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RESUMO  

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença parasitária grave que afeta anualmente 500.000 

pessoas em 65 países. No Brasil, mais de 15.000 casos de LV foram registrados entre os anos 

de 2007 e 2010, com 880 mortes. Esta elevada taxa de letalidade está, em parte, relacionada à 

ineficiência dos serviços de saúde em diagnosticar e tratar precocemente os pacientes. O 

diagnóstico da LV exige suspeição clínica e confirmação laboratorial eficientes. Assim, uma 

reestruturação do algoritmo e do arsenal de métodos diagnósticos disponíveis nos serviços de 

saúde pode ajudar a melhorar este cenário, aumentando o acesso e a disponibilização de testes 

nos municípios. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de diferentes abordagens 

para o diagnóstico da LV humana no Brasil, através da avaliação do desempenho do teste de 

aglutinação direta (DAT) e do teste rápido IT-LEISH; do desenvolvimento e validação de 

modelos preditivos clínico-laboratoriais e da avaliação de métodos diagnósticos pela análise 

de classes latentes (ACL). O grupo de estudo compreendeu 404 pacientes, residentes no Piauí, 

Maranhão, Bahia e Minas Gerais, com suspeita de LV, submetidos ao exame do aspirado de 

medula óssea e à coleta de sangue para a realização dos testes sorológicos. Para a avaliação do 

desempenho do DAT e do IT-LEISH® foi utilizada a análise de validação clássica (AVC) 

utilizando como padrão de referência o exame do aspirado de medula óssea. Para o 

desenvolvimento e a validação dos modelos preditivos foram utilizados dados 

epidemiológicos, clínicos e laboratoriais dos pacientes avaliados. Os modelos preditivos 

utilizando regressão logística múltipla (RLM) foram desenvolvidos no software STATA® e 

aqueles utilizando árvore de classificação e regressão (CART) foram desenvolvidos no 

software SPLUS®. Para a avaliação da aplicabilidade da ACL foram utilizados dados do 

estudo de validação do IT-LEISH® e do DAT e a análise foi realizada no software R. O DAT 

e o IT-LEISH apresentaram, pela AVC, sensibilidades e especificidades de 90 e 93%; 93 e 

97%, respectivamente. O modelo preditivo composto pelas variáveis clínicas e laboratoriais 

associadas ao teste rápido foi o que apresentou melhor desempenho, tanto pela RLM, quanto 

por CART (sensibilidade de 90,1% e especificidade de 97,2-97,4%). A ACL mostrou-se útil 

na validação de testes diagnósticos para LV no Brasil, estimando para o DAT e o IT-LEISH 

sensibilidades de 88,5 e 94% e especificidades de 95,4 e 100%, respectivamente. Diante do 

elevado desempenho apresentado, o DAT e o teste rápido IT-LEISH estão indicados para o 

diagnóstico da LV humana no Brasil. Os modelos preditivos desenvolvidos são úteis e 

poderiam ser utilizados em centros de referência para a doença no país. A ACL está indicada 

para validação de testes diagnósticos no país e quando possível deve ser utilizada. 
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ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is a severe parasitic disease that affects 500 000 people yearly in 

approximately 65 countries. In Brazil, more than 15.000 VL cases were reported between 

2007 and 2010, with 880 deaths. This high fatality rate is partly related to the inefficiency of 

health services to diagnose and treat early patients. The diagnosis of VL requires effective 

clinical suspicion and laboratory confirmation. Thus, a restructuring of the algorithm and the 

arsenal of available diagnostic methods in health services can help improve this scenario, by 

increasing the access and availability of tests in the municipalities. The objective of this study 

was to evaluate the performance of several approaches for the diagnosis of human VL in 

Brazil, through of evaluation of performance of DAT and rapid test IT-LEISH; of 

developing and validating of predictive models and of evaluation of diagnostic methods by 

the latent class analysis (LCA). The study group was composed by 404 patients, from the 

states of Piaui, Maranhao, Bahia and Minas Gerais, with suggestive clinical of VL, submitted 

to the examination of bone marrow aspirate and blood collection for the performance of 

serological tests. To evaluate the performance of the DAT and the rapid test IT-LEISH® was 

used the classic validation analysis, using as reference standard the examination of bone 

marrow aspirate. To develop and validate the predictive models were used epidemiological, 

clinical and laboratory data of the patients. The predictive models using logistic regression 

were developed in STATA® software and those using classification and regression tree 

(CART) were developed in the software SPLUS®. To evaluate the applicability of the LCA 

were used data from the validation study of the rapid test IT-LEISH® and the DAT and the 

analysis was performed in software R. The DAT and the rapid test IT-LEISH® showed, by the 

classic validation analysis, sensitivities and specificities of 90 and 93%, 93 and 97% 

respectively. The predictive model composed of clinical-laboratory variables and rapid test 

IT-LEISH® developed using both logistic regression and the model CART showed the best 

performance (sensitivity 90.1% and a specificity of 97.2 to 97.4%). The LCA proved to be a 

useful tool for the validation of diagnostic methods for human VL in Brazil, estimating for the 

DAT and the rapid test IT-LEISH® sensitivities of 88.5 and 94% and specificities of 95.4 and 

100% respectively. The DAT and the rapid test IT-LEISH® showed high performance and are 

indicated for the diagnosis of VL in Brazil. The predictive models developed are useful and 

could be used in reference centers for VL in the country. The LCA is indicated for validation 

of diagnostic tests in Brazil and when possible should be used. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Contexto e apresentação dos trabalhos 

 

Os três artigos que integram esta tese fazem parte da linha de pesquisa: “Clínica e 

diagnóstico das leishmanioses”, desenvolvida no Laboratório de Pesquisas Clínicas (LPC) do 

Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR), Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). 

Em 2004, a Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde abriu um edital 

para seleção de projetos na área de validação de testes rápidos para LV, tendo uma equipe de 

quatro laboratórios de pesquisa no país, coordenada pelo LPC, aprovado o projeto intitulado 

“Validação do teste imunocromatográfico rápido IT-LEISH® para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral humana”. Neste estudo, o desempenho do teste rápido IT-LEISH® foi 

comparado com a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimático 

(ELISA) utilizando antígeno solúvel de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e 

antígeno recombinante K39 (rK39). Posteriormente, conforme solicitado pelo Ministério da 

Saúde, o desempenho do DAT foi também avaliado nas mesmas amostras biológicas. 

Os resultados da avaliação do DAT e do teste rápido IT-LEISH® compõem o primeiro 

trabalho apresentado nesta tese, designado: Multi-centric prospective evaluation of rk39 rapid 

test and direct agglutination test for the diagnosis of visceral leishmaniasis in Brazil. 

Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 105; 81-85, 2011. Trata-

se de um estudo prospectivo multicêntrico, realizado em quatro estados do Brasil, incluindo 

como sujeitos da pesquisa pacientes portadores da síndrome clínica sugestiva de LV, 

submetidos paralelamente ao exame do aspirado de medula óssea, utilizado como padrão de 

referência. Os resultados do estudo permitiram recomendar o uso do DAT e do teste rápido 

IT-LEISH® para o diagnóstico da LV no Brasil, sugerindo um estudo piloto para avaliação da 

implantação destes testes em serviços de saúde. Atualmente, um estudo de avaliação da 

implantação destes dois testes está sendo realizado pela equipe do LPC-CPqRR, em Ribeirão 

das Neves, Minas Gerais, com financiamento do Programa de Pesquisa e Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico Prioritário para o Sistema Único de Saúde / Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de Minas Gerais – PPSUS / FAPEMIG. 

Como resultado do estudo citado acima, um banco de dados contendo dados clínicos 

dos pacientes estava disponível, assim, baseado em estudos realizados para outras doenças, 

surgiu a idéia de abordar o diagnóstico da LV com um olhar diferente, através do 

desenvolvimento e da validação de modelos preditivos clínico-laboratoriais utilizando 

sistemas de pontuação. Os resultados do desenvolvimento e da validação de modelos 
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preditivos formam o segundo artigo apresentado nesta tese, intitulado: Predictive models for 

the diagnostic of human visceral leishmaniasis in Brazil. PLOS Negleted Tropical Diseases, 

6; 1-7; 2012. Neste estudo, os modelos preditvivos clínico-laboratoriais apresentaram 

desempenho satisfatório e aplicação simples e prática. Os modelos desenvolvidos poderiam 

ser utilizados no diagnóstico da LV humana em serviços de saúde do Brasil. 

Um problema observado no estudo de validação do teste rápido IT-LEISH® foi a 

utilização do exame do aspirado de medula como padrão de referência. Sabe-se que este teste 

parasitológico é invasivo e apresenta baixa sensibilidade, assim, setenta e dois casos de LV 

humana foram excluídos do estudo original, por não preencherem o critério de inclusão para 

caso de LV, ou seja, clínica sugestiva da doença e parasitológico positivo. Esta limitação do 

padrão de referência utilizado fez com que nossa equipe buscasse novas alternativas de 

validação de testes diagnósticos, tendo sido escolhida a ACL.  

No terceiro artigo que forma esta tese, intitulado: Latent class analysis of diagnostic 

tests for visceral leishmaniasis in Brazil (aceito para publicação na revista Tropical Medicine 

& International Health) é descrita a avaliação da ACL para a validação de testes diagnósticos 

para LV no Brasil. Para a aplicação da ACL foram utilizados dados gerados no estudo de 

validação do DAT e do teste rápido IT-LEISH®. A ACL apresentou resultados consistentes e 

mostrou-se adequada para a validação de testes diagnósticos para LV no país.  

Os três estudos colaboraram para a recomendação do grupo de que a RIFI seja 

substituída pelo teste rápido IT-LEISH® e pelo DAT para o diagnóstico da LV humana nos 

serviços de saúde pública do Brasil.  
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar o desempenho de diferentes abordagens para o diagnóstico da LV humana no 

Brasil. 

 

Objetivos específicos 

 

• Comparar o desempenho do DAT e do teste rápido IT-LEISH para o 

diagnóstico da LV humana; 

 

• Desenvolver e validar modelos preditivos clínico-laboratoriais para o 

diagnóstico da LV humana; 

 

• Avaliar a aplicabilidade da ACL para o diagnóstico da LV humana.
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 As leishmanioses 

 

As leishmanioses constituem um grupo de doenças parasitárias causadas por 

protozoários pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania. O protozoário é transmitido ao homem e a outros hospedeiros através da picada 

de insetos pertencentes à ordem Diptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e 

gêneros Phlebotomus e Lutzomyia. Estes são conhecidos popularmente como mosquito palha, 

tatuquira, birigui, entre outros.  

Existem dezenas de espécies de leishmânias, que se agrupam em dois subgêneros 

(Leishmania e Viannia). No subgênero Leishmania, os protozoários crescem facilmente em 

cultura, provocam grandes lesões nodulares em hamster e se desenvolvem no intestino médio 

e anterior do vetor. Já os parasitos pertencentes ao subgênero Viannia apresentam 

desenvolvimento pobre em meio de cultura e lento em hamsters experimentalmente 

infectados, alojando-se no intestino posterior do vetor (Lainson et al., 1986; WHO, 2010a). 

Em seu ciclo de desenvolvimento, a Leishmania assume duas formas evolutivas 

principais: amastigota e promastigota. A primeira possui uma forma esférica, sem flagelo 

livre, dimensões variando entre 2 a 5 µm e é encontrada no interior de macrófagos dos 

hospedeiros vertebrados onde se multiplica. Já a segunda, apresenta uma forma alongada, com 

flagelo livre, dimensões variando entre 15 a 35 µm e é encontrada no trato digestivo dos 

hospedeiros invertebrados, onde se reproduz (Lainson et al., 1986). 

Este grupo de doenças é clinicamente dividido em leishmaniose tegumentar (LT), a 

qual inclui as formas cutânea, mucosa e muco-cutânea e, leishmaniose visceral (LV). A forma 

cutânea é a mais comum da doença, produzindo úlceras em partes expostas do corpo, tais 

como pernas e braços. Já a forma mucosa pode causar lesões destrutivas das mucosas do 

nariz, boca e garganta, além de cavidades e tecidos circundantes (Brasil, 2007). A LV é a 

forma mais grave da doença, afetando órgãos vitais, como o fígado e o baço, sendo fatal se 

não tratada (Brasil, 2006). 

Atualmente as leishmanioses ocorrem em quatro continentes (Américas, Europa, 

África e Ásia), sendo consideradas endêmicas em 98 países (World Health Organization - 

WHO, 2010a). Estima-se que 90% de todos os casos de LT ocorram na Bolívia, Peru, 

Afeganistão, Irã, Arábia Saudita, Síria e Brasil e que cerca de 90% de todos os casos de LV 

ocorram no Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil. Uma incidência anual mundial de 

http://www.who.int/leishmaniasis
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500.000 casos de LV e 1,5 milhões de casos de LT são estimados (WHO, 2010ab), com 

mortalidade estimada por LV calculada em 50.000 casos anualmente (WHO, 2010a).   

No Brasil, as leishmanioses se encontram em franco processo de expansão e 

urbanização (Brasil, 2006 e 2007). Entre 2007 e 2010, uma média anual de 22.510 casos de 

LT foi notificada (Gráfico 1) e em 2003 a doença já era autóctone em todos os estados 

brasileiros (Brazil, 2007). Neste mesmo período, uma média anual de 3.690 casos de LV foi 

registrada (Gráfico 1) e em 2002, todos os estados brasileiros apresentavam autoctonia da 

doença (Brazil, 2006; Maia-Elkhoury et al., 2008). De acordo com o Ministério da Saúde, 

entre os anos de 2007 e 2010, 880 mortes por LV foram relatadas (Brasil, 2011). Entre as 

doenças parasitárias, a elevada taxa de letalidade da LV só é superada pela malária (Chappuis 

et al., 2007). 

 

 
A pobreza, a má nutrição, o descaso, a discriminação, as mudanças ambientais, a 

urbanização e os processos migratórios estão intimamente relacionados com o processo de 

expansão e urbanização das leishmanioses, tornando este grupo de doenças um sério 

impedimento para o desenvolvimento sócio-econômico em diferentes regiões endêmicas 

(WHO, 2010abc).  

Sarnoff et al. (2010) avaliando o fardo econômico da LV sobre famílias acometidas 

pela doença em Bihar na Índia, relataram que 87% destas foram forçadas, durante o curso da 

doença, a fazer empréstimos para cobrir os gastos com a saúde, favorecendo ainda mais a 

pobreza nesta localidade. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em regiões 

pobres como Bihar, que notifica cerca de 85% dos casos de LV da Índia, a doença acomete 

principalmente famílias que recebem menos de um dólar diário (WHO, 2010a).  

http://www.who.int/leishmaniasis
http://www.who.int/leishmaniasis
http://www.who.int/leishmaniasis
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Em muitas regiões, pacientes e familiares afetados pela LV tornam-se mais pobres 

devido aos custos diretos (custos do diagnóstico e tratamento) e indiretos (por exemplo: dias 

de trabalho perdidos) pela doença (Chappuis et al., 2007). Na realidade brasileira, onde o SUS 

é o principal financiador de serviços e tem como pressupostos a universalidade e a 

integralidade da atenção, a discussão econômica ganha relevância frente à necessidade de 

aplicar recursos de modo apropriado.  

As estratégias atualmente preconizadas pela OMS para o controle das leishmanioses 

são o diagnóstico rápido e o tratamento dos pacientes, o controle dos vetores, através de 

inseticidas residuais e redes tratadas com inseticidas, o desenvolvimento de projetos em 

educação em saúde, com o desenvolvimento de materiais didáticos e instrucionais e a 

detecção, com a devida contenção de epidemias em estágios iniciais (WHO, 2010ac). 

 

3.2 A leishmaniose visceral 

 

3.2.1 Aspectos históricos 

 

As primeiras descrições do agente etiológico da LV foram feitas em 1903 por William 

Boog Leishman (1865-1926) e Charles Donovan (1863-1951). Na ocasião, Leishman 

observou corpúsculos em preparações de baço de um soldado falecido, procedente de Dum-

Dum na Índia e Donovan observou estes parasitos em aspirados esplênicos de um menino 

hindu. Neste mesmo ano, Charles Louis Alphonse Laveran (1845-1922) e Félix Étienne Pierre 

Mesnil (1868-1938), descreveram o agente como Piroplasma donovani, sendo esta descrição 

posteriormente corrigida por Ronald Ross (1857-1932) para Leishmania donovani (Gibson, 

1983; Lainson et al., 1986). 

Leonard Rogers (1868-1962), em 1904, foi o primeiro a conseguir cultivar o parasito e 

observou sua forma flagelada em meios de cultivo (Rogers, 1904), e em 1908, Charles Jules 

Henri Nicolle (1866-1936) demonstrou o papel do cão como hospedeiro da L. donovani. Em 

1931, a transmissão da Leishmania foi obtida pela picada de flebotomíneos em hamsters e 

estes foram formalmente incriminados como vetores (Lainson et al., 1986). 

O primeiro caso da doença no Brasil foi descrito em 1913 por Migone e tratava-se de 

um paciente que havia contraído a doença no Mato Grosso (Migone, 1913). Em 1934, 

Henrique Penna realizando um estudo sobre a febre amarela na região amazônica observou a 

presença de amastigotas em 41 das 47.000 amostras de fígado avaliadas (Penna et al., 1934). 

A partir destes resultados, em 1936, Evandro Serafim Lobo Chagas (1905-1940) criou no 

Instituto Oswaldo Cruz uma comissão para estudar a LV no Brasil (Gibson, 1983). 

http://www.who.int/leishmaniasis
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Entre 1936 e 1939, extensos estudos foram realizados na região norte e nordeste, 

demonstrando a doença no homem e em cães e o flebotomíneo como vetor. Foi graças aos 

estudos desenvolvidos por diversos pesquisadores, tais como Leônidas de Mello Deane 

(1914-1993) e Maria José von Paumgarttem Deane (1916-1995) em 1954, Sobral, Ceará, que 

se iniciaram as primeiras campanhas governamentais para o reconhecimento das áreas 

endêmicas e controle da LV no Brasil (Lainson et al., 1986).  

 

3.2.2 Aspectos gerais  

 

A LV é causada por espécies de Leishmania pertencentes ao complexo Donovani, que 

inclui: Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908, Leishmania (Leishmania) donovani 

(Ross, 1903) e Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937. Recentemente, a 

origem e a posição taxonômica da Leishmania (L.) chagasi vêm sendo discutidas (Dantas-

Torres, 2006ab; Shaw, 2006). Com relação à origem, alguns autores acreditam que esta 

espécie foi importada da Europa durante a colonização espanhola e portuguesa (Killick-

Kendrick, 1985; Rioux et al., 1990), outros acreditam que o parasito estaria presente nas 

Américas antes da colonização européia (Lainson & Rangel, 2005). Dantas-Torres (2006a) 

ressalta que talvez nunca se saiba a origem deste parasito.  

Com relação à taxonomia da L. chagasi, sua identidade tornou-se objeto de 

questionamento em 1999, com base em resultados do estudo de Maurício et al. (1999). Desde 

então, muitos autores têm considerado a L. chagasi e a L. infantum como sendo a mesma 

espécie. Segundo Dantas-Torres (2006a), até Cunha, um ano após ter descrito a L. chagasi, 

concluiu que o agente da LV nas Américas era idêntico a L. infantum. Um fato que dificulta a 

comparação dos resultados dos estudos taxonômicos deste parasito é que diferentes técnicas 

têm sido utilizadas para a classificação (Dantas-Torres, 2006b). De acordo com Shaw (2006) 

há ainda muitas questões relativas à identidade da Leishmania chagasi não respondidas, sendo 

mais prudente utilizar o nome Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.  

No Brasil, a LV é causada pela L. infantum chagasi e é transmitida naturalmente pela 

picada de insetos do gênero Lutzomyia. A espécie Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 

é a principal vetora da doença no Brasil (Deane & Deane, 1954) e a espécie Lutzomyia cruzii 

Mangabeira, 1938 é vetora nas áreas de Corumbá, Ladário e Jaciara no estado do Mato 

Grosso do Sul (Santos et al., 1998; Missawa et al., 2011). Além da transmissão vetorial, 

outras formas de transmissão também têm sido estudadas, tais como a transfusional (Luz et 

al., 1997; Urias et al., 2007), através de transplante de órgãos (Basset et al., 2005; Antinori et 
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al., 2008) e a congênita (Meineck et al., 1999, Figueiró-Filho et al., 2004; Zinchuk & 

Nadraga, 2010).  

A Leishmania apresenta um ciclo heteroxênico passando pelo vetor invertebrado e por 

diversos hospedeiros vertebrados. No Brasil, além do homem, a L. infantum chagasi já foi 

identificada em cães domésticos, em marsupiais, em roedores e em raposas. Em ambiente 

urbano o cão é considerado o principal reservatório do protozoário, sendo seu tratamento 

proibido e a eutanásia de todos os animais sororeagentes e/ou com parasitológico positivo 

recomendada e regulamentada pela resolução nº714, de 20 de junho de 2002, do Conselho 

Federal de Medicina Veterinária (Brasil, 2006). Os estudos realizados até o momento, 

avaliando a estratégia de eliminação canina têm mostrado resultados conflitantes, pelo menos 

quando utilizada separadamente do controle vetorial (Dietze et al., 1997; Ashford et al.,1998; 

Costa et al., 2007).  

O antimoniato-N-metil glucamina (Glucantime® - Sanofi-Aventis) é o medicamento 

de primeira escolha utilizado no tratamento dos pacientes no Brasil, sendo distribuído aos 

serviços pelo Ministério da Saúde. O Glucantime® é administrado por via endovenosa ou 

intramuscular durante um período mínimo de 20 dias. A droga é tóxica e nem sempre efetiva, 

sendo contra indicada a alguns grupos de pacientes, tais como gestantes nos dois primeiros 

trimestres de gestação e pacientes com insuficiência renal, hepática ou cardíaca (Brasil, 2006).  

São efeitos colaterais comuns ao Glucantime®, alterações cardiovasculares, vômito, 

náusea, dor de cabeça, dor abdominal, febre, entre outros. A necessidade de utilização de 

injetáveis, o longo esquema de tratamento e a toxidade da droga constituem causas 

importantes de não adesão ao tratamento. Além disso, a medicação requer monitoração 

cardiológica, renal e hepática, o que em muitas localidades só é possível com a hospitalização 

do paciente (Brasil, 2006). Assim, o medicamento considerado como primeira escolha para o 

tratamento em todo o mundo está longe de ser satisfatório (Croft et al., 2006). Dados recentes 

indicam que a resistência do parasito ao antimoniato tem se tornado um problema de saúde 

pública em países como o Sudão e a Índia (Brasil, 2006; WHO, 2010a).  

Algumas alternativas terapêuticas, tais como o desoxicolato sódico de anfotericina B e 

suas formulações lipossomais (anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispersão coloidal) 

têm sido utilizadas, entretanto diversos efeitos colaterais, tais como, cefaléia, febre, calafrios, 

dores musculares e articulares, vômitos e hipotensão, também têm sido relatados para este 

grupo de medicamentos (Brasil, 2006). Pesquisas na área de avaliação e desenvolvimento de 

drogas para LV são necessárias e têm sido realizadas. São alvos de estudos: o descobrimento 

de novos compostos ativos, a identificação de formulações orais, a redução da toxidade e a 

melhoria na eficiência do tratamento.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zinchuk%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nadraga%20A%22%5BAuthor%5D
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Atualmente, o Brasil enfrenta uma mudança no perfil epidemiológico da LV, a doença 

que foi durante muito tempo tipicamente rural, vem se expandindo e se urbanizando para 

cidades de médio e grande porte, tais como São Luís (Maranhão), Belo Horizonte (Minas 

Gerais) e Teresina (Piauí) (Luz et al., 2001; Brasil, 2006; Costa et al., 2008). O aumento no 

número de casos da doença pode estar relacionado a movimentos migratórios e ao processo de 

urbanização. Este ocorre na maioria das vezes de forma desordenada, resultando em 

condições precárias de vida e destruição ambiental, fatores que podem influenciar a 

emergência da LV (Luz et al., 2001; Werneck et al., 2002; Brasil, 2006).  

Atualmente considera-se que uma das principais dificuldades para o controle da LV 

seja sua interação com o vírus da imunodeficiência humana (HIV), visto que, a LV tem 

emergido como uma importante doença oportunista associada a este vírus. A co-infecção dos 

parasitos já foi relatada em pelo menos 35 países, com tendências a aumentar sua área de 

abrangência (Alvar et al., 2008; WHO, 2010ab). A infecção concomitante pelo HIV aumenta 

o risco de desenvolvimento de LV ativa entre 100 e 2.320 vezes (WHO, 2010a).  

No Brasil a co-infecção tem sido descrita em uma pequena série de casos, mas 

acredita-se que a sua real incidência possa estar subestimada (Rabello et al., 2003; Cruz et al., 

2006). Esta hipótese pode ser amparada nos resultados do trabalho realizado por Orsini et al. 

(2012) avaliando a infecção assintomática da LV em pacientes portadores do HIV em Minas 

Gerais. No estudo a prevalência da LV foi de 10,8% pelo ELISA com antígeno bruto, 3,9% 

pela RIFI, 0,8% pelo ELISA com antígeno rK39 e 20,2% pela PCR, reforçando a necessidade 

de investigação e acompanhamento de pacientes HIV positivos na localidade. Segundo o 

Ministério da Saúde (Brasil, 2011) deve-se oferecer o teste de HIV a todo paciente com 

diagnóstico de LV, considerando que a doença pode manifestar-se como doença oportunista 

em pessoas imunodeprimidas.  

O programa brasileiro de controle da LV baseia sua estratégia em três grupos de 

medidas: diagnóstico e tratamento de casos humanos, controle dos reservatórios domésticos e 

controle de vetores (Brasil, 2006). Tais medidas apresentam diversos obstáculos para sua 

implantação. Em relação ao controle vetorial, que é baseado na aplicação de inseticidas em 

residências, existem problemas relacionados à complexa logística e ao alto custo. Em relação 

ao controle dos reservatórios animais, particularmente o cão, observa-se difícil 

implementação e sustentabilidade, sendo uma medida de eficácia controversa (Brasil, 2006; 

Costa et al., 2008). Para o tratamento, estão disponíveis drogas com elevada toxicidade e para 

o diagnóstico da doença, destaca-se a dificuldade de disponibilização das técnicas existentes 

para centros de atenção primária à saúde, mantendo-as restritas a laboratórios públicos ou 

serviços de referência. 

http://www.who.int/leishmaniasis
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3.2.3 Manifestações clínicas e diagnóstico diferencial 

 

A suspeita diagnóstica de LV ocorre em paciente com febre e esplenomegalia 

proveniente de área com transmissão para a doença ou proveniente de área sem ocorrência de 

transmissão, desde que descartados os diagnósticos diferenciais mais frequentes na região 

(Brasil, 2011). A LV apresenta período de incubação que varia entre dois e sete meses, 

geralmente com evolução arrastada (Brasil 2006; Piscoppo & Mallia Azzopardi, 2007). 

Entretanto, evoluções rápidas como 10 dias (WHO, 2010a) ou longas como mais de quatro 

anos, já foram relatadas (Neto, 1978).  

A doença predomina em crianças nos primeiros anos de vida, relacionando-se à 

elevada letalidade, em contraposição, na fase adulta a letalidade aumenta proporcionalmente 

com a idade (Al-Jurayyan et al., 1995; Grech et al., 2000; Pedrosa & Rocha 2004; Braga 

2007). No Brasil, nos anos de 2001 a 2008, a letalidade atingiu principalmente os pacientes 

menores de um ano e com 50 anos ou mais de idade (Brasil, 2011). Segundo a OMS, na 

Europa, oeste e norte da África e Ásia, até recentemente o grupo mais afetado pela LV era o 

de crianças com idade de um até quatro anos. Entretanto, atualmente na Europa, com o evento 

da co-infecção Leishmania/HIV, cerca de metade dos casos relatados são de adultos. Já na 

África e na Índia a maioria dos casos atualmente relatados ocorre em crianças e jovens adultos 

(WHO, 2010a).   

 A distribuição da LV na infância mostra-se semelhante em ambos os sexos, mas a 

partir da adolescência ocorre predominância em homens (Deane & Deane, 1962; Pedrosa & 

Rocha, 2004; Oliveira et al., 2006). A desnutrição tem sido descrita como um importante fator 

de risco para a aquisição da doença, principalmente em crianças (Cerf et al. 1987; Badaró et 

al., 1986a; Dye & Williams, 1993; Anstead et al., 2001; Caldas et al., 2002; Maciel et al., 

2008).  

Sob o ponto de vista clínico e laboratorial, a doença pode ser dividida em três formas, 

de acordo com as características apresentadas pelos pacientes: 1) assintomática; 2) subclínica 

ou oligossintomática e 3) clássica (Badaró et al., 1986ab). A taxa de incidência da infecção 

assintomática em relação a incidência de casos clínicos varia de 8:1 a 18:1 no Brasil (Badaró 

et al., 1986b e Evans et al., 1992), no Kênia é estimada em 4:1 (Schaefer et al., 1995), na 

Etiópia em 5,6:1 (Ali & Ashford, 1994), no Iran em 13:1 (Davies & Mazloumi Gavgani, 

1999) e na Espanha em 50:1 (Moral et al., 2002). Sob o ponto de vista didático, o Ministério 

da Saúde divide a evolução clínica da doença clássica em três períodos: o período inicial, o 

período de estado e o período final (Brasil, 2006).  
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O período inicial da doença caracteriza-se pelo início da sintomatologia, que pode 

variar de paciente para paciente, podendo-se observar febre, palidez e hepatoesplenomegalia, 

sendo o aumento do baço quase sempre mais evidente que o aumento de fígado. Sinais e 

sintomas de co-infecções bacterianas como pneumonia, diarréia ou tuberculose, podem 

confundir a apresentação clínica no momento do diagnóstico inicial. O hemograma demonstra 

anemia, a contagem de leucócitos apresenta-se sem alterações significativas e a contagem de 

plaquetas ainda pode estar normal. Já as proteínas totais e frações podem estar discretamente 

alteradas (Brasil, 2006).  

No período de estado, pode-se observar febre irregular, geralmente associada a 

emagrecimento progressivo, palidez e aumento da hepatoesplenomegalia. O quadro clínico 

apresenta-se arrastado com mais de dois meses de evolução, associado ao comprometimento 

do estado geral do paciente. Exames complementares mostram anemia, leucopenia, 

trombocitopenia e inversão da relação albumina/globulina (Brasil, 2006).  

No período final, que ocorre na ausência do diagnóstico e tratamento, observa-se febre 

contínua e comprometimento intenso do estado geral. Instala-se a desnutrição (cabelos 

quebradiços, cílios alongados e pele seca) e edema dos membros inferiores, que pode evoluir 

para anasarca. Outras manifestações importantes incluem hemorragias, icterícia e ascite. 

Nestes pacientes, o óbito geralmente é determinado por infecções bacterianas e/ou 

sangramentos, que podem levar o indivíduo à morte (Brasil, 2006). 

 

3.2.4 Diagnóstico 

 

O diagnóstico clínico pode ser feito com base em vários sinais e sintomas, tais como 

febre, emagrecimento e esplenomegalia, entretanto, o quadro clínico pode ser confundido com 

outras doenças que apresentam quadros clínicos semelhantes. Assim, é essencial a existência 

de métodos laboratoriais sensíveis e específicos para o diagnóstico da LV (WHO, 2010ac). De 

acordo com o Ministério da Saúde (Brasil, 2011) a confirmação dos casos clinicamente 

suspeitos deve preencher no mínimo um dos seguintes critérios: encontro do parasito no 

exame parasitológico direto; RIFI reativa ou teste rápido positivo. O diagnóstico laboratorial 

específico consiste basicamente em três grupos de exames: os parasitológicos, os 

imunológicos e os moleculares.  
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3.2.4.1 Exames parasitológicos 

 

Os exames parasitológicos são considerados os padrões de referência no diagnóstico 

da LV e se baseiam na demonstração direta do parasito e no seu isolamento em cultivo 

(Herwaldt 1999; WHO, 2010a). As formas amastigotas de Leishmania spp. podem ser 

visualizadas através do exame direto após coloração (Giemsa ou Leishman) de tecidos do 

baço, medula óssea, fígado e linfonodos (Davies et al., 2003).  

De maneira geral, em pacientes imunocompetentes, a sensibilidade desta técnica, varia 

de 93 a 99% para o exame do aspirado de baço (Chulay & Bryceson, 1983; Zijlstra et al., 

1992; WHO, 2010a), 76 a 91% para o exame do aspirado de fígado, 53 a 86% para o exame 

do aspirado de medula óssea e 52 a 69% para o exame do aspirado de linfonodos (Ho et al., 

1948; Siddig et al., 1988; Zijlstra et al., 1992; Babiker et al., 2007). No Brasil, Pastorino et al. 

(2002) avaliaram aspectos laboratoriais de crianças com LV, observando sensibilidade de 

77% para o mielograma e de 66% para a mielocultura.  

Apesar de o exame do aspirado esplênico apresentar maior sensibilidade, a dificuldade 

técnica e operacional para realizar com segurança este procedimento limita sua utilização 

(Kager & Rees, 1983). Srivastava et al. (2011) relatam que na Índia, nos últimos 10 anos, 

foram realizados 9.612 aspirados esplênicos e que dois sangramentos fatais ocorreram.  

No Brasil, a punção aspirativa da medula óssea para a realização do exame direto e 

isolamento em cultivo é considerado o padrão de referência para o diagnóstico da doença 

(Brasil, 2006), embora também seja um método invasivo, que requer profissional treinado e 

infra-estrutura laboratorial para sua realização. O custo de um exame do aspirado de medula 

óssea é de R$5,79 (Tabela de procedimentos e medicamentos do SUS, 2012). No país, 

recomenda-se a punção em crista ilíaca para adultos e crianças de qualquer idade, pois esta é 

menos dolorosa e mais segura que a punção external. Esta última é indicada para pacientes 

obesos ou com imobilidade (Brasil, 2011). 

O material do aspirado de medula óssea, baço ou outros tecidos pode ser inoculado em 

meios de cultura axênicos, onde posteriormente podem ser visualizadas formas promastigotas 

do parasito. O Novy-Nicolle-McNeal (NNN) é o meio mais utilizado, adicionado de outro 

meio como o Liver Infusion Triptose (LIT) ou o Schneider. As culturas devem ser mantidas 

entre 24 e 26ºC e observadas em microscopia semanalmente, durante quatro semanas (Brasil, 

2006). Nos aspirados de baço e medula óssea, a positividade do cultivo é bastante elevada 

(acima de 80%) (Guerin et al., 2002; Sundar & Rai, 2002). O cultivo dos parasitos aumenta a 

sensibilidade da pesquisa, mas pode retardar em semanas o diagnóstico.  
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Na prática clínica, a cultura da Leishmania spp é raramente necessária, entretanto, esta 

metodologia encontra-se indicada na complementação da abordagem diagnóstica, diante de 

falhas nas metodologias convencionais ou para permitir o isolamento e a caracterização da 

espécie. Além disso, o isolamento dos parasitos é útil na obtenção de material para produção 

de antígenos e triagem de drogas (Sundar & Rai, 2002).  

O isolamento de parasitos em hamsters apresenta sensibilidade acima de 90%, mas 

pode levar meses para definir o diagnóstico e requer infra-estrutura complexa (Bryceson, 

1996; Sundar & Rai, 2002). O animal pode ser infectado por diversas vias, sendo a intra-

peritonial a mais utilizada. Semanalmente o animal deve ser examinado em busca de sinais e 

sintomas da doença e, em caso positivo, os parasitos podem ser recuperados através de 

biópsias esplênicas e hepáticas (Sundar & Rai, 2002).  

As técnicas parasitológicas são altamente específicas, mas sua sensibilidade varia 

dependendo do tipo de tecido avaliado. A falha no padrão de referência pode afetar as 

estimativas de validade dos métodos diagnósticos, por isto, outras abordagens de avaliação de 

testes diagnósticos, tal como a ACL, têm sido propostas (Enøe et al., 2000).  

 

3.2.4.2 Exames moleculares 

 

Os ensaios baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR) constituem, 

atualmente, a principal abordagem molecular de pesquisadores e profissinais de saúde 

(Reithinger & Dujardin, 2007; Srivastava et al., 2011). Nas últimas décadas, esta técnica 

também vem sendo avaliada para diagnóstico da LV, com diferentes objetivos, incluindo o 

diagnóstico da infecção, o diagnóstico da doença e o controle de cura (Adhya et al., 1995; 

Osman et al., 1997; Disch et al., 2003 e 2004; Viana et al., 2008).  

Na PCR realiza-se a síntese “in vitro” do DNA, permitindo um aumento exponencial 

do número de seqüências específicas a partir de um único DNA alvo. A reação básica utiliza 

iniciadores (pequenas moléculas de DNA de fita simples) complementares às regiões que 

flanqueiam a seqüência a ser amplificada no DNA alvo, necessitando da presença de uma 

DNA polimerase e de deoxinucleotídeos trifosfatados. Para a geração exponencial de 

segmentos de DNA alvo da seqüência específica, são necessárias condições de desnaturação 

da fita molde, ligação dos iniciadores e extensão, em ciclos alternados, promovidos pela 

variação da temperatura na presença de componentes da reação (Saiki et al., 1985; Mullis & 

Faloona, 1987). 

A seleção dos genes alvo da PCR é uma etapa crítica, pois pode influenciar tanto na 

sensibilidade quanto na especificidade da técnica. Entre os alvos de amplificação do DNA, 
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um dos mais usados é o DNA do cinetoplasto (kDNA), estrutura que contém uma região com 

grande homologia entre as espécies de Leishmania spp., a região conservada do kDNA 

(Schallig & Oskam, 2002a; Fisa et al., 2008).  

De acordo com Reithinger e Dujardin (2007), o custo estimado por uma amostra 

biológica analisada pela PCR convencional no Instituto de Medicina Tropical, Antuérpia, 

Bélgica, é de US$12. A técnica requer infra-estrutura laboratorial (pipetas, capelas de fluxo 

laminar e termociclador) e profissional treinado para sua realização. Entretanto, trata-se de um 

instrumento não-invasivo de diagnóstico, complementa o diagnóstico parasitológico e 

sorológico e apresenta alto desempenho. Mais recentemente, a PCR tem se mostrado útil na 

quantificação da carga parasitária em diferentes amostras biológicas, este fato é relevante para 

o monitoramento da progressão da doença e avaliação da terapia leishmanicida (Reithinger & 

Dujardin, 2007).  

A técnica de PCR possibilita a amplificação do DNA do parasito presente em 

diferentes amostras biológicas, tais como sangue periférico, soro, aspirados de medula óssea, 

baço, fígado ou linfonodos. De maneira geral, em pacientes imunocompetentes, sensibilidade 

variando entre 91 a 100% e especificidade variando entre 87 a 100% têm sido relatadas para a 

PCR utilizando sangue periférico (Wu et al., 1997; Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005). 

Quando se utiliza soro, sensibilidade variando entre 84 a 97% e especificidade variando entre 

95 a 100% tem sido relatadas (Fissore et al., 2004; Machado de Assis et al., 2009). Já a 

sensibilidade do aspirado de medula óssea varia entre 83 a 100% (Katakura et al., 1998; 

Salotra et al., 2001; Cruz et al., 2006) e a do aspirado de linfonodos varia entre 87 a 100% 

(Andresen et al., 1997; Osman et al., 1997). Em pacientes imunocomprometidos a técnica 

utilizando aspirado medular tem mostrado sensibilidade variando entre 82 a 100% (Piarroux 

et al., 1994; Lachaud et al., 2000; Antinori et al., 2007).  

 Há um consenso para a necessidade de padronização dos métodos de PCR para o 

diagnóstico das leishmanioses. Dados da literatura evidenciaram por análise da base de dados 

“MEDLINE” em 2007 que havia mais de 400 publicações desde 1989 no diagnóstico das 

leishmanioses por PCR. Nestas publicações observou-se a utilização de uma variedade de 

protocolos para se evidenciar o DNA da Leishmania, diferentes condições de estocagem das 

amostras biológicas, bem como, diferentes protocolos de extração do DNA (Reithinger & 

Dujardin, 2007).  

A PCR encontra-se restrita a centros de referência para a doença, sendo que não existe 

até o momento uma uniformização da utilização da mesma nos diferentes centros, 

dificultando a comparação dos resultados de desempenho da técnica. Diante disso, um estudo 

de validação da PCR faz-se necessário, visto que, os ensaios para validação de testes 
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diagnósticos são etapas importantes para consolidação de procedimentos de saúde pública, na 

medida em que somente a partir daí é possível sugerir técnicas diagnósticas adequadas para a 

estruturação de programas de controle da LV.  

 

3.2.4.3 Exames imunológicos 

 

O diagnóstico imunológico da LV é realizado a partir de diferentes testes sorológicos 

que são favorecidos pela expressiva resposta imune humoral característica da doença. A 

maioria das técnicas demanda tempo, equipamentos, laboratoristas treinados e não permite a 

distinção entre infecção ativa, subclínica ou passada. Esses métodos baseiam-se na detecção 

de anticorpos circulantes que surgem durante a doença e incluem a RIFI, o ELISA, o DAT, os 

testes rápidos, entre outros.  

 

3.2.4.3.1  Reação de Imunofluorescência Indireta 

 

A RIFI tem sido amplamente usada no diagnóstico da LV desde 1964 (Duxbury & 

Sadun, 1964), e é atualmente o teste disponibilizado pelo sistema único de saúde no Brasil 

(Brasil, 2006). A técnica consiste em aderir antígenos constituídos de promastigotas mortas de 

Leishmania em lâminas de microscopia para fluorescência, onde é processada a reação com o 

soro a ser testado. Ao final na reação, a ligação antígeno-anticorpo é visualizada com o 

auxílio de um conjugado fluorescente e os resultados da imunofluorescência são expressos em 

diluições, sendo considerados reagentes os títulos iguais ou superiores a 1:80. Para títulos 

iguais a 1:40, recomenda-se a solicitação de uma nova amostra em 30 dias.  

Os reagentes são acessíveis, entretanto, a RIFI não diferencia entre infecção ativa e 

passada (Manson-Bahr, 1987), requer laboratoristas treinados, equipamentos (geladeira, 

pipetas, estufa, lâminas e microscópio de imunofluorescência) e relativo tempo de incubação. 

Atualmente, o kit da RIFI é produzido por Bio-Manguinhos, unidade produtora de 

Imunobiológicos da FIOCRUZ, utilizando como antígeno promastigotas de Leishmania major 

like, tendo o custo de uma reação estimado em R$ 1,27 (Daniel Avelar, informação pessoal, 

Fundação Ezequiel Dias). Devido às limitações da RIFI, o Ministério da Saúde no Brasil tem 

feito um esforço no sentido de disponibilizar um teste rápido para o diagnóstico da LV para 

centros de referência. Este processo de implantação encontra-se em fase inicial de 

desenvolvimento e carece de criterioso acompanhamento. 

De maneira geral, sensibilidade variando de 61 a 100% e especificidade variando de 

80 a 100% têm sido relatadas para a RIFI, dependendo da preparação antigênica e da espécie 
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de Leishmania utilizadas (Araujo & Mayrink 1968; Badaró et al. 1983; Boelaert et al. 1999a; 

Cañavate et al. 2011). Maia et al. (2012) avaliaram, através de meta-análise, o desempenho da 

RIFI, relatando sensibilidade estimada de 88% e especificidade estimada de 90%. Em 

pacientes imunocomprometidos o teste tem mostrado sensibilidade variando entre 11 e 67% 

(Medrano et al., 1992 e 1998; WHO 2000, Deniau et al., 2003; Fernandéz-Guerreiro et al., 

2004; Pasqual et al., 2005; Malik et al., 2006).  

No Brasil, Mayrink et al. (1967) avaliaram a sensibilidade da RIFI utilizando antígeno 

de L. chagasi em 18 casos de LV, observando 77% de sensibilidade. Em estudo subsequente, 

o mesmo grupo avaliou a especificidade do teste utilizando antígeno de L. donovani e de L. 

braziliensis em 17 controles (indivíduos portadores de outras doenças), observando 

especificidade de 94 e 88%, respectivamente (Araujo & Mayrink, 1968).  

Badaró et al. (1983) avaliaram qual forma morfológica (amastigota ou promastigota) e 

qual espécie de Leishmania (Leishmania mexicana e L. donovani chagasi) eram mais 

indicadas para serem utilizadas como antígeno na RIFI realizada no Brasil. Foram avaliados 

30 casos de LV e 40 controles (10 portadores de outras doenças e 30 indivíduos saudáveis), 

observando sensibilidade e especificidade de 93 e 91%, respectivamente, para amastigotas de 

L. donovani chagasi e 100 e 98%, respetivamente, para promastigas desta mesma espécie. Já 

a sensibilidade e a especificidade para amastigotas de L. mexicana foi de 97 e 80%, 

respectivamente e para promastigotas desta mesma espécie foi de 87 e 93%, respectivamente. 

No estudo, os autores recomendaram a realização da RIFI utilizando promastigotas de L. 

donovani chagasi no Brasil.  

Garcez et al. (1996) no Pará, utilizando antígeno de amastigotas de L. chagasi, 

avaliaram a RIFI em 16 casos de LV (nove comprovados parasitologicamente e sete pela 

resposta adequada ao tratamento) e 222 controles (102 portadores de outras doenças e 120 

indivíduos de área endêmica), observando 100% de sensibilidade e 97,5% de especificidade.  

Pedras et al. (2008) no Brasil, utilizando kit fornecido por Bio-Manguinhos, 

analisaram o desempenho da RIFI sobre 88 casos de LV confirmados parasitologicamente e 

105 controles (85 portadores de outras doenças e 20 indivíduos saudáveis de área endêmica), 

observando 92% de sensibilidade e 88% de especificidade. Posteriormente, Machado de Assis 

et al. (2008), também utilizando kit fornecido por Bio-Manguinhos, avaliaram o teste sobre 

213 casos de LV confirmados parasitologicamente e 119 controles (indivíduos com a clínica 

sugestiva, parasitológico negativo e confirmação de doença), observando 88% de 

sensibilidade e 81% de especificidade.   

A tabela 1 mostra o resumo dos estudos realizados até o momento avaliando a RIFI 

para o diagnóstico da LV humana em pacientes não portadores do HIV.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ca%C3%B1avate%20C%22%5BAuthor%5D


 30
 

Tabela 1. Resumo dos estudos realizados avaliando a reação de imunofluorescência indireta 

para o diagnóstico da LV humana, em pacientes não portadores do HIV. 

Estudo Origem da amostra Casos/ 

Controles 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Duxbury & Sadun, 1964 Casos, não informada; 
controles, parte não 
informada e parte dos USA 

30/218 86 92 

Mayrink et al. 1967 Brasil 18/- 77 - 

Araujo & Mayrink 1968 Brasil -/17 - 88-94 

Badaró et al. 1983 Brasil 30/40 87-100 80-98 

Srivastava et al. 1984 Índia 47/71 61,7 97 

El Harith et al. 1987 Kênia 27/373 80 98,5 

Srivastava 1989 Índia 209/179 87 95 

Alam et al. 1996 Bangladesh 81/404 81 96 

Garcez et al. 1996 Brasil 16/222 100 97,5 

Mittal et al. 1991 Índia 209/119 99 97 

Muazzam et al. 1992 Bangladesh 125/150 100 100 

Sinha & Sehgal 1994 Índia 45/120 100 100 

Mikaeili et al. 2007 Iran 61/49 80,3 90,5 

Machado de Assis et al. 2008 Brasil 213/119 88 81 

Kiliç et al. 2008 Turquia 24/35 100 86 

Pedras et al. 2008 Brasil  88/105 92 88 

Cañavate et al. 2011 Etiópia 35/67; 246  100 e 96*, 
respectivamente 

98,5 e 89,6*, 
respectivamente 

* Sensibilidade e especificidade estimadas pela Análise de Classes Latentes 

 
 

3.2.4.3.2 Ensaio imunoenzimático 

 

Os métodos imunoenzimáticos têm sido utilizados desde 1971. Estes detectam 

anticorpos específicos contra o parasito e tem seu desempenho diretamente influenciado pelo 

antígeno utilizado (Ho et al., 1983). O método mostra-se bastante produtivo, entretanto requer 

infra-estrutura laboratorial e profissional especializado para sua realização, além de demandar 

várias etapas de incubação e requerer relativo tempo. Os critérios de positividade dependem 

dos cut-offs, que devem ser fixados para cada teste.  

A baixa especificidade é a desvantagem comum aos métodos que utilizam antígenos 

não-purificados, causada pela reatividade cruzada. Para tentar contornar este problema, alguns 

antígenos purificados recombinantes têm sido identificados e posteriormente avaliados por 

ELISA (Maalej et al., 2003). Entre estes, a proteína recombinante K39, uma seqüência de 39 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ca%C3%B1avate%20C%22%5BAuthor%5D
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aminoácidos clonada e expressada em Escherichia coli, isolada do DNA encontrado no 

cinetoplasto da L. chagasi, complexo donovani-específico tem sido a mais amplamente 

avaliada (Burns et al., 1993).  

De maneira geral, a sensibilidade do ELISA utilizando o antígeno bruto de 

Leishmania spp. varia entre 36 a 100% e a especificidade varia entre 62,5 a 100% (El Harith 

et al. 1987; Maalej et al., 2003; Abass et al. 2006; Mandal et al. 2008). Já o ELISA utilizando 

o antígeno rK39 apresenta sensibilidade variando de 93 a 100% e especificidade variando de 

84 a 100% (Zijlstra et al. 1998; Mohapatra et al. 2010; Machado de Assis et al., 2008; Vaish 

et al. 2012). Maia et al. (2012), através de meta análise, avaliaram o desempenho do ELISA 

utilizando o antígeno bruto de Leishmania spp. e rK39, relatando sensibilidades de 87 e 92% 

e especificidades de 77 e 81%, respectivamente. Em pacientes imunocomprometidos, a 

sensibilidade do ELISA utilizando o antígeno bruto de Leishmania spp. varia entre 60 a 89% 

(WHO 2000; Deniau et al., 2003) e utilizando o rK39 entre 22 e 100% (Houghton et al., 1998; 

Medrano et al., 1998; Deniau et al., 2003; Viana 2006).   

No Brasil, Badaró et al. (1986c), utilizando antígeno bruto de L. infantum chagasi e 

Leishmania amazonensis, avaliaram o ELISA em 119 casos e 256 controles portadores de 

outras doenças, observando sensibilidades de 98 e 99% e especificidades de 96 e 86%, 

respectivamente. Garcez et al. (1996) no Pará, utilizando antígeno bruto de L. infantum 

chagasi, avaliaram o teste em 16 casos de LV (nove comprovados parasitologicamente e sete 

pela resposta adequada ao tratamento) e 222 controles (102 portadores de outras doenças e 

120 indivíduos de área endêmica), observando 100% de sensibilidade e 98,3% de 

especificidade. Braz et al. (2002) no Rio Grande do Norte, utilizando antígeno bruto de L. 

infantum chagasi e rK39, sobre 120 casos comprovados parasitologicamente e 33 controles 

portadores de outras doenças, observaram sensibilidades de 98 e 93,3, respectivamente, e 

especificidades de 71 e 99%, respectivamente. 

Barbosa-de-Deus et al. (2002) no Brasil, utilizando antígeno bruto de L. major, 

avaliaram o ELISA em 49 casos de LV e 178 controles (indivíduos portadores de outras 

doenças), observando 92% de sensibilidade e 100% de especificidade. Posteriormente, 

Carvalho et al. (2003), utilizando o antígeno bruto de L. chagasi, avaliaram o ensaio 

imunoenzimático em 128 casos de LV confirmados parasitologicamente e 60 controles (50 

portadores de outras doenças e 10 indivíduos saudáveis de área endêmica), observando 

sensibilidade de 89% e especificidade de 98%.  

Machado de Assis et al. (2008), utilizando antígeno bruto de L. chagasi e rK39, 

avaliaram o desempenho do ELISA em 213 casos de LV confirmados parasitologicamente e 

119 controles (indivíduos com a clínica sugestiva, parasitológico negativo e com confirmação 
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de doença), observando sensibilidades de 92 e 97% e especificidades de 77 e 84%.  Pedras et 

al. (2008), utilizando antígeno bruto de L. chagasi e rK39, analisaram o desempenho do 

ensaio imunoenzimático sobre 88 casos de LV confirmados parasitologicamente e 105 

controles (85 portadores de outras doenças e 20 indivíduos saudáveis de área endêmica), 

observando sensibilidades 88,6 e 95,5% e especificidades de 85 e 97%, respectivamente. Os 

autores concluíram que a ELISA rK39 poderia substituir a RIFI na rotina diagnóstica do país. 

A tabela 2 mostra o resumo dos estudos realizados até o momento avaliando o ELISA 

para o diagnóstico da LV humana em pacientes não portadores do HIV.  
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3.2.4.3.3 Teste de Aglutinação Direta 

 

O DAT aplicado a LV foi descrito por Allain and Kagan em 1975, sendo um dos 

testes mais simples já desenvolvidos para o diagnóstico da doença. Este é de fácil realização e 

interpretação, sendo indicado para trabalhos no campo, onde as condições são mais restritas, 

entretanto, como os demais testes baseados em detecção de anticorpos, o teste não diferencia 

entre infecção ativa e passada, requer laboratoristas treinados, pipeta e placas de micro 

titulação (Zijlstra et al., 1992; Silva et al., 2005; Hailu et al., 2006).   

O teste é semi-quantitativo, neste, soro, sangue ou urina são diluídos e misturados às 

partículas antigênicas de promastigotas mortas em sua forma íntegra. Após um período de 

incubação a aglutinação se completa e se, os anticorpos contra o protozoário estão presentes, 

uma reação de aglutinação é visível a olho nu (El Harith et al., 1986; El Harith et al., 1988; 

Ferreira & Ávila, 2001).  

Atualmente, dois laboratórios europeus fabricam o DAT comercialmente, o Royal 

Tropical Institute na Holanda e o Prince Leopold Institute na Bélgica (Pedras et al., 2008). O 

custo aproximado do DAT disponível comercialmente é de US$8.00 por teste (Edward José 

Oliveira, informação pessoal, FIOCRUZ). No Brasil, o desenvolvimento do DAT é um dos 

projetos do LPC, incentivado pela FIOCRUZ através do Programa de Desenvolvimento 

Tecnológico de Insumos para a Saúde.  

Estudos avaliando o custo ou o custo-efetividade do DAT são escassos. Boelaert et al. 

(1999b) avaliaram no Sudão o custo-efetividade de quatro estratégias diagnóstico-terapêuticas 

para LV: A - Tratar todos os suspeitos clínicos, B - Realizar o aspirado de linfonodos ou 

medula e tratar todos os pacientes com esfregaço positivo, C - Realizar o DAT e tratar todos 

os suspeitos com altos títulos, e em suspeitos com resultado duvidoso, realizar a exame 

parasitológico seguido do tratamento se o resultado for positivo e D - Realizar o DAT e tratar 

casos com altos títulos. O custo-efetividade das estratégias A, B, C e D foram US$ 1110, US$ 

448, US$ 465 e US$ 464 por morte evitada, respectivamente. Os autores ressaltaram que em 

áreas endêmicas a introdução da estratégia D seria mais lógica, porque esta é exclusivamente 

baseada em sorologia. 

O DAT tem sido validado em diversas áreas endêmicas e está sendo utilizado como 

diagnóstico de primeira linha em centros de referência para a LV no Sudão (Ritmeijer et al., 

2006; Lockwood & Sundar, 2006). De acordo com Horst et al. (2008), no oeste da África o 

DAT não está implementado em todos os serviços de saúde periféricos, assim, o soro coletado 
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precisa ser transportado para um laboratório central, resultando muitas vezes em um atraso no 

tratamento do paciente de uma a duas semanas.  

Este teste também tem sido utilizado na abordagem diagnóstica realizada pelo 

Médicos Sem Fronteira da seguinte forma: Se o paciente apresenta títulos ≥ 1:3,200 o mesmo 

deve ser tratado, se o paciente apresenta títulos ≤ 1:400 excluí-se a possibilidade de LV, 

entretanto, se o paciente apresenta título entre ≥ 1:400 mas ≤ 1:3,200, um aspirado deve ser 

realizado. É relatado que com esta abordagem diagnóstica o número de aspirados realizados 

reduziu em torno de 80% (Ritmeijer et al., 2003; Horst et al., 2008).  

De maneira geral, sensibilidade variando de 32 a 100% e especificidade variando de 

59 a 100% têm sido relatadas (Alain & Kagan et al. 1975; El Harith et al., 1986; Boelaert et 

al., 1999c; Pedras et al. 2008). Em pacientes imunocomprometidos, a sensibilidade do teste 

varia entre 80 e 95,7% (Hailu & Bern, 2002; Sinha et al., 2006; Horst et al., 2008).  

Chappuis et al. (2006) avaliaram o desempenho do DAT em trinta estudos, através de 

meta análise, relatando 94,8% de sensibilidade e 97,1% de especificidade. Segundo os autores 

o desempenho do teste não foi influenciado pela região ou espécie de Leishmania, entretanto, 

esta meta análise incluiu somente dois estudos realizados na América Latina, Garcez et al. 

(1996) e Andrade e Nascimento (1989), ambos realizados no Brasil e com tamanho amostral 

relativamente pequeno. Os autores também relataram que a maioria dos estudos incluídos na 

metanálise utilizaram controles saudáveis, o que pode ter favorecido a especificidade do teste 

avaliado.  

 No Brasil o DAT foi inicialmente avaliado por Andrade e Nascimento (1989) em 33 

casos de LV (19 pacientes brasileiros e 14 africanos) e 351 controles (173 portadores de 

outras doenças e 178 indivíduos saudáveis), observando 100% de sensibilidade e 98% de 

especificidade. Posteriormente, Garcez et al. (1996) também avaliaram o teste em 16 casos 

(nove comprovados parasitologicamente e sete pela resposta adequada ao tratamento) e 222 

controles (102 portadores de outras doenças e 120 indivíduos de área endêmica), observando 

sensibilidade de 100% e especificidade de 84,7%. Os autores concluíram que o DAT é útil e 

sua utilização em ampla escala é indicada no Brasil, desde que monitorada por um laboratório 

de referência que garanta a qualidade dos antígenos.  

Schallig et al. (2002b) avaliaram o DAT sobre 21 casos de LV (11 pacientes 

brasileiros e 10 etiopianos comprovados parasitologicamente) e 19 controles portadores de 

outras doenças, observando sensibilidade e especificidade de 100%. Na ocasião, os autores 

concluíram que o DAT é o teste mais adequado para ser utilizado nas situações de campo no 

país.  
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Posteriormente, o desempenho do DAT e do Fast Agglutination Screening Test 

(FAST) foram comparados no Brasil por Silva et al. (2005) em 115 casos (16 comprovados 

parasitologicamente e 99 pela resposta adequada ao tratamento) e 136 controles (112 

portadores de outras doenças e 24 indivíduos saudáveis de área endêmica), observando 100% 

de sensibilidade para ambos os testes e especificidade de 97,8 e 92,5% para o DAT e o FAST, 

respectivamente. Os autores concluíram que os testes avaliados são ferramentas úteis e 

poderiam ser usados para o diagnóstico da LV.            

Pedras et al. (2008), em estudo realizado no Brasil avaliaram o desempenho do DAT 

com antígeno liofilizado (DAT-Lio) produzido comercialmente e com antígeno preparado no 

próprio laboratório (DAT-LPC) em 88 casos de LV confirmados parasitologicamente e 105 

controles (85 portadores de outras doenças e 20 indivíduos saudáveis de área endêmica), 

observando sensibilidades e especificidades de 96,6% e 98,1% pelo DAT-Lio, 

respectivamente, e de 95,5% e 88,6 % pelo DAT-LPC, respectivamente. Os autores 

concluíram que o DAT-Lio e o LPC poderiam substituir a RIFI na rotina diagnóstica do país.  

Oliveira et al. (2009) avaliaram o desempenho do DAT, com uma alteração na 

preparação antigênica, em relação ao teste avaliado pelos autores em estudo anterior (Pedras 

et al., 2008) sobre 61 casos de LV comprovados parasitologicamente e 96 controles 

portadores de outras doenças, observando sensibilidade de 93,4% e especificidade de 96,9%. 

Os autores ressaltaram que a modificações introduzidas na preparação do antígeno reduziram 

as variações intra-lotes e resultaram em alto desempenho.  

Em outro estudo, Oliveira et al. (2011) compararam o desempenho do DAT utilizando 

o reagente 2-mercaptoetanol que é tóxico e dos reagentes não tóxicos Kaolin e N-

acetilcisteína em 89 casos de LV comprovados parasitologicamente e 130 controles (97 

portadores de outras doenças e 33 indivíduos saudáveis de área endêmica). O DAT usando 2-

mercaptoetanoel, Kaolin e N-acetilcisteína apresentou sensibilidade de 94,4, 95,5 e 100% e 

especificidade de 99,2, 100 e 97,7%. Diante dos resultados, os autores recomendam a 

realização do DAT com o reagente N-acetilcisteína. Esta mesma equipe de pesquisadores 

produziu recentemente um protótipo de kit DAT-LPC contendo antígeno e reagentes 

necessários para a realização do DAT para o diagnóstico da LV (Edward José Oliveira, 

informação pessoal, FIOCRUZ).  

 A tabela 3 mostra o resumo dos estudos realizados até o momento avaliando o DAT 

para o diagnóstico da LV humana em pacientes não portadores do HIV.  
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3.2.4.3.4 Teste rápido 

 

Um teste rápido (Arista Biologicals, USA) utilizando como antígeno a proteína rK39 

foi inicialmente avaliado na Índia por Sundar et al. (1998). Este é de simples realização e 

interpretação, não necessita de infra-estrutura laboratorial quando realizado utilizando sangue 

capilar digital ou profissional especializado, pode ser feito usando sangue capilar digital ou 

soro, pode ser estocado em temperaturas até 30ºC e fornece resultado rápido (até 20 minutos), 

sendo considerado adequado para uso em campo (Sundar et al. 1998; Sundar & Rai 2002; 

WHO, 2010ac). Entretanto, assim como outros métodos diagnósticos sorológicos, apresenta a 

desvantagem de não diferenciar infecção ativa e passada, devendo ser utilizado associado à 

clínica sugestiva da doença (WHO, 2010a).  

O teste rápido é uma abordagem diagnóstica não invasiva, que permite a detecção 

rápida de anticorpos contra Leishmania spp. Neste, os anticorpos presentes no material 

biológico do doente reagem contra o antígeno recombinante que está impregnado na fita teste, 

proporcionando após alguns minutos uma reação de cor. O teste é considerado positivo 

quando é possível visualizar as duas linhas, teste e controle, e negativo quando somente a 

linha controle é visualizada.  (Sundar et al. 1998; Sundar & Rai 2002; WHO, 2010c).  

Atualmente, algumas empresas, tais como: Bio-Rad Laboratories (IT-LEISH®), InBios 

International (Kala-Azar Detect®), Span Diagnostic (Crystal® KA) e CTK Biotech (Onsite 

Leishmania Ab Rapid®) produzem em escala comercial testes rápidos para LV humana. O 

custo aproximado do Kala-Azar Detect® e do IT-LEISH® disponíveis comercialmente é de 

US$ 2.00 (aquisição em grande quantidade, pelo Ministério da Saúde, Mauro Arruda, 

Ministério da Saúde, informação pessoal) e US$ 8.70 por teste (aquisição em pequena 

quantidade por laboratório de pesquisa, Luciana Inácia, Centro de Pesquisas René Rachou-

CPqRR, informação pessoal). O Kala-Azar Detect® é padronizado para uso em soro e o IT-

LEISH® para uso em soro e sangue. Estudos avaliando o custo ou o custo-efetividade de testes 

rápidos são inexistentes.  

Os testes rápidos têm sido validados em diversas áreas endêmicas, sendo observadas, 

de maneira geral, em pacientes imunocompetentes, sensibilidade variando de 67 a 100% e 

especificidade variando de 59 a 100% (Sundar et al., 1998; Zijlstra et al., 2001; Veeken et al., 

2003; Terán-Ángel et al. 2010). Em pacientes imunocomprometidos, o teste rápido apresenta 

sensibilidade de 77,3% (Horst et al., 2008). Chappuis et al. (2007) ressalta que cada nova 

marca de teste rápido disponibilizado no mercado deve ser validado na região endêmica onde 

pretende-se utilizá-lo.  
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 Chappuis et al. (2006) avaliaram o desempenho do teste rápido, através de meta-

análise em treze estudos, relatando 93,9% de sensibilidade e 90,6% de especificidade. Estudos 

de validação de testes rápidos têm mostrado resultados variáveis, dependendo da região 

geográfica do estudo, do produto e da metodologia empregada (Ritmeijer et al., 2006). 

Diante dos diversos produtos disponíveis no mercado, a WHO (2011) realizou um 

estudo multicêntrico em três regiões endêmicas: oeste da África (Sudão e Kênia), América do 

Sul (Brasil) e subcontinente indiano (Índia, Nepal e Bangladesh), avaliando diversas 

características de sete testes rápidos (quatro testes disponíveis comercialmente e três 

protótipos). Com relação ao desempenho, a sensibilidade e a especificidade dos testes 

avaliados variaram de 61,5% a 92% e 95,6 a 98,8%, respectivamente, na América do Sul, 

36,8% a 87,2% e 90,8% a 98,0%, respectivamente, no oeste da África e 92.8% a 100% e 96% 

a 100%, respectivamente, no subcontinente indiano 

No Brasil, um teste rápido (Kala-Azar detect®) aplicado à LV humana foi inicialmente 

avaliado por Carvalho et al. em 2003 em 128 casos de LV confirmados parasitologicamente e 

60 controles (50 portadores de outras doenças e 10 indivíduos saudáveis de área endêmica), 

observando 90% de sensibilidade e 100% de especificidade, respectivamente. Os autores 

relataram que uma limitação do estudo é o número pequeno de controles avaliados.  

Posteriormente, Machado de Assis et al. (2008) validaram o teste rápido IT-LEISH® 

em 213 casos de LV confirmados parasitologicamente e 119 controles (indivíduos com a 

clínica sugestiva, parasitológico negativo e com confirmação de outra etiologia), observando 

93% de sensibilidade e 97% de especificidade. Os resultados obtidos permitiram recomendar 

o IT-LEISH® para diagnóstico rápido da LV no país com o devido acompanhamento da sua 

implantação nos serviços de saúde para avaliar o seu desempenho em condições de uso 

rotineiro. Em outro estudo realizado no Brasil, Amato Neto et al. (2009) avaliaram o 

desempenho do IT-LEISH® em 30 casos de LV e 110 controles (indivíduos saudáveis e 

portadores de outras doenças), observando 100% de sensibilidade e  96-100 de especificidade.  

Durante o ano de 2009 o Ministério da Saúde do Brasil adquiriu 12.000 kits Kala-Azar 

detect® e os disponibilizou em 2010 a laboratórios de referência para avaliação do seu 

desempenho (Mauro Arruda, Ministério da Saúde, informação pessoal), além disso, solicitou 

ao Centro de Referência em Leishmanioses (CRL) do CPqRR a avaliação do teste comprado, 

nas mesmas amostras utilizadas para o estudo de validação do IT-LEISH® (Machado de Assis 

et al., 2008). Nesta avaliação o Kala-Azar detect® e o IT-LEISH® apresentaram sensibilidades 

de 88,1% e 93,3% (p>0.05), respectivamente, enquanto as especificidades observadas foram 

de 90,6% e 96,5% (p>0.05), respectivamente (CRL, CPqRR, 2010).  
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A tabela 4 mostra o resumo dos estudos realizados até o momento avaliando testes 

rápidos para o diagnóstico da LV humana em pacientes não portadores do HIV. Já a tabela 5 

apresenta um resumo de características apresentadas por diferentes testes diagnósticos.  

Acredita-se que com a utilização do teste rápido, principalmente em serviços de saúde 

periféricos, a redução entre o tempo de diagnóstico e tratamento dos pacientes poderá ser 

observada, trazendo grande avanço no controle da doença. Em 2005, na Assembléia Mundial 

da Saúde, o governo da Índia, Nepal e Bangladesh assinaram um acordo de eliminar a LV até 

2015. Como não há vacina para a doença, a detecção precoce e o tratamento adequado dos 

casos é uma estratégia chave para o controle da doença, sendo o uso do teste rápido crucial 

para o sucesso deste objetivo comum. Segundo a OMS o teste rápido é atualmente a melhor 

opção diagnóstica nas áreas periféricas do subcontinente indiano, portanto sua distribuição e 

uso dentro de um algoritmo definido devem ser promovidos (WHO, 2010ac).  

Segundo Lockwood & Sundar (2006) uma preocupação com relação à utilização dos 

testes rápidos é assegurar a produção dos mesmos pelos fabricantes. Duas empresas (Arista 

Biological e Amrad) já pararam de produzir o teste, assim a OMS poderia ajudar a assegurar 

que testes rápidos permanecem disponíveis para as pessoas que precisam deles. Segundo os 

autores o progresso no controle das doenças negligenciadas, como a LV, é muitas vezes 

prejudicado pela falta de compromisso da indústria, sendo que a produção de testes 

diagnósticos e drogas é interrompida quando os lucros são insuficientes. 

De acordo com a OMS, em serviços primários de saúde localizados em regiões rurais 

endêmicas, o teste rápido deveria ser utilizado. Pacientes apresentando clínica suspeita, com 

um teste rápido positivo e nenhuma história prévia de LV deveriam ser tratados. Em hospitais 

distritais, que possuam infra-estrutura suficiente, além do teste rápido, o DAT e o 

parasitológico poderiam ser utilizados. Já em centros de referência para LV, além do teste 

rápido, do DAT e do parasitológico, outros métodos também podem ser utilizados, tais como 

RIFI, ELISA e PCR (WHO, 2010a).   
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Estudos de validação de métodos diagnósticos, especialmente testes em formato de 

imunocromatografia, têm sido desenvolvidos utilizando diferentes metodologias, mas 

algumas vezes, pontos importantes para a segurança dos resultados publicados não têm sido 

observados, por exemplo, tamanho amostral pequeno, grupos controles e padrão de referência 

inadequados, critérios de inclusão e exclusão de pacientes indefinidos, fatores estes que 

podem influenciar a avaliação de desempenho dos métodos diagnósticos. Para auxiliar a 

condução adequada dos estudos de validação de métodos diagnósticos para doenças 

infecciosas, a OMS lançou uma recomendação denominada STARD (The Standards for 

Reporting of Diagnostic Accuracy), que contém um “check list” que deve ser levado em 

consideração durante o desenho dos estudos de validação de métodos diagnósticos, para maior 

sucesso do estudo e segurança dos resultados publicados (Bossuyt & Reitsma, 2003; Peeling 

et al., 2006). 

Segundo Boelaert et al. (2007) um teste diagnóstico para uso em serviços periféricos e 

laboratório tem que apresentar ≥ 95 de sensibilidade e ≥ 98 de especificidade, além do 

resultado estar disponível em até 30 minutos. De acordo com Romero e Boelaert et al. (2010) 

algumas questões ligadas ao diagnóstico humano da LV são chave para o controle da doença 

na América Latina e precisam ser discutidas, tais como: qual deverá ser o algoritmo 

diagnóstico para uso em serviços primários de saúde na detecção de casos ativos; como 

assegurar a qualidade do teste diagnóstico rápido disponível e qual o desempenho dos 

métodos diagnósticos em pacientes com a co-infecção Leishmania/HIV.  

O uso de métodos de diagnóstico sensíveis e específicos, de fácil execução e 

interpretação, que necessitam de pequena infra-estrutura laboratorial e de profissionais 

especializados, tais como o teste rápido e o DAT, poderá trazer benefícios importantes para o 

diagnóstico preciso e rápido da LV. O maior impacto poderá ser sentido nas localidades onde 

o acesso aos exames laboratoriais mais complexos é mais difícil e por este mesmo motivo a 

possibilidade de atraso de diagnóstico e de tratamento adequados, maior. Outra maneira de 

melhorar a abordagem diagnóstica para LV seria por meio do desenvolvimento de modelos 

preditivos, utilizando um sistema de pontuação, que associasse características clínicas, 

epidemiológicas e resultados de testes laboratoriais.  

 

3.3 Modelos de predição 

 

Modelos de predição têm sido desenvolvidos para auxiliar profissionais de saúde a 

melhorar a avaliação do risco individual de doenças ou predizer resultados. Para isto, utiliza-
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se um conjunto de dados de um grupo de pacientes com desfecho conhecido, para construir 

modelos que possam ser utilizados para predizer o desfecho de novos pacientes. 

Martins (1988) ressalta que em muitas situações práticas o pesquisador vê-se 

envolvido com a necessidade de construir um modelo matemático. Este pode ser definido 

como uma abstração de um sistema real, que possa ser utilizado com propósitos de predição, 

com dois atributos conflitantes, a realidade e a simplicidade. Modelos preditivos podem ser 

desenvolvidos utilizando diferentes técnicas, tais como a regressão logística e a árvore de 

decisão.  

A análise de regressão logística tem por objetivo relacionar, através de um modelo, a 

variável resposta categórica (desfecho), geralmente dicotômica, com as variáveis explicativas, 

categóricas ou contínuas, que hipoteticamente influenciam a ocorrência do desfecho em questão. 

Assim, no modelo logístico usa-se valores de uma série de variáveis independentes para 

predizer a ocorrrência de um desfecho, por exemplo, doença (Hosmer & Lemeshow, 1989). A 

medida de associação estimada à partir da regressão logística é a odds ratio (Agresti, 1990; 

Kleinbaun, 1994).  

Em comparação com as técnicas conhecidas em regressão, em especial a regressão 

linear, a regressão logística distingue-se essencialmente pelo fato de a variável resposta ser 

categórica (Agresti, 1990; Kleinbaun, 1994). A regressão logística é uma técnica paramétrica 

que impõe uma estrutura rígida para as relações entre as variáveis explicativas e o desfecho, 

por exemplo, assume-se que variáveis explicativas contínuas relacionam-se linearmente com 

logarítmo da chance de ocorrência do desfecho (Abreu et al., 2009).   

Uma alternativa menos rígida para fins de desenvolvimento de modelos de predição 

sãos as árvores de classificação e regressão (CART). O algoritmo CART foi proposto por 

Breiman et al. (1984) e consiste em uma técnica não-paramétrica que induz tanto árvores de 

classificação (quando a variável resposta assume valores categóricos), quanto árvores de 

regressão (quando a variável resposta assume valores contínuos). No caso das árvores de 

classificação, o método avalia, assim como a regressão logística, relações entre variáveis 

independentes e uma variável resposta binária (Rodrigues, 2004).  

O objetivo dos modelos CART é subdividir o conjunto de dados em grupos mais 

homogêneos em relação à probabilidade do desfecho que está sendo avaliado. Em geral, cada 

posição da árvore é chamada de nó, sendo o primeiro nó da árvore, que equivale ao conjunto 

de dados completo, conhecido como nó raiz. Os nós gerados pela divisão de um nó pai já 

existente recebem o nome de nós filhos ou descendentes. Quando o conjunto de dados contido 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Regress%C3%A3o_linear
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regress%C3%A3o_linear
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em um determinado nó não é dividido entre dois nós descendentes, o nó é declarado terminal, 

também conhecido como nó folha (Santos, 2003). 

CART realiza uma partição recursiva binária a partir do nó raiz. O processo é binário 

porque os nós pais são sempre divididos exatamente em dois nós filhos e recursivamente 

porque o processo pode ser repetido tratando cada nó filho como um nó pai. O modelo é 

ajustado mediante sucessivas divisões binárias para tornar os subconjuntos cada vez mais 

homogêneos (Santos, 2003). Os critérios de seleção para a melhor divisão são baseados em 

diferentes medidas, sendo que a maior parte dos algoritmos de indução busca dividir os dados 

de um nó pai de forma a minimizar o grau de impureza dos nós filhos (Rodrigues, 2004).  

Para medir a impureza de determinado nó duas medidas são frequentemente usadas em 

CART, o índice de Gini e a função deviance. Com base nestas medidas o algoritmo realiza 

uma pesquisa para todas as variáveis selecionando a variável que promove a melhor divisão 

em termos de gerar grupos mais homogêneos em relação à probabilidade do desfecho.  

Árvores de maior tamanho tendem a possuir menor deviance, porém são 

excessivamente baseadas nos dados acarretando um problema conhecido como sobreajuste, 

que demonstra um aprendizado muito específico da amostra em treinamento, não permitindo 

que o modelo seja generalizado para novas amostras. Neste caso, o modelo obtém um 

desempenho quase perfeito nos dados usados para estimação, mas um desempenho pobre para 

novos dados (Rodrigues, 2004). 

Para reduzir o tamanho destas árvores são utilizados métodos de poda (“pruning”), 

cujo objetivo é encontrar um equilíbrio entre grau de homogeneidade alcançado em uma 

amostra específica e taxa de classificação correta do modelo quando aplicado a um novo 

conjunto de dados. Assim, a árvore podada se torna mais simples, facilitando a interpretação 

por parte do usuário. Para cada nó interno da árvore o algoritmo calcula a taxa de erro caso 

um determinado ramo da árvore seja podado. Esse processo se repete progressivamente, 

gerando um conjunto de árvores podadas. Finalmente, para cada árvore gerada é calculada a 

acurácia na classificação de um conjunto de dados (Rodrigues, 2004).  

O desenvolvimento de modelos preditivos pode ajudar na tomada de decisão 

diagnóstica dos pacientes, especialmente em locais onde o acesso aos métodos diagnósticos é 

difícil, sendo uma ferramenta útil e custo-efetiva em serviços de saúde com recursos 

limitados. Neste contexto, emerge a possibilidade de se desenvolver e utilizar modelos 

preditivos clínico-laboratoriais para LV humana. Estes modelos, se desenvolvidos de maneira 

adequada e alimentados com dados que tenham qualidade e que sejam representativos de 

determinada população analisada, podem auxiliar médicos, assim como administradores da 

saúde pública, na abordagem diagnóstica de pacientes suspeitos de terem a doença.   



 49

 3.4 Análise de classes latentes 

 

A ACL consiste em um recurso matemático muito utilizado em ciências sociais e mais 

recentemente incorporado na área de saúde. Esta análise tem sido indicada em estudos de 

avaliação de testes diagnósticos como uma alternativa à AVC, que utiliza métodos referência 

(Rindskopf & Rindskopf, 1986; Hadgu & Qu, 1998). 

A ACL utiliza o método de máxima verossimilhança (maximum-likelihood method) 

para modelar associações entre variáveis observadas, que imperfeitamente medem uma 

variável não observada (latente). Para a aplicação da ACL básica a premissa de independência 

condicional entre os testes diagnósticos avaliados deve ser cumprida (Hui & Walter, 1980). 

Toft et al. (2001) definem que independência condicional entre dois testes significa que o 

resultado de um teste não é afetado pelo resultado de outro. 

Quando um teste diagnóstico é validado em uma população, o status de doença pode 

ser considerado como uma variável latente com duas classes: doença e não doença. ACL 

estima a sensibilidade e a especificidade de todos os testes diagnósticos sem a necessidade de 

comparação com um método referência. Em outras palavras, o que o método irá extrair é a 

probabilidade de pertencimento àquela classe (Hui & Walter, 1980).  

O modelo de ACL foi empregado pela primeira vez no diagnóstico da LV humana em 

um estudo realizado no Sudão por Boelaert et al. (1999a). Neste trabalho, o DAT, a RIFI e o 

exame parasitológico (aspirado de medula ou linfonodos) foram validados, utilizando a AVC 

e a ACL, sendo que, o desempenho dos métodos por ambos os modelos foi semelhante. Os 

autores concluíram que a modelagem por ACL é uma ferramenta útil, dando estimativas 

consistentes das características dos métodos diagnósticos. Em outro estudo realizado na 

mesma localidade, Boelaert et al. (2004) compararam a validade da pancitopenia, da RIFI, do 

DAT e de um teste rápido (Kala-Azar Detect®) para LV utilizando a AVC e a ACL. Diante 

dos resultados, os autores ressaltaram que o DAT ou o teste rápido avaliado poderiam 

substituir o exame parasitológico em serviços periféricos do Nepal.  

Em um estudo multicêntrico realizado na África e subcontinente Indiano, o DAT, um 

teste rápido (Kala-Azar Detect®) e o teste para antígeno de látex em urina foram avaliados 

utilizando a ACL. Os autores recomendaram a utilização do DAT e do teste rápido para o 

diagnóstico da LV e concluíram que o modelo de ACL é adequado para estudos de validação 

de métodos diagnósticos (Boelaert et al., 2008).  

Canavate et al. (2011) avaliaram o desempenho da RIFI, do DAT e dos testes rápidos 

Kala-Azar Detect® e IT-LEISH® através da ACL. No estudo a RIFI, o DAT, o Kala-Azar 

Detect® e o IT-LEISH® apresentaram sensibilidades e especificidades de: 96 e 89,6%; 88,8 e 
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97,4%; 90,5 e 90,7% e 89 e 91%, respectivamente. Os autores ressaltaram que um dos 

motivos que os fizeram utilizar a ACL foi que somente 35 pacientes dos 246 avaliados tinham 

sido submetidos ao exame parasitológico e/ou a reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Atualmente a ACL com independência condicional poder ser realizada facilmente e 

rapidamente, entretanto, a análise é pouco difundida.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Artigo 1 - Multi-centric prospective evaluation of rk39 rapid test and direct 

agglutination test for the diagnosis of visceral leishmaniasis in Brazil.  
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4.2 Artigo 2 - Predictive models for the diagnostic of human visceral leishmaniasis in 

Brazil.  

* Em anexo (anexo 3 e 4), duas tabelas que complementam o resultado dos modelos 

preditivos gerados por CART apresentados no artigo. 
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4.3 Artigo 3 Latent class analysis of diagnostic tests for visceral leishmaniasis in 

Brazil 
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Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Belo Horizonte, Minas Gerais; 2- Departamento de 

Epidemiologia, Instituto de Medicina Social, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
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Ana Rabello (corresponding author). Avenida Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, 

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, CEP 30190-002. Telefone: (31) 33497708, email: 

ana@cpqrr.fiocruz.br. 

 

SUMMARY 

Objective To estimate the sensitivities and specificities of different diagnostic tests for 

visceral leishmaniasis (VL) using latent class analysis (LCA). Methods This study was 

performed using data from a prospective study conducted in four Brazilian states from 

May 2004 to May 2007. Five diagnostic tests for VL: microscopy, indirect fluorescence 

antibody test (IFAT), enzyme-linked immunosorbent assay using recombinant K39 

antigen (rK39-ELISA), direct agglutination test (DAT), and the rK39 rapid test, were 

evaluated in 285 VL cases and 119 non-cases. Results The microscopy showed 

sensitivity of 77.0% (CI: 71.5-81.5) and specificity of 99.0% (CI: 94.0-99.7). The IFAT 

and the DAT showed similar sensitivities, 88.3% (CI: 84.0-92.0) and 88.5% (CI: 84.1-

92.0), respectively, but the DAT had a higher specificity (95.4%, CI: 89.2-98.1) than 

did the IFAT (83.0%, CI: 75.0-88.2). The rK39-ELISA and the rK39 rapid test showed 

sensitivities of 99.0% (CI: 96.3-99.6) and 94.0% (CI: 90.1-96.3), and specificities of 

82.5% (CI: 75.0-88.3) and 100% (CI: 97.0-100.0%), respectively. Conclusions 

Considering the lack of an adequate reference standard, LCA proved to be a useful tool 

in validating diagnostic methods for VL. The DAT and the rK39 rapid test showed 

better performance. Thus, clinically suspected of VL in a Brazilian endemic area should 

be treated based on the positivity of one of these tests.  

KEY WORDS: Visceral leishmaniasis, diagnosis and latent class analysis 
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1. INTRODUCTION 

 

The validation of diagnostic methods for visceral leishmaniasis (VL) should be 

carefully performed, because a naïve evaluation may generate biased conclusions, 

particularly due to the lack of an appropriate reference standard. New tests are usually 

compared with existing imperfect ones, and their accuracy might seriously be 

underestimated or overestimated using such approach (Thibodeau 1981; Valenstein 

1990). Current recommendations for a definitive diagnosis of VL rely on parasitological 

confirmation by means of invasive procedures, requiring infrastructure and professional 

expertise. Unfortunately, the sensitivity of bone marrow and lymph node aspirates is 

suboptimal, ranging from 53% to 86% (World Health Organization 2010). 

 

Flawed estimates of test accuracy properties have a serious potential impact from the 

clinical point of view. False positive results may lead to overtreatment, augmented 

financial cost, unnecessary exposure of individuals to the side effects of drugs and delay 

of treatment of other serious conditions. On the other hand, a false negative result may 

extend suffering, delay appropriate treatment and aggravate prognosis. An alternative to 

the classical validation approach using parasitological diagnostic methods as the 

reference standard is the latent class analysis (LCA) (Hui & Walter 1980; Rindskopf & 

Rindskopf 1986).  

 

LCA is based on the concept that the observed results of different imperfect tests for the 

same disease are influenced by a latent common variable, the true disease status, which 

cannot be directly measured. In basic LCA models, the observed variables are assumed 

to be conditionally independent. In a group of patients with unknown disease status, for 

whom results from several diagnostic tests are available, LCA will model the 

probability of each combination of test results on the latent class, and will provide an 

estimate of sensitivity and specificity for each of the diagnostic tests evaluated (Hui & 

Walter 1980; Rindskopf & Rindskopf 1986).  

 

Several studies have used LCA for the evaluation of diagnostic tests, such as Langhi 

Junior et al. (2002) and Andrade and Gontijo (2008) for Chagas’ disease, Girardi et al. 

(2009) for tuberculosis, and Koukonari et al. (2009) for schistosomiasis. Boelaert et al. 
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(1999, 2004, and 2008), using LCA for the diagnosis of human VL, concluded that the 

model is a useful tool and provides more realistic estimates of the performance of 

diagnostic tests compared with the classical validation approach. However, these studies 

were developed in East Africa and in the Indian subcontinent where VL is caused by a 

different parasite species and presents different epidemiological features. Therefore, the 

purpose of this study was to apply LCA to estimate the sensitivity and specificity of five 

diagnostic tests for VL caused by Leishmania (Leishmania) chagasi (syn. Leishmania 

infantum) in Brazil.  

 

2. METHODS 

 

The analysis was performed using data from a prospective multicentric study conducted 

in four Brazilian states (Maranhão, Piauí, Bahia, and Minas Gerais) between May 2004 

and May 2007 (Machado de Assis et al. 2008; Machado de Assis et al. 2011).  

 

The following diagnostic tests were evaluated: (1) microscopy (bone marrow smears 

were stained with Giemsa and evaluated under a 1000× oil immersion lens on an optic 

microscope); (2) indirect fluorescence antibody test (IFAT), performed with a 

commercial kit (Biomanguinhos, Rio de Janeiro, Brazil); (3) enzyme-linked 

immunosorbent assay using K39 antigen (rK39-ELISA), performed according to 

Machado de Assis et al. (2008); (4) direct agglutination test (DAT), performed as in 

Pedras et al. (2008); and (5) the rapid test (IT-LEISH® Diamed Latino-America S. A. - 

Cressier sur Morat, Switzerland) performed according to Machado de Assis et al. 

(2011). The Research Ethics Committee of the Centro de Pesquisas René Rachou, 

Fundação Oswaldo Cruz (CPqRR-FIOCRUZ) approved the study (CEPSH/CPqRRnº: 

13/2003).  

 

Data analysis. A database containing the epidemiological and clinical characteristics of 

all patients and the results of the laboratory tests was constructed using SPSS 12.0 

software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Five variables were included in the LCA, the 

results of microscopy, IFAT, rK39-ELISA, DAT, and rapid test. LCA was performed 

using TAGS software implemented in R version 2.2 (R Development Core Team and R 

Foundation for Statistical Computing, 2005). In the present study, we implemented the 

basic latent class model, using the assumption of conditional independence given the 
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latent class. In basic LCA, there are no associations between the observed variables 

within each category of the latent variable. The latent variable is the true status on the 

disease and the hypothesis is that there are two latent classes (presence or absence of 

VL). The fit of LCA model for the assumption of conditional independence was 

performed through the Goodness-of-fit test followed by evaluation of residual 

correlations between tests, that showed randomly distributed around 0.  

 

The serial reading was determined using the following formulas: Sensivity OR rule = se 

A + (1 - se A) × se B and Specificity OR rule = sp A × sp B. The serial reading using 

OR rule considers that if the first test is positive, the diagnosis is positive; otherwise, the 

second test is performed. If the second test is positive after a negative first test, then the 

diagnosis also is positive; otherwise, the diagnosis is negative.  

 

3. RESULTS 

 

A total of 404 patients with clinical suspicion for VL as defined by fever, accompanied 

by splenomegaly, hepatomegaly, anemia, leucopenia, or thrombocytopenia, were 

enrolled in the study. Of these patients, 285 had a firm diagnosis of VL; the diagnosis 

was reached by parasitological methods in 213 patients and a positive serological test 

and adequate response to treatment in 72 patients. The other 119 patients had a negative 

parasitological examination and confirmation of disease from another etiology. The 

non-cases were diagnosed with various diseases, such as leukemia, liver disease, 

schistosomiasis, ascariasis, liver fibrosis, lymphoma, rheumatoid arthritis, malaria, 

mononucleosis, typhoid fever, marrow aplasia, liver cirrhosis, meningitis, lupus 

erythematosus, encephalitis, tuberculosis, among others. The median age of the patients 

was 13 years (range: 1 month to 76.8 years, standard deviation: 17 years), and 58% 

were male. The median time for symptoms of the patients was 56 days (range: 3 to 720 

days, standard deviation: 86 days).  

 

The disease prevalence estimated by LCA was 67%. The parasitological test showed 

sensitivity of 77.0% (CI: 71.5-81.5) and specificity of 99.0% (CI: 94.0-99.7). The IFAT 

and the DAT showed sensitivities of 88.3% (CI: 84.0-92.0) and 88.5% (CI: 84.1-92.0), 

respectively, but the specificity of the DAT was higher than the observed for IFAT 

(95.4%, CI: 89.2-98.1 vs 83.0%, CI: 75.0-88.2). 
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The rK39-ELISA and the rK39 rapid test showed sensitivities of 99.0% (CI: 96.3-99.6) 

and 94.0% (CI: 90.1-96.3) and specificities of 82.5% (CI: 75.0-88.3) and 100% (CI: 

97.0-100.0%), respectively (Table 1). Table 2 shows the frequencies of diagnostic test 

patterns. The difference of sensitivity of rapid test and all others tests evaluated, DAT vs 

rK39-ELISA, DAT vs microscopy, rK39-ELISA vs IFAT, rK39-ELISA vs microscopy, 

microscopy vs IFAT and the difference of specificity of rapid test vs rK39-ELISA, rapid 

test vs IFAT, DAT vs rK39-ELISA, DAT vs IFAT, rK39-ELISA vs microscopy, 

microscopy vs IFAT were significant (p≤0.05). DAT vs IFAT showed sensitivity similar 

(p>0.05) and rapid test vs DAT, rapid test vs microscopy, DAT vs microscopy and 

rK39-ELISA vs IFAT showed specificity similar (p>0.05). 

 

In the serial reading of diagnostic tests evaluated sensitivities equal or above 99.0% 

were reached. However, specificities equal or above 95% were obtained only by rapid 

test vs DAT and rapid test vs microscopy (Table 3).   

 

4. DISCUSSION 

 

The diagnosis of VL is not a simple task, as it shares clinical features with other 

diseases; therefore, accurate laboratory diagnostic tests are essential. The current 

reference test for disease diagnosis is the microscopic demonstration of Leishmania in 

spleen, bone marrow, lymph nodes, or liver aspirates, but both the aspiration procedure 

and the reading of slides require a high level of expertise that makes them unsuitable for 

generalized field use. Diagnostic research in VL has been damaged by the lack of a 

perfect reference standard. The parasitological test is highly specific, but its sensitivity 

is influenced by the tissue sample, time, and quality of the reading.  

 

Because of the limitations of direct methods, several immunological tests have been 

evaluated. IFAT is the test utilized by the Brazilian Leishmaniasis Control Program, 

with sensitivity and specificity values of 88% to 92% and 81% to 92%, respectively 

(Ministério da Saúde, 2006). ELISA using rK39 antigen is considered a valuable tool 

and has estimates of sensitivity of 95% to 97% and specificity of 84% to 97% (Machado 

de Assis et al. 2008; Pedras et al. 2008). DAT is simple to perform, with sensitivity 
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estimates of 95% to 99%, and specificity of 88% to 98% (Sundar et al. 2007; Pedras et 

al. 2008; Oliveira et al. 2009; Machado de Assis et al. 2011). Rapid tests are also 

simple to perform, do not require laboratory structure, and have estimates of sensitivity 

and specificity varying from 67% to 100% and from 59% to 100%, respectively (Sundar 

et al. 1998; Zijlstra et al. 2001; Veeken et al. 2003; Carvalho et al. 2003; Machado de 

Assis et al. 2008). 

 

Sheps and Schechter (1984) report that, in practice, very few real reference standards 

are available, and one-third of medical articles dealing with diagnostic test evaluation 

used no well-defined reference standard and Guyatt et al. (1986) report that most new 

diagnostic technologies have not been assessed adequately to determine if their 

application improves public health. Therefore, research on this issue needs a better and 

more standardized validation methodology and LCA has been suggested as a potential 

solution to the problem of imperfect reference standards (Hadgu & Qu 1998), although 

softwares for this purpose are not widely available (Pouilot et al. 2002). 

 

The design of validation studies based on LCA is not necessarily much more expensive 

than the classical alternative, since a minimum of three tests and roughly 100 

observations are required for a model of conditional independence (Boelaert et al. 

1999). One nice feature is that LCA based on serological tests might provide good 

estimates of the sensitivity and specificity of tests, avoiding the discomfort of the bone 

marrow aspiration required to perform the parasitological test. Reviews of publications 

on diagnostics have shown that although the quality of diagnostic trials is improving, 

many are still lacking in rigor. Some common design problems are evaluation in an 

inappropriate study group or in an inappropriate setting, small sample size, and lack of 

an adequate standard test (Ransohoff & Feinstein 1978; Reid et al. 1995; Peeling et al. 

2006).  

 

In this study, LCA estimated sensitivity of 77% and specificity of 99% for the bone 

marrow aspirate. These results corroborate the data reported by Boelaert et al. (2004), 

where LCA estimated a sensitivity of 78.1% and a specificity of 94.8%. This 

strengthens the view that bone marrow aspirate cannot be considered a reference 

standard for the validation of diagnostic tests for VL and that complementary 

approaches such as LCA might be useful for studies of validation. Boelaert et al. (2007) 
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recommends that in cases where spleen aspiration cannot be used, researchers can opt to 

use either a composite reference standard or LCA. Spleen aspirate is not recommended 

by the Brazilian Leishmaniasis Control Program due to the high risk of severe accidents 

related to this procedure. 

 

LCA estimated a sensitivity of 88.3% and a specificity of 83.0% for the IFAT. These 

findings contrast with those reported by Boelaert et al. (2004), analyzing patients from 

Nepal where LCA estimated a sensitivity of 30.0% and a specificity of 98.3%; however, 

the findings corroborate the data presented by Machado de Assis et al. (2008), and 

Pedras et al. (2008), which reported sensitivities ranging from 88% to 92% and 

specificities ranging from 81% to 88% using classical validation approaches.   

 

LCA estimated sensitivity of 99.0% and specificity of 82.5% for the rK39-ELISA. This 

is the first time that the performance of ELISA for VL has been assessed using LCA. 

The data presented here support those by Machado de Assis et al. (2008) and Pedras et 

al. (2008), which reported sensitivities ranging from 95% to 97% and specificities 

ranging from 84% to 97% for rK39 antigen, using classical validation. 

  

In this study the DAT showed sensitivity of 88.5% and specificity of 95.4%. The results 

of the sensitivity of DAT using LCA agree with those presented by Boelaert et al. 

(2008) for the Sudan (85.7%), however, disagree those presented by Boelaert et al. 

(2004 and 2008 for the Ethiopia, Kenya, India and Nepal) (range: 94 to 98.8%). The 

results of the specificity of DAT agree with those observed by Boelaert et al. (2004 and 

2008 for the Ethiopia, Sudan, India and Nepal) (range: 91 to 98.2%), but disagree those 

reported by Boelaert et al. (2008 for the Kenya) (81.9). 

 

The results of the sensitivity of the rK39 rapid test in this study (94.0%) are in 

agreement with those reported by Boelaert et al. (2004 and 2008 for the India and 

Nepal), (range: 90.1 to 99.6%), however, disagree those presented by Boelaert et al. 

(2008 for the Ethiopia, Kenya and Sudan) (range: 75.4 to 84.7%). The results of the 

specificity of the rK39 rapid test in this study (100%) disagree those presented by 

Boelaert et al. (2004 and 2008) (range: 70 to 93%). Discrepancies between our findings 

and those of other investigators might be explained by possible differences in the test 
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accuracy between subspecies of the L. donovani complex, by genetic differences in 

patients, by methodological differences between studies and the use of different brands 

of rapid tests and standardization of DAT. 

 

One way to improve the performance of diagnostic tests is to use serial reading. 

Usually, in the serial approach a simpler and cheaper test is carried out first. Taking into 

account the performance of the tests evaluated, we recommend that the first test to be 

performed is a rapid test, which provides results within 20 minutes, followed, if 

necessary, by DAT, which is a non-invasive test and requires minimal structure. In 

Brazil, the Ministry of Health has recently purchased rapid tests, and hopefully these 

will be increasingly available for the diagnosis of patients in health services. Studies on 

the cost effectiveness of such approaches should be conducted to analyze the feasibility 

of associations between diagnostics tests studied.  

 

In conclusion, as described in other studies in East Africa and in the Indian 

subcontinent, LCA proved to be a useful tool for the validation of diagnostic methods 

for human VL caused by L. infantum. In the absence of an adequate reference standard, 

LCA gave consistent estimates of test characteristics. The DAT and the rK39 rapid test 

showed better performance and should be considered as strong tools to be used under 

supervised conditions by the Public Health System in Brazil.  
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Table 1. Values of sensitivity and specificity of diagnostic methods for visceral 

leishmaniasis as estimated by basic latent class analysis 

 

 Microscopy IFAT rK39-ELISA DAT rK39 Rapid test 

Se1 (%) 

(95% CI) 

77.0  

(71.5-81.5) 

88.3 

(84.0-92.0) 

99.0 

(96.3-99.6) 

88.5 

(84.1-92.0) 

94.0 

(90.1-96.3) 

Sp2 (%) 

(95% CI) 

99.0 

(94.0-99.7) 

83.0 

(75.0-88.2) 

82.5 

(75.0-88.3) 

95.4 

(89.2-98.1) 

100 

(97.0-100.0%) 

1 Sensitivity; 2 Specificity 

 

Significant differences (p≤0.05): sensitivity of rapid test vs all others tests evaluated, 

DAT vs rK39-ELISA, DAT vs microscopy, rK39-ELISA vs IFAT, rK39-ELISA vs 

microscopy, microscopy vs IFAT and specificity of rapid test vs rK39-ELISA, rapid test 

vs IFAT, DAT vs rK39-ELISA, DAT vs IFAT, rK39-ELISA vs microscopy, microscopy 

vs IFAT.   

No significant differences (p>0.05): sensitivity of DAT vs IFAT and specificity of rapid 

test vs DAT, rapid test vs microscopy, DAT vs microscopy and rK39-ELISA vs IFAT.
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Table 2. Observed frequencies of tests patterns as estimated by latent class analysis 

model 

 

Rapid test IFAT Microscopy rK39-ELISA DAT Observed 

frequency 

0 0 0 0 0 87 

0 0 0 0 1 1 

0 0 0 1 0 15 

0 0 0 1 1 3 

0 0 1 0 0 1 

0 0 1 0 1 1 

0 1 0 0 0 15 

0 1 0 0 1 2 

0 1 0 1 0 6 

0 1 0 1 1 3 

0 1 1 1 1 11 

0 1 1 1 0 1 

1 0 0 1 1 7 

1 0 1 0 0 1 

1 0 1 1 0 3 

1 0 1 1 1 20 

1 1 0 1 0 11 

1 1 0 1 1 41 

1 1 1 0 1 2 

1 1 1 1 0 15 

1 1 1 1 1 158 
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Table 3. Values of sensitivity and specificity of diagnostic methods using serial reading 

 

Test combination Serial reading 

Sensitivity (%) Specificity (%) 

Rapid test/ IFAT (95% CI) 99.3 (97.5-99.9) 83.0 (74.3-88.7) 

Rapid test/ DAT (95% CI) 99.3 (97.5-99.9) 95.4 (89.3-98.1) 

Rapid test/K39-ELISA (95% CI) 99.9 (98.1-100.0) 82.5 (74.3-88.7) 

Rapid test/ Microscopy (95% CI) 99.0 (96.9-99.8) 99.0 (95.4-99.9) 
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5 CONCLUSÕES E RECOMENDAÇÕES  

 

O DAT e o teste rápido IT-LEISH® apresentaram desempenho satisfatório e 

devem ser utilizados para o diagnóstico de pacientes com suspeita de LV no Brasil; 

Os modelos preditivos desenvolvidos e validados para o diagnóstico da LV, 

utilizando RLM e CART, apresentaram habilidade discriminatória equivalente;  

Os modelos preditivos gerados tanto por RLM quanto por CART associados ao 

teste rápido foram os que apresentaram melhor desempenho; 

Os modelos preditivos desenvolvidos representam uma abordagem simples e 

poderiam ser utilizados no diagnóstico da LV no Brasil; 

O DAT e o teste rápido IT-LEISH® apresentaram melhor desempenho pela ACL 

em relação à RIFI e ao ELISA rK39; 

A ACL mostrou-se uma ferramenta útil em estudos de validação de testes 

diagnósticos utilizados no Brasil e quando possível deve ser utilizada. 

 

 



 81

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A disponibilização de testes rápidos para o diagnóstico da LV no Brasil 

representa um avanço na abordagem do paciente, entretanto, é possível que o teste 

rápido que trará maior impacto será aquele a ser feito em sangue capilar digital. Os kits 

que permitem uso de sangue capilar (em beira de leito) oferecem maior possibilidade de 

acesso para diagnóstico em atenção primária, desde que haja qualificação.  

O uso de um teste rápido que utiliza soro, apesar de interessante, continua a 

retardar o diagnóstico do paciente. O tempo relatado entre a coleta e o envio do soro 

para realização do Kala-Azar detect® nos laboratórios de referência durante o ano de 

2010 variou de 1 a 49 dias, com média de quatro dias e o tempo de realização deste teste 

rápido e liberação do resultado pelo laboratório de referência variou de 1 a 98 dias, com 

média de 7 dias (Mauro Arruda, apresentação em mesa redonda, Reunião de Pesquisa 

Aplicada em Leishmanioses, Uberaba 2010).  

Considerando que há um DAT padronizado com sucesso no Brasil e que o 

mesmo apresenta superioridade operacional e de desempenho quando comparado à 

RIFI, a produção nacional do teste, visando à substituição da RIFI nos serviços de saúde 

deve ser incentivada. Os benefícios da produção nacional do DAT vão além do alto 

desempenho observado pelo teste, estão relacionados à autonomia nacional em produzir 

o teste com independência e baixo custo. A implantação do DAT poderá representar um 

avanço no diagnóstico de pacientes com LV, uma vez que pode aumentar o acesso ao 

diagnóstico nos municípios.  

Outra preocupação está relacionada à implantação monitorada do teste rápido, 

sendo necessária a definição de algoritmos, fluxos e capacitação do profissional para 

tomada de decisão. Uma questão que deve ser assegurada pelo Ministério da Saúde é a 

produção constante dos testes rápidos. É necessário o incentivo ao desenvolvimento de 

testes rápidos em produção nacional. Como deve se dar para todo novo método 

laboratorial, a implantação do DAT e do teste rápido deve ser planejada e progressiva, 

com treinamento, avaliação e monitoramento. 

O uso de modelos preditivos para a doença representa uma tentativa de melhorar 

a abordagem diagnóstica do paciente. Estes modelos têm sido desenvolvidos para um 

grande número de doenças, tais como: doença meningocócica (Barquet et al., 1997 e 

Werneck et al., 1999), tuberculose (Mello et al., 2006) e pneumonia (Santos et al., 
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2007). Costa (2009) no Piauí desenvolveu modelos preditivos de prognóstico, baseado 

em um sistema de escores, para avaliar o risco de morte em 825 pacientes com LV. No 

estudo, a autora relatou que o sistema de escores clínico e laboratorial poderia ser útil na 

definição precoce de estratégias clínicas. Recentemente, a Ministério da Saúde 

recomendou a utilização de dois modelos preditivos desenvolvidos por Costa (2009) 

(Ministério da Saúde, 2011).  

Assim como os modelos preditivos gerados por Costa (2009), os modelos 

preditivos gerados neste trabalho poderiam ser implantados em serviços de saúde para o 

qual foram validados. Entretanto, o uso destes modelos deve ser acompanhado de 

capacitação e treinamento daqueles que os irão utilizar.  

A ACL representa uma abordagem interessante e útil para estudos de validação 

de testes diagnósticos, entretanto, a análise é complexa e pouco difundida.  

As abordagens diagnósticas avaliadas constituem instrumentos de enfrentamento 

da LV. Com a introdução do DAT em laboratórios municipais, a adequada utilização de 

teste rápido em beira de leito nos serviços de atenção primária qualificados, com a 

utilização de modelos de predição em serviços e principalmente, com a intensiva 

capacitação dos profissionais para a adequada suspeição clínica, o Ministério da Saúde 

pode reduzir a elevada taxa de letalidade por LV no país.  

Estabelecer a efetividade das melhores abordagens diagnósticas disponíveis para 

LV deve ser apenas um dos componentes do processo decisório do sistema de saúde, 

pois à medida que a demanda pelo sistema público tem aumentado e os recursos se 

tornado mais escassos, os gestores têm sido forçados a reexaminar os benefícios e 

custos das tecnologias.  

Enquanto houver limitações relacionadas ao diagnóstico da LV, novas pesquisas 

serão necessárias. São focos destas pesquisas a busca e a avaliação de novos antígenos, 

a padronização de novos testes diagnósticos; a validação dos testes diagnósticos 

padronizados em diferentes grupos, especialmente aqueles portadores do HIV; o 

estabelecimento e a avaliação de algoritmos e a realização de análises de custo-

efetividade das tecnologias disponíveis.  
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7. ANEXOS 

 

Anexo 1: Ficha Clínica 
 

1) Dados de Identificação do paciente 

 

        Código do paciente neste estudo 

Data de atendimento do paciente:  _____/_____/_____ 

Nome do Paciente: ___________________________________________________________  

Nome do responsável: ________________________________________________________ 

Serviço: ____________________________________________________________________ 

Número do Prontuário:_________________________________________________________ 

2) Dados sócio-demográficos 

 Sexo: Masc □ Fem □ 

 Data de nascimento: 

 (dia/mês/ano) 

 

_____/_____/_____ 

 

Idade : ___________ (Para menores de um ano expressar 
a idade em meses) 

Grau de instrução: Sem instrução □, Fundamental □, Médio □, Superior □, Não se aplica□. 

 

Ocupação: _____________________________ 
  

Endereço: Rua_____________________________________ Telefone:___________________ 

N0 _______________                        Bairro: _________________________________________  

Município: _______________________________ Estado ______________________________ 

CEP: 
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3) Dados Clínicos: 
 

Sintomas/Sinais 

 

Início dos sintomas a : ____ meses,  ____ dias.     

 
 Sim Não Dado não 

disponível 
Tempo do sintomas: Observações 

Febre      

Emagrecimento      

Palidez      

Tosse      

Diarréia      

Dor abdominal      

Icterícia      

Sangramento      

Outros 

 

     

Detalhar história de outras infecções: Doença de Chagas, tuberculose, leishmaniose tegumentar, malária, 
hanseníase, outras.  

 
Exame clínico 

 
   Sim  Não Observações/ detalhamento 

Febre   Temperatura axilar:  

Palidez    

Edema    

Sangramentos    

Baço:   Medida em centímetros: 

Fígado:   Medida em centímetros: 

Outros:    

    

Diagnóstico Laboratorial 

Hemograma Resultado Observação 
Data:     
Hemácias (cels/mm3)     
Hemoglobina (g/dL)     
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Hematócrito (%)     
      

Leucócitos (cels/mm3)     
Bastonetes (%)     
Neutrófilos (%)     
Linfócitos (%)     
Monócitos (%)     
Basófilos (%)     
Eosinófilos (%)     
      
Plaquetas (cels/mm3)     
      
Proteínas Totais (g/dL)     
Albumina (g/dL)     
Globulina (g/dL)     

Diagnóstico específico leishmaniose 

  
Resultado 

 

 
Observação 

Medula Óssea  

Data: ____/_____/______ 

 

Positivo 

 

 

Negativo 

 

Pesquisa de amastigotas em 
esfregaço corado 

   

Pesquisa de promastigotas em 
cultivo 

   

 
  

Resultado 
 

 
Observação 

Data: ____/_____/______ 

  RIFI 

Outro: _______________ 

 

Positivo 

 

Negativo 

 

Data: ____/_____/______ 

ELISA L. chagasi 

Outro: _______________ 

 

Positivo 

 

Negativo 

 

Data: ____/_____/______ 

ELISA rK39 

Outro: _______________ 

 

Positivo 

 

 

Negativo 

 

IT-LEISH® (data da realização): _____/_____/______ 

Positivo  □   Negativo  □ 
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Conclusão Diagnóstica do Paciente (resumo clínico) 
 

 
 
 
 
 

Exames laboratoriais/propedêutica que possibilitam a conclusão de outra etiologia que não 
leishmaniose visceral: 

 
 
 
 
 
 

Houve indicação de testar HIV? SIM  □   NÃO  □ 

Se sim: indique: 

Data do exame Método (s) Resultado 
 

 

  

Amostras de soros estocadas: SIM  □ NÃO  □ 

Tipo de material: Soro □, Sangue total □ 

 

Em caso de abandono ou do paciente não completar o estudo, indique data e razões e descreva as etapas 
que não foram cumpridas:   

 

Grupo de alocação final do paciente:        Caso  □    Não-caso  □ 
 

 

Nome do responsável pelo preenchimento da Ficha Clínica 

___________________________________________________ 

Local/Data/Assinatura 
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Anexo 2: Termo de Consentimento livre e esclarecido 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO NO 

PROJETO: Validação do teste imunocromatográfico rápido IT-LEISH® no 

diagnóstico da leishmaniose visceral humana 

 

INFORMAÇÕES AO VOLUNTÁRIO 

Você, ___________________________________________________, está sendo 

convidado a participar como voluntário de uma pesquisa e para isto, sendo esclarecido 

sobre o significado do trabalho e os procedimentos que serão realizados durante sua 

participação. 

 

PESQUISADORA RESPONSÁVEL 

Dra. Ana Rabello. Médica, Doutora em Medicina Tropical, Coordenadora do Centro de 

Referência em Leishmaniose, Chefe do Laboratório de Pesquisas Clínicas - Centro de 

Pesquisas René Rachou - CPqRR, FIOCRUZ 

 

INFORMAÇÕES GERAIS 

A leishmaniose visceral ou calazar é uma doença causada por um microorganismo 

chamado Leishmania que infecta o ser humano pela picada de um inseto chamado 

flebótomo (mosquito palha). A infecção causa febre, emagrecimento, cansaço, aumento 

de fígado e baço e alterações do sangue com anemia, baixa de defesa do organismo e 

possibilidade de sangramentos. Outras doenças podem ter sintomas parecidos e por isto 

os médicos precisam de exames de laboratório para confirmar a leishmaniose, fazer o 

tratamento adequado e curar o paciente. O exame que dá mais certeza do diagnóstico é a 

procura do parasito na medula dos ossos. Uma amostra deste material é aspirada com 

uma agulha e examinada em microscópio. Mas nem sempre é possível encontrar estes 

parasitos e por isto são necessários outros tipos de exames. Existem os exames que são 

feitos com o soro do paciente, para procurar anticorpos, que são substâncias de defesa 

do organismo contra a doença. Há poucos anos, foi desenvolvido um método que 

procura estes anticorpos em sangue da ponta do dedo da mão e dá o resultado em trinta 

minutos, sem precisar levar para o laboratório. Estamos avaliando nesta pesquisa, se um 

destes testes, IT-LEISH®, vai funcionar bem para o diagnóstico da leishmaniose 

visceral.  
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DESCRIÇÃO DA PESQUISA 

OBJETIVO 
Avaliar se o teste IT-LEISH® vai dar resultados positivos nos pacientes com 

leishmaniose visceral e negativo em pacientes que tem doença parecida com 

leishmaniose visceral, mas de outras causas.  

 

DESCRIÇÃO DO ESTUDO 

 Os pacientes que procurarem o Centro de Referência em Leishmanioses para consulta 

ou que tiverem soro ou material de medula óssea enviados para exame neste Centro e 

apresentarem febre há mais de duas semanas e aumento de baço ou fígado ou 

diminuição das células do sangue serão convidados para participar da pesquisa. Para a 

pesquisa, será realizada a punção de medula óssea, a coleta de 15 ml de sangue de veia 

de braço para o exame de sangue (hemograma), a pesquisa de anticorpos em soro e a 

coleta de sangue de ponta de dedo para a pesquisa de anticorpos em sangue. O exame de 

medula óssea e os exames de sangue de veia são parte da rotina do atendimento de 

suspeita de leishmaniose visceral. Apenas o exame de ponta de dedo está sendo 

acrescentado devido à pesquisa. Seu médico indicará outros exames que ele ache 

importante para definir seu diagnóstico. Assim que for definido seu diagnóstico, você 

receberá o tratamento indicado pelo Ministério da Saúde para leishmaniose visceral ou o 

tratamento adequado para a sua doença.  

 

BENEFÍCIOS 

Sua participação neste trabalho não lhe trará benefício direto, além do que já lhe é 

assegurado pelo seu atendimento neste serviço.  

 

RISCOS POTENCIAIS 

Os procedimentos médicos a serem realizados (exame clínico, punção de medula óssea, 

punção venosa para coleta de sangue e punção de ponta de dedo) têm risco mínimo. A 

coleta de sangue pode causar dor local no momento da coleta e durante três ou quatro 

dias após. 
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PERMISSÃO PARA REVISÃO DOS DADOS /CONFIDENCIALIDADE 

Todos os seus registros serão confidenciais, isto quer dizer que todo esforço será feito 

no sentido de resguardar a confidencialidade dos dados fornecidos por você, bem como 

dos resultados de seus exames.  

 

ENTENDIMENTO POR PARTE DOS PARTICIPANTES 

Eu pude fazer perguntas relacionadas com todos os exames e objetivos da pesquisa e os 

pesquisadores estavam aptos a respondê-las. Autorizo, por este documento, a Dra. Ana 

Rabello e sua equipe a me incluir neste projeto. Fui informado e entendi que posso 

retirar meu consentimento e interromper minha participação neste projeto a qualquer 

momento, e que a suspensão de meu consentimento não impedirá que eu continue a 

receber a assistência médica necessária. Posso discutir as questões relacionadas aos 

meus direitos e os problemas relacionados com minha participação neste projeto, 

durante ou depois de sua realização, com Dra. Ana Rabello e/ou sua equipe, pelo 

telefone (031) 3349 7783 ou no CPqRR, situado à Av. Augusto de Lima, nº 1715, Barro 

Preto, Belo Horizonte ou com o Presidente do Comitê de Ética da Pesquisa envolvendo 

Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou, Dr. Álvaro Romanha, no mesmo 

endereço,  

 

CONSENTIMENTO 

Com base no exposto acima, dou meu consentimento para participar voluntariamente 

desta pesquisa. Tenho conhecimento que a minha cooperação com os compromissos 

marcados (consultas, exames) é essencial para o êxito do projeto, e autorizo os 

pesquisadores a me contatarem dentro de 5 dias, conforme as orientações que eu 

forneci, caso não justifique minha ausência a um compromisso marcado. 

______________________   ____________________________ 

Nome do participante    Nome do pesquisador 

_____________________   ____________________________ 

Assinatura do participante                 Assinatura do pesquisador  

_________________________________ 

Assinatura do responsável legal (em caso de menores de 18 anos) 

 

Local:____________________________     Data: ____/____/____ 
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Anexo 3 

 

Tabela 6. Perfis e pontuação relacionados a árvore de classificação apresentada na 

página 5 do artigo Predictive models for the diagnostic of human visceral 

leishmaniasis in Brazil. PLOS Negleted Tropical Diseases, 6; 1-7; 2012. 

 

Perfil Variáveis Ponto(s) 

1 Esplenomegalia e leucopenia – 0 

2 Esplenomegalia –, leucopenia e tosse + 1 

3 Esplenomegalia –, leucopenia +, tosse e emagrecimento – 2 

4 Esplenomegalia +, leucopenia– e idade > 2 anos 3 

5 Esplenomegalia –, leucopenia +, tosse – e emagrecimento + 4 

6 Esplenomegalia +, leucopenia – e idade ≤ 2 5 

7 Esplenomegalia e leucopenia + 6 

 RIFI 3 

 ELISA L. chagasi 4 

 Teste rápido  7 

 ELISA K39 8 

 DAT 8 

- Negativo e + Positivo 
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