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RESUMO
Introducao: A maldria é considerada um grande problema de salide pUblica a nivel mundial, constituindo a primeira causa de morbi-

mortalidade em Angola.

Método: O Instituto Nacional de Investigacdo em Salde(INIS) realizou um estudo descritivo transversal para avaliar a sensibilidade
e especificidade do equipamento “sight diagnostics parasight” em 271 amostras de sangue de pacientes com suspeita de malaria,
atendidos em 6 unidades sanitarias de Luanda, no periodo de Maio a Junho do ano 2018. Estas foram analisadas pelo TDR, gota

espessa (padrdo de ouro) e pelo dispositivo médico sight diagnostics parasight.

Resultados: O equipamento conseguiu detectar infec¢oes por Plasmodium com uma sensibilidade de 92.5% e uma especificidade de
98.3% na deteccao e identificacao dos parasitas da malaria. A plataforma sight diagnostics parasight & uma nova opcao e uma nova
abordagem para o diagnostico da malaria, capaz de identificar e quantificar parasitas da malaria e de fornecer avaliacdes de malaria

altamente sensiveis mais rapidamente do que os testes actualmente existentes no mercado.

Conclusdes: O Instituto Nacional de Investigacdo em Salde recomenda o uso deste equipamento dentro do Sistema Nacional de
Salde, com realce para os locais com alta demanda onde haja pelo menos uma fonte de energia eléctrica e pessoal capacitado para o

uso deste equipamento.
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Sight Diagnostics Parasight
- New malaria diagnosis
method in Angola

SUMMARY
Introduction: Malaria is considered a major public health problem
worldwide and is the leading cause of morbidity and mortality in

Angola.

Method: The National Institute for Health Research (INIS)
conducted a cross-sectional descriptive study to evaluate the
sensitivity and specificity of the medical device “sight diagnostics
parasight” in 271 blood samples from suspected malaria patients
treated at 6 health facilities in Luanda, from May to June 2018.
These were analyzed by TDR, thick/thin blood smears (gold

standard) and by the medical device sight diagnostics parasight.

Results: The equipment sight diagnostics parasight was able to
detect Plasmodium infections with a sensitivity of 92.5% and a
specificity of 98.3% in the detection and identification of malaria
parasites. The sight diagnostics parasight platform is a new option
and a new approach to malaria diagnosis capable of identifying
and quantifying malaria parasites and provide highly sensitive
malaria assessment more quickly than current tests available in

the market.

Conclusions: The National Institute of Health Research (INIS)
recommends the use of this equipment within the National
Health System, where there is a high demand, at least a source
of electrical energy and qualified personnel trained to use this
equipment.

KEYWORDS: malaria, artificial

diagnosis, computational,

intelligence.

INTRODUCAO
A malaria é uma das doencas febris com alto potencial epidémico

em Angola e constituiu a primeira causa de morbimortalidade,

facto que merece atencao especial*. E uma doenca parasitaria,
transmitida pela picada do mosquito fémea do género anofeles’,
sendo as espécies, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi causadoras de malaria
no homem. A regido da Africa subsaariana abrigou, em 2017,
90% dos casos de malaria e 91% das mortes foram atribuidas a
esta doenca, que continua sendo um grande problema de satde

publica a nivel mundial®.

O diagnostico preciso da maldria antes do tratamento é
imprescindivel para reduzir as taxas de mortalidade e prevenir
a propagacao de espécies de Plasmodium resistentes a
malaria e para limitar os efeitos secundarios desnecessarios de
medicamentos administrados incorrectamente’. Como resultado,
varias organizacoes governamentais de salde agora requerem
que se facam ao paciente testes de malaria antes da administracao
dos antimalaricos, o que impulsionou um aumento no nimero de
testes de diagnostico e estima-se que serao realizados 1 milhao

de testes de diagnostico para malaria até 2020™.

As informacoes recentes demonstram que ha um grande nimero
de portadores de malaria que mantém baixas parasitemias, facto
que aumenta a necessidade de se ter técnicas de diagnostico cada
vez mais sensiveis®*, A microscopia optica continua ser o teste de
malaria mais utilizado no mundo para o diagnostico®*. Na maioria
dos casos a microscopia pode ser muito exacta e os limites
de deteccao tipicos podem ir de 300 até 1000 parasitas por
microlitro (pl) de sangue e requer pessoal altamente capacitado
e com bastante experiéncia na area da microscopia optica™. No
entanto, o aparelho Sight Diagnostics, produzido pela empresa
israelita Sight Diagnostics, aumenta a precisao da deteccao de
Plasmodium e permite reduzir o limite de deteccao a 20 parasitas
/ ul. Varios estudos demonstram a sensibilidade deficiente da
microscopia,resultante de técnicos com formacao deficiente e mal
treinados e devido a fadiga que se regista nas unidades sanitarias
onde existe sobrecarga de trabalho e poucos recursos humanos

capacitados™™.

Recentemente, a popularidade dos testes rapidos de diagnostico
tem aumentado nas unidades sanitarias pela sua facilidade de

utilizacao™. Contudo, os testes rapidos tém pouca sensibilidade
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no que diz respeito aos casos de malaria com baixa parasitemia,

havendo também discrepancia nos resultados obtidos,
dependendo das marcas e dos lotes comercias existentes
no mercado™®. Com a chegada do PCR e outros métodos de
amplificacdo molecular j& se demonstrou que muitos individuos
infectados com o parasita da malaria nao sao diagnosticados
correctamente através da microscopia oOptica. Por outro
lado, apesar da sensibilidade do PCR, os custos elevados e a
capacitacao técnica associada a estas técnicas moleculares nao
permitem o alargamento da sua aplicacao em grande escala nas

regioes endémicas™®.

Em Angola, a oferta de diagnosticos imediatos e tratamento
oportuno e correcto tém limitacoes dentro do Servico Nacional
de Saude que devem ser superadas através do reconhecimento
da importancia do desenvolvimento de servicos laboratoriais
e da padronizacao de um sistema de controlo de qualidade
do diagnostico da malaria que integre e padronize accdes em
diferentes aspectos do processo e corrija as limitacoes dos
procedimentos actuais. Como é sabido, hoje concentram-se
em monitorar o desempenho dos microscopistas por meio
da revisao e analise de preparacdes de gota espessa para o0
refrescamento dos conhecimentos técnicos dos profissionais
de satde. Com o surgimento de novas tecnologias, tais como
a plataforma sight diagnostics parasight, fabricada em Israel,
abrem-se novas oportunidades para melhorar o diagnostico da
malaria, minimizando o risco de erro humano associado ao exame
microscopico de gota espessa/esfregaco. O mesmo equipamento
ja foi validado e é utilizado no diagnostico da malaria em paises
como a Franca, India, Dubai, Costa do Marfim, Gabao, Africa do
sul e Gana*&®. Os objetivos deste artigo sao validar a capacidade
diagnostica (sensibilidade e especificidade) do equipamento sight
diagnostics parasight, de modo a aferir e confirmar a sua utilidade

no diagnostico da malaria em Angola.

MATERIAL & METODOS

Desenho do estudo

Realizou-se um estudo descritivo transversal para avaliar a
sensibilidade e especificidade do aparelho da marca Sight
Diagnostics Parasigh em pacientes referenciados ao Instituto

Nacional de Investigacao em Salde, no més de Maio a Junho do

ano 2018 (20 dias laborais). O universo foi constituido por um
total de 271 amostras de pacientes, colhidas em varias unidades
sanitarias da provincia de Luanda com o objectivo de aferir a
utilidade do equipamento como dispositivo méedico capaz de
diagnosticar o parasita da malaria e para a realizacao desta
validacao foi obtida a aprovacao do Comité de Etica do Instituto
Nacional de Investigacdo em Saude (INIS) para o uso de todas as

amostras, no dmbito da investigacao cientifica.

Colheita e analise das amostras

A recolha do sangue foi realizada nas seguintes unidades
sanitarias: Hospital Josina Machel- Maria Pia, Hospital Pediatrico
David Bernardino, Centro de Salde do Cassequel do Buraco,
Centro de Salde do Zango, Centro de Sa(de da Samba, Luanda
Medical Centre, onde foram seleccionados 45 pacientes por
cada unidade hospitalar, utilizando o método de amostras
simples aleatorias. As mesmas foram colhidas em tubos de
colheita com EDTA (vacutainer) e armazenadas entre 2 a 8
graus celsius (c?) até o seu processamento. As amostras foram
analisadas no mesmo dia pelas 3 técnicas de laboratorio: Teste
répido (SD Bioline) para se fazer o rastreio inicial, microscopia
optica (Olympus) e pela plataforma automatica sight diagnostic
parasight (Sight Diagnostics), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Em relacao a gota espessa, procedeu-se como
indicado pelas normas da OMS para o diagnostico de malaria: as
laminas foram coradas pelo método de Giemsa a 3% (Merck) por
20 minutos. Para a sua visualizacao utilizou-se 6leo de imersao e
0 microscopio optico (Olympus) com a utilizacdo da objectiva de
100X e uma contagem de pelo menos 100 campos por lamina. As
laminas foram analisadas por microscopistas licenciados do INIS,
especializados em diagnéstico laboratorial da malaria e os niveis
de parasitemia foram calculados como a proporcao de hemacias
infectadas em relacao ao total de hemacias. Para tal utilizou-se
a seguinte formula recomendada pela Organizacao Mundial da
salide (OMS) e o Programa Nacional do Controlo da Malaria em
Angola (PNCMA)".
Niveis de parasitemia = Nos parasitas contados x 8000 de
hemacias + 200 leucocitos.

Os gametécitos ndo foram incluidos na contagem final de

parasitas.
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Na plataforma automatica sight diagnostic parasight, 5pl do
sangue de cada paciente foi retirado de cada amostra do paciente
colhida e misturado com 500pl de uma solucao de corante. Esta
solucdo de corante (ou solucdo de trabalho) & composta por 10 ml
de diluente fornecido pela empresa, que & misturado com 170yl
de uma solucao de fluorocromos (marcadores fluorescentes) que
coram o DNA dos parasitas. Desta mistura foram entao colocados
35pl em cada lamina distribuidos igualmente em toda a sua
superficie, formando uma monocamada e desta feita a amostra
foi inserida no equipamento sight diagnostic parsight. A lamina
foi digitalizada com trés diferentes fontes de luz LED (370 nm,
475 nm e 530 nm). O tempo total de exposicdo por amostra foi
de 4 minutos e o dispositivo foi capaz de analisar 25 amostras
de uma Gnica vez. Aproximadamente 800 imagens por amostra

foram digitalizadas em tempo real.

Durante a verificacao, o dispositivo analisou cerca de 1800.000
glébulos vermelhos, plaquetas, trofozoitos, esquizontes e os
gametocitos . O equipamento tem um algoritmo que analisa,
detecta, numera e identifica as espécies de Plasmodium presentes
em cada amostra. O equipamento analisa a mesma amostra em
duplicado, aumentando a reprodutibilidade dos resultados. Cada
Idmina tem um cédigo de barras Unico, associado a amostra do
paciente, e 0 equipamento vem acoplado a um computador que
envia o resultado para a sua tela. Amostras com mais de 48 horas
apos colheita sao rejeitadas pelo equipamento devido a hemolise
do sangue e a formacao de pequenos coagulos que podem
entupir os tubos do equipamento. Os resultados sao emitidos
como numero de parasitas por microlitro de sangue, classificando
a parasitemia por baixa, moderada e alta, de acordo com os

critérios da OMSs2-%,

Resultados

A microscopia, os testes de diagnéstico rapido (TDR) e o
equipamento sight diagnostics parasight foram utilizados como
base para comparacao dos resultados, portanto, a sensibilidade
e a especificidade da microscopia e dos testes rapidos foi
comparada com o equipamento automatico sight diagnostics
parasight. O maior nimero de amostras foi proveniente dos
centros de salde,com um total de 181 amostras que corresponde

66.9%, seguido pelo Hospital Pediatrico David Bernardino,com 35

amostras (12.9 %). Em termos de sensibilidade,a sensibilidade do
TDR foi de 88.8%, com um intervalo de confianca de IC 95%, 86,2-
92 e a sensibilidade do equipamento automatico sight diagnostic
parasight foi de 92,5%, com um intervalo de confianca de 1C95%,
90,6- 94,9%, em comparagao com a microscopia optica, o que
significa uma elevada probabilidade de diagnosticar pessoas
realmente doentes de malaria.

A especificidade do TDR, em comparagao com microscopia optica,
foi de 97,1%IC 95% 92,8-99,7% e a especificidade do equipamento
sight diagnostic parasight foi de 98,3% IC95% 96,3-100%, o
que significa que a probabilidade deste equipamento informar
resultados negativos a pessoas saudaveis € muito alto (Tabela 1).
Para isso foi utilizado o programa estatistico SPSS, Versao 22.0.
Os valores preditivos positivos e os valores preditivos negativos
de igual forma sao de 86.2 % e 99.1 %, respectivamente, o que
significa que a probabilidade de uma pessoa estar infectada com
o0 parasita da malaria, quando o teste & positivo, € de 86.2% e que
a probabilidade de uma pessoa nao estar infectada com o parasita

da malaria, quando o resultado do teste é negativo, & de 99.1%.

0 equipamento apresenta capacidade de detectar e quantificar
as seguintes espécies de Plasmodium: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax/Plasmodium ovale mas nao consegue
distinguir entre Pvivax/P.ovale. Nestes casos, sera necessaria
a confirmacao da espécie de Plasmodium vivax ou Plasmodium
ovale por um especialista experiente. Entre as desvantagens deste
equipamento estao a incapacidade do mesmo actualmente nao
conseguir detectar Plasmodium malarie e Plasmodium knowlesi.
Em termos de condicoes laboratoriais, o uso deste equipamento
requer um laboratério com acesso a luz eléctrica, um frigorifico
a temperatura de 42-82C para conservacao dos reagentes, que
devem ser preservados a esta temperatura para garantir a
estabilidade e a integridade dos reagentes a longo prazo. Além
disso, as amostras devem ser processadas num espaco de 48
horas, pois as amostras com mais de 48 horas apos colheita
serao rejeitadas devido a hemolise*?. Aidentificacao das espécies
de Plasmodium foi feita nas mesmas amostras em estudo e os
resultados foram comparados com os achados da microscopia
(Tabela 2), o TDR(SD Bioline) fabricado na Coreia do Sul. O kit
& composto por 25 testes em cada caixa, com a capacidade de

detectar as proteinas de Plasmodium HRP (Histidine Rich Protein)
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e PLDH (Parasite Lactate dehydrogenese) e também se utilizou
0 teste rapido para diagnostico de Plasmodium falciparum/
Plasmodium vivax (Pf/Pv), capaz de detectar aproteina PLDH
de Plasmodium falciparum e PLDH de Plasmodium vivax. Estes

testes rapidos demonstraram uma identificacao das espécies

de 50% para Plasmodium vivax e 98,6% para Plasmodium
falciparum, enquanto o equipamento sight diagnostics mostrou
a identificacao de 100% das espécies para P. vivax e para P

falciparum.

Tabela 1 - Sensibilidade e Especificidade do dispositivo médico Sight Diagnostics Parasight versus microscopia optica.

Sight Diagnostics Parasight

Positivo
Negativo

Total

Sensibilidade (S) = 92,5 %. 1C: [90,6 a 94,9])
Especificidade (E) = 98,3%.1C: (98.3 [96,3 a 100])

Microscopia optica

(Gota espessa/esfregaco de sangue)

Positivo Negativo Total
25 4 29
2 240 242
27 244 271

Tabela 2 - Identificacao das espécies pelo teste rapido de diagnostico (TDR),a plataforma sight diagnostics versus microscopia optica.

Método diagnéstico

Total de espéciesde Plasmodium identificadas
pela microscépia [IC 95%]

P. Falciparum P. Vivax
No (%) 1C95% No (%) IC95%
TDR 24/25 (98,6%) 91,5-99,7 1/2 (50%) 439 -491
Sight Diagnostics Parasight 25/25 (100%) 96,5 - 100 2/2 (100%) 95,9 -100

DISCUSSAOQ

A crescente demanda por testes de malaria rapidos e altamente
precisos criou uma necessidade nao atendida no mercado de
diagnosticos de malaria. Numerosos estudos mostraram pouca
precisao, tanto para o TDR quanto para a microscopia optica,
exigindo desta forma o desenvolvimento de novas tecnologias.
A plataforma sight diagnostic parasight € um novo método
para o diagnostico da malaria que pode fornecer diagnostico da
malaria altamente sensivel mais rapidamente do que os testes

actualmente existentes no mercado.

0 desempenho do dispositivo foi consistente durante a validacao
deste equipamento.Alem disso, as amostras apresentaram
niveis significativamente altos de parasitemia, com uma carga
parasitaria superior a 2% em 6 (22.2%) das amostras positivas,
sendo estes resultados semelhantes aos encontrados na India
e em outros paises africanos®. O mesmo equipamento j& é
utilizado no diagnostico da malaria em paises como a Franca,
India, Dubai, Costa do Marfim, Gabao, Africa do sul e Gana%s®.

Embora o dispositivo funcione com muita precisao, houve varios
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casos notaveis de discrepancias, principalmente com amostras
hemolisadas, amostras preparadas de forma incorrecta devido
ao uso excessivo de sangue usado na sua preparacao, sujidade no
cartucho ou preparacao inadequada da solugao de trabalho.Estas
amostras rejeitadas pelo equipamento fornecem uma espécie de

controlo de qualidade.

E importante ter em mente que os altos valores de sensibilidade
e especificidade para microscopia nesses pacientes nao reflectem
praticas e resultados-padrao. Dois peritos analisaram todas as
|dminas microscépicas, com um minimo de 10 visualizacdes por
lamina, enquanto na maioria das unidades sanitarias em Angola
as laminas sao analisadas por um Unico técnico uma Unica vez. Por
conseguinte, a sensibilidade real da microscopia em ambientes de
laboratario hospitalar esta mais proximo de 500 parasitas / ul,

como citado em outros lugares na literatura®™.

Actualmente, diversas atualizacoes estao sendo desenvolvidas
para melhorar o desempenho do sistema sight diagnostics
parasight, devido as limitacoes citadas no presente estudo. Além
disso, o dispositivo actual nao pode distinguir entre P. vivax e
P. ovale. Embora isto seja menos clinicamente problematico,
uma vez que as duas formas de infe¢des por malaria requerem
0s mesmos regimes de medicacao, a distincao entre os dois é
importante devido a consideracoes epidemiologicas®.

Em conjunto, esses resultados indicam que o equipamento
automatico sight diagnostics demonstra melhor precisao em
comparacao com os prototipos anteriores e fornece um valor
significativo para a comunidade meédica. A distribuicao do
dispositivo em locais estratégicos levara a um melhor diagnostico
e tratamento da malaria, o que, finalmente resultara num roteiro
acelerado para a eliminacao e futura erradicacao da mesma,
embora os custos elevados associados a este equipamento e a
sua manutencao anual, necessaria para o bom funcionamento,

possam limitar a distribuicao ampla deste equipamento no
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