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“... We’re having a miracle on Earth 

Mother Nature does it all for us ” 



Dedico este trabalho aos meus pais, irmão e a todos que acreditaram e auxiliaram 
na execução do mesmo. 



in memoriam), 
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Fluxograma 3 - Resultados obtidos com os testes sorológicos. 

 

 

Legenda: FN – Falso negativo; FP – Falso positivo; VN – Verdadeiro negativo;  

VP – Verdadeiro positivo. 
Fonte: elaborado pelo autor. 
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Os resultados das medidas de desempenho sensibilidade, especificidade e acurácia 

diagnóstica dos testes são apresentados na Tabela 4. 

 

A sensibilidade dos testes variou de 7,5% (IC95%: 2,6-19,9%) a 84,2% (IC95%: 69,6-

92,6%), apresentadas pelo IT-LEISH® e Ridascreen® Leishmania Ab, 

respectivamente. O DAT-LPC apresentou sensibilidade de 10% (IC95%: 2,8-23,7%), 

a IFI Leishmaniose Humana de 65% (IC95%: 49,5-77,9%) e o Leishmania ELISA 

IgG+IgM de 60% (IC95%: 44,6-73,7%) (Tabela 4). Diferenças estatisticamente 

significativas (p≤0,05) foram encontradas nas comparações entre dois testes 

baseados na metodologia ELISA (Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® 

Leishmania Ab, p=0,02); entre Ridascreen® Leishmania Ab e todos os demais testes 

(IFI Leishmaniose Humana, p=0,05; IT-LEISH®, p<0,0001 e DAT-LPC, p<0,0001); e 

entre o IT-LEISH® e todos os demais testes (DAT-LPC, p<0,0001; IFI Leishmaniose 

Humana, p<0,0001 e DAT-LPC, p<0,0001). 

 

A especificidade variou de 70% (IC95%: 64,7-91,1%) a 100% (IC95%: 83,9-100%), 

demonstrada pela IFI Leishmaniose Humana e Leishmania ELISA IgG+IgM e IT-

LEISH®. O Ridascreen® Leishmania Ab apresentou especificidade de 90% (IC95%: 

69,9-97,2%) e o DAT-LPC de 95% (IC95%: 76,4-99,1%) (Tabela 4). Diferenças 

estatisticamente significativas (p≤0,05) foram observadas entre os testes Leishmania 

ELISA IgG+IgM e IFI Leishmaniose Humana (p=0,01) e na comparação da IFI 

Leishmaniose Humana com os testes IT-LEISH® (p=0,009) e DAT-LPC (p=0,04). 

 

As taxas de acurácia diagnóstica maiores foram encontradas para os testes 

Ridascreen® Leishmania Ab com 86,2% (IC95%: 75,1-92,8%) e Leishmania ELISA 

IgG+IgM, 73,3% (IC95%: 61,0-82,9%). Os outros testes sorológicos apresentaram 

acurácia de 66,7% (54,1-77,3%) pela IFI Leishmaniose Humana e 38,3% (IC95%: 

27,1-51,0%) pelos testes IT-LEISH® e DAT-LPC (Tabela 4). Foram confirmadas 

diferenças estatisticamente significativas (p≤0,05), na comparação entre o 

Leishmania ELISA IgG+IgM e os testes IT-LEISH®(p=0,0001) e DAT-LPC 

(p=0,0001); Ridascreen® Leishmania Ab e os testes IT-LEISH® (p<0,0001) e DAT-

LPC (p<0,0001); e por fim, a IFI Leishmaniose Humana e os testes IT-LEISH® e 

DAT-LPC (p=0,002). 
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Tabela 4 - Sensibilidade, especificidade e acurácia dos testes sorológicos entre 

suspeitos de LM atendidos no CRL-IRR, 2009-2016 de acordo com ponto de corte 

do fabricante  

Legenda: *n=38. 
Fonte: elaborado pelo autor.  
 
 

Na análise da concordância entre os resultados apresentados pelos testes 

sorológicos, usando o coeficiente de concordância Kappa, os índices variaram de 

0,03 (IC95%: 0,0-0,13%) a 0,67 (IC95%: 0,42-0,91). A maior concordância, 

considerada substancial, foi obtida entre os testes de ELISA (Leishmania ELISA 

IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab). Os demais testes apresentaram 

concordância considerada fraca (≤0,2) ou razoável (≤0,4). A menor concordância foi 

observada entre os testes IFI Leishmaniose e IT-LEISH® (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Testes sorológicos 
Sensibilidade (%) 

IC95% 
(n=40) 

Especificidade (%) 
IC95% 
(n=20) 

Acurácia (%) 
IC95% 
(n=60) 

Leishmania ELISA IgG+IgM 
60,0 

(44,6-73,7) 
100 

(83,9-100) 
73,3 

(61,0-82,9) 

Ridascreen
®
 Leishmania Ab 

84,2* 
(69,6-92,6) 

90,0% 
(69,9-97,2) 

86,2 
(75,1-92,8) 

IFI Leishmaniose Humana 
65 

(49,5-77,9) 
70,0 

(64,7-91,1) 
66,7 

(54,1-77,3) 

IT-LEISH
®
 

7,5 
(2,6-19,9) 

100 
(83,9-100) 

38,3 
(27,1-51,0) 

DAT-LPC 
10,0% 

(2,8-23,7) 
95,0 

(76,4-99,1) 
38,3 

(27,1-51,0) 
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Tabela 5 - Análise de concordância entre os testes sorológicos aplicados em 60 

amostras de soro de pacientes com suspeita de LM, atendidos no CRL-IRR no 

período de 2009 a 2016 

Testes 
sorológicos 

Ridascreen
®
 

Leishmania Ab 

IFI 
Leishmaniose 

Humana 
IT-LEISH

®
 DAT-LPC 

Leishmania 
ELISA IgG+IgM 

0,67 
(0,42-0.91) 

0,34 
(0,10-0,59) 

0,15 
(0,015-0,29) 

0,08 
(0-0,25) 

DAT-LPC 
0,04 

(0-0,15) 
0,08 

(0-0,22) 
0,2 

(0-0,44) 
- 

IT-LEISH
®
 

0,07 
(0-0,17) 

0,03 
(0-0,13) 

- - 

IFI 
Leishmaniose 

Humana 

0,41 
(0,15-0,66) 

- - - 

Fonte: elaborado pelo autor.  

 

 

Por meio da análise por curva ROC, novos pontos de cortes para a definição de 

diagnóstico de LM foram explorados para os testes Leishmania ELISA IgG+IgM e 

Ridascreen® Leishmania Ab. Embora os testes IFI Leishmaniose Humana e DAT-

LPC também apresentem resultados quantitativos, a mesma abordagem não pôde 

ser realizada em função dos critérios de definição de positivo/negativo já adotados. 

Assim sendo, a primeira diluição já define uma amostra como positiva ou negativa.  

 

Para o teste Leishmania ELISA IgG+IgM, o ponto de corte com a melhor relação 

sensibilidade e especificidade para o diagnóstico de LM foi identificado como 6,5 

(Tabela 6), que corresponde a acurácia de 88% (IC95%: 77-95%), determinada pela 

área sob a curva (Figura 1). Já para o teste Ridascreen® Leishmania Ab, ponto de 

corte ideal foi identificado como 0,76 (Tabela 7), correspondendo a uma acurácia de 

89% (IC95%: 78-96%), também definida pela área sob a curva (Figura 2). Com base 

nesses novos pontos de corte, as taxas de sensibilidade dos testes Leishmania 

ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab passaram para 77,5% e 85%, com 

novas taxas de especificidade de 95% e 90%, respectivamente. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os valores anteriores e 

novos de sensibilidade e especificidade do Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,09; 
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p=0,5, respectivamente) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,92; p=1,0, 

respectivamente). 

 

Tabela 6 - Sensibilidade e especificidade para o teste Leishmania ELISA IgG+IgM 

de acordo com diferentes pontos de corte definidos pela Curva ROC 

 Critério Sensibilidade IC 95% Especificidade IC 95% 

>=1,07393 100,00 91,1-100,0 0,00 0,0-17,0 

>1,0793 100,00 91,1-100,0 5,00 0,8-24,9 

>1,1820 95,00 83,0-99,2 5,00 0,8-24,9 

>2,4392 95,00 83,0-99,2 50,00 27,2-72,8 

>2,5045 90,00 76,3-97,1 50,00 27,2-72,8 

>2,6311 90,00 76,3-97,1 55,00 31,6-76,9 

>4,2664 82,50 67,2-92,6 55,00 31,6-76,9 

>4,5181 82,50 67,2-92,6 75,00 50,9-91,2 

>4,5474 80,00 64,3-90,9 75,00 50,9-91,2 

>5,4624 80,00 64,3-90,9 90,00 68,3-98,5 

>6,0687 77,50 61,5-89,1 90,00 68,3-98,5 

>6,4567 77,50 61,5-89,1 95,00 75,1-99,2 

>8,4263 60,00 43,3-75,1 95,00 75,1-99,2 

>8,4606 60,00 43,3-75,1 100,00 83,0-100,0 

>30,8511 0,00 0,0-8,9 100,00 83,0-100,0 

Fonte: elaborado pelo autor.  

 

Figura 1 - Representação da Curva ROC para o teste Leishmania ELISA IgG+IgM  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Curva ROC do teste Leishmania ELISA IgG+IgM, realizada com os resultados de índice de 
anticorpos das 40 amostras de pacientes do grupo LM e 20 do grupo controle. A linha contínua 
delimita a área sob a curva de 0,88 (IC95%: 0,77-0,95). 
Fonte: elaborado pelo autor. 



56 

 

Tabela 7 - Sensibilidade e especificidade para o teste Ridascreen® Leishmania Ab 

de acordo com os diferentes pontos de corte definidos pela Curva ROC 

Critério Sensibilidade IC 95% Especificidade IC 95% 

>=0,1392 100,00 91,1-100,0 0,00 0,0-17,0 

>0,1392 100,00 91,1-100,0 5,00 0,8-24,9 

>0,1974 95,00 83,0-99,2 5,00 0,8-24,9 

>0,2858 95,00 83,0-99,2 20,00 5,9-43,7 

>0,2880 92,50 79,6-98,3 20,00 5,9-43,7 

>0,4693 92,50 79,6-98,3 70,00 45,7-88,0 

>0,5469 90,00 76,3-97,1 70,00 45,7-88,0 

>0,5557 90,00 76,3-97,1 75,00 50,9-91,2 

>0,5880 87,50 73,2-92,8 75,00 50,9-91,2 

>0,6465 87,50 73,2-95,8 80,00 56,3-94,1 

>0,7325 85,00 70,2-94,3 80,00 56,3-94,1 

>0,7607 85,00 70,2-97,3 90,00 68,3-95,5 

>1,3041 70,00 53,5-83,4 90,00 68,3-98,5 

>1,4081 70,00 53,5-83,4 95,00 75,1-99,2 

>1,7745 57,50 40,9-72,9 95,00 75,1-99,2 

>1,8633 57,50 40,9-72,9 100,00 83,0-100,0 

>5,3275 0,00 0,0-8,9 100,00 83,0-100,0 

 
Fonte: elaborado pelo autor 

 

Figura 2 - Representação da Curva ROC para o teste Ridascreen® Leishmania Ab  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Curva ROC do teste Ridascreen

® 
Leishmania Ab, realizada com os resultados de índice das 

38 amostras de pacientes do grupo LM e 20 do grupo controle. A linha contínua delimita a área sob a 
curva de 0,89 (IC95%: 0,78-0,96). 
Fonte: elaborado pelo autor. 
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5.3 Sororreatividade das amostras de soro de acordo com a classificação 
clínica da LM, idade dos pacientes e tempo de evolução da doença  
 

A sororreatividade observada pelos testes sorológicos, em amostras de soro de 

pacientes com as diferentes classificações de LM, são apresentadas nas figuras a 

seguir. Para análise do teste IFI Leishmaniose Humana, as titulações foram 

transformadas pela função logarítmica na base 10, sendo que as amostras com 

titulações inferiores a 1:40 foram consideradas com resultado igual ao título de 1:20. 

 

Observou-se diferença estatisticamente significativa (p≤0,05) na sororreatividade dos 

testes Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® Leishmania Ab quando comparada 

entre os pacientes com a forma clínica leve e moderada/grave de LM (p=0,003 e 

p=0,001, respectivamente) como mostrado na Figura 3 (A) e (B). Já em relação à IFI 

Leishmaniose Humana, não houve diferença estatisticamente significativa entre as 

amostras dos pacientes com a forma leve e moderada/grave da LM (p=0,006) como 

mostrado na Figura 3 (C). 
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Figura 3 – Sororreatividade dos testes sorológicos em amostras de soro de 

pacientes com diferentes classificações clínicas de LM 

 

 

 

 

Legenda: Representação gráfica da sororreatividade das amostras nos testes (A) Leishmania ELISA 

IgG+IgM; (B) Ridascreen
®
 Leishmania Ab; (C) IFI Leishmaniose Humana. nos subgrupos de 

pacientes com as diferentes classificações clínicas da LM: leve (n=22) e moderada/grave (n=18); 

*Diferenças estatisticamente significativas foram encontradas na comparação das medianas nos 

testes (A) (p= 0,003) e (B) (p= 0,001). As barras representam a mediana e os interquartis de 25% e 

75%. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A Figura 4 apresenta uma comparação da sororreatividade dos testes sorológicos 

em amostras de soro de pacientes com diferente tempo de evolução da doença. Não 

foi observada diferença estatisticamente significativa entre os pacientes com 

diferente tempo de evolução da doença em nenhum dos testes sorológicos. 
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Figura 4 - Sororreatividade dos testes sorológicos em amostras de soro de 

pacientes, de acordo com tempo de evolução da LM 

 

 

 

Legenda: Representação gráfica da sororreatividade em relação ao tempo de lesão ≤1 ano (n=12) e 

>1 ano (n=23): (A) Leishmania ELISA IgG+IgM; (B) Ridascreen
® 
Leishmania Ab; (C) IFI Leishmaniose 

Humana. Uma análise das medianas dos resultados demonstrou não haver diferença 

estatisticamente significativa da sororreatividade nos subgrupos, em todos os testes (A, B e C). As 

barras representam a mediana e os interquartis de 25% e 75%. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 5 - Sororreatividade aos testes sorológicos de acordo com faixas etárias dos 

pacientes 

 

Legenda: Representação gráfica da sororreatividade das amostras de soro nos subgrupos de 

pacientes classificados quanto às faixas etárias <60 anos (n=15) e ≥60 anos (n=25): (A) Leishmania 

ELISA IgG+IgM; (B) Ridascreen
® 
Leishmania Ab; (C) IFI Leishmaniose Humana. Uma análise das 

medianas dos resultados demonstrou não haver diferença estatisticamente significativa da 

sororreatividade nos subgrupos, em todos os testes (A, B e C). As barras representam a mediana e 

os interquartis de 25% e 75%. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Para avaliar se a sensibilidade dos testes variava com a classificação clínica da LM, 

idade dos pacientes e tempo de evolução da doença, foram realizadas análises das 

taxas de sensibilidade dos testes para os pacientes divididos nos seguintes 

subgrupos: forma leve versus moderada/grave de LM, pacientes com idades 

iguais/superiores versus inferiores a 60 anos, pacientes com evolução de doença 

superior versus inferior/igual a um ano. 
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Quanto à classificação clínica considerada leve, a sensibilidade variou de 4,6% 

(IC95%: 0,8-21,8%) a 70% (48,1-85,5%), valores estes observados para o IT-

LEISH® e Ridascreen® Leishmania Ab, respectivamente. O teste Leishmania ELISA 

IgG+IgM apresentou sensibilidade de 45,5% (IC95%: 26,9-65,3%), a IFI 

Leishmaniose Humana, 54,6% (IC95%: 34,7-73,1%) e o DAT-LPC, 9,1% (IC95%: 

2,5-27,8%).  

 

Maior variação na medida de sensibilidade foi observada em amostras de pacientes 

com a forma moderada/grave de LM, de 11,1% (IC95%: 3,1-32,8%) a 100% (IC95%: 

82,4-100%), valores apresentados pelos testes DAT-LPC e Ridascreen® Leishmania 

Ab, respectivamente. Os testes Leishmania ELISA IgG+IgM e IFI Leishmaniose 

Humana apresentaram sensibilidade de 77,8% (IC95%: 54,8-96,4%) e o IT-LEISH®, 

12,5% (IC95%: 3,5-36,0%). Diferença estatisticamente significativa (p≤0,05) foi 

observada entre a sensibilidade das diferentes classificações clínicas dos testes 

Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,04) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01) na 

comparação global desta medida de desempenho em amostras provenientes de 

pacientes divididos nas três classificações clínicas de LM (Tabela 8). Entretanto, 

quando essas classificações foram comparadas em pares, diferença 

estatisticamente significativa foi encontrada unicamente para o teste Ridascreen® 

Leishmania Ab (p=0,03), na comparação de amostras de pacientes com a forma leve 

em relação à forma moderada/grave de LM.  

 

Considerando apenas amostras de pacientes com tempo de evolução da doença 

inferior/igual a um ano, o IT-LEISH® apresentou a menor sensibilidade entre todos os 

testes: 0% (IC95%: 0-25,9%), enquanto a maior sensibilidade foi do Ridascreen® 

Leishmania Ab, 70% (IC95%: 39,7-89,2%). Já para o grupo constituído apenas por 

amostras de pacientes com tempo de evolução da doença maior que um ano, a 

menor taxa de sensibilidade foi apresentada pelo DAT-LPC: 9,1% (IC95%: 2,5-

27,8%), sendo o Ridascreen® Leishmania Ab, novamente o teste mais sensível: 

76,2% (54,9-89,4%). Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada 

ao se comparar as medidas de sensibilidade dos testes obtidas nas amostras dos 

pacientes com LM divididos de acordo com o tempo de evolução da doença (Tabela 

9). 
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Embora sem alcançar diferença estatisticamente significativa, numericamente a 

sensibilidade de todos os testes foi maior entre pacientes com mais de 60 anos em 

relação ao grupo de pacientes com menos de 60 anos. Para pacientes com menos 

de 60 anos, o IT-LEISH® foi o teste que apresentou a menor sensibilidade, 0% 

(IC95%: 0-21,8%) e o Ridascreen® Leishmania Ab, a máxima, 76,9% (IC95%: 46,2-

95,0%). Para pacientes com idade igual/superior a 60 anos, o IT-LEISH® e o DAT-

LPC apresentaram a menor sensibilidade de 12,0% (IC95%: 2,6-31,2%), enquanto a 

maior sensibilidade foi do Ridascreen® Leishmania Ab, 88,0% (IC95%: 68,8-97,5%). 

Na análise global, não se identificou diferença estatisticamente significativa na 

medida de sensibilidade dos testes para pacientes com LM estratificados de acordo 

com a faixa etária (Tabela 10). 

 

Tabela 8 - Sensibilidade dos testes sorológicos de acordo com a classificação 

clínica de LM  

 
Legenda: *n=20. 
Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

 

 

 

 

Testes sorológicos 

 
Sensibilidade (%) 

IC95% 
 

Leve 
(n=22) 

Moderada/Grave 
(n=18) 

Valor de p 

Leishmania ELISA 
IgG+IgM 

45,5 (26,9-65,3) 77,8 (54,8-96,4) 0,04 

Ridascreen
®
 Leishmania 

Ab 
70* (48,1-85,5) 100 (82,4-100,0) 0,01 

IFI Leishmaniose 
Humana 

54,6 (34,7-73,1) 77,8 (54,8-96,4) 0,13 

IT-LEISH
®
 4,6 (0,8-21,8) 12,5 (3,5-36,0) 0,37 

DAT-LPC 9,1 (2,5-27,8) 11,1 (3,1-32,8) 0,84 
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Tabela 9 - Sensibilidade dos testes sorológicos de acordo com tempo de evolução 

da LM  

Legenda: *n=11; **n=22 
Fonte: elaborado pelo autor. 
 

 

Tabela 10 - Sensibilidade dos testes sorológicos de acordo com as faixas etárias 

dos pacientes com LM 

Legenda: *n=13. 
Fonte: elaborado pelo autor. 
 
 

 

Testes sorológicos 

Sensibilidade (%) IC95% 

≤1 ano 
(n=12) 

>1 ano 
(n=23) 

Valor de p 

Leishmania ELISA IgG+IgM 45,5 (21,3-72,0) 50,0 (30,7-69,3) 0,8 

Ridascreen
®
 Leishmania 

Ab 
70* (39,7-89,2) 76,2 (54,9-89,4) 0,7 

IFI Leishmaniose Humana 54,6 (28,0-78,7) 63,6 (43,0-80,3) 0,6 

IT-LEISH
®
 0,0 (0-25,9) 13,6 (4,8-33,3) 0,2 

DAT-LPC 9,1 (1,6-37,7) 9,1 (2,5-27,8) 1,0 

Testes sorológicos 

Sensibilidade (%) IC95% 

<60 anos 
n=15 

≥60 anos 
n=25 

Valor de p 

Leishmania ELISA 
IgG+IgM 

53,3 (26,6-78,3) 64,0 (42,5-82,0) 0,5 

Ridascreen
®
 

Leishmania Ab 
76,9* (46,2-95,0) 88,0 (68,8-97,5) 0,4 

IFI Leishmaniose 
Humana 

60,0 (32,3-83,7) 68,0 (46,5-85,1) 0,6 

IT-LEISH
®
 0,0 (0-21,3) 12,0 (2,6-31,2) 0,2 

DAT-LPC 6,7 (0,2-32,0) 12,0 (2,6-31,2) 0,6 
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6 DISCUSSÃO 
 

Considerando a ausência de perspectiva de disponibilidade a curto prazo de novas 

alternativas diagnósticas e diante da interrupção da produção do antígeno de 

Montenegro, a aplicabilidade de testes sorológicos, desenvolvidos e registrados na 

ANVISA para o diagnóstico da LV, foi avaliada quanto à sua aplicação para LM 

nesse estudo. Foram encontrados poucos testes sorológicos na base de dados da 

ANVISA, todos registrados para LV. Além disso, os poucos estudos encontrados na 

literatura, que avaliaram testes sorológicos para o diagnóstico da LM, além de 

apresentarem limitações, principalmente em relação aos critérios de classificação da 

LM, avaliaram no máximo dois testes em paralelo. No presente trabalho, foram 

avaliados cinco testes sorológicos, sendo quatro kits comerciais e um kit protótipo 

produzidos em nosso laboratório. A pesquisa na base de registros da ANVISA 

identificou ainda o kit Leishmania Cutânea IgG CELISA (Cellabs Pty Ltd., Sydney, 

AUS), que foi desenvolvido e registrado para o diagnóstico sorológico da LT. Este 

teste não foi avaliado no presente estudo em função de estar com o registro vencido 

e o produto indisponível comercialmente por ocasião da execução dos testes, em 

2017. 

 

Os testes avaliados apresentaram diferenças capazes de gerar implicações 

relevantes na abordagem diagnóstica da LM. O teste Leishmania ELISA IgG+IgM 

apresentou uma acurácia razoável (73,3%), mas uma sensibilidade insuficiente para 

compor uma rotina de investigação para a doença (60%). O fabricante informa que o 

antígeno usado no kit é produzido a partir de promatigotas de L. infantum, mas não 

relata a natureza do mesmo. É importante ressaltar que esse kit foi desenvolvido 

para detectar as duas principais classes de anticorpos (IgG e IgM) humanos. Em 

teoria, essa característica proporciona aumento na sensibilidade, mas compromete a 

especificidade, devido à baixa avidez dos anticorpos IgM. Após determinação do 

novo ponto de corte, houve aumento da sensibilidade do Leishmania ELISA 

IgG+IgM, aumentado de 60 para 77,5%, entretanto pequena perda na especificidade 

foi demonstrada, diminuindo de 100 para 95%. Contudo, observa-se que o novo 

ponto de corte gera acréscimo em sensibilidade superior à perda na especificidade, 

fato que aumentou significativamente a acurácia diagnóstica do Leishmania ELISA 

IgG+IgM, que passou de 73,3% para 88% (p=0,04). Esta observação confirma que o 
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padrão de resposta sorológica difere entre as formas visceral e mucosa da 

leishmaniose, o que provavelmente exigirá a identificação de antígenos e pontos de 

corte específicos para LM.  São resultados a serem avaliados com cautela, pois 

trata-se de análise ainda limitada pelo pequeno tamanho da amostra, sendo 

necessários outros estudos com maior representatividade nacional e de subgrupos 

de pacientes, a fim de validar esse ponto de corte. 

 

Nesse estudo, o Ridascreen® Leishmania Ab foi o teste que apresentou melhor 

desempenho para o diagnóstico da LM. O fabricante do kit (r-Biopharm AG) informa 

que o antígeno usado é purificado a partir de L. infantum. Diferentemente do 

Leishmania ELISA IgG+IgM, que usa anticorpo anti-IgG/IgM humanos ligado à 

peroxidase como conjugado, esse ensaio de ELISA detecta anticorpos usando 

proteína A-peroxidase como conjugado. Esse conjugado apresenta maior afinidade 

para anticorpos IgG, mas, também reconhece as outras classes de anticorpos 

humanos. Até o momento, não há muitos estudos documentando a presença de 

anticorpos IgA circulantes nos pacientes acometidos por LM. Entretanto, é uma 

possibilidade que merece ser mais investigada, por ser uma doença que acomete 

mucosas. Usando o ponto de corte, calculado segundo o manual de instrução do 

seu fabricante, o Ridascreen® Leishmania Ab apresentou sensibilidade de 84,2%, 

especificidade de 90% e acurácia diagnóstica de 86,2%. A adoção do novo ponto de 

corte, indicado pela curva ROC, provocou pequeno aumento em sua acurácia, de 

86,2% para 89% (p=0,64). Esse ganho foi em razão de um pequeno aumento da 

sensibilidade (0,8%) produzido pela inclusão de duas amostras, que anteriormente 

foram consideradas duvidosas e passaram a ser consideradas positivas com o novo 

ponto de corte. É prudente considerar que a maioria dos pacientes desse estudo é 

residente na região metropolitana de Belo Horizonte, que é endêmica para LV. 

Dessa forma, não se pode descartar a possibilidade de que, indivíduos residentes 

nesta região e infectados por L. infantum com a forma assintomática terem 

apresentado sorologia positiva ao ser investigado para LM, comprometendo a 

especificidade do Ridascreen® Leishmania Ab. 

 

A acurácia observada para a IFI Leishmaniose Humana foi inferior (66,7%) àquela 

observada em outros estudos que utilizaram esse mesmo kit em amostras de 

pacientes com LM (BARROSO-FREITAS et al., 2009). Esses autores observaram 
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ainda diferenças estatisticamente significativas quando compararam o kit em 

questão com uma metodologia de imunofluorescência in house com mesmo 

antígeno (L. major-like). Há, entretanto, outros estudos demonstrando que o 

desempenho da RIFI no diagnóstico de LM aumenta quando são utilizados 

promastigota de L. braziliensis como antígeno (GUIMARÃES et al., 1991; PEDRAS 

et al., 2003; BARROSO-FREITAS et al., 2009). Limitações do teste como a falta de 

padronização dos reagentes entre os diferentes lotes e subjetividade da leitura entre 

pesquisadores já foram apontadas por Barroso-Freitas e colaboradores (2009). É 

consenso que a subjetividade da leitura é um fator que compromete a 

reprodutibilidade dos resultados da RIFI, quando usada para diagnóstico da LV e 

outras doenças infecciosas e parasitárias. Esse fator é mais impactante quando a 

RIFI é usada para diagnóstico laboratorial de infecções que cursam com baixos 

níveis de anticorpos específicos, como é o caso da LM. Estudos em LV tem 

confirmado o baixo desempenho da IFI Leishmaniose Humana inclusive para o 

diagnóstico da LV (FREIRE, 2017). 

 

No presente trabalho, o teste rápido IT-LEISH® foi positivo somente em três 

amostras de soro de pacientes com LM, o que resultou em sensibilidade de 7,5% e 

uma acurácia diagnóstica de apenas 38,3, apesar da especificidade alta (100%). O 

antígeno rK39 torna o IT-LEISH® altamente sensível e específico para o diagnóstico 

da LV, causada por infecções por espécies do complexo donovani (SUNDAR e RAI, 

2002), o que deve explicar a baixa sensibilidade do teste para infecção causada por 

espécie do subgênero Viannia. Outra justificativa para o baixo desempenho exibido 

pelo IT-LEISH® pode estar relacionada ao tipo de plataforma do teste, ideal para o 

diagnóstico de doenças que cursam com altos níveis de anticorpos circulantes. 

Assim, é provável que esse tipo de plataforma não promova uma sensibilidade 

analítica suficiente para a detecção de baixos níveis de anticorpos. Contudo, uma 

possibilidade a ser explorada no futuro, seria o desempenho de testes utilizando 

esta plataforma, mas com novos antígenos recombinantes mais específicos, numa 

tentativa de promover aumento na sensibilidade analítica desse tipo de plataforma e 

contribuir com o diagnóstico complementar da LM. Esforços e investimentos nesse 

sentido já vêm sendo empreendidos por pesquisadores brasileiros. Alguns 

pesquisadores têm investido na padronização da citometria de fluxo (CF) para 

detecção de anticorpos IgG contra L. braziliensis com a finalidade de uso para o 



67 

 

diagnóstico da LT. A principal vantagem dessa plataforma é uma sensibilidade 

analítica muito superior às convencionais, como RIFI, ELISA. A primeira descrição 

da aplicação da CF para diagnóstico da LT foi feita por Rocha e colaboradores 

(2002), sendo descritas taxas de 93,6% de sensibilidade em pacientes que tinham a 

forma ativa da doença. Posteriormente, outro estudo mostrou que o desempenho da 

CF foi superior ao da RIFI, quando os dois testes sorológicos foram usados para 

diagnóstico da LT ativa e acompanhamento de cura dos pacientes após tratamento 

(OLIVEIRA, A.P. et al., 2015). Recentemente, foi proposto um ensaio triplo de CF 

para detecção de IgG1, com aplicação no diagnóstico diferencial entre doença de 

Chagas, LT e LV, denominado TRIPLEX (TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). 

Apesar do ensaio exigir equipamentos de alta tecnologia, os resultados devem servir 

de base para desenvolvimento de novas plataformas diagnósticas usando essa 

metodologia. 

 

Outros pesquisadores têm investido na prospecção de novos antígenos 

recombinantes de Leishmania spp. para o diagnóstico da LT, tanto da forma cutânea 

como da forma mucosa. Os mais utilizados e conhecidos derivam de L. infantum e, 

normalmente, estão associados à virulência e antigenicidade do parasito. Souza e 

colaboradores (2013) avaliaram uma série de antígenos recombinantes derivados de 

L. infantum (HSP70, H2A, H2B, H3, H4 e KMP11), além de um extrato solúvel em 

um painel sorológico de LT, visando o desenvolvimento de um teste sorológico para 

o diagnóstico dessa doença. Quando avaliaram o desempenho em pacientes com 

LM (53 casos), a sensibilidade variou de 43% a 93% e a especificidade, de 55% a 

84%, dependendo do antígeno empregado. Com exceção do extrato solúvel, que 

apresentou uma sensibilidade de 93% e especificidade de 84%, o HSP70 foi o 

antígeno recombinante que exibiu o melhor desempenho, sensibilidade e 

especificidade de 83% e 81%, respectivamente. Coelho e colaboradores (2016), 

identificaram dois antígenos derivados de L. infantum (CcOx e HRF) promissores 

para o diagnóstico da LT. Sensibilidade e especificidade de 100% foram 

encontradas em 24 amostras de ambas as formas de LT, sendo 12 amostras 

provenientes de pacientes com LM. 

 

Novos antígenos derivados de L. braziliensis também têm sido identificados e 

descritos. Menezes-Souza e colaboradores (2014) avaliaram o antígeno HSP83 e 
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seus peptídeos derivados (1, 2 e 3) em 20 amostras de pacientes com LM e 

descreveram sensibilidade de 90%, 55%, 50% e 75%, respectivamente. Já Duarte e 

colaboradores (2015) identificaram 20 proteínas excretadas de L. braziliensis, sendo 

18 com funções conhecidas e duas hipotéticas (sem função descrita). Dentre estes 

antígenos, uma triparedoxina peroxidase atingiu sensibilidade e especificidade 

máximas, tanto no grupo LC, quanto LM, composto por 23 e 20 pacientes, 

respectivamente. Apesar da identificação de antígenos recombinantes promissores 

para o diagnóstico de LM, são necessários mais estudos para que a sua 

aplicabilidade no diagnóstico dessa doença seja confirmada. 

 

O DAT-LPC também não apresentou bom desempenho nesse estudo. A acurácia 

diagnóstica apresentada pelo DAT-LPC foi de apenas 38,3%, mesma taxa 

apresentada pelo IT-LEISH. O DAT-LPC detectou apenas quatro pacientes com LM, 

sendo positivo em um paciente do grupo controle. O baixo desempenho do DAT-

LPC pode estar associado às características do antígeno, que em sua preparação, 

as promastigotas de L. infantum são submetidas a um tratamento com tripsina. Esse 

tratamento cliva muitas proteínas que poderiam ser reconhecidas por anticorpos 

produzidos em resposta à infecção por L. braziliensis. É interessante destacar que, 

em estudos anteriores, amostras de soro de pacientes portadores de LT, incluídas 

no grupo controle, não apresentaram reações cruzadas. Num estudo recente, 

apenas dois entre vinte pacientes apresentaram resultados falso-positivos, todos em 

títulos baixos (OLIVEIRA, E. et al., 2013). Nesse estudo, não foi possível definir um 

título de corte do DAT-LPC, quando o mesmo foi aplicado para o diagnóstico da LM. 

Uma questão que deve ser considerada é a natureza do antígeno. Um estudo 

realizado na Etiópia, usando o DAT produzido com L. aethiopica e L. donovani para 

o diagnóstico da LC, causada pelas mesmas espécies de parasitos usados na 

preparação do antígeno, reportou sensibilidade de 90,5% e 19% (HAILU, 2002).  

Tendo como base esse estudo, um DAT produzido com promastigotas de L. 

braziliensis está em andamento em nosso laboratório. 

 

Nesse estudo, foi possível observar maior sororreatividade dos testes em amostras 

dos pacientes com a forma clínica moderada/grave em relação ao resultado dos 

testes em soros de pacientes com a forma clínica leve, quando foram testados pelo 

Leishmania ELISA IgG+IgM (p=0,003) e pelo Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01). 
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Já em relação à IFI Leishmaniose Humana, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os pacientes com a forma moderada/grave de LM na comparação 

com os pacientes da forma leve da doença (p=0,06, Figura 3). Em diferentes 

doenças infecciosas e parasitárias como, por exemplo, na esquistossomose 

mansoni, há uma forte resposta imune pro inflamatória (Tipo Th1) nas fases iniciais 

da infecção, seguida por um contrabalanço da resposta imune anti-inflamatória (Tipo 

Th2) durante a evolução da doença (PEARCE e MACDONALD, 2002; STADECKER 

et al., 2004). Essa mudança no perfil da resposta imune é importante para diminuir 

os danos aos tecidos acometidos. Considerando as características, ainda muito 

pouco conhecidas, da resposta imune na LM, esses resultados, se confirmados por 

estudo mais amplo, podem ser importantes para contribuir na compreensão da 

imunopatogênese da LM e no desenvolvimento dos testes sorológicos a serem 

aplicados à doença. Ou seja, caso o mesmo padrão de resposta imune com 

variação temporal seja confirmado na LM, os testes sorológicos provavelmente terão 

aplicabilidade nas fases clínicas tardias da doença. Em relação ao tempo de 

evolução da doença e faixas etárias, não foram observadas variações significativas 

da sororreatividade aos testes Leishmania ELISA IgG+IgM e Ridascreen® 

Leishmania Ab entre os pacientes (categorizados de acordo com o tempo de 

evolução da doença: superior e inferior/igual a um ano de sintomas) e faixa etária 

(categorizados em maiores/iguais e menores a 60 anos). 

 

Em contraste, foram encontradas maiores taxas de sensibilidade no subgrupo de 

pacientes com as formas moderada/grave em relação àqueles com a forma leve de 

LM, quando suas amostras de soro foram testadas pelo Leishmania ELISA IgG+IgM 

(p=0,04) e Ridascreen® Leishmania Ab (p=0,01). Além disso, numa comparação 

pareada, o Ridascreen® Leishmania Ab apresentou maior taxa de sensibilidade no 

subgrupo de pacientes classificados com a forma moderada em relação à forma leve 

da doença (p=0,03). Nesse estudo, o tempo de evolução e a idade dos pacientes 

não influenciaram diretamente o desempenho dos ensaios de ELISA. 

 

Importante ressaltar que esse estudo foi realizado com amostras de conveniência, 

por tratar-se de uma doença com incidência relativamente baixa. Desta forma, uma 

limitação destas observações é a pouca representatividade de pacientes com as 

formas graves de LM, além de ter utilizado amostras de soro congeladas, o que 



70 

 

pode ter influenciado o desempenho dos testes.  Diante disso, um novo estudo 

prospectivo para avaliar o desempenho dos testes sorológicos está sendo realizado 

pelo nosso grupo de pesquisa. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Em síntese, resguardadas as limitações de um estudo do tipo caso-controle de base 

amostral, com amostras congeladas de um único centro e em número pequeno, as 

observações aqui realizadas são geradoras de hipótese e devem embasar 

principalmente o planejamento de novos estudos.  Com foco na aplicação clínica, os 

resultados observados nesse estudo sustentam a não recomendação dos testes IFI 

Leishmaniose Humana, IT-LEISH® e DAT-LPC para o diagnóstico de LM. Por outro 

lado, sugerem uma aplicabilidade dos testes baseados na metodologia ELISA, 

especialmente para pacientes com acometimento mucoso moderado ou grave.   
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