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RESUMO

O presente estudo avaliou o desempenho de três métodos sorológicos diferentes (RIFI, 

ELISA e DAT) utilizados no diagnóstico da leishmaniose visceral canina. Foram avaliadas 234 

amostras de soros de cães provenientes de Belo Horizonte, área endêmica para LV. Vinte soros 

de cães não infectados de área não endêmica e 20 soros de cães com outras doenças parasitárias, 

sendo  sete  soros  de  cães  com  Trypanosoma  cruzi,  cinco  soros  de  cães  com  Leishmania 

braziliensis,  cinco soros de cães com  Toxoplasma gondii e três soros de cães com  Erlichia 

canis.foram incluídos neste estudo. A RIFI apresentou baixa sensibilidade (72%), especificidade 

(52%), e reação cruzada com soros de cães infectados com T. cruzi, L. braziliensis e E. canis. O 

teste  de  ELISA  apresentou  elevada  sensibilidade  (95%)  embora  com  especificidade  baixa 

(64%), e reação cruzada com soros de cães infectados com T. cruzi, L. braziliensis e E. canis. O 

DAT apresentou elevadas sensibilidade (93%), specificidade (96%), e reação cruzada apenas 

com  uma  amostra  de  E.  canis.  De  acordo  com  o  índice  kappa,  a  RIFI  apresentou  uma 

reprodutibilidade regular, enquanto ELISA e DAT apresentaram reprodutibilidade perfeita. A 

concordância entre os testes realizados a partir de soros de cães de área endêmica foi ótima 

entre ELISA e DAT, boa entre ELISA e RIFI e regular entre RIFI e DAT. Essa concordância 

entre  os  testes  foi  variável  de  acordo  com  o  grupo  clínico  analisado.  Não  foi  observada 

correlação entre os títulos e/ou absorbância dos testes entre si, assim como não foi observada 

correlação  entre  título  ou  absorbância  e  gravidade  da  doença.  Foram ainda  analisadas  230 

amostras de eluato de sangue dissecado em papel filtro de cães, dos 234 cães anteriormente 

analisados, pelas técnicas de RIFI e ELISA. A concordância entre amostras de soro e eluato foi 

boa  para  o  ELISA e  regular  para  a  RIFI.  Comparando  os  testes  realizados  com  eluato  a 

concordância foi regular. Quando foram comparados os testes ELISA e RIFI realizados com 

soro,  a  concordância  foi  boa.  Este  estudo  confirmou  que  ainda  não  existe  uma técnica  de 

diagnóstico com 100% de especificidade e sensibilidade e que a escolha da técnica dependerá 

do objetivo do estudo. Tendo em vista a otimização do diagnóstico da LVC e baseado nos 

resultados  deste  estudo,  sugerimos  o  incentivo  por  parte  do  Ministério  da  Saúde  (MS)  do 

desenvolvimento e produção de um antígeno a ser utilizado no DAT que poderá substituir os 

métodos usados atualmente.



ABSTRACT

In the present investigation, three serological methods (IFAT, ELISA and DAT) 

used for canine visceral leishmaniasis (CVL) diagnosis were assessed. A number of 234 

canine serum samples were collected in the city of Belo Horizonte, Minas Gerais state, 

an endemic area for VL. The number of 20 serum samples from non-infected dogs and 

20 other serum samples from dogs with other parasitic diseases such as Trypanosoma 

cruzi (n=7),  Leishmania  braziliensis (n=5),  Toxoplasma gondii (n= 5)  and  Erlichia 

canis (n=3) were included in the present study. Based on kappa indices, IFAT showed a 

low sensitivity (72%) and specificity (52%), besides a cross-reactivity with sera from 

dogs  infected  with  T.  cruzi,  L.  braziliensis and  E.  canis.  ELISA  showed  a  high 

sensitivity (95%), despite a low specificity (64%), and cross reaction with sera from 

dogs infected with T. cruzi, L. braziliensis and E. canis. DAT showed a high sensitivity 

(93%) and specificity (96%), with a cross reaction only with a sample from an E. canis-

infected  dog.  IFAT has  shown a  regular  reproducibility,  whereas  ELISA and DAT 

showed an accurate reproducibility. We observed a full agreement between ELISA and 

DAT, a medium agreement between ELISA and IFAT and, finally, a regular agreement 

between IFAT and DAT. The agreement between tests varied in accordance with the 

clinical group under analysis. There was no correlation between titers and or absorbance 

between  the  tests,  nor  a  correlation  between  titers  and  absorbance  and  the  disease 

severity. Yet, a number of 230 samples of eluate from dried blood collected on filter 

paper out of the 234 dogs mentioned above, were assessed through IFAT and ELISA, 

with a regular agreement between them. Agreement between serum and eluate results 

showed to be good for ELISA and regular for IFAT, whereas the serum sample results 

from ELISA and IFAT were in agreement.   There is no VL diagnosis method with 

100%  specificity  and  sensitivity  and  its  choice  will  depend  on  the  investigation 

purposes. Aimed at a VL diagnosis optimization, and based on our results, we suggest 

the Brazilian Ministry of Health to develop and produce an antigen to be used in DAT, 

which would be useful in substituting the current VL diagnosis methods. 
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1. Introdução



1.1. As Leishmanioses

As Leishmanioses compreendem um espectro de doenças que são largamente 

distribuídas em países tropicais e subtropicais, variando em severidade desde formas 

com  auto-cura,  lesões  na  pele  a  severas  mutilações  na  mucosa,  ou  infecções  nas 

vísceras.  São  causadas  por  protozoários  pertencentes  ao  gênero  Leishmania (Ross, 

1903),  (Kinetoplastida:Trypanosomatidae). Este gênero se constitui de um grupo de 

espécies  biologicamente  distintas  e  com  características  genéticas,  bioquímicas  e 

imunológicas diferenciadas. A estrutura do DNA extra nuclear do cinetoplasto (kDNA), 

presente  nestes  organismos,  constitui  uma  característica  marcante  da  ordem 

Kinetoplastida possuindo peculiaridades únicas e um mecanismo ímpar de replicação 

(Shlomai, 1994). 

O gênero  Leishmania apresenta em seu ciclo biológico as formas amastigotas, 

aflageladas  com cinetoplasto  visível  em forma de  bastão.  Estas  formas  vivem e  se 

multiplicam  no  interior  de  células  do  sistema  monocítico  fagocitário  (SMF)  do 

hospedeiro vertebrado mamífero. No trato alimentar do inseto vetor são encontradas as 

formas flageladas promastigotas e paramastigotas (Chang et al., 1985; Walters, 1993). 

As formas promastigotas  também são cultivadas  em meios  axênicos  (Evans,  1987), 

como  o  LIT  (Liver  Infusion  Tryptose)  e  o  NNN  (Novy  Mc  Nel  e  Nicolle).  A 

multiplicação  se  faz  por  divisão  binária  em  ambos  os  hospedeiros,  vertebrados  e 

invertebrados, embora algumas evidências não descartem a possibilidade de troca de 

material genético (Bastien et al., 1992).

A transmissão das leishmanioses entre os hospedeiros vertebrados ocorre pela 

picada de fêmeas de insetos pertencentes à ordem Díptera, Família Psychodidae, Sub-

Família Phlebotominae, (Martins et  al.,  1978), Diferentes espécies de  Lutzomyia são 

responsáveis  pela  transmissão  das  muitas  espécies  de  Leishmania causadoras  da 

leishmaniose tegumentar americana (LTA) e da leishmaniose visceral (LV). Através do 

repasto sanguíneo, necessário para sua oviposição, ao picarem um animal parasitado 

podem, juntamente com o sangue, sugar formas amastigotas, que no interior de seu tubo 

digestivo, se transformam em promastigotas e aí se multiplicam. As promastigotas, após 

seu  desenvolvimento,  migram  para  as  partes  anteriores  do  tubo  digestivo  do 



flebotomíneo, atingindo o aparelho picador sugador do inseto. O inseto infectado, ao 

realizar o repasto sanguíneo em outro animal poderá inocular as formas promastigotas 

metacíclicas. Estas formas poderão penetrar em células do SMF, transformando-se em 

amastigotas em seu interior e multiplicando-se (Chang, 1985).

As  Leishmanioses  permanecem  como  um  severo  problema  de  saúde,  com 

prevalência  global  estimada em 12 milhões  de casos  e  incidência  anual  de 1,5 – 2 

milhões  de  casos.  Aproximadamente  1  –  1,5  milhões  de  casos  são  causados  pelas 

leishmanioses  cutâneas  e  500.000  causados  pelas  formas  viscerais  da  doença. 

Atualmente as leishmanioses apresentam claramente uma distribuição geográfica mais 

ampla do que antigamente, sendo agora reportadas em áreas onde não eram endêmicas 

(WHO, 2002).

O aumento dos fatores de risco,  relacionado principalmente às  mudanças  no 

meio ambiente, sejam elas naturais ou causadas pelo homem, está fazendo com que 

muitos países se preocupem com as leishmanioses no que diz respeito à saúde pública. 

Um dos maiores fatores de risco é o fenômeno mundial da urbanização, estreitamente 

relacionado ao aumento das migrações (WHO, 2002). A migração de cães infectados, 

por espécies causadoras da leishmaniose visceral, de áreas endêmicas da doença pode 

promover  a  disseminação silenciosa  da  infecção  entre  os  cães  de  uma nova  área  e 

eventualmente da infecção humana, estabelecendo assim, um novo foco de transmissão 

(Travi et al., 2002).

As leishmanioses do Novo Mundo são agrupadas basicamente em duas amplas 

categorias clínicas: a LTA e a LV. A LTA, causada pelas espécies de Leishmania dos 

subgêneros  Viannia e  Leishmania,  incluindo  um  espectro  de  doenças  comumente 

referidas  por  suas  características  clínico-patológicas  em  forma  cutânea,  cutânea-

mucosa, cutânea-disseminada e cutânea-difusa ( Walton, 1987; WHO, 1990).

A LV é considerada uma enfermidade crônica (Deane e Deane, 1964) que evolui 

para hepato-esplenomegalia devido à multiplicação dos parasitas nos tecidos e órgãos 

ricos em células do SMF.



1.2. Leishmaniose Visceral

A LV é uma doença de caráter crônico, potencialmente fatal  para o homem, 

tendo  como  agentes  etiológicos  as  espécies  do  gênero  Leishmania pertencentes  ao 

complexo  L. (Leishmania) donovani, (Lainson e Shaw, 1987). São elas a  Leishmania 

(Leishmania)  donovani (Ross,  1903)  e   Leishmania  (L.)  infantum (Nicole,  1908), 

presentes  no  Velho  Mundo  e  Leishmania  (L.)  chagasi,  (Cunha  e  Chagas,  1937), 

presente no Novo Mundo.

A  leishmaniose  visceral  apresenta  diferentes  quadros  epidemiológicos  no 

mundo, ocorrendo em vastas áreas tropicais e subtropicais do globo. Pode apresentar-se 

como uma zoonose,  como acontece no Brasil e no Mediterrâneo, tendo os canídeos 

como principais fontes de infecção para os vetores, e como antroponose, como ocorre 

na África, Bangladesh, Índia e Nepal, tendo o homem como fonte de infecção (WHO, 

2003).

 É endêmica em 87 países (21 no novo Mundo e 66 no velho Mundo), sendo que 

90% dos casos de LV notificados no mundo ocorrem em Bangladesh,  Brasil,  Índia, 

Nepal  e  Sudão.  No  Novo  Mundo  ocorre  na  Argentina,  Bolívia,  Brasil,  Colômbia, 

Paraguai,  Venezuela,  Guatemala,  Guadalupe,  Honduras,  Martinica,  México,  e  El 

Salvador (Lainson e Shaw, 1987; Shaw, 2002).  No Brasil,  são registrados 90% dos 

casos  de  LV  que  ocorrem  em  todo  o  continente  americano.  Existem  casos  de 

leishmanioses em 18 dos 27 estados da Federação, distribuídos em quatro das cinco 

regiões do país. Na década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos 

notificados de LV ocorreram na Região Nordeste. À medida que a doença se expande 

para  as  outras  regiões  e  atinge  áreas  urbanas  e  periurbanas,  esta  situação  vem  se 

modificando. No período de 2000 a 2002, a Região Nordeste já representa uma redução 

para 77% dos casos do país (MS, 2003). Recentemente, vêm sendo notificados casos 

humanos de LV no Estado do Paraná, região Sul (MS /CENEPI, 2000).

 Existem divergências em relação à utilização do nome específico  L. chagasi 

para designar o agente etiológico da LV no Novo Mundo. Estas controvérsias estão 

relacionadas com a origem da doença no Novo Mundo (Mauricio, 2000).

Duas hipóteses tentam explicar a origem da LV no continente Americano. A 

primeira sugere que a Leishmania chagasi é autóctone, tendo canídeos silvestres como 



hospedeiros  primários  e  fontes  de  infecção  para  o  cão  e  o  homem (Lainson et  al., 

1987;).  Esta  proposição  ganha  algum  suporte  a  partir  da  bem  equilibrada  relação 

parasito-hospedeiro em Cerdoncyon thous, o que indica uma associação antiga quando 

comparada com a infecção fulminante e fatal no cão doméstico, esta sugestiva de uma 

associação parasito-hospedeiro mais recente. A outra hipótese considera que a LV é 

causada pela  L. infantum que foi trazida para a América Latina pelos europeus e seus 

cães,  ou  pelos  escravos.  Esta  afirmativa  encontra  amparo  uma  vez  que  técnicas 

bioquímicas (isoenzimas) sorológicas (anticorpos monoclonais) e de biologia molecular 

têm evidenciado similaridade entre  L. infantum e L. chagasi (Killick-Kendrick et al., 

1980;  Grimaldi  Jr  et  al.,  1987;  Maurício  et  al.,  2000).  Além  disso,  existem 

características  comuns  na  epidemiologia  da  doença  no  Brasil  e  na  região  do 

Mediterrâneo  tais  como  a  existência  de  canídeos  como  reservatórios  silvestres  e 

domésticos, a prevalência maior em crianças e manifestações clínicas diversas.

Na  LV,  os  parasitos,  alcançando  as  células  do  SMF  dos  órgãos  internos, 

principalmente,  baço,  fígado  e  medula  óssea,  provocam  quadros  cuja  severidade 

depende  do  tempo  de  evolução  clínica  e  da  resposta  imunológica  do  indivíduo 

parasitado, podendo originar casos assintomáticos, moderados e graves, inclusive com 

óbitos quando não adequadamente tratados (Tafuri  et  al.,  1989; Grimaldi Jr e Tesh, 

1993; Lainsson, 1997; Santa Rosa e Oliveira, 1997).

1.3. Leishmaniose Visceral no Brasil

A importância da leishmaniose visceral no Brasil reside não somente na sua alta 

incidência  e  ampla  distribuição,  mas  também  na  possibilidade  de  assumir  formas 

clínicas muito graves e às vezes fatais, apesar da existência de tratamento específico. 

Segundo dados do Ministério da Saúde ocorrem cerca de 4 mil casos anuais da doença 

(MS/CENEPI, 2000).

O primeiro caso de LV, possivelmente adquirido no Brasil, ocorreu no início do 

século XX em um paciente adulto italiano proveniente de Mato Grosso, que emigrara 

14 anos antes para o Brasil, e diagnosticado no Paraguai (Migone, 1913). Acredita-se 

que a infecção ocorreu na região de Porto Esperança, Mato Grosso. Não obstante tratar-



se  de  um indivíduo  oriundo  do  Mediterrâneo,  o  longo  tempo  decorrido  desde  que 

deixara a zona endêmica levou à suposição de que se tratava de um caso autóctone. No 

entanto, a comprovação definitiva da existência de calazar autóctone na América só 

ocorreu quando Mazza e Cornejo (1926) publicaram a observação de dois casos em 

crianças que nunca haviam deixado a Argentina. Em uma delas, ao realizarem punção 

esplênica, observaram a presença de Leishmania (Deane, 1956; Baruffa e Cury, 1973; 

Dias  et  al.,1977).  Formas  amastigotas  foram  encontradas  em  fígado  de  pacientes 

suspeitos de febre amarela em vários estados do Nordeste e no Pará (Penna,  1934), 

tendo sido o agente etiológico mais tarde denominado L. chagasi por Cunha e Chagas 

em 1937.

Chagas (1936) e Chagas et al. (1937) foram quem pela primeira vez suspeitaram 

da existência de um animal silvestre como reservatório de L. chagasi no Novo Mundo. 

Este  fato  foi  confirmado pelos  pesquisadores  Deane  e  Deane (1954)  e  por  Alencar 

(1961),  no Ceará,  quando estabeleceram a importância  epidemiológica da raposa da 

espécie  Dusicyon  vetulos como  fonte  de  infecção  e  manutenção  da  doença. 

Posteriormente,  uma  segunda  espécie  de  raposa,  Cerdocyon  thous,  foi  encontrada 

naturalmente infectada por  L. chagasi (Silveira et al., 1982; Lainson., 1985; Mello et 

al.,1988; e Silva et al., 2000).

No Brasil, a leishmaniose visceral ou calazar, é considerada uma zoonose que se 

estabeleceu  inicialmente  em  áreas  rurais  e  periurbanas.  O  número  de  casos  vem 

aumentando consideravelmente,  com o surgimento de focos da doença em áreas até 

então  indenes.  Estudos  de  casos  humanos  e  caninos  têm revelado  a  ocorrência  da 

urbanização da LV nas grandes cidades brasileiras do Nordeste e mais recentemente do 

Sudeste (Badaró, 1988; Genaro et al., 1990; Marzochi et al.,1994; Mayward et al., 1996; 

Oliveira et al., 2001; Silva et al., 2001). 

No final da década de 80, a urbanização da endemia é intensificada em Terezina, 

PI e São Luís, MA. Na década de 90, a doença se estabelece em Montes Claros, MG, 

Camaçaú, BA e Recife, PE (Marzochi e Marzochi, 1994; Monteiro et al., 1994). Dados 

epidemiológicos dos últimos dez anos revelam periurbanização e urbanização da LV, 

destacando-se  os  surtos  ocorridos  no  Rio  de  Janeiro,RJ,  Belo  Horizonte,  MG  , 

Araçatuba, SP, Santarém, PA, Corumbá, MS, Teresina, PI, Natal, RN, São Luís, MA, 

Fortaleza,  CE,  Camaçari,  BA  e  mais  recentemente  as  epidemias  ocorridas  nos 



municípios de Três Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO (MS, 2003). Neste 

contexto, os cães são considerados importantes reservatórios e talvez os responsáveis 

por essa mudança no perfil epidemiológico da doença (Marzochi et al., 1994), uma vez 

que os casos caninos precedem os humanos e devido a grande discrepância entre  o 

número de cães infectados e o de casos humanos notificados.

O primeiro caso de leishmaniose visceral diagnosticado em Belo Horizonte e no 

Estado de Minas Gerais foi publicado por Versiani (1943). Tratava-se de um indivíduo 

de Alagoas que provavelmente se infectara fora de Minas Gerais, uma vez que veio de 

região endêmica da  doença.  O primeiro caso  humano autóctone  de  LV em BH foi 

relatado no ano de 1959, em uma criança de um ano e dez meses, que nunca havia saído 

da cidade. Este fato tornou obscuro o modo pelo qual a criança contraiu a infecção 

(Rezende e  Bastos,  1959).  Em 1989,  em Sabará,  foi  diagnosticado o  segundo caso 

humano autóctone  da  doença  na  Região  Metropolitana  de  Belo  Horizonte (RMBH) 

(Genaro  et  al.,  1990).  O primeiro  caso  da  doença  no  cão,  foi  registrado  na  região 

nordeste  de  BH,  em  1992.  Inquéritos  sorológicos  realizados  na  área  encontraram 

prevalência de 8,5 e 9,0% nos bairros Fernão Dias e São Paulo respectivamente (Dados 

da SMS de Belo Horizonte).

Nos últimos anos, o número de casos de leishmaniose visceral, tanto humana 

quanto canina, na RMBH aumentou de forma expressiva, indicando uma elevação da 

taxa de transmissão da doença nessa área (Silva et al., 2001).

Ao contrário da L. donovani, na cadeia de transmissão de L. chagasi, o homem 

serve apenas como uma fraca fonte de infecção para os flebotomíneos e a  infecção 

depende largamente da presença de cães infectados na área (Lainson e Shaw, 1987). O 

cão e a raposa apresentam um intenso parasitismo cutâneo, que permite a fácil infecção 

dos flebotomíneos (Deane e Deane,  1954).  É provável que existam outras fontes de 

infecção em algumas situações específicas, e que o homem esteja envolvido na cadeia 

de transmissão (Nascimento et al., 1996; Badaró et al., 1994; Deane e Deane, 1955).



1.4. Leishmaniose Visceral Canina 

Desde a  descoberta  da  leishmaniose  visceral  canina  (LVC) em um inquérito 

canino na Tunísia, os cães têm sido implicados como importantes reservatórios da LV. 

De  145  cães  examinados  pelo  método  parasitológico  utilizando  material  coletado 

através de punção na medula óssea, três animais mostraram-se positivos, ficando assim 

registrado o primeiro foco de calazar canino no mundo (Nicolle e Conte, 1908). 

As primeiras observações feitas no Brasil  sobre a  LVC foram realizadas por 

Chagas  et  al.  (1937 e  1938),  na  região Norte.  Porém a doença só foi  caracterizada 

quando estudada por Deane (1956) em área endêmica do Estado do Ceará.  A LVC 

assim como a doença humana estão bastante difundidas no país e algumas localidades 

endêmicas revelam altas taxas de prevalência de LVC com a presença abundante do 

vetor (Vieira e Coelho, 1998).

A importância da infecção canina é conferida por várias razões, dentre as quais 

destacam-se: o convívio do cão em estreita aproximação com o homem, vivendo no 

peridomicílio e em muitos casos, no próprio domicílio;  o fato de servir  de fonte de 

repasto para o vetor, atraindo-o para perto do homem; sua alta densidade populacional 

aliada à susceptibilidade que apresenta a Leishmania chagasi, além do grande número 

de cães assintomáticos com intenso parasitismo cutâneo (Killick-Kendrick et al., 1997).

O calazar canino é de início insidioso (Laveran e Havet, 1917) com acentuado 

emagrecimento. O sinal mais freqüente é geralmente apresentado na superfície cutânea, 

com grandes áreas de alopecia, eritema e descamação (Alencar, 1959). Porém, algumas 

vezes, os cães infectados apresentam aspecto aparentemente normal, mas com alto grau 

de parasitismo da pele sã e vísceras (Deane e Deane, 1955). O período de evolução da 

doença no cão pode ser bastante longo, podendo chegar a mais de um ano. O animal 

torna-se  apático  com pouca  mobilidade,  o  que  provoca  um aumento  acentuado das 

unhas (Alencar, 1959).

Clinicamente,  os  cães  infectados  com  L.  infantum foram  classificados  por 

Mancianti  et  al.  (1988)  em  assintomáticos,  oligossintomáticos  e  sintomáticos.  Os 

assintomáticos são cães com ausência de sinais e sintomas clínicos característicos de 

infecção por  Leishmania;  nos oligossintomáticos ocorrem até três dos sinais clínicos 

característicos  da  infecção  por  Leishmania.  Os  cães  sintomáticos  são  aqueles  que 



apresentam mais de três sinais clínicos característicos da infecção, entre eles alopecia, 

dermatite  furfurácea,  úlceras,  hiperqueratose,  onicogrifose,  emagrecimento, 

ceratoconjuntivite, adenopatia linfóide, opacificação das córneas e opacificação do pelo. 

Uma característica importante é a permanência da doença clinicamente inaparente por 

longos períodos. 

Hasibeder et  al.  (1992) distinguiram dois tipos de evolução clínica para cães 

assintomáticos  naturalmente  infectados  com a L.  infantum.  Um tipo  A de cães  que 

desenvolveram a doença após um período no qual eles eram assintomáticos, mas com 

sorologia positiva. Estes cães participaram na transmissão da doença até a morte. O tipo 

B eram cães que permaneceram assintomáticos, originalmente com sorologia positiva, 

que se tornaram sorologicamente negativos. Porém, os parasitas estavam presentes na 

pele e estes animais contribuíram para a transmissão, apesar de menos infectados do que 

o tipo A. Os cães do tipo B apresentaram um período de vida mais longo, devendo ser 

considerados quando se estima o índice de transmissão.

A  importância  do  cão  na  transmissão  da  leishmaniose  visceral tem  sido 

investigada por vários autores. O cão tem sido apontado como o principal reservatório 

da LV em Belo Horizonte. Aparentemente, o papel do cão na introdução, dispersão e 

manutenção da LV tem valor relevante, uma vez que a epidemia canina precedeu a 

humana. Os distritos de Belo Horizonte com maiores incidências de calazar humano, 

sobrepuseram-se àqueles que apresentaram a doença canina no período de 1993 a 1997 

(Belvilacqua  et  al.,  2001).  Utilizando  a  análise  espacial  Oliveira  et  al.  (2001) 

observaram uma forte evidência de que os casos humanos de LV no município de BH 

no período de 1994 – 1997 ocorreram em áreas onde a taxa de prevalência em cães era 

alta. 

A porcentagem de cães infectados apresentando as diferentes formas clínicas 

que vivem em área onde a leishmaniose canina é endêmica, tem importante implicação 

na saúde pública. Embora os cães assintomáticos sejam considerados por alguns autores 

com pouca ou nenhuma importância epidemiológica, Dye (1992) e Molina et al.(1994) 

demonstraram que  as  taxas  de  infecção  dos  vetores  não  está  correlacionada  com a 

condição  clínica  dos  animais.  Recentemente  Guarga  et  al.  (2000)  realizaram  o 

xenodiagnóstico direto em cães infectados com L. infantum e não observaram diferença 

estatisticamente  significativa  nas  taxas  de  infecção  das  fêmeas  de  Phlebotomus 



perniciosus quando analisados os diferentes grupos clínicos apresentados pelos animais. 

Entretanto, Michalsky (2004) ao estudar a infecção de Lu. longipalpis alimentadas em 

cães infectados com L. chagasi observou diferença entre as taxas de infecção quando o 

xenodiagnóstico  foi  realizado  em  animais  assintomáticos  (5,4%)  ou  sintomáticos 

(28,35%). Estes resultados suportam o ponto de vista de Molina et al. (1994) no qual 

apenas o sacrifício dos cães sintomáticos com sorologia positiva como estratégia para o 

controle da LV é insuficiente, devido a importância que os cães assintomáticos têm na 

epidemiologia da doença. Portanto, as medidas de controle devem ser direcionadas aos 

cães infectados, isto é, portadores de Leishmania, independentemente dos sinais clínicos 

que manifestem. Foi também demonstrado que cães infectados, mas assintomáticos são 

fonte  de  infecção  para  os  flebotomíneos  e  conseqüentemente  têm  papel  ativo  na 

transmissão  da  Leishmania.  Molina  et  al.  (1994)  mostraram  que  de  cinco  cães 

assintomáticos com sorologia positiva, três foram capazes de infectar flebotomíneos tão 

bem quanto os sintomáticos. Estes resultados estão de acordo com as observações feitas 

por Adler e Theodor (1932) onde flebotomíneos alimentados em cães aparentemente 

sadios  se  infectaram.  Consequentemente  quando  somente  cães  sintomáticos  são 

considerados em estudos epidemiológicos, a prevalência da infecção é subestimada. 

1.5. Controle e profilaxia da Leishmaniose Visceral

As  medidas  de  controle  da  LV  envolvem  fundamentalmente  o  que  ficou 

conhecido como um “tripé” de ações: detecção ativa e passiva de casos humanos de LV 

e tratamento precoce dos mesmos, borrifação das casas e peridomicílio com inseticidas 

de ação residual , identificação e eliminação de cães com sorologia positiva ( Deane e 

Deane, 1955; Passerat de Silans et al., 1998; Monteiro et al., 1994). Vários relatos e a 

própria experiência da MS têm demonstrado um declínio do número de casos humanos 

quando essas medidas são implementadas. Todavia, o grau de interferência de cada uma 

destas  medidas,  principalmente  as  relacionadas  ao reservatório  e  ao vetor,  deve ser 

melhor investigado através de estudos comparativos em áreas endêmicas. 

A vigilância epidemiológica é um dos componentes do Programa de Controle da 

Leishmaniose  Visceral  (PCLV) que  visa  reduzir  as  taxas  de  letalidade  e  o  grau de 



morbidade através do diagnóstico e tratamento precoce dos casos humanos, bem como 

da  diminuição  dos  riscos  de  transmissão  mediante  controle  da  população  de 

reservatórios e vetores (Gontijo e Melo, 2004).  O novo enfoque do PCLV incorpora 

áreas sem ocorrência de casos humanos ou caninos de doença nas ações de vigilância e 

controle, objetivando evitar ou minimizar a expressão da doença (MS, 2003).

Teoricamente as estratégias de controle parecem adequadas, mas na prática a 

prevenção de doenças transmissíveis por vetores biológicos é bastante difícil.  Ainda 

mais  quando  associada  à  existência  de  reservatórios  domésticos  e  silvestres  e  aos 

aspectos  ambientais,  incluindo aspectos  físicos  de  utilização  do  espaço  habitado.  O 

entendimento  das  alterações  do  meio  ambiente  urbano  e  dos  flebotomíneos  vetores 

constituem um pré-requisito para o desenvolvimento de ações apropriadas de prevenção 

e  estratégias  de  controle  (Gontijo  e  Melo,  2004).  O  inseticida  de  ação  residual  é 

aplicado no interior das casas e abrigos de animais,  sendo essa medida considerada 

eficaz para reduzir  a população de flebotomíneos e,  consequentemente, os níveis de 

transmissão (Guerin et al., 2002).

Baseando-se em estudos epidemiológicos tem sido questionada a eliminação de 

cães infectados com L. chagasi como medida eficaz no controle da LV (Paranhos-Silva 

et al., 1996; Dietze et al., 1997; Ashford et al., 1998; Moreira Jr. Et al., 2004; Reithinger 

et al., 2004).

A aplicação de uma vacina anti- LVC  é vista como importante  e necessária 

medida de controle da endemia canina e humana. Vários estudos já foram realizados 

para o desenvolvimento de uma vacina contra LVC por Ogunkolade et al.(1988); Dunan 

et al. (1989); Mayrink et al. (1996) e Webb et al. (1996 e 1997). Alguns resultados 

importantes foram demonstrados. Entretanto nessas vacinas, a produção de anticorpos 

anti-Leishmania não  foi  capaz  de  controlar  a  infecção,  sendo  necessários  maiores 

estudos  para  identificar  o  melhor  candidato  a  antígeno para  o  controle  da  infecção 

canina.

Uma nova vacina desenvolvida na Universidade Federal do Rio de Janeiro, e já 

testada em campo, foi capaz de proteger 92 – 95% dos cães vacinados contra LV (Borja 

Cabrera et al., 2002). Considerada uma vacina de segunda geração, a vacina FML, com 

o  aval  do  Ministério  da  Agricultura,  Pecuária  e  Abastecimento,  está  sendo 

industrializada e comercializada com o nome de Leishmune, pela Fort Dodge® Saúde 



Animal desde maio de 2004. O MS não autoriza a utilização desta vacina como medida 

de controle da leishmaniose visceral no Brasil, por entender que os estudos até agora 

realizados referem-se à eficácia da vacina canina, e por não ter sido ainda realizado 

estudo com relação ao impacto na incidência da doença humana e canina, assim como 

estudos de custo/ efetividade e custo/ benefício (MS, 2004).

1.6. Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina

Independentemente do enfoque principal que se dê às medidas de controle, o 

diagnóstico preciso da leishmaniose canina é extremamente importante, pois a taxa 

de infecção canina representa um termômetro, tanto para a ocorrência de epidemias 

quanto para o aumento do número de casos nas áreas endêmicas, onde normalmente 

a ocorrência do calazar canino precede a doença em humanos. 

O diagnóstico do calazar canino é semelhante ao realizado na doença humana  e 

diferentes técnicas podem ser utilizadas. As suspeitas iniciais baseiam-se na presença de 

sinais  e  sintomas  clínicos,  muitas  vezes  inespecíficos.  O  diagnóstico  conclusivo 

depende  do  achado  do  parasita,  o  que  é  muito  difícil,  sendo  assim,  a  detecção  da 

presença de anticorpos anti -  Leishmania ou antígenos do parasita, através de técnicas 

de  imunodiagnóstico  são  mais  utilizadas  e  podem ser  confirmadas  por  técnicas  de 

biologia molecular.

1.6.1. Diagnóstico Parasitológico

São métodos diagnósticos utilizados para a demonstração do parasito, seja ela 

uma demonstração direta em lâminas fixadas ou após cultivo em meios artificiais, ou 

pela detecção do DNA do parasito.

A demonstração do parasito  é  feita  através  de material  obtido de punção de 

medula óssea, pele, baço e fígado, tecidos mais intensamente parasitados. O material é 

examinado  através  de  esfregaços  corados  pelo  Giemsa.  Quando  os  parasitas  são 



escassos podem ser cultivados em meio de cultura NNN/LIT ou inoculado em hamsters. 

O isolamento do parasito de animais com infecção confirmada geralmente é inferior a 

80% (Schnur e Jacobson, 1987).

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada no diagnóstico da 

LV humana e canina,  e co-infecção com HIV (Howard et  al.,  1991; Ashford et  al., 

1995; Osman et al., 1997; Fisa et al., 2001; Pizzuto et al., 2001).

Embora a PCR seja uma reação altamente sensível e específica, seu emprego 

apresenta  sérias  limitações  principalmente  em inquéritos  epidemiológicos,  devido  a 

pouca  praticidade  para  as  condições  de  campo.  É  um  método  que  necessita  de 

equipamentos  e  reagentes  de  custo  elevado,  além  de  pessoas  treinadas  para  sua 

realização (Reed, 1996). Para a utilização em larga escala, a PCR necessita de ajustes 

para se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo (Gontijo e Melo, 2004).

1.6.2. Diagnóstico Sorológico

Tanto a imunidade celular como a humoral são acessadas no calazar, Isso faz 

com que  os  métodos  sorológicos  sejam de  ampla  utilização  no  seu  diagnóstico.  A 

resposta humoral específica presente na LVC, é muito intensa com altos níveis de IgG 

anti-Leishmania.  Por  esta  razão  o  diagnóstico  sorológico  é  amplamente  utilizado. 

Porém,  é  importante  ressaltar  que  isto  não  ocorre  até  alguns  meses  após  o 

estabelecimento da infecção por Leishmania em cães (Lamothe, 2002).

Na utilização da sorologia como diagnóstico da LVC está implícita a aceitação 

de que a maioria dos animais infectados desenvolve uma resposta imune específica que 

pode ser detectada pelos métodos disponíveis e que a soropositividade está relacionada 

à infecção. Entretanto, a proporção de soroconversão entre animais com infecção clínica 

ou subclínica é incerta (Ashford et  al.,  1995). De maneira semelhante Lanotte et al. 

(1979)  e  Abranches  et  al.  (1991)  não  encontraram  correlação  entre  os  títulos  e  a 

gravidade da doença. Estes achados sugerem que a sorologia convencional parece não 

ser um bom indicador da capacidade infectiva do cão para os vetores. Por outro lado, 

Pozio et al. (1981) verificaram associação entre a severidade da doença e os títulos de 



anticorpos  e  Grandoni  et  al.  (1988)  sugeriram que o aumento da infectividade para 

vetores pode estar associada com o avanço da doença.

Várias técnicas sorológicas podem ser utilizadas para o diagnóstico do calazar, 

tais  como  a  reação  de  fixação  do  complemento  (Hockmeyer  et  al.,  1984), 

hemaglutinação direta (Harith et al., 1986), hemaglutinação indireta (Bray e Lainson, 

1967), teste de aglutinação direta (DAT) (Allain e Kagan, 1975; Harith et al., 1986), 

reação  de  imunofluorescência  indireta  (RIFI)  (Badaró  et  al.,  1986),  ensaio 

imunoenzimático (ELISA) (Ho et al., 1983; Badaró et al., 1986). Porém, as técnicas 

mais  utilizadas  no  Brasil  são  a  RIFI  e  o  ELISA,  devido  à  alta  sensibilidade  e 

especificidade das mesmas em comparação às demais (Badaró, 1983; Guimarães, et al., 

1990). Em áreas endêmicas do Velho Mundo, o DAT vem sendo largamente utilizado 

tanto  no  diagnóstico  do  calazar  humano  quanto  canino.  As  técnicas  sorológicas 

convencionais  apresentam  algumas  limitações.  Geralmente  são  empregados  como 

antígenos  os  parasitos  totais  ou  extratos  solúveis  dos  mesmos,  o  que  torna  a 

padronização das reações muito difícil.

A RIFI é considerada o padrão ouro dentre os testes sorológicos sendo muito 

utilizada na prática veterinária. É uma técnica muito útil do ponto de vista da clínica, 

mas  subestima  a  taxa  de  infecção  por  Leishmania na  população  canina  de  áreas 

endêmicas  (Alvar  et  al.,  2004).  Existem  poucos  kits  de  RIFI  disponíveis 

comercialmente para serem usados no diagnóstico da LVC. No Brasil, o kit utilizado 

nas campanhas de controle é o produzido por biomanguinhos/FIOCRUZ/RJ. Alguns 

estudos  têm  mostrado  que  os  antígenos  preparados  nos  laboratórios  de  pesquisa 

proporcionam um melhor desempenho da reação (Rosário, 2005). Uma das limitações 

da RIFI é a ocorrência de reações cruzadas com outros tripanosomatídeos, o que limita 

sua aplicabilidade em regiões onde a LV ocorre simultaneamente com outras doenças 

tais como a LT e a Doença de Chagas. Outra limitação seria a necessidade de utilização 

do microscópio de imunofluorescência, o que dificulta a sua realização em algumas 

regiões,  além  de  sua  baixa  sensibilidade  e  especificidade  na  detecção  de  casos 

assintomáticos (Alvar et al., 2004).

O ELISA tem sido usado como um valioso método no diagnóstico de várias 

doenças infecciosas, incluindo a leishmaniose. É uma técnica altamente sensível mas a 

sua  especificidade  depende  muito  do  antígeno   empregado.  Reações  cruzadas  com 



outras infecções encontradas em cães, também são relatadas com esta técnica (Badaró et 

al.,  1986;  Mancianti  et  al.,  1996).  A  utilização  de  antígenos  recombinantes  tem 

aumentado consideravelmente a especificidade da técnica (Burns et al., 1993). Embora 

seja  grande o número de  antígenos recombinantes  testados  no diagnóstico da LVC, 

somente um, o rK39,  tem sido amplamente usado no ELISA (Scalone et  al.,  2002; 

Carvalho et al., 2003). 

A utilização  de  reações  sorológicas  que  necessitam de  recursos  laboratoriais 

mais sofisticados como a RIFI e o ELISA pode atrasar a utilização dos resultados na 

intervenção de controle, onde o animal infectado representa um risco como fonte de 

infecção para os flebotomíneos e conseqüentemente na transmissão para o homem. 

O Teste de Aglutinação Direta (DAT) para LV foi primeiramente descrito por 

Allain e Kagan (1975). El Harith e colaboradores (1986 e 1988) adaptaram o método, a 

partir  do  teste  de  aglutinação  em  cartão  (CATT)  utilizado  com  antígenos  para 

diagnóstico de  tripanosomíasis  (Magnus et  al.,  1978)  e  recomendaram para  estudos 

clínicos  em  Hospitais  e  Centros  de  Saúde  (El  Harith  et  al.,  1986),  e  inquéritos 

soroepidemiológicos  (El  Harith  et  al.,  1987).  Muitos  pesquisadores  reportam a  alta 

acurácia do teste para o diagnóstico da LV causado por L. donovani assim como por L.  

infantum (El Safi et al., 1989; Sinha  e Sehgal, 1994; Korte et al., 1990). Oskam et al. 

(1996)  avaliaram  um  teste  de  aglutinação  (DAT)  baseado  em  antígeno  estável  e 

liofilizado  para  a  detecção  de  anticorpos  anti-leishmania em  soros  caninos.  Os 

resultados  mostraram  uma  sensibilidade  de  100%  e  especificidade  de  98,8%.  A 

utilização deste antígeno torna este método mais simples, seguro e reprodutível. Além 

disso, entre os testes sorológicos recentemente desenvolvidos, o DAT parece ser o mais 

apropriado para o uso em campo (Sinha e Sehgal, 1994; Shiddo et al., 1995) devido às 

facilidades operacionais da técnica e seu baixo custo.



2. Justificativa



Considerando  a  importância  da  leishmaniose  visceral  canina  no  contexto  da 

saúde pública e as dificuldades encontradas nas técnicas de diagnóstico convencionais, 

nos  propomos  a  avaliar  em  campo  a  utilização  de  um  teste  que  venha  facilitar  o 

diagnóstico e compará-lo com outras técnicas sorológicas. Para tal, este método deve 

apresentar  algumas  características  básicas:  não  requerer  o  uso  de  equipamentos 

complexos e ser de simples leitura,  fácil  interpretação,  rápido,  além de específico e 

sensível. Como o teste DAT já foi testado no laboratório de Leishmanioses do CPqRR, 

utilizando-se soro e sangue em papel filtro de casos humanos provenientes de áreas 

endêmicas  de  Minas  Gerais,  e  comprovada  sua  alta  sensibilidade  e  especificidade, 

decidimos  testa-lo  com  amostras  de  soro  de  cães,  comparando-o  com  os  métodos 

utilizados no PCLV.

Além da infecção canina variar fortemente de local para local, existe uma forte 

oposição à eliminação indiscriminada de cães. Sendo assim, a tentativa de controle da 

doença humana através da eliminação do reservatório doméstico, no caso o cão, requer 

a utilização de um método diagnóstico que não deixe dúvidas quanto à presença da 

infecção.

Portanto, é de suma importância a realização de pesquisas no sentido de 

conhecer com mais precisão qual a melhor, mais sensível e mais específica técnica de 

diagnóstico para a LVC, pois a infecção canina representa um risco tanto para a 

ocorrência de epidemias quanto para o aumento do número de casos nas áreas 

endêmicas, contribuindo assim com as medidas de controle.



3. Objetivos



3.1. Objetivo geral

Comparar diferentes técnicas sorológicas no diagnóstico da LV em cães de área 

endêmica do Município de Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.2. Objetivos específicos:

Determinar a sensibilidade e especificidade do método DAT em condições de 

campo.

Comparar a sensibilidade, especificidade e acurácia dos métodos ELISA, DAT e 

RIFI e , em amostras de soro de cães. 

Avaliar a reprodutibilidade dos diferentes testes utilizados.

Avaliar  a  concordância  do método DAT com os testes  RIFI,  ELISA, exame 

parasitológico e clínico.

Avaliar  a  aplicabilidade  dos  métodos  utilizados,  na  distinção  das  diferentes 

formas clínicas da infecção.



4. Materiais e Métodos



4.1.  Área de estudo

O estudo foi realizado em bairros da regional Nordeste do município de Belo 

Horizonte, MG. A seleção do município foi feita baseada nos seguintes critérios: alta 

soroprevalência canina em vários anos consecutivos, presença de casos clínicos de 

leishmaniose visceral humana, apoio/colaboração do município, facilidades 

operacionais (recursos humanos e apoio logístico da SMS).

Belo Horizonte está localizada na zona metalúrgica de Minas Gerais e possui 

uma  população  estimada  em  2.238.526  habitantes  (IBGE,  2000).  Limita-se, 

geograficamente, com  os municípios de Sabará, Santa Luzia, Contagem, Nova Lima, 

Ribeirão  das  Neves,  Ibirité,  Brumadinho  e  Vespasiano.   Administrativamente,  está 

dividida em nove regionais e, no que se refere ao setor saúde, a partir de 1989 foram 

criados os distritos sanitários:  Leste, Nordeste, Oeste, Barreiro, Centro -  Sul,  Venda 

Nova, Noroeste, Pampulha e Norte (SMS, Belo Horizonte/MG).  

O  surgimento  da  leishmaniose  visceral  em  Belo  Horizonte  segue  a  mesma 

tendência de urbanização da doença observada a partir da década de 80 nas regiões 

brasileiras  do  Nordeste,  onde  era  endêmica  somente  na  zona  rural,  assim como da 

região Sudeste onde foram descritos casos humanos nas áreas urbanas das cidades de 

São Paulo e Rio de Janeiro (Iverson et al., 1983; Marzochi et al., 1985; Marzochi et al., 

1994).

No ano de 2004, foram notificados pela SMS 127 casos humanos de LV em BH, 

sendo 7,4% a prevalência de cães soropositivos. Na Regional Nordeste, a prevalência 

canina média foi de 5,02% e o número de casos humanos registrados nos anos de 2000 a 

2004 foi: 16 casos em 2000, 15 em 2001, 17 em 2002, 12 em 2003 e 24 em 2004 

(Dados da SMS de Belo Horizonte).

A  prevalência  de  infecção  canina  na  cidade  de  BH  é  altamente  superior  a 

infecção em humanos (Oliveira et al., 1997) fato observado em outras áreas endêmicas 

do Brasil (Alencar, 1959). Existe uma correlação entre a distribuição de casos caninos 

positivos na RMBH com a notificação de casos humanos, onde de 10 municípios com 

cães positivos seis tiveram casos humanos notificados (Silva, 1998).



Figura 1: Fotos da Regional Nordeste do município de Belo Horizonte, área endêmica para 
leishmaniose visceral.

                                                      

4.2. Estudo Seccional

Para  o  cálculo  da  amostra  de cães  a  serem trabalhados  no  estudo seccional, 

foram considerados os seguintes parâmetros:

(1) prevalência esperada da infecção canina na área de estudo: utilizou-se estimativas 

das taxas prevalência que variavam entre 4 a 10%.

(2) intervalo de confiança a 95%

(3) amplitude do intervalo de confiança que se deseja encontrar

Considerando os vários cenários, a amostra necessária para o estudo foi 
calculada, utilizando o programa Epi-Info, versão 6.04:



Tabela I. Estimativas de amostra para o estudo seccional  

 

Prevalência Amostra de cães  (Precisão na estimativa) 

   10% 796  (± 0,02)           371  (± 0,03)        212  (± 0,04)       

    8% 661  (± 0,02)           305  (± 0,03)        174  (± 0,04) 

    6% 515  (± 0,02)           236  (± 0,03)        134  (± 0,04) 

    4% 356  (± 0,02)          162   (± 0,03)         92  (± 0,04) 

 

Determinou-se,  portanto,  uma  amostra  de  236  cães  para  uma prevalência  de  6% e 

precisão na estatística de 0,03 (Tabela I). 

4.3.      Animais

Foram coletadas amostras de sangue total  periférico,  sangue em papel  filtro, 

medula óssea e fragmento de pele íntegra da face interna da orelha de 234 cães (Canis 

familiaris) de ambos os sexos e de idades e raças variadas domiciliados na Regional 

Nordeste do Município de Belo Horizonte, Minas Gerais Os cães receberam um número 

de identificação de acordo com a ordem de entrada na pesquisa. Os mesmos números 

foram utilizados para a identificação das amostras coletadas. A participação do cão no 

estudo foi condicionada ao consentimento dado pelo proprietário.

4.4. Rotina de campo

O procedimento empregado para a coleta do material  canino foi  realizado de 

acordo  com os  Princípios  Éticos  na  Experimentação  Animal,  adotado pelo  Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), tendo sido o projeto licenciado pela 



Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA - Fiocruz), em 20 de maio de 2002 sob a 

referência de número P0119-02 (Anexo 1).

Todo o procedimento de coleta do material foi acompanhado por um veterinário. 

Os animais foram anestesiados para garantir a ausência de dor e desconforto. Foram 

coletadas  amostras  de  sangue  total  periférico  para  a  obtenção  de  soro,  por  via 

endovenosa, especificamente na veia radial, e sangue em papel de filtro para a obtenção 

de eluato tiras de papel Klabin 80 de 15 x 6 cm, foram embebidas em sangue coletado 

da  ponta  da  orelha  dos  cães  através  de  um  pequeno  furo  feito  com  uma  lanceta 

descartável,  estas   amostras  foram  identificadas  e  secadas  a  temperatura  ambiente, 

embaladas em papel celofane e conservadas a 4ºC para a realização da sorologia. A 

sorologia a partir de eluato de sangue em papel filtro (ESPF) foi realizada em até três 

meses após a coleta do material. Também foi feita punção de medula óssea e biópsia de 

pele da orelha para a confirmação parasitológica e posteriores estudos biomoleculares.

No exame clínico, foi preenchida uma ficha clínica epidemiológica (Anexo 2), 

onde constam informações sobre a procedência do animal, raça, sexo, idade, possíveis 

viagens que o cão tenha feito ou outros endereços em que residiu com o proprietário, 

aspecto geral do animal, procurando por sinais da doença canina tais como,  perda de 

pelo,   presença  de  feridas  no  corpo,  o  número  e  região  onde  se  encontravam, 

emagrecimento, onicogrifose, descamação da pele e opacidade córnea. Nesta mesma 

ficha  foram  posteriormente  preenchidos  os  campos  referentes  aos  resultados  dos 

diagnósticos parasitológicos e sorológicos.

4.5. Rotina Laboratorial

4.5.1. Exame Parasitológico: 

Foi  utilizado  neste  trabalho  como  padrão  ouro  para  ser  comparado  com  as 

técnicas sorológicas. 



4.5.1.1. Exame de lâminas 

 Foram  confeccionadas  lâminas  a  partir  de  esfregaço  de  medula  óssea  e 

impressão por aposição do fragmento de pele de orelha. Estas lâminas foram fixadas 

com metanol e coradas pelo Giemsa, para a demonstração de formas amastigotas de 

Leishmania. As leituras foram realizadas por dois leitores, considerando-se positivos os 

resultados em que pelo menos um dos leitores encontrou formas amastigotas.

4.5.1.2. Mielocultura 

As amostras de medula óssea eram armazenadas em geladeira (4ºC) durante 24 

horas  em  solução  salina  com  antibiótico  (Estreptomicina100µg/ml  e  Penicilina 

500U/ml)  e  uma parte  colocada em meio de  cultura  NNN (Novy e Mc Nel,  1903; 

Nicolle, 1908) enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantido à 25º C ± 1ºC. 

O  exame  da  cultura  foi  realizado  semanalmente  e  considerado  positivo  quando  foi 

observada a presença de formas promastigotas de Leishmania. Se em prazo máximo de 

quatro semanas a cultura não positivasse o resultado era então considerado negativo. As 

amostras  isoladas  foram criopreservadas  e  depositadas  no  banco  do  Laboratório  de 

Leishmanioses do CPqRR, para posterior caracterização.

4.5.2 Caracterização Molecular dos Parasitas 

 As  amostras  isoladas  de  cães  provenientes  de  Belo  Horizonte  foram 

caracterizadas através de análise isoenzimática como Leishmania (Leishmania) chagasi 

por Silva et al. (2001). A fim de confirmar que o parasita envolvido na infecção dos 

cães deste estudo fosse de fato L. chagasi, a caracterização molecular dos parasitos foi 

feita  através  da  técnica  de  reação  em  cadeia  da  polimerase  (PCR),  com  DNA  de 

Leishmania extraído das amostras isoladas a partir de medula óssea dos cães. Para o 

diagnóstico específico das amostras foram utilizados os iniciadores MC1: 5’ GTT AGC 

CGA TGG TGG TCT TG 3’ e MC2: 5’ CAC CCA TTT TTC CGA TTT TG 3’ 



desenhados a partir do minicírculo da molécula de DNA do cinetoplasto de L. infantum, 

Cortes et al. (2004).

As reações foram realizadas utilizando-se o Kit  puReTaq Ready-To-Go PCR 

Beads (Amersham Biosciences). Na reconstituição das “beads” em um volume final de 

25µl  a concentração de cada dNTP foi de 200µM em 10µM de Tris-HCl (pH 9.0), 

50mM de KCl e 1.5 mM de MgCl2,  a concentração da puReTaqDNA polimerase foi de 

2,5U e de 5 pmoles para cada iniciador. Finalmente eram adicionados 2,0µl de DNA na 

concentração de 1ng/µl.

A amplificação foi realizada em equipamento termociclador automático 

(perkin-elmer-geneampPCRSystem 2400)  em procedimento “Hot-Start”.  O programa 

utilizado foi: 94ºC por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94ºC por 20 segundos para 

desnaturação,  60ºC por  20 segundos para anelamento e  72ºC por  30 segundos para 

extensão. A extensão final foi feita a 72ºC por 5 minutos.

A cada conjunto de reações  foi  incluído um controle  negativo,  que  continha 

todos os componentes da reação exceto o DNA e para controle positivo foi utilizado o 

DNA de L. chagasi.

As  amostras  cujos  resultados  fossem  negativos  na  PCR  específica  para  L. 

infantum/L. chagasi  seriam novamente submetidas à PCR com os iniciadores B1: 5’ 

GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG 3’ e B2: 5’ CTA ATT GTG CAC GGG GAG G 

3’ B1/B2 específicos para espécies do complexo  L. brazilienses  (De Bruijn e Barker, 

1992) e os iniciadores M1: 5’ CCA GTT TCG AGC CCC GGA G 3’ e M2: 5’ GGT 

GTA AAA TAG GGG CGG ATG CTC TG 3’ específicos para espécies do complexo 

L. mexicana (Eresh et al., 1994). 

4.5.2.1. Visualização dos resultados:

Os produtos amplificados nas condições especificadas geram um fragmento de 

447 pb de kDNA de  L. infantum  /  L.  chagasi.  Estes fragmentos foram visualizados 

através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado pelo brometo de etídeo (0,5 µ

g/ml). O marcador de peso molecular usado foi o φx174, digerido por Hae III, com 11 



fragmentos variando de 72 a 1357bp. Foram aplicados no gel 15µl de cada amostra. A 

corrida foi realizada durante 30 minutos a100volts.

Os  produtos  amplificados  foram  visualizados  através  de  luz  ultravioleta  e 

fotografados utilizando-se o “Eagle Eye System” (Stratagene, USA).

4.5.3.  Diagnóstico Sorológico

 Foram  realizados  os  testes,  ELISA,  DAT  e  RIFI  para  a  comparação  da 

sensibilidade, especificidade, acurácia e reprodutibilidade. 

Os testes RIFI e ELISA, foram também realizados tanto com soro, quanto com 

ESPF, para a comparação da eficiência das técnicas. 

O Teste DAT foi realizado apenas com soro, devido ao fato de que o antígeno 

disponível não ter sido suficiente para a realização do teste com eluato de papel de 

filtro.

Na realização das técnicas sorológicas foram usados como controle os soros de 

20 cães não infectados (sorologicamente e parasitologicamente negativos) nascidos e 

criados em canil de experimentação.

Todas as amostras usadas no estudo, antes de processadas, foram codificadas 

para que os testes fossem realizados em ensaios mascarados.

4.5.3.1. ELISA - Ensaio Imunoenzimático

Este método permite a determinação de um resultado quantitativo pela detecção 

de imunoglobulinas da classe IgG (anti –  Leishmania  sp.), presentes no soro canino, 

utilizando-se  conjugado  marcado  com  peroxidase,  produzindo  uma  coloração  cuja 

absorbância (densidade óptica - DO) é lida através do leitor de ELISA (“Stat Fax – 

2100” / Awareness Technology INC) com um filtro de 450 nm. 

Foi  utilizado  o  Kit  EIE-LEISHMANIOSE  CANINA  -  Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ/RJ. 



O antígeno utilizado, fixado no fundo das placas são parasitos pertencentes ao complexo 

Leishmania donovani. 

Cinco µl das amostras de soro e dos controles positivo e negativo foram diluídas 

(diluição de 1:100) em tubos descontaminados, limpos e secos, e homogeneizadas em 

500µl do diluente de amostra/conjugado. Com as amostras em papel filtro, foram feitos 

picotes de seis mm foram colocados em tubos descontaminados, limpos e secos (um 

picote por tubo), adicionados de 500µl de diluente da amostra/conjugado. Estes tubos 

foram  agitados  por  uma  hora  em  um  agitador,  para  que  ocorresse  a  eluição  das 

amostras, seguindo especificações do fabricante.

Após a diluição ou eluição das amostras,  100µl  destas foram distribuídos da 

seguinte maneira em cada placa: coluna 1 “A” e “B” controles positivos, “C” e “D” 

controles negativos, “E” e “F” sem soro (Branco da reação) e no restante da placa, 

amostras  a  serem testadas.  Todas  as  amostras  foram processadas  em duplicata.  As 

placas foram seladas com folhas adesivas e incubadas a 37ºC por 30 minutos. Durante 

esse intervalo, o tampão de lavagem foi diluído. Após os 30 minutos, as folhas foram 

removidas, o conteúdo das placas foi despejado e as placas foram lavadas 6 vezes com 

o  tampão  de  lavagem.  Em  seguida  adicionou-se  100  µl  do  conjugado,  diluído  e 

homogeneizado de acordo com instruções do fabricante, foram distribuídos em cada 

poço da placa. Após seladas com folhas adesivas as placas foram incubadas novamente 

à 37ºC por 30 minutos. Ao fim deste período as folhas foram descoladas, o conteúdo 

das placas removido e as placas lavadas como anteriormente. O substrato foi diluído 

segundo instruções do fabricante e distribuído rapidamente, 100µl em cada orifício da 

placa. Após ter sido incubada à temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 

minutos, a reação foi bloqueada adicionando-se 50µl de ácido sulfúrico 2M em todos os 

orifícios. Em seguida procedeu-se a leitura no leitor de ELISA, da marca “Stat Fax – 

2100” / Awareness Technology INC, utilizando-se um filtro de 450 nm.

O  estabelecimento  do  ponto  de  corte  foi  feito  através  de  um  experimento 

realizado  com  20  amostras  de  cães  não  infectados  de  área  não  endêmica, 

processadasem duplicata, A partir desse resultado foi feito o cálculo da média e do 

desvio padrão das absorbâncias apresentadas e o ponto de corte resultante foi obtido 

pelo cálculo da média de absorbância dos soros negativos somada ao dobro do desvio 



padrão. O ponto de corte utilizado em todos os experimentos posteriores, utilizando-se 

kits do mesmo lote, foi então igual a 0,05 nm.

4.5.3.2. DAT - Direct Aglutination Test 

Para a execução do teste de aglutinação direta (DAT) foi utilizado o protocolo 

descrito por Harith et al (1988) e Meredith et al (1995). As amostras foram diluídas em 

salina  fisiológica  (0,9%  NaCl)  contendo  1,56%  de  β -  mercaptoetanol.  Diluições 

seriadas dos soros foram feitas a partir de 1:100 até a diluição máxima de 1:102.400, 

ficando a última coluna das placas para os controles positivo e negativo. Em todas as 

reações foi utilizado o antígeno liofilizado e congelado (figura 2) produzido pelo Royal 

Tropical  Institute  (KIT  –  Amsterdã,  Holanda)  e  gentilmente  cedido  pelo  Dr.  Henk 

Schallig. Cinqüenta microlitros do antígeno (concentração de 5x107 promastigotas por 

ml), diluído em 5ml de solução de cloreto de sódio 0,9% acrescido de 50µl de soro fetal 

bovino inativado (figura 3), foram adicionados a cada poço da placa contendo 50µl do 

soro diluído. 

                                                            

Figura 2: Antígeno liofilizado e congelado              Figura 3: Antígeno diluído para uso
utilizado no Teste de Aglutinação Direta.                no Teste de Aglutinação Direta.

As placas foram cobertas e agitadas levemente. A leitura dos resultados foi feita 

após 18 horas de incubação à temperatura ambiente, conforme visualizado nas figuras 4 

e 5.



O ponto de corte da reação para soros de cães, estabelecido em estudos prévios, 

foi  de 1:400 (Oskam et  al.,  1996;  Özbel  et  al.,  2000;  Schallig et  al.,  (2002).  Soros 

reativos à diluição > 1:400 foram considerados positivos.

Figura 4: Placa de DAT pronta para incubar.                Figura 5: Placa após a incubação de 18 horas 
                                                                                              pronta para a leitura.

4.5.3.3. RIFI – Reação de Imunofluorescência Indireta:

 Foi  realizada  utilizando  o  kit  produzido  pelo  laboratório  de 

Biomanguinhos/FIOCRUZ/RJ. Os soros foram diluídos a partir de 1:40 até 1:640 em 

PBS.  Em  seguida,  10  µl  de  cada  diluição  foram  transferidos  para  as  lâminas  já 

previamente preparadas com o antígeno de Leishmania chagasi e incubadas a 37 ºC por 

30 minutos em câmara úmida. As lâminas foram lavadas duas vezes com PBS e após a 

secagem, cobertas com o conjugado fluorescente, diluído 1:100 em PBS contendo 1mg 

de Azul de Evans. E novamente incubados em câmara úmida a 37 ºC por 30 minutos. 

As lâminas foram então lavadas duas vezes com PBS e uma com água destilada. Depois 

de  secas  as  lâminas  foram  montadas  com  glicerina  tamponada  e  recobertas  com 

lamínulas 24x50 mm para a leitura em microscópio de fluorescência utilizando objetiva 

de 40x.

Para as amostras em papel filtro, foram feitos picotes de seis mm dos papéis 

contendo as amostras e colocados em placas de ELISA de poliestireno de fundo chato, 



devidamente  identificadas,  as  amostras  ficavam incubadas  em geladeira  “overnight” 

com 200µl de PBS diluído, para que ocorresse a eluição. O eluato foi então aplicado nas 

lâminas que ficavam incubadas em câmara úmida por 30 minutos a 37ºC ± 2ºC. As 

lâminas  foram  lavadas  duas  vezes  com  PBS  e  após  a  secagem  cobertas  com  o 

conjugado fluorescente,  diluído  1:100 em PBS contendo 1mg de  Azul  de  Evans,  e 

novamente incubadas em câmara úmida à 37 ºC por 30 minutos. As lâminas foram 

então lavadas duas vezes com PBS e em seguida uma vez com água destilada. Depois 

de  secas  as  lâminas  foram  montadas  com  glicerina  tamponada  e  recobertas  com 

lamínulas 24x50 mm para a leitura em microscópio de fluorescência utilizando objetiva 

de 40x.

O ponto de corte da RIFI para as amostras processadas em soro foi o título 1:40 

a  partir  do  qual  os  resultados  foram considerados  positivos.  No  caso  das  amostras 

processadas em papel filtro, não foi feita diluição seriada, sendo o resultado considerado 

positivo quando a fluorescência era observada.

4.6. Critérios  para  a  definição  de  verdadeiros  positivos  (VP)  e  verdadeiros 

negativos (VN)

Foram  considerados  verdadeiros  positivos  (VP)  aqueles  cães  cujo  resultado 

parasitológico, por qualquer um dos métodos usados, foi positivo.

Os cães verdadeiros negativos (VN) foram aqueles com resultados dos exames 

parasitológicos  negativos  associados  ao  resultado  negativo  em  todas  as  técnicas 

sorológicas (ELISA, DAT e RIFI).

4.7. Reprodutibilidade dos testes

Para testar a reprodutibilidade dos testes, 10% das amostras foram processadas 

em duplicata.  Deste  modo,  23  de  234  amostras  foram  aleatoriamente  selecionadas 

recebendo um outro número de identificação e todo o procedimento de diagnóstico foi 

realizado. Como descrito anteriormente, os resultados dos exames em duplicata foram 



então comparados através de testes de concordância com os resultados das amostras 

correspondentes.

4.8. Critério para a classificação dos cães em grupos clínicos

Os critérios utilizados para a classificação dos cães em grupos clínicos, foram 

aqueles descritos por Mancianti et al. (1988), que separa os cães em assintomáticos, 

oligossintomáticos  e  sintomáticos.  Foram considerados  assintomáticos  todos  os  cães 

com  ausência  de  sinais  clínicos  característicos  de  infecção  por  Leishmania; 

oligossintomáticos  aqueles  cães  que  apresentaram  até  três  dos  sinais  clínicos 

característicos  da  infecção  por  Leishmania;  e  sintomáticos  aqueles  cães  que 

apresentaram mais de três sinais clínicos característicos da infecção, entre eles alopecia, 

dermatite  furfurácea,  úlceras,  hiperqueratose,  onicogrifose,  emagrecimento, 

ceratoconjuntivite, adenopatia linfóide, opacificação das córneas e opacificação do pelo. 

4.9. Teste de reações cruzadas

Os  experimentos  foram  realizados  para  a  verificação  da  possibilidade  de 

ocorrência de reações cruzadas entre os métodos avaliados (ELISA, DAT e RIFI) com 

soros de cães infectados com outras patologias e estabelecer um ponto de corte seguro 

para a detecção apenas de LV, verificando a especificidade dos testes.

Foram utilizadas amostras de soro de cães naturalmente infectados com outras 

parasitoses mais comuns no Brasil: doença de Chagas (sete), leishmaniose tegumentar 

(cinco),  toxoplasmose  (cinco)  e  erlichiose  (três),  além  de  controle  positivo  para 

leishmaniose  visceral  (cinco)  e  controle  negativo  (cães  não  infectados  nascidos  e 

criados no canil da UFOP, área não endêmica) (cinco).

4.10. Análise Estatística

A análise estatística foi realizada utilizando o pacote estatístico STATA, versão 



6.0, de acordo com as seguintes etapas através da distribuição cruzada dos resultados 

das reações positivas e negativas numa tabela de contingência (2x2) (Tabela II).

Tabela II. Tabela de contingência 2 x 2 
 

Teste VP VN Total 
Positivo a b a + b 
Negativo c d c + d 

Total a + c b + d a + b + c + d = N 
 
Legenda: VP verdadeiros positivos; VN verdadeiros 
negativos 

(1) As diferenças das freqüências de positividade em cada teste e em cada grupo clínico 

foram analisadas pelo teste do Qui-quadrado (χ2) sendo que aqueles que apresentaram 

P- valor < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

(2) Comparações entre os testes sorológicos, ELISA, DAT e RIFI nos grupos de cães 

verdadeiros  positivos  e  verdadeiros  negativos,  calculando-se  a  sensibilidade, 

especificidade,  valor  preditivo  positivo  (VPP),  valor  preditivo  negativo  (VPN)  e 

validade ou acurácia.

a) cálculo da sensibilidade com intervalo de confiança:

Sensibilidade é  a  capacidade que o teste  apresenta  de detectar  os indivíduos 

verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar corretamente os doentes.

S = a/a+c

b) cálculo da especificidade com intervalo de confiança:

Especificidade  é  a  capacidade  que  o  teste  tem  de  detectar  os  casos 

verdadeiramente  negativos,  isto  é  de  diagnosticar  corretamente  os  indivíduos  com 

ausência da doença.

E = d/b+d

c) estimativa dos VPP e VPN dos testes: 

VPP é a proporção de casos verdadeiramente doentes entre os positivos pelo 

teste considerado.



VPP = a/a+b

VPN é a proporção de casos verdadeiramente sadios ou sem a doença, entre os 

negativos  pelo  teste  considerado.  O VPN expressa  a  probabilidade  de um cão com 

resultado negativo realmente não estar infectado.

VPN = d/c+d

d) Validade ou acurácia:

 Refere-se ao grau em que o exame é capaz de determinar o verdadeiro valor do 

que está sendo medido, ou seja, revela se os resultados representam a verdade ou o 

quanto se afastam dela.

A =  a+ d/ N

(3) Concordância do teste DAT com os testes de rotina – RIFI e ELISA:

Foi  realizada  utilizando  os  métodos  de  concordância  Kappa  (intervalo  de 

confiança a 95%) (Tabelas III e IV) e teste de Youlden (intervalo de confiança a 95%). 

O valor do índice de Youlden é calculado através da fórmula 

J = ( a / a + c ) + ( d / b + d ) – 1 . 

(4) Análise da reprodutibilidade dos métodos:

Foi feita através da análise das duplicatas, utilizando o teste de concordância 

Kappa (intervalo de confiança a 95%). 



Tabela III.  Para calcular o valor de kappa 
 

Teste 1 
Teste 2 Positivo Negativo Total 
Positivo a b a + b 
Negativo c d c + d 

Total a + c b + d a + b + c + d 
 
K =    Po  -  Pe___   
  1  -  Pe 
Po : Proporção de concordâncias observadas 
Pe : Proporção de concordâncias esperada 
 
Po =         a   +    d_______ 
              a + b + c + d  
 
Pe =       {( a+b) (a+c)} + {(c+d) (b+d)}______ 
       (a + b + c + d)2 

Tabela IV. Critérios para a interpretação do índice kappa 

 
 
 
 
 
 
 
 

Kappa Concordância 
0,00 Ruim 

0,00 – 0,20 Fraca 
0,21 – 0,40 Sofrível 
0,41 – 0,60 Regular 
0,61 – 0,80 Boa 
0,81 – 0,99 Ótima 

1 Perfeita 

 

 



5. Resultados



5.1. Caracterização dos parasitas

 Das  amostras  de  Leishmania que  foram  isoladas,  cinco  foram  selecionadas 

aleatoriamente para a extração de DNA, que foi utilizado na técnica de PCR específico. 

Todas  as  amostras  apresentaram-se  positivas  utilizando-se os  iniciadores  MC1/MC2 

específicos para L. infantum/L. chagasi (Figura 6). Este resultado, aliado aos registros 

de casos humanos de LV na área, nos deu maior segurança em afirmar que os cães 

utilizados no estudo estavam infectados com  L. chagasi,  agente causador da LV no 

Brasil.

Definição de casos verdadeiros positivos (VP) e casos verdadeiros negativos (VN)

De um total  de  234 amostras  de  soros  de cães  analisadas,  foram obtidos  os 

seguintes resultados: 148 positivos no ELISA, 138 positivos no DAT, 121 positivos na 

RIFI  e  112  parasitologicamente  positivos  (Tabela  V). Não  houve  diferença 

estatísticamente significativa entre os resultados dos testes ELISA e DAT e nem entre 

DAT  e  RIFI  e  entre  RIFI  e  Parasitológico.  O  mesmo  não  pode  ser  dito  quando 
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Figura 6. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídio, 
mostrando produtos amplificados com o par de iniciadores 
específico para L.infantum/L.chagasi. Canaletas: PM –
Marcador de peso molecular ØX174, 01 a 05 – amostras
isoladas de cães, CP – controle positivo (L.chagasi), CN –
controle negativo (sem DNA).
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mostrando produtos amplificados com o par de iniciadores 
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isoladas de cães, CP – controle positivo (L.chagasi), CN –
controle negativo (sem DNA).



analisados  os  resultados  de  ELISA  e  RIFI  ou  de  ELISA x  parasitológico,  DAT x 

Parasitológico, que apresentaram diferenças significativas. 

Os 112 cães parasitologicamente positivos foram tomados como os verdadeiros 

positivos e os resultados de sorologia positiva foram 108 (96%) positivos no ELISA, 

104 (93%) positivos no DAT e 81 (72%) positivos na RIFI (Tabela VI). Os verdadeiros 

negativos que aqui foram também chamados de cães não infectados de área endêmica 

(NIAE), foram todos aqueles cujos resultados tanto parasitológico quanto sorológico 

nos 

três testes foram negativos (NIAE = 35). 

Para  os  cálculos  de  especificidade  e  sensibilidade  dos  testes,  foram também 

utilizadas 20 amostras de soro de cães não infectados de área não endêmica (NIANE), 

nascidos e criados em canil de experimentação.

 A  tabela  VI  apresenta  também  os  resultados  dos  três  testes  sorológicos 

realizados com os casos VP e os casos VN (NIAE e NIANE) e os respectivos valores de 

sensibilidade, especificidade e acurácia de cada um dos testes.

Tabela VI. Resultado dos exames sorológicos dos cães parasitologicamente positivos (VP), dos 
cães não infectados de área endêmica (NIAE) e cães não infectados de área não endêmica 
(NIANE) 
 
 ELISA DAT RIFI 
 + - + - + - 
VP (n = 112) 108 04 104 08 81 31 
NIAE (n = 35) 0 35 0 35 0 35 
NIANE (n = 20) 0 20 0 20 0 20 
Especificidade 100% (100-100) 100% (100-100) 100% (100-100) 
Sensibilidade 96% (92-99) 93% (89-97) 72% (65-80) 
Acurácia 97% (93-100) 95% (90-98) 79% (69-84) 
Youlden 0,95 (0,92-0,99) 0,92 (0,89-0,97) 0,72 (0,65-0,80) 
IC 95% 

Tabela V – Resultados dos exames sorológicos (ELISA, DAT e RIFI) e parasitológico. 

 

 Elisa (%) DAT (%) RIFI (%) Parasitológico (%) 
Positivo 148a (63%) 138a,b (59%) 121bc (52%) 112c (48%) 
Negativo 86 96 113 122 

Total 234 234 234 234 
  

 
Legenda: a, b, c; valores estatisticamente semelhantes 



A especificidade dos testes, quando utilizadas amostras de soros de cães com 

outras doenças e os soros controle positivo e negativo foi, ELISA (60%), DAT (95%) e 

RIFI (45%), conforme demonstrado na Tabela VII.

Tabela VII. Resultados dos exames sorológicos realizados com soros de 
cães com outras doenças e controles 
 
Patógeno (n) ELISA DAT RIFI 
 + - + - + - 

Trypanosoma cruzi (07) 04 03 0 07 07 0 
Leishmania braziliensis (05) 03 02 0 05 02 03 

Toxoplasma gondi (05) 0 05 0 05 0 05 
Erlichia canis (03) 01 02 01 02 02 01 

Câes não infectados 01 04 0 05 01 04 
Leishmania chagasi (05) 05 0 05 0 04 1 

Especificidade 60% (39-82) 95% (85-100) 45% (23-67) 
 

5.2. Valores preditivos positivos e negativos de acordo com três prevalências 
estimadas da doença.

Na Tabela VIII são apresentados os resultados dos valores de predição positiva 

para a RIFI o ELISA em amostras de soro e ESPF e para o DAT em amostras de soro, 

considerando-se três prevalências estimadas da doença canina. Deve-se salientar que 

quando o  VPP de  um teste  é  baixo,  grande  parte  dos  cães  com resultado  positivo 

consiste na realidade em falso-positivos. Os testes de ELISA soro e DAT foram os que 

apresentaram os VPPs mais elevados, principalmente quando considerada a prevalência 

de 5%, que é aquela mais próxima da prevalência da região de onde os cães deste estudo 

se originaram.

Tabela VIII. Valores preditivos positivos de acordo com três prevalências estimadas da doença 
 
PE ELISA (S) ELISA (E) DAT(S) RIFI (S) RIFI (E) 
5% 83% 27% 83% 79% 55% 
10% 91% 43% 91% 89% 72% 
20% 96% 63% 96% 95% 85% 
 
Legenda: PE = prevalência estimada; (S) = soro; (E) = eluato 



Os VPNs para a RIFI, o ELISA em amostras de soro e ESPF e para o DAT em 

amostras de soro, considerando-se três prevalências estimadas da doença canina estão 

apresentados na Tabela IX. Estes resultados sugerem que a possibilidade da existência 

de falsos negativos no grupo estudado é baixa, principalmente quando considerada a 

prevalência  de  5  %  onde  os  VPNs  foram  de  98%  ou  99%  nos  diferentes  testes 

utilizados. 
Tabela IX. Valores preditivos negativos de acordo com três prevalências estimadas da 
doença 
 
PE ELISA (S) ELISA (E) DAT(S) RIFI (S) RIFI (E) 
5% 99% 99% 99% 98% 98% 
10% 99% 99% 99% 97% 96% 
20% 98% 99% 98% 93% 92% 
 
Legenda: PE = prevalência estimada; (S) = soro; (E) = eluato 

5.4.      Avaliação da Reprodutibilidade dos testes ELISA, DAT e RIFI

A reprodutibilidade dos testes de ELISA, DAT e RIFI foi avaliada em ensaio 

mascarado. Foram testadas 23 (10%) amostras em duplicata em todos os testes.

As análises comparativas  entre as repetições  e  as amostras encontram-se nas 

Tabelas X, XI e XII. Os testes ELISA e DAT mostraram-se reprodutíveis com uma 

concordância perfeita entre as repetições e o soro teste (k = 1,0) (Tabelas X e XI). O 

teste  de  RIFI  apresentou  uma  reprodutibilidade  inferior  aos  demais  com  uma 

concordância regular (k = 0,49) (Tabela XII).



Tabela X. Reprodutibilidade do teste ELISA 
 
 Duplicata 

Amostra + - Total 
+ 14 0 14 
- 0 9 9 

Total 14 9 23 
K = 1,00 (1,00-1,00)             Concordância Perfeita 

IC 95% 

Tabela XI. Reprodutibilidade do teste DAT 
 
 Duplicata 

Amostra + - Total 
+ 14 0 14 
- 0 9 9 

Total 14 9 23 
K = 1,00 (1,00-1,00) Concordância Perfeita 
IC 95% 

Tabela XII. Reprodutibilidade do teste RIFI 
 
 Duplicata 

Amostra + - Total 
+ 9 2 11 
- 4 8 12 

Total 13 10 23 
K = 0,49 (0,13-0,83) Concordância Regular 
IC 95% 



5.5.Avaliação da distribuição dos títulos positivos dos diferentes testes diagnósticos 
utilizados nos diferentes grupos clínicos

Quando  avaliada  a  distribuição  dos  títulos  sorologicamente  positivos  dos 

diferentes testes foi observado que no teste de ELISA não houve diferença estatística 

significativa na distribuição dos títulos em nenhum dos três grupos clínicos. Com o teste 

de RIFI, houve diferença estatística significativa de distribuição dos títulos sorológicos 

no grupo dos oligossintomáticos com uma freqüência maior do título 640. O mesmo não 

foi observado para os assintomáticos e sintomáticos. Com o teste DAT houve diferença 

estatística  significativa  na  distribuição  dos  títulos  nos  grupos  assintomáticos  e 

oligossintomáticos sendo o título 51200 observado com maior freqüência (Tabela XIII).
Tabela XIII. Distribuição dos títulos positivos dos diferentes testes 
diagnósticos utilizados nos diferentes grupos clínicos 
 

TESTES 
 ELISA (OD) n  (%) DAT(Título)     n  (%) RIF  (Título)        n  (%) 

0,05-0,30 4   (11,8) 800 1     (3,3) 40 5   (14,7) 
0,31-060 9   (26,4) 1600 2     (6,6) 80 8   (23,6) 
0,61-0,90 10 (29,4) 3200 -     (  -  ) 160 6   (17,6) 
0,91-1,20 3     (8,8) 6400 5   (16,7) 320 9   (26,5) 
1,21-1,50 4   (11,8) 12800 2     (6,6) 640 6   (17,6) 
1,51-... 4   (11,8) 25600 7   (23,4)   
  51200 8   (26,7)   

 
 
 
ASSINTOMÁTICOS 

  102400 5   (16,7)   
       

ELISA (OD) n  (%) DAT(Título)     n  (%) RIF  (Título)       n  (%) 
0,05-0,30 11    (11,2) 800 3       (3,4) 40 6       (8,5) 
0,31-060 19    (19,4) 1600 4       (4,5) 80 11   (15,5) 
0,61-0,90 20    (20,4) 3200 5       (5,7) 160 15   (21,1) 
0,91-1,20 19    (19,4) 6400 14   (16,0) 320 17   (23,9) 
1,21-1,50 17    (17,4) 12800 15   (17,0) 640 22   (31,0) 
1,51-... 12    (12,2) 25600 12   (13,6)   
  51200 21   (23,8)   

 
 
 
 
OLIGOSSINTOMÁ 
TICOS 

  102400 14   (16,0)   
       

ELISA (OD) n  (%) DAT(Título)     n  (%) RIF  (Título)       n  (%) 
0,05-0,30 1      (5,3) 800 -    (   -  ) 40 2    (12,5) 
0,31-060 3    (15,8) 1600 -    (   -  ) 80 2    (12,5) 
0,61-0,90 5    (26,3) 3200 3    (15,8) 160 4    (25,0) 
0,91-1,20 4    (21,0) 6400 4    (21,0) 320 4    (25,0) 
1,21-1,50 3    (15,8) 12800 3    (15,8) 640 4    (25,0) 
1,51-... 3    (15,8) 25600 1      (5,3)   
  51200 5    (26,3)   

 
 
 
SINTOMÁTICOS 

  102400 3    (15,8)   
 



5.6.  Testes de reações cruzadas.

Os  testes  de  reações  cruzadas  foram  realizados  em  exames  cegos  com  30 

amostras  de  soro  de  cães:  sete  infectados  com  T.  cruzi,  cinco  infectados  com  L. 

braziliensis, cinco infectados com T. gondii, três infectados com E. canis, além de cinco 

controles positivo, infectados com  L. chagasi e 5 controles negativo,  NIANE,  com 

resultados apresentados na Tabela XIV.

Tabela XIV: Teste de reação cruzada.  
 

PATOGENO ELISA DAT RIFI 
L. chagasi 0,72 1:12800 1:40 
L. chagasi 1,15 1:12800 1:80 
L. chagasi 0,49 1:6400 NR 
L. chagasi 1,69 1:25600 1:40 
L. chagasi 0,58 1:25600 1:160 

L. braziliensis 0,32 NR NR 
L. braziliensis 0,36 NR NR 
L. braziliensis 0,33 NR 1:160 
L. braziliensis 0,42 NR 1:160 
L. braziliensis 0,39 NR NR 

T. cruzi 0,31 NR 1:40 
T. cruzi 0,37 NR 1:320 
T. cruzi 0,37 NR 1:160 
T. cruzi 0,37 NR 1:320 
T. cruzi 0,32 NR 1:80 
T. cruzi 0,29 NR 1:40 
T. cruzi 0,42 NR 1:640 
E. canis 0,31 NR NR 
E. canis 0,29 NR 1:40 
E. canis 0,66 1:3200 1:320 
T .gondi 0,29 NR NR 
T. gondi 0,34 NR NR 
T. gondi 0,32 NR NR 
T. gondi 0,30 NR NR 
T. gondi 0,30 NR NR 

N I 0,36 NR NR 
N I 0,32 NR NR 
N I 0,35 NR NR 
N I 0,32 NR NR 
N I 0,31 NR 1:40 

 
Legenda: Conforme o esperado; Falso positivo; Falso negativo; Reação cruzada 
ELISA, valores de absorbância. DAT e RIFI, diluição. 

 



Dos 20 soros de cães infectados com outras doenças, o teste de RIFI apresentou 

reação cruzada em 12, ELISA em 9 e o DAT em 1, este um soro de cão infectado com 

E. canis.

No  teste  de  ELISA  dos  9  positivos,  4/7  eram infectados  com  T.  cruzi,  3/5 

infectados com L. braziliensis e 1/3 infectado com E. canis. Dos 12 resultados positivos 

na RIFI, 7/7 infectados com T. cruzi, 2/5 infectados com L. braziliensis e 2/3 infectados 

com E. canis. Nenhum dos testes realizados apresentou reação cruzada para soros de 

cães infectados com T. gondii.

O soro do mesmo cão infectado com E canis, apresentou reação cruzada com os 

três testes em diluições elevadas do soro.

Dos 5 soros de cães não infectados, um apresentou resultado positivo no teste de 

ELISA e um apresentou resultado positivo no teste de RIFI.

Dos  5  soros  de  cães  infectados  com  L.  chagasi (  controle  positivo  ),  um 

apresentou resultado negativo no teste de RIFI.

5.7.      Concordância entre os testes analisados 2 a 2

Os testes sorológicos, quando analisados 2 a 2, apresentaram as seguintes 

concordâncias: ELISA X DAT (94 %), concordância ótima, K = 0,87 (Tabela XV), 

ELISA X RIFI  (81%), concordância boa, K = 0,62 (Tabela XVI) e  RIFI X DAT (80%) 

, concordância regular, K = 0,60 (Tabela XVII). 

Tabela XV. Concordância entre os testes ELISA e DAT 
 

 DAT 
ELISA + - Total 

+ 137 13 150 
- 1 83 84 

Total 138 96 234 
K = 0,87 Concordância Ótima 
J = 0,857  

 



  

Tabela XVI. Concordância entre os testes ELISA e RIFI 
 
 RIFI 

ELISA  + - Total 
+ 113 37 150 
- 7 77 84 

Total 120 114 234 
K = 0,62 Concordância Boa 
J  = 0,617  

 
Tabela XVII. Concordância entre os testes RIFI e DAT 
 
 DAT 

RIFI + - Total 
+ 106 14 120 
- 32 82 114 

Total 138 96 234 
K = 0,60 Concordância Regular 
J = 0,622  

 

5.8.Concordância entre os testes nos diferentes grupos clínicos

Após o exame clínico, os cães foram classificados nos grupos clínicos de acordo 

com a presença ou ausência de sintomas em assintomáticos (CA, n = 40 /234; 17,09%) 

(com ausência de sinais clínicos característicos da doença e pelo menos um dos testes 

sorológicos e/ou parasitológico positivo), oligossintomáticos (CO, n = 134/234 ; 

57,26%)  (cães que apresentavam de um a três sinais da doença), sintomáticos (CS, n = 

25/234 ; 10,69%) (todos aqueles cães que apresentavam mais de três dos sinais 

característicos da doença). Foram classificados como cães não infectados de área 

endêmica (NIAE, n = 35/234; 14,96%) aqueles que além de não apresentarem sinais da 

doença, os resultados dos testes sorologicos e do exame parasitológico foram negativos. 

Tabela XVIII. Forma clínica e positividade dos testes de ELISA, RIFI 
e DAT 
 

Positividade Forma clínica 
 Total de Soros ELISA(%) DAT(%) RIFI(%) Parasitológico(%) 
Assintomático 40 34a (85%) 30a (75%) 34a (85%) 19b (48%) 
Oligossintomático 134 95c (71%) 89c (66%) 71d (53%) 76d (57%) 
Sintomático 25 19e (76%) 19e (76%) 16e (64%) 17e (68%) 
NIAE 35 0 0 0 0 
NINAE 20 0 0 0 0 
 
Legenda: a,b,c,d,e; valores estatisticamente semelhantes 



Os cães não infectados de área não endêmica (NIANE, n = 20) foram utilizados como 

controle. A Tabela XVIII apresenta o resultado da positividade dos testes utilizados nas 

diferentes formas clínicas.

No grupo dos assintomáticos não houve diferença estatística significativa na 

freqüência de positivos nos diferentes testes sorológicos aplicados. Os três testes 

apresentaram positividade superiores ao exame parasitológico. No grupo dos 

oligossintomáticos, não houve diferença estatística significativa de positividade entre 

ELISA e DAT nem entre RIFI e exame parasitológico. Os resultados dos testes ELISA 

e DAT foram considerados iguais, e superiores aos métodos RIFI e parasitológico. No 

grupo dos sintomáticos todos os métodos realizados (sorológicos e parasitológico) 

apresentaram desempenhos iguais, não sendo observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre eles.

Quando avaliada as concordâncias entre os testes, dentro dos grupos clínicos os 

resultados obtidos foram: Cães assintomáticos: concordância regular (k = 0,54) entre 

ELISA e DAT, concordância ruim (k = - 0,18) entre ELISA e RIFI e concordância ruim 

(k = - 0,08) entre RIFI e DAT (Tabela XIX); Cães oligossintomáticos: concordância 

ótima (k = 0,89) entre ELISA e DAT, concordância regular (k = 0,57) entre ELISA e 

RIFI, concordância regular (k = 0,54) entre RIFI e DAT (Tabela XX); Cães 

sintomáticos: concordância perfeita (k = 1,00) entre ELISA e DAT, concordância boa (k 

= 0,72) entre ELISA e RIFI, concordância boa (k = 0,72) entre RIFI e DAT(Tabela 

XXI). Os dois grupos de cães não infectados (NIAE e NIANE) apresentaram 

concordância perfeita (k = 1,00) entre todos os testes (Tabelas XXII e XXIII).



 

Tabela XIX. Concordância dos testes nos cães Assintomáticos (n = 40) 
 

 DAT  RIFI  DAT 
ELISA + - ELISA + - RIFI + - 

+ 29 5 + 28 6 + 25 9 
- 1 5 - 6 0 - 5 1 

 
% concordância 85%  70%  65% 
Kappa 0,54  - 0,18  - 0,08 
Concordância Regular  Ruim  Ruim 
 

 Tabela XX. Concordância dos testes nos cães Oligossintomáticos (n = 134) 
 

 DAT  RIFI  DAT 
ELISA + - ELISA + - RIFI + - 

+ 89 6 + 69 26 + 65 6 
- 0 39 - 2 37 - 24 39 

 
% concordância 96%  79%  78% 
Kappa 0,89  0,57  0,54 
Concordância Ótima  Regular  Regular 
 

 

Tabela XXI.  Concordância dos testes nos cães Sintomáticos (n =25) 
 

 DAT  RIFI  DAT 
ELISA + - ELISA + - RIFI + - 

+ 19 0 + 16 3 + 16 0 
- 0 6 - 0 6 - 3 6 

 
% concordância 100%  88%  88% 
Kappa 1,00  0,72  0,72 
Concordância Perfeita  Boa  Boa 
 



5.9 Resultado do exame de cães através das técnicas ELISA e RIFI, utilizando soro 

e sangue coletado em papel filtro.

Para esta comparação foi analisado o material colhido de 230 cães provenientes 

de área endêmica. Destes, 109 foram positivos no exame parasitológico, 119 positivos 

na RIFI realizada com soro, 105 positivos na RIFI realizada em papel, 144 no ELISA 

realizada em soro e 164 no ELISA realizada em papel filtro (Tabela XXIV).

Tabela XXIV. Resultados dos exames realizados no soro e no 
sangue coletado em papel filtro dos 230 cães. 
 

 Parasitológico RIFI Soro RIFI Papel ELISA Soro ELISA Papel 
Positivo 109 119 105 144 164 
Negativo 121 111 125 86 66 

Total 230 230 230 230 230 
 

 

Tabela XXII. Concordância dos testes nos cães NIAE (n=35) 
 

 DAT  RIFI  DAT 
ELISA + - ELISA + - RIFI + - 

+ 0 0 + 0 0 + 0 0 
- 0 35 - 0 35 - 0 35 

 
% concordância 100%  100%  100% 
Kappa 1,00  1,00  1,00 
Concordância Perfeita  Perfeita  Perfeita 
 

 

Tabela XXIII. Concordância dos testes nos cães NIANE (n=20) 
 

 DAT  RIFI  DAT 
ELISA + - ELISA + - RIFI + - 

+ 0 0 + 0 0 + 0 0 
- 0 20 - 0 20 - 0 20 

 
% concordância 100%  100%  100% 
Kappa 1,00  1,00  1,00 
Concordância Perfeita  Perfeita  Perfeita 
 



Dos 109 cães parasitologicamente positivos, 80 (73%) foram positivos na RIFI 

em soro e 75 (69%) foram positivos na RIFI em eluato; 104 (95%) foram positivos na 

ELISA em soro e 106 (97%) na ELISA em eluato. A análise estatística dos dados não 

mostrou diferença estatisticamente significativa quando foram comparados os testes 

RIFI feitos no soro ou papel filtro. O mesmo foi observado para o método ELISA. O 

teste de ELISA foi estaticamente superior à RIFI na detecção de cães positivos tanto na 

utilização do soro quanto em eluato (Tabela XXV).

Tabela XXV. Resultado dos exames sorológicos dos cães parasitologicamente positivos (VP) e 
dos cães NIAE realizados com soro e eluato 
 
 RIFI Soro RIFI Eluato ELISA Soro ELISA Eluato 

 + - + - + - + - 
VP (n= 109) 80a 29 75a 34 104b 05 106b 03 
NIAE (n=35) 0 35 01 34 0 35 05 30 

Especificidade 100% 97% 100% 86% 
Sensibilidade 73% 69% 95% 97% 

Acurácia 79% 76% 97% 94% 
 

5.10 Concordância entre os testes RIFI e ELISA realizados com soro e eluato

A concordância entre os testes, avaliada pelo índice kappa, quando comparado 

soro e eluato foi boa para o teste de ELISA ( k  = 0,78) (Tabela XXVI) e regular para 

RIFI (k = 0,45) (Tabela XXVII). Ao utilizar amostras de soro a concordância entre 

ELISA e RIFI foi boa (k = 0,64) (Tabela XXVIII) e regular (k = 0,46) (Tabela XXIX) 

com as amostras de sangue em papel filtro analisados por estes métodos.



Tabela XXVII. Concordância entre RIFI Soro e RIFI Eluato 
 
 RIFI Eluato 

RIFI Soro + - Total 
+ 80 39 119 
- 25 86 111 

Total 105 125 230 
K = 0,45 Concordância Regular 
J = 0,45  

 

Tabela XXVIII.  Concordância entre ELISA Soro e RIFI Soro 
 
 RIFI Soro 

ELISA Soro + - Total 
+ 111 33 144 
- 08 78 86 

Total 119 111 230 
K = 0,64 Concordância Boa 
J = 0,636  

 

Tabela XXIX. Concordância entre ELISA Eluato e RIFI Eluato 
 
 RIFI Eluato 

ELISA Eluato + - Total 
+ 103 61 164 
- 2 64 66 

Total 105 125 230 
K = 0,46 Concordância Regular 
J = 0,493  

 

 Tabela XXVI. Concordância entre ELISA Soro e ELISA Eluato 
 
 ELISA Eluato 

ELISA Soro + - Total 
+ 143 1 144 
- 21 65 86 

Total 164 66 230 
K = 0,78 Concordância Boa 
J = 0,857  

 



6. Discussão



Diferentes  técnicas  podem ser  utilizadas  para  o  diagnóstico  da  leishmaniose 

visceral  humana  e  canina.  Muitos  avanços  têm  ocorrido  nos  últimos  anos,  mas  a 

despeito do grande número de testes disponíveis para o diagnóstico da LV, nenhum 

apresenta  100% de  sensibilidade  e  especificidade.  O diagnóstico  clínico  da  LVC é 

muitas  vezes  um  problema  para  os  veterinários.  Há  um  amplo  espectro  de  sinais 

clínicos, desde animais aparentemente saudáveis, passando por oligossintomáticos, até 

estágios  severos  da  doença,  sendo uma característica  importante  a  permanência  por 

períodos prolongados da infecção inaparente.

 O diagnóstico parasitológico para leishmaniose visceral pode ser realizado por 

diversos métodos: isolamento em meios de cultura, inoculação em hamsters, pesquisa 

de formas amastigotas em esfregaços corados de órgãos, ou em cortes histológicos. A 

especificidade destes métodos é de 100% mas a sensibilidade é muito variável, pois a 

distribuição dos parasitas não é homogênea no mesmo tecido (Gontijo e Melo, 2004). 

Embora  os  exames  parasitológicos  constituam  o  diagnóstico  de  certeza,  não  são 

métodos de escolha pois não apresentaram aplicabilidade nos programas de controle da 

doença,  principalmente  em  trabalhos  de  campo.  Os  métodos  parasitológicos  são 

considerados  procedimentos  invasivos,  exigem ambientes  apropriados  para  a  coleta, 

apresentam baixa sensibilidade além de serem trabalhosos, de liberação de resultados 

demorada (Brener, 1957; Marsdem e Jones, 1985; Mohammed et al.1986; Genaro et al., 

1988; Sundar e Raí, 2002). No caso do cultivo do material em meios de cultura ainda 

existe o risco de contaminação com fungos e bactérias o que muitas vezes inviabiliza a 

obtenção do resultado.

Durante  a  execução deste  trabalho,  todas  as  dificuldades  inerentes  ao exame 

parasitológico mencionadas puderam ser observadas. O exame de lâminas exige muita 

experiência do microscopista e o grande número de lâminas a serem avaliadas torna o 

trabalho  extremamente  cansativo  e  demorado.  O  inóculo  do  material  em cultura  e 

principalmente a sua manutenção exigem uma infra-estrutura de laboratório só existente 

em laboratórios de pesquisa. Este procedimento para ser feito como rotina, demandaria 

muito tempo o que, além do custo elevado, inviabiliza o diagnóstico em larga escala 

como o necessário durante levantamentos ou inquéritos epidemiológicos.

O maior problema para a validação de um novo teste de diagnóstico é a ausência 

de  um  padrão  ouro  realmente  confiável,  uma  vez  que  os  testes  parasitológicos, 



diagnósticos de certeza, apresentam baixa sensibilidade e os testes sorológicos, embora 

mais  sensíveis  estão  sujeitos  a  apresentar  reações  cruzadas  com  outras  doenças 

(Boelaert,     1999 a). Sendo assim, a avaliação de qualquer método diagnóstico deve 

considerar estas dificuldades para que se tenha mais segurança na análise dos resultados 

obtidos.

 Considerando estas dificuldades foi estabelecido um critério para definirmos os 

verdadeiros positivos e verdadeiros negativos dentro do total  de cães cujas amostras 

foram coletadas. Com relação aos verdadeiros positivos não há margem para dúvidas 

uma vez que o critério utilizado foi o exame parasitológico positivo, o que nos dá a 

certeza  do  cão  estar  realmente  infectado.  Com  relação  à  seleção  dos  verdadeiros 

negativos, o critério utilizado, (exame parasitológico negativo e os testes RIFI, ELISA e 

DAT,  realizados  em  soro,  negativos)  aumenta  a  probabilidade  de  serem  realmente 

negativos, embora não dê a mesma certeza que o critério utilizado para os verdadeiros 

positivos. A utilização de vários testes diminui a probabilidade de erro uma vez que 

foram selecionados como verdadeiros negativos apenas aqueles negativos para todos os 

testes realizados.

Mais  recentemente  tem-se  utilizado  métodos  moleculares  no  diagnóstico  da 

leishmaniose  visceral,  entre  eles  a  PCR  que  apresenta  elevada  sensibilidade  e 

especificidade (Ashford et al., 1995; Osman et al.,  1997). Porém, estes métodos são 

inviáveis para o diagnóstico em massa realizado em inquéritos epidemiológicos, por 

apresentarem custos elevados além de pouca praticidade e  aplicabilidade em campo 

(Reed, 1996). Para a utilização em larga escala a PCR necessita de um ajuste para se 

tornar mais simples e com custos operacionais mais baixos (Gontijo e Melo, 2004). No 

presente trabalho a técnica da PCR foi utilizada apenas para a caracterização específica 

dos parasitas das amostras isoladas de cães provenientes da área de estudo. Todas as 

amostras selecionadas foram identificadas como L. chagasi (L. infantum), o que nos deu 

maior segurança de que trabalhávamos com material de cães infectados com L. chagasi. 

Neste  contexto,  os métodos sorológicos  utilizados  no diagnóstico da LV são 

ferramentas fundamentais para auxiliar tanto no diagnóstico clínico quanto nos estudos 

epidemiológicos. Estes métodos apresentam como vantagens principais o fato de não 

serem invasivos, possibilitarem trabalhar com número maior de amostras permitindo um 

grande  número  de  resultados  em curto  prazo  (Rosário,  2005).  As  diversas  técnicas 



sorológicas existentes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua aplicação 

prática nas condições de campo e na disponibilidade de reagentes.  Os clínicos e os 

epidemiologistas sempre solicitam exames sorológicos para confirmar a suspeita clínica 

e esperam que os resultados sejam confiáveis, sendo a especificidade e sensibilidade dos 

testes características essenciais para isto (Gontijo e Melo, 2004). Além disso, é também 

importante que um teste diagnóstico apresente alta acurácia e altos valores preditivos 

positivo e negativo para reduzir a probabilidade de resultados falsos. A acurácia de um 

método diagnóstico é criticamente dependente da determinação do ponto de corte a ser 

adotado (Boelaert et al., 1999 b).

A maioria  dos  estudos  publicados  sobre  leishmaniose  canina  foi  baseada  na 

sorologia,  principalmente  utilizando  os  métodos  de  RIFI,  ELISA e  DAT (Gradoni, 

1999). A sorologia detecta a maioria dos cães sintomáticos (Ciaramella et al.,  1997; 

Koutinas et al., 1999) e uma proporção dos cães assintomáticos, que representam em 

torno de 50% da população canina soropositiva (Lanotte et al., 1979; Gradoni et al., 

1980; Pozio et al.,  1981; Mancianti et al.,  1986; Abranches et  al.,  1991; Fisa et al., 

1999; Sideris et al., 1999). Entretanto, estes métodos falham em detectar cães infectados 

no período pré-patente da infecção e antes de sua soroconversão, aqueles que nunca vão 

soroconverter  e  os  cães  soropositivos  que  convertem  em  soronegativos,  mas  ainda 

permanecem infectados (Dye et al., 1992; Dye et al., 1993; Pinelli et al., 1994; Quinell 

et al., 1997). Grande parte da população canina residente em área endêmica é infectada 

por Leishmania e não é detectada pela sorologia. Leontides et al. (2002) compararam a 

PCR e RIFI e obtiveram na PCR prevalência de 61,9% e incidência de 41,7% enquanto 

que  na  RIFI  estes  valores  foram  14,%  e  17,6%  respectivamente.  Isso  reforça  a 

necessidade de se buscar técnicas de diagnóstico sorológico mais efetivas e explica, 

pelo menos em parte, o porque das ações de controle baseadas na eliminação dos cães 

soropositivos não ser suficiente, uma vez que é grande o número de cães infectados e 

não detectados pelas técnicas sorológicas empregadas.

Como  a  prevalência  da  LC  é  comumente  determinada  pelos  inquéritos 

soroepidemiológicos  nos  deparamos  basicamente  com  duas  situações  problema, 

decorrentes das limitações dos métodos utilizados atualmente: 1ª - A subestimativa da 

prevalência pode ocorrer devido à sensibilidade limitada das técnicas empregadas visto 

que de 5 a 10% dos cães não desenvolvem níveis de anticorpos detectáveis por estas 



técnicas ou porque os cães, mesmo infectados, ainda não apresentam a soroconversão; 

2ª  -  A  superestimativa  da  prevalência  também  é  possível  devido  aos  casos  falso 

positivos  decorrentes  da  baixa  especificidade  das  técnicas  tradicionais  como 

conseqüência  de  reações  cruzadas  com  outras  infecções,  além  da  ocorrência  de 

infecções transitórias que são eliminadas naturalmente pelos animais.

Atualmente são usados no diagnóstico da LVC os testes de aglutinação direta 

(DAT),  reação  de  imunofluorescência  indireta  (RIFI)  e  ensaio  imunoenzimático 

(ELISA).  Estas  técnicas  utilizam  antígenos  brutos  e  são  limitadas  em  termos  de 

especificidade  e  reprodutibilidade  (Sundar  e  Rai,  2002).  No  Brasil  os  testes  mais 

utilizados  no  diagnóstico  de  LV  humana  e  canina  são  a  RIFI  e  ELISA,  sendo 

considerados,  sobretudo este  último,  testes  de  escolha para inquéritos  populacionais 

(Gontijo e Melo, 2004). 

Durante muito tempo a RIFI foi a técnica mais utilizada para o diagnóstico da 

LV, embora não seja eficiente para analisar um grande número de amostras. A RIFI 

apresenta baixa especificidade, exige na sua execução pessoal treinado, é uma reação 

dispendiosa  e  não  está  adaptada  para  estudos  epidemiológicos  em  larga  escala. 

Atualmente o teste de ELISA vem sendo mais utilizado para o diagnóstico da LV, uma 

vez que a leitura do resultado é feita rapidamente e não sofre influência do observador, 

e adaptado para analisar grande número de amostras em menos tempo (Nurit  et  al., 

1988). ELISA é um teste de fácil execução e leitura quando comparado com a RIFI, 

sendo um pouco mais sensível e um pouco menos específico, permitindo a detecção de 

baixos títulos de anticorpos, entretanto esta técnica é pouco precisa na detecção de casos 

subclínicos ou assintomáticos (Almeida et al., 2005). 

A maior ou menor especificidade dos métodos depende da preparação e do tipo 

de antígeno utilizado na reação. O DAT é muito utilizado para o diagnóstico da LV 

humana e canina em áreas endêmicas de diversos países do Velho Mundo, apresentando 

altas  taxas  de  sensibilidade  e  de  especificidade.  A  técnica  combina  altos  níveis  de 

validade  intrínseca  e  facilidade  de  execução,  embora  apresente  problemas  na 

padronização e controle de qualidade do antígeno e não tenha valor no prognóstico da 

doença (Boelaert et al., 1999 a). Em 1995, foi desenvolvido um antígeno liofilizado que 

permanece estável por períodos superiores a 18 meses à 56ºC, o que facilita seu uso em 



condições  de  campo  (Meredith  et  al.,  1995)  sendo  este  utilizado  em  nossos 

experimentos. 

No presente estudo os testes de ELISA, DAT e RIFI, realizados com amostras de 

soro apresentaram uma especificidade de 100% quando analisadas apenas amostras de 

cães parasitologicamente positivos e cães negativos de área endêmica e não endêmica. 

Quando analisadas amostras de soros de cães infectados com outras doenças e soros 

controle,  o  DAT  foi  o  teste  que  apresentou  a  maior  especificidade,  não  havendo 

diferença estatística significativa entre os resultados de ELISA RIFI. Estes resultados 

indicam que estes  métodos são altamente específicos  dentro do universo restrito  de 

animais  com leishmaniose  e  que  apresentam exame parasitológico  positivo.  Porém, 

cabe ressaltar  que o DAT permaneceu com um alto índice de especificidade (95%) 

mesmo quando soros de animais com outras patologias foram acrescentados na análise.

Os  resultados  de  sensibilidade  obtidos  com  os  testes  DAT  e  ELISA  foram 

estatisticamente superiores aos resultados observados com a RIFI.  Outros estudos já 

registraram  resultados  semelhantes.  (Paranhos  Silva  et  al.,  1996)  em  Jequié,  BA, 

quando  compararam  os  testes  de  ELISA  e  RIFI  para  detecção  da  infecção  por 

Leishmania em soro de cães, encontraram 98% e 78% de sensibilidade para ELISA e 

RIFI respectivamente.

Edrissian e Darabian (1979) trabalhando com sorodiagnóstico de leishmanioses 

cutânea e visceral no Iram, observaram que o ELISA foi mais sensível que a RIFI, mas 

que a RIFI foi mais específica e concluíram que o ELISA foi tão bom quanto a RIFI, 

sendo que a primeira é mais prática que a segunda para ser utilizada em inquéritos 

populacionais.

Em trabalhos comparativos entre ELISA, RIFI e DAT, este último mostrou ser 

tão  sensível  e  específico  quanto  a  RIFI,  quando  não  eram  incluídos  soros  com 

tripanossomíases. Quando os mesmos eram incluídos, o resultado do DAT ficava mais 

semelhante ao ELISA e ambos menos específicos que a RIFI (Harith et al., 1987). El 

Safi e Evans (1989) demonstraram que o DAT é pelo menos tão bom quanto o ELISA 

no  diagnóstico  da  LV  e  Andrade  et  al.  (1987)  mostraram  que  o  DAT  tem  um 

desempenho  no  diagnóstico  igual  ao  da  RIFI.  Estes  resultados  com o  DAT foram 

obtidos com a utilização do antígeno aquoso, precursor do antígeno liofilizado utilizado 

em  nosso  trabalho.  O  Dog-DAT  ,  como  é  conhecido  o  kit  contendo  o  antígeno 



liofilizado, foi avaliado por Oskam et al. (1996) que obtiveram sensibilidade de 100% e 

especificidade de 98,8% estudando 291 amostras de soros de diferentes grupos de cães. 

Outras  grandes  vantagens  do  DAT  em  relação  aos  demais  testes  estão  na  sua 

simplicidade de execução e baixo custo (Alves e Bevilacqua, 2004). Para Sundar e Rai 

(2002) a especificidade de um método depende mais do tipo de antígeno utilizado do 

que o protocolo adotado, enquanto a sensibilidade é influenciada principalmente pela 

metodologia.

Os VPPs e  VPNs dos três testes utilizados foram calculados a  partir  de três 

prevalências estimadas da doença. 

Quando considerada a prevalência de 5%, mais próxima da prevalência da área 

de estudo, os testes ELISA soro e DAT apresentaram os VPPs mais elevados. Rosário 

(2002) ao calcular o VPP dos testes ELISA e RIFI, a uma prevalência de 5%, obteve 

para o ELISA (soro e eluato) valores altos muito semelhantes aos encontrados por nós. 

Já em relação à RIFI, os resultados foram discordantes, sendo o VPP da RIFI em nosso 

estudo, maior que o obtido por Rosário, quando analisando amostras de soro, e o VPP 

obtido a partir da RIFI realizada em eluato de menor valor.

Os VPNs do presente trabalho, quando considerada a prevalência de 5% foi de 

98% para RIFI (soro e eluato) e 99% para ELISA (soro e eluato) e DAT. Isso indica que 

os  nossos  resultados  negativos  obtidos  com  qualquer  um  destes  testes  têm  grande 

chance de serem realmente negativos, sobretudo naquelas amostras que foram negativas 

para mais de um deles, aumentando a confiança no critério adotado para definirmos os 

verdadeiros negativos.

Ao analisarmos a reprodutibilidade dos diferentes testes o resultado obtido foi 

que os testes ELISA e DAT apresentaram uma reprodutibilidade perfeita enquanto a 

RIFI  apresentou  uma  reprodutibilidade  regular.  Isto  reforça  a  idéia  de  que  a  RIFI 

apresenta falhas em relação aos outros dois testes comparados, uma vez que quanto 

maior a reprodutibilidade do teste maior é a confiança que se pode ter em relação aos 

resultados.

São raros na literatura científica artigos que avaliem a reprodutibilidade destes 

testes. Porém, a discrepância em relação aos níveis de sensibilidade e especificidade, 



principalmente  na  RIFI,  observada  nos  trabalhos  publicados,  mostra  a  grande 

dificuldade  em  se  analisar  comparativamente  os  resultados  dos  diferentes  estudos 

devido  a  diferenças  metodológicas,  o  que  certamente  tem  um  impacto  na 

reprodutibilidade dos testes. Mais uma vez, emerge a necessidade da padronização dos 

métodos  com a  produção  de  “kits”  que  possam ser  utilizados  em larga  escala  nos 

programas de controle da doença.

Rosário (2002) ao analisar a reprodutibilidade das reações sorológicas, observou 

que  a  RIFI  apresentou concordância  perfeita  tanto em amostras  de soro quanto nas 

amostras de eluato e o ELISA apresentou uma concordância boa em amostras de soro e 

eluato. Deste modo, tanto a RIFI quanto o ELISA foram considerados reprodutíveis nas 

condições empregadas. 

A leishmaniose visceral induz altos títulos de anticorpos, o que facilita o seu 

diagnóstico  por  testes  sorológicos  (Bray,  1980).  Assim,  métodos  sorológicos  são 

utilizados em inquéritos epidemiológicos no intuito de detectar animais infectados. 

Em nosso estudo observamos que os  três  métodos avaliados  não apresentam 

correlação entre a forma clínica do cão e o título de anticorpos detectados na sorologia, 

sugerindo  então  que  outros  fatores,  além da  carga  parasitária,  estariam atuando  na 

resposta imunológica do cão à presença do parasita. 

Silva e colaboradores (2001) em um estudo clínico epidemiológico em cães de 

BH/MG,  observaram que  entre  os  cães  positivos  na  sorologia  realizada  pela  RIFI, 

26,5% apresentaram títulos igual  a  1:640, mostrando que altos títulos de anticorpos 

ocorrem em animais infectados, mesmo assintomáticos. Em avaliação multicêntrica de 

um kit para ELISA, realizada por pesquisadores italianos (Scalone et al.,2002), também 

não foi observada correlação entre os valores da absorbância no ELISA e títulos na 

RIFI, com a severidade da doença nos cães.

Segundo Oliva et al. (1995), o DAT tem o potencial de detectar a infecção em 

seus  estágios  iniciais,  embora  os  títulos  da  sorologia  não  sejam  estreitamente 

correlacionados com o aumento da carga parasitária. Nos trabalhos de Lanotte et al. 

(1979) e Abranches et  al.  (1991) também não foi evidenciada a  correlação entre os 

títulos e a gravidade da doença. Estes achados sugerem que a sorologia convencional 

parece não ser um bom indicador da forma clínica ou mesmo da evolução da doença.



Entretanto, Pozio et al. (1981) mostraram uma associação entre a severidade da 

doença e os títulos de anticorpos, assim como também observado por Mancianti et al. 

(1994) através dos métodos de RIFI e ELISA.

Outro aspecto analisado em nosso estudo foi a correlação entre a intensidade dos 

resultados nos diferentes métodos usados. Não foi observada correlação entre os títulos 

da RIFI e DAT ou absorbância no ELISA, sendo que um resultado fortemente positivo 

em um dos  testes  pode  ser  fracamente  positivo  em um dos  outros  ou  até  mesmo 

negativo.

Em outros  trabalhos  também já  foram constatadas  a  ausência  de  correlação, 

Rachamim et al. (1991), ou uma baixa correlação na intensidade das reações entre RIFI 

e ELISA mesmo quando o mesmo antígeno foi utilizado (Gottstein et al., 1988).

As  razões  para  a  baixa  correlação  entre  os  títulos  da  RIFI  e  do  DAT  e  a 

intensidade do ELISA ainda não são claras. Sabe-se que nos resultados de qualquer 

prova sorológica intervêm inúmeros fatores, alguns embora conhecidos são de difícil ou 

impossível  controle.  Estão  vinculados  em  parte,  a  estabilidade  e  especificidade  do 

antígeno, a estabilidade dos reagentes e a possibilidade de uma leitura visual dependente 

da qualificação e experiência dos técnicos responsáveis pelo diagnóstico (MS, 1999). 

Estudos com leishmaniose visceral humana demonstraram que diferenças entre cepas de 

L. donovani também podem afetar a acurácia do diagnóstico sorológico (Badaró et al., 

1986).

O diagnóstico  sorológico  da  LV no Brasil  é  feito  principalmente  através  da 

técnica de imunofluorescência indireta (RIFI) e pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). 

De um modo geral  estes métodos imunológicos são considerados de valor limitado, 

devido aos altos níveis de reatividade cruzada entre as diversas espécies de Leishmania, 

bem como com o Trypanosoma cruzi (Camargo e Rebonato, 1969; Badaró et al., 1986; 

Reed et al., 1987;Vexanat et al., 1996).

Em nosso estudo, assim como descrito na literatura, os testes de RIFI e ELISA 

apresentaram reações  cruzadas  em amostras  de  soro  de  cães  infectados  com outros 

tripanosomatídeos como T. cruzi e  L. braziliensis, além de terem apresentado também 

reação cruzada em amostra de soro de cão infectado com E. canis. Costa et al. (1991) 



utilizando a RIFI, detectaram reações cruzadas com leishmaniose tegumentar em 75% 

dos  casos  e  com doença  de  Chagas  canina  em 83% dos  casos.  O  ELISA também 

demonstrou ser reativo com soros humanos e caninos acometidos de outras doenças 

bacterianas e parasitárias, principalmente com o T. cruzi (Roffi et al., 1980; Badaró et 

al., 1986; Mancianti et al., 1996).

Uma das principais limitações da RIFI para o diagnóstico da LVC é justamente a 

ocorrência de reações cruzadas com leishmaniose tegumentar e doença de Chagas, o 

que  dificulta  a  interpretação  dos  dados  epidemiológicos,  pois  no  Brasil  ocorre 

superposição destas três doenças em certas regiões (Gontijo e Melo, 2004). 

Devido à estas limitações, vários estudos vêm tentando identificar quais são os 

antígenos responsáveis por estas reatividades cruzadas e assim otimizar as técnicas de 

imunodiagnóstico utilizando antígenos espécie-  específicos que consigam diferenciar 

casos de leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar e doença de Chagas (Reed et 

al., 1987; Vexanat et al., 1996;). Entre os candidatos a serem utilizados na tentativa de 

se otimizar as técnicas sorológicas estão os antígenos recombinantes tais como o rK39 e 

o rK26 que mostraram-se altamente específicos não reagindo com soros de cães com 

outras parasitoses (Rosário, 2002).

O DAT apresentou reação cruzada apenas com uma amostra  de soro de cão 

infectado com E canis, esta mesma amostra apresentou-se positiva nos outros dois testes 

realizados. No trabalho que avaliou a utilização do DAT no sorodiagnóstico da LVC 

foram incluídos soros de cães com outras doenças infecciosas (babesiose, leptospirose) 

e não foram observadas reações cruzadas (Oskan et al., 1996). Nosso trabalho é o único 

empregando o DAT em que foi utilizado um número significativo de amostras de soro 

de  cães  infectados  com diferentes patógenos,  comumente encontrados  no Brasil,  no 

teste de reação cruzada.

O  DAT  foi  avaliado  utilizando-se  amostras  de  soro  de  pacientes 

parasitologicamente  positivos  para  LV  de  diferentes  origens  geográficas,  soros 

controles de indivíduos de áreas não endêmicas e soros de pacientes com outras doenças 

que  poderiam  dar  reação  cruzada  tais  como  malária,  tuberculose,  lepra,  e 

tripanosomíase.  Os  soros  de  pacientes  com  tripanosomíase  foram  os  únicos  que 

apresentaram reação cruzada significativa com o DAT (Harith  et  al.,  1986;  Sinha e 



Sehgal, 1994), diferente do que foi observado em nosso estudo em que nenhum dos 

soros de cães infectados com T. cruzi apresentou reação cruzada com o DAT.

Andrade et al. (1987) em um estudo da reação cruzada do DAT em soros de 

humanos com outras doenças tais como doença de Chagas, esquistossomose, filariose, 

malária, leishmaniose mucocutânea e hanseníase, sugerem que o DAT possa ser um 

diagnóstico de valor para a LV, até mesmo em áreas endêmicas para chagas, utilizando 

o  “cut-off”  de  1:  400  e  considerando  o  “cut-off”  de  1:1600,  diferencial  para 

leishmaniose  mucocutânea.  No  presente  estudo,  mesmo  mantendo  um “cut-off”  de 

1:400 não houve reação cruzada com os soros de cães infectados com L. braziliensis.

Quando feita a comparação dos resultados dos testes sorológicos analisando os 

234 soros de cães de área endêmica, foi obtida uma concordância ótima entre ELISA e 

DAT, uma concordância boa entre ELISA e RIFI e uma concordância regular entre 

RIFI e DAT.

Esta concordância mostrou-se variável de acordo com o grupo clínico analisado. 

Sendo assim,  quando avaliado  o grupo dos  cães  assintomáticos,  a  concordância  foi 

regular entre ELISA e DAT, ruim entre ELISA e RIFI e também ruim entre RIFI e 

DAT. No grupo dos cães oligossintomáticos a concordância foi ótima entre ELISA e 

DAT e  regular  entre  ELISA e  RIFI  assim  como  entre  RIFI  e  DAT.  Para  os  cães 

sintomáticos a concordância foi perfeita entre ELISA e DAT e boa para ELISA e RIFI e 

também para RIFI e DAT. Entre os cães não infectados de área endêmica assim como 

entre os cães não infectados de área não endêmica a concordância foi perfeita em todas 

as comparações realizadas.

Segundo Dye et al. (1993) mesmo utilizando um método sorológico eficiente 

perdem-se  mais  de  20% de  animais  na  fase  inicial  ainda  não  estabelecida,  pois  os 

animais podem estar em um período de incubação ou de soro conversão, o que ajuda a 

entender  a  menor  concordância  entre  os  testes  quando  analisado  o  grupo  dos  cães 

assintomáticos.

Ao compararmos os resultados utilizando as técnicas RIFI e ELISA em amostras 

de soro ou de eluato a partir de sangue em papel filtro, observamos que a sensibilidade 

do ELISA foi superior à da RIFI. A concordância observada entre soro e eluato foi 



regular para o teste de RIFI e boa para o teste de ELISA. A concordância observada 

entre soro e eluato foi regular para o teste de RIFI e boa para o teste de ELISA. Não foi 

possível realizar a comparação da eficácia do DAT entre soro e eluato, pois o antígeno 

cedido pelo Royal Tropical Institute - Kit não foi suficiente. Entretanto, Cardoso et al. 

(2004) empregando o DAT em amostras em soro e eluato de 205 cães, obtiveram uma 

concordância ótima (97,6%; k = 0,83), indicando a possibilidade de uso do DAT no 

diagnóstico da LVC com qualquer um dos tipos de amostras (soro ou ESPF).

Diferente do que foi observado em nosso estudo, Rosário (2005) observou uma 

concordância ótima entre as reações com soro e eluato de RIFI e ELISA, considerando 

que  tanto o soro quanto o eluato podem ser  utilizados  no diagnóstico da LVC. As 

discordâncias observadas entre os resultados provavelmente se devem ao fato de que 

foram utilizados protocolos, reagentes e principalmente antígenos diferentes nos dois 

estudos.  E  como  já  foi  discutido  anteriormente  estes  fatores  são  determinantes  no 

desempenho de um teste.

Na  maioria  dos  estudos  sobre  epidemias  de  LVH  tem-se  encontrado  cães 

positivos, e ainda mais, não existe nenhum relato na literatura brasileira de epidemias de 

LVH sem a presença de cães positivos. Em BH/MG e Araçatuba/SP, locais onde não 

existia LVH, foi possível observar primeiro a introdução da doença canina e depois a 

doença humana. A LVC não parece ser causa suficiente, mas sim causa necessária  para 

a ocorrência da LVH (MS, 2002).

Courtenay et al. (2002) em seus resultados mostram que a raposa (Cerdocyon 

thous), considerada importante fonte de infecção, não é capaz de manter um ciclo de 

transmissão independente do cão doméstico. Isso aumenta a responsabilidade do cão na 

manutenção da doença em áreas endêmicas assim como reforça a sua importância na 

introdução da doença em áreas não endêmicas, principalmente urbanas.

O programa de controle da leishmaniose adotado pela Fundação Nacional de 

Saúde  (FUNASA)  não  tem conseguido  reduzir  a  níveis  aceitáveis  a  incidência  do 

calazar humano, ainda que importantes avanços tenham sido alcançados na redução da 

letalidade. A longa permanência do cão infectado, em média 80 dias após a coleta do 

material para exame, e a baixa sensibilidade do diagnóstico utilizado, RIFI em ESPF, 

são indicados como fatores importantes para esta falha. Braga et al. (1998) comparando 



o programa de controle do calazar adotado pela FUNASA a uma estratégia baseada na 

identificação dos cães infectados por ELISA e a eliminação dos cães positivos dentro de 

um prazo máximo de sete dias, em duas áreas diferentes, observaram 9% de decréscimo 

na prevalência canina quando usado o método da FUNASA e um decréscimo de 27% 

quando usado o método alternativo, sendo esta diferença significativa.

A erradicação da infecção por  Leishmania em cães não será alcançada sem o 

emprego  de  medidas  de  controle  efetivas,  levando-se  em  conta  inclusive  os  cães 

assintomáticos (Cardoso et al., 2004). O método de ELISA consome menos tempo e é 

mais reprodutível que a RIFI, por isso tem sido preferido em extensas investigações 

epidemiológicas (Mancianti et al., 1994). 

A utilização da RIFI pode comprometer a efetividade do programa de controle 

do  calazar  por  estar  deixando  de  detectar  e  sacrificar  animais  infectados  (falsos 

negativos) e por outro lado, poderia estar recomendando o sacrifício de animais não 

infectados (falsos positivos). Essas incertezas já geraram atitudes como a não indicação 

do sacrifício de animais positivos e a recomendação de tratamento desses animais por 

parte de clínicos veterinários (Alves e Bevilacqua, 2004).

O Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral (MS,2003) sugere 

que  em  inquéritos  soroepidemiológicos  sejam  empregados  dois  métodos 

sorodiagnósticos, o ELISA para uma triagem dos cães soronegativos e a RIFI para a 

confirmação dos cães soropositivos.  Entretanto,  diante dos resultados observados no 

presente trabalho, sugerimos como métodos de escolha o ELISA e o DAT que além de 

apresentarem maiores sensibilidade e especificidade em relação à RIFI, se mostraram 

altamente reprodutíveis e de maior facilidade na sua execução.

O ELISA permaneceria como um teste de triagem devido a sua alta sensibilidade 

e o DAT substituiria a RIFI na confirmação dos casos positivos principalmente por não 

apresentar reações cruzadas eliminando assim a maioria dos falsos positivos.

É inegável a importância do cão no contexto da LV, principalmente no que diz 

respeito  ao  controle,  sendo  fundamental  a  realização  de  diagnóstico  onde  a 

possibilidade de erro seja baixa. 

Nossos resultados mostram de forma clara, a superioridade dos testes de ELISA 

e DAT em relação à RIFI, dentro das condições empregadas no presente estudo, sendo 

que o DAT deve ser preferido em áreas onde ocorram a sobreposição de leishmaniose 



visceral, leishmaniose tegumentar e doença de Chagas. Ressaltando mais uma vez que a 

escolha de um método diagnóstico deve se basear em suas vantagens, desvantagens, 

facilidades e sobretudo na finalidade de suas aplicações.

Atualmente, o que dificulta a utilização do DAT no Brasil, é o fato de que o 

antígeno  utilizado  na  técnica  é  produzido  somente  pelo  Royal  Tropical  Institute 

(Amsterdam/Holanda),  o  que  o  torna  mais  caro,  devido  à  necessidade  de  sua 

importação. Diante disso, e aliado ao excelente desempenho do DAT em relação aos 

testes ELISA e RIFI, dentro das condições de nosso estudo, sugerimos o investimento 

em pesquisas voltadas para o desenvolvimento de um antígeno Nacional, para o DAT, a 

partir de L. chagasi.



7. Conclusão



• As técnicas sorológicas ELISA, DAT e RIFI, realizadas com amostras de 

soro  apresentaram  uma  especificidade  de  100%  quando  analisadas 

apenas amostras de cães parasitologicamente positivos e cães negativos 

de  área  endêmica  e  não  endêmica,  indicando  que  estes  métodos  são 

altamente  específicos  dentro  do  universo  restrito  de  animais  com 

leishmaniose e que apresentam exame parasitológico positivo.

• O  DAT  foi  o  teste  que  apresentou  a  melhor  especificidade,  quando 

analisadas amostras de soros de cães infectados com outras doenças e 

soros  controle,  sendo  indicado  o  seu  uso  em  regiões  onde  ocorram 

simultaneamente LV, LT e/ou Doença de Chagas.

• A RIFI foi o método que apresentou a menor sensibilidade comparada ao 

DAT e ELISA.

• Os testes  de  ELISA soro  e  DAT apresentaram os  VPPs  elevados  na 

prevalência estimada de 5%, enquanto o VPP da RIFI apresentou-se mais 

baixo.Os VPNs dos três testes foi elevado,indicando que os resultados 

negativos obtidos com qualquer um destes testes têm grande chance de 

serem realmente negativos.

• Nos casos em que forem necessárias mais de uma técnica de diagnóstico 

deve-se optar pelo DAT e o ELISA que além de apresentarem maiores 

sensibilidade e especificidade em relação à RIFI, se mostraram altamente 

reprodutíveis.Quando utilizado apenas um método a opção deve ser pelo 

DAT,  devido  ao  alto  desempenho  além  da  maior  facilidade  na  sua 

execução.



• A concordância entre os testes sorológicos é variável de acordo com o 

grupo clínico analisado. Sendo que ela é perfeita no grupo dos cães não 

infectados, alta no grupo dos cães sintomáticos, intermediária no grupo 

dos cães oligossintomáticos e baixa no grupo dos cães assintomáticos.

• A  forma  clínica  do  cão  não  influenciou  nos  títulos  de  anticorpos 

detectados  ou  absorbâncias  observadas  nos  métodos  sorológicos 

avaliados. 

• Não foi  observada  correlação  entre  os  títulos  da  RIFI  e  DAT com a 

absorbância no ELISA sendo que um resultado fortemente positivo em 

um dos testes pode ser fracamente positivo em um dos outros ou até 

mesmo negativo.

• A concordância observada entre soro e eluato foi regular para o teste de 

RIFI e boa para o teste de ELISA, sendo que a sensibilidade do ELISA 

tanto em soro como em eluato é superior à da RIFI.
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