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SILVA, Elis Dionisio da. Aplicação da citometria de fluxo no diagnóstico da 

Leishmaniose Visceral humana e na coinfecção em pessoas vivendo HIV. 2019. Tese 

(Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu Magalhães, 
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RESUMO 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença grave causada por protozoários do gênero 

Leishmania que tem como agentes etiológicos as espécies L. infantum e L.donovani. Entre os 

principais desafios apresentados para o controle da LV está a correta identificação dos casos, 

principalmente no quadro de coinfecção LV-HIV/AIDS. A presente pesquisa avaliou o uso da 

citometria de fluxo como uma metodologia alternativa na avaliação diagnóstica de portadores 

de LV e coinfectados LV-HIV/AIDS. Como resultados foram produzidos três artigos, no 

primeiro artigo foi realizado um estudo de prevalência de LV em pessoas vivendo com HIV, 

que identificou um percentual de 16,9%. Esse estudo também demonstrou uma baixa 

concordância entre os testes convencionais utilizados para o diagnóstico de LV. No segundo 

artigo, avaliamos a aplicação da citometria de fluxo na identificação de LV em pessoas 

vivendo com HIV/AIDS, A análise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) 

indicou uma porcentagem de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) de 1,26% como ponto 

de corte ideal para segregar os resultados positivos e negativos. E com uma diluição 1:2048, a 

citometria de fluxo apresentou bom desempenho com uma sensibilidade de 89% e 

especificidade de 83%. Os índices de concordância kappa demonstraram um desempenho 

substancial entre os testes DAT (κ=0,6) e ELISA (κ=0,6). O terceiro artigo avaliou o 

desempenho da citometria de fluxo na identificação dos casos de LV. A análise da curva ROC 

indicou um PPFP de 2% e a diluição 1:4096 foi identificada como ponto de corte ideal. A 

citometria de fluxo teve o melhor desempenho para o grupo de LV diagnosticado pelo teste 

parasitológico (sensibilidade de 96%), enquanto o rK39 (teste rápido imunocromatografico) e 

o DAT (Teste de aglutinação direta) também apresentaram alto desempenho. Esses achados 

mostram que a citometria de fluxo pode ser uma alternativa sorológica segura para o 

diagnóstico de LV e da coinfecção LV-HIV/AIDS. 

 

Palavras-Chaves:  Leishmaniose Visceral. Citometria de fluxo. AIDS. Infecções por HIV. 
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ABSTRACT 

 

Visceral Leishmaniasis (VL) is a serious disease caused by protozoa of the genus Leishmania 

that has the etiological agents L. infantum and L.donovani. Among the main challenges 

presented for VL control is the correct identification of cases, especially in the context of VV-

HIV / AIDS co-infection. The present study evaluated the use of flow cytometry as an 

alternative methodology in the diagnostic evaluation of VL and VL-HIV / AIDS coinfected 

patients. As results were produced three articles, in the first article a study of the prevalence 

of VL in people living with HIV was carried out, which identified a percentage of 16.9%. 

This study also demonstrated a low agreement between the conventional tests used for the 

diagnosis of VL. In the second article, we evaluated the application of flow cytometry in the 

identification of VL in people living with HIV / AIDS. The Receiver Operating Characteristic  

(ROC) curve indicated a percentage of positive fluorescent parasites (PPFP) of 1.26% as a 

point ideal for segregating positive and negative results. And at a 1: 2048 dilution, flow 

cytometry showed good performance with a sensitivity of 89% and specificity of 83%. The 

kappa concordance indices demonstrated a substantial performance between DAT (κ = 0.6) 

and ELISA (κ = 0.6). The third article evaluated the performance of flow cytometry in the 

identification of VL cases. Analysis of the ROC curve indicated a 2% PPFP and the 1: 4096 

dilution was identified as the ideal cut point. Flow cytometry had the best performance for the 

VL group diagnosed by the parasitological test (sensitivity of 96%), while rK39 

(immunochromatographic rapid test) and DAT (Direct agglutination test) also showed high 

performance. These findings show that flow cytometry may be a safe serologic alternative for 

the diagnosis of VL and VL-HIV / AIDS coinfection. 

 

Keywords: Visceral leishmaniasis. Flow cytometry. AIDS. HIV infection 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença negligenciada endêmica em 76 países do 

mundo, onde 90% dos casos encontram-se na Índia, Etiópia, Sudão, Brasil, Bangladesh e 

Sudão do Sul. No Brasil, a doença é causada pela espécie Leishmania infantum, protozoário 

do complexo Leishmania donovani (ORGANIXZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 

2018). 

O desenvolvimento da pandemia do HIV/AIDS durante os últimos 40 anos modificou 

o espectro da leishmaniose nos campos clínico e epidemiológico. A partir de meados da 

década de 1980, foi publicado o primeiro caso de Leishmaniose Visceral associada à infecção 

pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), caracterizando a coinfecção LV-HIV/AIDS. A 

disseminação da infecção pelo HIV para áreas rurais e a urbanização do ciclo de transmissão 

de L. infantum podem ter influenciado a história natural dessas doenças, incluindo a 

aceleração da progressão clínica de ambas devido à imunossupressão cumulativa. Além disso, 

a presença de infecção pelo HIV em áreas endêmicas de LV acarretou o aumento do risco de 

desenvolvimento desta doença (ALVAR et al., 2008).  

A identificação da LV associados ou não a outras comorbidades é crucial para o 

correto direcionamento da terapêutica e, consequentemente, um melhor prognóstico, além de 

direcionar de forma mais efetiva as medidas para o controle da doença.  O diagnóstico da LV 

consiste nos sinais e sintomas clínicos e é amparado por testes laboratoriais (CHAPPUIS et 

al., 2006). A identificação de Leishmania em aspirados de medula óssea é o padrão ouro para 

o diagnóstico da LV, porém sua execução na rotina é dificultada, pois requer profissionais 

treinados, assim como há riscos associados a coleta, como hemorragia, limitando-a a serem 

realizadas nos hospitais de referência (MAIA et al., 2012). Devido a marcante 

hiperglobulinemia policlonal característica da doença e pela redução dos riscos associadas a 

coleta do material biológico, os testes sorológicos são amplamente utilizados no diagnóstico 

da LV. Entretanto, os testes convencionalmente utilizados no diagnóstico da doença 

apresentam limitações que comprometem o seu desempenho. Dentre elas estão: alta taxa de 

reatividade cruzada com outros parasitas, impossibilidade de discriminação entre infecções 

recentes e tardias e, nos casos de indivíduos com quadros de imunossupressão, a redução da 

sensibilidade, devido à redução da produção de anticorpos (BOELAERT et al., 2004; 

SAKKAS et al., 2016). 

Nesse contexto, estudos estão sendo desenvolvidos buscando novas alternativas 

diagnósticas. Assim, a citometria de fluxo destaca-se devido a sua alta versatilidade em 
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investigações laboratoriais. Em doenças parasitológicas como a Doença de Chagas, 

Leishmaniose Cutânea, Leishmaniose Visceral humana e canina, a citometria de fluxo tem 

apresentado altos valores de sensibilidade e especificidade, sendo considerada uma ferramenta 

promissora para o uso no diagnóstico e critério de cura (ANDRADE et al., 2007; GARCIA et 

al., 2009; KER et al., 2013; LEMOS et al., 2007; MARTINS-FILHO et al., 1995; MATOS et 

al., 2011; PEREIRA et al., 2012; ROCHA et al., 2002; ROCHA et al., 2006). 

Embora estudos preliminares com um número reduzido de amostras já foram 

desenvolvidos avaliando a aplicabilidade da citometria de fluxo na LV, nos casos de 

coinfecção LV-HIV/AIDS essa metodologia ainda não foi avaliada. Pesquisas ainda são 

necessárias para avaliar o seu desempenho frente às outras abordagens sorológicas utilizadas 

no diagnóstico da LV, permitindo uma melhor compreensão da resposta humoral da doença, 

pois o papel de anticorpos específicos na imunidade contra Leishmania ainda não está 

completamente esclarecido nos mecanismos imunopatológicos envolvidos na resistência e/ou 

patogênese da infecção.    

Nesta tese, foi elaborada uma revisão bibliográfica que abrange desde aspectos gerais 

da LV até particularidades dos tipos de diagnóstico que foram desenvolvidos para a 

identificação do parasito, sendo o mesmo publicado em um capitulo de livro. E foram 

realizados dois estudos: um de prevalência para identificação dos casos de coinfecção LV-

HIV/AIDS e outro de avaliação diagnostica com o uso da citometria de fluxo nos casos de LV 

e coninfecção LV-HIV/AIDS.  Assim, os procedimentos metodológicos, os resultados obtidos 

e suas respectivas discussões foram apresentados nos três artigos, produtos do projeto de 

doutorado. O primeiro, publicado na revista American Journal of Tropical Medicine and 

Hygiene, mostrou a prevalência da coinfecção LV-HIV/AIDS em pacientes internos em 

hospitais na cidade do Recife em Pernambuco. O segundo artigo que será submetido na 

revista Microbial Pathogens avaliou a citometria de fluxo na identificação de coinfecção LV-

HIV/AIDS, utilizando alguns pacientes identificados no estudo prevalência.  E o terceiro 

artigo, aceito para publicação na revista Journal of Immunological Methods avaliou o 

desempenho da detecção de anticorpos anti-Leishmania por citometria de fluxo na 

identificação da LV. Dessa maneira, os resultados exibidos nesta tese tem o propósito de 

mostrar a citometria de fluxo como uma ferramenta sorológica alternativa e efetiva para 

identificação dos casos da Leishmaniose Visceral humana.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A Leishmaniose Visceral é uma doença grave que atinge principalmente a população 

dos países em desenvolvimento A LV e quando associada a infecção pelo HIV, pode acarretar 

graves comprometimentos ao paciente. Nesse contexto o referencial teórico da tese consistiu 

na descrição teórica dos aspectos epidemiológicos, classificação taxonômica do agente 

etiológico, aspectos biológicos do ciclo do parasita, aspectos da resposta imune, tratamento, 

manifestações clinicas e diagnóstico clínico e laboratorial da LV e da coinfecção LV-

HIV/AIDS. 

 

2.1 Aspectos epidemiológicos da Leishmaniose Visceral  

 

As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças negligenciadas endêmicas em 

98 países que são transmitidas por vetores dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus (ALVAR et 

al., 2012). As leishmanioses apresentam as manifestações clínicas nas formas: Cutânea (LC), 

Mucocutânea (LMC) e Visceral (LV) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). 

A LV é uma doença uma doença grave, com distribuição mundial principalmente nas 

zonas tropicais e subtropicais, onde a estimativa de incidência mundial é de 0,2 a 0,4 milhões 

de casos com aproximadamente 50 mil mortes ao ano (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2017) (Figura 1). 
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Figura 1 - Distribuição geográfica dos casos de Leishmaniose Visceral no mundo 

 
Fonte: Organização Mundial de Saúde (2017, tradução nossa). 

 

Na América Latina, 96% dos casos encontram-se no Brasil, estando a doença em 

expansão nas regiões Centro-Oeste, Norte e Sudeste (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA 

DE SAÚDE, 2018). A região Nordeste do Brasil possui 47,5% das notificações do país 

(BRASIL, 2014). No país, a importância da LV reside não somente na sua alta incidência, 

mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando associada ao quadro 

de má nutrição e infecções concomitantes, atingindo principalmente pessoas que vivem em 

situações socioeconômicas precárias (ALVARENGA et al., 2010; DESJEUX, 2004). 

Crianças do sexo masculino de regiões rurais é o grupo populacional mais afetado, porém 

existe a tendência de modificação na distribuição dos casos por grupo etário, com ocorrência 

de altas taxas também no grupo de adultos jovens em regiões urbanas (BRASIL, 2014; 

SILVA et al., 2001; WERNECK, 2008).  

Segundo dados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação - SINAN houve 

uma evolução na distribuição geográfica da LV no Estado de Pernambuco entre os anos de 

2006 e 2016 com um total de 1089 casos registrados em 130 municípios, representando 

praticamente todo o território pernambucano. O sertão ainda apresenta a grande concentração 

dos casos, entretanto houve um evidente crescimento dos casos na Região Metropolitana do 

Recife neste mesmo período. 
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O desenvolvimento da pandemia do HIV/AIDS durante os últimos 40 anos modificou 

o espectro da LV nos aspectos clínico e epidemiológico. A partir de meados da década de 

1980, foi publicado o primeiro caso de leishmaniose associada à infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (LOMA et al.,1985). Desde 2001, 35 países (Figura 2) 

relataram que entre 2 a 30% dos casos de LV eram coinfectados com HIV, mas estes 

percentuais são provavelmente subestimados (ALVAR et al., 2008; CRUZ et al., 2006, 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2007). 

O aumento no número de casos de coinfecção surge da sobreposição com a epidemia 

de AIDS, principalmente em áreas onde a LV é endêmica, onde a infecção pelo HIV aumenta 

o risco do desenvolvimento da LV de 10-100 vezes. Mudanças epidemiológicas, tais como o 

aumento da população em zonas suburbanas, onde o vetor e o reservatório são abundantes, 

aumentaram esta sobreposição (BRASIL, 2014; CRUZ et al., 2006). A LV acelera a 

progressão a condição da AIDS, o que aumenta a letalidade, tornando-se cinco vezes maior 

durante a coinfecção (PINTADO; LOPES-VELEZ, 2001). Uma justificativa plausível é que 

as formas amastigotas possam induzir a replicação viral durante a infecção dos macrófagos 

(CRUZ et al., 2006; GUERIN et al., 2002). 

No Brasil, esta associação também tem sido descrita de maneira crescente, sendo o 

país que apresenta mais de um terço dos casos de coinfecção da América Latina. No país, 

estudos referentes à coinfecção estão concentrados em relatos de casos locais e estudos de 

revisão (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al.,  2010; BARBOSA-JÚNIOR et al., 2015; 

BERMAN, 2006; BORGES et al., 1999; CALICH et al., 1991; CAVALCANTI et al., 2012; 

CARNAÚBA et al., 2009; COTA et al., 2011; COTA et al., 2012; COTA et al., 2013; COTA 

et al., 2014; DAHER et al., 2009; DIEHL et al., 2004; FERREIRA et al., 2001; LINDOSO et 

al., 2016; LINDOSO et al., 2018; MACHADO et al., 1996; MAIA-ELKHOURY et al., 2008 ; 

MALAFAIA, 2009; RABELLO et al., 2003; SOUSA-GOMES et al., 2011; SILVA et al., 

2013; VIANA et al., 1994; SILVA et al., 2002), e ainda poucos são os estudo de prevalência 

(CARRANZA-TAMAYO et al., 2009; GUEDES et al., 2018; ORSINI et al., 2002).   

Segundo dados do SINAN no período de 2007 a 2017, foram confirmados 41.263 

casos para LV no Brasil, dos quais 3.037 apresentavam a coinfecção LV-HIV/AIDS o que 

revela o aumento progressivo do número de casos no país. 
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Figura 2 - Áreas com sobreposição da coinfecção LV-HIV/AIDS no mundo 

 
Fonte: Organização Mundial de Saúde (2007). 

 

2.2 Classificação taxonômica  

 

O gênero Leishmania pertence à ordem Kinetoplastida, à família Trypanosomatidae 

que abrange os protozoários unicelulares, digenéticos (heteróxenos) (NEVES, 2012). No 

Continente Americano, a espécie que se destaca por apresentar importância epidemiológica é 

a Leishmania chagasi, onde Cunha e Chagas (1938) a consideram idêntica a Leishmania 

infantum encontrada em alguns países do Mediterrâneo e da Ásia; enquanto que a espécie 

responsável pela doença no Velho Mundo é L. donovani. (BRASIL, 2009; DOURADO et al., 

2007; FAUCHER; PIARROUX, 2011; GONTIJO; MELO, 2004). 

A taxonomia do gênero Leishmania é fundamentada em duas correntes científicas: A 

primeira é baseada em dados genéticos e enzimáticos que defendem a classificação de L. 

infantum e L. chagasi como mesma espécie, pelo fato de apresentarem diferenças mínimas a 

nível molecular (LUKES et al., 2007; MAURICIO et al., 2000) e, por isso, devendo ser 

utilizadas como sinônimas. A segunda considera que características fenotípicas e genotípicas 

as definem como espécies diferentes, separando em duas subespécies, atribuindo os nomes L. 

(L.) infantum infantum e L. (L.) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005), sendo esta, 

aceitável por alguns pesquisadores (SHAW, 2006).  
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A definição de L. infantum e L. chagasi como sinônimas é a mais adotada, sendo 

recomendada até que uma nova classificação para o gênero Leishmania seja proposta. A 

nomenclatura utilizada para descrever a espécie responsável pela LV nas Américas é L. 

infantum (sin. L. chagasi) (DANTAS-TORRES, 2006; LUKES et al., 2007; MAURICIO, et 

al., 2000), sendo esta a forma utilizada no presente estudo. 

 

2.3 Aspectos biológicos do ciclo 

 

Os hospedeiros invertebrados capazes de transmitir a LV são as fêmeas dos insetos 

hematófagos conhecidos como flebotomíneos (Diptera: Psychodidae da subfamília 

Phlebotominae), onde a espécie Lutzomyia longipalpis é a transmissora da doença no Brasil 

(BRASIL, 2009; REY, 2011).  

A infecção do vetor ocorre durante a realização do repasto sanguíneo em um 

hospedeiro infectado, ao ingerir macrófagos parasitados por formas amastigotas da 

Leishmania spp. No intestino médio do inseto, o alimento é revestido por uma membrana 

quitinosa, a matriz peritrófica, onde ocorre a diferenciação das amastigotas em formas 

promastigotas, que se reproduzem por processos sucessivos de divisão binária, seguindo pela 

porção torácica do intestino do vetor até a completa diferenciação em promastigotas 

metacíclicas (BRASIL, 2006; NEVES, 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2010). Ao realizar um novo repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado (roedores, 

canídeos, edentados, marsupiais, procionídeos, ungulados primitivos, primatas e, entre estes, 

o homem) o inseto vetor libera pela probóscide as formas promastigotas metacíclicas, que 

serão fagocitadas pelas células dendríticas e macrófagos do hospedeiro. No interior dessas 

células ocorre a diferenciação das promastigotas em amastigotas, que irão se multiplicar 

intensamente até o rompimento das células hospedeiras, levando à liberação das amastigotas 

que poderão se disseminar pelo sistema vascular e linfático para outros tecidos ricos em 

células do sistema mononuclear fagocitário, como linfonodos, fígado, baço e medula óssea ou 

ser ingeridas por novos insetos vetores, perpetuando, assim o ciclo de vida do parasita (Figura 

3) (CHAPPUIS et al., 2007). 
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Figura 3 - Ciclo de vida do gênero Leishmania spp 

 
Fonte: Osado (2011, tradução nossa.) 

 

2.4 Resposta Imune na Leishmaniose Visceral humana 

 

A LV humana varia de um quadro fatal a uma infecção assintomática. Ainda não foi 

bem estabelecido quais os fatores determinantes para o desenvolvimento desses quadros da 

doença. Porém, observa-se uma relação com os fatores ambientais, status imune do 

hospedeiro e background genético do parasita e do hospedeiro (KUMAR et al., 2012).  

No universo das leishmanioses, as diversas interações entre as células do hospedeiro e 

moléculas do sistema imunológico modulam a resposta imune (DUTHIE et al., 2012). Os 

modelos murinos ajudam a compreender o importante papel das citocinas pró-inflamatórias da 

via Th1 na resistência e das citocinas da via Th2 associadas à susceptibilidade (MULLER et 

al., 1989) (Figura 4). Em contrapartida, essa relação imunológica tem apresentado algumas 

discordâncias quando comparados os modelos murinos aos ensaios clínicos com seres 

humanos (RODRIGUES et al., 2016). 
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Figura 4 – Caracterização da resposta imune na Leishmaniose Visceral 

 

Fonte: Baneth et al (2013, tradução nossa). 

 

A resposta do tipo Th1 é caracterizada pela produção de IL-12 por células 

apresentadoras de antígeno (APC) e IFN-γ pelas células T (HEINZEL et al., 1989; SCOTT et 

al., 1989). A IFN-γ é uma citocina chave para a eliminação das amastigotas intracelulares nos 

macrófagos por meio da ativação da produção de óxido nítrico (NO) e de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (KIMA; SOONG, 2013). Pacientes com LV ativa possuem uma depleção da 

resposta imune celular, em consequência da falha das células mononucleares do sangue 

periférico em proliferar e/ou produzir IFN-γ em resposta a estimulação aos antígenos de 

Leishmania (NYLEN et al., 2007; SACKS et al., 1987).  

Em contrapartida, o perfil Th2 tem sido relacionado a uma maior carga parasitária e 

inibição da produção de óxido nítrico por macrófagos ativados por IFN-γ. Esse fato se deve 

principalmente pelas citocinas IL-4, IL- 10 e TGF-β, levando também a uma inibição da 

diferenciação de linfócitos Th1, principalmente por IL-10 (GAUTAM et al., 2011). 

Adicionalmente, os linfócitos Th17 são produtores de algumas citocinas, tais como a 

IL-22, IL-6 e principalmente a IL-27. Ainda que o papel dessas citocinas na infecção por 

Leishmania spp. não esteja completamente elucidado, têm sido observado que o perfil Th17 é 

um modulador crucial da imunidade adaptativa contra parasitas de Leishmania spp, atuando 

principalmente no recrutamento de neutrófilos e desempenhando um duplo papel no local da 
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infecção, esse papel está relacionado, principalmente, à espécie de Leishmania e aos fatores 

inerentes ao hospedeiro (GONÇALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017). 

As citocinas previamente descritas produzidas por células T ativadas induzem a troca 

de linfócitos B para as subclasses de IgG e são, portanto, obrigatórias para algumas respostas 

humorais. O IFN- γ, citocina do perfil Th1, regula positivamente os isotipos IgG2a e IgG3 em 

camundongos e provavelmente IgG1 e IgG3 em humanos. As citocinas IL-4 e IL-5, do perfil 

Th2, estimulam a produção de altos níveis de isotipos IgM, IgE e IgG, como IgG1 em 

camundongos e IgG4 em humanos (ABASS et al., 1996). 

Pacientes com LV ativa apresentam altos níveis de IgE, IgM e IgG anti-Leishmania. 

Assim, sugere-se que a presença desses anticorpos seja um fator preditor da doença, mas isso 

ainda não foi confirmado (DA MATTA et al., 2000). Várias pesquisas em modelos 

experimentais observaram que a produção de células B e anticorpos contribui para a patologia 

da LV. Camundongos que não apresentavam células B tinham menos susceptibilidade à 

infecção por L. donovani. De fato, a hipergamaglobulinemia tem sido reconhecida há muito 

tempo como um dos sinais cardinais da LV e correlaciona-se positivamente com a gravidade 

da doença e diminui após o tratamento (CALDAS et al., 2005; DA MATTA et al., 2000; 

MILES et al., 2005). A teoria de que os anticorpos são prejudiciais para o hospedeiro é 

suportada pela observação de que, quando fagocitada por macrófagos, as amastigotas 

opsonizadas por IgG promovem a secreção de IL-10 e inibem a produção de IL-12 

(BUXBAUM, 2008; MILES et al., 2005; THOMAS et al., 2008). Assim, altos níveis do título 

de anticorpos e complexos imunes formados na LV podem contribuir para o elevado nível de 

IL-10, que está relacionado ao progressivo declínio do status imune dos indivíduos. Porém, 

tem sido observado em indivíduos curados o declínio de isotipos como IgG1 e IgG3 (isotipos 

associados ao perfil Th1), assim, uma vez compreendido esse mecanismo, esses isotipos tem 

o potencial de serem utilizados como biomarcadores de cura (BHATTACHARYYA et al., 

2014; GOMES et al., 2010). 

Em estudo utilizando primatas não humanos como modelo de LV, a 

hipergamaglobulinemia foi estabelecida logo após a infecção e persistiu durante a fase 

crônica. No entanto, a produção de IgG específica para Leishmania spp foi de curta duração e 

diminuiu na infecção crônica, implicando que a maioria dos anticorpos produzidos não são 

específicos para o parasita (RODRIGUES et al., 2014). Um estudo demonstrou que a IgG 

específica do parasita é necessária para a captação de L. major e a produção de IL-12 por 

células dendríticas (DCs), sugerindo que a captação mediada por FcγR. Além disso, em um 

modelo de coinfecção de L. amazonensis e L. major em camundongos, demonstrou-se que a 
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resolução da lesão necessitava de anticorpos específicos que fossem capazes de aumentar os 

mecanismos microbicidas nos macrófagos promovendo a produção de EROs (GIBSON-

CORLEY et al., 2010; GIBSON-CORLEY et al., 2012). Como tal, o papel dos anticorpos e 

dos receptores Fc durante as infecções por Leishmania é mais complexo do que previamente 

visto, sendo o resultado da ligação FcγR claramente dependente do contexto. O que pode 

levar a mecanismos pro ou anti-inflamatórios, dependendo da identidade dos receptores Fc 

ativado, subclasse IgG ou tipo de célula (GALLO et al., 2010; GUILLIAMS et al., 2014).  

O papel protetor dos anticorpos não pode ser excluído, pois já foi observado alta 

prevalência de indivíduos saudáveis positivos em áreas endêmicas (LEMOS et al., 2007), e os 

anticorpos anti-Leishmania podem persistir por longos períodos (mais de 15 anos) após a cura 

(GIDWANI et al., 2011; OZBILGE et al., 2006). Mesmo admitindo que a opsonização por 

IgG do parasita é deletéria para o hospedeiro, existem mecanismos alternativos pelos quais os 

anticorpos podem contribuir para a resposta protetora contra a Leishmania spp, por exemplo, 

a neutralização dos fatores de virulência do parasita. Anticorpos contra fatores de virulência 

de Leishmania spp, como a metaloprotease gp63, foram detectados nos soros de pacientes 

com LV (SHREFFLER et al., 1993), mas não está claro se eles são capazes de neutralizar ou 

desempenhar qualquer função protetora. Como tal, é imperativo identificar anticorpos com 

capacidade de neutralização e avaliar se a sua administração, como um imunoterápico, é 

capaz de modificar o curso da doença em benefício do hospedeiro. Em vez de considerar o 

papel dos anticorpos unicamente como patológico ou irrelevante, talvez seja mais coerente 

reconhecer que essas moléculas podem desempenhar papéis duplos (protetores e não 

protetores durante a LV) (RODRIGUES et al., 2016). 

Na coinfecção LV-HIV/AIDS, macrófagos representam um importante reservatório 

comum para o HIV e para a Leishmania, servindo como veículos para disseminar os vírus e 

parasitas por todo o hospedeiro (BERNIER et al., 1995). Essa interação entre os patógenos 

leva a alteração das funções fisiológicas das células dendríticas e macrófagos, particularmente 

na capacidade de processamento e apresentação de antígenos (Figura 5) (ADRIAENSEN et 

al., 2018; KEDZIERSKA; CROWE, 2002).  
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Figura 5 – Caracterização da resposta imune na coinfecção LV-HIV/AIDS 
 

 
Fonte: Adriaensen et al (2018, tradução nossa). 

 

O HIV causa um vasto comprometimento da imunidade mediada por células, levando 

a baixos níveis de células CD4 + Th1, as principais células relacionadas a proteção na LV 

(ADRIAENSEN et al., 2018). Além disso, a infecção pelo HIV também demonstrou afetar a 

fagocitose e a replicação de parasitas de Leishmania spp por macrófagos (AZZAM et al., 

2006; KEDZIERSKA; CROWE et al.,2002).  

Além de alterar os estados de ativação de macrófagos infectados e células dendríticas, 

a infecção pelo HIV também altera sua resposta fisiológica. Por exemplo, a proteína de 

transativação de HIV-1 (Tat) aumenta a expressão de postaglandina E2, ciclooxigenase 2 e 

factor de crescimento transformante beta (TGF-ß) por macrófagos e células dendríticas, o que 

pode ser responsável pelo aumento da replicação de parasitas de Leishmania spp.   

Em estudos in vitro foi demonstrado que a L. infantum, dentre outras citocinas, 

estimula a produção de IL-6 e TNF-α por células dendríticas e linfócitos T CD4+, e com isso 

há aumento da replicação do HIV (GARG et al., 2009). Ainda, relata-se que formas 

amastigotas de Leishmania spp que parasitam o intestino aceleram as lesões na mucosa 

intestinal já associadas à infecção pelo HIV, aumentando os níveis de translocação bacteriana 

para a corrente sanguínea, provocando uma resposta pró-inflamatória sistêmica e aumentando 

a ativação imunológica (CASADO et al., 2015) 

Outros mecanismos de interação entre esses parasitas foram descritos como através do 

lipofosfoglicano (LPG) da Leishmania spp que foi capaz de desencadear a transcrição de 

repetição terminal longa (RTL) do HIV-1 em células T através do motivo NF-kb, sugerindo 
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assim que a exposição de células T portadoras de HIV-1 para fagócitos infectados com 

Leishmania spp pode ser suficiente para iniciar a ativação de DNA do provírus latente 

(OKWOR; UZONNA, 2013). 

 Além disso, a estimulação de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 

pacientes infectados pelo HIV com antígeno de Leishmania spp resulta na produção de baixos 

níveis de IFN-γ, IL-12 e/ou IL-18 (citocinas-chave para induzir uma resposta Th1 robusta) 

quando comparados com os indivíduos saudáveis (WOLDAY et al., 2000).  

Coletivamente, estas observações sugerem que o efeito inibitório do HIV e da 

Leishmania sobre a produção de IFN-γ pode não ser unicamente dependente do efeito anti-

inflamatório da IL-10, mas pode estar relacionado com o efeito do HIV na regulação do IFN-γ 

por fatores indutores, tais como IL-12, IL-18 e IL-15 (WOLDAY et al., 2000). 

 

2.5 Tratamento da Leishmaniose Visceral humana 

 

As limitadas opções terapêuticas, o longo tempo de tratamento e a toxicidade dos 

medicamentos são um dos principais desafios para o controle das doenças negligenciadas 

como a LV. Nas últimas sete décadas, os antimonias pentavalentes são os medicamentos de 

primeira linha para o tratamento (CHAPPUIS et al., 2007; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2010). Ele está disponível em duas formas: Estibogluconato de sódio e antimoniato 

de meglumina.  

A dose de antimoniato e o tempo de tratamento dependem da forma clínica e em 

alguns casos, os pacientes só evoluem para cura após a tentativa de vários esquemas 

terapêuticos (MELO; FORTALEZA, 2013). Na India e Nepal tem se observado um aumento 

dos casos de resistência aos antimoniais, levando ao uso de regimes e tratamentos alternativos 

para essas regiões (VAN GRIENSVEN., et al 2010). Vários efeitos colaterais devido a 

toxidade podem ser observada nos pacientes, como arritmias cardíacas, artralgia, mialgia e 

elevação de enzimas responsáveis pela função hepática e pancreática e, em indivíduos 

coinfectados LV-HIV/AIDS, a eficácia dessa medicação tende a ser menor, assim, como os 

efeitos adversos costumam ser mais frequentes (LAGUNA et al., 2003; SUNDAR et al., 

2000). 

A anfotericina B desoxicolato e a pentamidina são drogas de segunda linha, 

recomendadas para serem utilizadas na LV refratária. Apesar das altas taxas de cura, 

apresenta alta toxicidade com efeitos adversos como nefrotoxicidade, hipocalemia e 

miocardite. O que aumenta o tempo de internamento e os custos associados à terapia. Para 
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remediar esses efeitos várias formulações lipossomais foram desenvolvidas, como a 

anfotericina B lipossomal, anfoterecina B complexo lipidico e a anfotericina B por dispersão 

coloidal. Apenas a anfotericina B lipossomal apresenta liberação para uso, porém apresenta 

um elevado custo e requer internação do paciente (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).  

O tratamento da LV em pessoas com HIV é feito utilizando-se a anfotericina B, 

preferencialmente na sua forma lipossomal, uma vez que essa apresenta menor toxicidade e 

melhor resposta do prognóstico quando comparada ao desoxicolato de anfotericina B e ao 

antimoniato, além de uma menor duração do tratamento (ROMERO et al., 2017). Entretanto, 

mesmo com o tratamento adequado e melhora clínica, a taxa de reativação e/ou recidivas nos 

indivíduos com HIV são superiores aos imunocompetentes (ARONSON et al., 2017; SILVA 

et al., 2013). 

A miltefosina é uma droga antileishmanial de uso oral que se tornou uma das drogas 

mais utilizadas nos programas de eliminação da Leishmaniose Visceral na India, Nepal e 

Bangladesh. Porém, a taxa de recaída aumentou e a eficácia diminuiu após anos de uso do 

medicamento nessas regiões (MAHAJAN et al., 2015).    

O surgimento de resistência ao uso das monoterapias fez surgir a necessidade do 

desenvolvimento de terapias combinadas com múltiplos fármacos, pois a atividade sinérgica 

ou aditiva desses compostos atuam em diferentes locais, assim possibilita uma diminuição de 

custo, pois diminui o tempo da terapia e a quantidade da dose utilizada.  

Em estudo realizado na Índia, utilizando a combinação de drogas como a anfotericina 

B lipossomal e glucantime, foi obervado altas taxas de cura com um reduzido tempo de 

tratamento (SUNDAR et al., 2008; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013). 

Diante disso, o desenvolvimento de novos agentes anti-leishmanicida é de crucial 

importância visto as limitadas opções terapêuticas e o aumento da resistência às drogas 

convencionais, principalmente nos casos de coinfecção LV-HIV/AIDS. Entre as novas drogas 

que vem ganhando destaque com resultados promissores e com pesquisas desenvolvidas em 

fase 3 são o fexinidazole e o PA-824. (PONTE-SUCRE et al., 2017; RAETHER; HANEL, 

2003; SUNDAR; SINGH, 2018; WINTER et al., 2013).  

 

2.6 Manifestações clínicas e diagnóstico clínico da Leishmaniose Visceral humana  

 

As manifestações clínicas na LV podem variar por inaparente ou assintomática, 

clássica, oligossintomática ou subassintomática, aguda e refratária (BRASIL, 2006). Na forma 

clássica o individuo apresenta um período de incubação assintomática e sintomas iniciais com 
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febre intermitente, mal estar e tremores. Posteriormente há o desenvolvimento de 

esplenomegalia acompanhada ou não com hepatomegalia. Fagócitos mononucleares no baço, 

fígado, medula óssea (MO) e linfonodos aparecem maciçamente parasitados, mas a infiltração 

é escassa. Células plasmáticas no baço são abundantes e associadas a elevada produção de 

anticorpos (WHO, 2010). Anemia, trombocitopenia e neutropenia são frequentes e refletem o 

sequestro esplênico e a supressão da função da medula óssea. Em estágios avançados, 

trombocitopenia e a depleção de protombina levam a severa hemorragia mucosa (FREITAS, 

2016). 

O amplo espectro de manifestações clínicas da LV reflete a complexidade da interação 

parasita-hospedeiro, na qual a genética do parasita, o background genético do hospedeiro e a 

sua resposta imune desempenham um papel importante (MEDDEB-GARNAOUI et al., 2001; 

PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005). Os principais fatores de riscos associados a 

progressão da doença para a forma sintomática são malnutrição, fatores genéticos e outras 

infecções associadas, como o HIV (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

A apresentação clínica da LV envolve tipicamente febre a longo prazo, perda de peso, 

aumento do baço e do fígado, pancitopenia e hipergamaglobulinemia policlonal (IgG, IgE e 

IgM). A hipoalbuminemia observada na LV está associada ao edema e outras características 

da desnutrição. A diarreia pode ocorrer como resultado de parasitose intestinal e ulceração 

(SRIVASTAVA et al., 2011). A função hepática pode ser normal ou alterada e em fases 

posteriores da doença a produção de protrombina diminui. Com o tempo, a LV não tratada 

pode causar caquexia grave e hemorragia devido a trombocitopenia (BRASIL, 2014; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). A perda de trombócitos, bem como a 

diminuição da protrombina pode resultar em hemorragia mucosa grave que pode facilitar a 

sepse. Além disso, a perda de leucócitos eventualmente torna os pacientes LV 

imunossuprimidos e as infecções bacterianas são causa comum de morte (KUMAR et al., 

2012).  

O diagnóstico clínico da LV é complexo porque as características clínicas observadas 

podem ser compartilhadas com outras doenças febris hepatoesplênicas que são co-endêmicas 

com a LV. O diagnóstico clínico em pacientes com a coinfecção LV-HIV/AIDS é ainda mais 

complexo, devido a imunossupressão, a presença de doenças oportunistas podem atrapalhar o 

raciocínio clínico, além do aparecimento de um número maior de recidivas, há uma 

frequência maior de quadros atípicos, com o aparecimento de Leishmania em locais não 

convencionais como intestino, reto e pulmão (HERNANDEZ et al., 1995; NOCITO et al., 

2002).  
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2.7 Diagnóstico Laboratorial da Leishmaniose Visceral humana 

 

Diante das dificuldades apresentadas em relação ao diagnóstico clínico, 

principalmente nos casos de coinfecção LV-HIV/AIDS, torna-se imperativo o uso de testes 

laboratoriais eficientes, capazes de fornecer um diagnóstico precoce e preciso, para que haja a 

determinação da escolha do tratamento e direcione a vigilância epidemiológica. Nesse 

contexto, os testes que são convencionalmente utilizados para o diagnóstico da LV são 

descritos nas secções abaixo. 

 

2.7.1 Diagnóstico parasitológico 

 

O isolamento do agente etiológico é considerado o exame de primeira escolha, que 

consiste na visualização das formas amastigotas por microscopia. Geralmente é realizado em 

aspirado de medula óssea tendo sensibilidade entre 53% a 86%. A pesquisa de Leishmania 

pode ser realizada em a partir da punção de outros órgãos com sensibilidades variadas: baço 

(93%–99%) e gânglio linfático (52%–58%) (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). A ausência de parasita na pesquisa direta 

ou em cultura do aspirado de medula indica eficácia de tratamento, entretanto não assegura 

ausência de reincidência do quadro (BRASIL, 2015).  

 Apesar da alta especificidade, alguns fatores podem influenciar na sensibilidade do 

teste, como por exemplo: número reduzido de Leishmania, material hemodiluido devido uma 

coleta inadequada ou uso de antimoniais para o tratamento de micoses ou pneumocitoses 

(CRUZ et al., 2006). Esses ainda são considerados procedimentos invasivos que podem 

causar complicações sérias, exigindo ambiente apropriado e profissionais treinados para a 

coleta e identificação do parasita (FABER et al., 2003; MARQUES et al., 2006; SUNDAR; 

RAI, 2002; SINGH, 2003). Além disso, devido ao estado de imunodepressão dos indivíduos 

com HIV, o parasita pode não ser encontrado na medula óssea, mas sim em locais de 

apresentação menos comuns como estômago, cólon e pulmões (NIGRO et al., 2003; 

SRIVASTAVA et al., 2011). 

Para aumentar a sensibilidade do diagnóstico parasitológico direto, utiliza-se a cultura 

do material da biópsia ou do aspirado em meio de Nicolle-Novy-MacNeal (NNN) para 

identificação de formas promastigotas de Leishmania spp. (BRASIL, 2015; ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). Porém, além dos custos associados, é uma técnica que 
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demanda tempo, pois a duração média do crescimento do protozoário pode variar entre 2 dias 

a 6 semanas (BRASIL, 2014).  

 

2.7.2 Diagnóstico molecular 

 

Sistemas baseados em PCR (Reação em cadeia da Polimerase) em amostras de sangue 

periférico e medula óssea têm sido desenvolvidos para identificação de DNA de Leishmania 

spp. Diferentes sequências-alvo têm sido utilizadas: Espaçador trascristo interno ribossomal 

(ITS) (CUPOLILLO et al., 1995; NASEREDDIN et al., 2008; SCHÖNIAN et al., 2003;), 

gene mini-exon (HARRIS et al., 1998), sequências repetitivas de DNA nuclear (PIARROUX 

et al., 1993), gene da glucose-6-fosfato desidrogenase (CASTILHO et al., 2003), gene gp63 

(MAURICIO et al., 2001), gene Hsp70 (FRAGA et al., 2010; GARCIA et al., 2004), gene do 

citocromo b (KATO et al., 2005) e sequências de RNA (ARORA et al., 2008; 

DEBORGGRAEVE et al., 2008; ZELAZN et al., 2005).  

O ensaio de PCR baseado na amplificação do kDNA é considerado o mais sensível, 

porque este alvo molecular está presente em cerca de 10.000 a 20.000 cópias por parasita com 

sequências de 500 a 2.500pb (NUZUM et al., 1995).  

Os alvos a partir do DNA ribossômico que apresentam cerca de 100 a 500 cópias do 

gene é composta por uma região promotora líder, o espaçador transcrito externo (ETS – 

External Transcribed Spacer), uma região codificadora do rRNA 18S, um espaçador não 

codificante interno (ITS-1), uma região codificadora de rRNA 5,8S, um outro espaçador não 

codificante interno (ITS- 2), uma região codificadora de rRNA 28S e, um segmento 

intergênico espaçador não transcrito, IGS (EL TAI et al., 2000). Apesar do baixo número de 

cópias do rDNA em comparação ao kDNA, suas subunidades são bem exploradas no 

desenvolvimento de ferramentas moleculares para diagnóstico da infecção por Leishmania 

spp., sendo esse alvo um dos mais utilizados na identificação de espécies (SCHÖNIAN et al., 

2003). 

 O diagnóstico baseado em PCR tem como vantagens a rapidez na execução, a isenção 

de interpretação subjetiva e a capacidade de monitoramento terapêutico (ASSIS et al., 2016; 

NUNO MARQUES et al., 2007). O uso da PCR em tempo real (qPCR) permite a 

quantificação da carga parasitária num tempo de ensaio reduzido, assim torna-se uma 

ferramenta promissora para acompanhamento pós terapêutico de pacientes para o diagnóstico 

das recidivas (DANTAS-TORRES et al., 2017; REITHINGER; DUJARDIN, 2007; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010). A PCR utilizando como substrato sangue 
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periférico tem sido recomendada como um teste pouco invasivo de primeira escolha, tanto 

para pacientes imunocompetentes como imunocomprometidos (ANTINORI et al., 2007). 

Embora a reação em cadeira de polimerase (PCR) seja uma técnica altamente sensível 

e específica, há a necessidade de normalização, padronização e validação de ensaios de PCR e 

de diagnóstico para as comparações da sensibilidade e especificidade das diferentes 

abordagens sob condições de rotina (COTA, 2012; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Trata-

se de um teste sofisticado para uso na rotina laboratorial, com exigências técnicas e custo 

elevado, limitando-se a laboratórios de referência e/ou clínica médica e seu desempenho 

dependem de algumas variáveis envolvidas como área endêmica, tipo de amostra, alvo 

utilizado para amplificação, método de extração do DNA, entre outros (CHAPPUIS et al., 

2007). 

 

2.7.3 Diagnóstico imunológico 

 

O diagnóstico imunológico consiste na identificação de antígenos do parasita e na 

identificação de anticorpos produzidos em resposta a infecção parasitária. 

 

2.7.3.1 Detecção de antígenos 

 

A detecção de antígeno em urina por meio da aglutinação em látex (KAtex) é uma 

ferramenta de diagnóstico com venda comercial. Esse antígeno é um carboidrato termoestável 

de baixo peso molecular que foi detectado em pacientes com LV (Figura 4) (SARKARI et al., 

2002). 

Figura 6 – Teste de Aglutinação do Látex (KAtex). 

 

Fonte: Silva, 2012 

Legenda: 1- Controle positivo; 2- Amostra positiva; 3- Controle negativo. 
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Essa ferramenta é utilizada para o diagnóstico de LV, especialmente em áreas 

endêmicas de L. donovani (BOELAERT et al, 2008). No entanto, sua utilização em áreas 

endêmicas de L. infantum permanece limitada (BARBOSA-JUNIOR et al., 2015). 

O KATEX apresenta uma sensibilidade de cerca 83% e especificidade de 98%, porém há uma 

alta heterogeneidade no desempenho dos trabalhos que avaliaram essa ferramenta 

(ASFARAM et al., 2018). 

A detecção de antígenos parece ser uma alternativa promissora aos pacientes 

imunocomprometidos, os quais podem apresentar baixos níveis de anticorpos circulantes, 

principalmente em casos avançados, onde a resposta imune é prejudicada (ATTAR et al., 

2001; GONTIJO; MELO, 2004). Além disso, há evidências de que a depuração antigênica na 

urina está correlaciona com a carga parasitária e a resposta ao tratamento (COTA et al., 2012). 

Porém, em estudo realizado na Etiópia com casos de coinfecção LV-HIV/AIDS, o KATEX 

apresentou baixa especificidade (49%) e baixo valor preditivo positivo (40%) para a avaliação 

dos casos durante o tratamento (VOGT et al., 2018). Assim, evidenciando a necessidade 

ajustes para a melhoria do desempenho da técnica.  

 

2.7.3.2 Detecção de anticorpos 

 

O diagnóstico sorológico é baseado na presença de resposta humoral específica, sendo 

considerado simples e pouco invasivo (BOELAERT et al., 2004). No entanto, a possibilidade 

de reações cruzadas com outros parasitas (Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii) diminui a 

especificidade do teste (LOCKWOOD; SUNDAR, 2006). Portanto, é recomendável que 

utilize pelo menos dois testes sorológicos diferentes para cada paciente a fim de aumentar a 

sensibilidade e especificidade da detecção de anticorpos (PINTADO et al., 2001).  

Em casos de pacientes portadores de HIV-AIDS, esse diagnóstico tem valor limitado, 

devido a imunossupressão, ocasionando uma redução de cerca de 40% na detecção de 

anticorpos anti-leishmania pelos testes (ALVAR et al., 1997; DIRO et al., 2014). Desta 

maneira, os testes sorológicos não devem ser usados para excluir um diagnóstico de 

Leishmania entre os infectados pelo HIV. Um resultado positivo em títulos baixos pode ter 

valor diagnóstico quando combinada com o perfil clínico-epidemiológico (COTA et al., 

2012). 

A reação de Imunofluorescência Indireta (IFI) tem sido amplamente usada no 

diagnóstico da LV e é, atualmente, fabricada pela Bio-Manguinhos, Unidade da Fundação 

Osvaldo Cruz no Rio de Janeiro – RJ e disponibilizada pelo Sistema Único de Saúde no Brasil 
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(SUS) (Figura 4) (ASSIS et al., 2012; BRASIL, 2014). É o teste sorológico mais utilizado 

para investigação da LV na América do Sul, mesmo entre os infectados pelo HIV (COTA et 

al., 2012; SAKKAS et al., 2016). Porém, apresenta baixa especificidade, exige na sua 

execução profissional bem treinado e é um procedimento laborioso (BRASIL, 2014; 

SUNDAR; RAI, 2002). A sensibilidade e especificidade são de 88-92% e 81-92%, 

respectivamente (BRASIL, 2014). 

 
Figura 7 – Reação de Imunofluorescência indireta positiva mostrando as formas  

promastigotas de L.infantum em microscopia de fluorescescência. 

 

 
                                          Fonte: Laurenti (2009). 

 

O ensaio imunoenzimático, do inglês Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 

tem sido utilizado no diagnóstico da LV pela sua sensibilidade, considerada alta, mas sua 

especificidade depende do antígeno utilizado, sendo comercializado. O antígeno bruto solúvel 

a partir do cultivo de Leishmania spp apresenta sensibilidade de 80 a 100% (PEDRAS et al., 

2008; WHO, 2010).  Resultados promissores têm sido obtidos com o uso do antígeno 

recombinante rK39 (antígeno que contém 39 aminoácidos codificados por um gene de 117 

pares de base em região altamente conservada da cinesina de L. infantum) (SAKKAS et al., 

2016; SUNDAR; RAI et al., 2002). 

Porém, em casos de pacientes portadores da coinfecção LV-HIV/AIDS, a pesquisa de 

anticorpos por ELISA apresenta, em geral, resultados menos satisfatórios, devido à baixa 

produção de anticorpos (COTA et al., 2012). Além disso é um método que exige profissional 

especializado, e assim como os demais testes sorológicos utilizados, não permite a distinção 

de uma infecção passada e uma ativa, limitando seu uso como critério de cura 

(SRIVASTAVA et al., 2011).  
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O Teste de Aglutinação Direta, do inglês Direct Agglutination Test (DAT) é um dos 

testes mais simples e de baixo custo já desenvolvido e comercializado para o diagnóstico da 

LV. Neste teste, as formas promastigotas são tripisinizadas, fixadas com formalina e coradas 

com azul brilhante. O soro do paciente após diluições seriadas é incubado com o antígeno, e a 

aglutinação é observada no dia seguinte (SUNDAR; RAI, 2002) (Figura 6). Um estudo de 

meta-análise avaliando o desempenho do DAT em pacientes com LV apresentou estimativas 

de sensibilidade e especificidade de 94,8% (ROMERO; BOELAERT, 2010). 

 

Figura 8 – Teste de Aglutinação Direta (DAT) 

 
Fonte: Adams et al. (2012). 

 

  O teste apresenta elevada sensibilidade e especificidade, porém apresenta problemas 

no controle de qualidade do antígeno, além da necessidade de refrigeração e falta de 

padronização da leitura do teste (GONTIJO; MELO, 2004; SUNDAR; RAI, 2002). Tem-se 

observado que o DAT, dentre os testes sorológicos tradicionais, como a IFI e a ELISA-

L.infantum, apresenta um melhor desempenho em coinfectados LV-HIV/AIDS, entretanto, 

seu desempenho pode ser influenciado pela diferença de região geográfica, ou seja, diferentes 

espécies de Leishmania spp. (COTA et al., 2012). 

No caso da técnica de Imunocromatografia, o teste rápido, baseado na reação com o 

antígeno rK39 fixado em papel de nitrocelulose, utiliza-se uma gota de soro ou de sangue e 

em cerca de 15 minutos é possível fazer a leitura do teste. Portanto, é considerado como uma 

ferramenta simples e aplicável em trabalhos de campo (PASSOS et al., 2005). Desde 2018, 

tem-se disponível para comercialização e é ofertado pelo Ministério da Saúde o teste rápido 
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imunocromatográfico OnSite™ (Figura 7) que permite a diferenciação simultânea de 

Imunoglobulinas da classe G e M e é produzido pela empresa Bio Advance Diagnóstico, em 

substituição ao teste rápido imunocromatográfico IT-LEISH®, produzido pelo laboratório 

Bio-Rad (ASSIS et al., 2016, FREIRE et al., 2018). 

 

Figura 9- Teste Rápido Imunocromatográfico OnSite™ 

 
                                  Fonte: SabreSafety (2018). 

 

O desempenho do teste foi avaliado em um estudo prospectivo no Brasil, apresentando 

cerca de 91,2% de sensibilidade e 94,5%% de especificidade. Apesar do alto desempenho, 

estes resultados indicam a necessidade de análises e comparações adicionais com o 

desempenho de outros testes comerciais disponíveis, a fim de definir o impacto deste novo 

teste na qualidade do diagnóstico da LV no Brasil, principalmente no quadro de coinfecção 

LV-HIV/AIDS (FREIRE et al., 2018). 

 

2.8 Citometria de fluxo aplicada ao diagnóstico  

 

A citometria de fluxo (CF) é uma tecnologia que permite a análise simultânea e 

multiparamétrica de células ou partículas em suspensão, avaliando-as individualmente. À 

medida que o fluxo passa por um ou mais feixes de luz (gerados por um ou mais lasers), o 

sistema óptico-eletrônico registra a forma como as estruturas dispersam a luz e a fluorescência 

do laser incidente, captando, assim, as luzes emitidas. O equipamento obtém informações de 
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diversos parâmetros, como tamanho relativo, complexidade interna e intensidades de 

fluorescências de cada célula ou partícula avaliada (DU et al., 2015; SHAPIRO, 2003).  

 

Figura 10- Representação esquemática do citometro de fluxo. 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

Fonte: Pedreira et al (2013, tradução nossa). 

 

Em vista disso, a CF surge como uma tecnologia versátil, associando funcionalidade e 

precisão. Desde os anos 80, a CF estendeu-se progressivamente da pesquisa básica aos 

laboratórios de diagnóstico clínico, devido ao desenvolvimento da tecnologia de hibridoma e 

produção de anticorpos monoclonais, juntamente com a produção de uma ampla variedade de 

fluorocromos. Assim, houve o desenvolvimento de diversas investigações laboratoriais que 

incluem biologia molecular, patologia e imunologia com ampla aplicação na medicina, 

especialmente em transplantes, hematologia, avaliações do sistema imune, imunologia do 

tumor e quimioterapia (KALINA et al. 2012; COZZOLINO et al., 2016; PILLAI; 

DORFMAN 2016). Essa ferramenta revolucionou o diagnóstico, uma vez que proporciona 

uma avaliação precisa de múltiplos processos biológicos. Em virtude da expansão do uso da 
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CF, em 2006 foi criado um consórcio internacional, visando padronizar procedimentos e 

protocolos diagnósticos para leucemias e linfomas (KALINA et al., 2012). Além da 

investigação de doenças hematológicas com características de malignidade, bem como no 

desenvolvimento de fármacos, essa tecnologia é usada também na rotina dos Laboratórios 

Centrais (LACEN) de referência nacional como, por exemplo, para diagnóstico e 

acompanhamento de indivíduos soropositivos para HIV através da dosagem de células T 

CD4+ (DU et al. 2015; MOLINARO et al., 2009). 

Atualmente, já existem trabalhos utilizando a citometria de fluxo como um método 

alternativo e auxiliar para o diagnóstico das Leishmanioses, possuindo vantagens sobre os 

métodos convencionais utilizados (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; OLIVEIRA et 

al., 2013; ROCHA et al., 2002; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). A CF permite a 

análise quantitativa dos anticorpos anti-Leishmania e o procedimento de marcação é simples, 

através da utilização de anticorpos conjugados diretamente a fluorocromos (MARTINS-

FILHO et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2013; PEDRAL-SAMPAIO et al., 2016). 

Em metodologia desenvolvida originalmente por Martins-Filho et al., (1995) para a 

Doença de Chagas e aplicada por Rocha et al (2002) para a LTA, os dados são expressos sob 

a forma de percentual de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) após a incubação de formas 

promastigotas de Leishmania com soros obtidos dos pacientes.  

O uso da citometria de fluxo também já vem sido demonstrado como promissor no 

diagnóstico sorológico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) por apresentar elevada 

especificidade e sensibilidade, redução dos resultados falso-positivos em cães vacinados e 

menor reatividade cruzada contra outros patógenos caninos, além da distinção em cães 

assintomáticos e sintomáticos (ANDRADE et al; 2007; KER et al, 2013). Para a LVC, 

Carvalho Neta et al. (2006) estabeleceu a utilização da citometria de fluxo no diagnóstico pela 

detecção de anticorpos antipromastigotas fixadas de L.infantum, garantindo uma alta 

sensibilidade (99%) e especificidade (100%). Posteriormente, estudos utilizando uma série de 

casos de LV humana aprimoraram a técnica utilizando a ferramenta como um critério de cura 

pós-terapêutico (LEMOS et al., 2007; GOMES et al., 2010). Também foi observado que a 

quantificação das subclasses de IgG por ELISA ou citometria de fluxo levou a um aumento na 

acurácia dos testes para o diagnóstico da LTA.  Demonstrando que a quantificação de IgG1 e 

IgG3 parece ser uma boa metodologia para o acompanhamento de pacientes de LTA e LV 

tratados (GOMES et al., 2010; SOUZA et al., 2005; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). 
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Quadro 1 - Levantamento bibliográfico de artigos que fizeram uso da citometria de fluxo para o diagnóstico de 

tripanossomatídeos com ênfase nas Leishmanioses. 

(continua) 

Ano Autores Objetivo Aplicação 

diagnóstica 

1995 MARTINS-

FILHO et al.,   

Estudo pioneiro que utilizou a citometria de fluxo para 

detectar anticorpos anti-tripomastigotas vivas em 

indivíduos com doença ativa e curados. 

Doença de 

Chagas 

2006 CARVALHO 

NETA et al., 

Padronizou uma nova metodologia para detecção de 

anticorpos antiformas promastigotas fixadas de L. (L.) 

chagasi, por citometria de fluxo (AAPF-IgG), e avaliou 

sua aplicabilidade e desempenho na identificação de casos 

de leishmaniose visceral canina (LVC).  

Leishmaniose 

Visceral 

canina 

2007 ANDRADE 

et al., 

Descreveu uma metodologia baseada em citometria de 

fluxo para detecção de anticorpos anti promastigotas 

fixadas de L. (L.) chagasi (FC-AFPA-IgG, FC-AFPA-

IgG1 e FC-AFPA-IgG2) em amostras de soro de cães com 

doença ativa e vacinados. 

Leishmaniose 

Visceral 

canina 

2007 LEMOS et 

al.,  

Analisou o desempenho de anticorpos  

IgG anti formas promastigotas vivas e fixadas de 

L.chagasi por citometria de fluxo como ferramenta de 

monitoramento da cura pós-quimioterapia  

Leishmaniose 

Visceral 

humana 

2008 PISSINATE 

et al., 

Analisou o desempenho de anticorpos  

IgG anti formas promastigotas fixadas de Leishmania 

(Leishmania) amazonensis por citometria de fluxo 

Leishmaniose 

Tegumentar 

americana 

2009 GARCIA et 

al., 

Avaliou o desempenho da citometria de fluxo para a 

detecção de anticorpos IgG anti promastigotas fixadas de 

Leishmania chagasi (FC-AFPA-IgG) para 

sorodiagnóstico da LV e avaliação da cura pós-

terapêutica.  

Leishmaniose 

Visceral 

humana 

2010 GOMES et 

al., 

Avaliou subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) 

utilizando promastigotas fixadas de L. chagasi como 

antígeno para aumentar o desempenho da citometria de 

fluxo para monitorar a eficácia do tratamento em LV. 

Leishmaniose 

Visceral 

humana 
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Quadro 1 - Levantamento bibliográfico de artigos que fizeram uso da citometria de fluxo para o diagnóstico de 

tripanossomatídeos com ênfase nas Leishmanioses. 

(conclusão) 

Ano Autor Objetivo Aplicação 

diagnóstica 

2012 PEREIRA et 

al., 

Avaliou por citometria de fluxo a detecção de IgG  

anti formas promastigota vivas e fixadas de Leishmania 

(Viannia) braziliensis como meio de monitorar a cura pós-

terapêutica de pacientes com leishmaniose cutânea 

localizada (LCL). 

Leishmaniose 

Tegumentar 

Americana 

2013 KER et al., Avaliou a citometria de fluxo como uma ferramenta 

diagnóstica sorológica, utilizando antígenos que haviam 

sido armazenados por 1 ano a 4°C, em uma ampla gama 

de amostras de soro. 

Leishmaniose 

Visceral 

humana 

2013 OLIVEIRA 

et al., 

Comparou as técnicas de imunofluorescência indireta 

(IFI) e citometria de fluxo na avaliação clínica e 

laboratorial de pacientes antes e após a cura clínica e 

avaliou a aplicabilidade da citometria de fluxo na 

monitorização pós-terapêutica de pacientes com 

leishmaniose tegumentar americana (LTA) 

Leishmaniose 

Tegumentar 

Americana 

2015 TEIXEIRA-

CARVALHO 

et al., 

Desenvolver e avaliar o desempenho de um novo método 

sorológico por citometria de fluxo, denominado FC-

TRIPLEX Chagas/Leish IgG1, para a classificação de 

testes inconclusivos  

Leishmaniose 

Tegumentar 

Americana, 

Doença de 

Chagas e 

Leishmaniose 

Visceral 

Humana 

2016 PEDRAL-

SAMPAIO et 

al., 

Desenvolveu uma nova técnica sorológica utilizando 

microesferas de poliestireno sensibilizadas com antígenos 

de Leishmania solúveis como ferramenta para detecção de 

IgG no soro de pacientes com LTA por citometria de 

fluxo 

Leishmaniose 

Tegumentar 

Americana 

Fonte: A autora. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

           A Leishmaniose Visceral é uma doença grave que atinge principalmente a população 

dos países em desenvolvimento. A LV e quando associada a infecção pelo HIV, pode 

acarretar graves comprometimentos de órgãos essenciais ao funcionamento corporal, levando 

a uma grande repercussão no campo psicossocial do indivíduo acometido e, 

consequentemente, desencadear um alto investimento do governo para cada internamento. 

Portanto, a LV consiste em um sério problema de saúde pública nos cenários mundial e 

nacional, e torna-se necessário o desenvolvimento de estratégias para o seu controle efetivo.  

Os testes sorológicos convencionais, utilizados para o diagnóstico, apresentam 

limitações e o critério de cura pós-terapêutico em pacientes com LV é baseado em parâmetros 

clínicos. Assim, torna-se imprescindível o aperfeiçoamento e/ou desenvolvimento de 

abordagens alternativas de sistemas de diagnóstico para o controle da LV.  Um dos grandes 

desafios enfrentados tem sido a escolha de uma análise sorológica, tanto no que se refere a 

aplicação para estudos dos mecanismos moduladores/indutores de doença, bem como para o 

diagnóstico, prognóstico e critérios de monitoramento.  

O grupo de pesquisas em Imunologia de doenças infecciosas e parasitárias vêm 

demonstrando a aplicação da citometria de fluxo na investigação diagnóstica de casos de 

Leishmaniose Tegumentar Americana ativa e sua potencial aplicação no monitoramento da 

cura pós-terapia em Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2012). Além 

disso, o Laboratório de Doenças Transmissíveis (Departamento de Parasitologia/IAM) vem 

desenvolvendo pesquisas que visam auxiliar na correta identificação de casos de LV e 

coinfecção LV-HIV/AIDS (CAVALCANTI et al, 2012; SILVA et al 2013; BARBOSA-

JÚNIOR et al., 2015).  

São escassos os estudos que avaliem a prevalência da LV em indivíduos acometidos com 

HIV/AIDS no mundo e há uma clara necessidade de evidenciar o panorama da coinfecção 

LV-HIV-AIDS no estado de Pernambuco, algo até então desconhecido. 

Apesar de terem estudos que avaliem a resposta humoral da doença, ainda não está 

completamente esclarecido o papel de anticorpos específicos na imunidade contra 

Leishmania. A análise deste tipo de resposta na LV tem abordado o papel das 

imunoglobulinas em mecanismos imunopatológicos envolvidos na resistência e/ou patogênese 

da infecção.  
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Assim, a avaliação por citometria de fluxo, quanto à capacidade de detectar anticorpos 

IgG de L. infantum pretende contribuir para o desenvolvimento de sistemas de diagnóstico 

alternativo inédito no estado de Pernambuco. E sua aplicabilidade poderá contribuir na 

identificação mais eficiente e precisa dos indivíduos acometidos por LV e coinfectados LV-

HIV/AIDS.  
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4 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o uso da citometria de fluxo no diagnóstico de portadores de Leishmaniose 

Visceral e na coinfecção com HIV/AIDS. 

 

4.1 Objetivos específicos 

 

a) Identificar a prevalência da Leishmaniose Visceral humana em indivíduos vivendo 

com HIV/AIDS em Pernambuco;   

b) Avaliar o desempenho da citometria de fluxo no diagnóstico da LV em indivíduos 

vivendo com HIV/AIDS; 

c) Avaliar o desempenho da citometria de fluxo e comparar com outros quatro testes 

sorológicos (teste rápido rk39, ELISA, IFI e DAT) para o diagnóstico da 

Leishmaniose Visceral humana.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos e suas respectivas discussões da tese foram apresentados em três 

artigos, produtos do projeto de doutorado. O primeiro, publicado na revista American Journal 

of Tropical Medicine and Hygiene, mostrou a prevalência da coinfecção LV-HIV/AIDS em 

pacientes internos em hospitais na cidade do Recife em Pernambuco. O segundo artigo que 

será submetido na revista Microbial Pathogens avaliou a citometria de fluxo na identificação 

de coinfecção LV-HIV/AIDS, utilizando alguns pacientes identificados no estudo prevalência.  

E o terceiro artigo, aceito para publicação na revista Journal of Immunological Methods 

avaliou o desempenho da detecção de anticorpos anti-Leishmania por citometria de fluxo na 

identificação da LV. 

 

5.1 Artigo 1 publicado - “Visceral Leishmaniasis in Hospitalized HIV-Infected Patients in 

Pernambuco, Brazil” 

 

Comum em quatro continentes, a leishmaniose visceral (LV) é uma doença 

importante, mas negligenciada. A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

aumenta o risco de desenvolvimento de LV em pessoas de áreas endêmicas de leishmaniose, e 

há uma piora no prognóstico quando há coinfecção. Realizamos um estudo transversal para 

determinar a prevalência de coinfecção HIV/LV em pacientes admitidos em três hospitais de 

referência para HIV/síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) em Pernambuco, Brasil, 

e comparamos características epidemiológicas, clínicas e laboratoriais entre coinfectados 

HIV/LV e indivíduos mono-infectados pelo HIV. A amostra foi composta por pacientes com 

HIV com 18 anos ou mais, em um período de coleta de dados de 6 meses. Realizamos quatro 

testes de Leishmania - reação em cadeia da polimerase (PCR), teste de aglutinação direta, 

rK39, e teste de aglutinação em látex - e indivíduos com pelo menos um teste positivo foram 

considerados coinfectados. A prevalência de coinfecção HIV/LV encontrada foi de 16,9%. 

Observamos grande variação na prevalência segundo o teste de Leishmania utilizado, com 

baixa coincidência de testes positivos. Os sintomas mais freqüentes encontrados foram perda 

de peso (75,6%), febre (67,6%) e tosse (55,3%). Quando comparamos os grupos co-infectados 

pelo HIV/LV e monoinfectados pelo HIV, não observamos diferenças estatisticamente 

significantes. Baixo nível educacional (p = 0,004) e palidez (p = 0,009) foram mais freqüentes 

no grupo coinfectado. O nível sérico de albumina foi maior em indivíduos coinfectados (P = 

0,009). É importante acompanhar esses indivíduos para entender a dinâmica da LV em 
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pessoas que vivem com o HIV. Novos testes são necessários, idealmente diferenciando a 

infecção ativa da latente. Testes para LV em pessoas com HIV é importante e deve ser 

considerado como parte da investigação inicial nesses indivíduos. 
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5.2 Artigo 2 em redação – Flow cytometry for the detection of antibodies anti -

Leishmania infantum in HIV-infected patients 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença protozoária grave que surgiu como uma 

importante condição oportunista em pacientes infectados pelo HIV. Entre os principais 

desafios apresentados pela co-infecção LV-HIV está a correta identificação dos casos. O 

diagnóstico sorológico utilizado extensivamente na LV apresenta desempenho reduzido nos 

casos de coinfecção devido à baixa resposta humoral dos pacientes. No entanto, um teste 

positivo em títulos ainda baixos tem valor diagnóstico quando combinado com suspeita 

clínica. O objetivo deste estudo foi aplicar e avaliar o desempenho de uma alternativa 

diagnóstica por citometria de fluxo para a detecção de anticorpos anti-Leishmania infantum 

em pacientes infectados pelo HIV. Para isso, utilizamos uma cepa de referência de 

L.infantum, soros de 18 pacientes com coinfecção LV/ HIV caracterizados pelas técnicas 

padrões ouro, e 36 soros obtidos de indivíduos saudáveis e pacientes infectados pelo HIV. Os 

resultados da citometria de fluxo foram expressos como níveis de reatividade de IgG, com 

base em na Porcentagem de Parasitas Fluorescentes Positivos (PPFP). A análise da curva 

ROC da titulação sérica na citometria de fluxo indicou um PPFP de 1,26% como ponto de 

corte para segregar os resultados positivos e negativos. A diluição de 1: 2048, a citometria de 

fluxo apresentou bom desempenho com sensibilidade de 88,89% e especificidade de 83,33%. 

Os índices de concordância kappa observados sugeriram desempenho similar entre os testes 

DAT e ELISA. Juntos, esses achados sugerem o potencial da citometria de fluxo como 

alternativa sorológica para caracterizar a resposta humoral à Leishmania infantum em 

pacientes infectados pelo HIV e o protocolo aqui descrito pode ser útil para casos 

inconclusivos e onde há dificuldades na realização do exame parasitológico. 

 

Flow cytometry for the detection of antibodies anti -Leishmania infantum in HIV-infected 

patients 
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. 

Abbreviations: 

PPFP = Percentage of positive fluorescent parasites 

IFAT = Immunofluorescent antibody test 

DAT = Direct agglutination test 

PPV = Positive predictive value 

NPV = Negative predictive value 

AC = Accuracy 

VL = Visceral Leishmaniasis 

 

Abstract 

 

Visceral Leishmaniasis (VL) is a severe protozoan disease that has emerged as an 

important opportunistic condition in HIV infected patients. Among the main challenges 

presented by VL-HIV coinfection is the correct identification of cases. Since the serological 

diagnostic tests used extensively in the diagnostic VL have a reduced performance in cases of 

coinfection due to low humoral response. However, a positive test in still low titers has 

diagnostic value when combined with the clinical case definition. Thus, the aims of this study 

were the application and performance evaluation of a diagnostic alternative by flow cytometry 

for the detection of antibodies anti-Leishmania infantum in HIV-infected patients. A reference 

strain of L.infantum and a bank of 18 sera from patients with VL/HIV coinfection were 

characterized using techniques considered gold standards, and 36 sera obtained from healthy 

individuals and HIV-infected patients were also assessed. The results from flow cytometry 

were expressed as levels of IgG reactivity, based on a percentage of positive fluorescent 

parasites (PPFP). A ROC curve analysis of the serum titration on flow cytometry has 

indicated a PPFP of 1.26% as the cutoff point to segregate positive and negative results. In the 

present study at the dilution 1:2048, flow cytometry presented good performance with 

sensitivity of 88.89% and 83.33% specificity. The substantial kappa agreement indexes 

observed suggested similar performance between DAT and ELISA tests. Together, these 

findings suggest the potential of flow cytometry as a serological alternative to characterize the 

humoral response to Leishmania in HIV-infected patients and the protocol described here may 

be useful for inconclusive cases and where there are difficulties in performing the 

parasitological test. 

 Keywords: Visceral leishmaniasis, HIV infection, AIDS, diagnosis, flow cytometry 
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Introduction 

 

Visceral Leishmaniasis (VL) is a chronic disease caused by the protozoan parasites 

Leishmania donovani and Leishmania infantum. Leishmania are transmitted by the bite of 

phlebotomine sand flies, and replicate within macrophages of their mammalian hosts. It is 

most commonly seen in India, Bangladesh, Brazil, Sudan, and around the Mediterranean 

(WHO, 2016). VL is a potentially fatal disease that has emerged as an important opportunistic 

condition in HIV infected patients, resulting in several cases of VL–HIV coinfection. This 

framework generates impact in immunopathogenesis, clinical manifestation, therapeutic 

response and diagnosis (WHO, 2010). 

The microscopic observation or isolation of Leishmania is considered the gold 

standard for laboratory confirmation of infection. This technique has high specificity, though 

their use in clinical laboratories has some limitations, mainly due to the low sensitivity of 

these procedures, which are also invasive, time-consuming and require experienced personnel 

(Sakkas et al., 2016). In addition, due to the immunodepression status of HIV-infected 

individuals, the parasite may not be found in the bone marrow, but rather in less common 

presentation sites such as the stomach, colon and lungs (LIMA et al., 2013; SRIVASTAVA et 

al. 2011). Serological approaches to detect specific antibodies against Leishmania constitute a 

valuable alternative for early, rapid, and user-friendly diagnostic tests, however, in the VL-

HIV/AIDS coinfection, conventional serological investigation (indirect immunofluorescence 

test and the rapid test rK39) are considered not an accurate diagnostic method, due to low 

antibody production in these individuals (Cota et al., 2012; Lindoso et al., 2018; Silva et al., 

2017). According to the Brazilian guidelines, the case definition is obtained based on 

parasitology (bone marrow aspiration) or serology and molecular assay, in addition to the 

observation of the clinical presentation (Brasil, 2015).  

Therefore, the developments of an effective diagnosis represents a relevant challenge 

in the VL-HIV/AIDS coinfected and are essential to establish a precise diagnosis, reducing 

the lethality and mortality of these cases. Due to the limitations of these techniques, 

alternative approaches have been employed (Abass et al., 2013; Bhattacharyya et al., 2014). 

One of them is the flow cytometry, a technology that simultaneously measures and analyzes 

various physical characteristics of individual particles, as the fluid flow passes through a light 

beam, thereby allowing the detection of anti-Leishmania antibodies. This technique possesses 

several advantages for immunoassays such as high throughput capacity, possibility of analytic 

quantification, reduced sample volume, high reproducibility and sensitivity and wide range 
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applications (Teixeira-Carvalho et al., 2015). Thus, the aims of this study were the application 

and performance evaluation of a diagnostic alternative by flow cytometry for the detection of 

antibodies anti-Leishmania infantum in HIV-infected patients. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Serum samples and study population 

 

The population was defined by convenience of the sample size of northeastern Brazil 

(Pernambuco and Piauí) and consisted of VL-HIV/AIDS coinfection group (n=18) composed 

of true positive patients defined by the positive parasitological test for VL and positive HIV 

serology  according to Brazilian guidelines (Brasil, 2015). The patient characteristics are 

described in Table 1. Thirty-six true negatives controls were studied. These included: Healthy 

individuals group (n=18) with no obvious signs and symptoms of any disease, and living in 

the non-endemic regions for VL and HIV mono-infected group (n=18) with positive HIV 

serology and negative serological (ELISA using crude antigen, DAT and/or IFAT) for VL. 
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Table 1. Epidemiological, clinical and laboratorial findings of study population 

a Values in parentheses represent frequency (%) 
b  N/A = not applicable 

 

All serum samples were collected in vacutainer tubes (BD Biosciences), processed by 

centrifugation (1000 g, 10 min, room temperature), inactivated by heating for 30 minutes at 

56 °C and centrifuged at 4 °C, 1000 g for five minutes. After centrifugation, the supernatant 

was aliquoted and kept at −20 °C until use.  

This study was approved by the Ethics Committee from the Federal University of 

Piauí (0116/2005) and from IAM-FIOCRUZ (CAEE 51603115.7.0000.5190).  

 

 VL-HIV/AIDS 

coinfection patients 

HIV mono-

infected patients 

Healthy 

controls 

Number 18 18 18 

Gender    

  Male 13/18 (72.2)
a
 12/18 (66.7) 10/18 (55.6) 

  Female 5/18 (27.8) 6/18 (33.3) 8/18 (44.4) 

Age (years) [mean 

(SD)] 

34.2 (9.1) 43.4 (12.4) 29.7 (7.7) 

Clinical features    

  Anemia 10/10 (100) 8/18 (44.4) N/A
b
 

  Lymphopenia 12/13 (92.3) 7/18 (38.9) N/A 

  Leucopenia 10/10 (100) 3/18 (16.7) N/A 

  Irregular fever 16/18 (88.89) 13/18(72.2) N/A 

 Hepatomegaly 6/18 (33.33) 0/18(0) N/A 

 Splenomegaly 14/18 (77.78) 0/18(0) N/A 

 Weight loss > 5 kg 14/18 (77.78) 13/18(72.2) N/A 

 On HAART 10/10 (100) 16/18 (88.89) N/A 

Plasma viral load    

< 50 copies/mL 2/8 (25) 6/18(33.3) N/A 

50–500.000 

copies/mL 
6/8 (75) 12/18 (66.7) N/A 

CD4+ T-lymphocytes 

count 

   

≥ 200 cells/mm
3
 2/8 (25) 11/17(64.7) N/A 

< 200 cells/mm
3
 6/8 (75) 6/17 (35.3) N/A 
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2.2 Parasite preparation 

 

The promastigote forms of L. infantum strain MHOM/BR/70/BH46 were cultured at 

26 °C in vitro in Schneider's medium associated with Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) 

medium. Parasites were subjected to expansion and centrifuged at low speed (100 g, 10 min, 

room temperature). Then, the parasites were recovered from the supernatant after 10 minutes 

at room temperature. 

The pellet for the flow cytometry assay was obtained by centrifugation (400 g for 

10min) and washed three times with PBS containing 10% fetal bovine serum, pH 7.2 (871 g, 

10min, 4 °C). The pellet formed was homogenized and re-suspended for fixation in 1% 

paraformaldehyde and incubated overnight. Then, they were washed with PBS + 10% FBS, 

pH 7.2 (871 g, 10min, 4° C). The parasite suspension was adjusted to 5x10
6
 

promastigotes/mL and used for the flow cytometry assay. 

 

2.3 Direct Parasite Identification 

Bone marrow (1 mL) aspirates for parasitological analysis were obtained in order to 

detect Leishmania parasites, preparing the smears by slide apposition. The slides were 

stained with a panoptic stain (Ranylab, Barbacena, Brazil) and evaluated under a light 

microscope (100×). At least three bone marrow smears were evaluated for each patient (Da 

Silva et al., 2005). 

2.4 rK39 rapid test (IT LEISH)  

 

The IT LEISH rapid test protocol was performed according to the manufacturer's 

instructions (Bio Rad Laboratories; Marnes-la-Coquette, France).    

 

2.5 Direct agglutination test (DAT)  

 

DAT was carried out according to the manufacturer's instructions (Royal Tropical 

Institute, Amsterdam, NL). Sera with titers from 1:6400 were considered positive (El Harith 

et al., 1988). 
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2.6 Immunofluorescent Antibody Test (IFAT)  

 

The IFAT test was performed with an in house protocol developed by Immunology of 

infectious and parasitic diseases research group at Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ, 

PE, using 10 μl of the antigenic suspension of L. infantum promastigotes applied to the region 

delimited on the IFAT slides (PERFECTLAB, São Paulo, Brazil) and leaving it to rest for two 

hours at 37 °C. Subsequently, the slides were coated with 10 μl of the patients’ serum samples 

in titers ranging from 1:20 to 1:320 in PBS, pH 7.2. Two control sera (positive and negative) 

were incubated in a humid chamber for 30 minutes at 37 °C. After incubation, the excess of 

serum was removed from the slides by washing them three times through immersion in PBS, 

pH 7.2, in intervals of 10 minutes. Anti-human IgG conjugated to fluorescein isothiocyanate-

FITC (Sigma Chemical Corp., St. Louis, MO) prepared in Evans blue (40 mg) in PBS buffer 

solution (previously diluted at 1:10 ratio in the same buffer) was added to the slides in a 1:50 

dilution , incubating them under the same conditions as mentioned before. After the reaction, 

the slides were washed three times for 10 minutes in PBS and left at room temperature. The 

assembly was made with buffered glycerin pH 8.5 and the slides then observed under a 

fluorescence microscope, with a 100× objective. Sera were considered positive from the 1:40 

dilution. 

 

2.7 ELISA 

 

The ELISA test was performed as described by Oliveira et al. (2011). Briefly, 96-well 

plates (Greiner Bio One, Germany) were sensitized with 600 ng per well of crude L. infantum 

antigen and kept at 4 °C overnight. Plates were aspirated, blocked for one hour at 37 °C with 

2% non-fat dried milk in PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T) and washed four times 

with PBS-T. The sera were diluted at 1:900 in PBS-T containing 10% of non-fat dried milk 

and added to the wells in triplicates, and incubated for one hour at 37 °C. After three washes 

with PBS-T, the peroxidase-conjugated anti-IgG (Calbiochem, EMD Millipore, Billerica, 

MA) diluted at 1:2000 was added and the plates incubated for one more hour at 37 °C. Plates 

were then washed three times and incubated with o-phenylenediamine (OPD) and H2O2. The 

reaction was quenched by adding 2M H2SO4 (50 µl/well) and the plates read at 490 nm 

(Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, USA or MRX II, Dynex Technologies, 

Chantilly, USA). Positive and negative control sera were present on each plate in order to 
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standardize readings and variations. The cutoff point between non-reagent and reagent 

readings was calculated as the mean of the negative controls plus two standard deviations. 

 

2.8 Flow Cytometry  

 

 The flow cytometry assay to detect antibodies against promastigote forms of L. 

infantum was performed according to Rocha et al. (2002). The parasite suspension (2.5 x 

10
5
/well) was incubated in 96-well, U-bottom plates at 37 °C for 30 minutes in the presence 

of different serum dilutions (1:64 to 1:32.768). After incubation, the parasites were washed 

twice with 150μl of PBS-10% FBS (1000 ×g for 10 min at 4 °C). The parasites were then 

incubated at 37 °C for 30 minutes, protected from light in the presence of anti-human IgG 

conjugated to fluorescein isothiocyanate-FITC (Sigma Chemical Corp, St. Louis, MO) diluted 

1:200 in PBS- 10% FBS. After the second wash, FITC labeled parasites were fixed with 

200μL of fixing solution and kept from light for 30 minutes at 4 °C until read on the flow 

cytometer (FACScalibur, Becton Dickinson) using the software "Cell Quest Pro". The labeled 

parasites were submitted to the cytometer’s acquisition with 20.000 events per sample. 

Promastigotes were identified based on their specific frontal (FSC) and lateral (SSC) light 

scattering properties. After FSC and SSC gain adjustments, the parasites assumed a 

characteristic distribution of these parameters. The relative FITC fluorescence intensity of 

each event was analyzed with a single histogram representation. A marker was set on the 

histogram representation of FITC-conjugated internal control and used in all data analyzes 

reported here to determine for each sample the percentage of positive fluorescent parasites 

(PPFP) as previously described by Rocha et al. (2002). After that, we selected the serum 

dilution and the PPFP cutoff point to gather the IgG reactivity data with the best performance 

indexes and plotted the values obtained as the mean of the individuals with VL related to the 

inverse dilution of the evaluated sera. For each assay, in addition to the FITC-conjugated 

internal control, unlabeled controls in quadruplicates and negative controls (a pool of negative 

sera samples) and positive controls (a pool of positive sera samples) were included to validate 

the assay. 

 

2.10 Statistics  

 

The sensitivity of the test was determined as the fraction of the VL-HIV/AIDS 

coinfected confirmed sera that were test positive, and specificity was calculated as the fraction 
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negative sera (Healthy controls and HIV mono–infected groups) that were identified to be 

truly test negative. The positive and negative predictive values of the tests were calculated. 

These statistical analyzes were calculated using two-by-two contingency table with exact 

binomial 95% CIs using the OpenEpi Software (Version 2.3.1, Centers for Disease Control, 

Atlanta, GA, USA). The receiver operating characteristic curve (ROC curve) was constructed 

by plotting sensitivity on the y-axis and the complement of specificity (100 − specificity) on 

the x-axis. The curve was used to select the cutoff value to discriminate negative from low 

positive and high positive PPFP results. The tests' global accuracy was also evaluated, taking 

the area under the ROC curve (AUC) according to Swets (1988). The degree of agreement 

was determined by the kappa index, using the Landis and Koch interpretation criteria, a 

kappa-value of 0.60–0.80 represents substantial agreement beyond chance, and a kappa-value 

of >0.80 represents almost perfect agreement beyond chance (Landis and Koch, 1977). The 

graphs were generated by the GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Prism Inc., San Diego, 

CA). 

 

3. Results 

 

3.1 Establishing of flow cytometry serology parameters to be applied for the diagnosis of  VL/HIV 

coinfection cases 

 

In order to establish the flow cytometry serology to differentiate positive from negative 

samples, it was initially necessary to select the sera dilution to segregate the IgG reactivity 

data. Fig.1 shows the mean values of PPFP of VL-HIV coinfection group and control group 

versus a dilution curve ranging from 1:64 to 1:32.768. The difference between the reactivity 

of positive and negatives sample (Δ) showed that the best performance in segregating these 

groups was at the dilution of 1:2048. Thus, we used the PPFP values of this dilution for the 

other evaluations of the technique. 
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Fig 1. IgG antibody titration curve detected by flow cytometry of Anti-fixed Leishmania infantum promastigotes 

stratified by groups. VL-HIV/AIDS group (  ) n = 18 and control group (  ) n=36. The gray rectangle corresponds 

to the titration of 1:2048 which was the region of greatest separation among groups. PPFP = Percentage of 

Positive Fluorescent Parasites. Δ= Difference between the reactivity of groups. 

 

3.2 Establishing of  ideal cutoff to be applied for the diagnosis of  VL-HIV/AIDS 

coinfection cases 

 

Is necessary to select the PPFP cutoff point able to segregate the IgG reactivity data 

with better performance indexes. Data analysis of ROC curve demonstrated that PPFP of 1.26 

was the most appropriated cutoff to distinguish negative (PPFP ≤1.26%) from positive (PPFP 

>1.26%) results (Fig 2). The values for the area under the curve were 0.93 (95%, with a 

confidence interval [CI] between 0.85 to 1.0). Using this approach the flow cytometry 

displayed 88.89% (CI 95%= 65–99%) sensitivity and 83% specificity (CI 95%= 67–94%) 

(Fig. 3). The mean PPFP values for VL-HIV/AIDS coinfection group was 36% (CI 95%= 22–

50%); 1.4% (CI 95%= 0.9–1.8%) for healthy control group and 0.2% (CI 95%= 0.1–0.35%) 

for mono-infected HIV group 
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Fig 2. ROC curve by performance indexes, sensitivity and specificity of flow cytometry. The ROC curve 

analysis was applied to establish the best cutoff point to discriminate PPFP values from positive and negative 

samples and indicate the area under the curve (AUC = global accuracy). ROC curve of samples at dilution 

1:2048 indicating a cutoff point of 1.26%. 
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Fig 3. Distribution of IgG reactivity of promastigote forms of L. infantum. VL-HIV/AIDS group (  ) n = 18, 

Healthy controls group (  ) n =18 and HIV mono-infected group (  ) n = 18. All groups are at the 1:2048 dilution 

and samples above the cutoff 1.26% PPFP (Percentage of Positive Fluorescent Parasites) are considered positive.  

 

3.3 Comparative analysis of  flow cytometry and conventional serological tests for VL-

HIV diagnosis  

 

Intending to evaluate the performance of flow cytometry, we used the same serum 

panel for comparison of flow cytometry performance in relation to conventional serological 

tests for the diagnosis of VL (DAT, rK39 rapid test, ELISA and IFAT).  Flow cytometry 

showed the best values of sensitivity and negative predictive value (89% and 94%, 

respectively), however the other tests were more specific (100%) in relation to flow cytometry 

that had a specificity of 83% (Table 2). Regarding the 8 VL-HIV coinfected patients who had 

information on immune status, we observed that flow cytometry was able to identify all cases; 

including patients presented a more severe immunossupression as suggested by CD4+ T cell 

counts under 200 cells/mm
3 

(Table 3). When conventional tests are compared with 

cytometryTable 4), we observed a substantial agreement between the DAT and ELISA tests 
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(ĸ > 0.6; Agreement > 80%) and a moderate agreement between rK39 rapid test and IFAT (ĸ 

< 0.6; Agreement < 80%) by the interpretation criteria proposed by Landis and Koch (1977). 

 

Table 2. Values of sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and accuracy of the 

serological tests used for the diagnosis of VL-HIV/AIDS coinfection. 

 Flow 

Cytometry 
DAT 

rK39 rapid 

test 
ELISA IFAT 

Sensitivity 

(95%CI)
a
 

89% (67%-

97%) 

83% (61%- 

94%) 

72% (49%-

87.5%) 

72% (49%-

87.5%) 

61% (39%-

80%) 

Specificity 

(95%CI) 
83% (68%-

92%) 

100%   

(90%- 

100%) 

100% (90%- 

100%) 

100% (90%- 

100%) 

100% (90%- 

100%) 

PPV
b 

(95%CI) 
73% (52%-

87%) 

100%   

(80%- 

100%) 

100% (80%- 

100%) 

100% (80%- 

100%) 

100% (74%- 

100%) 

NPV
c 

(95%CI) 

94% (80%-

98%) 

92% (80%- 

97%) 

88% (74%-

95%) 

88% (74%-

95%) 

84% (70%-

92%) 

Accuracy 

(95%CI) 

85% (73%-

92%) 

94% (85%-

98%) 

91% (80%-

96%) 

91% (80%-

96%) 

87% (76%-

94%) 

a
 CI = Confidence Interval. 

b
PPV = Predictive Value Positive

 

c
NPV = Predictive Value Negative 
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Table 3. Laboratorial findings of 8 cases of group VL-HIV/AIDS coinfection. 

 

Patient 

nº 

Flow 

Cytometry 

(%PPFP) 

DAT 

(Titre) 

rK39 

rapid 

test 

ELISA 

(Absorban

ce-490nm) 

IFAT 

(Titre) 

T 

CD4+ 

(cells/

mm
3
) 

Viral 

load 

(copie

s/mL) 

1 Positive  

(1.37) 

Positive 

(1:51200) 

Positive Positive 

(0.64) 

Negative 399 3.722 

2 Positive  

(23.47) 

Positive 

(1:24600) 

Positive Positive 

(0.85) 

Positive 

(1:160) 

56 50.000 

3 Positive 

(1.96) 

Negative Negativ

e 

Negative 

(0.02) 

Negative 392 <50 

4 Positive 

(37.91) 

Positive 

(1:102400

) 

Positive Positive 

(3.5) 

Positive 

(1:160) 

2 <50 

5 Positive 

 (21.56) 

Positive 

(1:51200) 

Positive Positive 

(0.85) 

Positive 

(1:160) 

<50 54 

6 Positive  

(59.76) 

Positive 

(1:51200) 

Positive Positive 

(0.65) 

Positive  

(1:40) 

157 45795 

7 Positive  

(4.89) 

Positive 

(1:6400) 

Negativ

e 

Negative 

(0.04) 

Negative 345 39529 

8 Positive  

(88.32) 

Positive 

(1:51200) 

Positive Positive 

(3.1) 

Positive 

(1:320) 

 92 1027 

 

 

Table 4. Comparison between flow cytometry and the serological tests used for the diagnosis 

of VL-HIV/AIDS coinfection. 

 DAT rK39 rapid test ELISA IFAT 

Agreement % 

(95%CI)
a
 

83 (71-91) 80 (67-88) 83 (71-91) 80 (67-88) 

Kappa index 

(95%CI) 
0.6 (0.4-0.9) 0.5 (0.4-0.6) 0.6 (0.4-0.9) 0.5 (0.3-0.8) 

a
 CI = Confidence Interval. 
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4. Discussion 

 

Our results show, for the first time, the applicability of flow cytometry to the 

investigation of visceral leishmaniasis in individuals living with HIV. Previous reports found 

a good performance of this technique in individuals with visceral leishmaniasis (Garcia et al., 

2009; Lemos et al., 2007; Silva et al., 2019), American  tegumentary leishmaniasis (Oliveira 

et al., 2013; Pereira et al., 2012) and Chagas disease (Matos et al., 2011). We found good but 

not perfect sensitivity. However, in relation to the conventional tests used for comparison, the 

sensitivity of flow cytometry was higher. 

rk39 rapid test and IFAT are the widely used serological tests for the diagnosis of VL, 

but through latent class model analyses, presented the lowest sensitivity (less than 60%)  in 

VL-HIV coinfected individuals (Cota et al., 2012). Therefore, particularly in this group of 

patients, the diagnosis is a great challenge. Our results showed a higher sensitivity of these 

tests, but with inferior performance in relation to flow cytometry and DAT. Among the 

conventional serological diagnostic tests for VL-HIV/AIDS coinfected individuals, the DAT 

standed out for having a high sensitivity and accuracy (Cota et al., 2012; Guedes et al., 2018; 

Lindoso et al., 2018), a performance corroborated by our study. Thus, like DAT, the flow 

cytometry uses a serial dilution which allows the identification of antibodies at low serum 

concentrations even in immunosuppressive conditions (CD4+ T cell< 200 cells/mm
3
), allied 

to this the cytometer presents photo multiplier detectors coupled with the equipment give 

technical support for managing assay and the quantitative assessment removes the operator 

subjectivity that does exist with DAT. In this context, flow cytometry present the potential to 

be a serological alternative for the screening of visceral leishmaniasis in HIV-infected 

patients, since a positive test at even low titers has diagnostic value when combined with the 

clinical case definition.  

Despite the good sensitivity of our flow cytometry data, further investigations are 

encouraged in order to reduce the high occurrence of false positive results of healthy controls 

from non-endemic regions, besides the investigation of other VL co-endemic diseases. The 

high cross-reactivity with other trypanosomatidae infections still represents an important issue 

regarding the applicability of flow cytometry (Pissinate et al., 2008; Garcia et al., 2009). 

Therefore, In this field, one of the challenges has been the search for a more practical and safe 

antigen preparation that provides tests with greater sensitivity and specificity, with low cross-

reactivity. Advances such as the use of fixed parasites and the use of solutions that preserve 

the morphology as formaldehyde are strategies already developed to facilitate the use of these 
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parasites and allow the elaboration of a diagnostic kit (Vitelli-Avelar et al., 2007; Ker et al., 

2013) besides the development of algorithms that allow the elimination of cross-reactivity for 

the differential diagnosis of trypanosomatids (Teixeira-Carvalho et al., 2015). However, the 

use of molecularly defined antigens seems to be one of the future possibilities for this current 

limitation (Sousa et al., 2013). 

With the advent of monoclonal antibodies and flow cytometry, there was elucidation 

of the role of CD4 + T cells in HIV infection and currently the CD4 dosage is one of the most 

widespread tests performed in reference diagnostic centers for the prognosis and evaluation of 

anti-retrovirals in HIV-infected people (Kagan et al., 2015). In this context, the use of flow 

cytometry for the evaluation of anti-Leishmania antibodies would be a further possibility to 

increase the evaluation of these individuals in endemic VL regions. 

In conclusion, despite a preliminary evaluation with a reduced number of individuals, 

it might be emphasized flow cytometry could also help to characterize the humoral response 

to Leishmania in HIV-infected patients and the protocol described here may be useful for of 

inconclusive cases and with difficulties in performing the parasitological test.  
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5.3 Artigo publicado 3 - Performance evaluation of anti-fixed Leishmania infantum 

promastigotes immunoglobulin G (IgG) detected by flow cytometry as a diagnostic tool for 

visceral leishmaniasis 

  

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença grave, causada pelos protozoários 

Leishmania infantum e L. donovani e é amplamente diagnosticada usando ferramentas 

sorológicas. Estas, no entanto, têm limitações de desempenho que dificultam a correta 

identificação dos casos. Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da citometria 

de fluxo para detecção de anticorpos anti-IgG utilizando parasitas fixados de L.infantum para 

o diagnóstico da LV, comparando-a com outros quatro testes sorológicos. Amostras de duas 

regiões endêmicas para LV no Brasil foram utilizadas neste estudo e consistiu de um grupo 

diagnosticado como LV por exame direto (DG1) e pelos grupos com pelo menos dois ou um 

teste sorológico padrão (DG2 e DG3, respectivamente), bem como pacientes com doença de 

Chagas crônica (GC1) e controles saudáveis (GC2). Os resultados da citometria de fluxo 

foram expressos como níveis de reatividade de IgG, baseados na Porcentagem de Parasitas 

Fluorescentes Positivos (PPFP). Usando a diluição de soro de 1:4096, a análise da curva ROC 

do indicou um PPFP de 2% como ponto de corte para segregar resultados positivos dos 

negativos. No presente estudo, a citometria de fluxo teve o melhor desempenho para o DG1 

(sensibilidade de 96%) enquanto rK39 (teste rápido imunocromagnográfico) e DAT (teste de 

aglutinação direta) também foram associados a altas sensibilidades e especificidades. A 

concordância substancial e os índices de kappa observados sugeriram desempenhos 

semelhantes entre esses dois testes e a citometria de fluxo. IFAT (teste de 

imunofluorescência) e ELISA (ensaio de imunoabsorção enzimática) teve menores 

desempenhos e os menores valores de concordância com a citometria de fluxo. Juntos, esses 

achados sugerem que embora ajustes sejam necessários para reduzir a reatividade cruzada 

com outros tripanossomatídeos, a citometria de fluxo tem o potencial de ser uma alternativa 

sorológica segura para o diagnóstico de LV. 
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 6 CONCLUSÃO 

 

 A prevalência de LV foi de 16.9% entre os pacientes infectados com HIV internos nos 

hospitais em Pernambuco, bem como houve uma baixa concordância de testes 

positivos, evidenciando-se assim a necessidade de novas abordagens diagnósticas para 

esses casos; 

 

 Apesar de uma avaliação preliminar com um número reduzido de indivíduos, a 

citometria de fluxo apresentou um potencial de ajudar na caracterização da resposta 

humoral à Leishmania em pacientes infectados pelo HIV e o protocolo descrito nesta 

tese pode ser útil para casos inconclusivos e com dificuldades na realização do exame 

parasitológico. 

 

 A detecção de IgG total anti- Leishmania por citometria de fluxo pode ser uma 

ferramenta segura e reprodutível para o diagnóstico da leishmaniose visceral humana. 

Em relação a comparação dos testes, o teste de imunofluorescência indireta apresentou 

uma baixa performance na identificação dos casos LV e uma baixa concordância com 

a citometria de fluxo e uma alta concordância com o DAT e o teste rápido rK39 para 

identificação dos casos de LV, porém apesar desses resultados, ajustes deverão ser 

necessários para a redução de reatividade cruzada com tripanossomatídeos, como o 

Trypanasoma cruzi. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

 Diante da avaliação da aplicabilidade da citometria em detectar IgG total anti- 

Leishmania, é válido avaliar como os isotipos (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) estão 

presentes nesses pacientes e correlacionar esse padrão com o quadro clínico dos 

mesmos, além disso, essa avaliação deverá ser feita após o tratamento para verificar o 

potencial dos isotipos como biomarcadores de cura; assim seria desejável a 

caracterização desses anticorpos em indivíduos assintomáticos;  

 

 É necessária a avaliação de anticorpos anti-Leishmania por citometria de fluxo com 

2100 um maior número de pacientes coinfectados LV-HIV/AIDS com diferentes 

quadros de imunossupressão para se ter uma significância estatística do seu uso para a 

identificação de anticorpos;  

 

 Outra perspectiva é a realização de um estudo multicêntrico que vise avaliar a  

reprodutibilidade da técnica em diferentes laboratórios e avaliar o uso de antígenos 

recombinantes acoplados a beads como uma alternativa ao uso dos parasitas vivos ou  

fixados e, consequente redução da reatividade cruzada. 
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