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SOARES, N.C.                                                                                                                 Resumo 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose que apresenta grande distribuição mundial e 

integra o grupo de doenças tropicais negligenciadas da Organização Mundial de Saúde. No 

Brasil, o cão tem um papel importante na disseminação da LV e o diagnóstico preciso da doença 

canina é essencial para o controle da enfermidade. Atualmente, o protocolo de diagnóstico conta 

com dois principais testes, o TR-DPP® e EIE-LVC, que apresentam limitações, entre elas se 

destacam: reações cruzadas com outros patógenos caninos, baixa sensibilidade na detecção de 

cães assintomáticos e ocorrência de resultados falso-positivos em animais vacinados. Em con-

sequência dessas limitações, há uma falha na rápida identificação de animais nas áreas endêmi-

cas, comprometendo as medidas de controle. Em busca de melhorias no diagnóstico da doença 

canina, o uso de técnicas mais sensíveis, como a citometria de fluxo é uma opção, pois apresenta 

um alto desempenho e melhor detecção de animais com baixo título de anticorpos. Nosso grupo 

de pesquisa desenvolveu nos últimos anos um protótipo de kit, denominado LeishFlow, para o 

diagnóstico sorológico por citometria de fluxo da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). em 

que obtivemos bons resultados iniciais. Para aprofundarmos e aprimorarmos o desenvolvimento 

biotecnológico do Kit LeishFlow, neste estudo produzimos e revalidamos um novo lote do Kit, 

avaliamos o desempenho do novo kit em larga escala e comparamos a eficácia do emprego do 

LeishFlow como teste único para o diagnóstico da LVC em paralelo aos testes preconizados 

pelo Ministério da Saúde (MS). Os testes foram realizados em uma ampla variedade de soros 

caninos (n = 1.546), estes coletados em uma área de alta endemicidade, desta forma, estabele-

cemos a concordância entre os testes diagnósticos e a prevalência mais realística da doença com 

um teste de melhor sensibilidade e especificidade. O uso do Kit LeishFlow sozinho resultou em 

melhora diagnóstica, ao analisarmos a prevalência da área endêmica estudada observamos que 

o TR-DPP® e EIE-LVC apresentaram um valor de 18,24%, já o LeishFlow apresentou uma 

prevalência de 29,43%. Nossos resultados mostram que o LeishFlow tem um alto potencial 

como teste diagnóstico único, e pode descriminar os animais infectados de não infectados para 

L. infantum, apresentando um valor de sensibilidade (88,3%) e especificidade (83,7%), quando 

referenciado pelos testes TR-DPP® e EIE-LVC, e uma concordância de 84,5%. Demonstrou 

bons resultados ao estratificar animais por sintomatologia, nos cálculos de sensibilidade 

(95,1%), especificidade (72,1%) e acurácia (85%) dos animais sintomáticos e para animais as-

sintomáticos apresentou sensibilidade de 87,1% e especificidade de 84,7%, e acurácia de 82,3% 

quando utilizados os testes padrão de referência do MS. O LeishFlow, por ser mais sensível e 

específico, melhoraria a detecção de animais positivos nas áreas endêmicas, e por ser um teste 

único, diminuiria os custos operacionais, a rapidez no diagnóstico e assim nas ações de controle, 

o que torna essa metodologia uma alternativa para o diagnóstico sorológico da LVC. Além 

disso, mais opções de teste de diagnóstico é essencial para laboratórios privados e serviços 

veterinários no Brasil, dada a crescente demanda e impacto na saúde pública causado pela LVC. 

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral canina; diagnóstico sorológico; citometro de fluxo; 

TR-DPP®, EIE-LVC, LeishFlow 

 

 

 

 



SOARES, N.C.                                                                                                               Abstract 

 

Visceral Leishmaniasis (VL) is a zoonosis that is widely distributed worldwide and is part of 

the neglected tropical diseases group of the World Health Organization. In Brazil, dogs play an 

important role in the dissemination of VL and the accurate diagnosis of canine disease. it is 

essential for the control of the disease. Currently, the diagnostic protocol has two main tests, 

the TR-DPP® and EIE-LVC, which have limitations, among which stand out cross-reactions 

with other canine pathogens, low sensitivity in the detection of asymptomatic dogs and occur-

rence false-positive results in vaccinated animals. As a result of these limitations, there is a 

failure in the rapid identification of animals in endemic areas, compromising control measures. 

In search of improvements in the diagnosis of canine disease, the use of more sensitive tech-

niques, such as flow cytometry is an option, as it presents a high performance and better detec-

tion of animals with low antibody titers. Our research group has developed in recent years a 

prototype kit, called LeishFlow, for the serological diagnosis by flow cytometry of Canine Vis-

ceral Leishmaniasis (CVL). where we got good initial results. In order to deepen and improve 

the biotechnological development of the LeishFlow Kit, in this study we produced and revali-

dated a new batch of the Kit, evaluated the performance of the new kit on a large scale and 

compared the effectiveness of using LeishFlow as a single test for the diagnosis of CVL in 

parallel to the tests recommended by the Ministry of Health (MS). The tests were carried out 

on a wide variety of canine sera (n = 1546), these collected in an area of high endemicity, in 

this way, we established the agreement between the diagnostic tests and the real prevalence of 

the disease with a test of better sensitivity. and specificity. The use of the LeishFlow Kit alone 

resulted in diagnostic improvement, when analyzing the prevalence of the endemic area studied, 

we observed that the TR-DPP® and EIE-LVC presented a value of 18.24%, whereas LeishFlow 

presented a prevalence of 29.43%. Our results show that LeishFlow has a high diagnostic po-

tential as a single diagnostic test, and can discriminate infected animals from non-infected to L. 

infantum, presenting a sensitivity value (88.3%) and specificity (83, 7%), when referenced by 

the TR-DPP® and EIE-LVC tests, and an agreement of 84.5%. It demonstrated good results 

when stratifying animals by symptomatology, in calculations of sensitivity (95.1%), specificity 

(72.1%) and accuracy (85%) of symptomatic animals and for asymptomatic animals showed 

sensitivity of 87.1% and specificity of 84.7%, and accuracy of 82.3% when using the standard 

MS reference tests. LeishFlow, being more sensitive and specific, would improve the detection 

of positive animals in endemic areas, and because it is a unique test, it would decrease operating 

costs, speed of diagnosis and thus in control actions, which makes this methodology an alter-

native for the serological diagnosis of CVL. In addition, more diagnostic testing options are 

essential for private laboratories and veterinary services in Brazil, given the growing demand 

and impact on public health caused by CVL. 

Key words: canine visceral leishmaniasis; serological diagnosis; flow cytometry; TR-DPP®, 

EIE-LVC, LeishFlow. 
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A leishmaniose visceral (LV) é uma doença infecciosa crônica, que integra o grupo de 

doenças negligenciadas segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2020a). No Brasil é 

considerada uma zoonose de alta morbimortalidade, acometendo, sobretudo, seres humanos e 

cães domésticos. A LV é causada por protozoários do gênero Leishmania e constitui uma en-

fermidade de grande problema para a saúde pública (ROSS, 1903). 

O cão é um importante elo no ciclo urbano da doença como reservatório, apresentando 

um papel crucial na manutenção e disseminação da LV nas áreas endêmicas. Estudos indicam 

que a elevada taxa de infecção nestes animais está associada com maior risco de doença humana 

(BELO et al., 2013; LOPES et al., 2010; MARGONARI et al., 2006; MOLINA et al., 1994; 

PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011). Em função disto, o controle da doença canina é consi-

derado essencial, em razão da relevância do cão para a manutenção no ciclo de transmissão 

(BELO et al., 2013; COURA-VITAL et al., 2013a; LAURENTI et al., 2013). 

À vista disto, é essencial que os testes diagnósticos para a detecção de cães infectados 

sejam assertivos, para que haja o emprego de medidas de controle e prevenção eficientes. Os 

testes diagnósticos sorológicos convencionais disponibilizados pelo Ministério da Saúde (MS) 

para a identificação de animais positivos para LVC são o TR-DPP® que é um teste imunocro-

matográfico rápido - Dual Path Plattform, utilizado como teste de triagem e o teste confirma-

tório kit EIE-LVC, que consiste em um ensaio imunoenzimático - Enzyme Linked Immunosor-

bant Assay (ELISA), ambos são produzidos pela Bio-Manguinhos/FIOCRUZ (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2014).  

Os métodos de diagnósticos oficialmente recomendados pelo MS (TR-DPP®, EIE-LVC) 

apresentam falhas, como reações cruzadas com outros patógenos caninos, baixa sensibilidade 

em animais assintomáticos e reações falso-positivas em animais vacinados (GRIMALDI et al., 

2012a; MARCONDES et al., 2013). Essas falhas acarretam no diagnóstico inadequado de cães, 

levando até mesmo a eutanásias de animais saudáveis. Além disso, tais métodos não identificam 

assertivamente os animais com baixos títulos de anticorpos contra Leishmania, levando a per-

manência de animais positivos nas áreas endêmicas, o que induz a baixa eficiência no controle 

da Leishmaniose Visceral. Neste contexto, o desenvolvimento de novas tecnologias com ele-

vado aprimoramento da detecção LVC se faz necessário.  

A citometria de fluxo, nesse cenário, tem um papel promissor, apresenta uma metodo-

logia bem estabelecida e um alto desempenho no diagnóstico sorológico de diferentes patolo-

gias em laboratórios clínicos (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999; MARTINS-FILHO et al., 

1995; ROCHA et al., 2002). Por conter o emprego de microdiluições revela uma capacidade de 
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melhoria na sensibilidade e a capacidade de identificação de baixos títulos de anticorpos 

(ANDRADE et al., 2009; JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999; ROCHA et al., 2002). Por conse-

guinte, recentemente, nosso grupo de pesquisa propôs um protótipo de diagnóstico sorológico 

por Citometria de Fluxo denominado LeishFlow (KER et al., 2013).  

O kit LeishFlow tem elevado potencial diagnóstico, visto o alto desempenho e capaci-

dade em distinguir animais positivos para LV de outras doenças caninas, diferenciar animais 

imunizados com vacinas comerciais e outros candidatos vacinais, e, além disso, apresentar me-

lhor sensibilidade na detecção de cães assintomáticos (ANDRADE et al., 2007, 2009; 

CARVALHO NETA et al., 2006; GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013). 

Portanto, este estudo tem a finalidade de contribuir para a consolidação de uma nova 

perspectiva diagnóstica para leishmaniose visceral canina (LVC), com uso do kit LeishFlow. 

Temos como objetivo principal avaliar o potencial do Kit LeishFlow como diagnóstico soroló-

gico da LVC em larga escala, empregando um grande número de amostras de área endêmica 

para LV, comparando-o com os testes sorológicos recomendados pelo MS (DPP® e EIE-LVC). 
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2.1 Aspectos gerais das Leishmanioses 

 

As Leishmanioses são um complexo de doenças parasitárias complexas e cosmopolitas 

com ampla distribuição geográfica e apresentação clínicas multifacetadas, vista como endêmica 

em 98 dos 200 países e territórios que reportam a Organização Mundial de Saúde (OMS). Com 

alta prevalência em regiões tropicais e subtropicais é considerada uma enfermidade negligen-

ciada, e está associada a populações em condição de vulnerabilidade ou estado de pobreza, má 

nutrição e, sem saneamento básico adequado. Estima-se que aproximadamente 1 bilhão de pes-

soas no mundo encontram-se em risco de contrair leishmaniose e ocorra mais de 1 milhão de 

novos casos anualmente (WHO, 2020a). 

Esse complexo de doenças é ocasionado por protozoários flagelados da ordem Kineto-

plastida, família Trypanossomatidae, do gênero Leishmania (ROSS, 1903). São descritas mais 

de 20 espécies do gênero Leishmania sp. como agentes etiológicos das Leishmanioses 

(LAINSON; SHAW, 1987). Esses parasitos apresentam ciclo de vida heteroxênico, ou seja, 

vivem alternadamente entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Nos vertebrados multi-

plica-se no sistema monócito fagocitário (SMF) e apresenta a forma evolutiva denominada 

amastigota, no inseto vetor assume a forma promastigota, presente no meio extracelular do tubo 

digestivo do invertebrado (CECÍLIO et al., 2020; CHANG; FONG; BRAY, 1985; PALATNIK-

DE-SOUSA; DAY, 2011; SERAFIM et al., 2018). 

Os hospedeiros invertebrados são fêmeas de dípteros hematófagos da ordem Diptera, 

Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae. No velho mundo pertencem aos gêneros 

Phlebotomus, no entanto, o gênero Lutzomyia é considerado o vetor responsável pela transmis-

são no Novo Mundo (LAINSON & SHAW, 1987). Conhecidos como flebotomíneos, estes in-

setos vetores são de pequeno porte, com tamanho aproximado de 2 a 4 milímetros, caracteri-

zam-se por apresentar cor palha ou castanho claro e corpo com intensa pilosidade, apresentam 

hábitos de voo e repasto sanguíneo crepusculares e seu desenvolvimento ocorre em locais úmi-

dos e ricos em matéria orgânica (LEWIS, 1974). 

Os hospedeiros vertebrados são mamíferos de diferentes ordens, e estão presentes no 

ambiente silvestre ou urbano. Nas Américas, são identificados como reservatórios silvestres os 

marsupiais (Didelphis spp.), preguiças (Choloepus spp. e Bradypus spp.), tamanduá (Tamandua 

tetradactyla), raposa-caranguejeira (Cerdocyon thirty), roedores (Rattus spp., Proechimys spp., 
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Nectomys spp. Oryzomys spp., etc.), entre outros (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). No meio 

urbano e rural, a doença já foi descrita em cães, considerado reservatório da doença, e gatos, 

equinos e suínos, sendo necessário mais estudos sobre a importância destes no ciclo epidemio-

lógico (BRAZIL; NASCIMENTO; MACAU, 1987; PENNISI et al., 2015; SOARES et al., 

2013)  

As Leishmanioses abrangem diferentes formas clínicas, que depende principalmente, da 

espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro, além de outros variáveis de risco como: 

idade, ocupação laboral e insegurança alimentar com quadros de desnutrição graves. Segundo 

a OMS, são classificadas de acordo com a sintomatologia clínica, que são: a leishmaniose cu-

tânea (LC), que ocasiona úlceras na pele; a leishmaniose mucocutânea (LMC), que provoca 

lesões na mucosa; e a leishmaniose visceral (LV), vista como a forma mais grave das leishma-

nioses por acarretar uma doença sistêmica que acomete órgãos importantes (WHO, 2017). 

Nas Américas, as leishmanioses tem ampla distribuição geográfica e encontram-se entre 

as enfermidades que representam um grande problema de saúde pública. De acordo com a Or-

ganização Pan-Americana de Saúde são 18 países endêmicos para LC e LMC, e 13 países en-

dêmicos para LV. O Brasil é um dos países com maior número de casos, o que o torna respon-

sável pelo maior número de notificações (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 

2020). 

 

2.2 Leishmaniose visceral 

 

A LV, também conhecida como calazar, é classificada pela OMS como uma das princi-

pais enfermidades parasitárias com potencial de surto e mortalidade. É uma doença sistêmica, 

que acomete órgãos como baço, fígado, linfonodos e medula óssea, em humanos é caracterizada 

por episódios de febre, anemia, aumento do baço e fígado, e perda de peso. Apresenta uma alta 

taxa de mortalidade nos países em desenvolvimento, pode chegar a 100% em 2 anos, se a do-

ença não for tratada (WHO, 2020a). 
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 Dos países que reportaram os dados a OMS mais de 90% dos casos globais de LV foram 

relatados no Brasil, África Oriental e na Índia (Figura 1). Estima-se que anualmente ocorram 

de 50.000 a 90.000 novos casos de LV em todo o mundo. Nas Américas, a LV compõe um 

grave problema de saúde pública, 65.934 novos casos foram registrados de 2001 a 2019, com 

uma média de 3.470 casos por ano tendo o Brasil o país com maior número de notificações.  No 

Brasil, 5.995 casos humanos confirmados ocorreram por LV de 2017 a 2019 o que corresponde 

a 97% do total de casos de Leishmaniose Visceral nas Américas, há a disseminação gradual de 

casos por todos os estados, associado as más condições de vida (ALVAR et al., 2012; PAN 

AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2020; WHO, 2020b). 

 

A infecção apresenta duas formas distintas, clinicamente e epidemiologicamente, sendo 

descritas como LV antroponótica e LV zoonótica. A forma antroponótica é causada pela espécie 

Leishmania (L.) donovani, e está presente em Bangladesh, Índia e Nepal. Já no Oriente Médio, 

Ásia Central, China e Europa Mediterrânea, há o predomínio da forma zoonótica, o agente eti-

ológico é a Leishmania infantum (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011), reconhecida como 

sinônimo de L. chagasi na América do Sul durante muitos anos, até que pesquisas bioquímicas, 

Figura 1 - Situação de endemicidade da leishmaniose visceral no mundo. 
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moleculares e genéticas identificaram como uma única espécie geneticamente idêntica a L. in-

fantum (LEBLOIS et al., 2011; MAURICIO et al., 1999) tendo o cão e/ou outros canídeos como 

reservatórios do parasito. 

No Brasil, o agente etiológico causador da LV é a Leishmania infantum, e o inseto vetor 

responsável pela transmissão são os flebotomíneos do gênero Lutzomyia (ROMERO; 

BOELAERT, 2010). O ciclo da LV consiste em duas etapas, uma no vetor e a outra no hospe-

deiro mamífero.  

O estágio no vetor começa após o repasto sanguíneo sobre a derme vascularizada do 

hospedeiro vertebrado infectado, em que ocorre a ingestão de células do SMF infectadas por 

amastigotas. No tubo digestório do flebotomíneo as amastigotas se transformam em promasti-

gotas e se desenvolvem até a forma infectante. A promastigota infectante gera um bloqueio no 

intestino do vetor, o que favorece o regurgitamento do parasito durante um novo repasto san-

guíneo, e a inoculação das formas infecciosas em um novo hospedeiro mamífero (JERONIMO; 

PEARSON, 1992; SCHLEIN; JACOBSON; MESSER, 1992). 

No mamífero, após a inoculação das promastigotas pelo flebotomíneo, há uma resposta 

inflamatória, em que as células do SMF fagocitam o parasito como um mecanismo de defesa 

do sistema imune. No interior dessas células as promastigotas se multiplicam dentro de vacúo-

los parasitóforos e se transformam em amastigotas. Devido à grande multiplicação, as células 

se rompem liberando as amastigotas, que quando livres infectam novas células do SMF onde 

se multiplicam novamente até um novo repasto sanguíneo do hospedeiro invertebrado, fe-

chando assim o ciclo do parasito (CHANG; FONG; BRAY, 1985; PALATNIK-DE-SOUSA; 

DAY, 2011). 

O cão doméstico tem sido implicado como um importante reservatório doméstico da 

LV, por apresentar elevado parasitismo cutâneo, comportando-se como fonte de infecção para 

os vetores e mantendo o ciclo urbano da doença (GRIMALDI et al., 2012b; ZOGHLAMI et al., 

2014), além disso, trabalhos na literatura relatam que a ocorrência de casos caninos em geral 

antecede o desenvolvimento de casos humanos, esses achados foram relacionados também, ao 

estreito convívio do cão com o homem (BELO et al., 2013; LOPES et al., 2010; MARGONARI 

et al., 2006; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011; THOMAZ SOCCOL et al., 2017). 
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2.3 Leishmaniose Visceral Canina 

 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é descrita como uma doença crônica multisis-

têmica que afeta vários órgãos do animal (BANETH et al., 2008; RIBEIRO et al., 2018). Se-

gundo Mancianti et al (1988), após avaliar a sintomatologia, os cães infectados e soropositivos 

podem ser classificados de acordo com o estado clínico, em assintomáticos, oligossintomáticos 

e sintomáticos. Os animais assintomáticos são aqueles que apresentam ausência de sinais clíni-

cos sugestivos para LVC; os oligossintomáticos manifestam até três sinais clínicos, e os sinto-

máticos exibem pelo menos mais de três sinais clínicos da doença (MANCIANTI; MECIANI, 

1988) 

A sintomatologia dos animais infectados pelo parasito pode ocorrer de forma visceral 

ou sistêmica, e um grande número de animais é acometido por alguma alteração cutânea. Os 

sinais clínicos mais comuns observados são: linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, onicogri-

fose, alopecia, dermatites, úlceras de pele, lesões crostosas e ulcerativas, comumente, nas pon-

tas de orelha e nariz, ceratoconjuntivite, apatia, edema de patas, hiperqueratose, doenças oftál-

micas, digestivas e renais, hepatoesplenomegalia, perda progressiva de peso, epistaxe 

(MARCONDES; ROSSI, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; PALTRINIERI et al., 

2010).  

Os animais assintomáticos apresentam grande preocupação para as autoridades sanitá-

rias e comunidade cientifica, estudos indicam que cerca de 20% desses animais apresentaram 

parasitismo cutâneo, baixos títulos de anticorpos e alta taxa de transmissão aos vetores, o que 

acarreta no favorecimento da disseminação do parasito, e na dificuldade de controle da doença.  

(BANETH et al., 2008; LAURENTI et al., 2013; MARZOCHI et al., 1985). Alguns autores 

estimam que em áreas endêmicas de 15 a 60% dos cães podem ser assintomáticos a depender 

do teste de diagnóstico empregado (sorológico ou molecular) (COURA-VITAL et al., 2011a; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2009).  

A eficiência da resposta imune no cão é uma condição importante para o aparecimento 

da sintomatologia clínica e para a progressão da doença (RIBEIRO et al., 2018). As células 

imunes do reservatório canino quando entram em contato com a Leishmania infantum, o fago-

cita e produzem citocinas que moldam a resposta imune, podendo esta resposta ser protetora e 
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não acarretar sintomatologia clínica, ou prejudicial, ou seja, que promove a progressão da do-

ença (ROSSI; FASEL, 2018). 

Estudos apontam que a imunidade em cães assintomáticos é mediada por uma resposta 

imune celular do tipo 1, prevalecendo a produção das citocinas: interferon-gama (IFN-γ) e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), estes por consequência são mecanismos nos quais reprime a 

multiplicação do parasito. No entanto, animais sintomáticos, ou seja, aqueles em que ocorre a 

progressão da doença há um aumento na produção das citocinas como, interleucina- 4 (IL-4) 

e/ou interleucina -10 (IL-10), que favorece a resposta imune do tipo 2, que estimula a resposta 

imune humoral, mediante a ativação dos linfócitos B que produzem anticorpos, como resultado 

há uma ataque sistêmico ao organismo pelo próprio sistema imune associado a multiplicação 

do parasito (BANETH et al., 2008; CARRILLO; MORENO, 2009; PINELLI et al., 1994; 

RIBEIRO et al., 2018). A partir desta resposta imune, é possível indicar níveis de IgG total de 

acordo com a evolução clínica da LVC, estudos demonstram que cães sintomáticos tem altos 

níveis de anticorpos da classe IgG total, IgG2, IgA e IgE, em contrapartida animais oligossin-

tomáticos e assintomáticos apresentam níveis proeminentes apenas de IgG1 (COURA-VITAL 

et al., 2011b; NETO et al., 2010; REIS et al., 2006a, 2006b) 

Diante da resposta imune do cão em contato com a L. infantum é sabido que a presença 

de sintomatologia clínica é proporcional a presença ou ausência de anticorpos circulantes anti-

Leishmania no soro, sendo assim, cães assintomáticos apresentam baixos títulos de anticorpos 

ou mesmo a ausência deles, em contrapartida cães sintomáticos geralmente possuem altos ní-

veis de anticorpos no sangue (IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2020; MAIA; 

CAMPINO, 2018; PINELLI et al., 1994; REIS et al., 2009). Esta característica de evasão do 

parasito conectado à resposta imune gera uma dificuldade para o diagnóstico e controle ade-

quado da LVC. Os cães assintomáticos são um elemento comum nas áreas endêmicas e promo-

vem o ressurgimento e permanente transmissão da doença (SEVÁ et al., 2016), assim o seu 

impacto em termos de proporção na população e papel na transmissão precisa ser mais bem 

determinado (ALVAR et al., 2020). Na ausência de outras ferramentas de controle, como vaci-

nas ou tratamento precoce disponíveis para os cães, há uma necessidade de ferramentas diag-

nósticas mais eficazes para identificação precisa e rápida dos animais assintomáticos e assim 

favorecer as aplicações das medidas de controle contra a doença. 
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2.4 Controle, prevenção e Tratamento 

 

Medidas de controle e vigilância contra a leishmaniose visceral foram adotadas nos úl-

timos anos no Brasil, com o intuito de diminuir o número de casos humanos e caninos. Dessa 

forma, em 2006, o Ministério da Saúde lançou o primeiro Manual de Vigilância e Controle da 

Leishmaniose Visceral, que se atualizou nos últimos anos e tem o intuito de implementar as 

ações do Programa de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Atualmente, as recomendações contidas no PVC-LV são embasadas no diagnóstico e 

tratamento precoce de casos humanos, diagnóstico de cães e recomendação de eutanásia de 

animais positivos, educação em saúde, manejo ambiental e controle dos insetos vetores 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Porém, mesmo com todas essas medidas é crescente o 

número de casos da doença e a efetividade dessas ações de controle é questionada. 

Em 2008 o MS proibiu o uso de qualquer medicamento humano em cães para o trata-

mento da LV (Portaria Interministerial - Ministérios da Saúde e Ministério da Agricultura, Pe-

cuária e Abastecimento - Nº 1.426, de 11 de julho de 2008), sendo assim, a medida de eutanásia 

de cães infectados tornou-se a mais utilizada para o controle da doença .O Brasil é um dos 

poucos países no mundo que empregam a eutanásia de cães como medida de controle da doença 

e tal medida não tem diminuído a incidência da doença a níveis satisfatórios (SEVÁ et al., 

2016). Nesse sentido, sobre esse cenário, existem discordâncias sobre a eutanásia como método 

de controle da doença, tanto na comunidade cientifica bem como na sociedade civil  (DANTAS-

TORRES; OTRANTO, 2016; MACHADO; SILVA; VILANI, 2016). Frente a essas divergên-

cias, diversos grupos de pesquisa buscam novos métodos de controle, como a imunoprofilixaxia 

de cães (FERNANDES et al., 2008; REIS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2018), uso de coleiras 

e inseticidas para cães (COURA-VITAL et al., 2018; DAVID et al., 2001; OTRANTO; 

DANTAS-TORRES, 2013; WERNECK et al., 2014) e aprovação de uma medicação própria 

para o público canino (DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019). 

O desenvolvimento das vacinas contra LVC é considerada uma alternativa para frear a 

expansão da doença, com potencial para ser utilizado de forma profilática ou terapêutica (REIS 

et al., 2010). Apesar de não ser um método de controle até aqui recomendado pelo MS, atual-

mente no Brasil há uma única vacina disponível comercialmente, a Leish-Tec® (antiga Hertape 
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Calier Saúde Animal S/A, atualmente CEVA Saúde Animal Ltda) (FERNANDES et al., 2008). 

Esta vacina é composta pela proteína recombinante A2 associada ao adjuvante saponina, no 

entanto, estudos indicam que esta vacina possui baixa eficácia protetora, apesar de alguns tra-

balhos demonstrarem uma eficácia de aproximadamente 71%, e estima-se que o uso desta va-

cina não tem impacto na redução da incidência de LVC em áreas com altas taxas de transmissão 

após os estudos de Fase III (RIBEIRO et al., 2018). Dessa forma, é necessário se investir na 

pesquisa e desenvolvimento de novos candidatos vacinais, para haver resultados promissores 

que incentivem os gastos públicos na utilização de vacinas como medida de prevenção e con-

trole da LVC em âmbito de saúde pública.  

Outra alternativa de controle é o uso de compostos com efeitos repelentes ou até mesmo 

inseticidas contra o inseto vetor, o composto mais utilizado atualmente é a base de piretróides 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014) . Estudos apontam que o uso destes compostos promove o 

aumento da mortalidade de flebotomíneos, além de diminuir a prevalência e a incidência da 

infecção canina, apresentando boa eficácia (COURA-VITAL et al., 2018; DAVID et al., 2001; 

OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013; WERNECK, 2014). Após longos anos de estudos 

clínicos e multicêntricos em áreas endêmicas e análises do comitê técnico e científico que 

auxilia o MS nas tomadas de decisões e na revisão técnica do PCLV no Brasil o MS decidiu 

empregar o uso de coleiras empregnadas de inseticidas em cães de áreas endêmicas. A 

operacionalização desta medida deverá ser empregadas em breve e vem sendo debatida pelo 

MS a logística de seu emprego (COURA-VITAL et al., 2018; WERNECK et al., 2014). 

Sevá et al. (2016) empregando modelos matemáticos compararam a eficácia de algumas 

das estratégias atualmente disponíveis com foco em cães para prevenir e controlar a LV. Os 

autores demonstraram com as simulações matemáticas que a eutanásia de cães soropositivos, o 

uso de coleiras impregnadas de inseticida e a vacinação de cães contribuem significativamente 

para reduzir a prevalência de infecção tanto em caninos quanto em humanos. Entretanto, o uso 

de coleiras impregnadas com inseticida apresentou o maior nível de eficácia, principalmente 

porque afetou diretamente a força de infecção e o contato vetor-cão. Além disso, quando usada 

em uma taxa de cobertura de 90%, a coleira impregnada com inseticida foi capaz de diminuir a 

prevalência de cães e humanos soropositivos para zero; ademais, pela facilidade de aplicação e 

aceitação pela população-alvo, esses colares podem ser considerados os mais viáveis para in-

clusão em políticas públicas entre as três medidas simuladas. Os autores quando compararam o 

uso de eutanásia e vacinação, nas coberturas de 70 e 90%, respectivamente, a proporção de 
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populações infectadas foi semelhante. No entanto, ao avaliar as implicações de ambos os mé-

todos, particularmente os aspectos negativos do abate de cães e a proporção de animais prote-

gidos pela vacinação, a última medida parece ser a melhor opção se o custo total não for signi-

ficativamente mais alto (SEVÁ et al., 2016). 

Uma outra medida de controle na doença seria o tratamento de cães infectados, princi-

palmente ao analisarmos à falta de adesão por parte de proprietários e a forte pressão da comu-

nidade contra eutanásia de cães. É importante destacar que frente a proibição do tratamento 

com medicação humana (Portaria Interministerial - Ministérios da Saúde e Ministério da Agri-

cultura, Pecuária e Abastecimento - Nº 1.426, de 11 de julho de 2008), a opção de ter uma 

medicação própria para uso canino se faz necessária. Em 2016 a Nota Técnica Nº 

11/2016/Cpv/Dfip/Sda/Gm/Mapa autorizou o registro do produto Milteforan™ (miltefosine) 

da empresa Virbac Saúde Animal o qual, não é usado para o tratamento humano no Brasil. 

Dessa forma, o uso do Milteforan™ passou a ser uma opção de tratamento dos cães infectados, 

porém, esse medicamento apenas diminui a carga parasitária e consegue uma melhora clínica 

dos cães e não uma cura parasitológica (DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019). No entanto, 

o Ministério da Saúde ainda não recomenda a utilização desse tratamento como método de 

controle e prevenção para LV em âmbito de saúde pública. Mesmo se tratando de um avanço, 

o uso tratamento com Milteforan™ é de caráter individual, e fica a cargo único e exclusiva-

mente de uma escolha do proprietário do animal, sendo que o mesmo deve arcar com todos os 

custos e se responsabilizar pelo uso correto dessa forma de controle (CFMV, 2020).  

Posto isso, ainda existem inúmeras críticas sobre os métodos de controle oficiais do 

PVC-LV, principalmente em consideração a eutanásia de animais, em razão da sua eficiência, 

questões éticas e morais e ainda a detecção pelo diagnóstico sorológico de maneira eficaz e 

correta de cães positivos para LVC. (DANTAS-TORRES et al., 2019; MACHADO; SILVA; 

VILANI, 2016; WERNECK, 2014; WERNECK et al., 2014). 

 

2.5 Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina 

 

A variedade de sintomas clínicos ou até mesmo a ausência deles, unido aos métodos de 

controle preconizados pelo MS para LV, denota a importância de um diagnóstico apropriado e 

principalmente com elevada acurácia na comprovação de um animal infectado (DE BRITO et 
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al., 2020; IBARRA-MENESES; MORENO; CARRILLO, 2020). Entretanto, ainda que ocor-

ram pesquisas e avanços em busca de diagnósticos mais precisos e acurados, até então nenhum 

dos diagnósticos presentes no mercado apresentam elevada sensibilidade e especificidade, prin-

cipalmente em assintomáticos, o que permite uma desconfiança nos testes empregados (DE 

BRITO et al., 2020; IBARRA-MENESES et al., 2019; IBARRA-MENESES; MORENO; 

CARRILLO, 2020).  

O diagnóstico clínico para leishmaniose visceral é incerto, por apresentar a sintomato-

logia variada, os métodos laboratoriais são os únicos que podem conferir um diagnóstico con-

clusivo. Os métodos disponíveis compreendem métodos parasitológicos, imunológicos e mole-

culares (DE BRITO et al., 2020). 

 

2.5.1 Métodos Parasitológicos 

 

As técnicas parasitológicas consistem em encontrar as formas amastigotas de Leishma-

nia em material proveniente dos aspirados ou imprint/claps de tecidos de interesse, que apre-

sentam maior quantidade de parasito, como fígado, baço, linfonodos, medula óssea e pele. Esse 

método é realizado a partir do esfregaço da amostra, corado por Giemsa, após esse procedi-

mento é feito a leitura em microscópio óptico. Outra técnica utilizada para encontrar o parasito 

é o emprego do meio de cultura para o cultivo e isolamento das formas promastigotas presentes 

nos tecidos alvo (HERWALDT, 1999; PALTRINIERI et al., 2016). 

Como alternativa para a otimização das técnicas citológicas e histológicas, a abordagem 

imunohistoquímica (IHC), como imunoperoxidase ou imunofluorescência direta de tecidos, tor-

nou-se uma ferramenta suplementar. O intuito dessa técnica é confirmar e direcionar, através 

da ligação antígeno-anticorpo e o uso de cromógenos, a presença do parasito 

(BOURDOISEAU; MARCHAL; MAGNOL, 1997; FERRER et al., 1988; TAFURI et al., 

2004). 

O diagnóstico parasitológico somente é positivo quando é identificado o protozoário na 

amostra coletada, é considerado um teste padrão ouro, porém, se não encontrado o parasito não 

se descarta a infecção. É importante ressaltar que o emprego dessas técnicas apresenta limita-

ções, entre elas destacam a necessidade de profissional qualificado para análise (METTLER et 

al., 2005), além disso, há uma baixa sensibilidade do método, dependente do tecido utilizado 
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como amostra (BARROUIN-MELO et al., 2004; PALTRINIERI et al., 2016) e também do 

animal avaliado, pois em animais assintomáticos e oligossintomáticos usualmente não é encon-

trado o parasito, devido à baixa carga parasitária desses animais (OSMAN, KAGER, ZIJLS, 

1997; REALE et al., 1999). Diante disso, em cães com essas características são necessários 

outros métodos de comprovação da infecção, sendo inviável a realização desses métodos em 

programas de saúde pública (ASHFORD et al., 1995; FARIA; ANDRADE, 2012; 

HERWALDT, 1999; SANTOS et al., 2014). 

 

2.5.2 Métodos Moleculares 

 

Testes moleculares se tornaram uma opção para detecção da infecção por Leishmania, 

hoje são descritos diversos métodos, entre eles se destaca a Reação em cadeia da polimerase 

(PCR) e suas variações. (FARIA; ANDRADE, 2012; FISA et al., 2001; FRANCINO et al., 

2006; QUARESMA et al., 2009). A PCR se baseia no isolamento e amplificação de uma região 

do DNA do parasito, pode ser realizado em diferentes amostras, tais como aspirados de medula, 

aspirados de linfonodos e baço, sangue e urina, e biópsias de pele (PALTRINIERI et al., 2016; 

QUARESMA et al., 2009; REIS et al., 2013).  

Estes testes moleculares fornecem melhores resultados de sensibilidade e especificidade 

em comparação aos testes parasitológicos, e são capazes de identificar e quantificar as espécies 

de Leishmania de forma eficiente e relativamente rápida. Entretanto, são métodos de alto custo 

e a positividade dos animais pode variar de acordo com a amostra utilizada e bem como o 

iniciador utilizado (LACHAUD et al., 2002; QUARESMA et al., 2009; SANTOS et al., 2014). 

 

2.5.3 Métodos Sorológicos 

 

Os métodos sorológicos são bastante utilizados para o diagnóstico da LV canina, se 

baseiam em detectar anticorpos ou antígenos específicos de Leishmania sp., sendo considerados 

testes diagnósticos indiretos. Existem diferentes técnicas sorológicas disponíveis, esses testes 

diferem em sua sensibilidade, especificidade, acurácia e precisão, e tem como principal vanta-

gem o uso de métodos não invasivos para a coleta de material (FARIA; ANDRADE, 2012). 
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No Brasil, os principais métodos utilizados fundamentam-se nos testes de reação de 

imunoflorescência indireta (RIFI), teste de aglutinação direta (DAT), teste imunocromatográ-

fico (TRALd, K39, LEISHK39, rK39) e o ensaio imunoenzimático (ELISA) (DE BRITO et al., 

2020). 

O teste de aglutinação (DAT), é considerado um teste simples e de fácil execução, de-

vido a não necessidade de equipamentos específicos para sua realização. Consiste na capaci-

dade dos anticorpos em reconhecer os antígenos da LVC, formando um produto final visível. 

Embora apresente valores considerados de sensibilidade, o teste tem um déficit na especifici-

dade, além disso, não apresenta boa reprodutibilidade, devido a técnica ser de difícil padroni-

zação e também controle complexo da qualidade do antígeno (OSKAM et al., 1996; OZBEL et 

al., 2000). 

A Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) foi utilizada durante um período ex-

tenso como teste confirmatório nos inquéritos epidemiológicos recomendados pelo PVC-LV. 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). O método utilizado a partir da década de 60, se baseia na 

detecção de anticorpos circulantes, onde é realizado uma serie de diluições, e os títulos obtidos 

são considerados positivos quando iguais ou superiores a 1:40 (DUXBURY; SADUN, 1964; 

MANCIANTI; MECIANI, 1988; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

Apesar de ter sido amplamente utilizado, a RIFI contém imperfeições, devido a sua 

baixa especificidade apresenta reações cruzadas com outros patógenos Tripanossomatideos, 

como o da Doença de Chagas e os da Leishmaniose Tegumentar, apresentando resultados falso-

positivos (GONTIJO; MELO, 2004). Além disso, a técnica possui grandes falhas na detecção 

de cães assintomáticos ou cães com baixa carga de anticorpos, negativando um grande número 

de animais verdadeiramente positivos (ALVAR et al., 2004; BERRAHAL et al., 1996). Diante 

disso, a partir de 2012, houve a mudança de protocolo, e a RIFI deixou de ser usada como 

rastreamento de cães no PVC-LV, sendo substituído por um teste imunocromatográfico (TR-

DPP® - Dual Path Platform) (COURA-VITAL et al., 2013b; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014). 

Outro método utilizado no diagnóstico da LVC é o teste imunoenzimático - ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), atualmente é um dos testes mais comumente feitos 

para a confirmação da infecção por LVC. O ELISA consiste no uso de uma placa de poliestireno 

com antígeno adsorvidos, durante a reação ocorre a interação dos anticorpos dos cães com o 
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antígeno e um anticorpo anti-imunoglobulina de cão ligada a uma enzima, essa reação em placa 

produz um composto, que em leitura representa o valor de densidade ótica. A amostra de soro 

é considerada positiva quando a densidade ótica for igual ou superior a três desvios-padrão do 

ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle negativo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Este método tem vários pontos positivos, ele permite a realização do teste em um grande 

número de amostras, podendo permitir a determinação de títulos de anticorpos através da den-

sidade óptica. Além disso, pode ser utilizado diferentes tipos de antígenos, ou a combinações 

deles, diminuindo as reações cruzadas com outros Tripanossomatideos e melhorando a sensibi-

lidade e especificidade da técnica. (ELMAHALLAWY et al., 2014; GONTIJO; MELO, 2004)  

No entanto, a técnica também apresenta limitações, como o tempo empregado para a 

execução do teste, reações cruzadas com outros patógenos caninos filogeneticamente distante 

dos Tripanossomatideos, e uma dificuldade de detecção de animais assintomáticos e com baixos 

títulos de anticorpos. Mesmo assim, é um teste preconizado pelo Ministério da Saúde, o EIE-

LVC (Biomanguinhos), como teste confirmatório no PVC-LV (DA SILVA et al., 2020; 

LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al., 2014). 

Em busca de uma técnica rápida, que não necessitasse de equipamentos rebuscados, os 

ensaios imunocromatográficos surgiram como uma tecnologia inovadora (GRIMALDI et al., 

2012a). O método é baseado numa prova qualitativa feita a partir da reação antígeno anticorpo, 

utiliza antígenos recombinantes, que variam de acordo com o kit disponibilizado. Atualmente, 

no setor público, é feito o uso do TR-DPP® (Biomanguinhos) como teste de triagem, que é uma 

imunocromatografia rápida de duplo percurso que se utiliza de antígenos recombinantes rk9, 

rk26 e rk39 de Leishmania infantum (FIGUEIREDO et al., 2018). 

O teste dispõe de uma execução e leitura rápida e permite o uso de apenas uma gota de 

sangue periférico, com a vantagem de poder ser usado em condições de campo. Mesmo havendo 

grandes vantagens no uso do TR-DPP® como teste de triagem, a técnica apresenta deficiências, 

há dificuldades na detecção de cães assintomáticos, reações cruzadas com outros patógenos 

caninos, e relatos de falso positivos, quando ocorre o aumento da prevalência da doença 

(FIGUEIREDO et al., 2018; LARSON et al., 2017). 

Mediante o exposto, o diagnóstico preciso para LVC é indispensável para o controle da 

enfermidade. Em frente as limitações apontadas pelos métodos de diagnóstico disponíveis, há 

uma necessidade de aprimorar e elaborar novas ferramentas capazes de proporcionar um 
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diagnóstico seguro e efetivo para LVC (DE BRITO et al., 2020; IBARRA-MENESES; 

MORENO; CARRILLO, 2020). 

 

2.5.4 Avanços e novas metodologias no diagnóstico da leishmaniose visceral 

 

Através da prospecção de novas técnicas diagnósticas para LVC, houve o desenvolvi-

mento e aprimoramento de novas tecnologias, como a LAMP (Loop Mediated Isothermal Am-

plification) que consiste em um novo método de amplificação do DNA. Considerado um teste 

rápido, eficiente, altamente específico e sensível, a metodologia baseia-se no uso de iniciadores 

associados com a enzima Bst DNA polimerase, é capaz de amplificar grandes quantidades de 

DNA, em pouco tempo a temperatura constante, usando equipamento básicos para a reação e 

visualização dos resultados, tornando-o de baixo custo (ADAMS et al., 2010; NOTOMI, 2000). 

A detecção do DNA de Leishmania sp. em amostras de cães e humanos tem sido reali-

zado através da técnica de LAMP em diversos trabalhos de pesquisa, dentre eles ressalta-se 

reações eficientes na amplificação de amostras de diferentes espécies de Leishmania 

(CHAOUCH et al., 2013; GAO et al., 2015). Gao et al. (2015) ao utilizar amostras de esfregaço 

conjuntival utilizando a técnica de LAMP, salientou que a técnica foi mais sensível na detecção 

da LVC do que a PCR, ELISA e a microscopia. Mais recentemente, Ibarra-Meneses et al (2018) 

avaliaram o desempenho de um kit LAMP point-of-care, usando dois fluorímetros em tempo 

real para amplificar o DNA de Leishmania obtido por protocolos de coluna de sílica e Boil & 

Spin. Os autores identificaram que as diferentes abordagens utilizadas para executar e interpre-

tar as reações LAMP apresentaram desempenho equivalente ao PCR e PCR em tempo real, 

abrindo a possibilidade de usar um kit LAMP para o diagnóstico da leishmaniose no local de 

atendimento (IBARRA-MENESES et al., 2018). 

Mais recentemente, os biossensores também tem tomado espaço como novas ferramen-

tas analíticas por sua boa sensibilidade prometendo ocupar posição importante no portifólio 

futuro de testes de diagnósticos para doenças infeciosas e parasitárias. Baseiam-se na utilização 

de constituintes biológicos como elementos de reconhecimento de outras estruturas como anti-

corpos, antígenos, DNA e RNA entre outros, ao identificar essas estruturas ocorre a transdução 

e a conversão em um sinal químico ou físico mensurável. Na literatura cientifica já foram 
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descritos diferentes biossensores, classificados de acordo com o elemento biológico de reco-

nhecimento e/ou transdutor (CHAMBERS et al., 2008). 

Algo a se ressaltar são os imunossensores baseados numa reação imunológica, funda-

menta-se na imobilização, na superfície no transdutor, do antígeno ou anticorpo. Já foram des-

critos diferentes tipos de imunossensores, construídos com diferentes tipos de transdutores (DE 

BRITO et al., 2020). Souto et al. (2013), ao avaliarem o imunossensor desenvolvido para o 

diagnóstico da LVC, concluíram que a tecnologia apresenta alta sensibilidade e especificidade 

para detecção de anticorpos em soros de cães infectados para L. infantum. O mesmo foi encon-

trado por Cordeiro et al. (2019), que destacaram a possiblidade do uso de imunossensores para 

aplicações clínicas e epidemiológicas. 

 

2.5.4.1 Citometria de fluxo 

 

Diante das novas ferramentas de diagnóstico sorológico e seus desafios para uma acu-

rada detecção de LVC, a citometria de fluxo vem sendo aplicada em diversos grupos de pes-

quisa (DE BRITO et al., 2020). Desde 1995, diferentes pesquisadores obtiveram resultados 

promissores para abordagens sorológicas na detecção das Leishmanioses baseadas em citome-

tria de fluxo (MARTINS-FILHO et al., 1995; ROCHA et al., 2002). 

A citometria de fluxo é um método baseado em sistema de lasers, capazes de medir 

pequenas partículas biológicas até as células inteiras e suas organelas, o que permite a caracte-

rização de partículas ou células numa amostra. A técnica permite um exame quantitativo e qua-

litativo dos constituintes da amostra marcados com os reagentes, como anticorpos monoclonais 

ligados a fluorocromos (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999). 

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa iniciou estudos realizados para a produção de 

um teste diagnóstico para LV baseado em citometria de fluxo. Diferentes estudos publicados, 

demonstraram a eficiência do uso de um Anticorpo IgG Anti-Promastigota Fixada (AAPF-IgG) 

para a detecção de cães com LVC (ANDRADE et al., 2007, 2009; CARVALHO NETA et al., 

2006; GAMA KER et al., 2013b). Diante disso, Ker et al.(2013) desenvolveu um teste soroló-

gico, através da técnica de AAPF-IgG, empregando promastigotas de L. infantum, nomeado 

LeishFlow (GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013). Neste estudo, Gama Ker et al. 

(2013b) propuseram estabelecer as melhores condições para preservação dos antígenos de 
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promastigotas de Leishmania infantum empregados na sorologia por citometria de fluxo. Os 

autores acompanharam durante 12 meses o perfil da reação sorológica e controle microbioló-

gico do antígeno de promastigotas mantidos em diferentes conservantes (solução salina tampo-

nada com fosfato com soro fetal bovino a 3%, fenol 0,35%, timerosal 0,01% e formaldeído 

0,5%) e armazenados a 3 temperaturas distintas (25 ° C, 4 ° C e −20 ° C). Os resultados indica-

ram que as melhores condições para preservação dos antígenos foi armazenamento em formal-

deído a 4 ° C, mantendo o perfil morfológico e a estabilidade antigênica, capazes de manter 

também a adequada reatividade sorológica por um longo período de conservação (GAMA KER 

et al., 2013b). 

Após a obtenção desses resultados, nosso grupo de pesquisa elaborou o protótipo de kit 

LeishFlow que teve sua patente depositada no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual 

(BR 10 2012 0047420) sob título “Protótipo de um kit de diagnóstico sorológico da leishmani-

ose visceral canina, empregando formas promastigotas fixadas pela técnica de citometria de 

fluxo”. A técnica diagnóstica empregando o LeishFlow apresentou uma boa performance 

quando comparado a RIFI e ELISA em um baixo número de amostras de soro de cães (KER et 

al., 2013). Ker et al. (2013) obtiveram um diagnóstico acurado empregando o LeishFlow, em 

que conseguiram diferenciar cães vacinados de animais positivos, além de baixa reatividade 

cruzada com outros patógenos caninos como Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis, Ehr-

lichia canis e Babesia canis (KER et al., 2013). Os dados obtidos por nosso grupo de pesquisa 

reforçam o potencial do teste de protótipo para uso como um kit comercial e destacam seu 

excelente desempenho mesmo após armazenamento por 1 ano a 4 ° C. 

Nesse sentido, o presente estudo visa contribuir com o desenvolvimento biotecnológico 

da sorologia por citometria de fluxo, ampliando os conhecimentos da reação sorológica pelo 

Kit LeishFlow. Para isso, nesse estudo, iremos realizar um detalhado estudo comparativo em 

larga escala do protótipo de kit LeishFlow com os testes sorológicos preconizados pelo Minis-

tério da Saúde no Brasil (TR-DPP® e EIE-LVC). 
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3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar e validar o potencial do Kit LeishFlow como diagnóstico sorológico da Leish-

maniose Visceral Canina em um grande número de amostras de área endêmica, comparando-o 

com os testes sorológicos preconizados pelo Ministério da Saúde no Brasil (TR-DPP® e EIE-

LVC). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Produzir e revalidar um novo lote do Kit LeishFlow e determinar as melhores condições 

de reação para o uso no ensaio sorológico; 

• Determinar a prevalência da infecção por L. infantum a partir do teste sorológico em-

pregando o kit LeishFlow na área endêmica de Governador Valadares; 

• Avaliar o desempenho e concordância do teste sorológico empregando o Kit LeishFlow 

em relação ao teste sorológico TR-DPP® como padrão de referência; 

• Avaliar o desempenho e concordância do teste sorológico empregando o Kit LeishFlow 

em relação aos testes sorológicos combinados TR-DPP® e EIE-LVC como padrão de 

referência; 

• Avaliar o desempenho e concordância do teste sorológico empregando o Kit LeishFlow 

em relação aos testes sorológicos combinados TR-DPP® e EIE-LVC como padrão de 

referência ao estratificarmos as amostras de acordo com as formas clínicas (assintomá-

tico e sintomático). 
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4.1 Material e métodos 

 

Neste trabalho foi produzido um novo lote e realizada uma nova validação do Kit 

LeishFlow para estabelecimento das condições metodológicas do estudo em larga escala. Após 

a definição da metodologia foi realizado e ensaio sorológico comparando os testes recomenda-

dos pelo Ministério da Saúde no Programa de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral 

(TR-DPP® e EIE-LVC) com o Kit LeishFlow em um grande número de amostras. 

 

4.2 Considerações éticas 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Univer-

sidade Federal de Ouro Preto (protocolo nº 2014/18). Todos os procedimentos seguiram as di-

retrizes definidas promovido pelo Colégio Experimental Animal Brasileiro (lei federal nº 

11.794). Os donos de todos os cães participantes deste projeto foram informados dos objetivos 

da pesquisa e assinaram um formulário de consentimento antes de todos os procedimentos 

(LEAL et al., 2018).  

 

4.3 Delineamento do estudo e amostras 

 

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte de um banco de soros (soroteca) man-

tido no Laboratório de Pesquisa em Epidemiologia na Escola de Farmácia da Universidade 

Federal Ouro Preto (EFAR/UFOP) sob responsabilidade do Prof. Dr. Wendel Coura Vital, ob-

tido durante o estudo de Leal et al. (2018). Os critérios para inclusão da amostra no presente 

estudo se basearam em ter material biológico (soro) suficiente disponível para a realização dos 

testes sorológicos e pertencer as amostras coletadas no estudo de Leal et al. (2018) na fase do 

estudo pertencente a linha de base. Assim foram incluídos neste estudo amostras de soro de 

1546 cães, selecionados aleatoriamente da soroteca composta por 5.822 amostras.  

No estudo realizado por Leal et al. (2018), foram coletados amostras e dados por agentes 

de saúde durante o inquérito canino proposto no PVC - LV no período entre agosto de 2014 a 

dezembro de 2015, as amostras foram armazenadas a -20º C. Os soros empregados em nosso 
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estudo para realização do teste sorológico por citometria de fluxo pelo protótipo de kit 

LeishFlow foram coletadas para uma verificação inicial (linha de base), com o intuito de sele-

cionar os cães soronegativos para fazer parte do estudo de Leal et al. (2018). Os animais foram 

triados por meio do teste sorológico Dual Path Platform (TR-DPP®) e os soropositivos foram 

avaliados com o teste confirmatório Enzyme Linked Immunosorbent Assay (EIE-LVC). O Mi-

nistério da Saúde recomenda a eutanásia de cães positivos para TR-DPP® e EIE-LVC e indica 

a realização do teste EIE-LVC apenas para cães soropositivos para o teste TR-DPP®. Para com-

parar o desempenho do LeishFlow, no presente estudo, cães que foram positivos por TR-DPP® 

e negativos por EIE-LVC também foram incluídos. Porém, seguindo o protocolo preconizado 

pelo MS, em que à condição de realizar o teste EIE-LVC apenas em amostras positivas previa-

mente no TR-DPP®, não temos um grupo de cães positivos no EIE-LVC, mas negativos no TR-

DPP®. Devido a isso, no presente estudo, realizamos o teste sorológico com o protótipo de kit 

LeishFlow nos seguintes grupos experimentais: 

• Grupo TR-DPP® - : soro de cães que não apresentaram reatividade sorológica 

com o TR-DPP®, ou seja, amostras considerada negativas para LVC, segundo 

protocolo do MS. 

• Grupo TR-DPP® + : soro de cães que apresentaram reatividade sorológica com 

o teste TR-DPP®, ou seja, amostras dito positivas apenas no teste TR-DPP®. 

Essas amostras necessitam da confirmação da positividade sorológica por EIE-

LVC para serem consideradas positivas para LVC. 

o Grupo TR-DPP® + EIE-LVC +: soro de cães que apresentaram reativi-

dade sorológica em ambos os testes TR-DPP® e EIE-LVC, ou seja, amos-

tras consideradas positivas para LVC, segundo protocolo do MS. 

o Grupo TR-DPP® + EIE-LVC - : soro de cães que apresentaram reativi-

dade sorológica apenas no teste TR-DPP®, não apresentando reatividade 

sorológica na EIE-LVC, ou seja, amostras consideradas negativas para 

LVC, de acordo com o protocolo do MS. 

 

4.4 Área de estudo 
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As amostras utilizadas foram coletadas de cães que residiam no município de Governa-

dor Valadares (18˚51’04’’ S, 41˚56’58’’ W), localizada na região leste do estado de Minas 

Gerais, na região do Vale do Rio Doce, no sudeste do Brasil. Segundo o Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística – IBGE, a cidade de Governador Valadares/ MG durante a coleta para 

o estudo de Leal et al. (2018), apresentava aproximadamente 279.665 habitantes em mais de 

100 bairros na região urbana e em mais de 10 distritos sitiados na zona rural (IBGE, 2017).  

 O município é endêmico para LV, apresenta alta prevalência e, é classificado como área 

de intensa transmissão pelo Ministério da Saúde do Brasil (BARATA et al., 2013; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Devido a isso e por apresentar o apoio da Secretaria de 

Saúde do município, a cidade foi selecionada para o estudo e dividida em 9 setores, de A a I, 

de acordo com o PVC-LV. Os soros utilizados neste estudo vieram dos setores A (Bairros: 

Altinópolis, Santo Antônio, Mãe de Deus, Palmeiras, Vila Ozanan, Planalto, Turmalina e adja-

centes), B (Bairros: Santa Helena, Santa Efigênia, Carapina, Nossa Senhora das Graças, Monte 

Carmelo e adjacentes), G (Bairros: Nova Santa Rita, Santa Rita, Penha, Novo Horizonte, Cas-

tanheiras, Figueira do Rio Doce e adjacentes) e H (Bairros: Nova Vila Bretas, São José, São 

Cristóvão, Vila Império, Jardim Pérola, JK I, II e III, Jardim Alice, Fraternidade, Jardim Ken-

nedy, Bela Vista, Vila Rica e adjacentes), locais que de acordo com o Centro de Controle de 

Zoonoses e Secretaria Municipal de Saúde de Governador Valadares (CCZ/SMS-GV) 

Figura 2 - Distribuição dos bairros por setores (A a I) no município de Governador Vala-

dares – MG. Fonte: Leal et al. (2018) apud GEPI/DVS/SMS-GV 
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apresentaram elevadas prevalências de LVC e características ambientais semelhantes (Figura 

2) (LEAL et al., 2018). 

 

4.5 Ensaio sorológico preconizado pelo ministério da saúde para o diagnóstico da LVC 

 

Os exames sorológicos que compunham o padrão de referência foram realizados no La-

boratório de Sorologia do Centro de Controle de Zoonoses do Governo Valadares. Cada amos-

tra foi testada usando o protocolo de diagnóstico estabelecido pelo Ministério da Saúde. Utili-

zou-se os testes sorológicos TR-DPP® (Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) como 

teste de triagem e EIE-LVC (Ensaio Imunoenzimático para LVC / Bio-Manguinhos / Fiocruz, 

Rio de Janeiro, Brasil) como um teste confirmatório. Os testes diagnósticos foram realizados 

com amostras de soro, seguindo as instruções do fabricante (Anexo A, B e C) (LEAL et al., 

2018). O critério de infecção foi estabelecido conforme preconizado pelo Ministério da Saúde 

(TR-DPP®+ e EIE-LVC +). 

 

4.5.1 Teste rápido de triagem para LVC: Dual Path Plataform-DPP® 

 

Empregou-se o Kit Dual Path Platform para Leishmaniose Visceral Canina (TR-DPP®), 

produzido pela BioManguinhos/FIOCRUZ, o princípio do TR-DPP® baseia na reação de uma 

proteína sintética recombinante, que consiste da fusão dos antígenos K9, K26, K39 de Leish-

mania infantum, com anticorpo do cão. O método imunocromatográfico foi executado e inter-

pretado conforme orientações informadas na bula do fabricante (Anexo A).  

A execução consistiu na adição de 5 µL de soro do cão no poço intitulado “Amostra + 

Tampão”, seguido da adição de 2 gotas de solução tampão. Após 5 minutos houve a ocultação 

das linhas azuis, controle indicado como C e teste, demostrado como T. Em sequência, adicio-

nou-se 4 gotas da solução tampão no segundo poço denominado “Tampão”. A leitura dos re-

sultados foi realizada após 10 a 15 minutos da adição descrita anteriormente, o resultado posi-

tivo foi verificado quando houve o aparecimento de duas linhas vermelhas (T e C), e o negativo 

foi reconhecido com o aparecimento apenas da linha vermelha controle (C). 
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4.5.2 Teste confirmatório para LVC: Ensaio de Imunoabsorção enzimática-EIE-

LVC/ELISA 

 

Foi utilizado o kit EIE-LVC produzido por BioManguinhos/FIOCRUZ, que consiste na 

utilização de placa de microtitulação sensibilizada com antígenos solúveis purificados de Leish-

mania major-like. A execução e interpretação do teste seguiram as orientações informadas no 

manual de instruções do fabricante (Anexo B). 

Em resumo, realizou-se a incubação da placa sensibilizada com a presença dos soros 

controle do teste e das amostras analisadas na diluição 1:100 a 37º C por 30 min. Após a incu-

bação foi realizada a lavagem da placa (200 µL/poço) por seis vezes com o tampão de lavagem 

fornecido no kit. Na etapa seguinte, adicionou-se 100 µL/poço da anti-imunoglobulina de cão 

marcada com a enzima peroxidase (conjugado) diluído a 1:100 e foi realizado uma nova incu-

bação e lavagem da placa, conforme descrito anteriormente.  

A reação foi evidenciada ao adicionar 100 µL/poço de Tetrametilbenzidina-TMB (cro-

mógeno) que pela ação da peroxidase com peróxido de hidrogênio, forma um composto de 

coloração azul turquesa. Para interromper a reação, adicionou-se 50 µL/poço de ácido sulfúrico 

2 Molar. A reação passa a apresentar a coloração amarela em caso positivo e sem desenvolvi-

mento de cor caracteriza-se uma reação negativa. A leitura foi realizada em espectrofotômetro 

equipado com filtro de 450 nanômetros. 

 

4.6 Kit LeishFlow 

 

4.6.1 Ensaio sorológico empregando o Kit LeishFlow 

 

O protótipo de kit LeishFlow avaliado neste estudo está inscrito no Instituto Nacional 

de Propriedade Industrial (Brasil) sob o número da patente BR 1020120047420, depositada em 

2 de março de 2012 e finalmente concedida em 2021. A metodologia para preparação do antí-

geno e das condições de reação foram realizadas conforme descrito anteriormente por Gama 

Ker et al. (2013b) e Ker et al. (2013). 
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Os ensaios sorológicos de citometria de fluxo foram realizados segundo protocolo des-

crito na bula do kit LeishFlow (Anexo C). Assim, o antígeno de L. infantum foi preservado em 

0,5% de formaldeído e o anticorpo marcado com IgG foram armazenados a 4º C. Resumida-

mente, 50 µL das suspensões de antígeno (5,0x 105 parasitas / poço) foram incubados a 37 °C 

por 30 min na presença de 50 µL de amostras de soro diluído em solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) com Soro Fetal Bovino (SFB) a 3%, em uma diluição de 1: 4096, usando uma 

placa de fundo em ‘’U’’ de 96 poços (Linbro, ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio). Após a 

incubação, a suspensão do parasita foi lavada duas vezes com 150 µL de PBS com SFB a 3% 

e centrifugado a 2200 rpm por 10 min a 4 º C. O pellet foi ressuspendido em vórtex e reincubado 

no escuro, por 30 min a 37 ° C na presença de 50 µL de isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

anti-IgG canina - anticorpo marcado (número de catálogo AAI32F; Lote nº 230215; BIO-

RAD), previamente diluído a 1:1000 em PBS. Depois da incubação foram lavados duas vezes 

com 150 µL de PBS com SFB a 3% através da centrifugação a 2200 rpm por 10 min a 4 ° C. 

Os parasitas marcados foram ressuspendidos em 250 µL de Solução fixadora - MFF (10 g / L 

de paraformaldeído, 10,2 g / L de acodilato de sódio e 6,65 g / L de cloreto de sódio, pH 7,2; 

Sigma ChemicalCorp., St. Louis, MO, EUA) e mantido por pelo menos 30 min a 4 ° C no 

escuro antes da leitura no citomêtro de fluxo. Para cada amostra foi feita a aquisição de vinte 

mil eventos no citomêtro de fluxo conforme bula do kit LeishFlow. 

 

4.6.2 Análise de dados por citometria de fluxo 

 

A aquisição dos dados foi realizada no citômetro de fluxo FACScalibur® (Becton 

Dickinson, San Diego) empregando o software Cell Quest (Becton Dickinson, San Diego). Na 

Figura 3 demonstra a análise dos dados realizada através do software FlowJo® (FlowJo, 

Ashland, Oregon, EUA). Para cada amostra individual foram adquiridas informações relativas 

ao tamanho (FSC - Forward Scatter), granulosidade ou complexidade interna (SSC - Side Scat-

ter) e intensidade relativa de fluorescência dos parasitos incubados com anticorpos marcados 

com FITC que, quando excitados, emitem sinais luminosos distintos, correspondentes às fluo-

rescências do tipo 1 (FL1-fluorescência verde). A reatividade foi expressa como a porcentagem 

de parasitas positivos para fluorescência. O valor de corte empregado no teste foi o mesmo 

utilizado e descrito por Ker et al. (2013), empregando o valor de 20% ponto de corte entre os 

resultados positivos (PPFP>20%) (Figura 3B) e negativos (PPFP≤20%) (Figura 3C). Assim, 
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utilizou-se a estratégia de análise receiver operating characteristic curve, conhecida como 

curva ROC, para definição do melhor ponto de corte para o teste e avaliação da acurácia global 

da AAPF. (KER et al., 2013). 
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Figura 3 - Representação esquemática da sequência das análises dos dados obtidos por citometria de fluxo. A primeira 

coluna representa a seleção de promastigotas de L.infantum utilizando parâmetro de tamanho (FSC) e Granulosidade 

(SSC). Segunda coluna são histogramas representando o percentual de promastigotas fluorescentes positivas (PPFP) e 

negativas (PPFN), de acordo com a Intensidade de Fluorescência (FL-1) e o número de parasitos. (A) controle do Con-

jugado, (B) cão Infectado, (C) cão não infectado. 
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A análise da reatividade de anticorpos presentes no soro anti-formas promastigotas de 

L. infantum foi feita inicialmente pela seleção da população celular de interesse por um ‘’gate’’ 

no gráfico FSC x SCC (gráficos da primeira coluna da Figura 3). Para avaliar a intensidade 

média de fluorescência (FL1) da população selecionada (parasitos dentro do ‘’gate’’), histogra-

mas foram construídos em função do número de parasitos (FL1 x Nº de parasitos – gráficos da 

segunda coluna da figura 3). Os resultados das análises de fluorescência apresentados pelos 

parasitos após incubação com soros e revelados com os anticorpos anti-IgG caninos marcados 

com FITC foram expressos sob a forma de percentual de parasitos fluorescentes positivos 

(PPFP) e percentual de parasitos fluorescentes negativos (PPFN). O PPFP e PPFN para cada 

amostra de soro foi determinado através do estabelecimento de um marcador de reatividade 

(representado pela linha) em função da fluorescência obtida para o controle isotípico da reação 

(Figura 3A). O posicionamento do marcador (linha) para todas as amostras da placa seguiu 

sempre o critério de se obter no máximo 2% de PPFP para o controle do conjugado. Desta 

forma, foi empregando a posição deste marcador (linha) em todas as amostras da placa, tendo 

como base o controle isotípico da reação (Figura 3A). Assim, se a PPFP for maior que 20% a 

amostra foi considerada positiva (Figura 3B) e se a PPFP for abaixo de 20% a amostra foi 

considerada negativa (Figura 3C). 

Nesse sentido, para controle interno e monitoramento de ligações não especificas, bem 

como para definição o marcador para PPFP e PPFN, os parasitas foram incubados na ausência 

de soro de cão e presença do reagente secundário marcado com FITC -controle do conjugado 

(Figura 3A). Além disso, foram incluídos para todas as placas do experimento 2 controles po-

sitivos (parasitológico positivo – PCR da medula óssea; e sorológico duplo positivo no TR-

DPP® e EIE-LVC), 4 controles negativos de canil (parasitológico negativo e sorológico duplo 

negativo no TR-DPP® e EIE-LVC) e 4 controles negativos de área endêmica (sorológico duplo 

negativo no TR-DPP® e EIE-LVC). Foi realizado também a repetição de 216 amostras (14%) 

para controle interno da reação por placa, em que cada placa continha replicatas escolhidas de 

forma aleatório.   

 

4.6.3 Confecção e validação do Kit LeishFlow 

 

Para ajustar e comprovar as determinações das condições ideais de reação sorológica 

propostas por Ker et al. (2013) e presentes na bula do Kit LeishFlow, realizou-se uma nova 
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confecção e validação de um novo lote do Kit LeishFlow. O objetivo foi definir e validar: (i) a 

nova preparação antigênica produzida e suas condições (armazenamento, conservação e fixa-

ção); (ii) a concentração apropriada do novo revelador/conjugado anti-imunoglobulina G ca-

nino marcado com Isotiocianato de fluoresceína (FITC); (iii) a diluição adequada de soro, para 

separar as amostras de cães dos grupos infectados e não infectados. Para isso, primeiramente, 

foi produzido um novo lote do antígeno de formas promastigotas fixadas de L. infantum cepa 

PP75. No segundo momento, empregando esse novo lote de antígeno foi realizado a reação 

sorológico por citometria de fluxo (conforme descrito no item 4.6.1) empregando  diluições 

seriadas (1:128 a 1:262.144) de um pool de soro positivo (5 amostras diferentes de cães infec-

tados) e um pool de soro negativo (5 amostras diferentes de cães controle não infectados) em 

três diluições diferentes para o novo conjugado (1:500, 1:1.000 e 1:2.000).  

  

4.6.3.1 Preparo do antígeno - formas promastigotas fixadas de L. infantum cepa 

MHOM/BR/1974/PP75 

 

Os parasitos, no sexto dia de cultivo em LIT, foram transferidos para tubos de polipro-

pileno de 50mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego), homogeneizados em vórtex a baixa 

rotação para dissolver os grumos de parasitos (Gomes, 2006). Em seguida, a suspensão celular 

foi submetida a uma centrifugação diferencial (25°C, 200rpm por 10 minutos) para remoção de 

contaminantes como eritrócitos e grumos de parasitos no sedimento. Para recuperação dos pa-

rasitos no sobrenadante, estes foram deixados em repouso por 10 minutos a temperatura ambi-

ente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno de 50mL e o sedimento 

foi desprezado. Em seguida os parasitos foram lavados em PBS contendo 3% de SFB, por duas 

vezes, por centrifugação a 4°C, 2.200rpm por 10 minutos. Os sedimentos formados foram ho-

mogeneizados cuidadosamente, ressuspendidos em 10 mL de PBS 3% de SFB e agrupados em 

um único volume. Posteriormente, uma alíquota de 10µL foi separada e diluída (1:10) para a 

realização da contagem do número de parasitos no aparelho BC-Vet 2800, Mindray®. Ao final 

das etapas de lavagem e contagem do número de parasitos, a suspensão celular foi ajustada para 

5x107 promastigotas/mL na solução conservantes de Formol 0,5%. Posteriormente, a prepara-

ção antigênicas foi aliquotadas em frações de 1 mL em tubos de criopreservação estéreis e, em 

seguida, armazenadas na temperatura de: 4oC (geladeira) (GAMA KER et al., 2013b). 
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4.6.3.2 Validação da diluição ideal do soro e conjugado 

 

Para a validação do novo Kit foram feitos dois pools de soros de amostras da soroteca 

do Laboratório de Imunopatologia (LIMP/NUPEB/UFOP) composto por: 

• Pool de soros negativos: 5 soros de cães do grupo não infectados nascidos, criados e 

mantidos no canil do Centro de Ciência Animal (CCA) da UFOP que apresentavam 

exames sorológicos (RIFI e EIE-LVC) negativos para LVC;  

• Pool de soros positivos: 5 soros de cães do grupo infectado (2 assintomáticos, 1 oligos-

sintomático e 2 sintomáticos) provenientes do município de Belo Horizonte fornecidos 

pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte (CCZ-BH) que apresentavam 

exames sorológicos (RIFI e EIE-LVC) positivos para LVC. 

Os resultados da validação foram obtidos após a incubação dos pools de soros caninos 

com as formas promastigotas fixadas de L. infantum, previamente produzidas (conforme item 

4.6.3.1), e realização do ensaio sorológico por citometria de fluxo (conforme descrito no item 

4.6.1).  

Para definir as concentrações apropriadas usamos como ponto de corte entre os animais 

infectados e não-infectados a reatividade das promastigotas fixadas expressos como percentual 

de parasitos fluorescentes positivos (PPFP), conforme descrito anteriormente (item 4.6.2). 

 

4.7 Análises aplicadas à avaliação de desempenho diagnóstico do Kit Leishflow 

 

Para avaliar o desempenho do Kit LeishFlow foram estabelecidos dois padrões de refe-

rência: (i) a combinação dos testes TR-DPP® e EIE-LVC ou (ii) apenas o teste TR-DPP®. 

Para avaliar o desempenho do Kit LeishFlow foram utilizados índices de validade que 

se refere à quanto, em termos quantitativos ou qualitativos, um teste é útil para diagnosticar um 

evento. Para a realização das análises comparamos os resultados do LeishFlow com os testes 

considerados padrão ouro ou referência, testes estes preconizados pelo MS. Os cálculos foram 

realizados a partir dos resultados das quatro categorias de acordo com a presença ou ausência 

da infecção. As categorias descritas na Tabela 1 foram definidas da seguinte forma: 
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“verdadeiro-positivo” [(a)] = presença de infecção e teste positivo; “falso-positivo” [(b)] = au-

sência de infecção e teste positivo; “falso-negativo” [(c)] = presença de infecção e teste negativo 

e “verdadeiro-negativo” [(d)] = ausência de infecção e teste negativo.  De acordo com a Tabela 

1, a tabela similar foi preenchida com base no número de ocorrências de cada uma das catego-

rias. (a, b, c, e d). 

 

Tabela 1 - Categorias de resultados do teste diagnóstico em uma população que inclui cães não infectados e cães 

infectados com L. infantum. 

 

 

As análises de dados foram conduzidas usando o software Stata (versão 11.0; Stata Cor-

poration, College Station, TX), e a performance da sorologia de citometria de fluxo foi avaliado 

por porcentagens. Os dados e gráficos apresentados foram processados com GraphPad Prism, 

versão 5.0 (La Jolla, CA, EUA). 

O desempenho do LeishFlow foi avaliado por sua sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razão de verossimilhança positivo 

(RV+), razão de verossimilhança negativo (RV-) e concordância/acurácia, utilizando os resul-

tados dos testes sorológicos TR-DPP® e EIE-LVC como padrões de referência (intervalo de 

confiança de 95%). Os resultados do desempenho do LeishFlow seguiram as fórmulas descritas 

na tabela 2 , tendo como base os resultados obtidos na tabela 1 (GREENHALGH, 1997; KER 

et al., 2013). 

Pelo software Stata foi avaliado também a prevalência quando utilizado o Kit LeishFlow 

e quando utilizado o padrão de referência. Além disso, calculou-se também a concordância e 

índice Kappa entre o protótipo LeishFlow e o padrão de referência (TR-DPP® e EIE-LVC). 

Para estimar a concordância entre a positividade e a negatividade dos testes sorológicos utili-

zou-se o Índice Kappa, que foi interpretado de acordo com a seguinte categorização: (1) κ 

<0,01, sem concordância; (2) 0,01 κ κ ⩽ 0,20, concordância ruim; (3) 0,21 ⩽ κ ⩽ 0,40, 

Teste analisado  

 Positivo Negativo Total 

Padrão de referência 
Infectado a c a + c 

Não Infectado b d b + d 

 Total a + b c + d a+b+c+d 
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concordância fraca; (4) 0,41 ⩽ κ ⩽ 0,60, concordância moderada; (5) 0,61 κ κ ⩽ 0,80, boa 

concordância; e (6) κ> 0,81, concordância excelente (LANDIS; KOCH, 1977). 

Tabela 2 - Fórmulas para cálculos dos parâmetros estatísticos com base nos resultados apresentados na Tabela 1 

 Resultados 

Sensibilidade a/a+b 

Especificidade d/c+d 

VPN d/b+d 

VPP a/a+c 

Acurácia a+d/a+b+c+d 
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5. RESULTADOS 
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5.1 Validação do novo lote do Kit LeishFlow para estabelecimento das condições me-

todológicas do estudo em larga escala 

 

A análise da validação do novo lote antigênico de promastigotas fixadas de L.infantum, 

conservadas em formaldeído 0,5% em temperatura de geladeira foi feita com amostras de pool 

de soros positivos e negativos e seus resultados se encontram na Figura 4.  

 

 

A validação constatou que em pool de soros positivos de cães infectados, os valores de 

PPFP da diluição 1/128 até a 1/262.144 para a titulação 1:500 do anticorpo, apresentaram-se 

Figura 4 - Curvas de diluições (1/128 a 1/262177) de pool de soros de cães não infectados (NI = ■) e infectados 

(INF = ♦) incubados com diferentes titulações do anticorpo anti-IgG caninos conjugado com FITC (A) 1:500, (B) 

1:1000 e (C) 1:2000. O cut-off ≥20% PPFP foi estabelecido conforme Ker et.al (2013). A linha pontilhada em 

vermelho corresponde a diluição escolhida do soro e do conjugado. 

A B 

C 
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acima de 20% de PPFP e assim foram considerados positivos em todas as diluições do soro, 

bem como para as diluições de 1/128 até 1/65538 para as titulações 1:1000 e 1:2000 (Figura 

4A, 4B e 4C). No entanto, nas titulações do conjugado de 1:1.000 e 1:2000, as diluições do soro 

de cães infectados em 1:131.072 e 1:262.144 apresentaram abaixo do ponto de corte de 20% de 

PPFP (Figura 4B e 4C). 

Ao avaliar as curvas de titulação de anticorpos dos animais não infectados, os valores 

PPFP da diluição do soro 1/128 até 1/512 na titulação do conjugado 1:500 foram positivos, ou 

seja, apresentaram-se acima do ponto de corte (Figura 4A). Em contrapartida, quando o anti-

corpo foi titulado 1:1000 e 1:2.000, os valores de PPFP iniciam negativos na diluição 1:128 e 

permanecem negativos até 1/262144 (Figura 4A, 4B e 4C). 

Considerando os resultados da reatividade das PPFP na validação do novo lote do kit 

LeishFlow observamos resultados semelhantes ao estudo realizado por Ker et.al (2013) e que 

são preconizados na bula do Kit LeishFlow. Nesse sentido, a escolha da diluição ideal do soro 

bem como da diluição do conjugado para as analises subsequentes do ensaio sorológico foram 

1:4096 e 1:1000, respectivamente (retângulo tracejado em vermelho, Figura 4B), uma vez que 

observa boa amplitude diagnóstica na segregação dos animais infectados dos não infectados.  

A seleção das condições ideais seguiram o mesmo critério estabelecido para o teste por 

citometria de fluxo proposto por Gama Ker et al.(2013b), em que determina que um ponto ótimo 

da curva de titulação deve corresponder a um título de soro que se encontra entre dois outros 

títulos que apresentem excelente diferenciação de reatividade entre NI e INF. Isto é, esta região 

da curva de titulação deve apresentar diferenciação da reatividade sorológica entre os pool de 

soro NI e INF com uma amplitude de variação no PPF superior a 85% (ΔPPF≥85). 

 

5.2 Testes sorológicos para o diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina: TR-DPP®, 

EIE-LVC e LeishFlow 

 

Para compor este estudo sorológico, foram utilizadas 1.546 amostras de soro de cães da 

cidade de Governador Valadares no estado de Minas Gerais, Brasil, uma área endêmica de 

leishmaniose visceral. Desses animais, 1.013 (65,5%) foram soronegativos e 533 (34,5%) so-

ropositivos para TR-DPP®. Do total de animais TR-DPP® positivos, 251 (16,24%) apresenta-

ram resultados negativos e 282 (18,24%) positivos no teste de EIE-LVC. Utilizando o padrão 
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de referência, que consiste nos parâmetros do Ministério da Saúde, nos quais para afirmar que 

o animal é positivo, ele deve ser sorologicamente duplo-positivo (TR-DPP® e EIE-LVC), assim, 

18,24% (282 / 1.546) dos animais foram considerados verdadeiramente positivos no estudo. O 

LeishFlow apresentou 1.091 (70,6%) dos animais negativos e 455 (29,4%) positivos. A Figura 

5 representa um fluxograma com informações detalhadas sobre a população canina avaliada no 

estudo de acordo com os resultados sorológicos para o diagnóstico da LVC nas diferentes me-

todologias avaliadas (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow). Realizamos o controle interno da re-

ação do kit LeishFlow executando duplicatas das placas (14% das amostras analisadas na 

placa). Nessas análises encontramos a concordância entre as duplicatas de 98,1% com Kappa 

de 0,96. 

 

 

Figura 5 - Fluxograma da estratégia experimental que descreve a população canina da área endêmica do estudo 

e os resultados obtidos pelos diferentes testes sorológicos (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow) aplicados para 

detecção da leishmaniose visceral canina. 
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5.3 Análise de concordância do teste diagnóstico sorológico LeishFlow em relação aos 

padrões de referência TR-DPP® e EIE-LVC versus LeishFlow ou TR-DPP® versus 

LeishFlow 

 

Após o ensaio sorológico, realizamos uma avaliação mais detalhada da concordância e 

desempenho do teste LeishFlow em larga escala em comparação com os testes TR-DPP® e EIE-

LVC. O desempenho do LeishFlow é demonstrado na figura 6A, através da distribuição da 

reatividade IgG das formas promastigotas de Leishmania infantum estratificadas por grupos: 

TR-DPP® negativo (n = 1.013) onde LeishFlow foi positivo em 125 (12,3%) amostras; grupo 

TR-DPP® positivo (n = 533) no qual 330 (62,1%) amostras foram positivas no LeishFlow; 

grupo duplo-positivo TR-DPP® e EIE-LVC (n = 282) com 249 (88,3%) soropositivos no teste 

LeishFlow; e grupo TR-DPP® positivo e EIE-LVC negativo (n = 251) em que LeishFlow foi 

positivo em 81 (32,3%) das amostras de soro. 
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Figura 6 - (A): Teste de diagnóstico sorológico por citometria de fluxo empregando LeishFlow em diferentes 

grupos. Os resultados são expressos como porcentagens de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) para amos-

tras individuais em cada grupo: TR-DPP® negativo (●) n = 1013, TR-DPP® positivo (■) n = 533, TR-DPP® 

positivo e EIE-LVC (▲) n = 282, positivo TR-DPP® e EIE-LVC negativo (♦) n = 251. Os valores percentuais 

correspondem aos valores positivos nos testes de LeishFlow em comparação com o número total de cada grupo. 

As amostras acima do cut-off (PPFP de 20%) são consideradas positivas no teste LeishFlow. (B): Gráfico de 

intersecção dos resultados positivos nos testes TR-DPP®, EIE-LVC* e LeishFlow. Os valores percentuais cor-

respondem aos valores positivos em relação ao número total de amostras do estudo. *Não há resultados em 

algumas intersecções com o teste EIE-LVC, uma vez que os resultados do EIE-LVC só são realizados/obtidos 

em cães com resultados TR-DPP® positivos. 
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A figura 6B representa uma análise gráfica da intersecção das amostras com resultados 

positivos nos testes TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow. Ao analisar as 1546 amostras de soro, 

encontramos 249 amostras (16,1%) positivas nos três testes utilizados (Figura 6B). Na avalia-

ção dos animais positivos tanto no teste TR-DPP® quanto no teste EIE-LVC (n to-

tal=249+33=282), testes padrão de referência do Ministério da Saúde, apenas 33 (2,2%) foram 

negativos no LeishFlow (ou seja, 249 de 282 amostras foram positivas nos três testes) (Figura 

6B). É importante salientar que 1264 amostras foram consideradas negativas nos testes padrão 

de referência, sendo que destas, 1058 amostras (68,4%) foram negativas nos três testes soroló-

gicos (TR-DPP®, EIE-LVC e LeishFlow), e 206 amostras (13,3%) foram negativas nos dois 

testes TR-DPP® e EIE-LVC, mas positivas no LeishFlow.  

Quando analisamos como padrão de referência sorológica apenas o TR-DPP®, dos ani-

mais TR-DPP® positivos (n total= 533), 170 animais foram positivos apenas no TR-DPP®, 

sendo negativas na EIE-LVC quanto no LeishFlow. Houve a concordância de 330 amostras 

positivas no TR-DPP® e LeishFlow (Tabela 3). Entretanto, 81 amostras (5,2%) das 330 amos-

tras foram positivas no TR-DPP® e LeishFlow, mas negativas na EIE-LVC (Figura 6B). En-

quanto que 203 amostras (170 + 33) (10,9% + 2,2%= 13,1%) foram negativas no LeishFlow, 

mas positivas no TR-DPP® (sendo 170 positivas apenas no TR-DPP® e 33 positivas no TR-

DPP® e EIE-LVC). É importante salientar que 125 amostras (8,1%) foram positivas apenas no 

teste sorológico pelo LeishFlow, sendo negativas no TR-DPP®. É importa frisar sobre estas 125 

amostras, que não podemos afirmar se são também negativas na EIE-LVC, pois só foi feito 

EIE-LVC nas amostras positivas para o TR-DPP® (Figura 6B e Tabela 3). Houve a concordân-

cia de 888 amostras duplo negativas no TR-DPP® e LeishFlow (Tabela 3). 

Na tabela 3, analisamos também a concordância entre o TR-DPP® e a EIE-LVC, salien-

tando que só realizamos os testes de EIE-LVC nas amostras positivas para o TR-DPP® (n Total= 

533). Assim observamos a concordância de 282 amostras (18,2%) duplo positivas, enquanto 

que 251 amostras (16,2%) foram positivas apenas no TR-DPP®, mas negativas na EIE-LVC. 
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Tabela 3 - Valores absolutos dos resultados dos testes de diagnóstico sorológico TR-DPP®, EIE-LVC. e 

LeishFlow de acordo com o padrão de referência estabelecido. Cálculo de valores de concordância (%) e índice 

kappa (IC 95%) 

Padrão de 

Referência  

 
LeishFlow 

Concordância (%) Kappa  
Positivo Negativo Total 

TR-DPP® 

Positivo 330 203 533 

78,8 0,51 Negativo 125 888 1013 

Total 455 1091 1546 

TR-DPP® e 

EIE-LVC 

Positivo 249 33 282 

84,5  0.58 Negativo 206 1058 1264 

Total 455 1091 1546 

 
 

EIE-LVC   

TR-DPP® 

Positivo 282 251 533 

52.9*  Negativo 0 1013 1013 

Total 282 1264 1546 

* Resultados concordantes de positivos nos dois testes, visto que se faz EIE-LVC apenas das amostras TR-DPP® 

positivo 

 

Na Tabela 3, podemos observar os valores absolutos dos resultados descritos acima, 

além disso, calculamos a concordância e índice kappa entre os testes TR-DPP® + EIE-LVC + 

versus LeishFlow, TR-DPP® + versus LeishFlow e, TR-DPP® + versus EIE-LVC. Nos resulta-

dos podemos observar um valor de 84,5% para concordância e 0,58, para índice kappa, quando 

comparamos animais duplo positivos (TR-DPP® e EIE-LVC) ao LeishFlow. Porém, quando 

comparamos os dados de TR-DPP® + e LeishFlow há uma diminuição do valor de concordância 

e do índice kappa, com valores de 78,8% e 0,51, respectivamente. É importante salientar que 

quando avaliamos a concordância entres os testes TR-DPP® e EIE-LVC não acrescentamos os 

resultados concordantes de negativos nos dois testes, visto que se faz EIE-LVC apenas dos TR-

DPP® positivo, dessa forma, a concordância entre os testes foi de 52,9%, e não há possibilidade 

de cálculo para índice kappa. 

 

5.4 Análise do desempenho do teste sorológico LeishFlow em relação aos padrões de 

referência: TR-DPP® e EIE-LVC versus LeishFlow ou TR-DPP® versus LeishFlow 

 

Para as análises soroepidemiológicas, considerou-se o padrão de referência pré-estabe-

lecido pelo Ministério da Saúde, que considera TR-DPP® e EIE-LVC como testes sorológicos. 
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A Tabela 4 mostra detalhadamente os parâmetros como: sensibilidade, especificidade, bem 

como, valores preditivos negativo e positivo, com seus respectivos valores de intervalo de con-

fiança (95%) dos imunoensaios com base no padrão de referência estipulado (TR-DPP® e EIE-

LVC ou apenas TR-DPP®).  

Tabela 4 - Avaliação soroepidemiológica de acordo com o padrão de referência estabelecido. Cálculos de sensi-

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

 

O LeishFlow mostrou uma sensibilidade de 88,3% e especificidade de 83,7%, VPN de 

96,97% e VPP de 54,7%, quando relacionado ao padrão de referência preconizado pelo Minis-

tério da Saúde (TR-DPP® e EIE-LVC) (Tabela 4).  

Ao considerarmos como padrão de referência estabelecido apenas os resultados do teste 

sorológico TR-DPP® para realização da análise de desempenho do teste LeishFlow, os valores 

de sensibilidade e especificidade foram de 61,9% e 87,7%, respectivamente, o VPN de 72,5% 

e VPP de 81,4% (Tabela 4). 

Para constatarmos o desempenho do LeishFlow com relação a sintomatologia clínica 

dos animais, realizou-se a avaliação soroepidemiológica estratificando animais assintomáticos 

e sintomáticos (Tabela 5). Dessa forma, o LeishFlow quando equiparado ao TR-DPP® e EIE-

LVC) em animais assintomáticos mostrou uma sensibilidade de 87,1% e especificidade de 

84,7%, a acurácia foi de 85%, e 0,56 de índice Kappa. Considerando apenas animais sintomá-

ticos e a utilização do mesmo padrão de referência, o teste LeishFlow obteve os valores de 

sensibilidade e especificidade de 95,1% e 72,7%, respectivamente, enquanto a acurácia foi de 

82,3%, e o índice Kappa foi de 0,49.  

 

Padrão de Referência 

% (IC 95%) 

Sensibilidade Especificidade VPP VPN 

TR-DPP® + EIE-LVC + 
88,3 

(84,0 - 91,5) 

83,7 

(81,6 - 85,6) 

54,7 

(50,1 - 59,2) 

96,97 

(95,8 - 97,8) 

TR-DPP® + 
61,9 

(57,7 - 65,9) 

87,7 

(85,5 - 89,5) 

72,5 

(68,2 - 76,4) 

81,4 

(78,9 - 83,6) 
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Tabela 5 - Avaliação soroepidemiológica com estratificação de animais em Sintomáticos e Assintomáticos. Cál-

culos de sensibilidade, especificidade, acurácia e índice Kappa. 

Padrão de referência 

% (CI 95%) Kappa 

Sensibilidade Especificidade Acurácia  

TR-DPP®/EIE-LVC+ 

CA 

87,1 

(82,3−90,7) 

84,7 

(82,6−86,6) 

85,0 

(83,2−86,8) 
0,56 

TR-DPP®/EIE-LVC + 

CS 

95,1 

(83,9−98,6) 

72,7 

(59,8−82,7) 

82,3 

(73,5−88,6) 
0,49 

CA = cães assintomáticos; CS = cães sintomáticos 

 

Com o intuito de melhor avaliar o desempenho do LeishFlow, além das análises descri-

tas, realizou-se também as razões de verossimilhança (Tabela 6). As razões de verossimilhança 

expressam quantas vezes é mais provável (ou menos) de encontrar um resultado de um teste 

diagnóstico. As razões de verossimilhança positiva e negativa em comparação ao padrão de 

referência (TR-DPP® e EIE-LVC) foi de 5,42 e 0,13, respectivamente. As razões de verossimi-

lhança positiva e negativa em comparação ao TR-DPP® revelou valores de 5,02 e 0,43, respec-

tivamente. 

 

Tabela 6 - Valores de Razão de Verossimilhança Positivo e Negativo, de acordo com o padrão de referência 

estabelecido. 

Padrão de Referência Razão de Verossimilhança Positivo Razão de Verossimilhança Negativo 

TR-DPP® e EIE-LVC 5,42 0,13 

TR-DPP® 5,02 0,43 
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5.5 . Análise da prevalência da área endêmica em relação a sorologia pelos imunoen-

saios: TR-DPP® associado a EIE-LVC ou LeishFlow sozinho 

 

A prevalência de infecção na área endêmica, que se refere ao número de casos existentes 

de uma doença em um dado momento, foi determinada a partir dos resultados duplo-positivos, 

TR-DPP® associado a EIE-LVC, e também a partir dos resultados obtidos pelo LeishFlow. A 

prevalência do padrão de referência (TR-DPP® associado a EIE-LVC) foi de 18,24% (IC95% 

16,4 - 20,24) e o LeishFlow obteve prevalência de 29,43% (IC95% 27,21 - 31,75) (Tabela 7). 

Para o teste sorológico empregando o LeishFlow, foi realizada uma avaliação usando diferentes 

cenários de prevalência artificial e os dados para esta avaliação são apresentados na Figura 7 

(pagina seguinte). O valor preditivo negativo do teste de LeishFlow tende a cair ligeiramente 

em prevalências acima de 20%. Por outro lado, o Valor Preditivo Positivo mostra um ligeiro 

aumento à medida que a prevalência sobe para níveis acima de 25%. 

 

Tabela 7 - Valores de prevalência na área endêmica de Governador Valadares/Minas Gerais, ao usar os testes 

preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-LVC) e o LeishFlow. 

Teste Diagnóstico Prevalência (%) Intervalo de confiança (IC95%) 

TR-DPP® e EIE-LVC 18,24 16,4 - 20,24 

LeishFlow 29,43 27,21 - 31,75 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7 - Análise dos valores preditivos em diferentes cenários artificiais usando o teste de 

LeishFlow: VPP – Valores preditivos positivos ( ); VPN = Valores preditivos negativos ( ). 
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6. DISCUSSÃO 
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O diagnóstico da LVC é imprescindível para a vigilância, controle e prevenção da LV 

em áreas endêmicas. Os testes Dual Path Platform (TR-DPP®) e Enzyme-Linked Immunosor-

bent Assay (EIE-LVC), ambos fabricados pela Biomanguinhos, Fiocruz, RJ/Brasil são reco-

mendados pelo Ministério da Saúde para o diagnóstico de cães em inquéritos caninos e estudos 

epidemiológicos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). A sensibilidade e especificidade dos tes-

tes diagnósticos utilizados atualmente pelo poder público no Brasil para avaliar a LVC no 

campo, tem sido questionado devido à sua acurácia imperfeita que, consequentemente, impacta 

na eficácia de medidas de controle (COSTA et al., 2013; DANTAS-TORRES et al., 2019; 

PESSOA-E-SILVA et al., 2019). 

No contexto diagnóstico, a citometria de fluxo é uma técnica imprescindível dentro dos 

laboratórios de análise clínica pela sua capacidade e eficiência diagnóstica pelos métodos de 

imunofenotipagem. Nos últimos anos, a citometria de fluxo vem também se destacando pelo 

seu potencial no diagnóstico sorológico em doenças infecto-parasitárias (CARVALHO NETA 

et al., 2006; MARTINS-FILHO et al., 1995; MATOS et al., 2011; PEREIRA et al., 2012; 

PISSINATE et al., 2008). Nesse sentido, a investigação realizada no presente estudo refere-se 

à validação em larga escala de um Kit sorológico para LVC baseado em citometria de fluxo, 

denominado LeishFlow, e a avaliação do seu desempenho frente aos métodos de diagnóstico 

sorológico para LVC preconizados pelo Ministério da Saúde (TR-DPP® e EIE-LVC).  

A primeira etapa do nosso estudo consistiu na confecção de um novo lote do kit 

LeishFlow e sua validação em um pool de soros não infectado (NI) e outro infectado (INF), 

com intuito de selecionar/checar as melhores condições da reação a serem empregadas na pes-

quisa, tais como: a concentração do anticorpo conjugado (FITC) e as melhores diluições de soro 

a serem utilizadas na reação sorológica conjuntamente com o antígeno (promastigotas fixadas 

de Leishmania infantum) recém produzido. Dessa forma, a análise da validação do novo lote 

antigênico mostrou que houve reatividade sorológica diferencial entre grupo de animais infec-

tados e não infectados, em todas as titulações de anticorpos, como demonstrado em trabalhos 

anteriores do nosso grupo de pesquisa, que visaram o desenvolvimento biotecnológico do kit 

LeishFlow e, assim, a padronização da técnica e as melhores condições sororreativas, bem como 

as condições de conservação e preservação antigênica (GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 

2013). 
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Na nova validação do kit LeishFlow as curvas de reatividade do pool de soros de cães 

do grupo não infectado (NI), em todas as diluições aplicadas, denotam valores baixos de PPFP 

nas diluições do conjugado de 1:1000 e 1:2000, o que indica uma especificidade excelente da 

técnica empregada. Por outro lado, nas diluições do conjugado 1:500 no grupo NI houve a 

variação dos valores de PPFP relacionados as diluições mais baixas do pool de soro, inclusive 

há a positividade de algumas diluições, é importante ponderar que o pool de soros NI reflete o 

somatório da reatividade individual de cada soro aplicado. Portanto, a positividade advém da 

interação de epítopos semelhantes ao antígeno alvo e, quando avaliado as amostras individuais, 

os resultados positivos decerto não estariam presentes. Além disso, ao diluir mais o pool de 

soros, observamos que essa interação diminui consideravelmente, o que acarreta na queda de 

ligações inespecíficas. 

Ao observar a reatividade do pool de soros de cães do grupo infectado (INF), presencia-

se, em todas as diluições dos conjugados, valores elevados de PPFP na maior parte das diluições 

de soro empregadas. É notável a queda nos valores de PPFP com a intensificação da diluição 

das amostras, condição essa esperada em consequência da diluição promover uma redução do 

número de anticorpos presentes para a interação da reação sorológica, e assim não há a forma-

ção do complexo antígeno-anticorpo. A técnica de citometria de fluxo se baseia em variações 

na dispersão da luz produzidas por lasers que interceptam as partículas em suspensão (nesse 

caso, o antígeno composto por promastigotas totais), além de anticorpos marcados com fluoro-

cromos específicos para identificação das amostras positivas. Um dos ganhos do kit LeishFlow 

é exatamente relacionado a metodologia empregada, que possui elevada sensibilidade, pois per-

mite analisarmos as amostras de soro em microdiliuições, muito abaixo dos limites de detecção 

em outras técnicas diagnósticas, que faz com que tenhamos um ganho na diminuição do número 

de ligações inespecíficas entre os anticorpos presentes no soro e os antígenos empregados 

(GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013).  

A escolha do ponto a ser utilizado na metodologia se baseou na curva mais estável de 

diluição do conjugado e soro, inicialmente a diluição do conjugado 1:2000 poderia ser a de 

escolha, por apresentar valores mais altos de PPFP no grupo INF e negatividade em todas as 

titulações do pool de soros NI. Porém, ao observar a reatividade da curva há uma instabilidade 

na reação em diluições mais altas do soro, o que pode levar em uma falha durante a realização 

da metodologia, caso ocorram erros na diluição do soro. Portanto, preferimos selecionar a di-

luição do anticorpo 1:1000 e do soro 1:4096 uma vez que apresentou maior amplitude de 
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segregação entre os grupos (INF e NI) e exibiu uma boa associação entre sensibilidade e espe-

cificidade. Esta conclusão está em concordância com os resultados obtidos em estudos anterio-

res por Ker et al., (2013) e Gama – Ker et al., (2013) e presentes na bula do Kit LeishFlow, o 

que demonstra a reprodutibilidade das condições reacionais da técnica no novo lote do antígeno 

produzido. Uma das necessidades fundamentais de um kit diagnóstico para produção em larga 

escala é sua reprodutibilidade lote a lote das condições reacionais (BANOO et al., 2006). 

Após confirmar as melhores condições reacionais conforme preconizadas na bula do kit 

LeishFlow, o presente trabalho buscou analisar o kit LeishFlow em um grande número de amos-

tras (1546) de soro canino, o que permitiu uma verificação robusta do desempenho do kit. Além 

disso, em todo as reações sorológicas do estudo empregando do kit LeishFlow usamos um con-

trole interno de duplicatas das placas (14% das amostras analisadas na placa). Nessas análises 

encontramos a concordância entre as duplicatas de 98,1% com Kappa de 0,96. Esses achados 

reforçam o grande potencial para replicação do teste, de acordo com Landis e Koch (1977) há 

uma concordância ótima quando o Índice Kappa está entre 0,81-0,99. Portanto, a metodologia 

empregada nesse ensaio sorológico obteve consistência, confiabilidade e reprodutibilidade dos 

resultados obtidos. 

O Programa de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV) tem suas 

ações direcionadas para a queda da morbidade e letalidade, controle do reservatório e dos ve-

tores e na educação em saúde. Os cães são considerados o principal reservatório da LV, e há a 

indicação de eutanásia para aqueles animais sorologicamente positivos, sendo esse o principal 

ponto crítico do PVC-LV. São descritas dificuldades para a realização das recomendações con-

tidas no programa e descontinuidade das ações, além disso, há o questionamento advindo da 

grande expansão da doença nos últimos anos, em consequência do insucesso das medidas pre-

conizadas (COURTENAY et al., 2002; GONTIJO; MELO, 2004; GRIMALDI et al., 2012b; 

ZUBEN; DONALÍSIO, 2016).  

Entre as dificuldades na execução das ações preconizadas pelo PVC-LV, destacam-se a 

resistência da população para a entrada dos técnicos nas residências para busca ativa de animais 

positivos para LV; atrasos para a detecção e eliminação de cães infectados, uma vez que há a 

dificuldade da logística para realizações de exames; e o custo alto para manutenção das ações, 

visto que o investimento advindo pelo poder público é insuficiente (COURA-VITAL et al., 

2014; ZUBEN; DONALÍSIO, 2016). Além disso, podemos ressaltar que o insucesso das 
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medidas de controle podem ser atribuídas também a baixa sensibilidade dos métodos sorológi-

cos (TR-DPP® e EIE-LVC) recomendados (PESSOA-E-SILVA et al., 2019; SILVA et al., 

2011). 

O sorodiagnóstico para LVC utilizado pelas autoridades brasileiras em áreas endêmicas 

não consegue detectar os animais verdadeiramente positivos, ou seja, apresentam baixa sensi-

bilidade, e apresentam uma baixa acurácia, dessa forma não identifica os cães realmente infec-

tados por L. infantum, e subestima a prevalência das áreas endêmicas, dificultando o sucesso 

do controle da doença (LAURENTI et al., 2014; PESSOA-E-SILVA et al., 2019). Ao analisar 

a prevalência da área endêmica estudada, podemos observar que o LeishFlow por ser um teste 

mais sensível detecta mais animais verdadeiramente positivos, por conseguinte há um cálculo 

mais assertivo e um valor de prevalência mais alto de 29,43% (CI95% 27,21 - 31,75) em com-

paração aos testes TR-DPP® e EIE-LVC que apresentaram um valor de prevalência de 18,24% 

(CI95% 16,4 - 20,24). Esses resultados obtidos corroboram com o encontrado em outras pes-

quisas que sinalizam que a prevalência em áreas endêmicas está subestimada quando usados os 

testes prescritos pelo MS (LAURENTI et al., 2014; PESSOA-E-SILVA et al., 2019). 

Variando os valores de prevalência ocorre a alteração do VPP e VPN, podemos perceber 

que o LeishFlow aumenta sua probabilidade de detectar animais verdadeiramente positivos as-

sim que aumenta a prevalência da área endêmica, o que valida a utilização do teste na melhoria 

de detecção de animais positivos em área endêmica. DE ARRUDA et al., (2013) ao avaliar a 

precisão e reprodutibilidade do teste de EIE-LVC - Biomanguinhos® afirmaram que a preva-

lência da doença está diretamente ligada aos valores preditivos do teste EIE-LVC. Nesse estudo, 

na amostra estudada observaram que em uma prevalência de 6,9% o VPN apresentou 99,28%, 

indicando excelente sensibilidade do teste, porém, o VPP encontrado foi de 29,61%. DE 

ARRUDA et al., (2013) enfatizaram que esses resultados poderiam eliminar pelo menos três 

cães com resultado falso-positivo por cada animal verdadeiramente infectado, dependendo da 

prevalência da região estudada. Já DE MENDONÇA et al., (2017) em seu estudo concluíram 

que em áreas de alta transmissão, os testes TR-DPP® e EIE-LVC não descriminam adequada-

mente cães infectados ou não infectados para L. infantum. 

Em coerência com o encontrado nos cálculos de prevalência, ao analisar os resultados 

obtidos nos ensaios sorológicos preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-LVC), observamos 

que dos animais participantes 282 (18,24%) cães foram considerados positivos em ambos os 
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testes, valores estes menores do que encontramos no nosso Kit, que positivou 455 amostras. 

Apesar do TR-DPP® e EIE-LVC serem o diagnóstico padrão de referência do MS, foi demons-

trado, em estudos anteriores, a dificuldade na detecção de cães verdadeiramente positivos por 

estes testes. RIBEIRO et al., (2015) ao analisarem os testes pareados (TR-DPP® e EIE-LVC) 

obteve um valor de 65% de sensibilidade. Em estudo semelhante, Laurenti et al. (2014) relata-

ram valores de 82,1% de sensibilidade quando os testes foram utilizados em sequência. Dessa 

forma, constatamos a dificuldade de detecção de cães verdadeiramente positivos, quando em-

pregado os testes do PVC – LV, fato também encontrado em outros estudos que avaliam esses 

métodos diagnósticos (PESSOA-E-SILVA et al., 2019). Em contrapartida, o LeishFlow apre-

sentou resultados promissores de sensibilidade em estudos anteriores (ANDRADE et al., 2007, 

2009; CARVALHO NETA et al., 2006; KER et al., 2013).que desenvolveram e padronizaram 

as condições reacionais do protótipo LeishFlow, em que obteve valores de 100% para sensibi-

lidade, por conseguinte esclarecendo o maior número de resultados positivos na amostra avali-

ada nesse trabalho. 

Embora o TR-DPP® e EIE-LVC sejam os testes diagnósticos preconizado pelas autori-

dades brasileiras, ao avaliar ambos vemos uma discordância sobre a efetividade entre os testes 

na detecção de animais positivos e negativos para LVC. Portanto, apesar de utilizar os testes 

preconizados do MS para constituir nosso padrão de referência, necessita-se de atenção com os 

resultados obtidos no estudo, visto que podem estar levemente enviesados em consequência das 

limitações na sensibilidade e especificidade conhecidas dos testes empregados. É importante 

salientar que, neste estudo foi seguido o protocolo do MS, em que somente é feito EIE-LVC 

em animais que se apresentaram positividade sorológica no TR-DPP® (BRASIL, 2014). Os 

testes parasitológicos, são usados como teste ouro na avaliação de novos testes diagnósticos, 

pois se isolarmos ou visualizarmos o parasito na lesão é confirmado a presença da infecção. 

Porém para nosso estudo, devido ao grande número de amostras, essa confirmação parasitoló-

gica é inviável. Sendo assim baseamos no que foi encontrado por Ker et al. (2013) em que o kit 

LeishFlow apresentou 100% de sensibilidade, quando utilizado o padrão ouro parasitológico e 

a positividade nos testes sorológicos referência da época (RIFI e EIE-LVC). Diante disso, nosso 

trabalho focou em realizar um estudo comparativo com os testes sorológicos fornecidos pelo 

MS (TR-DPP® e EIE-LVC). 

Com o intuito de melhor avaliar o desempenho do LeishFlow e identificar os cães que 

não foram detectados pelos testes preconizados pelo Ministério da Saúde, separamos os animais 



SOARES, N.C.                                                                                                             Discussão 

66 

 

de acordo com suas características clínicas. A acurácia dos testes sorológicos pode variar com 

o estado clínico dos cães infectados e de acordo com o estágio da infecção ou status imunoló-

gico do hospedeiro (DE ARRUDA et al., 2013). Compreende-se que a sintomatologia dos ani-

mais é influenciada com a eficiência da resposta imune no cão e estudos apontam que cães 

sintomáticos tem altos níveis de anticorpos, em contrapartida animais assintomáticos apresen-

tam títulos quase indetectáveis de anticorpos (COURA-VITAL et al., 2011b; NETO et al., 

2010; REIS et al., 2006a, 2006b). Os testes preconizados pelo MS apresentam baixa detecção 

de animais assintomáticos (DE CARVALHO et al., 2018; GRIMALDI et al., 2012a), em con-

sequência, o resultado falso negativo pode causar a manutenção de cães infectados na popula-

ção da área endêmica e, assim, causar a ineficiência dos métodos de prevenção e controle. Lopes 

et al., (2017) ao pesquisarem em área endêmica os métodos sorológicos preconizados pelo MS 

e compará-los a um teste molecular para LVC, observou que em cada 5 cães soronegativos nos 

testes TR-DPP® e EIE-LVC, um está infectado, ou seja, o PVC-LV não está identificando 20% 

dos animais verdadeiramente infectados na região endêmica. Na literatura científica discute-se 

há a possibilidade desses animais positivados no PCR, após um certo tempo, em um novo in-

quérito canino apresentar resultados positivos na sorologia (COURA-VITAL et al., 2013b). O 

mesmo raciocínio é válido e acontece nos inquéritos sorológicos empregados pelo MS, uma 

vez que se utiliza a EIE-LVC, que é um teste de menor sensibilidade e especificidade, como 

confirmatória da positividade no TR-DPP® (empregado no screening). Muitos animais que são 

positivos no teste inicial pelo TR-DPP®, ao serem analisados pelo teste confirmatório EIE-

LVC, são negativos, entretanto, meses depois soroconverterão na EIE-LVC, causando: perma-

nência de animais positivos por maior tempo nas áreas endêmicas, o que dificultará as ações do 

PVC-LV, além de aumentar os gastos financeiros (COURA-VITAL et al., 2014).   

A sorologia para LVC por citometria de fluxo se destaca na detecção de animais assin-

tomáticos (baixo título de anticorpos) (ANDRADE et al., 2007, 2009; CARVALHO NETA et 

al., 2006; KER et al., 2013)., devido ao seu sistema de microdiluição. Ker et al., (2013), ao 

avaliarem o LeishFlow, estratificou os animais em assintomáticos I (animais negativos para 

RIFI e EIE-LVC) e assintomáticos II (animais positivos para RIFI e EIE-LVC), o LeishFlow 

apresentou eficiência equivalente aos testes preconizados pelo MS. No estudo atual, 206 ani-

mais, que foram negativos no padrão de referência (TR-DPP® + e EIE-LVC +), foram positivos 

para o LeishFlow, sendo que 191 (97,2%) desses animais não apresentavam sintomas para 

LVC. É importante ressaltar que o EIE-LVC negativou 251 animais positivos para TR-DPP® 
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+, apresentando uma concordância entre positivos de 52,9%, sendo que desses animais, 81 

(12,3%) foram positivos no LeishFlow, ou seja, cães potencialmente positivos (falso negativos 

pelos testes TR-DPP® + e EIE-LVC +), com baixos títulos de anticorpos e que permaneceram 

em área endêmica e não foram avaliados por outra sorologia. O que se observa na prática, é que 

esses cães, possivelmente, estão no início da infecção e após um período de tempo há a soro-

conversão desse animal no teste EIE-LVC, que no primeiro momento havia dado negativo e 

assim não concordante com o resultado positivo do TR-DPP® (COURA-VITAL et al., 2013b). 

Ou seja, esses animais já estão infectados, e contribuem para o insucesso do PVC-LV, uma vez 

que favorecem a perpetuação da infecção (COURA-VITAL et al., 2014; LAURENTI et al., 

2014). Situação essa que poderia ser evitada ao utilizar um teste mais sensível e específico, 

como LeishFlow, o que diminui gastos com deslocamento, equipamentos e recursos humanos 

para um novo exame desse cão, ademais, abaixa os riscos de dispersão da doença em humanos 

e animais presentes no domicilio e nas proximidades. 

Nos cálculos de validade do teste, ao segmentar animais sintomáticos e assintomáticos, 

identificamos um aumento na sensibilidade da técnica nos animais sintomáticos (95,1%) e uma 

queda na especificidade (72,7%), isso ocorre devido ao LeishFlow apresentar uma sensibilidade 

elevada em comparação aos testes padrão de referência (TR-DPP® + e EIE-LVC +), detectando 

os verdadeiramente positivos. Porém, a queda na especificidade (72,7%) é explicada devido ao 

LeishFlow conseguir diferenciar melhor os animais que apresentam alguma outra enfermidade, 

como por exemplo a Babesiose, diferentemente dos testes padrão de referência utilizados, aos 

quais apresentam reações cruzadas com outros patógenos caninos (com por exemplo: Erliqui-

ose, Babesiose, Anaplamose, leishmaniose tegumentar canina, doença de chagas, entre outras) 

(ALVAR et al., 2004; FERREIRA et al., 2007; LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al., 

2014). Sendo assim, quando se realiza os cálculos soroepidemiológicos do LeishFlow em com-

paração aos testes preconizados pelo MS, há uma variação desses valores, uma vez que alguns 

animais ditos positivos para LVC no padrão de referência foram negativos no LeishFlow. Em 

função da melhor especificidade do LeishFlow é possivelmente que estes animais sejam falso-

positivos para LVC, por apresentarem reações cruzadas com outros patógenos caninos que não 

são discriminados pelo TR-DPP® + e EIE-LVC +. É importante destacar que, os animais assin-

tomáticos são maioria em nosso estudo, e observamos valores aproximados de sensibilidade, 

especificidade e acurácia nesse subgrupo clínico em comparação aos cálculos do total de amos-

tras (1546), isso ocorre devido ao n amostral ser composto por 93,8% cães assintomáticos. 
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Nesse sentido, quando relacionamos os dados de animais positivos no padrão de referência, os 

resultados demonstram que 210/282 cães são assintomáticos. 

Os resultados soroepidemiológicos do nosso protótipo apresentou, bons valores de sen-

sibilidade, especificidade e VPN, apesar dos valores apresentados não serem 100%, o padrão 

de referência empregado não dispõe de valores altos de sensibilidade e especificidade quando 

utilizados em sequência, pareados ou separadamente (LAURENTI et al., 2014; RIBEIRO et al., 

2015). RIBEIRO et al., (2019) avaliaram diferentes testes sorológicos para LVC, entre eles TR-

DPP® (Bio-Manguinhos) e EIE-LVC (Bio-Manguinhos) e destacaram que nenhum dos testes 

obteve 100% de sensibilidade e especificidade, e ainda ressaltam que o EIE - LVC apresentou 

especificidade inferior, o que pode gerar reações falso-positivas e, assim, levar à morte errônea 

de animais saudáveis. 

No contexto da imperfeição dos testes utilizados como padrão de referência, constatou-

se que apenas 33 (2,2%) animas positivos em ambos os testes (TR-DPP® e EIE-LVC) foram 

identificados como resultados negativos no Kit LeishFlow. Acreditamos que este pequeno nú-

mero de animais é falso-positivo no TR-DPP® e EIE-LVC. Diversos estudos descritos apontam 

a ocorrência de resultados falso-positivos quando utilizados os testes sorológicos preconizados 

pelo MS (PESSOA-E-SILVA et al., 2019). As patologias caninas disseminados por vetores, 

como erliquiose e babesiose, são amplamente disseminadas no Brasil. De acordo com a litera-

tura, várias regiões são endêmicas para essas hemoparasitoses e a semelhança entre esses pató-

genos com a Leishmania spp., levam ao compartilhamento de epítopos antigênicos e acarretam 

em reatividade cruzada com alguns métodos sorológicos (KRAWCZAK et al., 2015; 

LABARTHE et al., 2003). Por exemplo, sabe-se que o gene HSP70, região conservada entre as 

espécies de Leishmania, está presente no gênero Babesia e são importantes para a sobrevivência 

do parasito de Leishmania, o que pode gerar reatividade cruzada com certos epítopos específi-

cos compartilhados entre esses microrganismos (YAMASAKI et al., 2007). Embora não haja 

evidências concretas de homologia genômica entre os microrganismos do gênero Ehrlichia e 

Leishmania, há indicações claras de que infecções caninas com E. canis e B. canis podem levar 

a reatividade cruzada em testes sorológicos de leishmaniose (LAURENTI et al., 2014; LIRA et 

al., 2006; ZANETTE et al., 2014). É sabido que os testes do MS apresentam reações cruzadas 

com outros patógenos caninos, como Ehrlichia canis e Babesia canis (ALVAR et al., 2004; 

FERREIRA et al., 2007; LAURENTI et al., 2014; ZANETTE et al., 2014). Em contrapartida, 

o LeishFlow demonstrou 93,3% e 100% de especificidade quando realizado o teste com animais 
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infectados com E. canis e B. canis, respectivamente, portanto esses achados expõem que o em-

prego do LeishFlow como teste para LVC, diminuiria a possiblidade da eutanásia de animais 

falsos positivos.  

Na análise de desempenho, tendo como padrão de referência apenas o teste TR-DPP® 

em comparação ao LeishFlow, notamos um índice alto de positividade. Dos animais avaliados, 

533 foram positivos para o TR-DPP® sendo que desses, 330 se positivaram no LeishFlow. 

Dessa forma, vemos que 203 animais foram falso-positivos no teste de triagem, se considerar-

mos os resultados do LeishFlow como corretos, por ser um teste mais específico que o TR-

DPP® (KER et al., 2013). Esses resultados estão de acordo ao encontrado por outros pesquisa-

dores, que ao avaliar o TR-DPP® notaram a presença de resultados falsos positivos 

(GRIMALDI et al., 2012a; LAURENTI et al., 2014), incriminados como positivos cães infec-

tados por outras doenças, devido a reações cruzadas com outros patógenos caninos (principal-

mente, com Ehrlichia canis e Babesia canis) (LAURENTI et al., 2014). Ao discriminar os ani-

mais negativos no TR-DPP®, identificou-se que dos 1013 animais negativos, 125 foram positi-

vos para o LeishFlow dos quais, 115 eram assintomáticos. Grimald et al., (2012a) ao avaliarem 

o TR-DPP® obteve em seus resultados uma decrescimento gradual da sensibilidade da técnica 

associado a redução da sintomatologia clínica dos animais, destacou ainda que o teste rápido é 

insuficientemente sensível para identificar portadores assintomático de L.infantum. Esses tra-

balhos científicos reforçam nossos achados, em que notamos que o TR-DPP® não foi capaz de 

detectar suficientemente os animais verdadeiramente positivos (tendo como base os nossos re-

sultados de 125 animais positivos no LeishFlow, mas negativos no TR-DPP®). Essa dificuldade 

encontrada no TR-DPP® reflete nos resultados de validade do teste LeishFlow, uma vez que a 

sorologia por citometria de fluxo é uma técnica mais sensível, dessa forma, ocorre uma variação 

dos cálculos soroepidemiológicos, há uma queda na concordância, índice Kappa e sensibili-

dade, devido ao padrão de referência (TR-DPP®) utilizado. Figueiredo et al. (2018) ao avaliar 

o TR-DPP®, usando cultura parasitológica, imunohistoquímica e histopatologia como padrão 

de referência, constatou que o teste TR-DPP® no conjunto de amostras obteve valores de 89% 

de sensibilidade e 70% de especificidade. No mesmo estudo, subdividiu os animais com base 

na sintomatologia, e os pesquisadores encontrarem que em cães assintomáticos o TR-DPP® teve 

uma sensibilidade de 75% (IC95% 42,8 - 94,5) e especificidade de 72,9% (IC95% 68,5 - 77,1) 

em comparação com a sensibilidade de 93,8% (IC95% 82,8 - 98,7) e especificidade de 56,4% 

(IC95% 46,2% - 66,3%) em cães sintomáticos (FIGUEIREDO et al., 2018). 
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Em diferentes trabalhos científicos os testes preconizados pelo MS (TR-DPP® e EIE-

LVC) e utilizados como padrão de referência nesse estudo apresentam valores variados de sen-

sibilidade e especificidade (DE CARVALHO et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2018; 

LAURENTI et al., 2014; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015; SILVA et al., 2016). 

De acordo com as informações contidas na bula do fabricante dos Kits (Bio-Manguinhos/FIO-

CRUZ) ao utilizar soro canino, em comparação ao padrão ouro utilizado por eles para o cálculo, 

o EIE-LVC apresenta valores de 94,54% e 91,76%, para sensibilidade e especificidade, respec-

tivamente, e o TR-DPP® revela uma sensibilidade de 89,7% – 93,1%, e especificidade de 93,8% 

– 97,9%. Esses valores descritos nas bulas são refutados por diferentes grupos de pesquisa (DE 

CARVALHO et al., 2018; DE MENDONÇA et al., 2017b; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; 

ROMERO, 2015; SILVA et al., 2016). Peixoto et al. (2015) ao realizarem uma meta-análise da 

qualidade dos testes empregados para o diagnóstico da LVC nas Américas, estimaram para TR-

DPP® uma sensibilidade de 83,5% (IC95% 78,3 - 87,9) e uma especificidade de 72,9% (IC95% 

70,5 - 75,2), e uma sensibilidade de 89 % (IC95% 86,9 - 90,9) e especificidade de 87% (IC95% 

85,6 a 88,3) para o teste de ELISA com antígenos totais. Neste mesmo estudo, Peixoto et al. 

(2015) destacam que houve uma variação ampla na sensibilidade (8,0-% -100%) e especifici-

dade (60% - 100%) do teste de ELISA com antígenos totais de Leishmania. 

A análise da razão de verossimilhança (RV), constitui a probabilidade de uma doença 

estar presente depois de um teste diagnóstico, a interpretação desse dado nos permite saber a 

precisão diagnóstica. Conforme Jaeschke et al. (1994), quanto mais distante de 1 for os valores 

de RV positivos maior a chance de confirmação da presença da doença, em contrapartida, va-

lores mais próximos de 0 maior a chance de confirmar a ausência de doença. Visto isto, nos 

cálculos de RV quando comparamos o teste LeishFlow aos testes padrão de referência do MS 

(TR-DPP® e EIE-LVC), podemos interpretar que para um resultado negativo no LeishFlow, a 

RV indica uma chance mínima de 0,13 de um resultado positivo advir de um cão infectado, 

enquanto que para um resultado positivo, a RV aponta uma chance de 5,42 a mais de se encon-

trar um resultado positivo em um cão com LVC do que em um cão sem infecção. Adicional-

mente, realizamos o cálculo de RV utilizando o TR-DPP® como padrão de referência, os resul-

tados obtidos constataram que ao usar o TR-DPP® como referência as chances de encontrar 

resultados errôneos utilizando o LeishFlow aumentam. Assim, o uso do LeishFlow proporciona 

um diagnóstico seguro, visto que a elevada RV Positiva (5,42) indica que um resultado positivo 

é mais provável de ser verdadeiro positivo do que falso-positivo. Além disso, a RV Negativa 
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bem próxima do valor 0 (0,13) sugere que um resultado negativo é mais provável de ser um 

verdadeiro negativo do que um falso-negativo. 

Os testes sorológicos padrão de referência do Ministério da Saúde apresentam valores 

variados de sensibilidade e especificidade, dificultando as ações de controle da doença em re-

giões endêmicas do Brasil. Dessa forma, vemos a necessidade de substituição dos imunodiag-

nósticos hoje empregados, por testes sorológicos mais sensíveis e específicos. Os resultados 

apresentados neste estudo demonstram que o LeishFlow tem um alto potencial diagnóstico, e 

pode descriminar os animais infectados de não infectados para L. infantum. Além disso, em 

análise de custos conduzida no Laboratório de Pesquisas Clínicas da UFOP, o valor unitário da 

reação por citometria de fluxo para diagnóstico da LVC é de R$ 5,94. Segundo dados disponi-

bilizados pelo Ministério da Saúde, o teste para rastreamento de amostras positivas (TR-DPP®) 

tem custo por unidade de reação de R$6,30, enquanto no teste confirmatório de EIE-LVC o 

valor é de R$3,78. Neste sentido, o ensaio sorológico por citometria de fluxo apresenta forte 

potencial, pois além de apresentar valor unitário de reação próximos daqueles atualmente dis-

ponibilizados em campanhas de controle da LV, é uma metodologia diagnóstica capaz de for-

necer um diagnóstico mais acurado para a LVC (GAMA KER et al., 2013b; KER et al., 2013).  

Baseado nas informações geradas no presente estudo, podemos inferir que o teste 

LeishFlow permitiu uma análise diagnóstica superior ao encontrado nos métodos recomenda-

dos pelo MS, em uma plataforma única de ensaio sorológico. Além de tudo, demonstrou ser 

uma potente ferramenta biotecnológica, podendo ser utilizada em outros modelos metodológi-

cos, como o LeishPlex, outro protótipo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, que obteve 

ótimos resultados para o diagnóstico da LVC (KER et al., 2019). Diante desses resultados e a 

partir da ascensão da citometria de fluxo como alternativa para o estabelecimento de testes 

sorológicos mais assertivos e refinados, anseia-se a possibilidade do kit LeishFlow compor um 

novo protocolo de diagnóstico da LVC. Além disso, uma gama mais abrangente de opções de 

teste de diagnóstico é essencial para laboratórios privados e serviços veterinários no Brasil, 

dada a crescente demanda e impacto na saúde pública causado pela LVC. 
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Com os resultados obtidos, concluímos que o Kit LeishFlow apresenta um bom desempenho 

diagnóstico para LVC, com elevada reprodutibilidade diagnóstica e manteve as condições rea-

cionais no novo lote produzido. Ao compararmos com os dois testes sorológicos disponibiliza-

dos pelo MS para LVC com o LeishFlow, inferimos que nosso kit apresentou índices conside-

ráveis de desempenho (sensibilidade, especificidade, VPN). Dessa forma, demonstrou ser uma 

boa ferramenta biotecnológica para o diagnóstico sorológico da LVC. Diante desses resultados 

confirmamos que a citometria de fluxo proporciona um aumento na qualidade e segurança do 

diagnóstico da LVC, podendo ser empregada como teste diagnóstico único na LVC, e contribuir 

como uma nova técnica sorológica para melhorar as ações de controle voltadas para LV. 
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A partir dos resultados obtidos com este projeto, confirmamos o potencial diagnóstico do 

Kit LeishFlow como uma nova tecnologia diagnóstica disponível para ser empregada em cam-

panhas de controle da LV e/ou médicos veterinários em busca de um diagnóstico mais acurado 

e sensível. Futuramente, há a intenção de realizar um ensaio sorológico multicêntrico, utili-

zando o protocolo descrito neste estudo em diferentes laboratórios em distintas instituições do 

Estado de Minas Gerais e do Brasil. Dessa forma, pretendemos avaliar a aplicabilidade do teste 

em diferentes locais, bem como por diferentes técnicos e citometros de fluxo, e assim seriamos 

capazes de confirmar o potencial biotecnológico do kit em diferentes situações comuns e ine-

rentes aos laboratórios clínicos. Durante este estudo, elaboramos um Pitch para disponibilizar 

o LeishFlow ao mercado, ademais, há a intenção incluir o kit na Incultec (Centro de Referência 

em Incubação de Empresas e Projetos de Ouro Preto) e apresentá-lo a Startups, através da cri-

ação de um plano de negócios, e assim viabilizar o kit como alternativa para o diagnóstico da 

LVC.
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10. ANEXO A - BULA DO EIE-LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA/BIOMA-

GUINHOS 
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11. ANEXO B - BULA DO TR-DPP®-LESHMANIOSE VISCERAL CANINA/BIO-

MANGUINHOS  
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12. ANEXO C - BULA DO LEISHFLOW 
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13. ANEXO D – COMITÉ DE ÉTICA 



 

 

 


