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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é na atualidade considerada um grave problema em 

saúde pública no mundo, e quando não tratada rapidamente pode levar a morte. 

A busca por diagnósticos rápidos e precisos vem sendo cada vez mais alvo de 

pesquisas. Existe uma variedade de testes para detecção da Leishmania, os 

quais envolvem os testes sorológicos, parasitológicos e moleculares. Todos 

apresentam certas limitações, busca por testes rápidos e sensíveis vem sendo 

cada vez mais estudadas. O teste ELINOR é baseado na utilização de 

nanopartículas magnéticas fluorescente híbridos, o qual produz um sinal de 

luminescência, que é facilmente visualizado em microscópio de fluorescência, em 

baixas concentrações de DNA ou de RNA, sem a necessidade de amplificação do 

material genético, antes de ser testado. O objetivo desse estudo foi avaliar o 

desempenho do teste ELINOR, assim como sua sensibilidade e especificidade, 

frente a alguns testes para o diagnóstico da LV. Foram analisadas um total de 100 

amostras (humanos e cães) previamente diagnosticada com LV, e 63 amostras de 

(humanos e cães) como controle. As amostras de humanas foram submetidas a 

testes (cultura, IT-Leish, PCR, qPCR) as de cães apenas a PCR, qPCR e em 

seguida todas submetidas ao teste ELINOR com a utilização das sondas LINF 1b. 

Os resultados em humanos mostram uma acurácia de 90,2%, sensibilidade de 

94,2% e especificidade de 88,3%. Em cães a sensibilidade foi de 79.4%, 

especificidade de 93.3%, e uma acurácia de 86.5%. Levando-se em consideração 

todas as amostras (cães + humanos), a sensibilidade foi de 87,3 %, a 

especificidade 89,8 %, e a acurácia de 88,9%. Comparando esses resultados com 

os encontrados na literatura, observa-se que tanto a sensibilidade quanto a 

especificidade do Teste ELINOR são equivalentes a resultados obtidos por outros 

testes usados para o diagnóstico da LV. Este estudo indica que possivelmente um 

sistema de diagnóstico rápido baseado na luminescência exacerbada de origem 

inorgânica/orgânica (“ELINOR”, do acrônimo em inglês) identificada nos 

compósitos PANI/AuNPs pode ser bastante promissora, tendo em vista que o 

teste ELINOR detectou de forma rápida e específica a presença de DNA do 

patógeno em material biológico, revelando-se assim uma boa plataforma para o 

desenvolvimento de testes moleculares simples e de baixo custo. 

 

Palavras–chave: Leishmaniose Visceral; Diagnóstico; Teste ELINOR 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis is nowadays considered a world public health problem and 
if not treated repidly can lead to death. The search for rapid and precise diagnosis 
became the goal of many researches. There is a variety of tests for leishmaniasis 
detection, those related to serological, parasitological and molecular detections. All 
present certain limitations and the search for sensitive and rapid tests are more 
and mores studied. The ELINOR test is based on magnectic fluorescent hybrid 
nanoparticles, which produce a luminescent sign easy to visualize under 
fluorescent microscope in low concentrations of DNA and RNA with no necessity 
of amplification of the genetic material before tested. The aim of this study was 
evaluate the performance of ELINOR test, as well as its sensibility and specificity, 
comparing to some other leishmaniasis tests A hundred samples from human and 
dogs, previously diagnosed as LV, and 63 samples as control were used as 
control. Human samples were submitted to (culture, IT-Leish, PCR, qPCR) and 
dog samples were submitted to PCR and qPCR only, secondly all the samples 
were submitted to ELINOR test, using Linf 1b probes. The results in humans show 
a accuracy of 90,2%, 94,2% sensibility de 94,2% and 88,3% specificity. In dogs 
sensibility was 79.4%, specificity 93.3%, and accuracy 86.5%. Considering all 
samples (dogs + humans), the sensibiity was 87,3%, specificity 89,8%, anda 
accuracy 88,9%. Comparing these results to those found in the literature, it was 
observed that considereing sensibility and specificity,  ELINOR test results are 
equivalent to results presented by the ones found in the literature, it was observed 
that either sensibility or specificity of ELINOR test are equivalent to results 
obtained by other tests for LV diagnosis. The present work indicates that possibly 
a rapid diagnosis system based on luminescence from organic/non organic origin 
(ELINOR, in english) identified in the composites PANI/AuNPS can be very 
promissor as the ELINOR test rapidly and specifically decteced the presence of 
the pathogen DNA. 

 

Key words: Visceral leishmaniasis, Diagnosis, ELINOR test 
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1 INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma enfermidade de grande importância na 

saúde pública, apresentando altas taxas de incidência e ampla distribuição 

geográfica no Mundo e, de forma particular, no Nordeste do Brasil. Esta doença 

pode levar à morte quando assume as formas mais graves. Na atualidade vem se 

buscando métodos diagnósticos mais precisos e eficazes que possibilitem uma 

confirmação mais rápida da doença. 

Atualmente o diagnóstico precoce é um grande desafio, porque o 

tratamento é, na maioria das vezes, baseado em suspeita clínica, uma vez que, 

os métodos diagnósticos existentes ainda são pouco eficazes. Recentemente, 

diversas pesquisas no campo da nanotecnologia, em especial na área de 

polímeros condutores na confecção de biossensores, vêm tendo bons resultados 

na sua utilização para diagnósticos de várias doenças.  

Estudos há muito já vem demostrando a existência de uma forte afinidade 

elétrica entre polímeros condutores catiônicos e cadeias de DNA. Assim as 

cadeias poliméricas constituintes dos nanocompósitos (CNMPC) carregadas 

positivamente, tendem a se ligar com os grupos fosfatos, de carga negativa, que 

encontram-se presentes na região externa das cadeias de DNA, tornando-se 

assim uma grande ferramenta para o reconhecimento da presença de patógenos. 

O teste ELINOR (luminescência exacerbada de origem inorgânica/orgânica 

“ELINOR”, do acrônimo em inglês), é baseado no uso de nanopartículas 

fluorescentes, preparadas a partir de nanocompósitos híbridos (óxido 

metálicos/polímeros condutores), que permitem identificar certos compósitos 

denominados CNMPC, usados como biomarcadores. A grande vantagem desta 

associação é a intensidade do sinal de luminescência exibido e detectado em 
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microscópio de fluorescência em baixas concentrações de DNA ou RNA, sem 

amplificação prévia pela reação em cadeia da polimerase (PCR) ou equivalente, 

do material genético a ser testado.  

Diante da importância das leishmanioses para a saúde pública e das 

inovações apresentadas pela nanotecnologia, o presente estudo teve como 

objetivo avaliar a eficácia do teste fluorescente ELINOR para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Aspectos Epidemiológicos - Leishmaniose visceral 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença endêmica em 98 países, cuja 

mortalidade anual é estimada em mais de 58.000 óbitos, onde 400 mil novos 

casos são notificados anualmente. Desses, cerca de 90% são registrados na 

Índia, Bangladesh, Sudão, Brasil e Etiópia (Figura 1). Nas Américas, 12 países já 

relataram casos autóctones de LV, sendo que cinco destes notificaram em 2012 

um total de 3.231 casos, sendo o Brasil o país que concentra a grande maioria 

(~96,5%) dos casos (OPAS/WORD, 2012). Segundo o Ministério da Saúde, a LV 

inicialmente tinha um caráter rural e, mais recentemente, vem se expandindo para 

áreas urbanas de médio e grande porte, principalmente nas regiões Sudeste e 

Centro-Oeste. Casos autóctones são notificados em pelo menos 21 estados da 

Federação, distribuídos nas cinco regiões (Alvar et al., 2012; Brasil, 2014).  

 
 Figura 1:Distribuição geográfica da leishmaniose visceral no Antigo e Novo mundo. 

 Fonte: Organização Mundial da Saude, 2010. 
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No Brasil, houve um aumento no número de casos de LV ao longo das 

últimas décadas, com uma média anual de 3.484 casos entre 2000-2010 e uma 

alta taxa de letalidade tem-se observado, variando de 3,2 a 8,5% neste período 

(Brasil, 2011a; b). 

A LV é endêmica em Pernambuco, mas apesar dessa região apresentar 

um quadro de ampla distribuição geográfica, principalmente na década de 1990, 

ainda observa-se poucos estudos epidemiológicos realizados durante esses anos 

(Dantas Torres, 2005; Dantas Torres, 2006). Já foram registrados casos na região 

Agreste, nos municípios de Altinho, Caruaru, Riacho das Almas, São Caetano e 

Surubim, onde se observa um número significativo de casos. No Sertão, também 

foram notificados casos nas cidades de Salgueiro e Petrolina (Dantas-Torres e 

Brandão-Filho, 2005).  

 

2.2 Agente etiológico e Ciclo de vida  

A LV é uma zoonose que, quando não tratada, pode evoluir para a forma 

crônica e consequentemente levar a óbito em 90% dos casos. É causada por 

espécies do gênero Leishmania, as quais estão inclusas duas espécies: L. 

(Leishmania) donovani e L. (Leishmania) infantum, dependendo da região 

geográfica (Camargo et al., 2007). A literatura mostra uma certa divergência em 

relação à utilização do nome específico L. chagasi para designar o agente 

etiológico da LV nas américas. Estas controvérsias estão relacionadas com a 

origem da doença no Novo Mundo (Mauricio, 2000. Dantas –Torres, 2006;). 

Vários autores sugerem que L. chagasi e L. infantum são idênticas, tendo 

sido introduzidas nas Américas durante o processo de colonização portuguesa e 

espanhola; já outros afirmam que a L. chagasi já era encontrada no Continente 
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Americano muito antes do processo de colonização europeia (Rioux et al., 1990; 

Killick-Kendrick, 1985; Lainson e Rangel, 2005; Dantas-Torres, 2006; Elkhoury et 

al., 2008). 

O cão doméstico (Canis familiaris) é considerado o principal reservatório 

em decorrência da alta susceptibilidade à infecção, ao intenso parasitismo 

cutâneo e a presença nas residências, servindo assim como fonte de infecção 

para os vetores ali presentes. O flebotomíneo Lutzomyia longipalpis é o principal 

vetor, o qual faz parte da família Psychodidae, conhecido popularmente como 

mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros. No ciclo enzoótico silvestre, a 

cadeia de transmissão envolve a raposa (Cerdocyon thous) como reservatório 

primário e possivelmente outros mamíferos silvestres, tais como o marsupial 

Didelphis albiventris, no qual L. longipalpis também é o principal vetor conhecido 

(Shaw et al, 1989; Sherlock et al., 1984; Brasil, 2014; Quinnell e Courtenay, 2009; 

Xavier-Gomes, et al. 2009). 

O ciclo de vida da LV é bastante complexo, heteroxênico, no qual se 

alternam dois estágios distintos, envolvendo vetores invertebrados e hospedeiros 

vertebrados. O ciclo se inicia quando as fêmeas se alimentam do sangue de um 

hospedeiro infectado e passam a ingerir as formas amastigotas do parasito, as 

quais depois de várias transformações no tubo digestivo do inseto transformam-se 

em formas promastigotas metacíclicas. O tempo de desenvolvimento do parasito 

no vetor é, em média, de 8 a 20 dias. Essas formas promastigotas (forma 

infectante do parasito) podem ser eliminadas durante o repasto sanguíneo para 

um novo hospedeiro. Nesse novo hospedeiro, essas formas são fagocitadas por 

macrófagos, no interior dos quais se diferenciam em amastigotas e se multiplicam 
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reiniciando o ciclo, como mostra a Figura 2. (Killick-Kendrick, 1990; Marzochi, 

1992; Ashford, 1996).  

Figura 2: Ciclo de vida do parasito 

Fonte: Centros de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos, 2013. 

 

   A transmissão da LV no Brasil é predominantemente associada à L. 

longipalpis ou L. cruzi. Alguns autores acreditam que a transmissão na população 

canina pode ocorrer também através da ingestão de carrapatos infectados, como 

também através de mordeduras, cópula e ingestão de vísceras contaminadas. 

Todos esses achados, no entanto, ainda não apresentam evidências 

epidemiológicas mais consistentes para uma melhor confirmação desses 

mecanismos de transmissão para humanos ou na manutenção da enzootia. Não 

se observa transmissão direta da LV de pessoa a pessoa, mas nos últimos anos o 

que vem se observado é o crescimento cada vez mais de transmissão por 

 



23 
 

 
 

compartilhamento de agulhas entre os usuários de drogas e de indivíduos 

infectados com HIV, acidentes com perfuro cortante, transfusão sanguínea e 

transmissão congênita (Aranha-Campos, 2003; Genaro, 2003; Brasil, 2007). 

  Nos últimos anos, tem-se observado que a LV apresenta uma letalidade 

bastante acentuada, passando de 3,6%, em 1994, para 6,7% em 2003, com um 

incremento de 85%, e para 8,4% em 2004. Portanto fica cada vez mais evidente a 

necessidade da busca por um método diagnóstico rápido e que contribua para a 

redução da mortalidade que essa enfermidade apresenta quando não tratada 

rapidamente (Alvarenga et al., 2010).  

 

2.3 Manifestações clínicas  

A infecção no homem pela Leishmania (L.) infantum caracteriza-se por um 

amplo espectro clínico, os quais tendem a variar desde manifestações discretas 

(oligossintomáticas), moderadas e graves, até as assintomáticas, onde não 

aparece evidência de manifestações clínicas. Já no cão essas manifestações são 

observadas de maneira lenta e início insidioso (Brasil, 2014). 

Os cães doentes, por sua vez, estão classificados em: cães 

assintomáticos, nos quais não se observam sinais clínicos; cães 

oligossintomáticos, nesses constata-se a presença de adenopatia linfóide, 

emagrecimento e pelagem opaca. Nos cães sintomáticos, é observado todos ou 

alguns sinais mais comuns da doença tais como alterações cutâneas (alopecia, 

eczema furfuráceo, úlceras, hiperqueratose, ceratoconjuntivite) e paresia dos 

membros posteriores (Brasil, 2006). 

A LV é caracterizada clínica e laboratorialmente, cujos principais sintomas 

são febre irregular de longa duração, hepatoesplenomegalia, perda de peso, 
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pancitopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Estes sintomas podem 

ser confundidos com outros tipos de enfermidade, tais como malária, a 

esquistossomose, toxoplasmose hepatoesplênica, a salmonelose septicêmica 

prolongada, as doenças linfoproliferativas, a endocardite bacteriana subaguda, a 

brucelose, a febre tifóide, dentre outros (Alencar et al., 1991; Gonçalves et al., 

1986). 

A ocorrência da doença é mais comum em crianças de faixa etária menor 

que 10 anos, tendo em vista que a imunidade duradoura passa a se desenvolver 

com a idade, portanto é bem provável que a maior incidência de doença e de 

óbito no grupo de menor idade dependa da maior suscetibilidade à infecção e da 

depressão da imunidade observada nesta faixa etária (Queiroz et al., 2004). 

No Brasil, a LV clássica é observada em pessoas de todas as idades, mas 

estudos indicam que, em áreas endêmicas, 80% dos casos registrados são 

encontrados em grupos de crianças. Outro fator importante é que em alguns focos 

urbanos existe uma tendência para possíveis alterações relacionadas a 

distribuição dos casos por grupo etário, onde se observa uma incidência elevada 

em grupo de adultos jovens (Silva et al., 2001). 

Segundo Baneth e Solano-Gallego (2012), a LV é crônica em cães e pode 

afetar qualquer órgão ou tecido desse hospedeiro; e, em decorrência dos 

numerosos mecanismos patogénicos envolvidos, é observado que a manifestação 

clínica é bastante variada e na maior parte dos casos é inespecífica. É importante 

ressaltar que por se tratar de uma doença de notificação compulsória, a LV 

apresenta características clínicas de evolução grave, o diagnóstico precisa ser 

feito rapidamente e de forma precisa (Brasil, 2006).  
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2.4 Diagnóstico  

O diagnóstico clínico para a detecção de Leishmania infantum torna-se 

complexo uma vez que existe uma grande variedade de sinais clínicos bastante 

semelhantes aos de outras enfermidades. Além disso, ainda existe a dificuldade 

do acesso da população em geral a testes que sejam bastante sensíveis e 

específicos (Quinnell et al., 2013). 

O Mistério da Saúde (MS) recomenda que, para que ocorra a redução da 

mortalidade da LV, é necessário um diagnóstico precoce para dá início imediato 

ao tratamento. De acordo com as medidas implantadas pelo Programa de 

Vigilância e Controle da LV Nacional, no diagnóstico se faz necessário a 

identificação do parasito em um esfregaço ou cultura e / ou teste sorológico 

positivo em pacientes com febre e aumento do baço (Moura, et al., 2012). Os 

testes para detecção da Leishmania infantum podem ser testes parasitológicos, 

imunológicos ou moleculares. 

 

2.4.1 Testes parasitológicos 

O teste padrão-ouro (gold standard) para LV é a observação do parasito 

em esfregaços obtidos de punção esplênica, medula óssea e linfonodos. O 

material retirado do baço é mais sensível para a detecção do parasito, no entanto 

tem um maior risco durante a coleta. Esses procedimentos são extremamente 

invasivos e por isso exigem profissionais bem treinados, assim como locais 

apropriados para a coleta; tais métodos, desde que seguidos rigorosamente. 

evitam que que os diagnósticos sejam concluídos apenas com base na 

observação de critérios clínicos e epidemiológicos (Brasil, 2003, Quinnell et al., 

2013). 
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É observado que a cultura também apresenta as mesmas dificuldades que 

a microscopia, uma vez que esses testes utilizam amostras obtidas através de 

procedimento também invasivos, podendo produzir variações na sensibilidade, 

deve a processo de contaminação por outros microrganismos, além de necessitar 

de profissional experiente, bem como ser uma técnica demorada e de alto custo 

(Srivastava et al., 2011). 

Os métodos parasitológicos apresentam uma alta especificidade, cerca de 

100%, no entanto a sensibilidade é bastante variável uma vez que a distribuição 

dos parasitos não se apresenta de forma homogênea no mesmo tecido. A 

literatura já demonstrou uma sensibilidade de 98% quando se utiliza aspirado do 

baço (Gontijo e Melo, 2004). 

Uma alternativa visando melhorar a sensibilidade é baseada na inoculação 

do material de punção de fígado, baço e medula óssea em hamsters 

(Mesocricetus auratus), para fazer o isolamento do parasito. No entanto esse 

procedimento esbarra em algumas limitações tais como: custo elevado, tempo 

para execução e mesmo com os constantes avanços de novas tecnologias o 

cultivo in vivo ainda é muito bem empregado (Brasil, 2006). 

As técnicas imunohistoquímicas também oferecem algumas vantagens, 

para aumentar a sensibilidade e a especificidade das técnicas parasitológicas, 

uma vez que apresentam facilidades na execução e alto grau de contraste entre 

os parasitos e as células hospedeiras (Tafuri et al., 2004). 

 

2.4.2 Testes Imunológicos 

Na atualidade existe uma gama de testes sorológicos para a detecção de 

anticorpos anti-Leishmania; no entanto um dos grandes problemas encontrados 
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ainda é a baixa sensibilidade, especificidade, assim como a disponibilidade e 

custos desses testes na rotina clínica. Os testes sorológicos mais utilizados são 

RIFI- imunofluorescência indireta; teste de aglutinação direta; testes 

imunoenzimáticos – ELISA, Dot, testes imunocromatográficos – TRALd, K39, 

LEISHK39, rK39 (Ravel et al, 1995; Brasil, 2003;  Gontijo e Melo, 2004). 

 

2.4.2.1 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

A RIFI é uma técnica baseada na detecção de anticorpos, que permite 

detectar a doença em seus estágios iniciais, no entanto são indetectáveis do 

sexto ao nono mês após a cura. Apresenta uma sensibilidade que pode variar de 

90 a 100% e uma especificidade em torno de 80% a 98% (Mancianti et al., 1995).  

Apesar disso, os títulos observados na LV são mais elevados sendo 

considerados compatíveis com a doença (título igual ou superior a 1:90) (Genaro, 

2003)  

Apresenta reações cruzadas com doença de Chagas e LTA. Como a 

maioria dos testes sorológicos esse teste apresenta algumas desvantagens, 

como: baixa especificidade, reprodutibilidade, exige pessoal treinado é a 

ocorrência de reações cruzadas com leishmaniose tegumentar, doença de 

Chagas, malária, esquistossomose e tuberculose pulmonar (Alves e Bevilacqua, 

2004; Brasil, 2006; Gontijo e Melo, 2004; Srivastava et al., 2011).  

Atualmente o MS preconiza os testes sorológicos para o diagnóstico de LV 

canina através de teste rápido DPP e o ELISA os quais são utilizados nos 

Laboratórios de referência no Sistema Únicos de Saúde (Brasil, 2006). 
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2.4.2.2 Teste de Aglutinação Direta (DAT). 

É um teste desenvolvido nos anos 80 o qual baseia-se na capacidade dos 

anticorpos dos soros dos pacientes passarem a reconhecer epítopos expostos 

nas formas promastigotas de L.donovani linhagem 1S em microplaca de 

poliestireno de fundo em V. Esse teste é de facil detecção, uma vez que o mesmo 

forma um produto final visível, o qual não necessita de equipamentos específicos 

(estereoscópios ou microscópios) para a sua leitura (El-Harith et al., 1987, 1988; 

SUNDAR e RAI, 2002). A sua sensibilidade varia de 91 a 100% e especificidade 

de 72 a 100% (Zijlstra et al., 2001; Rai, 2002; Alves e Bevilacqua, 2004; Gontijo e 

Melo, 2004; Mohebali et al., 2005) 

No entanto, quando comparado com RIFI e ELISA, apresentam 

sensibilidade e especificidade inferiores. As principais desvantagens são a 

necessidade de múltipla pipetagem, tempo de incubação relativamente longo e o 

alto custo do antígeno (Boelaert et al., 1999; Silva et al., 2005; Chappuis et al., 

2006)  

O DAT apresenta uma variação o Fast Agglutination Screening Test 

(FAST), cuja a aplicabilidade vem sendo testada em situações epidêmicas, assim 

como em inquéritos populacionais (Gontijo e Melo, 2004). 

 

2.4.2.3 Fast Agglutination Screening Test (FAST). 

O FAST é baseado no DAT, no entanto ele combina uma concentração 

parasitária mais elevada com um menor volume de teste. Ele utiliza apenas uma 

diluição sorológica cujo resultados são obtidos em aproximadamente dentro de 

três horas considerado um teste rápido, já o DAT leva em média de 18 a 20 horas 

para ser concluído. Essa rapidez possibilita a triagem em um grande número de 
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amostras, sendo útil em inquéritos epidemiológicos de grandes populações 

caninas (Schalling et al., 2002) 

O FAST apesar de ser considerado um teste relativamente rápido ele 

apresenta falhas na sua reprodutibilidade provocada por variações técnicas, 

assim como dificuldade no processo de padronização, o que pode comprometer o 

controle de qualidade e a possibilidade de comparar resultados de diferentes 

laboratórios (Schoone et al., 2001, Gotijo; Melo, 2004). 

 

2.4.2.4 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Outro teste bastante utilizado no diagnóstico da LV é o teste 

imunoenzimático ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) no qual é 

possível a detecção de anticorpos contra Leishmania ssp. Nessa técnica os 

antigenos são imobilizados em placa de poliestireno após o contato antígeno-

anticorpo, este complexo passa a ser reconhecido por outro anticorpo, que é 

ligado a uma enzima que possa produzir um composto facilmente detectável 

(fluoróforo). É considerado positivo aquele que apresenta o valor da densidade 

ótica igual ou superior a três desvios-padrão do ponto de corte (Cut-Off) do 

resultado do controle negativo (Brasil, 2006). 

A sensibilidade e especificidade depende do tipo de antígeno utilizado 

(bruto ou purificado) e reações cruzadas com tripanossomatideos, por exemplo 

antígenos purificados como as glicoproteinas de membranas gp 62, gp71 gp 83 

(Hero et al., 2014).  A literatura aponta vários antígenos já estudados, no entanto 

ainda não existe um antígeno padrão. Esse teste apresenta uma boa vantagem 

que é a possibilidade de análise de grande quantidade de amostras em um tempo 

relativamente curto, quando comparado a RIFI. No entanto, para a sua execução, 
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depende de técnicos treinados, assim como equipamentos específicos. Esses 

teste não é aplicado no diagnóstico de rotina em regiões endêmicas para a LV em 

humanos, sendo utilizada na rotina apenas para o diagnóstico da LV canina 

(Meirelles et al., 2006; Maia e Campino, 2008; Srivastava et al., 2011). 

Um das desvantagens apontadas para a realização do ELISA é o tempo 

empregado para a execução do teste, por isso nos últimos anos vários testes 

imunocromatográficos vem sendo desenvolvido, os chamados testes rápidos, eles 

passaram a serem utilizados usando anticorpos monoclonais anti-IgG de cão e 

antígenos de Leishmania de diferentes fontes os quais são adsorvidos em 

membranas de nitrocelulose. Os principais antígenos empregados são o rK26 ou 

rK39, e o anticorpo anti-IgG canino, constituindo a linha-controle. A presença de 

anticorpos anti-rK39 ou rk26 é indicativo de infecção, e um fator importante é que 

para esse teste, ainda não foi encontrado reatividade com outros 

tripanossomatídeos (Gradoni, 2002, Bisugo et al., 2007). 

 

2.4.2.5 rK39-ICT. Teste imunocromatográfico 

O teste rápido rK39-ICT, é um dos testes mais utilizados na América 

Latina, principalmente para o diagnóstico da LV em humanos, que é específico 

para as espécies do complexo L. donovani. Estudos mostram que o rK39-ICT é 

bastante sensível, além de um indicador confiável, onde mostra cerca de 98,4-

100% de sensibilidade e 81,2-96,4% de especificidade (Boelaert et al., 2008; 

Srivastava et al., 2011). 

Esse teste é baseado no antigeno K39 de Leishmania, membro da família 

das cinesinas e apresenta uma unidade repetitiva de aproximadamente 39 

aminoácidos de formas amastigotas de L. infantum. Estudos vem mostrando que 
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a identificação de anticorpos IgG anti-K39 tem sido bastante promissor devido a 

sensibilidade e especificidade para a LV, a partir daí esse antígeno foi clonado o 

que resultou na produção do antígeno recombinante K39 (rK39), sendo esse 

adsorvido em fitas de nitrocelulose que são utilizadas para o diagnóstico de 

leishmaniose visceral (Lemos et al., 2003). 

Este antígeno, quando empregado no ELISA, mostrou 100% de 

especificidade e 98% de sensibilidade. Além disso, esse antígeno é também 

utilizado em amostras de pacientes coinfectados com HIV e pós tratamento, onde 

a cura clínica é confirmada com a diminuição dos níveis de anticorpos quando 

esse tratamento é bem sucedido (Gotijo, 2004). 

Vários são os testes que utilizam o rK39 como antígeno recombinante, pois 

esses testes rápidos conseguem detectar infecções clínicas ou subclínicas, 

fazendo desses testes importantes em áreas onde a LV é hiperendêmica. Por 

serem testes baseados na pesquisa de anticorpos, os mesmos possuem 

limitações, podendo permanecer positivos após a cura da doença (Brandoniso et 

al., 2002). Dentre esses testes pode-se citar: TraLd, kalar-azer Detect® e IT- 

LEISH. 

 

2.4.2.6 TraLd  

O TraLd (Teste Rápido Antígeno para Leishmania donovani) é baseado no 

antígeno rK39 sendo também um teste imunocromático, rápido e simples de ser 

executado. Tem como princípio a reação do soro ou sangue do paciente, onde o 

rK39 é fixado em papel. A proteína A é conjugada com ouro coloidal e possibilita 

ligação antígeno-anticopo de forma especifica, onde o antígeno é detectado em 
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segundos. O seu tempo de execução é em torno de um a dez minutos (Badaró et 

al., 1996; Leal, 2009).  

Estudos realizados no Brasil aplicando esse teste em amostras de cães de 

área endêmica mostrou 92% de sensibilidade e 99,5% de especificidade. Ele  não 

foi capaz de detectar infecções em animais com títulos de RIFI entre 1:40 e 1:320. 

Contudo, pode apresentar reação cruzada com malária, febre tifóide e 

tuberculose. Mesmo apresentando certas limitações, estudos indicam que esse 

teste pode ser utilizado em programas de saúde pública, uma vez que para a sua 

utilização ele requer pequena quantidade de sangue, e o tempo de execução é 

em torno 10 minutos, podendo ser utilizada em campo (Genaro et al., 1997).  

 

2.4.2.7 kalar-azer Detect ® e IT- LEISH ®  

O antígeno recombinante K39 (rK39) representa um avanço importante no 

diagnóstico da leishmaniose visceral humana LV, principalmente devido a sua 

sensibilidade e especificidade aliado a sua fácil execução. No Brasil, o teste 

rápido kalar-azer Detect ® baseado no K39 (rK39) - (INBIOS Internacional, 

Seattle, WA) foi avaliada pela primeira vez em 2003, mostrando uma sensibilidade 

de 90% e especificidade de 100% (Carvalho et al. 2003 ). 

 Esse teste vem sendo bastante utilizado pelo Ministério da Saúde por ser 

rápido IT-LEISH ® (DiaMed Latino-America SA, Suíça). Assis et al. 2011, 

avaliaram o teste através de um estudo multicêntrico que mostrou uma 

sensibilidade de 93% e uma especificidade de 97%. 

O que vem se observando com o grande advento da biologia molecular é 

que a combinação das técnicas sorológicas e moleculares, tem sido de grande 
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importância para detectar o maior número de animais positivos para LV canina em 

diferentes áreas endêmicas (Gramiccia  e Gradoni, 2005). 

 

2.4.3 Métodos Moleculares – PCR 

2.4.3.1 PCR Convencional 

Foi a partir dos anos 80 que a biologia começou a tomar impulso e surgir 

com novas ferramentas moleculares trazendo grandes avanços para os 

diagnósticos de vários tipos de doenças. Nessa época foi possível a detecção, 

assim como a identificação mais precisa dos parasitos do gênero Leishmania, 

sem que fosse necessário o isolamento em cultura (Gontijo e Melo, 2004). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica altamente 

sensível e específica na qual ocorre a amplificação do DNA de Leishmania spp; 

pode detectar o DNA do parasito, antes mesmo do surgimento dos primeiros 

sintomas ou sinais clínicos da doença (Singh e Sivakumar, 2003). 

A biologia molecular vem sendo utilizada como objeto de estudo  com  a  

crescente busca por variantes da técnica de PCR (PCR-RFLP; PCR-SSCP; 

NESTED-PCR; Multiplex-PCR, Real Time - PCR, entre outras. Ela é empregada 

na avaliação da diversidade genética, na taxonomia, diagnóstico, avaliação 

epidemiológica, genotipagem, etc (Ei Tai et al., 2001; Cortes et al., 2004) 

A PCR convencional apresenta uma alta sensibilidade e especificidade, a 

qual pode identificar os protozoários envolvidos, utilizando diversos tipos de 

amostras clínicas, mostrando resultados fidedignos e confiáveis em poucas horas. 

Esses são uma das suas principais vantagens sob os métodos convencionais , 

onde apresenta uma 94% de sensibilidade e de especificidade de 100% (Fisa et 

al., 2001; Reithinger e Dujardin, 2007).  
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  Assim como outros métodos de diagnósticos a PCR também depende de 

algumas variáveis tais como: área endêmica; o tipo de amostra; o alvo do DNA 

utilizado para amplificação; o método de extração do DNA (Brasil, 2006). 

A maioria dos protocolos existentes para a PCR é realizada em três etapas, 

as quais cada uma delas é realizada em uma temperatura especifica que permite 

sua maior eficiência, sendo composta em média por 35 ciclos (Rodrigues, Silva e 

Siqueira, 2006). 

Existe uma série de fatores que possibilitam um aumento na sensibilidade 

da técnica de PCR, tais como: diferentes métodos de extração de DNA, tipos de 

primers ou frações do sangue (sangue total, fração de leucócitos ou concentrado 

de leucócitos (Piarroux et al., 1994, Lachaud et al., 2001, Lachaud et al., 2002). 

A PCR vem sendo muito utilizada no diagnostico tanto da leishmaniose 

humana (Silva et al., 2004) como da canina (Lachaud et al., 2002), o que 

possibilita a realização de estudos relacionados à carga parasitária, interação 

hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia. O conhecimento do alvo não 

deve ser parcial e sim de conhecimento amplo compreendendo a sua natureza no 

contexto biológicos, para que se possa desenvolver oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) ou sondas usadas como hibridizadores específicos para à sequência 

alvo. O custo desse técnica já foi bastante elevado, mas atualmente valor 

empregado no equipamento tornou-se acessível para os laboratórios, onde os 

insumos devido à concorrência, já apresentam valores mais baixos (Gontijo e 

Melo et al., 2004; Rolão et al., 2004; Vitale et al., 2004; Wortmann et al., 2004; 

Francino et al., 2006). 

Nos estudos com LV a PCR vem sendo bastante utilizada nos centro de 

pesquisas não apenas com finalidade diagnostica, mas também como ferramenta 
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para o monitoramento do tratamento, assim como em pesquisas epidemiológicas. 

Uma vez que a mesma é sensível para a detecção do parasito, independente da 

imunocompetência ou da história clínica do paciente (Gontijo e Melo, 2004). 

A literatura aponta que vários sistemas baseados em PCR foram 

desenvolvidos para Leishmania spp, onde muitas sequências alvo já foram 

identificadas, possibilitando com isso o desenho de um grande número de 

primers, ou iniciadores. A escolha dos alvos irá depender de alguns parâmetros, 

tanto biológicos como físico-químicos, esses marcadores moleculares devem 

mostrar diferenças entre famílias, gêneros, espécies ou indivíduos (Schalling et 

al., 2002; Floeter-Winter, 2010) 

 Estudos apontam que o kDNA é um alvo importante para detecção da 

Leishmania, é o DNA encontrado nos minicírculos do cinetoplastos (kDNA) da 

região conservada ou à amplificação do minicírculo completo. Grande parte das 

pesquisas, baseia-se na amplificação de fragmento dessa região conservada do 

minicírculo de kDNA uma vez que estas estão presentes em 10.000-20.000 

cópias no genoma mitocondrial e por ser a amplificação da região conservada 10 

vezes mais sensível que a da região variável (Gontijo e Melo, 2004; Nunes et al., 

2007).  

Estudos mostram que mesmo a PCR convencional sendo sensível e 

específica, tem limitações , como a grande dificuldade de quantificação, fato esse 

que a impossibilita dede fazê-la diferenciar a infecção da doença. No entanto a 

partir de 2001 com o surgimento da PCR em tempo real (qPCR) essa 

quantificação passou a ser suprida (Schalling e Oskam, 2004). 
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2.4.3.2 PCR em tempo Real 

A PCR em tempo real é uma variação da PCR a qual é baseada em um 

sistema fluorescente que é capaz de detectar a luz oriunda da reação de 

amplificação no mesmo momento que ocorre a reação. Onde a fluorescência 

passa a ser captada por moléculas que absorvem e emitem luz em um 

comprimento de onda específico, tais como: SYBR® Green, TaqMan®, Molecular 

Beacons (Couto-Sant’anna et al., 2004; Gomes, 2008; Carvalho, 2008;).  

A análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal luminoso e um 

amplificador de sinal que traçam um gráfico com a absorção obtida após cada 

ciclo da PCR, ou seja, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do 

produto formado (Kubista et al., 2006) 

A qPCR é monitorada no mesmo instante em que ela está sendo 

processada, o que a faz ser mais rápida, uma vez que não se faz necessário a 

etapa de eletroforese. Tudo acontece em tempo real, e esse monitoramento 

possibilita uma melhor representação da quantidade de material iniciado quando 

comparado com a PCR tradicional. A técnica apresenta uma grande capacidade 

de obter dados quantitativos, pode ser útil em várias aplicações, as quais podem 

incluir: identificação de alelos em DNA genômica, análise de sequências de vários 

patógenos a partir de diversas fontes, além de análise de patógenos em 

alimentos, análise de produtos transgênicos, além da aplicação em diagnóstico 

(Bustin, 2000; Novais et al., 2004). 

Estudos feitos por Mary et al. (2004) possibilitou a demonstração da 

correlação entre a quantificação de L. infantum em amostras oriundas de sengue 

periférico e estado clínico dos pacientes, fato esse que permitiu a discriminação 

entre pacientes sintomáticos, pacientes curados, assim como portadores 
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assintomáticos, o que promoveu um diagnóstico e monitoramento da terapia com 

segurança e uma maior rapidez.  

 

2.4.3.3 LAMP - Amplificação Isotérmica Mediada por Ciclo 

Recentemente, uma outra ferramenta de diagnóstico promissor vem sendo 

utilizada, ela é realizada através da amplificação isotérmica mediada por ciclo 

(LAMP) apresentando um potencial não só o diagnóstico rápido e sensível, mas 

também a sua viabilidade como uma técnica alternativa para os métodos 

moleculares (Takagi et al., 2009). 

No LAMP é usado uma combinação de dois conjuntos de primers. Um 

conjunto de iniciadores amplifica todas as espécies de Leishmania, enquanto o 

outro amplifica apenas as espécies pertencentes ao complexo de L. donovani 

(que provoca a LV). O LAMP detecta DNA do patógeno com alta sensibilidade e 

especificidade. Os reagentes para LAMP são secados no interior da tampa do 

tubo de reação, e ao contrário da maioria dos outros testes moleculares, o DNA 

alvo é amplificado a uma temperatura constante. Os resultados são lidos 

visualmente utilizando luz azul, o que significa que o ensaio pode ser realizado 

com muito menos material de laboratório do que outros testes de detecção de 

DNA (Finddiagnostics, 2013). 

  Apesar de todas as vantagens que essas técnicas trouxeram ao longo do 

tempo, muitos desses testes encontram-se disponíveis apenas em ambiente de 

pesquisa. Esses fatores estão relacionados ao custo elevado, como também a 

necessidade de sua execução em laboratórios com elevada tecnologia e com 

espaço exclusivo para a sua realização. Vale salientar outra coisa importante, é a 
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discordância de resultados, a qual talvez esteja relacionada a protocolos não 

padronizados, fazendo com que os resultados variem entre os laboratórios. 

 A tabela 1 apresenta os testes mais importantes que a literatura aponta 

para o diagnóstico da Leishmanose Visceral apontando as suas vantagens e  

suas desvantagens assim como as suas sensibilidade e especificidade. 

 
Tabela 1: Tipos de diagnósticos utilizado para detecção da LV  

 
TESTES 

DIAGNOSTICOS 

VANTAGENS DESVANTAGENS SENSIBLIDADE/ESPECIFI

CIDADE 

    

Parasitológico Alta especificidade (100%).  Teste invasivo, a cultura fácil de 

contaminação além de ser um método 

demorado. 

Sensibilidade variável 

100% / 98% 

Gontijo e Melo, 2004 

 

RIFI  A doença pode ser detectada nos 

estágios iniciais.  

Apresenta uma alta sensibilidade. 

Apresenta reações cruzadas com outras 

parasitoses e baixa especificidade. 

90 a 100% / 80 a 98% 

(Srivastava et al., 2011 

DAT Apresenta uma boa sensibilidade 

e não necessita de equipamentos 

como microscópio para sua 

leitura. 

Custo elevado, necessita de pessoal 

treinado e o tempo para realização do 

teste é relativamente longo. 

91% a 100% / 72% a 100% 

Alves e Bevilacqua, 2004; 

Gontijo e Melo, 2004; Mohebali 

et al., 2005; Sundar e Rai, 2002; 

Zijlstra et al., 2001 

FAST Considerado um teste 

relativamente rápido na sua 

execução. 

Baixa reprodutibilidade 95,4 / 88,5% 

Akhoundi et al. (2010) 

 

 

ELISA Analise de um bom número de 

amostras. 

Reação Cruzada com outras 

tripanossomatideos. 

Varia de acordo com o antígeno 

que utilizar / 

 

50% a 70% / 97 a 100% 

Romero et al., 2009 

 

rK39-ICT Boa sensibilidade e especificidade O paciente mesmo curado pode 

apresentar positividade nesse teste 

tendo em vista que ele é baseado em 

pesquisa de anticorpos. 

98, 4 a 100% / 81,2 % a 96,4% 

Srivastava et al,  2011 

TraLd Teste rápido e simples execução. 

Pode ser aplicado para amostras 

de soro ou sangue 

Reação cruzada com outras parasitoses. 92 % / 99,5% 

(Leal, 2009) 

IT-LEISH Alta sensibilidade e 

especificidade 

Reação cruzada. 93% a 97% 

Assis, 2011 

PCR/qPCR Alta especificidade 

Velocidade  

Diminuição dos riscos de 

contaminação 

Uso de reagentes mais seguros ao 

operador 

Reprodutibilidade 

Custo elevado, e variações nos 

resultados quando se utilizando de 

protocolos diferentes. 

Acima 90% / 100/ 

Disch et al. 2003 

 

LAMP Alta sensibilidade, técnica 

simples, baixo custo 

Variações nos resultados quando se 

utilizando de protocolos diferentes. 

93.6% / 100% 

(Ghasemian et al., 20014) 
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 Tendo em vista várias desvantagens oferecidas por inúmeros testes 

disponíveis no mercado e por a LV ser uma doença de grande importância em 

saúde pública e levar a obtido se não for diagnosticada de forma rápida, é cada 

vez mais constante a busca por testes rápidos que apresentem boa sensibilidade 

e que seja altamente especifico. 

 Devido às características presentes no teste ELINOR, este passou a ser 

visto como uma proposta interessante de um teste rápido, de preço acessível e 

relativamente fácil de ser executado, para que o mesmo passe a ser utilizado em 

pontos primários de atendimento, como auxílio complementar ao diagnóstico do 

exame clínico.  

 

2.4.4 Teste ELINOR 

Nos últimos anos a ciência vem buscando cada vez mais encontrar 

métodos diagnósticos precisos e que, além de apresentarem boa especificidade e 

sensibilidade, sejam fáceis e rápidos, além de baixo custo. Neste contexto, várias 

pesquisas com biossensores de DNA vêm sendo desenvolvidas para doenças 

infecciosas e outros fins (Palecek et al., 1998; Christopoulos, 1999). 

Esse campo vem sendo cada vez mais explorado uma vez que combina 

conhecimentos e competências de ciências fundamentais, como a biologia, a 

física e química, interagindo a engenharia e a informática, de maneira a tentar 

satisfazer as necessidades das diversas áreas associadas (Marks, 2007) 

Os biossensores são dispositivos que tem por finalidade fazer a detecção 

de analitos-alvo através de reações biológicas, combinam um componente 

biológico, que irá fazer sua interação com um substrato alvo, a um transdutor 

físico, que converte os processos de biorreconhecimento em sinais mensuráveis, 



40 
 

 
 

os quais podem ser posteriormente processado e gravado para uma melhor 

análise (Wang, 2000; Pathak et al, 2007). 

De acordo com Wang (2000) os biossensores, podem ser classificados em 

dois tipos de acordo com natureza do evento de reconhecimento. São os 

dispositivos de bioafinidade, os quais irão depender da ligação seletiva do analito-

alvo ao ligante preso à superfície, onde os elementos de reconhecimento 

biológico podem ser os ácidos nucléicos, anticorpos, receptores protéicos, 

células, tecidos, dentre outros. O outro tipo é dispositivo bioanalíticos ou 

catalíticos, nesses uma enzima imobilizada é usada para que seja possível o 

reconhecimento do substrato-alvo (Wang, 2000). A Figura 3 mostra o diagrama de 

blocos de um biossensores. 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Diagrama de blocos de um biossensor. 

Fonte: Moreira et al., 2012. 
 

O biossensor tem como principal objetivo a geração de um sinal elétrico 
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cuja magnitude ou frequência é diretamente proporcional à concentração do 

analito (Moreira et al., 2012). 

De acordo com a figura 3 os biossensores são compostos por um 

componente que introduz a amostra, um sistema de reconhecimento molecular, 

um transdutor e uma unidade processadora de sinal (Lee et al, 2008).  

            Os sistemas de biossensores baseados em ácidos nucléicos possibilitam 

a não utilização de marcadores, tais como radioisótopos, enzimas e fluoróforos, 

eles permitem o monitoramento da hibridização de DNA em tempo real, além de 

mostra altas sensibilidade e especificidade (Caruso et al., 1997).  

O ácido desoxirribonucleico é um polímero, formado por monômeros que 

são os nucleotídeos, esses nucleotídeos são compostos por um monossacarídeo 

de cinco carbonos (uma pentose), uma base heterocíclica da família purina ou 

pirimidina (base nitrogenada) e um grupo fosfato. O DNA vem sendo utilizado a 

bastante tempo como um elemento de reconhecimento biológico para 

biossensores, nesses casos ocorre a hibridização seletiva de uma molécula de 

DNA de fita simples com a sua fita complementar (Wu et al., 2006).  

O teste ELINOR é um biossensor composto por um sistema de detecção, 

um componente de transdução (transformação) do sinal e um substrato. Ele foi 

designado como ELINOR em decorrência do uso do fluoróforo de PANI/Au na 

qual a fluorescência é em decorrência ao efeito ELINOR (Enchanced 

Luminescence of Inorganic/organic Origen) (Melo et al., 2008) 

Esse sistema de detecção é constituído por pequenos fragmentos 

conhecidos de DNA (primers ou sonda) que é adsorvido em uma lamina de vidro 

silanizada. Nessa lâmina deve ser colocado uma amostra contendo moléculas de 

DNA que deverão ser testadas. Havendo complementariedade entre as 
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sequencias (Sonda-DNA testado) ocorrera a hibridização na superfície do 

biossensor. Posteriormente a essa etapa, a lamina será lavada em agua 

deionizada para retirada do excesso de material que não hibridizou, a hibridização 

é traduzida em um sinal luminoso através de um nanamcomposito fluorescente 

adicionado ao meio (Figura 4) (Peng et al., 2009) 

Figura 4: Modelo geral para sensor de DNA baseado em polímeros condutores 
Fonte PENG et al., 2009 (modificado) 

 

 

Os nanocompósitos de ouro e polianilina (NcAuPANi) vem demonstrando 

cada vez mais ter excelentes propriedades elétricas e ópticas que os tornam 

componentes importantes para o desenvolvimento de sistemas biossensíveis 

(Andrade et al., 2008; Nascimento et al., 2011).  

É importante ressaltar que já se encontra bem estabelecida na literatura a 

forte afinidade elétrica entre polímeros condutores catiônicos e cadeias de DNA. 

Portanto o CNMPC através de cadeias poliméricas que são carregadas 

positivamente,tendem a ligar-se aos grupos fosfatos, que apresentam carga 
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negativa, que estão presentes na região externa das cadeias de DNA (Liu et al., 

2006; Melo et al., 2008). 

  Um aspecto importante do teste ELINOR está relacionado à intensa 

luminescência dos CNMPC, que são as (nanoparticulas/metálica)/(polímero 

condutor), os quais são utilizados como excelentes biomarcadores fluorescentes. 

Essa fluorescência pode ser detectada por microscopia de fluorescência mesmo 

havendo pequenas concentrações de DNA de interesse, fato esse que torna 

desnecessária a prévia realização de procedimentos de amplificação (via técnicas 

como (PCR ou equivalentes) do material genético a ser testado (Melo et al., 

2008).  

 

2.5 Avaliação e Validação de testes diagnósticos  

Quando um teste de diagnostico é avaliado alguns critérios devem ser 

levados em consideração, uma vez que o seu desempenho irá depender do 

conhecimento prévio da presença ou ausência da doença. Portanto essa 

indicação da verdade é designado “padrão ouro”, que nada mais é do que um 

teste padrão que irá ser utilizado como comparativo por parte de outros testes, 

cujo  objetivo será a avaliação da exatidão dos mesmos, onde os resultados 

obtidos possam conferir o máximo de acertos de forma a estabelecer o 

diagnóstico real (Almeida Filho e Rouquayrol, 1992). 

De acordo com Crowter (2001) a escolha de um padrão de referência é um 

ponto crucial para que seja possível a legitimidade na comparação. É observado 

que algumas vezes, padrões de referência combinados poderão ser utilizados 

quando existir ausência de um único padrão, onde o resultado de dois ou mais 
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testes poderão ser combinados para indicarem um padrão de referência 

composto. 

Em pesquisa epidemiológica, os testes diagnósticos não são apenas 

focados nos exames laboratoriais, mas, levam em consideração os interrogatórios 

clínico, exame físico e métodos propedêuticos diversos. É importante ressaltar 

que os critérios avaliados para os desempenhos desses testes estão relacionados 

com a ausência de desvios da verdade (ausência de viés), assim como da sua 

precisão, nesse caso o mesmo teste quando aplicado ao mesmo paciente ou 

amostra, esse deverá apresentar os mesmos resultados: respectivamente da 

reprodutibilidade do teste e da sua validade (OPS, 2014). 

A reprodutibilidade de um teste é avaliada pela consistência de resultados 

obtidos quando os exames se repetem. Nesse caso a avaliação dessa 

reprodutibilidade deve ser levado em conta se as condições técnicas e biológicas 

foram idênticas quando se repete o teste (OPS, 2014) 

Uma das propriedades fundamentais dos testes diagnósticos é justamente 

a sua validade que é avaliada através dos cálculos de sua sensibilidade, 

especificidade e valor preditivo (Feinstein, 1977). Essa validade será então 

mensurada pela sua capacidade em categorizar de maneira correta pessoas ditas 

realmente doentes, como positivas e as sadias como negativas para o referido 

teste que está sendo aplicado (Hennekens e Buring, 1987).  

Assim, conceitua-se como sensibilidade, a capacidade que um teste 

diagnóstico tem de conseguir identificar os verdadeiros positivos nos indivíduos 

verdadeiramente doentes. A especificidade é definida, como a capacidade de que 

um teste tem de identificar os verdadeiros negativos naqueles indivíduos que são 

verdadeiramente sadios. Os valores preditivos de um teste é a proporção de 
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indivíduos que são verdadeiramente positivos em relação aos diagnosticados 

positivos apresentados pelo teste. Esses valores são variáveis, uma vez que irá 

depender da prevalência da doença na população da população estudada. Os 

valores preditivos podem ser positivos e negativos, onde o positivo é a proporção 

de indivíduos que apresentam a doença entre todos os indivíduos com teste 

positivo; e o valor preditivo negativo é a proporção de indivíduos sem a patologia 

de interesse entre todos os indivíduos com teste negativo. Isso demostra que 

essas medidas irão depender da sensibilidade e especificidade assim como da 

prevalência da enfermidade na população estudada (Ferreira e Ávila, 2001). 

Os testes diagnósticos podem apresentar quatro situações possíveis: 

Verdadeiros Positivos (VP), onde o teste é positivo e o paciente apresenta a 

doença; Falsos Positivos (FP) nesse o teste é positivo, no entanto o paciente não 

tem a doença; Falsos Negativos (FN) quando o teste é negativo e o paciente tem 

a doença; Verdadeiros Negativos (VN) quando o teste é negativo e o paciente não 

tem a doença. Sendo os melhores testes aqueles que apresentam poucos 

resultados FP e FN (Vaz, 2009). 

É importante observar que um dos maiores problemas em relação aos 

dados de sensibilidade e especificidade, é que essas medidas são dependentes 

dos critérios de diagnóstico adotados ou de um valor de corte, o qual é, em 

algumas vezes selecionado arbitrariamente. Portanto, quando ocorre a mudança 

de critério nesse sentido, pode ocorrer um aumento na sensibilidade e 

consequentemente uma diminuição na especificidade, e vice-versa. O que irá 

provocar um quadro incompleto do desempenho de um teste diagnóstico 

selecionado (Vaz, 2009). 
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A literatura mostra que na atualidade não existe testes diagnósticos para V 

que apresente 100% de sensibilidade e especificidade, (Gontijo e Melo, 2004). 

Além disso, testes que sejam práticos em sua coleta associado a uma abordagem 

laboratorial cada vez mais simples, permitindo a redução de variáveis. Isto 

permite uma maior segurança. 

Com o grande desenvolvimento da nanotecnologia as nanopartículas de 

ouro, vêm sendo cada vez mais investigadas para o desenvolvimento de 

biossensores, com isso os nanocompósitos de ouro e polianilina (NcAuPANi) tem 

demostrado boas propriedades elétricas e ópticas que os tornam elementos 

essenciais para o desenvolvimento de sistemas biossensíveis (Nascimento et al., 

2011). O uso de NcAuPANi advém da possibilidade da utilização desse sistema 

para imobilização de ácidos nucléicos na superfície do eletrodo, com isso o 

NcAuPANi demonstra ser um bom candidato como matriz para o desenvolvimento 

de um biossensor para L. infantum. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.1 Geral 

Avaliar uma nova abordagem baseada em um nanocompósito para o 

diagnóstico de leishmaniose visceral. 

 

3.1.2 Específicos 

 

 Avaliar o teste ELINOR na detecção de Leishmania spp. em amostras 

clínicas coletadas de pacientes e cães de área endêmica para 

leishmaniose visceral;  

 Comparar o desempenho do teste ELINOR com os testes diagnósticos 

convencionais para leishmaniose visceral. 

 Avaliar a sensibilidade, especificidade e acurácia de amostras clínicas 

coletadas de pacientes e cães suspeitos de leishmaniose visceral; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1.1 Caracterização do estudo 

Trata-se de um estudo de avaliação de métodos de diagnósticos, em sua 

fase III (avaliação em amostras de campo). 

 

4.1.2 Amostragem  

Amostragem foi de conveniência de acordo com o número de pacientes e 

cães com suspeita clínica de LV, conforme descrito a seguir. 

 

 4.1.3 Pacientes Humanos 

Todas as amostras de humanos utilizados nessa pesquisa foram 

provenientes da Universidade Federal do Piauí, amostras clínicas, procedentes de 

área endêmica, que eram conduzidas a essa instituição através de Hospitais de 

referência e avaliados por médico infectologista responsável.  

Os pacientes foram submetidos ao exame clínico e epidemiológico e em 

seguida foi feito a anti-sepsia no local para a realização de punção aspirativa da 

medula óssea e procedimentos de esfregaço em lâminas, procedimento esse 

realizado pelo médico. 

Realizar-se-á assepsia com algodão embebido em álcool etílico a 70%, em 

seguida, foram colhidos, de cada paciente 5 mL de sangue intravenoso, com 

auxílio de uma seringa de 5 mL acoplada a uma agulha 25x7 mm. O material foi 

colocado diretamente em tubo de ensaio para formação do coágulo e posterior 

remoção do soro, a amostra foi  estocado em freezer a -20°C, até a utilização.  
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Foi coletada amostras de 2 a 5 mL (cinco mililitros) de sangue em tubo tipo 

vacutainer com o anticoagulante EDTA, mantidas a 4ºC e posterior extração e 

purificação do DNA. 

 

4.1.4  Cães 

Os animais selecionados para o estudo foram submetidos a uma avaliação 

prévia pela médica veterinária responsável pelo projeto.  

Foi coletada amostras de 5 mL (cinco mililitros) de sangue em tubo tipo 

vacutainer com o anticoagulante EDTA, mantidas a 4ºC e posterior extração e 

purificação do DNA.  

 

4.2 Definições de casos e controles 

Foram considerados casos, 18 pacientes (Grupo I) e 83 cães domésticos 

(Grupo II) com sinais clínicos, histórico epidemiológico compatível com a doença 

e pelo menos um dos testes diagnósticos positivos. 

Como controle foi considerado pacientes humanos que nunca habitaram 

área endêmica e nunca receberam transfusão sanguínea e apresentaram 

diagnóstico molecular negativo (Grupo III) (13 pacientes); Cães com histórico 

clínicos epidemiológico compatíveis com a doença e pelo menos um dos testes 

diagnósticos negativos constituíram o Grupo IV composto por  (50 cães). 

 

4.3. Testes Parasitológico e sorológicos   

Outros testes adicionais foram realizados, como testes parasitológicos, 

destinadas à pesquisa do parasita, cultura de formas promastigotas e o teste 

rápido LEISHR. 
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Para diagnóstico parasitológico da LV foram efetuados punção aspirativa 

na medula, com o auxílio de seringa e agulha. Com o material obtido, foram 

confeccionados esfregaços em lâminas, essas foram fixadas com metal e coradas 

pelo Giemsa e visualizadas no microscópio óptico com a objetiva 100x. 

Foram utilizados antígenos de promastigotas de Leishmania infantum 

preparados “in house” para a realização do teste de RIFI. Foram utilizados a anti-

IgG humana conjugada ao isocianato de fluoresceína-FITC. 

O teste IT-LEISHR® seguiu, estritamente, as instruções do fabricante. 

Todas as amostras de humanos foram testadas e cedidas pela Universidade 

Federal do Piauí. 

 

4.4 Diagnóstico molecular 

 

4.4.1 Extração do DNA 

A extração de DNA das amostras coletadas foi efetuada com o Blood Mini 

Spin e DNA Isolation Kit (quiagen) seguindo as recomendações do fabricante. O 

DNA extraído foi usado para avaliação do sistema de PCR e ELINOR. 

 

4.4.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR).  

PCR convencional (PCR) foi realizada usando o sistema LINF1B (PAIVA 

CAVALCANTI et al., 2009) com algumas modificações, com um volume final de 

25ul contendo Tris-HCl 10 mM, KCl 50mM, MgCl2 1,5mM, a dNTP 0,2mM, 5 

pmoles de cada um dos primers e 2.5 U de Taq DNA polimerase. A essa mistura 

foi adicionados 2ul do DNA amostra a ser analisada. A amplificação foi constituída 
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de 35 ciclos:  94oC (1 minuto),  65oC (1 minuto) e  72oC (1minuto), precedidos de 

uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC. O produto da PCR passou pelo 

processo de eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio 

(10 mg/mL), e usando 100 pb ladder DNA (GibcoBRL-Life Technologies) como 

marcador molecular. 

 

4.4.3 PCR em tempo real (qPCR) 

O diagnóstico molecular, através da PCR em tempo real foi realizado 

utilizando um primier do sistema LINF 1B, que detecta um fragmento de 132 

pares de bases do kDNA do complexo L. donovani de acordo com (Paiva-

Cavalcanti et al., 2009), no Departamento de Imunologia, laboratório de 

imunoparasitologia do CPqAM-Fiocruz. 

 

4.5 Teste ELINOR  

O teste ELINOR foi realizado realizado no departamento de Física, no 

laboratório de Polímero convencional da Universidade Federal de Pernambuco, 

sob a coordenação do Dr. Celso Pinto. 

 

4.5.1 a Preparação dos substratos: 

1 - Oxidação: os substratos foram imersos durante 90s em uma solução de 

KMnO4 (0,5 g) em H2SO4 (15,0 mL) e, em seguida, lavados por diversas vezes 

com água deionizada até não mais restarem indícios de presença da solução 

oxidante. 
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2 - Hidroxilação das lâminas: os substratos foram imersos numa solução 

em ebulição de NH4OH1 % durante 1 hora. 

3 - Formação da camada de MPTS (Mercapto propil trimetoxi silano 

Aldrich-175617) automontada: nesta etapa, os substratos foram tratados 

individualmente para evitar aderência de uns com os outros, sendo então 

colocados dentro de um balão de fundo redondo, contendo uma solução de 

MPTS, Propanol-2 e água deionizada (175,0 µL, 7,0 mL e 70,0 µL), munido com 

um condensador de refluxo. Todo o sistema foi mantido sob condições de refluxo 

durante 30 minutos para cada substrato. Depois de transcorridos os 30 minutos, 

os substratos foram avaliados visualmente para verificação da perfeita formação 

da camada de MPTS. Em caso satisfatório, os substratos foram em seguida 

lavados com propanol-2 (por duas vezes) e depois com água deionizada. A 

seguir, foram secos pela aplicação de jatos de nitrogênio e, enfim, submetidos a 

um processo de annealing a 115°C por 30 minutos. 

 

4.5.1 b. Preparação das nanopartículas: 

As nanopartículas foram sintetizadas com o uso de um balão de fundo 

redondo contendo etanol (20mL) e os reagentes: Ani-C6H5NH2 (0,030mol/L), 3-

mercaptopropil-trimetoxi-silano (MPS - C6H16O6SSi) (0,27mol/L) e HAuCl4.xH2O 

(0,81mmol/L), foram subsequentemente adicionados e mantidos sob agitação 

vigorosa (1.100 rpm) por um período de 48h. Para cada 1,0 mL da solução de 

nanocompósito, foram adicionadas 2 gotas de solução de HCl 1,0M em etanol. 
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4.5.2 Silanização de lâminas de vidro 

As lâminas de vidro foram imersas durante 24 horas em solução a 25% de 

hidróxido de amônio (NH4OH – Dinâmica, Brasil) e, posteriormente, limpas com 

água deionizada durante 10 minutos. Em seguida, elas foram lavadas brevemente 

com etanol anidro (Dinâmica, Brasil), e então imersas durante 30 min em uma 

mistura contendo MPTS a 1%, etanol a 95% e de ácido acético 16 mM (pH 4.5), à 

temperatura ambiente. Após a incubação, as lâminas foram lavadas com uma 

mistura de etanol a 95% e ácido acético 16 mM (pH 4,5) e, logo depois, colocadas 

em uma estufa a 150 ° C durante 2 horas (Rogers et al., 1999). 

 

4.5.3 Preparação das amostras para análise por microscopia de fluorescência: 

Esquematicamente, as etapas a serem seguidas do teste ELINOR foram:  

 

 Desnaturação da sonda, por aquecimento durante 3 minutos a 94º C e, 

logo depois, fez-se a deposição de 1 µL dessa na lâmina silanizada 

previamente aquecida a 55o C.  

 Desnaturação do DNA do paciente (da mesma forma como feito para a 

sonda) esse DNA foi extraído de sangue de paciente e sangue de cães 

como descrito nas seções 4.1.3 e 4.1.4, em seguida, adicionou-se 1 µL 

desse na lâmina, com a sonda aquecida a 55o C. A sonda e o DNA 

ficaram em contato por, no mínimo, 1 minuto.  

 Retirou-se a lâmina (com a sonda e DNA do paciente) do aquecimento 

a 55o C e, após resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se 1 

µL do compósito PANI/AuNPs acidificado (pH ≈ 3). Depois da secagem 
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da lâmina . (A solução contendo os CNMPC foi gotejada sobre a 

lâmina; Lavou-se a lâmina com álcool etílico a 50% utilizando e 

posteriormente a lamina foi seca com jato de nitrogênio.  

 Procedeu-se com a análise de microscopia de fluorescência.  

a) As análises de microscopia de fluorescência foram realizadas por 

meio de um microscópio MF500 (HIPOWER, China), com lâmpada 

de mercúrio de 100W, conjunto de filtros com excitação entre 330 

nm - 400 nm e equipado com câmera digital (Mshot MC30).  

b) As imagens de fluorescência foram obtidas por meio de uma objetiva 

de 20X 

 

4.6 Análise dos dados 

  Para o cálculo do valor da sensibilidade, especificidade e acurácia do teste 

ELINOR em relação aos outros testes, foi elaborada a Curva ROC. Os testes 

foram avaliados por um grupo de 46 pessoas através de um software especifico 

para a esta análise, onde os avaliadores puderam fazer um comparativo das 

amostras, com imagens de referências negativas e positivas e a partir dessa, 

informar qual seria o valor real daquela amostra como referências. Para a 

execução da curva ROC foi utilizado o 

site http://www.rad.jhmi.edu/jeng/javarad/roc/JROCFITi.html, este site contém 

JROCFIT e JLABROC4, que foram os programas Java, que tem por finalidade 

calcular receiver operating characteristic (ROC), onde o JROCFIT executou 

cálculos de dados de notação discretos, e o JLABROC4 teve por função calcular 

dados distribuídos de forma contínua. JROCFIT e JLABROC4 foram traduzidas 

diretas dos programas ROCFIT e LABROC4, respectivamente  

http://www.rad.jhmi.edu/jeng/javarad/roc/JROCFITi.html
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A classificação das imagens para cálculo da curva ROC era baseada em 6 

opções: 1 – Negativa,  2 – Provavelmente Negativa,  3 – Possivelmente Negativa,  

4 – Possivelmente positiva,  5 – Provavelmente Positiva,  6 – Positiva 

 

4.7 Aspectos Éticos  

Esse projeto não possui implicação ética, desde que se utilizaram amostras 

de DNA identificadas através de códigos,  doadas pela Universidade Federal do 

Piauí em parceria com o projeto “Influencia do genótipo de Leishmania chagase 

sobre a patogenia da leishmaniose visceral (Nº 0116/2005) (anexo 1) e pelo 

Serviço de Referência do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães-Fiocruz, que 

faziam parte do projeto intitulado “População de ectoparasitas em animais 

domésticos e sua relação com a epidemiologia das leishmanioses em 

Pernambuco (Nº P-50/10-5) (anexo 2).  

Os pacientes que concordavam em participar da pesquisa assinaram um 

termo de consentimento livre e esclarecido e responderam a um questionário com 

informações clínicas, epidemiológicas e laboratoriais referentes a doença.  

Os donos dos cães assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido, como também responderam a um questionário os quais tinham 

informações a respeito da identificação dos animais, dados sobre os proprietários 

e informações epidemiológicas e clínicas da leishmaniose visceral canina (LVC).  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Humanos 

Diagnóstico Parasitológico. Através do exame microscópico direto dos 

esfregaços em lâmina de material obtido do sangue de pacientes, 18 (100 %) 

foram positivos. Os isolados foram preservados em meio de cultura com 8 % de 

glicerol em criotubos em nitrogênio líquido (-196ºC) no Banco de Cepas da 

Universidade Federal do Piaui. 

Diagnóstico imunológico. A RIFI para detecção de anticorpos específicos 

anti - Leishmania spp. foi realizada nas 18 amostras e todos os pacientes do 

estudo foram positivos (Tabela 1). 

Diagnóstico molecular: Os testes moleculares ( PCR e qPCR) foram 

realizados em colaboração com equipe do Serviço de Referência em 

Leishmanioses do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães, FIOCRUZ – PE, nos 

quais foram confirmada a doença.  

 A tabela 2 mostra os resultados dos testes realizados. 
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Tabela 2: Resultados dos diferentes testes diagnósticos (Exame direto, RIFI, Cultura e 
RK39, PCR e qPCR) dos pacientes portadores de Leishmaniose visceral  

 

EXAMES 
Nº 

examinado 
Nº Positivos % Positivos 

Pesquisa direta 18 18 100% 

RIFI 18 18 100% 

Cultura  18 18 100% 

RK39 18 18 100% 

qPCR 18 18 100% 

PCR 18 18 100% 

  

 

Diagnóstico pelo ELINOR.  

O teste ELINOR para o diagnóstico em leishmaniose visceral humana foi 

realizado em duplicatas de 18 amostras, previamente avaliadas por outros testes 

diagnósticos como retratado anteriormente na tabela 1. Treze (13) amostras 

foram usadas como controle negativo (indivíduos sadios de área não endêmica). 

Os resultados das imagens para o Teste ELINOR estão representados na 

figura 5 para pacientes com suspeita de LV. 
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Figura 5: Microscopia de Fluorescência (20x) do Teste ELINOR realizadas em pacientes suspeita de LV 
Legenda: C- (controle negativo, sem DNA), C++ (controle positivo para leishmaniose:DNA extraído de cultura), 

NH1 a NH3 (amostra de humanos negativos); PH1 a PH7 (amostras de humanos positivos) 
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Para o cálculo do valor da sensibilidade, especificidade e acurácia do teste 

ELINOR em relação aos outros testes foi elaborada a Curva ROC, que estão 

demonstrados no gráfico 1..  

 

                     Gráfico 1: Curva ROC da análise das amostras de indivíduos com LV.  

 

 

O desempenho do teste ELINOR utilizando como sonda o sistema Linf 1B 

em amostra de sangue de humanos apresentou uma acurácia de 90,2%, 

sensibilidade de 94,2% e especificidade de 88,3%. Todas as amostras 

apresentaram uma sensibilidade e especificidade para todos do estudo 100 % 

(Cultura, RIFI, RK39, PCR, qPCR). 
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5.2 Análise dos experimentos em Cães 

Foram incluídos no estudo 83 amostras de cães com sinais clínicos 

sugestivos para LVC e para o grupo controle foi utilizado 50 amostras de cães 

sadios de áreas não endêmicas. 

Todas as amostras incluídas no estudo foram positivas para LV através da  

PCR e qPCR. 

 

Tabela 3: Resultados de testes :PCR e qPCR, para cães suspeitos de LV 

EXAMES 
Nº 

examinado 
Nº Positivos % Positivos 

qPCR 83 83 100% 

PCR 83 83 100% 

 

As imagens a seguir mostram as micrografias de fluorescência do teste 

ELINOR.  
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Figura 6: Microscopia de Fluorescência (20x) do Teste ELINOR realizadas em cães suspeita de 

LV.Legenda: C- (controle negativo, sem DNA), C++ (controle positivo para leishmaniose DNA 

extraído de cultura), NC1 a NC3 (amostra de cães negativos); PC1 a PC7 (amostras de cães 

positivos) 
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O gráfico 2 mostra os valores de acurácia, sensibilidade, especificidade 

para o teste ELINOR, das amostras de cães com LV.  

 

                            Gráfico 2: Curva ROC da análise das amostras de cães com LV.  

 

 

             

 

A análise estatística do teste revelou uma sensibilidade de 79.4%, 

especificidade de 93.3%, e uma acurácia de 86.5%. 

Ao analisar o número total das diferentes amostras, incluindo 132 amostras 

de cães, e 31 de humanos, obteve-se os valores de 87,3 %, sensibilidade, 89,8 

%, especificidade e 88,9% de acurácia.  
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O gráfico 3 mostra os valores de acurácia, sensibilidade, especificidade 

para o teste ELINOR de todas as amostras utilizadas no ensaio (humanos + 

cães).  

 

Gráfico 3: Curva ROC da análise de todas as amostras do ensaio ELINOR (humanos e 

cães).  
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6. DISCUSSÃO 

 

 A leishmaniose visceral vem cada vez mais se expandindo em áreas 

urbanas onde o número de casos humanos e cães positivos são preocupantes. 

Vários fatores estão correlacionados com essa expansão, onde se podem 

destacar fenômenos climáticos, crescimentos desordenados nas cidades de 

médio e grande porte, impactos ambientais, deterioração da condição 

socioeconômica de populações urbanas, entre outros (Franke et al., 2002). 

 Na LV o diagnóstico não pode ser apenas baseado no exame clínico a 

partir dos sintomas apresentados, nem só no histórico relatado pelo paciente, pois 

tais circunstâncias não são suficientes para justificar um tratamento direcionado 

para LV, uma vez que as manifestações clínicas dessa enfermidade não são tão 

específicas, podendo ser muitas vezes confundidas com diversas patologias 

(Ritmeijer et al., 2006; Dotta et al., 2009). 

 Relatos mostraram que apesar da grande quantidade de testes 

diagnósticos existentes para LV o padrão-ouro preconizado pelo MS para a 

infecção por L. infantum, é o parasitológico, o qual é baseado em métodos de 

detecção direta do parasita, acabam por oferecer a vantagem de simplicidade, 

mas a necessidade da coleta de aspirados de medula óssea ou de baço faz 

destas técnicas bastante invasivas. Além disso, a sensibilidade do exame direto 

pode ser baixa, podendo variar de 52% a 98%, no entanto apresenta uma 

especificidade de 100% (Disch et al., 2006). 

A presente pesquisa teve como objetivo principal demonstrar a 

sensibilidade e especificidade do teste ELINOR no diagnóstico da LV quando 

comparado com outros testes utilizados para detecção da LV. Os resultados do 
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presente estudo mostrou uma alta sensibilidade 94%, assim como uma 

especificidade (88,3%) e uma acurácia (90,2%), para o teste ELINOR em 

amostras humanos. 

Na LV os testes sorológicos ainda são bastante utilizados, no entanto nos 

indivíduos assintomáticos que apresentaram uma resposta humoral baixa, os 

níveis de anticorpos ficaram abaixo da linha de corte (cut-off) ou no limite de 

detecção. Com isso um resultado dito negativo não descarta uma possível 

infecção, provocando um falso negativo. Outra desvantagem observada nesse 

teste é a ocorrência de resultados falsos positivos, uma vez que anticorpos 

circulantes podem permanecer no sangue periférico mesmo que o parasita seja 

eliminado (Riera, 2003). Contudo, os testes de RIFI e ELISA, são muito utilizados 

em inquéritos populacionais (Gontijo, 2004). 

De acordo com Assis (2008) estudos feitos com RIFI mostraram uma 

sensibilidade variando de 77 a 100%. Esses resultados devem ser obtidos através 

do tipo de antígeno utilizado, bem como o protocolo. Por exemplo antígenos 

totais, purificados, assim como os recombinantes, onde a sensibilidade desses 

antígenos podem variar de 60% a 82% para o antígeno A2. Estudos realizados 

com o antígeno recombinante empregado no ELISA apresentaram alta 

sensibilidade e especificidade de 100% (Burns et al., 1993). 

O DAT (teste de aglutinação direta) é outro teste sorológico de baixo custo 

e que apresenta uma sensibilidade de 91 a 100%, contudo, a especificidade se 

mostra bastante inconsistente podendo variar de 72 a 100%. Esse teste foi 

validado em diversas áreas endêmicas (Pedras et al., 2008 ). 
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Nossos achados corroboram com os testes sorológicos mais utilizados na 

atualidade para detecção da leishmaniose humana, uma vez que tanto as 

sensibilidades assim como a especificidade são bastante semelhantes.  

A importância de desenvolver testes diagnósticos rápidos, específicos e 

sensíveis tanto para humanos como para cães é na atualidade uma das metas de 

pesquisa nessa área.  

A detecção precoce de cães infectados é hoje um grande desafio para 

tentar impedir a expansão da doença e consequentemente o controle da mesma. 

Existe uma imensa variedade de testes diagnóstico canina, os quais empregam 

diferentes tipos de antígenos. No entanto ainda não se encontra disponível um 

antígeno que seja muito específico e que apresente um método de fácil execução, 

assim como ocorre em testes para humanos. Por essa razão, o diagnóstico para 

LVC continua sendo ainda grande desafio, apesar dos progressos observados no 

desenvolvimento de vários métodos (Faria e Andrade, 2012). 

O resultado do teste ELINOR em amostras de cães mostrou uma 

sensibilidade mais baixa do que a especificidade e acurácia. Resultados 

semelhantes encontrados por Coura-Vital et al (2014) que utilizaram o ELISA 

como teste de triagem e o DPP como teste confirmatório.  

O ensaio sorológico imunoenzimático ELISA em cães é considerado um 

método de triagem e seus resultados são comumente expressos em reagente ou 

não reagente. Apresentando uma sensibilidade que pode variar de 71 a 100% e 

especificidade entre 85 e 100%, porém apresentam reações cruzadas com 

Trypanosoma cruzi e L. braziliensis (Brasil, 2014; Ikeda-Garcia e Marcondes, 

2007)  
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 Romero et al. (2009) avaliou alguns testes sorológicos para detectar LV 

utilizaram outro tipo de antígeno, a) ELISA – usando o antígeno de promastigotas 

e os recombinante K26 (ELISA rK26), b) K39 (rK39 ELISA), c) teste de 

imunofluorescência indireta com antígeno de promastigota (IFI) e e) teste 

imunocromatográfico (TRALd) usando o antígeno rK39. O total de indivíduos 

utilizado no estudo foi de 1241 os quais foram selecionados de área endêmica 

para LV. A sensibilidade dos testes sorológicos foi de 50,0%, 66,7%, 69,4%, 

83,3% e 88,9% para ELISAp, ELISA rK26, ELISA rK39, IFI e TRALd, 

respectivamente. As especificidades foram de 96,0% para TRALd, 97,6% para 

ELISAp e IFI, e 100,0% para ELISA rK26 e rK39. 

É importante ressaltar, que divergência de resultados entre exames 

sorológicos, possivelmente é devido aos diferentes tipos de protocolos utilizados 

(Mettler et al., 2005; Rosário et al., 2005). 

O diagnóstico molecular que visa à detecção do DNA do parasito, 

utilizando-se amostras biológicas, tais como sangue e aspirado de medula, vem 

ao longo do tempo cada vez mais sendo aperfeiçoado e pesquisado tanto para 

cães como para humanos.  

A PCR tem apresentado elevada sensibilidade (acima de 90%) e 

especificidade (100%) na grande maioria dos trabalhos publicados (Disch et al., 

2003). 

Essas ferramentas são extremamente importantes em programas de 

controle da LV, uma vez que é útil na detecção de casos com baixa intensidade 

de infecção, para os quais os exames parasitológicos, que são procedimentos 

invasivos apresentam sensibilidade considerada limitada, outro ponto importante 

dos métodos moleculares é que os mesmos possibilitam a diminuição da 
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ocorrência de reações cruzadas com outras doenças, além de permitir a distinção 

entre infecção ativa, sub - clínica ou passada, o que não é permitido testes 

sorológicos (Brasil, 2006; Alam et al., 2009;).  

A necessidade de diagnósticos rápidos e confiáveis está intimamente 

ligada à necessidade de tratamento seguro, eficaz das chamadas doenças 

"negligenciadas". A lista de doenças, sem ferramentas de diagnóstico adaptado 

de campo inclui a leishmaniose. 

É importante ressaltar que as restrições significativas tanto de 

aplicabilidade, assim como de eficiência dos métodos convencionais existentes 

para o diagnóstico da LV torna cada vez mais importante a busca por alternativas 

para o desenvolvimento e produção de diagnósticos que combinem rapidez, baixo 

custo, alta sensibilidade e especificidade assim como simplicidade operacional, 

fatores que são bem evidenciados no teste ELINOR. 

Diante dos resultados obtidos é possível afirmar que os valores de 

sensibilidade e especificidade obtidos pelo Teste ELINOR são promissores para o 

diagnóstico da LV em humanos e cães uma vez que os dados encontrados 

corroboram com resultados apresentados na literatura por outros testes, tendo 

até, em alguns casos se mostrado mais sensível e mais especifico.  

Estudos realizados por Paiva-Cavalcanti et al., (2009) comparando os 

sistemas RV1/RV2 e Linf 1b mostraram que a qPCR utilizando o sistema linf 1b 

em amostras de sangue é mais sensível que a PCR convencional (sensibilidade 

PCR= 23,8%, qPCR= 100%). Já em relação à especificidade, apesar da PCR 

convencional ter apresentado valor de 100%, as análises por meio dos IC e o 

teste 2א mostram que os dois testes (PCR convencional e qPCR) são 

equivalentes. 
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Ensaios feito com o ELINOR utilizando esses dois sistemas mostraram 

resultados bastante semelhantes para o diagnóstico de LV humana em 35 

amostras, previamente avaliadas pela a técnica de PCR e qPCR.  

Segundo os resultados da PCR, essas 35 amostras corresponderam a 20 

casos positivos e 15 negativos. A sensibilidade foi de 90 %, especificidade de 67 

% e a acurácia de 80%, corroborando com os resultados encontrados pelo 

sistema Linf 1B onde a sensibilidade foi de 94%, especificidade de 88,3% e uma 

acurácia de 90,2% quando se englobando todas as amostras, (humanos+cães). 

Um das grandes vantagens da utilização do teste ELINOR para a detecção 

da LV é a utilização do sangue periférico, o que torna o teste menos invasivo do 

que os testes que utilizam a medula óssea, baço ou aspirado de linfonodo para o 

diagnóstico. Apesar  que o nível de parasita no sangue periférico tende a ser 

menor do que aquela quantidade de parasito encontrado em outro tipo de tecido 

como a medula óssea. 

A nanotecnologia associada à biotecnologia vem sendo hoje considerada 

um grande instrumento utilizado para melhorar a qualidade de vida da população, 

como por exemplo o desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico. Nos 

últimos anos, as propriedades únicas de nanopartículas (NPs) metálicas, como as 

utilizadas pelo teste ELINOR foram objeto de estudo de vários grupos de 

pesquisa com aplicações numa ampla área (Niosi e Reid, 2007). 

Esses estudos mostram que a polianilina (PANI) tem-se mostrado 

particularmente útil no desenvolvimento de biossensores. Em particular, os 

materiais de polímero de nanopartículas, devido às suas propriedades sinérgicas 

e híbridos que podem ser utilizadas como monitores de hibridização (Schmidt e 

Malwitz, 2003).   
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O teste ELINOR por suas características apresenta totais condições de vir 

a ser uma forte proposta no desenvolvimento de um teste rápido, de baixo custo, 

simples para LV, que possa ser utilizado como ferramenta de diagnóstico 

complementar ao exame clínico por sua alta sensibilidade e especificidade. 

Outro ponto importante que deve ser destacado é que o teste ELINOR é 

um teste baseado na complementariedade de sequencias de DNA especifica, 

uma vez que utiliza sonda de DNA para LV, o que teoricamente o torna mais 

especifico, podendo assim diminuir reações cruzadas com outras parasitoses que 

é tão comum em testes sorológicos. Afinal de acordo com Tales et al. (2005), o 

DNA é uma molécula adequado para aplicação nesse tipo de teste tendo em vista 

que apresenta um grande potencial de reconhecimento molecular, uma vez que o 

mesmo possibilita a formação de ligações que são facilmente sintetizadas, 

estáveis e reutilizáveis após desnaturação.  

Em termos de custos, estimativas preliminares para o teste mostram que o 

custo do material a ser depositado em cada ponto da lâmina componente do kit 

de análise deve ser inferior a R$0,75, valor passível de substancial redução com o 

aprimoramento do processo. 

Comparando o custo operacional do teste ELINOR com o teste rápido 

(imunocromatográfico rK39) observa-se uma larga vantagem do ELINOR, uma 

vez que o teste rápido custa em torno de US$ 2,71, já em relação ao 

parasitológico, esse custo é em torno de US$ 1,58, mas se levado em 

consideração os profissionais envolvidos para realização desse exame, o valor 

agregado passa para US$ 72,1, tendo vista que para realização dos exames 

parasitológicos é necessário profissional qualificado (médico), e materiais 
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específicos. Comparando o ELINOR a RIFI, o custo do mesmo também se 

apresenta bem abaixo já que a RIFI tem um custo de US$ 8,56 (Sousa, 2007). 

O ELINOR poderá ser utilizado como ferramenta de diagnóstico nos 

programas de saúde nacionais, pelo seu baixo custo, e sem que haja a 

necessidade de infra-estruturas complexas, assim como mão-de-obra tão 

qualificada, mas que sejam devidamente treinados para exercer tais funções. 

Sugerindo assim, a sua incorporação na rotina dos diversos laboratórios utilizados 

nos serviços de saúde e hospitais de referência, recomendadas pelo Programa de 

Controle da leishmaniose do Ministério da Saúde (Secretaria de Vigilância em 

Saúde/MS). 

A expectativa é de que possamos desenvolver um kit de diagnóstico rápido 

com o método ELINOR, afinal esse teste pode ser utilizado para o diagnosticar 

doenças causadas por deferentes tipos de patógenos, além de que é um teste 

tecnicamente viável e de baixo custo, o que o torna bastante competitivo.  

Portanto o teste ELINOR se mostra bastante promissor, e indica o quanto 

hoje a nanotecnologia vem tomando espaço e sendo uma poderosa ferramenta 

para obtenção de testes diagnósticos rápidos específicos e sensíveis, os quais 

apresentam várias vantagens. A literatura já mostra que nos últimos anos vem 

crescendo o depósito de patentes para diagnóstico ou tratamento de doenças, o 

que reflete sem dúvida o grande potencial dessa nova tecnologia.  

Esta pesquisa apresentou uma boa eficácia na metodologia para o 

diagnóstico da LV. Indicando vários pontos positivos. Entretanto, ensaios 

necessitam ser realizados, com amostras de sangue de pacientes infectados com 

Leishmania e outras doenças responsáveis pelas reações cruzadas como na 

Doença de Chagas, Tuberculose e Hanseníase as quais não foram realizadas. 
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7. CONCLUSÕES 

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir: 

 

 O teste ELINOR mostrou ser um teste promissor para detecção 

de Leishmania spp, podendo ser considerado, no futuro, como 

uma ferramenta alternativa para a detecção da LV; 

 O desempenho do teste ELINOR foi similar ao exame direto, cultura, 

RIFI, e RK39-, PCR e qPCR; 

 O teste mostrou alta acurácia, sensibilidade e especificidade nos 

grupos estudados; 
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