower than Indirect
Immunofluorescence reaction (US$ 8,56) and direct parasitologic (US$
72,1). Every professional presented the same level of difficulty in
performing the TRL. The insertion of this test in the FHP routine will
provide, in a near future, a more realistic vision of control and
epidemiology of calazar, as well as the implantation of efficient
diagnostic tests in endemic areas, where there is the need of human and
technical resources, specially qualified physicians to the performance of

essential invasive examinations.

Key words: Visceral leishmaniasis, Family Health Programme (FHP),

Quick diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Uma estratégia que se destacou nos programas nacionais de
controle das endemias desde a passagem dos anos 80 para 0s anos
90 foi @ mobilizacao comunitaria. A mobilizacao comunitaria relaciona-
se estreitamente com conceito de cidadania, ao enfatizar a
reivindicagdo politica, a democratizagdo e a socializagdo do saber,
das decisbes e dos planejamentos das metas. Os programas de
mobilizacdo comunitaria de forma direta ou indiretamente contribuem
para a saude e bem estar do individuo. Esses programas apresentam
estratégias de reorganizacdo da atengdo basica, visando uma
democratizacao do processo saude/doencga — sistema/populacao.

As experiéncias nacionais de mobilizagcdo comunitaria surgiram
em Niterdéi (RJ), onde existia o Médico da Familia, e no grupo Hospital
Conceigao (GHC), no Rio Grande do Sul. Os anos 90 foram marcados
pela crise econdmica e fiscal do pais e pela busca de alternativas que
possibilitassem a superacdo dos limites dos modelos de saude
vigentes. Neste contexto, foi implantado em 1991 o Programa de
Agente Comunitario de Saude (PACS), que sofreu forte influéncia do
Programa de Agentes de Salde do Ceara' e Goias? e o Programa de
Saude da Familia (PSF), em 1994>. Acredita-se que a busca de novos
modelos de assisténcia decorre de um momento historico-social, onde
o modelo tecnicista/hospitalocéntrico ndo atende mais a emergéncia
das mudangcas do mundo moderno e, consequentemente, as
necessidades de salde da populagédo’. O quadro 1 mostra a evolugdo

histérica dos programas de mobilizagdo comunitaria.
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Quadro 1. Panorama da evolugao histérica dos programas de
Mobilizagdo Comunitaria no Brasil e no Mundo.

Autor / Ano de

Ano Localizacao/ Programa Publicacio
Primordios  Peru — Civilizag&o Inca (Dourado et al. 2006) 2
1954 China - Médicos dos pés (Horn Joshuas 1979) *

descalcos
1970 Africa — Médico sanitarista (Horn Joshuas 1979) *
1970 Espanha, Inglaterra, Suécia e (Horn Joshuas 1979)4
Canada — Mobilizacao
comunitaria
1975 Peru - Atengao de Saude para (Campos & lriarte 1980) °
comunidades rurais e periféricas
das cidades
1981 Brasil - Reorganizacéo da (Rosa & Labate 2005) "
assisténcia médica. Criagao do
Conselho Nacional de
Seguranga Publica - CONASP,
descentralizacido das politicas
de saude
1988 Brasil — Goias: Integradas (Girade Halim 1988) °
Ac¢bes de Saude (Projeto
Mambai - GO)
1988-1989 Brasil — Mobilizagao (Ministério da Saude
Comunitaria. Promulgada a 1991) 7
nova constituigdo, idealizacao
do SUS
1990 Consolidag&o do SUS (leis 8.080 e  (Levcovitz et al. 2001) 8
8.142, de 1990).
1991 Brasil — Agente Comunitario de (Ministério da Saude
Saude (ACS) 2003) 3
1994 Brasil — Programa de Saude da  (Ministério da Saude

Familia (PSF)

2005) *

O PSF foi criado a partir dos sucessos e dificuldades de outros

modelos de organizagdo da atencdo basica, dentre esses os Distritos

Sanitarios®, os Sistemas Locais de Saude (Silos), o modelo em

Defesa da Vida'® e a acdo programatica em saude™".
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O PSF pretende integrar os principios do SUS com a
comunidade, trabalha com uma concepcao de saude centrada na
promoc¢io da qualidade de vida, tem uma relacao mais proxima entre
as pessoas, e tende a humanizar a assisténcia, estabelecendo uma
nova relagéo entre os profissionais da satde e a comunidade?.

O trabalho das equipes do PSF prioriza a assisténcia a alguns
grupos populacionais considerados de maior risco a agravos: criangas
menores de dois anos, gestantes, portadores de hipertenséo,
diabetes, tuberculose e hanseniase. Dentre as ag¢des desenvolvidas
pelas equipes de saude, destaca-se a assisténcia materno-infantil,
gue envolve a promog¢édo e o manejo do aleitamento materno’?.

O PSF esta incumbido de fazer a prevencao, profilaxia e o
tratamento de doencgas endémicas, além das demandas tipicamente
clinicas de prevencdo e recuperacao, apoiadas em técnicas de
diagnostico de menor uso de equipamentos, mas que, para a sua
adequada compreensao e efetiva transformacdo, exige sofisticada
sintese de saberes e complexa integracdo de acgdes individuais e
coletivas, curativas e preventivas, assistenciais e educativas'.

Atualmente, a Leishmaniose visceral (LV) é uma doencga
endémica que exige diagndstico precoce, o que €& um fato
preocupante, principalmente em areas carentes de recursos, onde
normalmente ha falta de profissionais capacitados para a realizacao
deste diagnéstico.

Mundialmente a doenga é encontrada em 62 paises, com

grande prevaléncia no Brasil. Na regido nordeste do pais, concentra-
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se 90% dos casos de LV, sendo que na regido norte, especificamente
no estado do Tocantins, observa-se surtos crescentes de LV'®. O
diagndstico precoce da LV em populagdes de areas urbanas e rurais,
carentes de profissionais qualificados, vem somar na qualidade da
saude dessas populagcdes, que muitas vezes nao tém acesso ao
diagndstico.

Em decorréncia dessa situacao de assisténcia a comunidade, o
presente estudo busca fazer uma avaliacado da operacionalidade e das
atitudes comportamentais dos profissionais do PSF/SUS na execucgéao
de um Teste Rapido para Leishmania spp. (TRL), em municipios
endémicos rurais com escassos recursos. Serdo analisados, também,
o custo beneficio do TRL e a sua estabilidade em diferentes

condi¢cdes de temperatura e umidade.

2. METODOLOGIA

O presente estudo faz parte de uma pesquisa de avaliacdo da
implantagcdo de um teste rapido para o diagndstico da LV em area
endémica e ndo endémica de municipios do estado do Tocantins e de
Goias. O estudo foi desenvolvido pelo Laboratério do Nucleo de
Pesquisa de Agentes Emergentes e Reemergentes (NUPEREME) do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) e pelo
Laboratorio de Genética Molecular e Citogenética do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas | (ICB I) da Universidade Federal de Goias (UFG),

no periodo de margo de 2005 a marco de 2006.
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Trata-se de um estudo observacional e quantitativo, da logistica
e dindmica do TRL no diagnéstico da LV nos municipios envolvidos
nesta pesquisa, cuja amostra convencional foi os profissionais de
saude do PSF/SUS que realizaram o teste rapido em areas rurais com
pouca infra-estrutura, poucos recursos humanos e financeiros.

O Kit DiaMed-IT LEISH é fabricado por DiaMed AG -1785
Cressier sur Morat/Switzerland. Cada unidade do kit € individual e a
estabilidade de temperatura é de até 30°C. As amostras foram
coletadas e executadas seguindo os procedimentos descritos pelo
proprio fabricante do Kit. O principio do TRL é a deteccao rapida de
anticorpos contra Leishmania do complexo donovani, utilizando uma
tira-teste impregnada com antigeno recombinante K39 (rK39, um
epitopo repetitivo altamente conservado entre os membros do
complexo L. donovani). No caso da presenga destes anticorpos na
amostra, os anticorpos capturados pelo conjugado reagem com o
antigeno especifico rK39. As reacdes foram demonstradas pelo
aparecimento de bandas purpuras escuras na tira teste. A banda
controle deve sempre estar presente para validar o resultado. Em
caso de auséncia da banda controle, o teste ndo foi valido. O kit

permanece estavel em temperaturas de 2°C a 30°C.

2.1 Areas de estudo
Foram escolhidos trés municipios de area endémica do estado

do Tocantins (Paraiso do Tocantins, Porto Nacional e Palmas) por
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serem 0S municipios com maiores incidéncias de LV16, e dois
municipios de area nao endémica no estado de Goias (Caldazinha e
Goiania), que sao municipios que nao possuem casos autéctones de
LV . Os municipios endémicos estdo localizados na regido central do
estado com uma distancia média de 60 km de um municipio ao outro.

Os gestores municipais, apés conhecerem os objetivos do
projeto autorizaram a realizagdo da pesquisa. As equipes do PSF que
entraram no estudo foram escolhidas aleatoriamente pela pessoa
responsavel da atencao basica de cada municipio, conforme a
disponibilidade das equipes.

O municipio de Paraiso do Tocantins possui 41.376 habitantes,
com uma cobertura entre PSF e PACS de 11.149 familias
cadastradas, representando 100% da populagcdo. O PSF foi
implantado no municipio em 2002, constando no periodo da pesquisa
com oito Unidades de Saude da Familia, doze equipes do PSF e com
assisténcia hospitalar composta por: um Hospital de Referéncia, um
Centro de Atencao Psico-social e uma Policlinica'®.

O municipio de Porto Nacional possui 46.814 habitantes, com
uma cobertura de PSF e PACS de 11.162 familias cadastradas,
representando 95% da populagao. O PSF foi implantado no municipio
em 1998, constando no periodo da pesquisa com onze Unidades de
Saude da Familia (USF), onze equipes do PSF e com assisténcia
hospitalar composta por: um Hospital de Referéncia, um Hospital, um

Hospital Materno Infantil, uma Policlinica e um Pronto Atendimento®.
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O municipio de Palmas possui 208.165 habitantes, com uma
cobertura entre PSF e PACS de 52.340 familias cadastradas,
representando 73,14% da populacdo. O PSF foi implantado no
municipio em 1998, constando no periodo da pesquisa com 32 USF,
41 equipes do PSF e com assisténcia hospitalar composta por um
Hospital Geral, um Hospital Materno Infantil, cinco Policlinicas e dois
Prontos Atendimentos’®.

O municipio de Caldazinha possui 3.435 habitantes, com uma
cobertura entre PSF e PACS de 859 familias cadastradas,
representando 95% da populagdo. O PSF foi implantado no municipio
em 1999. No periodo da pesquisa, o municipio contava com uma USF,
uma equipe do PSF e ndo possuiam nenhum hospital”’.

No municipio de Goiania nao houve a participacdo de
profissionais do PSF/SUS, pois o TRL foi realizado pelas equipes do

IPTSP e ICB | da UFG.

2.2 Realizacdo do TRL em areas endémicas

No municipio de Paraiso do Tocantins, os testes foram
aplicados no Hospital de Referéncia de Paraiso do Tocantins, na
Unidade de Saude Juceneuza LObo Alencar, Posto de Saude Wilfran
Marinho Ferreira e nas residéncias dos individuos que aceitaram
participar da pesquisa. No municipio de Porto Nacional, no Hospital
de Referéncia de Porto Nacional, na sede da Funasa e residéncias.

No municipio de Palmas, no Hospital Dona Regina Siqueira e nas
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Unidades de Saude Aureny Il, Aureny lll, Unidade de Saude Sul e

residéncias.

2.3 Realizacdo do TRL em areas nao endémicas

No municipio de Goiania, os testes foram aplicados no Hospital
das Clinicas, Hospital de Doencgas Tropicais (HDT), Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da UFG e em residéncias de
individuos que aceitaram participar da pesquisa. No municipio de
Caldazinha, os testes foram aplicados na Unidade Saude da Familia,
em dois postos de saude provisorios montados na zona rural e em

residéncias de individuos que aceitaram participar da pesquisa.

2.4 Populacéao do Estudo

Nas areas endémicas e nao endémicas, os profissionais
envolvidos eram médicos, enfermeiras, bioquimico, biomédico, técnico
de laboratério ligado ao SUS e profissionais do PSF (médico,
enfermeira, auxiliar ou técnica de enfermagem e agentes comunitarios
de saude). A tabela 1 mostra o numero de profissionais que
participaram do estudo. Esses profissionais realizaram um total de

220 testes nas areas de estudo.
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Tabela 1. Perfil dos profissionais envolvidos em area endémica e nao
endémica PSF/SUS.

Municipio Médico Enfermeira Biomédico Bioquimico Técnico Lab. ACS Total
Paraiso do TO 1 2 - - - 16 19
Porto Nacional 3 1 - 1 2 20 27
Palmas 2 2 - - - - 4
Caldazinha 1 - 1 - - 6 8
Total 7 5 1 1 2 44 58

Lab.: laboratdrio
ACS: Agente comunitario de Saude
Fonte: NUPEREME, 2006.

Nos hospitais, o teste rapido foi realizado por médicos,
enfermeiras e técnicos de enfermagem. Nos postos de saude (zona
urbana e rural) e nas residéncias, a aplicagcdo do teste foi feita por
agentes comunitarios sob a supervisdo da enfermeira chefe e da

equipe pesquisadora da UFG.

2.5 Educativos Prévios: Palestras e Treinamento

Nos municipios estudados foram realizadas palestras sobre a
Leishmaniose visceral e a importancia do diagnodstico rapido em
hospitais, postos de saude na zona urbana e postos de saude
montados provisoriamente na zona rural pelas equipes do IPTSP/ICB.
ApoOs cada palestra, foi realizada a demonstracdo do kit. Cada Kkit
contém componentes necessarios para a realizacdo de um teste. As
primeiras instrugées foram como abri-lo adequadamente e observar o
qgue se encontravam dentro do envelope, os componentes eram: uma

bula, um dispositivo com tira teste, uma tampa para os po¢os, uma
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ampola conta-gotas com tampao, uma lanceta estéril, uma compressa
desinfetante, uma pipeta capilar e um procedimento esquematico. O
segundo passo foi instruir os profissionais na parte de identificacéo,
puncao digital e transferéncia do sangue, através da pipeta capilar,
para o po¢o de reacado. Por ultimo era explicado como interpretar o
resultado: se a banda controle estiver nitidamente visivel (“C de
controle”) e a zona de reacgao da tira-teste estiver clara, o teste
funcionou e o resultado era nédo reagente para LV. Quando aparecia a
banda nitidamente visivel no “C de controle” e banda nitidamente
visivel no “L de Leishmania” (vermelho purpuro), o teste funcionou e o
resultado era reagente. As duvidas dos profissionais eram sanadas
pela equipe pesquisadora, a medida que as dificuldades apareciam.

O estudo buscou discutir a atuacdo das equipes do PSF/SUS
mediante a execucdo do TRL e sua contribuicdo para aquisicao de
conhecimentos sobre o diagndstico rapido da Leishmaniose visceral
em areas carentes de profissionais qualificados. Apds o término do
estudo foi aplicado um questionario aos profissionais envolvidos

(ANEXO VI).

2.6 Avaliacdo da estabilidade do TRL frente as adversidades do
meio ambiente

Para esta avaliacdo o TRL foi estudado na procura de
informagbes sobre a sua homogeneidade frente as adversidades

climaticas das areas endémicas e nao endémicas, onde foi
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transportado e manipulado. Dados sobre temperatura e umidade
relativa do ar no meio ambiente foram obtidos através dos registros do
Décimo Distrito de Metereologia de Goias e Tocantins (DISME-
GO/TO), a temperatura e umidade relativa do ar no laboratério foram
obtidas pelo aparelho termohigrometro marca ON serial numero: 9645
fabricagédo 1980, do laboratério NUPEREME do Instituto de Patologia

e Saude Publica da Universidade Federal de Goias.

2.7 Avaliacao do custo beneficio do TRL.

Foi avaliada comparativamente a despesa gerada por cada um
dos testes mais empregados para o diagnostico da LV, assim como os
valores agregados no processo diagnéstico desta doenga,
considerando os parametros utilizados no Sistema Unico de Saude
(SUS) para a determinagao do custo beneficio que, potencialmente, o

TRL poderia representar para o sistema.

2.8 Analise dos dados

O instrumento de coleta de dados constituiu-se em um
questionario estruturado para os profissionais PSF/SUS dividido em: 1
- Identificacdo do Executor; 2 - Aspectos Operacionais; 3 - Parte de
execucao; 4 - Parte de interpretacédo dos resultados. Apds a coleta de
dados, iniciou-se o trabalho de categorizagado de questdes objetivas e
subjetivas. Essa categorizagcdo foi feita com base nas respostas
objetivas (sim/ndo) e subjetivas registradas, respeitando a opinido de

todos os profissionais envolvidos na pesquisa.
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Para coleta e analise estatistica dos dados foi utilizado o
software utilizando teste ndo paramétricos como Qui-quadrado (X?).
As observacgdes dos profissionais que estavam realizando o TRL

foram registradas no diario de campo pela equipe pesquisadora.

2.9 Aspectos éticos

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Goias, Hospital das Clinicas da UFG (ANEXO VIl e IX),
pelos Conselhos de Saude dos respectivos municipios pesquisados e

pelo Conselho Estadual de Saude do Estado do Tocantins.

3. RESULTADOS

Dos 58 profissionais PSF/SUS analisados, 27 nao receberam a
ficha de avaliacdo da operacionalidade do TRL, porque n&do se
encontravam em suas devidas fungbes durante a aplicacdo do
mesmo.

Dos 31 profissionais que receberam a ficha, 77% (24)
pertenciam ao estado do Tocantins e 23% (7) de Goias. Dos 24
profissionais do estado do Tocantins, 71% (17) estavam vinculados as
equipes do PSF e 29% (7) ao SUS. Os setes profissionais do estado
de Goias pertenciam a equipe do PSF.

Na figura 1 e 2 observa-se para cada regidao endémica e nao

endémica os resultados dos profissionais envolvidos no estudo.
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H Meédico
M Enfermeiro

Fonte: NUPEREME, 2006.

Figura 1. Distribuicdo dos vinte e quatro profissionais que realizaram
o TRL no estado do Tocantins de acordo com a funcao executada,
Brasil, 2006.

MACS
H Meédico
M Enfermeiro

Fonte: NUPEREME, 2006.

Figura 2. Distribuicdo dos sete profissionais que realizaram o TRL no
estado de Goias de acordo com a funcao executada, Brasil, 2006.

A tabela 2 apresenta as respostas relacionadas ao manejo do

Teste Rapido durante o desenvolvimento da pesquisa.
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Tabela 2. Respostas dos 31 profissionais do Programa de Saude da
Familia e Sistema Unico de Saude sobre a realizagcdo do Teste Rapido
para Leishmania spp. (TRL) no estado de Tocantins e Goias, Brasil,
2006.

. RESPOSTAS
Questdes =
SIM NAO
A embalagem estava integra? 31 0
Constatou a presenga de uma “bula” (instrugdes 30 1
sobre manuseio do kit) no interior?
Vocé teve dificuldades na ldentificacado do 29 2
paciente no dispositivo com tira teste?
Apresentou dificuldades em colocar as gotas do 29 2
reagente nos pogos?
Vocé teve dificuldades em fazer a pungéo 29 2
digital?
Vocé teve dificuldades em aspirar o sangue na 13 18
pipeta capilar?
Vocé teve dificuldades em cronometrar (aferir o 27 4
tempo) na passagem entre os pogos?
Na interpretacao de resultados, onde a leitura 31 0
era o “L de Leishmania” teve dificuldades?
Na interpretagdo de resultados, onde a leitura 29 2

era o “C de Controle” teve dificuldades?

Verifica-se que 100% confirmaram que a embalagem do kit
estava integra. Quanto ao manuseio do kit, 48,4% (15) dos
entrevistados apontaram o kit como sendo de facil abertura e 51,6%
(16) de dificil abertura, sendo necessaria a utilizagcéo de algum tipo de
material para abri-lo, como tesoura ou bisturi. Dos entrevistados (30)
96,8% perceberam a presenga de uma bula, que poderia ser utilizada
para sanar as duvidas quanto a realizacao do teste e 3,2% (1) nao
percebeu a presencga da bula.

Na parte de identificagdo, 93,5% (29) ndo acharam dificil a

identificacdo das amostras coletadas, enquanto 6,5% (2) tiveram
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dificuldades. A dificuldade foi atribuida ao espacgo reservado para
escrever o nome do paciente. Na parte em que envolvia a aplicagao
dos reagentes nos pocgos do teste, foi observado que 93,5% (29) néo
tiveram dificuldades e 6,5% (2) tiveram dificuldades.

Em relagcdo a puncado digital, 93,5% (29) né&o tiveram
dificuldades e 6,5% (2) tiveram. Para aspirar o sangue através da
pipeta capilar, 41,9% (13) expressaram dificuldades como de
manuseio, posicao desconfortavel das maos e falta de habilidade e
58% (18) nao tiveram dificuldades. Para cronometrar o tempo
necessario para realizacdao do teste, foram utilizados relogios e
celulares, sendo que 87% (27) nao tiveram dificuldades e 12,9% (4)
tiveram devido a falta de instrumentos adequados (crondmetros).

Na leitura e interpretacdo dos resultados, 100% (31) néao
tiveram dificuldades para a leitura do “L” de Leishmania. Na leitura do
“C” (controle) 93,5% (29) nao tiveram dificuldades e 6,5% (2)
expressaram dificuldades, devido a coloragcdo ser mais clara que a
banda do teste, quando positivo (coloragédo purpura bem nitida).

Quando foi colocado se havia alguma duvida sobre o
procedimento de execucgao do teste, 80% responderam que nao, 10%
demonstraram dificuldades em aspirar o sangue na micropipeta e os
10% restantes recomendaram a necessidade de mais treinamento

para esclarecimentos tedérico/praticos do teste.
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3.1 Registro das atividades vivenciadas

ApOs a realizagdo das atividades com os profissionais do
PSF/SUS, a equipe pesquisadora anotava algumas falas e
consideragdes relacionadas a vivéncia daquele dia. Esse material
mostrou ser significativo para analise, culminando em um volume de
informacdes narrativas.

No primeiro momento, observaram-se como os profissionais
agiam durante a realizagdo do teste (identificacdo, execugédo e
interpretagcdo dos resultados). Ficou evidente que o treinamento
facilitou o bom desempenho técnico dos profissionais. As perguntas
que sugiram durante todo o procedimento do TRL foram respondidas
e isso colaborou para a boa execucao do teste.

As consideracgodes e falas das equipes foram que o teste deveria
ser oferecido a toda rede publica (SUS) e privada de saude. Em
funcdo da praticidade e operacionalidade para a realizacao do TRL,
poderia ser inserido na rotina de diagndstico da LV nas éareas
endémicas, procedendo ao diagndstico precoce e, desta forma,
iniciando a terapéutica mais rapidamente. Por fim, sugeriram que
todas as equipes do PSF da regiao recebessem treinamento para

realizarem o TRL em todas as pessoas assistidas pelo programa.

3.2 Avaliacdo da estabilidade do TRL em diferentes temperaturas
Nos municipios onde o estudo foi realizado foram feitos graficos

para mostrar a variacdo de temperatura e umidade relativa do ar.
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O grafico 1 registra a variagcdo da temperatura no laboratério
IPTSP/UFG e nos municipios de Caldazinha, Goiania, Palmas,

Paraiso do Tocantins e Porto Nacional.

35
O
(@]
©
5
©
(]
o
e
()]
|_
—e—Palmas Porto Nacional e Paraiso do TO
—a— Goiania e Caldazinha —<— Laboratério

Fonte: DISME- GO/TO e NUPEREME.

Grafico 1. Variagcdo de temperatura no laboratério do IPTSP/UFG e
nos municipios de Caldazinha, Goiania, Palmas, Paraiso do Tocantins
e Porto Nacional 2005-2006.

A temperatura (grafico 1) no laboratério do IPTSP variou de 24
a 30°C. A temperatura nos municipios de Caldazinha e Goiania variou
entre 23 a 27 C, apresentando maiores registros nos meses de
outubro e novembro de 2005. No municipio de Palmas variou entre 26
a 30°C, apresentando maiores temperaturas entre os meses de agosto
e outubro de 2005. Em Porto Nacional e Paraiso do Tocantins variou
entre 26 a 30°C, apresentando maiores registros nos meses de
setembro e outubro de 2005.

O grafico 2 registra a variagdo da umidade relativa do ar no
laboratério do IPTSP/UFG e nos municipios de Caldazinha, Goiania,

Palmas, Paraiso do Tocantins e Porto Nacional.



76

90
< 80 - . y
S "~
S 70 %
Z 60 - %
©
T 50 -
T 40 -
(]
3 30
Tg 20 A
5 10 -
O T T T T T T T T T
v H O O O H O P o o &P L
AV Q Q& L L QL L © &L O” O
O QT QY QD A Q
K{\fb P (({b\ . \0(\ N @QO L P ® be'b . @(\ ) (Q'b
—e— Palmas Porto Nacional e Paraiso do TO
—a— Goiania e Caldazinha —— Laboratodrio
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Grafico 2. Variagdo de umidade relativa do ar no laboratério do
IPTSP/UFG e no e meio ambiente nos municipios de
Caldazinha,Goiania, Palmas, Paraiso do Tocantins e Porto Nacional
2005-2006.

A umidade relativa do ar (grafico 2) no laboratério do
IPTSP/UFG variou de 22 a 83% e nos municipios de Caldazinha e
Goiania variou entre 45 a 78%, com menor registro no més de agosto
de 2005. A umidade relativa do ar em Palmas variou de 40 a 82%,
com menor registro no més de agosto de 2005. A umidade relativa do
ar de Porto Nacional e Paraiso do TO variaram de 45 a 84%, com

menor registro no més de dezembro.

3.3 Avaliacdo do custo beneficio do TRL

O quadro 2 mostra os valores estimados do custo das
metodologias empregadas e dos profissionais envolvidos no
diagnostico da LV. O quadro 03 mostra os valores agregados

estimados na realizagdo do diagndstico da LV.
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Quadro 2. Valores do custo dos exames e dos profissionais
envolvidos no diagnodstico da Leishmaniose visceral.

ITEM UsS $*

Kit do TRL (cada teste)* 2,60
Sorologia RIFI** 4,65
Parasitolégico direto (microscopia)** 1,58
Internagao por um dia SUS ** 65,7
Médico SUS ** 1,767
Médico PSF ** 2,093
Enfermeira SUS** 1,302
Enfermeira PSF ** 1,627
Profissional LACEN ** 939,5
Agente comunitario ** 162,7

*US$ 1,00 = R$ 2.15 (Banco Central do Brasil, Out.2004)
* Fontes: DIAMED

** Fontes: SESAU-TO

** US$ 1,00 = R$ 2.85 (Banco Central do Brasil, Out.2006)

Quadro 3. Valores agregados dos exames e dos profissionais
envolvidos no diagndstico da Leishmaniose visceral.

ITEM UsS $*
Profissional médico, internagcao, PD ** 72,1
Profissional Lacen, RIFI| ** 8,56
Agente comunitario de saude, TRL* 2,71

*US$ 1,00 = R$ 2.15 (Banco Central, do Brasil, Out.2006)
* Fontes: DIAMED

** Fontes: SESAU-TO

** US$ 1,00 = R$ 2.85 (Banco Central do Brasil, Out.2006)

4. DISCUSSAO
A pesquisa que avalia a capacitagao de profissionais de saude
busca aprimorar a qualidade e o bem-estar dos individuos. Para Silva
Formigli'®, a incorporacdo da pesquisa avaliativa nos diversos niveis
dos servicos de saude pode fornecer aos gestores informacdes
necessarias para adogao de estratégias de otimizagdo dos mesmos.
Os profissionais que executaram o TRL nos hospitais

apresentaram maior facilidade e desenvoltura do que os profissionais
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que realizaram esse teste em area de campo. Essa maior facilidade
se justifica pelo fato desses profissionais executarem em sua rotina a
coleta de sangue por puncgao digital ou pung¢édo venosa. Observou-se
que quando o agente comunitario de saude tinha formacédo do Profae
(Programa de formacdo do atendente de enfermagem), ou era
auxiliar/técnico de enfermagem, o seu desempenho na realizagao do
teste era melhor. Essa diferenca se explica também pelo fato dos
agentes comunitarios priorizarem mais a orientagdo e assisténcia a
alguns grupos comunitarios.

Dos procedimentos para a realizagdo do TRL, os considerados
mais dificeis pelos profissionais foram: a abertura do kit com 51,6% e
a aspiragao do sangue através da pipeta capilar com 41,9%. Mesmo
tendo executado varios testes, essas dificuldades permaneceram.
Portanto sugerimos um modelo de embalagem que facilite a abertura
do kit e uma pipeta capilar que permita uma melhor aspiragcdo do
sangue.

Na parte dinamica operacional do TRL, observou-se que a
diferenca de escolaridade dos profissionais graduados, de nivel
fundamental e ensino médio, n&o interferiu nas atitudes ou
manifestacdes basicas para a execucao do teste. Embora tenham
conseguindo realizar os testes sozinhos observou-se que os agentes
de saude, inicialmente, demonstraram preocupacao e inseguranga em
realizar o teste sem o acompanhamento da equipe pesquisadora.

As variacdes de temperatura (23°C a 30°C) nas areas de estudo

nao interferiram na estabilidade dos reagentes utilizados no TRL, pois
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segundo as instrugdes do fabricante, a temperatura pode ser até 30
°C, evitando exposicéo (acima de 40° C) por um periodo superior a um
dia.

Atualmente, os métodos mais utilizados no diagndstico da
Leishmaniose visceral sdo o Parasitoléogico Direto (PD) do material
obtido através da puncdo de medula 6ssea e a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). O PD é o que possui maior custo
operacional (US$ 72,1), pois necessita de um médico, local apropriado
para realizacdo da puncao de medula (hospital) e laboratério para
realizacdo da microscopia. A RIFI possui custo operacional inferior
(US$ 8,56) ao do PD, porém é menos especifica. Como é realizada,
geralmente, nos Laboratorios Centrais de Saude (LACEN), observa-se
que esses laboratérios recebem uma alta quantidade de amostras,
provindas de varios municipios, atrasando a liberacao dos resultados
(de acordo com as Secretarias Municipais de Saude dos municipios
estudados, sao necessarios mais de trinta dias).

Além de possuir custo operacional inferior (US$ 2,71) ao do PD
e RIFI, o TRL pode ser realizado em curto periodo de tempo (vinte
minutos) por técnicos/auxiliares de enfermagem e de laboratério ou
por agentes comunitarios de saude com ou sem curso Profae
(Programa de formacédo do atendente de enfermagem). Dentro desta
perspectiva, a realizacdo do TRL pelos profissionais do PSF/SUS
pode dar bons resultados e apresenta uma alternativa viavel para o
rastreamento eco-epidemiolégico da LV, antes mesmo do individuo

apresentar a clinica aparente.
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Acreditamos que a atencdo basica em saude (PSF), os
programas de educacéao sanitaria e a participagdo comunitaria podem
contribuir com os programas nacionais de diagnéstico e controle de

doencas endémicas.
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CONCLUSOES

O TRL utilizando o antigeno o rK39 nesse estudo mostrou alta
sensibilidade (95,8%) e especificidade (99,7%) na detecgcédo de
anticorpos de Leishmania (leishmania) chagasi no sangue total de
pacientes portadores de LV com doenca ativa.

O TRL nao apresentou reacdes cruzadas com doenca de
Chagas, Hanseniase, Leishmaniose Tegumentar, Malaria, SIDA e
infeccdes associadas (neurotoxoplasmose, tuberculose respiratéria) e
Toxoplasmose.

O TRL apresentou sensibilidade e especificidade superior as
outras metodologias empregadas rotineiramente no diagndstico da
Leishmaniose visceral, como o diagnostico Parasitolégico Direto e
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta.

O custo estimado do TRL, considerando os valores agregados
(kit e o profissional), é inferior as outras metodologias empregadas
rotineiramente (PMO e RIFI) no diagnéstico da LV.

O TRL se manteve estavel, nas condicdes de temperatura e
umidade, sendo de facil manuseio e interpretagcdo por profissionais do
Programa de Saude da Familia e Sistema Unico de Saude que

realizaram o teste.
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RECOMENDACOES FINAIS

O resultado n&o reagente do TRL em pacientes em fase de
tratamento de LV, por volta do décimo oitavo dia, provavelmente
poderia ser utilizado como um indicador prognostico da evolugéao
clinica terapéutica.

O TRL em individuos aparentemente saudaveis expostos de
areas endémicas se mostrou eficiente, podendo ser uma importante
ferramenta no rastreamento de individuos com suspeita de LV.

Seria importante que o TRL fosse disponibilizado pelo Ministério
da Saude do Brasil para ser utilizado na rotina do PSF, pois é um
método de diagndstico simples e rapido, podendo constituir-se numa
ferramenta importante no controle da LV em areas endémicas. Isso
possibilitaria uma visdo mais real da situagdo epidemioldgica do
calazar no Brasil, como também a instalacdo de medidas de
diagndsticos mais precoces em areas endémicas onde faltam recursos

humanos e técnicos.
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ANEXO |

PROCEDIMENTO PARA COLETA DA PUNCAO DIGITAL
INSTRUCOES DO KIT

PRINCIPIO DO TESTE RAPIDO PARA LEISHMANIA

PRINCIPIO: DiaMed-IT LEISH é um teste de deteccgao rapida para anticorpos contra
Leishmania spp. que utiliza uma tira-teste impregnada com antigeno recombinante
K39 (rK39, um epitopo repetitivo altamente conservado entre os membros do
complexo L. donovani). No caso da presenca destes anticorpos na amostra, os
anticorpos capturados pelo conjugado reagem com o antigeno especifico rK39. As
reacoes sdo demonstradas pelo aparecimento de bandas purpuras escuras na
tirateste. A banda controle deve sempre estar presente para validar o resultado. Em
caso de auséncia da banda controle, o teste n&o sera valido.

AMOSTRAS coletadas por punc¢ao digital.

- Sangue total fresco, coletado através de pungédo venosa, usando tubos contendo
EDTA como anticoagulante.

- Soro ou plasma.

PROCEDIMENTO

Rasgar a embalagem de aluminio e retirar todo o material.

Importante: Nao deixar o material exposto a umidade e a altas temperaturas. Em
condigdes tropicais, usar o teste dentro de 15 minutos apés abertura da embalagem
de aluminio.

1. Colocar o dispositivo horizontalmente em uma superficie plana e escrever o nome
ou numero do paciente na etiqueta.

2. Abrir a ampola do tampé&o, adicionar 1 gota do tamp&o no primeiro pogo (pogo
com conjugado, marcado com uma linha vermelha) e 4 gotas no segundo poco
(pogo de lavagem). Aguardar 1 minuto.

3. Para amostras coletadas por puncéao digital: fazer a assepsia da superficie da pele
do dedo usando a compressa desinfetante fornecida, deixar secar e puncionar o
dedo com a lanceta estéril. Tomar a pipeta capilar e, comprimindo-a suavemente,
mergulhar a extremidade aberta na gota de sangue e, cuidadosamente, aspirar o

sangue até a linha preta. Descartar a lanceta e a compressa em local adequado.
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Quando usar sangue venoso, retirar o sangue diretamente do tubo para a pipeta
capilar. Quando usar sangue centrifugado, retirar o soro ou plasma diretamente do
tubo para a pipeta capilar.

4. Dispensar o volume total de sangue, soro ou plasma (8-12 pL), comprimindo a
pipeta capilar suavemente, no primeiro pogo (pogo com conjugado, marcado com
uma linha vermelha).

5. Misturar cuidadosamente com a extremidade superior da pipeta capilar e aguardar
1 minuto. Descartar a pipeta adequadamente.

6. Separar o dispositivo IT: segurar o dispositivo com os pogos entre o polegar e o
indicador e, com a outra mao, puxar o suporte da tira-teste (com a etiqueta). Colocar
0S pog¢os novamente sobre a mesa, inserir as duas extremidades do suporte da tira-
teste nas cavidades ao lado do pogo com conjugado (com a linha vermelha) de
maneira que o final da tira-teste atinja o fundo do pogo com conjugado. Aguardar 10
minutos (quando usar soro ou plasma aguardar 5-10 minutos). A mistura
sangue/conjugado (soro ou plasma/conjugado) deve ser completamente absorvida.
7. Transferir a tira-teste para o segundo pogo (po¢o de lavagem) e aguardar 10
minutos (quando usar soro ou plasma aguardar apenas 5 minutos). A zona de
reacao da tira-teste devera estar completamente clara, sem sangue ou soro/plasma.
A banda de controle devera estar bem visivel.

8. Retirar a tira-teste do pogo de lavagem e recoloca-la na pega plastica. Fechar os
pocos com a tampa, quebrar as duas extremidades da peca plastica, separando-as.
Descartar a extremidade com os pog¢os em local adequado.

9. Ler a reagao e interpretar os resultados (ver Interpretacdo dos Resultados).
Conservar a tira-teste testada para referéncia futura e para comparagao em caso de

repetir os testes para monitorizagcao da eficiéncia do tratamento.
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A) Principio
DiaMed-IT LEISH € um teste de deteccao rapida para anticorpos contra Leishmania
spp. que utiliza uma tira-teste impregnada com antigeno recombinante K39 (rK39,
um epitopo repetitivo altamente conservado entre os membros do complexo L.
donovani).
No caso da presencga destes anticorpos na amostra, os anticorpos capturados pelo
conjugado reagem com o antigeno especifico rK39.
As reacdes sao demonstradas pelo aparecimento de bandas purpuras escuras na
tirateste.
A banda controle deve sempre estar presente para validar o resultado. Em caso de
auséncia da banda controle, o teste ndo sera valido.
B) Validagéo dos resultados
Resultados séo validos se:
- a banda controle estiver nitidamente visivel
- a zona de reagao da tira-teste estiver clara, sem sangue ou soro/plasma
Resultados NAO s&o validos se:
- a tira-teste nao estiver suficientemente clara, zona de reacdo permanecer vermelha
[1], ou purpura se usar soro/plasma [2]
- a banda controle n&o estiver presente (3 e 4: mesmo se houver uma banda
"reativa" para L)
Nestes casos, repetir o teste, seguindo precisamente o procedimento!
C) Interpretacao do padrao de reacao
Reac&do Negativa: uma reagdo negativa indica auséncia de anticorpos especificos
detectaveis
Reacdo Positiva: uma reacado positiva indica presenga de anticorpos dirigidos
contra Leishmania spp.
Observacao: Dependendo da quantidade de anticorpo presente na amostra, a
intensidade da linha de reac&o pode variar. Uma linha purpura ainda que fraca deva
ser considerada positiva para a presenca de anticorpos especificos.
Amostras de pacientes com infeccao por HIV e com suspeita de Leishmaniose
Visceral podem n&o apresentar anticorpos detectaveis e desta forma o teste pode
ser negativo. Se a regéo for negativa, Leishmaniose Cutanea nao pode ser excluida,
pois o teste apresenta uma sensibilidade de 60% neste grupo de pacientes.

- Qualquer modificagao do procedimento descrito ou uso de outros reagentes pode
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modificar o padrao da reacéao e invalidar o teste.

- Lembrar que o resultado do DiaMed-IT LEISH deve ser interpretado dentro do
contexto epidemioldgico, clinico e terapéutico.

As tiras-teste n&o utilizadas apresentam linhas claras na posigao dos 2 anticorpos.
Estas linhas claras estdo presentes para controle do processo e controle de
qualidade durante o processo de fabricagao.

Elas desaparecem por completo tdo logo a zona de reacgdo da tira-teste estiver em
contacto com a amostra de sangue e o conjugado.
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DiaMed-IT LEISH, Teste Individual Caixa com 24 testes REF 710124

Estes produtos sdo garantidos quanto a sua funcionalidade, tal como descrito no
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rotulo e na instrugéo de uso. O fabricante declina toda a responsabilidade decorrente
da utilizacdo ou venda destes produtos para fins diferentes daqueles aqui descritos.
N° de Registro ANVISA: 80004040138

Observacéao

Limitacdes

Produto

Fabricado por: DiaMed AG - 1785 Cressier sur Morat/Switzerland

Distribuido por: DiaMed-Latino América S.A.

Rua Alfredo Albano da Costa, 100

CEP: 33.400-000 - Lagoa Santa - MG

CNPJ: 71.015.853/0001-45

www.diamed.com.br

SAC

Tel.;(31) 3689-6600

Fax:(31) 3689-6611

e-mail: diamed@diamed.com.br

OptiLEISH-IT

Individual Test
for Rapid Leishmaniasis Diagnosis
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ANEXO Il

COLETA DO PAPEL FILTRO

Foi coletado sangue em 3 circulos (8mm) do papel filtro da marca Whatman

Qualitative Circles 11omm Dia Cat No 1001 110 para as amostras.

TECNICA DA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFl) EM PAPEL

FILTRO.

Séao utilizados os “kits” para diagndstico de leishmaniose canina produzidos por

Biomanguinhos / FIOCRUZ. O teste é realizado segundo recomendagdes do

fabricante e descrito resumidamente a seguir.

1.

Para obtencgao do eluato distribuir em placa de ELISA (devidamente identificada)
200 ul de solucao salina tamponada (PBS) e acrescentar 1 picote (6mm) do
papel filiro de cada amostra em cada orificio da placa. Incluir os controles
positivo e negativo. Deixar as placas embrulhadas em um papel aluminio e
dentro de um refrigerador durante toda a noite.

Homogeneizar o antigeno e distribuir em volume de 10ul nas areas delimitadas
de laminas apropriadas para a reacdo de imunofluorescéncia. Deixar secar a
temperatura ambiente de um dia para o outro ( overnight ) ou a temperatura de
37°C por 2 horas.

Distribuir 10ul do eluato de cada amostra no orificio da lamina segundo a
numeragao convencionada.

Incubar as laminas em camara umida em estufa a 37C por 30 minutos.

ApOs este periodo as laminas sao imersas em PBS (0,01M pH 7,4) em cubetas
apropriadas, por 5 minutos. Repetir este procedimento mais duas vezes.

Repetir o procedimento da etapa 5 mais uma vez usando agua destilada nas
cubetas por 1 minuto.

Retirar as laminas da cubeta e coloca-las para secar por 15 minutos em estufa a
37C.

Prepara o diluente do conjugado adicionando azul de Evans em PBS na
proporcao recomendada.

Diluir o conjugado na propor¢ao adequada com o diluente + azul de Evans, na

diluicdo previamente estabelecida por titulagdo. Colocar 10 ul em cada circulo



10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.
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demarcado das laminas secas.

Incubar as laminas em camara umida por 30 minutos em estufa a 37C.

Lavar as laminas como nas etapas 5 e 6.

Secar as laminas comoem 7.

Adicionar 5ul de glicerina tamponada sobre as laminas, cobrindo-as com
laminulas, mantendo-as sobre o abrigo da luz e umidade até o momento da
leitura.

As laminas sio levadas ao microscopio de fluorescéncia para a leitura.
Proceder a leitura interpretando positividade e negatividade em comparagéo
com os controles positivo e negativo.

Quando se utiliza eluato, os testes sdo somente qualitativos.
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ANEXO Il

Esse procedimento foi acompanhado apenas no grupo sem tratamento e em
tratamento. O grupo dos com LV pés-tratamento o procedimento foi feito realizado

bem anterior ao nosso estudo.

PROCEDIMENTO DA PUNCAO DE MEDULA OSSEA

Os materiais utilizados nas coletas de puncdo de medula 6ssea foram
agulhas para mielograma e agulha para puncdo de medula 6ssea da marca
Osgood tamanho 30x12 e/ou 30x10 e as mesmas sao reutilizaveis na rede
publica. Em outras localidades de rede publica utiliza-se agulha comum
numero 40/12 BD 18g 1 72 descartavel. Aplica anestesia local com 2ml de
xilocaina ou lindocaina a 2% sem vaso constritor. Inseri a agulha
perpendicular a tuberosidade até encontrar o espacgo intra medular do osso.
Aspira 0,5ml aproximadamente em seguida faz-se esfregago em lamina para
microscopia oOptica. Os esfregagos sao corados pelo método de Giemsa
(pandtico), deixa secar em temperatura ambiente. Em seguida observa a
ldmina em microscopia 6ptica com imersao em objetiva de 100x. Os locais de
puncao variavam de acordo com a idade do paciente: tergo superior e
anterior da tibia (até 2 anos de idade) em posigao decubito dorsal sobre um
cochonete na dobra do joelho, posiciona a 45°grau, crista iliaca posterior (3 a
12 anos), o paciente se posiciona em decubito lateral em posigcao fetal. Em
pacientes (acima de 12 anos) habitualmente faziam puncado no externo em

decubito ventral.
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ANEXO IV

PROCEDIMENTO DA TECNICA DE PCR

Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA, 200 ul de cada amostra de sangue periférico coletado foi
adicionada a um tubo eppendorf de 1,5 ml, onde foi acrescentado 200 ul de
clorofane, misturado por inversgcado e centrifugado a 6.000 rpm por 5 minutos. Em
seguida, a fase aquosa foi retira e adicionada em outro tubo eppendorf (reservado.
Ao sedimento da primeira centrifugacéo foi adicionado 150 ul de agua Milli-Q e
novamente misturado por inversdo e centrifugado a 6.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante coletado foi adicionado ao tubo anteriormente reservado, e neste,
adicionado 320 ul de cloroférmio (v/v), homogeneizando lentamente por inverséo e
posteriormente centrifugado a 6.000 rpm por 5 minutos. Posteiormente foi retirado o
sobrenadante (aproximadamente 240 ul) e transferido para outro tubo eppendorf, e
acrescentando 1/10 do volume resultante em acetato de sdédio 3M, e em seguida
adicionado 2/1 de etanol absoluto, homogeinizado e acondicionado em banho de
gelo, totalmente imersos por 15 minutos e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm
por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em meio
ambiente por 10 minutos. Em seguida o pellet foi ressuspenso em 20 ul de TE (pH
8,0) e conservado a 4 °C até a amplificagao pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Quando o tempo de armazenamento do DNA a 4 °C excedia a 36 horas as
amostras eram acondicionadas em freezer a — 20 °C até o momento da aplicacéo da
técnica da PCR.

Amplificagéo por PCR

Foi utilizado um par de iniciadores (primers) especificos para detecgdo dos membros
do Complexo Leishmania donovani. Os primers (LVP1 e LVP2) sdo dirigidos a uma
sequéncia de 100 pares de bases de um elemento repetitivo no DNA gendémico
(PIARROUX, et al., 1993). Para cada amostra, em um volume final de 25 pl em tubo
eppendorf de 1,5 ml, forma adicionados: 5 yl da suspensao do DNA extraido de
amostras de sangue periférico, 2,0 mM de dNTP, 2,0 mM de MgCl, 1 X de Tampéo
Tag DNA Polimerase, 1 uM de cada primer, 1 mM de DTT, e 1,5 U de Tag DNA

Polimerase. Foram utilizadas amostras de Leishmania chagasi como controle
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positivo, as amostras foram extraidas de culturas e cedidas pela Profa. Ana Maria de
Castro do Departamento de Parasitologia (IPTSP/UFG), como controle negativo foi
utilizado agua Milli-Q. O marcador 100 pb ladder foi empregado como referéncia na
comparacgao dos produtos amplificados. Os ciclos de amplificagdo para o Protozoario

consistiram de: 3
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ANEXO V

Instrumento de Trabalho: Ficha de avaliacdo epidemiolégica e

laboratorial

Teste Rapido para Leishmaniose Visceral

Data da entrevista / /

1. IDENTIFICACAO

Local da pesquisa: TO ( ) GO ( ) Municipio:

Codigo™:

N° Prontuario: Hospitalizado Sim () Nao ( )

Ha quanto tempo fez o tratamento:

Teste rapido para Leishmaniose visceral — DiaMed-IT LEISH ( ) positivo ( )
negativo

Nome:

Sexo: MASC () FEM( )

Data de Nascimento: / / Naturalidade:

Endereco:

Setor: Referéncia:
Cidade: Tel: () Estado:

Escolaridade: Profissao:

2 — ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS:
Morou sempre nesta cidade: Sim ( ) Nao( ). Se ndo, ha quanto tempo mora nesta

cidade: (meses). Em quais outras cidade(s) morou?

1. A Individuos do grupo infectados sem tratamentos

1. B Individuos do grupo infectados em tratamento

1. C Individuos do grupo infectados tratados

2. A Individuos do grupo assintomaticos expostos ( Sem Doenga)

3. A Individuos do grupo assintomatico ndo expostos (Populagdo Controle)
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(especificar municipio e UF). Quanto tempo morou nestas cidades?

(meses).
Costuma viajar? Sim ( ) Nao ().
Para qual(is) localidade(s ): Cidade: UF:

Motivo: A passeio ( ) Pescaria( ) Agropecuaria ( ) Mineragao ( )

Outros:

Jéa teve alguma ferida na pele que demorou cicatrizar SIM ( ) NAO ( )

Duragéao da lesao:

Ja teve, ou tem alguma das doengas abaixo citadas:

Leishmaniose Visceral - Calazar ( ) Atualmente ( ) Ha quanto tempo
Leishmaniose Tegumentar ( ) Malaria ( ) Esquistossomose ( )
Chagas () Tuberculose( ) Tipo

Doengas Venéreas( ) Tipo

Doengas Dermatoldgicas () Tipo

Outros:

N&o sabe responder ( )
3 — ASPECTOS CLINICO-LABORATORIAIS
Assintomatico ( )

Febre: ( )NAO ( )SIM Inicio: / /
Hepatoesplenomegalia: ( ) NAO () SIM

Debilidade, fraqueza, falta de apetite e emagrecimento () NAO () SIM
Clinica compativel com LV: ( )NAO ( )SIM

Resultados Laboratoriais
Tipo Data | Data Il Data lll

Puncéo Externo

Puncdo Esplénica

Puncéo lliaca

Puncdo Tibia
Sorologia (ELISA, IFI)

Hemograma

Outros (especificar)

Anotacdes Médicas
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Terapia Especifica: SIM () NAO( )

Assinale qual a droga: Esquema
Duracao

Outras doencas associadas: ( )SIM  ( )NAO

Especifique:

Nome do aplicador do instrumento:

Médico (a)( ): Enfermeiro(a) ( ); Outro Especifique
Equipe: Hospitalar ( ); PSF ( ); Outro ()

Especifique
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ANEXO VI

A\
A\

/‘»I,_7‘T,J/ -~
TFra
AVALIAQAO DA OPERACIONALIDADE

Data: [/ [

| - IDENTIFICACAO DO EXECUTOR

Nome:

Endereco:

Municipio: Telefone:

(Equipe PSF): Ha quanto tempo?

Profissao:

Fez o curso Programa de formacao do atendente de enfermagem? (apenas para agente
comunitario)SIMf NACt Porqué?

Il - ASPECTOS OPERACIONAIS

1- Quanto as caracteristicas externas do conjunto (Kit):

A envoltura (embalagem) estava: integra | alterada | Especifique

2- Quanto ao manuseio inicial do kit:
a) Abertura foi: facil T dificil f

Porqué?

b) Utilizou algum objeto para abri-lo (como tesoura ou faca):

() Sim Nao ( ) Outro tipo de objeto Especifique

porqué

3- Constatou a presencga de uma “bula” (instrugdes sobre manuseio do kit) no interior:
SIM NAO Especifique
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4- Em relacdo as recomendacgdes de manuseio do kit: Leu as instrugcdes?Simi As

atendeu? Sim Especifique, porqué?

5 - Nos testes que vocé executou observou se TODOS os componentes referidos na
“bula”’estavam presentes no Kit (dispositivo com tira teste, tampa para os pogos, ampola
conta-gotas, lanceta estéril, compressa desinfetante, pipeta capilar e orientagdes
técnicas (bula):

() Sim ( ) Nao Se faltou(ram) algum(ns) citar quais?

lIl PARTE DE EXECUGAO

1- Quando vocé executou o teste, qual fase ou parte do procedimento achou mais

complicada ou demorada:

a) Identificar o paciente no dispositivo com tira teste? ( )Sim ( )Nao
Porqué?

b) Colocar as gotas do reagente nos pogos:? ( )Sim ( )Nao
Porqué?

c)Fazer a puncao digital (furar o dedo do paciente): ( )Sim ( )Nao
Porqué?

d) Coletar o sangue do paciente na micropipeta e colocar no poco?( )Sim ( )Nao

Porqué?

e) Cronometrar (medir o tempo) na passagem entre 0os pogos? ( )Sim ( )Néao

Porqué?
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IV PARTE DE INTERPRETACAO DE RESULTADOS

1- Quando finalizou o teste qual fase ou parte do procedimento achou mais complicada

ou demorada

a) Leitura do “L” de Leishmania? ( )Sim ( )Nao
Porqué?

b) Leitura do “C”do controle ? ( )Sim ( )Nao
Porqué?

2- Tem alguma pergunta a fazer?

3- Tem alguma duvida sobre os procedimentos para execugao do teste?

4- Tem alguma sugestao ou comentario a fazer? (fique a vontade)

5- Em relagcdo ao teste executado, por vocé, e visando aprimorar o sistema de
diagnostico da leishmaniose visceral em areas rurais, muito agradecemos a sua
colaboracdo no sentido de informarmos, por ventura, as suas dificuldades, as suas
observagdes ou os seus comentarios que nao foram contemplados neste documento

(por obséquio, fique a vontade):
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ANEXO VII

UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao
sera penalizado (a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias pelo telefone 521-
1075 ou 521-1076.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA INFECGAO — DOENCA UTILIZANDO UM
TESTE RAPIDO PARA DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
ESTADO DO TOCANTINS.

Pesquisador Responsavel: MARCO TULIO A. GARCIA-ZAPATA
Telefone para contato (inclusive ligagcbes a cobrar): 209-6120

Pesquisadores participantes: ANA MARIA CASTRO, JOANA D’ARC A. HERZOG
SOARES, ZILMA F. DOURADO E SOUSA, MYRLENA R. MACHADO MESCOUTO.

Telefones para contato: (62) 209-6120 e 521-1839
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Devido as precarias dificuldades no diagnéstico do agente responsavel
pelas leishmanioses, na obtengcdo do material a ser coletado e/ou na caréncia de
pessoal qualificado nas zonas endémicas, nesse projeto almejaremos a busca de
um teste de facil manejo, rapidez e eficiéncia no diagnostico destas doencgas.
Utilizaremos varios métodos de diagnodstico no sangue e tecidos das pessoas
infectadas. Para a obteng¢ao do sangue utilizaremos uma seringa de 10ml e/ou papel
de filtro, para a realizagao do teste rapido faremos uma pungao com lacenta especial
no dedo e/ou utilizaremos amostras das aliquotas coletadas do procedimento
técnico do hospital ou laboratério. Para a obtengcdo do material dos 6rgaos afetados,
faremos uma puncéo sob efeito de anestesia local. Em geral, a coleta de amostras
nao representa riscos importantes. Entretanto, serdo tomadas as medidas de
seguranga necessarias para cada procedimento. Os individuos que colaborarem
com a pesquisa estara beneficiando-se a si proprio, como a comunidade no geral,
pelo fato de permitir um diagnéstico eficiente e precoce. Os individuos, por ventura,
infectados serdo tratados e acompanhados seguidos as recomendacdes
estabelecidas pelo programa nacional de controle das leishmanioses.

Por questdo de principio ético, todo o procedimento se desenvolvera de forma
sigilosa. O individuo tem o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo. Se o
individuo estiver sobre qualquer forma de tratamento, assisténcia, cuidado, ou
acompanhamento, ele tera a garantia expressa de liberdade de retirar o
consentimento, sem qualquer prejuizo da continuidade do

acompanhamento/tratamento usual.

Nome e Assinatura do pesquisador:
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ n.°de prontuario/ n.°de
matricula , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo , COMO

sujeito. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa, os procedimentos nela

envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participagcado. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

resenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Observacgdes complementares:
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ANEXO VIII

TERMO DE ACEITE DO COMITE DE ETICA DA UFG

PROTOCOLO N* 120

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO
| - Identificacao:
Titulo do projeto: Avaliagédo da infecgao-doenca utilizando um teste rapido para
diagnostico da leshrnaniose visceral no Estado do Tocantins.
Pesquisador Responsavel: Marco Tulio A. Garcia-Zapata, Ana Maria Castro, Joanna
D'Arc A. Herzog Soares, Zilma F. D. Sousa e Myrlena R. Machado Mescouto.
Instituicdo onde sera realizado: Instituto de Patologia Tropical de Saude Publica
(IPTSP), Laboratério Central do Tocantins (LACEN-TO) e Secretaria Estadual de
Saude (SES-TO).
Data de apresentagao ao COEP:
Il - Objetivos:
Analisar o conhecimento téxico-farmacologico dos alunos do 40 ano de farmacia da
Universidade Federal de Goias, focalizando sua formacédo académica e as nogdes
basicas em farmacologia.
[Il - Sumario do projeto:
Descricdo e caracterizagdo da amostra: Serdo apresentados questionarios de
avaliagcdo sobre o conhecimento toxico-farmacologico dos graduandos de farmacia,
além dos dados individuais e sem identificagcdo nominal do participante. As questdes
serdao de multipla escolha, divididas em trés blocos. O numero maximo de
participantes sera 70.
Critérios de inclusdo e exclusido: Serdo incluidos apenas académicos de 40 ano
(formandos). O preenchimento dos questionarios sera feito apenas por voluntarios
que preencherem o termo de consentimento.
Adequacado da metodologia: Adequada, simples e de facil execugcdo e conforme
citado no projeto, a elaboragédo do questionario foi baseada nas consultas aos livros
didaticos da area de farmacologia e toxicologia, sob orientacdo do professor titular
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da dsciplina de toxicologia da FF/UFG.

COEP-UFG
PROTOCOLO N°/20

PARECER CONSUBSTANCIADO
Adequacédo das condigdes: As condicdes para realizagdo da pesquisa sao
adequadas. Os questionarios serao distribuidos em sala de aula.
IV- Comentarios do relator frente a Resolugdo CNS 196/96 e complementares em
particular sobre:
»  Estrutura do protocolo: O protocolo é adequado para a finalidade a qual se
propoe.
* Analise de riscos e beneficios: Nao ha riscos para os individuos envolvidos
e os beneficios poderao advir da analise critica de cada um em relagao aos
préprios conhecimentos.
« Estrutura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: E adequada para
as suas finalidades
» Forma de obtencdo do Termo de Consentimento: Espontdnea e por
assinatura
» Privacidade e confidencialidade: Conforme relatado no projeto o
preenchimento dos questionarios é.anénimo.
V - Parecer do COEP: Frente ao exposto o relator considera o projeto aprovado.
VI - Data da reuniao: 28 de outubro de 2003

>0

Assinatura do relator:
Assinatura do Coordenador/COEP:
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ANEXO IX

TERMO DE ACEITE DO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL DAS CLINICAS

dn ez
COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMAL
PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N° 012/2005
Goiania, 01/03/2005
INVESTIGADORT RESPONSAVEL: Prof. Marco Tulio Garcia Zapata

TITULO; "Avaliacdo da infeccdo - doenca utilizando um teste rapido para

diagnostico da leishmaniose visceral no estado do Tocantins **

Area Tematica: Grupo IlI

Local de Realizacao:

IPTSP/UEG

Senhora Pesquisadora,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal

analisou e aorovou o projeto de Pesquisa acima referido, e este foi considerado

em acordo com os principios éticos vigentes.

* Informamos que ndo ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP -
Comissé&o Nacional de Etica em Pesquisa.

. pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG,
relatorios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento,

concluséo(bes) e publicacéo(des).

Prof. Jofire Rezende Filho
Coordenador do CEPMHA/HC/UF
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ANEXO X

Normas de Publicacdo da Revista de Patologia Tropical

Artigo |

PANORAMA HISTORICO DO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA
LEISHMANIOSE VISCERAL ATE O SURGIMENTO DOS TESTES
IMUNOCROMATOGRAFICOS (rK39).

A Revista de Patologia Tropical se propde a difundir o conhecimento no campo das
doengas transmissiveis, seus agentes e vetores nos seres vivos e suas
consequéncias na saude publica. Para tal, aceita originais de artigos, revisdes,
resenhas, comunicacodes, relatos de casos, tanto na area humana como animal,
sobre temas de interesse da Patologia Tropical e Saude Publica, em portugués,
espanhol e inglés.

» O encaminhamento do manuscrito devera ser acompanhado de carta assinada por
todos os autores, reafirmando que o material ndo foi publicado nem esta sendo
submetido a outro periddico. As pesquisas que envolvam seres humanos ou animais
requerem uma prévia aprovacgdo do Comité de Etica correspondente.

» Os trabalhos sdo submetidos aos consultores e sé sao publicados caso recebam
parecer favoravel. As opinides emitidas sdo de inteira responsabilidade do autor, ndo
refletindo a opinidao do Conselho Editorial.

* Os textos devem ser apresentados em disquete (programa Microsoft Word 8.0 ou
conversiveis, assim como tabelas, legendas e equagdes no menu do programa) e
em duas coépias impressas, espaco duplo, em uma so face do papel.

* Os artigos devem apresentar, sempre que possivel, a seguinte estrutura:

a)titulo

b)autor(es)

c)enderego para correspondéncia

d)filiacao cientifica (Departamento, Instituto, Faculdade, Universidade);

e)orgao financiador (se houver)

f)Jresumo (com, no maximo, 200 palavras)

g)descritores (no minimo, trés)
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h)introducao
i)material e métodos
j)resultados
k)discussao
l)abstract e keywords
m)agradecimentos
n)referéncias.
» As referéncias devem ser apresentadas em ordem alfabética, com entrada pelo
ultimo sobrenome do(s) autor(es). Quando houver mais de um trabalho do mesmo
autor citado, deve-se seguir a ordem cronolégica das publicagdes.
* Exemplos de referéncias:
a) artigo: Wilson M, Bryan RT, Fried JA, Ware DA, Schantz PM, Pilcher JB, Tsang
VCW. Clinical evaluation of the cysticercosis enzyme-linked immunoelectrotransfer
blot in patients with neurocysticercosis. J Infect Dis 164:1007-1009, 1991.
b) tese: Spadeto AL. Eficacia do Benzonidazol no tratamento de criangas com
infeccao crénica recente pelo Trypanosoma cruzi apos 6 anos deseguimento: Ensaio
clinico aleatorio, duplo-cego, placebo controlado. Goiania [Tese de Mestrado em
Medicina Tropical - IPTSP/UFG], 1999.
c) livro: Smith PG, Morrow RH. Ensayos de Campo de Intervenciones en Salud en
Paises en Desarrollo: Una Caja de Herramientas. OPAS. Washington, 1998.
« As chamadas numéricas devem corresponder ao numero estabelecido nas
referéncias bibliograficas. Notas de rodapé devem ser evitadas.
» Das comunicacgdes cientificas ndo se exige a estrutura comum aos artigos.
* As ilustracbes devem apresentar a qualidade necessaria para permitir uma boa
reprodugao grafica, trazendo no verso o nome do autor, o numero e a legenda
respectiva. Devem estar designadas como figura (Figura 1, Figura 2 ...) no texto. As
tabelas devem ser executadas no mesmo programa usado na elaboragéo do texto.
* Em caso de insergéo de fotografias coloridas, as despesas decorrentes do
processo de separagao de cores caberao aos autores do trabalho.
» Os autores terao direito a cinco separatas de seus trabalhos. Maior numero podera
ser solicitado as expensas dos autores, através de contato com o Editor.
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ANEXO XI

Normas de Publicacdo da Revista da Sociedade

Brasileira de Medicina Tropical

Artigo Il

DIAGNOSTICO RAPIDO DA LEISHMANIOSE VISCERAL,
EM AREA ENDEMICA E NAO ENDEMICA, NO ESTADO DO TOCANTINS E
GOIAS, BRASIL, 2006.

Normas para enviar trabalhos, apos revisdo, em meio eletronico; obedecer os
seguintes requisitos:

a) podem ser utilizados disquetes MS-DOS compativeis nos formatos 3 1/2" ou 5
1/4". Disquetes de Macintosh no formato 3 1/2" também serdo aceitos. Elimine dos
disquetes todos os arquivos nao pertinentes ao artigo enviado. Escreva na etiqueta
do disquete: titulo do artigo, nome do autor, nome do arquivo, editor de texto
utilizado e nome dos arquivos acessoérios (folhas de estilos, graficos, tabelas etc);

b) envie artigos compativeis com os seguintes processadores de texto: Word para
Windows (versédo 6.0 ou anterior), Word para Mac (versao 6.0 ou anterior), outros
formatos podem ser aceitos mediante consulta prévia. Nunca envie artigos em
formato ASCII (s6 texto/"text only");

c) ao redigir o texto, o comando de retorno de linha ("Enter") deve ser utilizado
exclusivamente no final dos paragrafos. Nao adicione espagos extras ou "tabs" ao
texto para obter recuo da primeira linha ou centralizagdo de titulos na pagina.
Tampouco retornos ("enters") adicionais para espacar os paragrafos. Para obter
esses efeitos, utilize apenas os comandos de formatagdo de paragrafo, disponiveis
em todos os editores de texto acima;

d) podem ser incluidas tabelas, desde que montadas no proprio editor de texto.
Observacbes e notas de rodapé devem ser, preferencialmente, colocadas apos o
final do artigo, devidamente numeradas e referenciadas;

e) ilustracdes, tabelas e graficos produzidos em outros programas e "importados"
para inclusdo no texto devem ser enviados em arquivos anexos, em formatos

universais de facil compatibilidade (TIFF, BMP, PICT, GIF etc). Evite formatos n&o-
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padronizados (EPS, WMF etc) e arquivos que s6 podem ser abertos por programas
especificos. De qualquer forma, envie sempre uma copia bem impressa do grafico,
tabela ou ilustracédo para eventual reproducao.

4. Os trabalhos devem ser redigidos preferencialmente em portugués, embora sejam
também aceitos trabalhos em inglés e espanhol. A linguagem deve ser clara e
precisa, e o texto conciso normalmente n&o ultrapassando 12 paginas digitadas para
Artigos e 6 para Comunicacgoes.

5. A seguinte sequéncia deve ser observada:

a) titulo original e traduzido e nome dos autores em letras minusculas. No rodapé,
instituicdo onde foi realizado o trabalho, filiagcdo dos autores, quando for o caso,
orgao financiador e o enderego completo para correspondéncia, inclusive telefone,
fax e e-mail;

b) resumo: maximo de 150 palavras para os artigos e 50 para as comunicagoes e
relatos de casos. Deve ser informativo e nao indicativo, apresentando o objetivo do
trabalho, como foi realizado, os resultados alcangados e a conclusdo. Nao usar
abreviaturas ou citagdes bibliograficas. Citar 4 ou 5 palavras-chave, que expressem
com precisao o conteudo do trabalho;

c) abstract: inserido logo apdés o resumo, deve ser a traducéo fiel do mesmo,
seguido pelas key-words;

d) introducéo: clara, objetiva, contendo informagbdes que justifiquem o trabalho,
restringindo as citagdes ao necessario;

e) material e métodos: descricdo concisa, sem omitir o essencial para a
compreensao e reproducdo do trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos devem
ser referidos por citagao;

f) resultados: sempre que necessario devem ser acompanhados por tabelas, figuras
ou outras ilustragbes, auto-explicativas. Texto e documentacdo devem ser
complementares. Quando aplicaveis, os dados deverdo ser submetidos a analise
estatistica. O conteudo deve ser informativo, n&o interpretativo;

g) discussédo: limitar aos resultados obtidos e conter somente as referéncias
necessarias. O conteudo deve ser interpretativo e as hipoteses e especulagdes
formuladas com base nos achados;

h) agradecimentos: limitados ao indispensavel;

i) referéncias bibliograficas: digitadas em minusculas, sem ponto entre as

abreviaturas, em espacgo duplo, numeradas e organizadas em ordem alfabética pelo



115

ultimo sobrenome do autor; citar todos os autores de cada referéncia. Quando
houver mais de uma citagdo do mesmo autor, seguir a ordem cronologica. As
citacdes devem ser referidas no texto pelos respectivos numeros, acima da palavra
correspondente, sem virgula e sem parénteses; na lista de referéncias, deve seguir o
seguinte estilo e pontuagao:

Artigos em periddicos (os titulos dos peridédicos devem aparecer por extenso):

Coura JR, Conceicdo MJ. Estudo comparativo dos métodos de Lutz, Kato e Simdes
Barbosa no diagnodstico da esquistossomose mansoni. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical 8:153-158, 1974.

Livros:

Chandra RK, Newberne PM. Nutrition, immunity and infection: machanisms of
interactions. Plenum, New York, 1977.

Capitulos de livros:

Fulton JD. Diagnosis of protozoal diseases. In: Gell PGH, Coombs RRA (ed) Clinical
aspects of immunology, 2nd edtition, Blackwell, Oxford, p.133-136, 1968.

Resumos de congressos:

Daher RH, Almeida Netto JC, Pereira LIA. Disfungdo hepatica na malaria grave.
Estudo de 161 casos. In: Resumos do XXXI| Congresso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, Brasilia p.16, 1995 .

Teses:

Tavares W. Contaminacao do solo do Estado do Rio de Janeiro pelo Clostridium
tetani. Contribuicdo ao conhecimento da distribuigdo natural do bacilo tetanico. Tese
de Doutorado, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 1975.
Somente deverdo ser citados os trabalhos publicados. Dados nao publicados ou
comunicagbes pessoais devem ser referidos no texto da seguinte forma: (AB
Figueiredo: comunicacdo pessoal, 1980) e (CD Dias, EF Oliveira: dados nao
publicados).

6. Tabelas: numeradas em algarismos arabicos e dotadas de titulo descritivo
conciso. Manter seu numero ao minimo necessario e lembrar que tabelas muito
grandes sao dificeis de serem lidas. Devem ser digitadas em espaco duplo em
folhas separadas, sem linhas verticais e as unidades referidas no titulo de cada
coluna. Todos os dados das tabelas, inclusive o titulo, devem ser em minusculas,
exceto as siglas.

7. llustracdes: de boa qualidade e numeradas consecutivamente em algarismos
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arabicos. Além das fotografias, os graficos, quadros etc. devem ser referidos no
texto como Figuras. Anotar no verso com lapis o numero da figura e o nome do autor
e trabalho. Listar as legendas numeradas com os respectivos simbolos e
convencdes em folha separada e em espaco duplo. O numero de ilustragdes deve
ser restrito ao minimo necessario.

8. Comité de ética: no trabalho de pesquisa envolvendo seres humanos, devera
constar o nome do Comité de Etica que o aprovou.

9. Permissdo dos autores: anexar carta com o ciente de todos os autores

concordando com a publicacao.
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ANEXO XIlI

Normas de Publicacdo dos Cadernos de Saude

Publica do Instituto Oswaldo Cruz

Artigo llI

ATITUDES, PRATICAS E LOGISTICA DO PROGRAMA DE SAUDE DA
FAMILIA (PSF) NO MANEJO DE UM TESTE RAPIDO PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL EM AREAS ENDEMICAS E NAO ENDEMICAS,
NO ESTADO DO TOCANTIS E GOIAS, BRASIL 2006.

Cadernos de Saude Publica/Reports in Public Health (CSP) publica artigos
originais que contribuam ao estudo da saude publica em geral e disciplinas
afins, como epidemiologia, nutricdo, parasitologia, ecologia e controle de
vetores, saude ambiental, politicas publicas e planejamento em saude,
ciéncias sociais aplicadas a saude, dentre outras.

Serdo aceitos trabalhos para as seguintes secgbes: (1) Revisdo — reviséo
critica da literatura sobre temas pertinentes a saude publica (maximo de
8.000 palavras); (2) Artigos — resultado de pesquisa de natureza empirica,
experimental ou conceitual (maximo de 6.000 palavras); (3) Notas — nota
prévia, relatando resultados parciais ou preliminares de pesquisa (maximo de
1.700 palavras); (4) Resenhas — resenha critica de livro relacionado ao
campo tematico de CSP, publicado nos ultimos dois anos (maximo de 1.200
palavras); (5) Cartas — critica a artigo publicado em fasciculo anterior de
CSP ou nota curta, relatando observagdes de campo ou laboratério (maximo
de 1.200 palavras); (6) Debate — artigo tedrico que se faz acompanhar de
cartas criticas assinadas por autores de diferentes instituicdes, convidados
pelo Editor, seguidas de resposta do autor do artigo principal (maximo de
6.000 palavras); (7) F6rum — secgao destinada a publicagdo de 2 a 3 artigos
coordenados entre si, de diferentes autores, e versando sobre tema de
interesse atual (maximo de 12.000 palavras no total). O limite de palavras
inclui texto e referéncias bibliograficas (folha de rosto, resumos e ilustracdes
serdo considerados a parte).

Apresentacdo do textoSerdo aceitas contribuicbes em portugués, espanhol
ou inglés. O original deve ser apresentado em espaco duplo e submetidos em
1 via, fonte Times New Roman, tamanho 12, com margens de 2,5cm. Deve
ser enviado com uma pagina de rosto, onde constara titulo completo (no
idioma original e em inglés) e titulo corrido, nome(s) do(s) autor(es) e da(s)
respectiva(s) instituicdo(des) por extenso, com endere¢o completo apenas do
autor responsavel pela correspondéncia. Todos os artigos deverdo ser
encaminhados acompanhados de disquete ou CD contendo o arquivo do
trabalho e indicagdo quanto ao programa e a versao utilizada (somente
programas compativeis com Windows). Notas de rodapé ndo serdo aceitas. E
imprescindivel o envio de carta informando se o artigo esta sendo
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encaminhado pela primeira vez ou sendo reapresentado a nossa secretaria.
No envio da segunda versdo do artigo devera ser encaminhada uma cdpia
impressa do mesmo, acompanhadas de disquete.

Colaboradores
Deverao ser especificadas, ao final do texto, quais foram as contribuigcdes
individuais de cada autor na elaboracgao do artigo.

llustracdes

As figuras deverao ser enviadas em impressao de alta qualidade, em preto-e-
branco e/ou diferentes tons de cinza e/ou hachuras. Os custos adicionais
para publicacdo de figuras em cores serdao de total responsabilidade dos
autores.

E necessario o envio dos graficos, separadamente, em arquivos no formato
WMF (Windows Metafile) e no formato do programa em que foram gerados
(SPSS, Excel, Harvard Graphics etc.), acompanhados de seus parametros
quantitativos, em forma de tabela e com nome de todas as variaveis.
Também é necessario o envio de mapas no formato WMF, observando que os
custos daqueles em cores serao de responsabilidade dos autores. Os mapas
que nado forem gerados em meio eletrbnico devem ser encaminhados em
papel branco (ndo utilizar papel vegetal). As fotografias serdao impressas em
preto-e-branco e os originais poderao ser igualmente em preto-e-branco ou
coloridos, devendo ser enviados em papel fotografico no formato 12x18cm.

O numero de tabelas e/ou figuras devera ser mantido ao minimo (maximo de
cinco tabelas e/ou figuras). Os autores deverdao arcar com os custos
referentes ao material ilustrativo que ultrapasse este limite.

Resumos

Com excecao das contribuicbes enviadas as secbes Resenha ou Cartas,
todos os artigos submetidos em portugués ou espanhol deverédo ter resumo
na lingua principal e em inglés. Os artigos submetidos em inglés deverao vir
acompanhados de resumo em portugués ou em espanhol, além do abstract
em inglés. Os resumos nédo deverdao exceder o limite de 180 palavras e
deverdo ser acompanhados de 3 a 5 palavras-chave.

Nomenclatura

Devem ser observadas rigidamente as regras de nomenclatura zooldgica e
botanica, assim como abreviaturas e convencdes adotadas em disciplinas
especializadas.

Pesquisas envolvendo seres humanos

A publicacdo de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo
seres humanos esta condicionada ao cumprimento dos principios éticos
contidos na Declaragao de Helsinki (1964, reformulada em 1975, 1983, 1989,
1996 e 2000), da World Medical Association
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(http://www.wma.net/e/policy/b3.htm), além do atendimento a legislacdes
especificas (quando houver) do pais no qual a pesquisa foi realizada. Artigos
que apresentem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos deverao
conter uma clara afirmacdo deste cumprimento (tal afirmacdo devera
constituir o ultimo paragrafo da secao Metodologia do artigo). Apds a
aceitacdo do trabalho para publicagdo, todos os autores deverdo assinar um
formulario, a ser fornecido pela Secretaria Editorial de CSP, indicando o
cumprimento integral de principios éticos e legislagdes especificas.

Referéncias

As referéncias devem ser numeradas de forma consecutiva de acordo com a
ordem em que forem sendo citadas no texto. Devem ser identificadas por
nimeros arabicos sobrescritos (Ex.: Silva '). As referéncias citadas somente
em tabelas e figuras devem ser numeradas a partir do numero da ultima
referéncia citada no texto. As referéncias citadas deverao ser listadas ao final
do artigo, em ordem numérica, seguindo as normas gerais dos Requisitos
Uniformes para Manuscritos Apresentados a Periédicos Biomédicos
(http://www.icmje.org). Todas as referéncias devem ser apresentadas de
modo correto e completo. A veracidade das informagdes contidas na lista de
referéncias € de responsabilidade do(s) autor(es). Exemplos

Artigos de periddicos

* Artigo padréao

Até 6 autores:

Barbosa FS, Pinto R, Souza OA. Control of schistosomiasis mansoni in a
small north east Brazilian community. Trans R Soc Trop Med Hyg 1971;
65:206-13.

Mais de 6 autores:

Dedong RJ, Morgan JA, Paraense WL, Pointier JP, Amarista M, Ayeh-Kumi
PF, et al. Evolutionary relationships and biogeography of Biomphalaria
(Gastropoda: Planorbidae) with implications regarding its role as host of the
human bloodfluke, Schistosoma mansoni. Mol Biol Evol 2001; 18:2225-39.

* Instituicdo como autor
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 116:41-2.

* Sem indicacao de autoria
Cancer in South Africa [Editorial]. S Afr Med J 1994; 84:15.

* Volume com suplemento
Deane LM. Simian malaria in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz 1992; 87 Suppl
3:1-20.

* Fasciculo com suplemento
Lebrdo ML, Jorge MHPM, Laurenti R. Hospital morbidity by lesions and
poisonings. Rev Saude Publica 1997; 31(4 Suppl):26-37.

e Parte de um volume
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Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in non-insulin
dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem 1995; 32(Pt 3):303-6.

* Parte de um fasciculo
Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap lacerations of the
leg in aging patients. N Z Med J 1994; 107(986 Pt 1):377-8.

Livros e outras monografias

e Individuo como autor
Barata RB. Malaria e seu controle. Sao Paulo: Editora Hucitec; 1998.

« Editor ou organizador como autor

Duarte LFD, Leal OF, organizadores. Doencga, sofrimento, perturbacéo:
perspectivas etnograficas. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz; 1998.

Denzin NK, Lincoln YS, editors. Handbook of qualitative research. Thousand
Oaks: Sage Publications; 1994.

 Instituicdo como autor e publicador
Institute of Medicine. Looking at the future of the Medicaid programme.
Washington DC: Institute of Medicine; 1992.

* Capitulo de livro

Coelho PMZ. Resisténcia e suscetibilidade a infecgdo por Schistosoma
mansoni em caramujos do género Biomphalaria. In: Barbosa FS, organizador.
Topicos em malacologia médica. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz; 1995. p.
208-18.

* Eventos (anais de conferéncias)

Kimura J, Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical neurophysiology.
Proceedings of the 10™ International Congress of EMG and Clinical
Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto; Japan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

» Trabalho apresentado em evento

Bengtson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and
security in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff
O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7™ World Coangress on Medical
Informatics; 1992 Sep 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North Holland;
1992. p. 1561-5.

* Dissertacao e tese

Escobar AL. Malaria no sudoeste da Amazbnia: uma meta-analise
[Dissertacao de Mestrado]. Rio de Janeiro: Escola Nacional de Saude
Publica, Fundacdo Oswaldo Cruz; 1994.

Outros trabalhos publicados
» Artigo de jornal

Novas técnicas de reproducao assistida possibilitam a maternidade apdés os
40 anos. Jornal do Brasil 2004; 31 jan.



121

Lee G. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates 50,000
admissions annually. The Washington Post 1996; 21 jun.

* Documentos legais

Decreto no. 1.205. Aprova a estrutura regimental do Ministério do Meio
Ambiente e da Amazoénia Legal, e da outras providéncias. Diario Oficial da
Unidao 1995; 2 ago.

Material eletrénico

* CD-ROM

La salud como derecho ciudadano [CD-ROM]. Memoria del VI Congreso
Latinoamericano de Ciencias Sociales y Salud. Lima: Universidad Peruana
Cayetano Heredia; 2001.

* Internet

Fundacao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Estatisticas da
saude: assisténcia médico-sanitaria. http://www.ibge.gov.br (acessado em
05/Fev/2004).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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