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RESUMO 

 

Os métodos de diagnóstico sorológico são ainda as ferramentas mais realistas e 

aplicáveis para identificação de cães com leishmaniose visceral. A pesquisa por 

métodos sorológicos mais eficientes e de produção simplificada é importante para a 

identificação do reservatório canino, ação primordial para o controle da doença. Este 

estudo teve por objetivo o desenvolvimento e a avaliação do desempenho de um ELISA 

para leishmaniose visceral canina, utilizando como conjugado enzimático uma IgY anti-

IgG canina. Para isto, galinhas poedeiras foram imunizadas com IgG canina purificada e 

a IgY anti-IgG foi isolada das gemas dos ovos por precipitação com polietilenoglicol e 

purificada por meio de adsorção tiofílica. A especificidade frente ao antígeno 

imunizante foi verificada por imunodifusão radial dupla, ELISA e western-blot. O 

ELISA foi desenvolvido utilizando IgY conjugada a enzima peroxidase, tendo seus 

parâmetros de acurácia avaliados e comparados com o ELISA utilizando IgG de 

mamíferos conjugada a peroxidase. A concentração total de IgY isolada nas gemas foi 

constante, sem diferença significativa nos meses analisados (p>0,05), com média de 

97,55 mg de IgY/ gema. A IgY produzida reconheceu a IgG canina, demonstrando uma 

forte sensibilidade e especificidade no ELISA, porém na imunodifusão não foi detectada 

ligação da IgY produzida a IgG canina. Após a imunização, houve um aumento 

significante da produção de IgY específica do primeiro para o segundo mês (p<0,05) 

onde ocorreu um pico estável sem queda de produção até o final do período analisado 

(p>0,05). A IgY demonstrou ainda, forte reatividade no western-Blot frente a IgG 

canina purificada e a presente no soro de cão clinicamente saudável, não sendo capaz de 

reconhecer IgG de outras espécies animais. A conjugação da IgY a enzima peroxidase 

ocorreu sem danos à sua estrutura, com discriminação entre as amostras positivas e 

negativas em todas as diluições do conjugado e concentrações do antígeno testadas. O 

ELISA utilizando IgY conjugada a peroxidase apresentou 100% de sensibilidade e 100 

% de especificidade. A comparação dos parâmetros de acurácia do ELISA utilizando 

IgY com o ELISA utilizando IgG de mamíferos demonstraram valores idênticos. A 

repetibilidade do ensaio de ELISA IgY foi superior a encontrada com o ELISA IgG, 

com coeficiente de correlação intraclasse (ICC) estatisticamente significante 

(p<0,0001). Um maior agrupamento das amostras negativas e positivas, também 

verificada quando a correlação das duplicatas nas duas observações foram analisadas 

(p<0,0001). Diante de todos esses resultados a IgY ligada à peroxidase demonstrou ser 

um conjugado enzimático de excelente qualidade, revelando um melhor desempenho 

quando comparado ao conjugado produzido por mamíferos. 

Palavras chaves: Produção de IgY, Leishmaniose Visceral canina, ELISA. 
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ABSTRACT 

 

The serological diagnostic methods are still the most realistic and applicable tools for 

the identification of dogs with visceral leishmaniasis. The research for more efficient 

methods of simple execution for the identification of the canine reservoir is extremely 

important for disease control. The aim of this study was the development and 

performance evaluation of an ELISA assay for canine visceral leishmaniasis, using as 

enzyme conjugate an IgY anti-dog IgG. To this end, laying hens were immunized with 

purified dog IgG, and the IgY anti-IgG was isolated from the egg yolks by precipitation 

with polyethylene glycol and purified through thiophilic adsorption. The specificity 

against the immunizing antigen was assessed by double radial immunodifusion, ELISA 

and western-blot. The ELISA was developed using IgY conjugated to horseradish 

peroxidase enzyme, and the accuracy parameters were assessed and compared with 

ELISA using mammalian IgG conjugated to horseradish peroxidase. The total 

concentration of IgY isolated from the yolks was constant, no significant difference was 

detected over the months of duration of the study (p>0.05) and the mean was 97.55 mg 

IgY/ yolk. The IgY produced recognized dog IgG, showing a strong sensitivity and 

specificity in ELISA, but it was not detected in the double radial immunodifusion. After 

immunization, the production of specific IgY increased significantly from the first to the 

second month (p<0.05) and then a stable peak with no production decrease was 

observed until the end of the analyzed period (p>0.05). In the western-blot, IgY showed 

high reactivity against purified dog IgG and that present in the serum of clinically 

healthy dogs, and it was not able to recognize the IgG from other animal species. IgY 

was conjugated to horseradish peroxidase enzyme without any damage to its structure, 

distinguishing between positive and negative samples in all conjugate dilutions and 

antigen concentrations tested. The ELISA using IgY conjugated to horseradish 

peroxidase showed 100% sensitivity and 100 % specificity. The comparison of the 

accuracy parameters of ELISA using IgY and ELISA using mammalian IgG showed 

identical values. The repeatability of ELISA IgY was higher than that found with the 

ELISA IgG, with interclass correlation coefficient (ICC) was statistically significant 

(p<0,0001), a larger grouping of positive and negative samples that was also verified 

when the correlation of duplicates of both observations was analyzed (p<0.0001). Thus, 

IgY linked to horseradish peroxidase proved to be an excellent conjugate that showed 

better performance than the conjugate produced by mammals.  

Kew words: IgY Production, Canine Visceral Leishmaniasis, ELISA. 
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1- Introdução 

1.1- Leishmaniose Visceral 

A leishmaniose visceral (LV) humana, conhecida como calazar, é causada por 

protozoários intracelulares da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania. É uma doença importante, disseminada por áreas tropicais e subtropicais 

do mundo
1
. A sintomatologia humana é variável, podendo ocorrer desde casos 

assintomáticos até o calazar clássico que se caracteriza por emagrecimento progressivo, 

caquexia, febre intermitente, mal estar, anemia, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia 

generalizada, anasarca, hipergamaglobulinemia e progressiva imunossupressão celular 
2
.  

1.1.1- Transmissão e ciclo biológico 

A transmissão ocorre através da picada da fêmea do vetor das espécies 

Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi, nas Américas e do gênero 

Phlebotomus das espécies P. perniciosus, P. ariasi, P. neglectus no Velho Mundo 
1,3

. 

Diversos podem ser os hospedeiros vertebrados da LV. Na Índia e no Sudão, a doença, 

que é causada por L. (L.) donovani é uma antropozoose, transmitida de humano para 

humano através da picada do vetor infectado 
4
. Nas Américas e no mediterrâneo, a 

doença que é causada por L. (L.) infantum chagasi 
5
 é uma zoonose de canídeos 

(leishmaniose visceral zoonótica). Nos ambientes silvestres, canídeos como raposas 

(Dusicy onvetulus e Cerdocy onthous) e o marsupial (Didelphis albiventris) são 

considerados as principais fontes de infecção 
6
. Nos ambientes domésticos o cão 

apresenta-se como a principal fonte de infecção 
7
. 

O parasito apresenta-se de duas formas diferentes durante o seu ciclo de vida: 

promastigota ou forma extracelular, flagelada presente no vetor invertebrado e 

amastigota, a forma intracelular sem flagelo livre presente no sistema fagocítico 

mononuclear do hospedeiro vertebrado 
1
. O ciclo biológico tem início quando o vetor 

invertebrado, durante a alimentação, ingere em uma fonte de infecção as formas 

amastigotas, estas serão liberadas no estômago do vetor, aderindo-se, multiplicando-se e 

transformando-se em promastigotas. Numa próxima alimentação, juntamente com a 

saliva dos flebotomíneos, os promastigotas serão transferidos para um novo hospedeiro 

vertebrado, estabelecendo-se em células do sistema fagocítico mononuclear, onde se 

transformam em amastigotas 
8
. 



2 

1.1.2- Leishmaniose Visceral Canina 

A LV é o melhor exemplo de doença natural de ocorrência focal 
4
, pois o ciclo 

entre raposas e canídeos silvestres é mantido por flebotomíneos silvestres de forma 

equilibrada. As raposas são muito importantes na disseminação da doença para 

ambientes domésticos e peridomésticos, por serem animais de comportamento 

migratório constante. Devido a sua necessidade de conseguir alimento, chegam até as 

proximidades dos ambientes domésticos, onde acabam por servir de fonte de infecção 

para os flebótomos que podem transmitir os parasitos para outros vertebrados, 

principalmente os cães. Os cães por sua vez, servirão de fonte de infecção doméstica 

para o vetor, que podem infectar o homem 
9
.  

A transmissão de L. (L.) infantum chagas i
5
 em cães se dá por picadas de 

flebótomos, sendo descrita pela primeira vez em 1937 
10

, depois, inúmeros trabalhos 

descreveram a importância do cão como reservatório primário da LV como zoonose 
11, 

12, 13
. Cães, em áreas endêmicas têm uma grande prevalência de infecção e 

infecciosidade 
14

, podem apresentar infecções duradouras 
15

 e estão em contato direto 

com o homem, tanto no domicílio, quanto no peridomicílio. 

Fatores como idade e sexo parecem não estar relacionados a susceptibilidade na 

transmissão ao cão 
16

. Esta parece estar relacionada a polimorfismo de fatores genéticos. 

Solano-Gallego et al.
17

 demonstraram que cães da raça Ibizian hound, que vivem em 

áreas endêmicas, apresentam resistência natural a leishmaniose visceral canina (LVC) e 

raramente apresentam a doença clínica. A presença do gene NRAMP 1 (natural 

resistence-associated macrophage protein 1) em cães pode caracterizar suscetibilidade 

ou resistência à leishmaniose. Este gene codifica para síntese de proteína transportadora 

de íons importante no controle da replicação intra-fagolisossomal de vários agentes 

etiológicos, entre eles a Leishmania. Mutações no gene NRAMP 1 em cães culminam 

na suscetibilidade à doença 
18

. Quinnell et al.
19

, descreveram a relação entre os alelos 

DLA (DRB1, DQA1, DQB1) de MHC-II e o curso da infecção, demonstrando que a 

presença do genótipo DLA-DRB1 em cães está associado a níveis aumentados de IgG e 

presença de parasitos no PCR, confirmando o papel desse locus na suscetibilidade da 

doença canina 
19

. 

Ocasionalmente pode ocorrer a transmissão da doença por meios que não 

envolvam o vetor artrópode, como transmissão por meio de transplantes ou por via 
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transplacentária 
20

. Em cães já está provada a transmissão via transfusão, prática cada 

vez mais frequente na clínica veterinária, principalmente devido à falta de 

monitoramento de doadores 
21

, entretanto, o significado desses achados necessitam 

ainda ser determinados 
5
. 

1.1.3- Epidemiologia das Leishmanioses 

 As leishmanioses são endêmicas em 98 países ou territórios (Figura 1.1), 

existindo 350 milhões de pessoas em risco de contaminação. São estimados 2 milhões 

de casos novos ao ano. Desses, 500.000 casos novos anuais correspondem à LV, que 

causa no mundo 50.000 mortes ao ano, o que somente é superado, entre as doenças 

parasitárias, pelas estatísticas da malária. A LV atinge regiões da África, Índia, 

Américas (Central e Sul), Europa, Oriente Médio e China. Em regiões mais pobres, 

países em desenvolvimento, como Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão 

estão concentrados 90% dos casos registrados no mundo. Na América Latina, a LV 

ocorre predominantemente no Brasil 
5
. 

 

Figura 1.1- Distribuição geográfica mundial da Leishmaniose Visceral (fonte: WHO 
5
). 

No passado a doença no país apresentava caráter rural, a maioria dos casos eram 

registrados nas áreas rurais das grandes cidades 
6
. No período entre 2003 e 2009 (Figura 

1.2), foram registrados 34.583 casos de LV no Brasil. Em 2009, 47,5% dos casos 

humanos foram registrados no Nordeste, 19,2% na região Norte, 17,4% no Sudeste, 
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7,4% no Centro-Oeste e 0,2% no Sul, atingindo 21 unidades federadas e as cinco 

regiões do país 
22

. Atualmente, com aumento de casos nas regiões Sudeste e Centro-

Oeste, detectados predominantemente em áreas urbanas e periurbanas foi demonstrada 

uma mudança de perfil da LV no país de doença rural para doença urbana.  

 

Figura 1.2- Mapa de estratificação das áreas de transmissão de Leishmaniose Visceral 

no Brasil segundo município de residência e média de casos de 2007 a 2009 (fonte: 

SVS-Ministério da Saúde 
222

). 

Essa adaptação e passagem da doença rural para urbana, associada a fatores de 

risco como: status imunológico (doenças imunossupressoras, alimentação inadequada) e 

tratamentos ineficientes, causando resistência dos parasitos 
23

, tornam a LV uma doença 

de caráter emergente e um problema constante de saúde pública. Essa mudança ocorreu 

devido a fatores como a urbanização crescente, modificação do ambiente com 

construção de estradas e migração da população 
6
 além da variabilidade genética de 

vetores e hospedeiros envolvidos 
7
. Algumas espécies de flebotomíneos muito presentes 

nas Américas, L. (L.) shannoni e L. (L.) youngi, podem se infectar e transmitir o 

parasito, quando existe a disponibilidade de fontes de infecção, transformando áreas não 

afetadas em endêmicas 
7
. 
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1.1.4- Controle da Leishmaniose Visceral 

 O Brasil é o único país endêmico para LV que desenvolve um programa 

sistemático de controle epidemiológico e profilático desde 1980 
16

. Os métodos de 

controle utilizados no Brasil são: tratamento de casos humanos; eliminação de cães 

soropositivos e controle de vetor em ambientes domésticos e peridomésticos, com a 

utilização de inseticidas de efeito residual 
14

. A eutanásia de cães infectados não é aceita 

na Europa 
24

, sendo uma técnica de eficácia também discutida no Brasil 
16

, tanto por 

razões éticas, sociais, como pelo baixo impacto na redução da transmissão 
24, 25, 7

). A 

eutanásia de cães soropositivos é utilizada ainda, devido ao fato da quimioterapia para 

cães não ser recomendada pela Organização Mundial da Saúde, pelo crescente número 

de casos de resistência aos quimioterápicos observados em humanos 
26

. A identificação 

com consequente eutanásia de um cão infectado pode ser feita levando em consideração 

a associação de fatores epidemiológicos, clínicos e diagnósticos. Neste contexto, o 

conhecimento destes fatores tornam-se dados importantes para auxiliar as ações de 

controle da doença
6
. 

As normas do Ministério da Saúde no Brasil determinam que o ELISA deve ser 

utilizado como diagnóstico de triagem e a imunofluorescência indireta (titulação ≥ 1:40) 

como diagnóstico confirmatório, optando-se ainda, pelo uso de soros toda vez que a sua 

coleta e transporte for possível 
6
. A falta de eficácia do controle preconizado no Brasil 

se deve em parte à baixa sensibilidade do teste diagnóstico por imunofluorescência 

indireta realizada através de eluatos que são coletados a partir de sangue periférico dos 

cães embebidos em papel de filtro. É reconhecida a maior sensibilidade do ELISA sobre 

a imunofluorescência indireta 
15

 e do uso de soros em lugar de eluatos de sangue 
16,6

. 

O tempo prolongado entre o diagnóstico e a remoção do cão infectado, a 

dificuldade de coleta do maior número possível de amostras caninas 
16, 25,20 

e a recusa 

dos donos dos cães na hora da remoção
14

, são dificuldades constantes no controle da 

doença no Brasil. Não menos importantes, são as oscilações políticas, administrativas e 

econômicas que prejudicam a realização do programa de controle de forma efetiva. Por 

todas as razões descritas, novas estratégias são necessárias para um controle efetivo e 

uma das principais seria o desenvolvimento de métodos diagnósticos mais sensíveis e 

específicos, obtidos de forma mais simplificada e aplicáveis em larga escala. 

 



6 

1.1.5- Clínica na Leishmaniose Visceral Canina 

Os cães infectados podem apresentar diversas sintomatologias desde mais leves 

até as mais graves, como podem apresentar também ausência de sintomas 
27

. Desta 

forma os cães infectados podem ser classificados como: assintomáticos (ausência de 

sintomas), oligossintomáticos (os cães apresentam de 1 a 2 sintomas) e sintomáticos 

(apresentam acima de 3 sintomas) 
28

. Cães infectados com L. (L.) infantum chagasi 
5
, 

que apresentam quadro assintomático, resistem por longos períodos ou desenvolvem 

poucos sintomas podendo se curar espontaneamente 
15

, porém, tanto casos de cães 

sintomáticos ou assintomáticos podem culminar na eutanásia dos cães afetados 
29

. O 

período de incubação da doença canina é muito variável, podendo ocorrer de meses até 

anos após a infecção 
30

. 

 Os principais sinais presentes em cães doentes podem ser inespecíficos como 

febre por longos períodos, ou sinais clássicos e graves como a progressiva perda de peso 

até a caquexia. Lesões dermatológicas são as mais comuns manifestações descritas e 

incluem desde perda de pêlos localizada até generalizada e presença de úlceras de pele. 

Podem ser detectadas também: onicogrifose; lesões oculares como conjuntivite, 

ceratites e blefarites; glomerulonefrite devido ao depósito de complexos imunes; 

hepatite crônica devido à multiplicação de amastigotas em macrófagos com aumento do 

órgão, formação de granulomas em fígado e baço 
31,32

 ; linfoadenomegalia generalizada, 

observada clinicamente em linfonodos cervicais, poplíteos e esplenomegalia
 27

. Lesões 

ocorrem principalmente em órgãos ricos em células do sistema fagocítico mononuclear 

como fígado, rins, linfonodos, medula óssea, pele e trato gastrintestinal, geralmente com 

inflamação crônica 
27

. As coinfecções estão presentes em muitos casos (leishmaniose 

tegumentar, babesiose, erlichiose, parasitos intestinais, dirofilariose, leptospirose) sendo 

relatadas como comuns, agravando ainda mais o estado clínico do cão 
32

. 

Cães sintomáticos geralmente apresentam altos níveis séricos de anticorpos 

específicos que podem ser facilmente identificáveis 
25,33

. Entretanto, a sensibilidade de 

detecção de anticorpos geralmente é baixa em cães assintomáticos ou em estágio inicial 

de infecção 
34

, sendo essa uma consideração muito importante, já que em área endêmica 

ocorre alta prevalência de casos de cães assintomáticos 
35

, que pode ser de mais de 50% 

36
, além da possibilidade desses animais permanecerem assim por períodos 

indeterminados ou até por toda a vida 
36

, sendo o diagnóstico nesses casos 

imprescindível devido a infecciosidade desses cães para o vetor 
37

. O curso clínico da 
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LVC está ligado a fatores como, a ocorrência e a quantidade dos flebotomíneos, fatores 

intrínsecos dos parasitos envolvidos, principalmente relacionados a virulência das cepas 

e a predisposição genética e imunológica do hospedeiro 
30

. 

1.1.6- Resposta imune humoral na Leishmaniose Visceral Canina 

Na LVC é relatada a presença de uma forte resposta imune humoral. Cães 

infectados apresentam níveis séricos aumentados de anticorpos, principalmente da 

classe IgG, embora o aumento de imunoglobulinas, não esteja correlacionado a proteção 

34
 e sim a sintomatologia 

25
. Além disso, foi demonstrada uma correlação entre presença 

de sinais clínicos, presença de parasitos com resposta de anticorpos fortemente 

soropositiva 
25

, demonstrando que a detecção de anticorpos IgG anti-Leishmania mostra 

ser eficaz na identificação de cães infectados. 

De acordo com Deplazes et al.
 38

 níveis séricos altos de anticorpos IgG1 

apresentam-se significativamente aumentados em cães infectados, estando 

correlacionado com a gravidade da doença e presença de sinais clínicos, enquanto a 

IgG2 pode ser detectada em cães clinicamente normais naturalmente resistentes a 

infecção, assintomáticos. Entretanto estes resultados são controversos e diversos estudos 

demonstraram diferentes perfis relacionados a subclasses de IgG na LVC 
39, 40 ,31, 41, 42,43

. 

Segundo Day 
44 

todos esses estudos foram realizados utilizando anticorpos policlonais 

anti-IgG1 e anti-IgG2 e a qualidade destes nestas condições torna-se discutível por não 

apresentarem a especificidade necessária. Quando testados por seu grupo, foram 

demonstradas reações cruzadas destes anticorpos com outras quatro subclasses de IgG 

(IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) purificadas por PCR-RFLP 
44

. 

A resposta mediada por IgA, foi encontrada em altos níveis em cães que sofrem 

da doença de forma aguda, estando sua produção relacionada ao intenso parasitismo nos 

diferentes tecidos, pois é produzida quando o parasito se espalha por diferentes partes 

do corpo, inclusive mucosa 
45

. A resposta de IgM, ocorre de forma mais tardia, após 

aparecimento da resposta IgG, demonstrando não ser bom marcador de fase aguda 
45

. 

Mais recentemente foi demonstrada a presença de resposta por anticorpos da classe IgE 

em cães sintomáticos demonstrando a possível utilização desta classe como marcador 

ativo da doença 
31

 
46

.  

Pode-se dizer que a infecção de animais sintomáticos está relacionada a altos 

níveis de imunoglobulinas anti-Leishmania das classes IgG, IgE e IgA 
46, 41

. Entretanto, 
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correlação destas imunoglobulinas e subclasses de IgG como marcadoras de resistência 

ou suscetibilidade ainda é considerada controversa não sendo descrito ainda um claro 

padrão de comportamento frente a infecção 
44

. 

1.1.7- Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina 

 O diagnóstico precoce da doença tem se mostrado útil no controle 

epidemiológico e na redução de casos humanos e caninos 
47

. As técnicas de diagnóstico 

para a LVC se baseiam além dos sinais clínicos, em métodos parasitológicos, 

moleculares e imunológicos 
3
.  

 A detecção direta do parasito, ainda é o método de escolha para o diagnóstico 
48

. 

Embora alguns desses procedimentos ofereçam simplicidade, são caracterizados por 

serem invasivos, significando a ocorrência de riscos para os animais como também 

impraticáveis em programas de saúde pública, em que um grande número de animais 

necessita ser analisado num curto espaço de tempo. Trata-se de um método seguro de 

diagnóstico, que apresenta 100% de especificidade uma vez que o resultado positivo é 

dado pela observação direta das formas amastigotas. Entretanto a sensibilidade deste 

depende do grau de parasitismo dos animais analisados, do tipo de material biológico a 

ser coletado, do tempo de análise dessas lâminas e do treinamento do observador 
6
.  

As formas amastigotas podem ser detectadas através de material retirado de 

biópsias cutâneas, punções ou fragmentos de órgãos alvo como baço, fígado, medula 

óssea e de linfonodos cervicais e/ou poplíteos, corados pelo método de Giemsa ou 

hematoxilina e eosina 
49

. Para detecção do parasito são utilizados ainda, os métodos de 

amplificação por cultura in vitro de fragmentos ou aspirados de tecidos inoculados em 

meio NNN bifásico, ou ainda a cultura in vivo, em que material infectado é inoculado 

em modelos experimentais apropriados, normalmente hamsters 
49

.  

 O método molecular mais utilizado para o diagnóstico da LVC, porém pouco 

utilizado na prática, é a reação de polimerase em cadeia (PCR), utilizada no diagnóstico 

de diferentes doenças parasitárias, incluindo a leishmaniose. É baseada na amplificação 

de sequências específicas do parasito. É um método sensível, específico e rápido que 

pode ser utilizado em diferentes amostras biológicas incluindo, amostras de sangue, 

linfonodos, medula óssea e pele 
3
.  
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Em áreas endêmicas o diagnóstico da doença é extremamente desafiador, devido 

à possível ocorrência de diversas e não específicas manifestações clínicas como também 

a existência de uma grande quantidade de cães com alta soroprevalência em estado 

subclínico. Vale ressaltar também, que a soroconversão em cães naturalmente 

infectados ocorre em média 94 dias após a infecção 
25

 seguida de período latente de 105 

dias, demonstrando que existe um período de 199 dias entre infecção e infecciosidade 

dos cães 
25

. No caso da LVC este é um dado muito importante, pois o controle é 

realizado através de métodos de avaliação de anticorpos. A existência deste período de 

infecção inaparente nos cães pode acarretar falhas durante o inquérito 

soroepidemiológico. A existência de técnicas sorológicas mais sensíveis se torna então 

imprescindível. 

Devido à ocorrência em cães infectados de uma alta correlação entre 

sintomatologia, infecciosidade e resposta fortemente soropositiva 
25

, os métodos 

sorológicos demonstram ser seguros e eficazes como métodos diagnóstico na LVC. Os 

testes sorológicos convencionalmente mais utilizados são o ELISA, a 

imunofluorescência indireta, a aglutinação direta e o western blot 
50

. As técnicas 

sorológicas utilizadas como método diagnóstico de escolha em inquéritos 

epidemiológicos, no Brasil, são o ELISA e a imunofluorescência indireta 
6
. Os métodos 

imunológicos se baseiam na detecção de anticorpos específicos anti-Leishmania no soro 

dos cães infectados 
30

.  

Os métodos sorológicos para LV demonstram especificidade e sensibilidade 

elevadas, o que é particularmente desejável. Embora tenham ocorrido avanços, são 

descritos ainda, problemas de reações cruzadas com outras doenças como: leishmaniose 

cutânea canina, tripanossomíases, erlichiose, rickettisiosis e toxoplasmose 
32

 
3
; 

51
. Por 

esta razão, métodos com níveis mais adequados e mais modernos, com uma maior 

sensibilidade e especificidade são desejáveis.  

A imunofluorescência indireta é considerada padrão ouro, a técnica de referência 

no diagnóstico da LVC 
49,50,3,52

. É um teste de análise quantitativa 
53

 que apresenta baixa 

especificidade, exige pessoal treinado e equipamentos específicos, sendo uma reação 

dispendiosa, não adequada em larga escala 
54

 e de interpretação subjetiva 
55

. Apresenta 

como uma de suas principais limitações à ocorrência de reações cruzadas com outras 

doenças como leishmaniose tegumentar, doença de Chagas, toxoplasmose e erlichiose 

32,51,3
. Outro problema está na presença de uma grande janela de detecção em casos de 
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doença inicial, ou seja, um período de incerteza, sendo o teste pouco eficaz na detecção 

de casos precoces 
55

. 

O Elisa é a metodologia mais utilizada, por ser um teste rápido, de fácil 

execução, leitura e de fácil adaptação a diversos antígenos. Pode ser utilizado para um 

grande número de amostras, em inquéritos epidemiológicos 
52

. Em comparação com a 

imunofluorescência indireta, é considerado um método mais sensível embora seja 

menos específico. Permite a detecção de baixos títulos de anticorpos, sendo pouco 

preciso para detecção no caso cães em estágio subclínico e ainda em cães 

assintomáticos 
56

. É um método quantitativo, o que limita a subjetividade na 

interpretação dos resultados 
49

. Apesar da elevada capacidade de detecção dos ensaios 

enzimáticos, um fator determinante para bons resultados é a natureza do antígeno 

empregado. 

Os métodos de diagnóstico sorológico são ainda, as ferramentas mais realistas e 

aplicáveis nas pesquisas epidemiológicas e clínicas para identificação de cães infectados 

57
, portanto, devem demonstrar adequada especificidade e sensibilidade, evitar 

resultados falso positivos ou negativos, que podem levar a transmissão da doença canina 

e humana ou a eutanásia desnecessária de um cão normal 
32,3,51

. A pesquisa de métodos 

mais eficientes e ao mesmo tempo melhor aplicáveis, principalmente em larga escala, 

torna-se importante no intuito de identificar o reservatório canino, o que é primordial 

para o controle da doença canina e consequentemente a humana 
14

. 

Uma abordagem para pesquisa de métodos novos seria o desenvolvimento de 

anticorpos policlonais desenvolvidos em aves (IgY). Diferentes pesquisas demonstram a 

excelente qualidade da IgY como imunorreagente, apresentando uma efetividade igual a 

IgG de mamíferos ou até mesmo superior 
58

. A produção de IgY em alternativa a IgG de 

mamíferos enquadra-se muito bem nesse perfil, demonstrando ser uma alternativa 

vantajosa aos anticorpos policlonais produzidos em mamíferos, adequando-se muito 

bem a produção em larga escala, de baixo custo e levando em consideração questões 

éticas, cada vez mais discutidas nas investigações científicas 
59

. 
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1.2- A imunoglobulina Y 

1.2.1- Histórico da Imunoglobulina Y 

Em 1893 Kemplerer demonstrou pela primeira vez a transferência passiva de 

anticorpos da galinha para ovo 
60

. Essa descoberta ficou esquecida até 1959 quando 

Russel & Bruch descreveram uma técnica de purificação de anticorpos utilizando ovos 

de galinha como alternativa a técnica utilizada para produção de IgG em mamíferos 
61

. 

Dez anos depois, em 1969 Leslie & Clem aprofundaram estudos na purificação e 

caracterização da imunoglobulina produzida por galinhas, que por sua similaridade com 

IgG de mamíferos também era chamada de IgG aviária. Além disso, demonstraram a 

diferença entre as duas e a produzida por galinhas passou a ser chamada de IgY por ser 

proveniente da gema dos ovos, devido a expressão de origem inglesa egg yolk 
62

. Nos 

anos seguintes, os resultados de Klemperer foram ganhando mais importância na 

medida em que o bem-estar animal tornou-se uma preocupação. Nos anos 1980 ocorreu 

um aumento nas aplicações comerciais da IgY. Em 1996, o grupo do European Centre 

for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), recomendou o uso da IgY em 

alternativa ao uso da IgG de mamíferos 
59

. Em 1999, a Tecnologia IgY foi aprovada 

como método alternativo de melhorar o bem estar animal, pelo Office Vétérinaire 

Federal na Suíça. Atualmente a IgY vem sendo utilizada tanto de forma comercial 

como na pesquisa científica, onde é objeto de estudo devido ao seu potencial de 

utilização tanto na imunoterapia quanto no imunodiagnóstico 
63

. 

1.2.2- Estrutura molecular da IgY 

 A IgY é um anticorpo policlonal descrito como imunoglobulina predominante 

no soro das aves, embora apresente-se em maior concentração na gema que no soro 
64

. 

A IgY é encontrada em aves, peixes, répteis, anfíbios e provavelmente em alguns peixes 

pulmonados, o que a diferencia da IgG que só pode ser encontrada em mamíferos. É 

considerada imunoglobulina ancestral da IgG, IgA e IgE de mamíferos 
65

, entretanto a 

IgY difere da IgG por ser capaz de mediar reações anafiláticas 
60

. 

 Quanto a estrutura tanto a IgY como a IgG possuem duas cadeias leves e duas 

cadeia pesadas (Figura 1.3). A maior diferença entre as duas moléculas é o número das 

regiões constantes da cadeia pesada: a IgG apresenta 3 regiões constantes (CH1-CH3), 

enquanto a IgY apresenta 4 regiões constantes (CH1-CH4) 
65

. Não existe ainda um 

consenso sobre o peso molecular da IgY, mas a maioria dos autores consideram como 
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sendo de ~180 kDa 
65, 66, 67, 58

 maior que o peso da IgG que é 150 kDa. Tal diferença 

deve-se a região constante adicional e a presença de carboidratos desta 
68

. A cadeia leve 

é formada por uma região constante e outra variável (CL e VL) e as ligações dissulfeto, 

responsáveis pela estabilização da cadeia leve (entre CL e VL) estão ausentes, o que 

torna as forças intermoleculares da IgY mais fracas em relação a IgG 
69

. A cadeia 

pesada é formada por um domínio variável e quatro constantes. Na cadeia pesada da 

IgY os domínios CH3 e CH4 estão mais relacionados aos domínios CH2 e CH3 da IgG 
65

. 

O domínio CH2 presente na estrutura da IgY está ausente na IgG, o qual provavelmente 

se condensa para formar a região da dobradiça na IgG 
58

. 

Outra diferença significativa da IgY em relação a IgG é a ausência da região da 

dobradiça, presente na IgG de mamíferos e responsável pela flexibilidade da porção Fab 

(porção responsável pela ligação antígeno e anticorpo). Em contraste, a IgY apresenta 

na cadeia pesada entre os domínios CH1-CH2 e CH2-CH4 resíduos de prolina e glicina 

que conferem certa flexibilidade a molécula 
58

 . A Fc da IgY também é responsável pela 

função efetora, como na IgG, esta apresenta carboidratos laterais nos domínios CH2 e 

CH3, diferindo da IgG que apresenta somente na região CH2 
58

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Representação esquemática da estrutura molecular da IgG de coelho e da 

IgY de galinhas (Modificado de Schade et al. 
70

 ). 

IgG de coelho             IgY de galinha 
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1.2.3- Características do Sistema imune das aves  

O sistema imune das aves consiste em órgãos linfoides primários e secundários. 

O timo e a bursa de Fabricius são componentes dos órgãos linfoides primários. O baço, 

a medula óssea, glândula de Harder, tonsilas cecais, os tecidos linfoides associados de 

mucosa e nódulos linfáticos são componentes dos órgãos linfoides secundários
 71

. Os 

nódulos linfáticos estão ausentes na galinha doméstica e no peru 
72

. Como nos 

mamíferos, o sistema imune aviário também é dividido em dois componentes: o inato 

não específico e o adquirido, que se caracteriza pela especificidade, heterogenicidade e 

memória, que se divide em celular e não celular (humoral) 
63, 58

. 

O componente celular que é constituído por linfócitos T diferenciados no timo, 

apresentam uma população celular muito heterogênea responsável por diferentes 

funções, entre elas pode-se destacar: produção de linfocinas, destruição de organismos 

externos, atividade supressora e efetora, aumentando a resposta de macrófagos, outras 

células T e linfócitos B 
221, 60

. 

 O componente não celular inclui os anticorpos e as células que os produzem, os 

linfócitos B. Estes são produzidos na fase embrionária no fígado e na medula óssea, e 

são diferenciados na Bursa de Fabricius, sendo deslocados para o sangue, fígado 

tonsilas cecais, medula, glândula de harder e timo, gerando resposta com produção de 

anticorpos depois do quinto dia da exposição a um antígeno externo 
58

. 

Da mesma forma que os mamíferos, quando as aves são expostas a um 

organismo estranho os macrófagos realizam a fagocitose, digerindo parcialmente 

moléculas proteicas desse organismo, apresentando em sua superfície um complexo 

formado por MHC de classe II e peptídeo, que será transportado por esse macrófago e 

expostos a linfócitos T (T-helper), os quais apresentam receptores específicos ao 

peptídeo apresentado. Posteriormente, esses linfócitos selecionam linfócitos B, que, 

uma vez ativados, diferenciam-se em plasmócitos produtores de anticorpos 
73,58

. 

Três classes de imunoglobulinas podem ser encontradas nas aves: a IgM, IgA e a 

IgY. A IgM e IgA são similares as imunoglobulinas de mamíferos em estrutura, peso 

molecular e motilidade na eletroforese 
60

. A IgY representa cerca de 75% do total de 

imunoglobulinas das aves 
74

, sendo a de maior predominância no soro e na gema. A 

IgM é a segunda imunoglobulina mais encontrada no soro das aves 
75

, apresenta cadeia 

pentamérica e pode ser encontrada no soro e na parte branca do ovo (clara). A IgA 
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apresenta-se tanto da forma dimérica como monomérica, podendo ser encontrada na 

bile, nas secreções intestinais, nas secreções respiratórias e na parte branca dos ovos 
221

. 

Porém, são encontrados somente traços no soro das aves 
75

. 

1.2.4- Diversidade das Imunoglobulinas 

Os vertebrados tem a possibilidade de produzir um grande número de diferentes 

moléculas de anticorpos, isto ocorre através de um processo de recombinação e 

expressão dos genes presentes tanto na cadeia leve como na pesada 
76, 77

. Através dos 

fragmentos gênicos V, D e J, pertencentes ao repertório celular ocorrem rearranjos e 

mutações responsáveis pelas diferentes especificidades frente aos diferentes antígenos 

78
. Em mamíferos existe um grande número de segmentos gênicos V, D e J que durante 

o desenvolvimento inicial se rearranjam e recombinam para a formação das regiões 

variáveis das imunoglobulinas 
221

. Nas aves esse mecanismo funciona de forma 

diferente, o repertório é bem menor. As galinhas apresentam a cadeia leve codificada 

por somente um gene V e um gene J, além da região constante, já a cadeia pesada 

apresenta um gene J e outro V e 16 segmentos gênicos D além da região constante. 

Esses rearranjos geram uma pequena diversidade nas células B aviárias. As aves 

atingem a diversidade necessária utilizando sequências de pseudogenes (Vψ) doadores 

de sequências gênicas, que são inseridos na região V da cadeia pesada e leve em um 

processo denominado conversão gênica 
79,80

. Outra diferença em relação aos mamíferos 

no processo de diversidade das imunoglobulinas, é que as aves somente rearranjam suas 

imunoglobulinas na bursa de Fabricius somente durante a embriogênese, enquanto os 

mamíferos podem fazê-lo durante toda sua vida de forma contínua 
221

. 

1.2.5- Transferência da IgY para a gema para progênie 

Assim como os mamíferos, as aves transmitem imunidade a seus descendentes 

transferindo imunoglobulinas do soro para a gema 
81

. Esses anticorpos são transferidos 

durante a formação do ovo. São fatores de proteção durante o todo o desenvolvimento 

do embrião, o que sugere a ocorrência de imunização passiva 
82

. A IgY é secretada do 

sangue da ave para a gema, continuamente, através de endocitose, por meio da 

membrana folicular do ovário para a gema dos oócitos em maturação. 
83, 84, 85, 86, 87

. A 

IgY é transferida por meio de um receptor específico (FcRY) presente na superfície da 

membrana do saco vitelínico 
88,89

. A região Fc da IgY (região constante), região de 

flexibilidade sem a presença de carboidratos e a região com os domínios CH2 e CH3 são 
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reconhecidos pelo receptor responsável pelo transporte 
89

. A passagem da IgY do 

sangue para o oócito demora aproximadamente de 3 a 6 dias 
90 

 
91

. 

A IgY é transferida em maior quantidade do soro para gema quando comparada 

a IgM e a IgA que são transferidas em menor quantidade, por secreção mucosa das 

células do oviduto, estando presentes somente na parte branca do ovo 
92

. Esta baixa taxa 

de transferência pode ser explicada pela facilidade do transporte de imunoglobulinas 

monoméricas, como a IgY, melhor incorporadas pela membrana folicular. A formação 

de dímeros e pentâmeros formados pela IgA e IgM respectivamente dificulta essa 

absorção devido ao tamanho dessas moléculas resultando uma baixa infiltração na 

membrana folicular 
75

. 

1.2.6- Propriedades físico-químicas da IgY 

 A IgY demonstra uma menor estabilidade frente a condições ácidas quando 

comparadas a IgG de mamíferos, foi verificado que a atividade da IgY foi quase 

completamente perdida em pH 3 
93, 69, 94

. Essa perda de atividade gerou mudança na 

conformação da molécula e dano na ligação com antígeno. Sob condições alcalinas, a 

atividade da IgY foi muito similar a IgG, alterando-se somente em pH 12, quando sua 

atividade reduziu de forma significativa 
93, 69, 94, 95,96

. Shin et al. 
97

encontraram resultados 

similares ao estudar a estabilidade da IgY tanto nas condições ácidas como alcalinas 
97

. 

Hatta et al. 
95

demonstraram que a IgY sob temperaturas de 60 ºC por 3,5 minutos 

não tem sua atividade imunológica afetada. Shimizu et al.
 94

 apresentaram resultados 

similares entretanto, demonstraram que a IgY perde grande parte de sua atividade a 70 

ºC. Segundo Shin et al. 
97

a IgY perdeu mais de 90% de sua atividade quando submetida 

a 80ºC 
98,97

. Estudos demonstram que alguns açúcares podem atuar como protetores em 

altas temperaturas, diminuindo a perda da atividade da IgY 
99,100

. 

Em relação às diferentes temperaturas de congelamento a IgY não tem sua 

atividade afetada, a não ser que esses processos de congelamento e/ou liofilização sejam 

repetidos 
94

. Um ovo após postura pode ser estocado a 4ºC por até 6 meses sem perda da 

atividade da IgY 
63

. A IgY quando conservada a -20 ºC pode permanecer por 12 meses 

com perda mínima de atividade 
63

. Olovsson & Larsson, 
101

 demonstraram que a IgY 

estocada a 4 ºC pode permanecer por anos sem perda de sua atividade. 
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 A valência da IgY é a mesma que a da IgG de mamíferos 
65

. A IgY é sensível a 

pepsina, perdendo toda sua atividade 
95

, demonstrando uma maior sensibilidade a essa 

protease quando comparada a IgG da espécie bovina 
94

, entretanto é resistente a 

proteases como a tripsina e quimiotripsina 
94

. A IgY também é relativamente estável a 

pressão, não havendo inativação até 4.000kg/cm2 
99

. O ponto isoelétrico da IgY (5,7-

7,6) é menor quando comparado a IgG (6,1-8,5) 
102

. A região Fc da IgY é a parte mais 

hidrofóbica da sua estrutura. Em comparação com a IgG de mamíferos a IgY apresenta 

uma maior hidrofobicidade em sua molécula 
103

, porém tem baixa habilidade de 

precipitar antígenos quando comparada a IgG de mamíferos, melhores resultados podem 

ser obtidos somente aumentando a concentração de sal 
59

. 

1.2.7- Vantagens da utilização da IgY 

A Imunização de galinhas representa uma ótima alternativa para produção de 

anticorpos policlonais 
104

. A IgY é uma excelente ferramenta no imunodiagnóstico por 

apresentar algumas características que conferem vantagens quando comparadas a IgG 

de mamíferos:  

A IgY não se liga a receptores Fc de mamíferos 

Os receptores Fc de mamíferos são encontrados em células sanguíneas 
78

. A IgG 

de mamíferos tem a capacidade de ligação a esses receptores celulares e isto pode gerar 

um problema na interpretação de testes imunológicos pois, algumas vezes agregados de 

IgG podem ser formados tanto durante a purificação quanto no processo de conjugação 

com diferentes enzimas, o que aumenta a ligação IgG-recetorFc, gerando um aumento 

na cor de fundo desses testes 
105

. A interação com receptores Fc pode causar ativação 

celular e mudança das proteínas de superfície, o que pode gerar problemas de 

interpretação quando imunoglobulinas de mamíferos são utilizadas na citometria de 

fluxo 
106

. A IgY não se liga a esses receptores podendo ser utilizada em alternativa para 

resolver esse problema 
64

. 

A IgY não ativa o complemento e não se liga ao fator reumatóide 

A capacidade da IgG ligar ao sistema complemento pode influenciar os 

resultados do ELISA, a cascata ativada pode levar o C4 a ligar com a região Fab da IgG 

de mamíferos podendo interferir com a ligação ao antígeno nessa região 
105

. A IgY é 
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capaz de ativar o complemento de aves, mas não de mamíferos 
64

, podendo ser utilizada 

para evitar esse problema. 

Fatores reumatóides são autoanticorpos que reagem com fração Fc das IgG, 

sendo responsáveis por resultados falso-positivos nas diferentes reações imunológicas 

78
. Como a IgY não apresenta a região Fc responsável por essa ligação, não causa 

resultado falso positivo 
107

. 

 A IgY não reage com proteína G de estreptococos e nem a proteína A de 

estafilococos  

Essas proteínas são utilizadas como imunoadsorventes em ensaios imunológicos 

devido a habilidade de se ligarem a fração Fc da IgG de mamíferos. Podem ser 

encontradas como contaminantes em amostras bacterianas, ligando-se aos anticorpos 

detectores com especificidade e causando resultados falso positivos. 
108, 109

. Foi 

demonstrado que IgY não reage com a proteína A ou com a proteína G, não 

interferindo, portanto, em testes imunológicos onde estas proteínas estão presentes 
110

.  

A distância filogenética entre aves e mamíferos 

Devido a esta característica, as galinhas são capazes de produzir anticorpos 

específicos contra antígenos de mamíferos altamente conservados, diferentemente de 

coelhos 
59

. Os antígenos conservados não geram resposta em mamíferos por 

permanecem ―mascarados‖ (reconhecidos como próprios) para seu sistema imune 

causando uma resposta fraca ou ausente 
63

. Essa distância contribui ainda para as 

diferentes especificidades de anticorpos entre essas duas espécies
 70

. O sistema imune 

das aves reconhece mais facilmente os epítopos de proteínas de mamíferos. Além disso, 

as aves são capazes de detectar epítopos diferentes dos detectados por mamíferos 
68

. A 

IgY é capaz de reconhecer epítopos de forma mais efetiva quando proteínas de 

mamíferos são utilizados com antígenos 
111

, não gerando reações cruzadas entre 

antígeno-anticorpo, característica comumente descrita, nas imunoglobulinas produzidas 

por mamíferos 
112

. Outra grande implicação disto, é a pouca reatividade cruzada que a 

IgY demonstra com a IgG de mamíferos 
113

.  
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As vantagens econômicas e operacionais 

Uma das principais vantagens econômicas e operacionais está relacionada à sua 

produção, que é contínua e em grande quantidade, durante todo o período de postura 
63

, 

aproximadamente dois anos 
114

. Destaca-se ainda, a maior quantidade de anticorpos 

produzidos por galinhas imunizadas em comparação aos mamíferos de pequeno porte, 

como o coelho 
111, 115, 70, 114,116

, comparando-se a produção de anticorpos de mamíferos 

maiores como cabras e ovelhas
 70

. Uma galinha produz de 5 a 7 ovos por semana, 

podendo chegar a produzir de 20 g de IgY/ano, com 1-10% de IgY antígeno específica 

117, 114
, um coelho, neste mesmo período, pode chegar a produzir 3 g de IgG 

116
. Além de 

produzir IgY rapidamente e em grandes quantidades, galinhas mantém altos níveis de 

anticorpos específicos por um longo período 
102

. Além da utilização de uma menor 

quantidade de antígeno requerido para imunização devido ao baixo peso corporal desses 

animais, reduzindo ainda mais o custo da produção 
118

. Outra vantagem que se pode 

destacar na utilização de galinhas como animais de experimentação é a facilidade de 

manejo (criação e nutrição) em condições laboratoriais, além de um custo mais baixo de 

manutenção quando comparado com os mamíferos normalmente utilizados como 

doadores de anticorpos, principalmente os de grande porte, diminuindo os custos com 

mão de obra 
63

. 

As vantagens éticas, relacionadas ao bem estar animal 

A utilização de galinhas para produção de anticorpos em alternativa a mamíferos 

na experimentação animal apresenta também vantagens éticas, enquadrando-se no 

princípio dos 3Rs 
61

. A substituição (replacement) que se traduz em substituir 

mamíferos por aves. A redução (reduction) que é empregada quando uma quantidade 

mínima de galinhas é utilizada para produzir uma grande quantidade de anticorpos, o 

refinamento (refinement) é empregado quando as gemas são utilizadas como fonte de 

anticorpos suprimindo a invasividade de procedimentos aplicados 
59

, além de descartar a 

eutanásia comumente realizada quando mamíferos são utilizados como doadores de 

anticorpos 
63

. 
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1.2.8- Produção de IgY 

1.2.8.1- Utilização de Gallus gallus como animal de experimentação 

Mesmo apresentando diversas vantagens já descritas anteriormente, a produção 

de IgY ainda é pouco difundida, seja por falta de informação sobre sua produção e 

utilização, ou pela falta de costume da utilização de aves como animais de 

experimentação 
68

. Quando se fala em produção de anticorpos policlonais, geralmente 

ruminantes equinos e lagomorfos são os animais de escolha
 119

. A ave doméstica acaba 

não sendo muito utilizada para este fim. 

Ao utilizar aves como animal de experimentação, as condições do 

estabelecimento de abrigo devem levar em consideração o comportamento típico da 

espécie. Mantê-las em condições laboratoriais é mais desejável. A utilização de gaiolas 

individuais é mais recomendável, principalmente para o acompanhamento de 

parâmetros como a higiene, a identificação dos ovos, avaliação de estresse e efeitos 

colaterais decorrentes do processo de imunização 
70

. Devem-se deixar disponível para 

os animais água e ração à vontade. O contato visual com outros da mesma espécie é 

muito importante para esses animais 
119, 63

. O local de manutenção deve ser arejado e 

iluminado, alternando períodos de claro e escuro. Deve ser um local tranquilo e 

silencioso para que não sejam submetidos a estresses desnecessários que podem 

influenciar diretamente na saúde a na queda da postura 
119

.  

O uso de animais convencionais ainda é a melhor alternativa quando comparadas 

a animais SPF (livres de patógenos específicos), mais onerosos do ponto de vista 

estrutural e de manutenção. Além disso, a comparação da produção de anticorpos em 

aves SPF e convencionais, utilizando o mesmo protocolo de imunização, demonstrou 

ser compatível 
70

. 

1.2.8.2- Imunização das aves  

 O desenvolvimento e a produção de anticorpos IgY específicos podem ser 

alcançados por meio da purificação da gema dos ovos de galinhas poedeiras imunizadas 

com antígenos apropriados. De um modo geral, muitos tipos de antígenos podem ser 

utilizados para produzir IgY antígeno-específica, tais como: proteínas, bactérias, vírus, 

parasitos, fungos, polipeptídeos, hormônios, toxinas, entre outros 
70

. Diferentes fatores 

afetam o sucesso desse processo: a escolha do antígeno e do adjuvante, a via e o 
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intervalo das inoculações. A toxicidade do antígeno deve ser considerada antes do 

processo de imunização, a contaminação com produtos químicos, com resíduos da 

preparação ou pH extremos devem ser evitados 
119

. A concentração do antígeno deve 

estar combinada com o adjuvante ideal para que as respostas sejam satisfatórias 
59

, a 

utilização da dose ideal é necessária, pois doses muito altas podem gerar supressão da 

resposta. Segundo Schade et al. 
70

, as doses ideias recomendadas para imunização de 

galinhas giram em torno de 0,10 a 100 mg de antígeno. Pequenos antígenos como os 

peptídeos podem ser carreados com proteínas maiores e mais imunogênicas para o 

sucesso da resposta 
70

. 

O tipo e a qualidade do adjuvante são fatores de importância para determinar a 

resposta ideal que gere altos níveis de anticorpos tanto no soro quanto na gema 
63

. O 

adjuvante completo de Freund’s (ACF) é o mais efetivo, entretanto gera efeitos 

colaterais como danos teciduais, inflamação e dor, gerando estresse do animal devido a 

imunização e isto não é desejável. A utilização do adjuvante incompleto de Freund’s 

(AIF) é uma alternativa, pois ele causa menos efeitos colaterais, entretanto sua resposta 

é menos eficiente 
59,63,70

. Para que isso seja evitado, a combinação do ACF na primeira 

imunização e do AIF nas subsequentes é preferivel para evitar efeitos adversos e induzir 

níveis elevados de IgY 
120, 121, 58

. Outros tipos de adjuvantes têm sido estudados em 

alternativa ao ACF e AIF na imunização de aves 
122,123,124,125.

 

 A via de imunização mais utizada em aves para produção de IgY é a 

intramuscular
 70

, por ser considerada uma das mais seguras 
119

, a musculatura do peito é 

a mais utilizada 
59

. Também são descritas a utilização das vias subcutânea e 

endovenosa, somente quando antígenos puros sem a presença de adjuvantes são 

utilizados para imunização, de forma lenta para evitar o choque anafilático 
59, 63,70

. O 

volume do inóculo utilizado para aves não pode ultrapassar 0,5 mL em cada ponto a ser 

utilizado 
119

 e preferencialmente deve ser dividido em vários pontos para evitar danos 

teciduais 
59

. O intervalo entre as imunizações depende da resposta individual e tipo de 

antígeno e adjuvante utilizados. Normalmente para aves utiliza-se 10 dias de intervalo 

da primeira imunização para as subsequentes. Entretanto, a recomendação é que este 

intervalo seja de 4 semanas. O importante é que este não seja tão curto que resulte na 

imunodepressão do animal 
63, 70

. 
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1.2.9- Obtenção da IgY 

1.2.9.1- Formação do ovo e composição da gema 

O sistema reprodutivo de uma galinha é constituído por ovário e oviduto (Figura 

1.4). Nas aves domésticas sexualmente maduras, somente o ovário e o oviduto esquerdo 

são funcionais 
126

. Os oocistos estão localizados no ovário, onde a gema é formada 
72

. 

Os constituintes da gema são sintetizados no fígado e transportados para o ovário 

através do sangue 
127

, junto com as imunoglobulinas sintetizadas nos órgãos linfáticos 

75
. Os oocistos tornam-se folículos após, receberem uma cobertura com a camada 

granular e são ovulados dentro do oviduto, onde receberam o albúmen e a casca. O 

oviduto é formado pelo infundíbulo, magnum, istimo, útero e vagina 
72

. O infundíbulo 

recebe o folículo ovulado, e é neste local que ele receberá outra camada de membrana 

vitelínica, a calaza, responsável por prender a gema aos pólos do ovo, além de ser 

coberto pelo albúmen, permanecendo por aproximadamente 18 minutos. No magno é 

onde 80% da albumina será recebida, onde o ovo em formação permanece por 3 horas. 

No istimo é onde o folículo (gema) recebe a membrana da casca. O processo final de 

formação da casca ocorre no útero, também chamado de glândula da casca, onde pode 

permanecerde 18 a 22 horas. Após processo de formação, o ovo passa pela vagina, local 

somente de passagem, alcançando a cloaca e é expelido 
127

.  

 O ovo é formado por 9,5% de casca, 65% de albumina e 27,5% de gema, o 

maior constituinte da gema são proteínas e lipídeos na forma de lipoproteínas 
220

. A 

gema ao ser sedimentada por centrifugação gera uma camada de grânulos e uma camada 

de plasma (sobrenadante). A camada de grânulos é formada por 70% lipoproteínas de 

alta densidade (α e β-lipovitelinas), 16% de fosvitina e 12% de proteínas de baixa 

densidade. A fração de plasma possui 78% das proteínas totais da gema, sendo 

composta por 86% de lipoproteínas de baixa densidade e 14% de livetinas 
129

. As 

livetinas são glicoproteínas globulares livres de lipídios, solúveis em água, e que são 

divididas em três classes: α, β e γ livetinas 
130

. A IgY é a proteína predominante da γ 

livetinas 
220, 131

. 
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Figura 1.4- Sistema reprodutivo de aves (galinhas) (Modificado de Kovacs-Nolan & 

Mine 
128

). 

1.2.9.2- Métodos de isolamento e purificação de IgY 

 A separação da IgY requer a remoção de toda a parte lipoprotéica e separação da 

fração solúvel em água, uma etapa adicional é necessária para separação da IgY (γ 

livetinas) das outras livitelinas (α e β livetinas) e das lipoproteínas de baixa densidade 

102
. Apesar de todas as vantagens da utilização da IgY na pesquisa, os métodos de 

isolamento e purificação na  rotina são muitas vezes considerados complicados devido a 

limitações existentes nesses protocolos 
132, 133

 e principalmente devido a alta 

concentração de lipídios na gema do ovo 
102

. As proteínas A e G comumente 

empregadas para a purificação de anticorpos policlonais de mamíferos, são incapazes de 

ligarem-se a IgY devido uma diferença na região Fc deste anticorpo 
132, 133

. 

Em geral os métodos de isolamento e purificação de IgY podem ser divididos 

em três grupos: de precipitação, cromatográficos e de ultrafiltração 
134

. O método de 

precipitação envolve a utilização de ácido caprílico 
135

, sulfato de sódio 
136

, sulfato de 

amônia 
136, 135

, caragenean 
137

 e polietilenoglicol (PEG) 
102, 136, 137,

 
138

. Os métodos 

cromatográficos podem incluir a cromatografia de afinidade, cromatografia de troca 

iônica, de interação hidrofóbica, de interação tiofílica e gel filtração 
70

. A utilização de 
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solvente orgânico como o clorofórmio não é apropriado, já que este e um agente 

desnaturante, tornando não aproveitáveis a utilização dos grânulos resultantes da 

delipidação, além de ser um produto tóxico para o manipulador. Para o isolamento e a 

purificação da IgY esses métodos podem ser utilizados de forma isolada ou em 

combinação de acordo com critérios como: quantidade de anticorpo isolado, pureza e 

atividade biológica 
63

, escala de produção (laboratorial ou industrial), custo, tecnologia 

disponível no local e do impacto no ambiente
 70

.  

A precipitação utilizando PEG deve ser destacada por ter se tornado a mais 

utilizada e por se mostrar efetiva na purificação de quantidades consideráveis de 

anticorpo, utilizando um método de fácil execução e boa reprodutibilidade além do 

baixo custo 
134

. Envolve dois passos importantes: o primeiro é a remoção de lipídeos e o 

segundo é a precipitação da IgY do sobrenadante sem lipídeos. A técnica consiste na 

diluição da gema em tampão fosfato salina e incorporação de duas diferentes 

concentrações do PEG uma de 3,5% e outra de 12% seguido de sucessivas 

centrifugações 
102

. O grande problema encontrado nesta técnica eram os resíduos do 

PEG na IgY que acabavam causando problemas em ensaios imunológicos devido ao seu 

potencial osmótico. Por isso, foi adicionada uma etapa de precipitação com etanol em 

baixa temperatura, para a remoção dos resíduos presentes 
138

. A pureza obtida gira em 

torno de 80 a 90%, e o rendimento de IgY por gema fica em torno de 40-80 mg/mL 
114

. 

Atualmente uma grande quantidade de estudos utilizam a cromatografia de 

afinidade em apoio aos principais métodos de isolamento de IgY 
139,

 
140, 141,142, 143, 116

. A 

purificação por adsorção tiofílica separa a IgY da matriz que não demonstra 

propriedades tiofílicas, retirando de 90-95% da matriz protéica 
144

. Esse tipo de 

purificação atualmente é muito utilizada e demonstra ter uma excelente efetividade na 

retirada de lipídeos não extraídos pela maioria dos processos de isolamento, inclusive o 

PEG 
143, 116

. Sua utilização torna-se necessária principalmente quando se quer utilizar a 

IgY como anticorpo secundário, com a necessidade de conjugação dessa molécula a 

uma enzima ou fluorocromo, pois os interferentes presentes atuam dificultando o 

processo de reconhecimento da IgY ao antígeno contra a qual foi produzida, além de 

interferir diretamente em processos de conjugação com diferentes tipos de enzimas 
63

.  
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1.2.10- Aplicações da IgY em Biotecnologia 

Anticorpos provenientes de aves podem ser produzidos contra inúmeros tipos de 

antígenos e aplicados em diferentes métodos para vários propósitos 
68

. Atualmente a 

maioria das pesquisas envolvendo a tecnologia de IgY abordam duas grandes linhas: a 

produção de IgY para ser utilizada no imunodiagnóstico e a produção de IgY para 

utilização na imunização passiva 
70

.  

Para o imunodiagnóstico a IgY demonstra ser um excelente imunorreagente 

devido suas diferentes vantagens frente a IgG de mamíferos explicitadas na tabela 1.1. 

Além disso, demonstra que pode ser utilizada da mesma maneira que a IgG de 

mamíferos em testes de imunodiagnóstico 
63

. Muitas publicações descrevem a IgY 

como um imunorreagente com sensibilidade e especificidade revelando na comparação 

com imunoglobulinas de mamíferos, um desempenho igual ou superior 
63,104,58.112

.  

A IgY já foi utilizada como anticorpo primário para detecção de outros 

anticorpos, peptídeos, hormônios, toxinas, microrganismos, tanto de origem animal 

quanto de origem vegetal 
145, 146, 70, 147, 143, 114, 218

. Também demonstrou funcionar de 

forma adequada como anticorpo secundário, sem danos a sua estrutura ou função, 

quando as técnicas de conjugação utilizadas para imunoglobulinas de mamíferos foram 

aplicadas 
63, 70

. Já foram descritos procedimentos de conjugação da IgY com diferentes 

enzimas e fluorocromos. Destacam-se a conjugação com biotina 
101

, fluresceína 
149

, 

peroxidase de rabanete 
150

 e com partículas de ouro coloidal 
151

. Além disso, a IgY 

como base em imunoensaios demonstrou ótimos resultados de sensibilidade e 

especificidade e ausência de reatividade cruzada em diferentes técnicas 
152, 153, 106; 154

.  

Motoi et al.
152 

imunizaram galinhas com duas diferentes proteínas recombinantes 

de vírus rábico a nucleoproteína (rN) e a fosfoproteína (rP). Para avaliar a capacidade de 

ligação da IgY ao vírus foram utilizadas as técnicas de western-blot, imunofluorescência 

indireta e imunohistoquímica. Os resultados do western-blot demonstraram que a IgY 

produzida foi capaz de se ligar com especificidade duas proteínas com o peso molecular 

correspondentes a rN e rP. Na imunohistoquímica, a IgY demonstrou ligação específica 

aos antígenos virais presentes nos neurônios de ratos infectados, indicando a ligação a 

rN e rP respectivamente. Na imunoflorescência indireta, a IgY foi capaz de reagir com 

proteínas virais presentes em monocamadas de células infectadas 
152

. 
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Motoi et al. 
153 

imunizaram galinhas com a proteína recombinante do vírus 

rábico (rG-F2), obtendo uma IgY anti rG- F2. A IgY foi capaz de detectar sob 

monocamadas as células infectadas com vírus da raiva na reação de imunofluorescência 

153
. Além disso, a inoculação de anticorpos IgY em camundongos infectados com o 

vírus foi capaz de reduzir a mortalidade 
153

. 

Calzado et al.
 106

, purificaram uma IgY anti-IgG de rato com alto grau de pureza, 

que foi conjugada com isotiocianato de fluresceína (FITC) para utilização como 

anticorpo secundário na citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que a razão 

IgY/FITC foi adequada, sendo obtida uma diluição de trabalho do anticorpo de 1:40, 

considerada ótima e o conjugado Y foi capaz de reconhecer os antígenos de superfície 

celular da mesma forma que o conjugado produzido em mamífero testado em 

comparação 
106

. 

Lee et al. 
155

 produziram uma IgY específica contra uma proteína recombinante 

(rpIL6) de interleucina 6 de suínos (IL-6). Foi desenvolvido um ELISA de captura para 

a detecção de IL-6. A IgY foi utilizada como anticorpo de captura de Il-6 em amostras 

de sangue e uma IgG de camundongo específica a rpIL6 foi também produzida em 

paralelo e utilizada como anticorpo de detecção. O ELISA de captura foi capaz de 

detectar cerca de 10 ng/mL de rpIL6, o que demonstrou a excelente especificidade da 

IgY frente ao antígeno e confirmando seu valor como anticorpo de captura no ELISA 

155
. 

Kim et al. 
156

 produziram em paralelo anticorpos monoclonais (Mab) e IgY 

contra proteínas de flagelo de Listeria monocytogenes, para o desenvolvimento de um 

ELISA utilizando como anticorpo de captura Mab 2BI e como anticorpos de detecção a 

IgY (IgY-HRP) e Mab 7A3 (Mab 7A3-HRP) conjugados a peroxidase. O Mab 7A3-

HRP, apresentou um limite de detecção de 1x10
6 

L. monocytogenes/ 0,1 mL enquanto 

que a IgY-HRP apresentou um limite de detecção de 1x10
5 

L. monocytogenes / 0,1 mL. 

A força de detecção da IgY foi dez vezes menor quando comparada ao Mab. Entretanto 

mesmo tendo a menor capacidade de detecção a IgY provou ser um anticorpo específico 

para detecção de flagelo de L. monocytogenes e a utilização do ELISA Mab- IgY HRP 

demonstrou ser eficaz para a detecção de Listeria spp 
156

. 

Outra ferramenta da tecnologia de IgY no imunodiagnóstico é a produção de 

anticorpos monoclonais 
70

, técnica desenvolvida originariamente para mamíferos já é 
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utilizada com sucesso em células de galinha 
68

. São produzidos contra diferentes 

antígenos 
157,

 
158, 159, 160

, demonstrando ser vantajosa pois combina as propriedades dos 

anticorpos monoclonais com as vantagens da utilização dos anticorpos provenientes de 

aves. Demonstra ser o futuro das pesquisas da tecnologia de IgY 
70

. Uma das únicas 

limitações da utilização da IgY no imunodiagnóstico é a pouca habilidade em precipitar 

antígenos. Entretanto, foi descrito que essa condição pode ser melhorada utilizando 

tampões com altas concentrações de cloreto de sódio a 1,5 M com 5% de 

Polietilienoglicol 
63

. 

Na imunização passiva a IgY pode ser chamada de ―alimento funcional‖ sendo 

utilizada para o tratamento e profilaxia de diferentes doenças entéricas tanto na 

medicina humana como na veterinária 
70

, para diversos microrganismos: Salmonella. sp 

161
, Campylobacter jejuni 

162
, Escherichia coli 

163; 164, 165
, Rotavirus 

95
, Coronavirus 

166
 , 

Helicobacter pylori 
167

, Streptococcus mutans 
168

. A IgY é resistente à barreira gástrica 

96
. Entretanto, pesquisas relacionadas a utilização de microcápsulas carreadoras para 

proteção da IgY neste ambiente são descritas 
96, 169, 220

. A IgY vem sendo ainda 

empregada no estudo da inibição de xenotransplantes, demonstrando resultados 

satisfatórios de inibição sem alteração da forma e função celular tanto in vitro 
170

 como 

in vivo
 171

. Uma característica muito explorada do sistema imune das aves é a passagem 

de anticorpos e substâncias para os ovos. Estes são reconhecidamente bons modelos de 

biorreator, pois diversas substâncias como drogas ou anticorpos recombinantes, podem 

ser excretadas diretamente na gema ou na clara e utilizadas para o tratamento de 

diferentes doenças 
88

. 

Tabela 1.1: Vantagens da IgY como um imunorreagente (Modificado de Dias da Silva 

& Tambourgi 
112

). 

 
Itens comparativos 

 
IgG produzida em  mamíferos 

 
IgY produzida em aves 

 
Reposta imune frente a 

antígenos de mamíferos 
Discreta em função da 

proximidade filogenética 
Favorecida pela distância 

filogenética 
Eutanásia Pode ser necessária Não 

   
Fonte de coleta Sangue Gemas dos ovos 

   
Tipo de coleta Invasiva / coleta de sangue 

eutanásia pode ser necessária 
Não invasiva / coleta dos ovos 

eutanásia não é necessária 
   

Produção de anticorpos Pouca quantidade  
3 g de IgG/ano 

Muita quantidade 
20 g de IgY/ano 
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Método de Isolamento e 

Purificação 
Etapas complexas e custosas Etapas simples e economicamente 

viáveis  
   

Duração da produção de 

anticorpos 
Duradoura (5 % IgG específica ao 

antígeno) 
Duradoura (1-10% IgY específica 

ao antígeno) 
   

Ativa complemento / fator 

reumatóide 
Sim Não 

   
Ligação a receptores Fc 

celulares 
Sim Não 

   
Ligação com proteína A e G Sim Não 

   
Estabilidade Estável pH 3-10 

perde acima de 70⁰C 
Estável pH 4-10 

perde acima de 70⁰C 

   
Avidez  Seletivamente alta Geralmente alta 

   
Conjugação a enzimas e 

fluorocromos 
Facilmente realizável Facilmente realizável 

   

 
Aplicações 

Dot Blot, Western-blot, 

Imunodifusão, Imunoeletroforese, 

Imunohistoquímica, ELISA, 

Imunofluorescência, Citometria 

de Fluxo, Imunocromatografia 

Dot Blot, Western-blot, 

Imunodifusão, Imunoeletroforese, 

Imunohistoquímica, ELISA, 

Imunofluorescência, Citometria 

de Fluxo, Imunocromatografia 

 

1.2.11- Relevância da utilização da IgY para o diagnóstico da leishmaniose visceral 

canina 

O perfil epidemiológico da LV no Brasil mudou nos últimos anos, a doença tornou-

se urbana. Cada vez é maior o número de casos nas regiões metropolitanas. A doença 

canina reflete o quadro preocupante da doença no Brasil, já que cães infectados são a 

principal fonte de infecção para o vetor 
11, 12; 13

. É cada vez maior o número de áreas 

novas onde casos caninos são descritos. Recentemente, em junho de 2011 no Rio de 

Janeiro, foram confirmados 25 casos de LV em cães oriundos do bairro do Caju, região 

portuária do município. A pesquisa parasitológica realizada confirmou a infecção destes 

animais por Leishmania chagasi infantum e a pesquisa entomológica conduzida no local 

evidenciou a presença do vetor Lutzomyia longipalpis, classificando assim, o bairro do 

Caju como o primeiro foco com transmissão de LV canina na área central do município 

do Rio de Janeiro 
172

. 
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A melhoria nos testes de diagnósticos para a doença tem sido cada vez mais 

estudada. Muitas são as pesquisas para o aprimoramento da qualidade dos antígenos 
173, 

48, 15, 174, 175
, das plataformas diagnósticas, com os testes rápidos 

176, 177
. Entretanto, a 

melhora da qualidade dos anticorpos secundários não parece ser um interesse da maioria 

das pesquisas realizadas na área. A elaboração de testes diagnósticos mais sensíveis, 

específicos, de baixo custo e aplicáveis em larga escala são necessárias. 

As imunoglobulinas de mamíferos são as mais utilizadas como anticorpo secundário 

na maioria dos testes imunodiagnósticos, e com a LVC não é diferente 
3
. Sua utilização 

envolve questões operacionais como o baixo rendimento, métodos de purificação muitas 

vezes laboriosos e de maior custo, além de questões éticas devido aos métodos de coleta 

invasivos, a eutanásia e a manutenção desses animais como doadores de anticorpos 
63

. 

A utilização de imunoglobulinas proveniente de aves (IgY) neste contexto, torna-se uma 

alternativa principalmente devido as diferentes vantagens da IgY em relação as IgG de 

mamíferos, demonstrando um grande valor para a construção de testes mais sensíveis, 

específicos e de baixo custo. 
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2- Objetivos 

2.1- Objetivo Geral 

Desenvolver e avaliar o desempenho de um ensaio imunoenzimático para o diagnóstico 

da leishmaniose visceral canina, utilizando conjugado enzimático IgY anti-IgG canina 

produzido em galinhas (Gallus gallus). 

2.2-Objetivos Específicos 

 Hiperimunizar aves (galinhas poedeiras) com a IgG canina purificada e avaliar os 

efeitos adversos decorrentes do processo de imunização. 

 Isolar IgYanti-IgG canina da gema de ovos. 

 Purificar a IgY isolada por meio de adsorção tiofílica. 

 Verificar a especificidade da IgY frente ao antígeno imunizante. 

 Conjugar a IgY com a enzima peroxidase e avaliar sua atividade.  

 Desenvolver o ELISA para leishmaniose visceral canina, utilizando a IgY conjugada 

a peroxidase e avaliar os parâmetros de acurácia do ensaio. 

 Analisar comparativamente o ELISA IgY desenvolvido neste estudo com o ELISA 

que utiliza IgG anti-IgG canina produzida em mamíferos para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral canina. 
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3- Material e Métodos 

3.1- Delineamento do estudo 

 Produção e purificação de imunoglobulina Y proveniente de aves (galinhas 

poedeiras) hiperimunizadas com IgG canina, avaliação de parâmetros de produção, 

conjugação à enzima peroxidase, desenvolvimento e verificação da acurácia de um 

ensaio imunoenzimático (ELISA IgY-HRP) para o diagnóstico da LVC e comparação 

com o ELISA IgG produzida em mamíferos. 

3.2- Obtenção da imunoglobulina Y (IgY) anti-IgG canina de ovos de galinhas 

imunizadas 

3.2.1– Desenho experimental 

Foram utilizadas duas galinhas da raça Isa-Brown com idade entre 18-20 

semanas. As aves foram selecionadas quanto ao peso médio de 1,8Kg e mantidas 

individualmente recebendo ração e água potável ad libitum. Após a imunização 

completa, os ovos foram coletados diariamente por um período de 4 meses. Este estudo 

foi aprovado e teve todos os seus protocolos experimentais revisados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais- CEUA-Fiocruz. Número da licença: LW-1910 (Anexo 1). 

3.2.2– Hiperimunização das aves 

Para a imunização das aves, foi utilizada contensão mecânica, num período 

mínimo de 5 minutos por ave em local apropriado para o manejo, no período da manhã. 

Foi utilizada 200μg de IgG canina purificada (Dog gamma globulin fraction 

ultrapurified Rockland-Inc) emulsionada em 0,1mg/mL de adjuvante completo de 

Freund (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Foram realizados ainda, mais 

dois inóculos nas mesmas condições utilizando adjuvante incompleto de Freund (Sigma 

Immunochemicals Co-St. Louis-USA). As três inoculações ocorreram com intervalos de 

1 semana, por via intramuscular (im., Musculus pectoralis, lado direito e esquerdo) na 

musculatura peitoral com um volume final de 0,5 mL, distribuídos em vários pontos. 

Após um intervalo de 20 dias do último inoculo, os ovos começaram a ser colhidos 

diariamente e estocados de 4 a 8
º
C até o momento do isolamento da IgY.  
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3.2.3- Isolamento da IgY 

O isolamento foi realizado utilizando precipitação por Polietilenoglicol 6000 

(PEG-Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA) 102,
 
138

. A gema foi diluída 1:5 em 

PBS (0,018M, pH 7,6), essa solução foi precipitada com 3,5% de PEG, seguido de 

homogeneização, incubação por 20 minutos e centrifugação a temperatura ambiente 

(TA) a 5000 x g. O sobrenadante foi submetido a mais duas precipitações com 12% de 

PEG. Ao precipitado foram adicionados 2,5 mL de PBS a 0ºC, e um volume igual de 

álcool etílico absoluto a 50%, seguido de centrifugação a 10 000 x g por 25 minutos a 

5ºC negativos. O precipitado foi dissolvido em 2,5 mL de PBS e submetido a 

congelamento até a utilização.  

3.2.4- Determinação da concentração de IgY e avaliação do perfil de produção de 

IgY anti-IgG canina após a imunização 

A concentração de IgY após o isolamento e purificação foi mensurada por 

espectrofotometria a 280 nm e calculada de acordo com Lambert-Beerlaw utilizando o 

coeficiente de extinção de 1,33 para IgY 
62

. A fim de analisar o perfil de produção de 

IgY isolada anti-IgG canina, foram utilizadas as médias da produção de IgY em mg/mL 

dos animais ao longo de quatro meses após a imunização completa. 

3.2.5- Purificação da IgY por adsorção tiofílica 

Após o isolamento, a IgY foi submetida a um processo de purificação utilizando 

adsorção tiofílica em coluna Hitrap IgY purification (GE, Healthcare). A amostra e a 

coluna foram submetidas a um processo de preparação conforme as instruções do 

fabricante. Um total de 100 mg de IgY isolada foi aplicada. Solução de ligação (20 mM 

fosfato de sódio e 0,5M de K2SO4, pH 7,5) foi utilizada, para a retirada do material não 

ligado. A IgY purificada foi obtida utilizando solução de eluição (20 mM fosfato de 

sódio, pH 7,5). Para a retirada de material não ligado foi utilizada solução de limpeza 

(20 mM fosfato de sódio, pH 7,5; 30% de isopropanol). As frações (2mL) contendo IgY 

foram separadas através das maiores leituras de absorbância a 280 nm. A representação 

gráfica do perfil de purificação foi realizada utilizando as leituras individuais de cada 

fração. 
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3.2.6- Caracterização da IgYpor SDS-PAGE  

Após processo de isolamento e purificação, a IgY foi caracterizada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS PAGE 
178

, diluída a 1:4 e aplicada em gel 

de poliacrilamidacom SDS a10%. A corrida eletroforética foi realizada a 200 V 

utilizando sistema apropriado (Mini-protean Tetra Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc), por 

80 minutos. Para visualização, foi utilizada uma solução corante de Comassie Blue 

(0,4%) por 16 horas a TA em agitação lenta, seguida de descoloração (30% de álcool 

metílico e 10 % de ácido acético) até a visualização total das bandas protéicas.  

3.2.7- Avaliação do perfil de produção de IgYanti-IgG canina específica por 

ELISA 

A fim de analisar o perfil de produção de IgY isolada específica anti-IgG canina, 

o ELISA foi utilizado nas mesmas condições do item 3.2.8.2 com concentrações fixas 

ideais de 0,5 µg IgG/mL e 0,8 µg de IgY/mL. Para esta análise, amostras da IgY isolada 

de todos os ovos colhidos, durante quatro meses após a imunização foram utilizados. A 

representação gráfica foi realizada utilizando as médias das absorbâncias durante os 

quatro meses após a imunização. 

3.2.8-Verificação da especificidade da IgY frente a IgG canina 

3.2.8.1- Imunodifusão radial dupla 

 A imunodifusão foi realizada segundo protocolo descrito por Ouchterlony 
179

. 

Foram testadas duas diferentes soluções: uma contendo agarose (Sigma 

Immunochemicals Co-St. Louis-USA) 1% diluída em PBS 0,018M e outra contendo 

agarose a 1% diluída em solução salina a 0,9%. As soluções foram distribuídas sobre 

lâmina de vidro a uma altura de 0,5 cm. Para adição das amostras, após secagem do gel, 

foram realizados 6 orifícios com perfurador especial. As amostras de IgY isoladas e de 

IgG canina purificada foram diluídas respectivamente em PBS e solução salina 0,9% a 

1:10, 1:50, 1:100 e 1:200. O gel foi incubado em câmara úmida a 37
o
C, por 72 horas. 

Foram realizadas inspeções diárias para observação da linha de precipitação. 

3.2.8.2- ELISA 

Para analisar a reatividade da IgY frente a IgG canina, placas de ELISA (Maxi 

Sorb, Nunc) foram cobertas com IgG canina em diferentes concentrações (3,9 a 0,007 
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µg/mL) em tampão carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 

0,06M pH 9,6), incubadas de 4 a 8
o
C por 16 horas. Após duas lavagens com solução de 

lavagem (PBS 0,05% de Tween 20), foram adicionadas diferentes concentrações de IgY 

isolada e purificada (56,4 a 0,3 µg/mL) em solução de diluição (PBS 0,05% de Tween 

20 contendo 1% de caseína) seguido de incubação 1h a 37
o
C. Após três lavagens, foi 

adicionada anti-IgY conjugada a peroxidase produzido em coelhos (Promega 

Corporation, USA) diluída 1:1000 em solução de diluição, seguidas de incubação por 1h 

à 37
o
C. Após nova lavagem, a revelação foi realizada, protegida da luz, com solução 

reveladora (Na2HPO4 0,83M, ácido cítrico 0,33 M, pH 4,9-5,2, ortofenileno diamina 

0,05M, água oxigenada 30 %). Após 30 minutos, a reação foi paralisada com ácido 

sulfúrico 1M 
180

. Para a análise, foi utilizado leitor de microplacas (Test Line–Biotech 

Instruments, USA), com filtro de referência de 490nm e diferencial de 630nm.  

3.2.8.3- Western blot 

IgG canina, de cobaia, de carneiro, de ovelha, de coelho, de equino e de suíno 

(Rockland-Inc) bem como proteínas de soro de cão clinicamente saudável foram 

separadas por SDS-PAGE 
178

. A eletrotransferência foi realizada a 100 V, durante 120 

minutos 
181

. As membranas foram incubadas em solução de bloqueio (PBS 0,05% de 

Tween-20 e 5% de caseína) por 16 h 4
o
C em agitação lenta. Realizou-se lavagem por 5 

minutos, três vezes com solução de lavagem (PBS 0,05% de Tween-20). As membranas 

foram incubadas com IgY purificada na diluição de 1:250 por 2 horas a 37ºC em 

agitação lenta, seguida de nova lavagem e incubação com anticorpo secundário (anti-

chicken IgY [IgG], produzido em coelhos - Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-

USA), na concentração de 1:5000, por 1 hora a 37ºC em agitação lenta. As membranas 

foram lavadas submetidas à incubação com proteína A peroxidase (Sigma 

Immunochemicals Co-St. Louis-USA) ajustada na concentração de 1:500 por 1 hora a 

37ºC em agitação lenta. Para revelação foi utilizada solução de revelação (3,3 

diaminobenzidina (DAB), peróxido de hidrogênio a 30 %, cloreto de cobalto 1% em 

PBS), até o aparecimento das bandas. A reação foi paralisada com água destilada.  

3.3-Produção do conjugado IgY-HRP 

3.3.1- Conjugação da IgY purificada com peroxidase de rabanete (HRP) 

 O processo de conjugação seguiu as recomendações de Nakane & Kawaoi 
182

. 

Foi utilizada uma relação de 1 parte do anticorpo a ser conjugado para 1/2 de HRP. A 
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peroxidase foi diluída em água destilada numa concentração de 7,5 mg/mL e logo após, 

foi adicionado 375 µL de metaperiodato de sódio (NaIO4 0,1 M). Essa solução 

permaneceu em agitação constante por 20 minutos à temperatura ambiente, sendo 

submetida logo após a filtração em coluna Sephadex G-25-10 mL (GE-Healthcare) 

previamente equilibrada conforme instruções do fabricante com tampão acetato de sódio 

(CH3COONa 1mM, pH 4,4), um volume inicial de 3,5 mL foi desprezado e 1,7 mL foi 

coletado. Em seguida, o pH da mistura de peroxidase e metaperiodato foi ajustado para 

9,0 com tampão carbonato (Na2CO3 1M, pH 9,0). A IgY purificada (15 mg) foi 

submetida a filtração em coluna Sephadex G-25 previamente equilibrada com tampão 

carbonato de sódio (Na2CO3 0,01M, pH 9,5) um volume inicial de 2,5 mL foi 

desprezado e 1,5 mL foi coletado. Para a conjugação, o filtrado de IgY e o filtrado de 

HRP foram agitados lentamente por 2 horas em temperatura ambiente. Após foi 

adicionada uma solução de borohidrato de sódio (NaBH4 0,1 M). A mistura foi 

incubada por 2 horas a 4°C em repouso e filtrada em coluna Sephadex G-25 equilibrada 

previamente com PBS, de onde foram desprezados 2,5mL do volume do leito de coluna 

e coletados 3,0 mL do conjugado final. O conjugado foi estocado a temperatura de -

20°C em solução de PBS/Glicerol 70% em uma diluição 1:5. 

3.4- Desenvolvimento e avaliação do ELISA utilizando IgY-HRP para o 

diagnóstico da LVC e comparação com ELISA que utiliza IgG-HRP 

3.4.1- Grupo de estudo utilizado 

Para a avaliação do ELISA utilizando IgY-HRP, foram utilizadas amostras soros 

de cães domésticos (Canis familiaris) cedidos gentilmente pelo Laboratório de 

Vigilância em Leishmanioses Ipec/Fiocruz. Não houve a necessidade de submissão 

desta parte do trabalho a Comissão de Ética no Uso de Animais- CEUA-Fiocruz por se 

tratar de amostras de soros provenientes de um estudo previamente aprovado, com 

licenças de número: P286/06 e L023/06. Os soros selecionados foram divididos em dois 

grupos:  

Grupo I - LVC: amostras provenientes de cães com LV com presença de L. (L.) 

infantum chagasi. As amostras foram coletadas em área endêmica para a doença, na 

região metropolitana de Belo-Horizonte, Minas Gerais. Na ocasião da coleta, os animais 

deste grupo foram submetidos a retirada de fragmentos de pele íntegra para a detecção 

de parasitos por meio de cultura e isolamento, a determinação da espécie deu-se por 
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eletroforese de isoenzimas 
183

. Esses animais foram ainda submetidos a coleta de sangue 

para realização de testes sorológicos de Imunofluorescência Indireta (kit IFI–LVC Bio-

Manguinhos/Fiocruz) e ELISA (kit EIE–LVC Bio-Manguinhos/Fiocruz) apresentando 

resultados positivos. 

Grupo II – Controles: amostras provenientes de cães aparentemente saudáveis, sem 

detecção de L .(L.) infantum chagasi. As amostras foram coletadas na região 

metropolitana do Rio de Janeiro, área de transmissão esporádica para a doença humana 

6
. Na ocasião da coleta, os animais deste grupo foram submetidos a retirada de 

fragmentos de pele íntegra para a detecção de parasitos por meio de cultura e 

isolamento, que determinou a ausência dos mesmos. Esses animais foram ainda 

submetidos a coleta de sangue para a realização de testes sorológicos de 

Imunofluorescência Indireta (kit IFI-LVC Bio-Manguinhos/Fiocruz) e ELISA (kit EIE-

LVC Bio-Manguinhos/Fiocruz) apresentando resultados negativos. 

3.4.2- Tamanho da Amostra 

 Para o estudo de validação, o tamanho da amostra foi calculado considerando 

uma sensibilidade do ELISA que utiliza conjugado produzido em mamíferos para o 

diagnóstico da LVC de 94% 
184, 185

. Para o ELISA IgY-HRP foi estimada uma 

sensibilidade de 96%. Um número mínimo de 408 amostras, 204 soros de cães com 

LVC e 204 soros de cães controles foram calculados com erro α 5% e um poder de 

80%, utilizando-se o calculo amostras para equivalência de duas proporções. Entretanto, 

foram utilizadas 413 amostras, 204 de cães com LVC e 209 do grupo controle. A 

repetibilidade foi realizada dentro dos mesmos parâmetros, pelo mesmo observador em 

duas diferentes observações, utilizando duplicatas. 

3.4.3- ELISA para leishmaniose visceral canina utilizando IgY como conjugado 

enzimático (ELISA IgY-HRP) 

3.4.3.1- Obtenção do antígeno para utilização no ELISA 

3.4.3.1.1- Crescimento e manutenção in vitro da cepa de L. (L.) infantum chagasi 

A amostra de L. (L.) infantum chagasi, (MHOM/BR/1974/PP75) foi mantida 

através de repiques semanais de culturas de promastigotas em meio bifásico NNN 

contendo na fase sólida 37g/L de BHI, 2% de ágar e 5% de sangue desfibrinado de 
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coelho e na fase líquida 5mL de Schneider’s (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-

USA) suplementado [10% de soro fetal bovino (Nutricell, Brasil), 200 µg/mL de sulfato 

de estreptomicina (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA) e 200 UI/mL de 

penicilina (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA)]. As culturas foram mantidas 

em incubadora (BOD-Incubator, FANEM) a temperatura de 28 C. 

3.4.3.1.2- Obtenção do extrato bruto total de L. (L.) infantum chagasi para o 

ELISA 

Com a finalidade de obtenção de massa parasitária, 5mL de culturas de 

promastigotas na fase logarítmica de crescimento foram transferidas para garrafas de 

cultura de células (Techno Plastic Products - TPP, Suiça) contendo 50 mL de 

Schneider’s suplementado incubados a 28
º
C por aproximadamente 3 dias. Após esse 

período as culturas foram quantificadas e repicadas para 300 mL de Schneider’s 

suplementado, mantendo um inoculo inicial de 1x10
6
promastigotas/mL. Após quatro 

dias de incubação, período inicial da fase estácionária de crescimento 
43

 os 

promastigotas foram submetidas a centrifugação a 6000 rpm por 15 minutos. e lavadas 3 

vezes em solução salina estéril (NaCl a 0,9%). A suspensão celular resultante da última 

lavagem foi ressuspendida em tampão PBS com inibidores de protease contendo 1mM 

de Iodoacetamida, 1 mM de Fenantrolina e 1 mM de PMSF (Sigma Immunochemicals 

Co-St. Louis-USA). Posteriormente, foi realizada a lise celular constituída por 10 ciclos 

sucessivos de congelamento / descongelamento em solução contendo uma parte de gelo 

seco com uma parte de etanol absoluto (VETEC-Brasil), seguido por um processo de 

sonicação com somente um ciclo de 45 minutos a 65 Hz. Após, o extrato bruto foi 

submetido à centrifugação por 14 000 rpm por 10 minutos a 4 ºC e submetido à 

mensuração protéica 
186

 e estocagem a -20ºC até o uso.  

3.4.3.2- Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA) utilizando IgY-HRP como 

conjugado (ELISA IgY-HRP) 

O ELISA foi realizado seguindo modificações dos métodos de Voller et al. 
180

; 

Hommel et al. 
187 

e Coutinho et al. 
188

. Placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc) foram 

cobertas com 100 µL/poço de extrato bruto de L. (L.) infantum chagasi em tampão 

carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6) na 

concentração de 10 µg/ mL, incubadas de 4 a 8
o
C por 16 horas em câmara úmida. Após 

três lavagens com solução de lavagem (PBS 0,05% de Tween 20), foram adicionadas 
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em volume de 100 µL/poço amostras de soro canino de ambos os grupos de estudo 

diluídas 1:100 em solução de diluição (PBS 0,05% de Tween 20 contendo 2% de 

caseína) seguido de incubação por 55 min a 37
o
C em câmara úmida. Após três lavagens, 

a IgY-HRP foi adicionada em volume de 100 µL/poço diluída em solução de diluição 

na concentração de 1:1500, seguido de incubação por 55 minutos a 37
o
C em câmara 

úmida. Após nova lavagem, a revelação foi realizada, protegida da luz, com solução 

reveladora (TMB-Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Após 30 minutos, a 

reação foi paralisada com ácido sulfúrico 1M 50 µL/poço. Para as lavagens foi utilizada 

lavadora de placas automática (Anthos Fluido 96w2 - Instrulab). Para a análise, foi 

utilizado leitor de microplacas (Genius, Tecan), com filtro de referência de 450nm e 

diferencial de 620nm.  

3.4.3.2.1- Avaliação e titulação do conjugado IgY-HRP  

Para a titulação do conjugado IgY-HRP produzido, foi utilizado o ELISA 

(descrito no item 3.4.3.2). Como antígeno, extrato bruto de L.(L.) infantum chagasi foi 

utilizado em diferentes concentrações (5 µg, 7,5 µg, 10 µg e 20 µg/mL). Quatro 

amostras de soro canino dos dois grupos de estudo foram diluídas 1:100 em 1% de 

caseína (2 soros do grupo 1 e 2 soros do grupo 2). A IgY-HRP, foi testada como 

conjugado nas seguintes concentrações: 1:1000, 1:1500, 1:2000 e 1:3000. Os resultados 

foram expressos em unidade arbitrária (UA= média do soro positivo/ponto de corte do 

método; ponto de corte= média do soro negativo + 2 x desvio padrão). Foi escolhida 

como a melhor titulação aquela que apresentou os maiores resultados de UA, baixos 

valores de leitura no branco e amostras negativas e as altas leituras das amostras 

positivas. 

3.4.4- Teste diagnóstico comparativo para avaliação da qualidade 

3.4.4.1- Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA) utilizando IgG-HRP como 

conjugado (ELISA IgG-HRP) 

O ELISA foi realizado seguindo modificações dos métodos de Voller et al. 
180

; 

Hommel et al. 
187 

e Coutinho et al.
 188

. Placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc) foram 

cobertas com 100 µL/poço de extrato bruto de L. (L.) infantum chagasi em tampão 

carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6) na 

concentração de 7,5 µg/mL, incubadas de 4 a 8
o
C por 16 horas em câmara úmida. Após 

três lavagens com solução de lavagem (PBS 0,05% de Tween 20), foram adicionadas 
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em volume de 100 µL/poço amostras de soro canino de ambos os grupos de estudo 

diluídas 1:100 em solução de diluição (PBS 0,05% de Tween 20 contendo 1% de 

caseína) seguido de incubação por 45 minutos a 37
o
C em câmara úmida. Após três 

lavagens, a IgG-HRP foi adicionada em volume de 100 µL/poço diluída em solução de 

diluição na concentração de 1:150 000, seguida de incubação por 45 minutos a 37
o
C em 

câmara úmida. Após nova lavagem, a reação foi revelada protegida da luz, com solução 

reveladora (TMB-Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Após 30 minutos, a 

reação foi paralisada com ácido sulfúrico 1M 50 µL/poço. Para as lavagens foi utilizada 

lavadora de placas automática (Anthos Fluido 96w2-Instrulab). Para a análise, foi 

utilizado leitor de microplacas (Genius, Tecan), com filtro de referência de 450nm e de 

contraste de 620nm.  

3.4.4.2- Avaliação e titulação do conjugado IgG-HRP 

Para a titulação do conjugado IgG-HRP produzido foi utilizado o ELISA 

(descrito no item 3.4.4.1). Como antígeno, extrato bruto de L.(L.) infantum chagasi foi 

utilizado em diferentes concentrações (5 µg, 7,5 µg, 10 µg e 20 µg/mL). Cinco amostras 

de soro canino dos dois grupos de estudo foram diluídas 1:100 em 1% de caseína (2 

soros do grupo 1 e 3 soros do grupo 2). A IgG-HRP, foi testada como conjugado nas 

seguintes concentrações: 1:100 000, 1:150 000, 1:200 000 e 1:300 000. Os resultados 

foram expressos em unidade arbitrária (UA= média do soro positivo/ ponto de corte do 

método; ponto de corte= média do soro negativo + 2 x desvio padrão). Foi escolhida 

como a melhor titulação aquela que apresentou os maiores resultados de UA, baixos 

valores de leitura no branco e amostras negativas e as altas leituras das amostras 

positivas. 

3.5- Análise estatística 

Os resultados relativos à obtenção da IgY foram analisados a partir do Biostat 

5.0 software 
189

. Aplicou-se análise de variância pelo teste de Kruskal-Wallis para 

estabelecer ao longo dos meses após imunização, as diferenças de concentração de IgY 

isolada e a produção de IgY isolada específica anti-IgG. Inferiu-se o valor de p<0,05.  

Os ensaios de ELISA IgY-HRP e ELISA IgG-HRP foram realizados de modo a 

não desvendar o status diagnóstico das amostras, para evitar a ocorrência de viés de 

classificação. Para a avaliação da acurácia foi utilizado o programa MedCalc versão 

11.6.0.0. Na análise, o ponto de corte dos testes e os respectivos intervalos de confiança 
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foram determinados pela curva ROC, as performances dos dois testes foram comparadas 

de acordo com a área sobre a curva. O programa utilizado para análise avaliou alguns 

parâmetros necessários para o controle de qualidade dos testes: 

Especificidade: Proporção de todos os indivíduos sem a doença que apresentam 

resultados negativos quando o teste é utilizado. A especificidade é calculada com o 

número de verdadeiros resultados negativos dividido pelo número de todos os 

indivíduos sem a doença. 

 

Sensibilidade: Proporção de todos os pacientes com a doença que apresentam 

resultados positivos quando o teste é utilizado. É calculada pelo número de verdadeiros 

positivos divididos pelo número de todos os pacientes com a doença.  

 

Valores preditivos: Definido como a precisão de um teste prever uma doença. 

Classificado em valor preditivo positivo (número de resultados verdadeiro-positivo 

dividido pelo número de todos os resultados positivos do teste) e valor preditivo 

negativo (número de resultados verdadeiro-negativo dividido pelo número de todos os 

resultados negativos do teste). 

 

Curva ROC: Descrição gráfica do desempenho de um teste representado pela relação 

entre a taxa de verdadeiro-positivos e a taxa de falso-positivos. Representa a precisão 

intrínseca do teste. A precisão global de um teste pode ser descrita como a área sobre a 

curva ROC. 

 

Eficiência: Relação entre o número de resultados corretos no teste e o total de 

indivíduos testados (N), isto é, a proporção de diagnósticos corretos. 

Para análise da repetibilidade dos testes de ELISA IgY-HRP e ELISA IgG foi 

utilizado o programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versão 16.0 

utilizando o coeficiente de correlação intraclasse (ICC), que oferece uma estimativa da 

variabilidade das medidas devido as variações dos observadores. Valores acima de 0,75 

devem ser considerados excelentes, valores acima de 0,4 interpretados como evidência 

de boa confiabilidade, valor igual a 1 é considerado máximo 
190

. 
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A comparação entre as leituras em absorbância das duplicatas dos testes de 

ELISA IgY-HRP e ELISA IgG-HRP foi realizada no MedCalc versão 11.6.0.0 

utilizando o coeficiente de correlação de Pearson, com intervalo de confiança de 95%, 

considerando p<0,05 como significante.  
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4- Resultados 

4.1- Efeitos da imunização na biologia dos animais 

As aves utilizadas permaneceram sadias durante todo o processo de imunização, 

não apresentando também, nenhuma anormalidade em seu desenvolvimento. Nos locais 

das injeções não foram detectados dor a palpação, desconfortos ou edemas. Não houve 

danos teciduais no local das inoculações. O curto tempo de manipulação dos animais 

durante o processo de inoculação (5 minutos por ave) causaram nos animais baixos 

níveis de estresse e comportamento calmo durante os procedimentos. Após o 

procedimento de imunização completo, a postura das aves permaneceu estável por 4 

meses, com uma média de 1 ovo por dia por animal.  

4.2- Rendimento da produção de IgY 

O rendimento da IgY isolada revelou que nas amostras extraídas, as 

concentrações variaram de 14,28 a 65,48 mg/mL, com média de 39,02 mg/mL. O 

volume de IgY total extraída de cada ovo foi de 2,5 mL, com uma media de 97,55 mg 

de IgY /gema. Como o total de IgY total produzida considerada específica ao antígeno 

inoculado nas aves é de até 10% 
117,114

, neste trabalho uma média de 9,75 mg de IgY 

específica seria produzida em uma gema. 

Ao analisar a concentração de IgY isolada do precipitado após a imunização 

completa (Figura 4.1), foi observado um perfil constante durante todos os meses 

analisados, não sendo demonstrada diferença significante entre eles (teste de Kruskal-

wallis, H= 2,28, p>0,05). Sem a oscilação da concentração de proteínas durante o 

período analisado. 
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Concentração de IgY após Imunização Completa 

 

 

*Sem diferença significante entre os meses, p>0,05. 

Figura 4.1: Concentração de IgY medida por espectofotometria a 280 nm, após a 

imunização completa. As barras representam o desvio padrão. 

A produção de IgY isolada específica após a imunização é mostrada na figura 

4.2, revelando um nível alto da produção de IgY já aos vinte dias após a imunização 

completa. Houve um aumento significante de produção de imunoglobulinas do mês 1 

para o mês 2 (teste de Kruskal-wallis, H=17,86; p<0,05), a partir do qual ocorreu um 

pico de produção que permaneceu estável até o período final da coleta dos ovos. Não foi 

demonstrada diferença significante na produção de IgY nos três últimos meses de coleta 

de ovos, demonstrando que o nível de anticorpos permaneceu constante, sem apresentar 

queda de produção durante todo este período (teste de Kruskal-wallis,  H= 17,86; p 

>0,05).  

  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

1 2 3 4

m
g
/m

L
 

* * * 

Meses após Imunização Completa 

* 



43 

 

 

 

 

Figura 4.2: Produção de IgY isolada anti-IgG canina específica, por ELISA, após a 

imunização completa. As barras representam o desvio padrão. 

4.3- Perfil da IgY por SDS PAGE 

O SDS-PAGE da IgY anti-IgG canina em condições de redução é mostrado na 

figura 4.3A, a linha 1 revela a IgY isolada por PEG. Podem ser visualizadas diversas 

bandas de diferentes pesos moleculares, que variaram de 220 a 25 kDa. A cadeia pesada 

da IgY apresentou 68 kDa, enquanto a cadeia leve 27 kDa. As bandas proteicas 

acessórias visualizadas representam impurezas que não foram totalmente eliminadas no 

processo de purificação. Vale ressaltar que o perfil eletroforético da IgY demonstra uma 

pequena quantidade de bandas acessórias presentes o que caracteriza o bom resultado do 

processo de purificação obtido pelo uso da precipitação por polietilenoglicol. 
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Figura 4.3- Análise por SDS-PAGE em condições de redução da IgY anti-IgG canina, 

após isolamento por PEG (A) e purificação por adsorção tiofílica (B). Figura 4.3 A: 

Linhas: (M) – padrão de peso molecular; (1) – IgY isolada por PEG. Figura 4.3 B: 

Linhas: (M) –padrão de peso molecular; (1) – IgY purificada por adsorção tiofílica. 

A presença de bandas acessórias mesmo que em pequena quantidade justificou 

um posterior processo de purificação, realizado por meio de adsorção tiofílica. A figura 

4.4 mostra o perfil de purificação. As frações contendo a IgY após esse processo, foram 

obtidas do tubo 27 ao tubo 29, onde ocorreram as maiores leituras e consequentemente 

o pico de saída da amostra. Foi coletado um total de 6 mL de IgY purificada. As 

amostras foram reunidas e mensuradas resultando uma concentração final de 5,6 

mg/mL, obtendo-se em cada extração 34 mg de IgY purificada. 
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Figura 4.4: Perfil do processo de purificação da IgY utilizando adsorção tiofílica. 

O SDS-PAGE da IgY purificada em condições de redução é mostrado na figura 

4.3B, a linha 1 revela a IgY purificada, demonstrando um perfil semelhante ao 

apresentado anteriormente, a cadeia pesada da IgY apresentando 68 kDa, enquanto a 

cadeia leve 27 kDa. A diminuição de bandas acessórias pôde ser visualizada. Entretanto, 

foi verificada a presença de bandas entre 56,2 e 35,8 kDa ainda não eliminadas mesmo 

após o processo de purificação. 

4.4- Verificação da especificidade da IgY frente a IgG canina 

4.4.1- Imunodifusão Radial dupla 

 Não foi detectada a presença de linha de precipitação durante as 72 horas em que 

o gel foi analisado, em nenhum dos protocolos utilizados. 
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4.4.2- ELISA 

De forma similar, tanto a IgY anti-IgG canina isolada como a purificada 

demonstraram reatividade frente ao antígeno imunizante até a diluição de 1:51200 

(0,08µg de IgY), utilizando uma diluição de 1:40959 (0,05 µg) de IgG canina. 

Revelando uma excelente especificidade da IgY produzida frente ao antígeno 

imunizante, sem a ocorrência de prejuízos nem mesmo após o processo de purificação. 

4.4.3- Western-blot 

No western blot (Figura 4.5), a linha 1 demonstra que a IgY purificada foi capaz 

de reconhecer de maneira específica a IgG canina purificada. Foram visualizadas bandas 

de 216 kDa a 7,6 kDa, reconhecendo ainda com forte intensidade tanto a cadeia pesada 

(55 kDa) quanto a cadeia leve (22 kDa) da IgG canina 
204

. De modo semelhante, este 

anticorpo reconheceu também IgG de soro de cão clinicamente saudável (linha 2). A 

IgY não foi capaz de reconhecer IgG de outras espécies animais como a IgG de cabra 

(linha 3), IgG de cavalo (linha 4), IgG de suíno (linha 5), IgG de carneiro (linha 6), IgG 

de coelho (linha 7) e IgG de cobaia (linha 8). O que demonstra a forte sensibilidade e 

especificidade da IgY produzida frente a IgG canina purificada e a presente no soro 

além da ausência de reações cruzadas.  

Os resultados encontrados com a produção da IgY, isolamento, purificação e 

verificação da especificidade foram publicados como resumos nos anais do XLVII 

Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2011 (Anexo 2). Foram ainda 

submetidos para publicação no periódico Veterinary Immunology and 

Immunopathology. O manuscrito foi analisado e no momento está em fase de correção, 

solicitada pelo periódico para posterior publicação (Anexo 2). 
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              M      L1       L2      L3      L4      L5      L6      L7       L8 

 

Figura 4.5: Análise por western-Blot da reatividade IgY purificada anti-IgG canina com 

IgG purificada de diferentes espécies e soro de cão clinicamente saudável. Linhas:(M)- 

padrão de peso molecular. (1)- IgG de cão; (2) – soro de cão clinicamente saudável; (3) 

– IgG de cabra; (4) –IgG de cavalo; (5) –IgG de suíno; (6)–IgG de carneiro; (7) –IgG de 

coelho; (8)–IgG de cobaia.  

4.5- ELISA para leishmaniose visceral canina utilizando IgY como conjugado 

enzimático 

4.5.1- Avaliação e titulação do conjugado IgY-HRP e IgG-HRP 

 

Os resultados da titulação utilizando a IgY-HRP demonstraram capacidade de 

discriminação das amostras positivas e negativas para LVC até a diluição de 1:3000, 

diante de todas as concentrações de antígeno testadas (tabela 4.1), mostrando que a 

conjugação não alterou sua estrutura e capacidade de ligação diante da IgG canina 

disponível.  

Neste mesmo ensaio a titulação de trabalho (tabela 4.1) ideal foi avaliada. Foram 

encontradas medidas de UA altas em todas as diluições testadas. Utilizando a diluição 

de 1:1000 foram encontradas medidas de UA mais elevadas com 7,5 µg/mL, 10 µg/mL 

e 20 µg/mL de antígeno, na diluição de 1:1500 com 10 µg/mL de antígeno, na diluição 

de 1:2000 com 7,5µg/mL e 10 µg/mL de antígeno e na diluição de 1:3000 com 7,5 

µg/mL e 10 µg/mL de antígeno. A diluição de trabalho mais adequada foi a de 1:1500 

utilizando 10 µg/mL de antígeno, levando em consideração as altas medidas de UA, 
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leituras do branco baixas e dentro do esperado, as altas leituras das amostras positivas, 

as baixas leituras das amostras negativas e a discriminação entre elas. As outras 

diluições, mesmo apresentando valores de UA altas não foram utilizadas por 

apresentarem leituras de branco altas ou leituras baixas das amostras positivas. 

Durante a realização dos primeiros ensaios com as condições ideais definidas na 

titulação para o conjugado IgY-HRP, foi notada a presença de cor de fundo em alguns 

dos testes (leituras elevadas do branco), utilizando 1% de caseína como proteína 

bloqueadora. Foi constatado que essas leituras mais altas poderiam atrapalhar a 

interpretação. Mesmo que essa condição não tenha sido verificada para a maioria dos 

ensaios realizados, foi necessário para resolver esse problema, o aumento da 

concentração de caseína para 2%. 

Tabela 4.1- Resultados da avaliação e titulação da IgY-HRP. Representação da UA, das 

leituras em Abs das amostras e do branco frente as respectivas concentrações de 

antígeno e diluições da IgY-HRP testadas. 

 
Diluições de IgY-HRP 

[ Antígeno ] 1000 

 

Branco Negativos Positivo 1 UA 1 

Positivo 

2 UA 2 

5 µg/mL 0,215 0,259 1,634 5,320 1,013 3,298 

7,5 µg/mL 0,180 0,171 1,836 7,738 1,718 7,240 

10 µg/mL 0,166 0,147 1,399 9,210 1,999 13,157 

20 µg/mL 0,173 0,133 0,990 6,073 1,745 10,696 

 

1500 

5 µg/mL 0,157 0,264 0,804 2,141 1,201 3,196 

7,5 µg/mL 0,102 0,161 0,958 3,845 1,253 5,028 

10 µg/mL 0,052 0,117 0,800 6,564 1,338 10,982 

20 µg/mL 0,037 0,100 0,552 4,315 0,911 7,126 

 

2000 

5 µg/mL 0,085 0,093 0,446 2,745 0,794 4,611 

7,5 µg/mL 0,119 0,070 0,606 7,546 0,814 10,132 

10 µg/mL 0,097 0,083 0,687 6,858 1,053 10,519 

20 µg/mL 0,089 0,148 0,445 2,375 0,832 4,444 

 

3000 

5 µg/mL 0,020 0,066 0,378 4,671 0,558 6,883 

7,5 µg/mL 0,025 0,060 0,526 8,430 0,648 10,384 

10 µg/mL 0,027 0,063 0,450 6,397 0,726 10,311 

20 µg/mL 0,099 0,098 0,313 2,998 0,579 5,536 

 

 A diluição de trabalho para o conjugado IgG-HRP também foi analisada (tabela 

4.2). Foi escolhida como a melhor diluição de trabalho a de 1: 150 000 utilizando 7,5 

µg/mL de antígeno, levando em consideração as medidas mais altas de UA, as leituras 
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adequadas das amostras positivas, as mais condizentes com as leituras reais dos soros 

utilizados, as baixas leituras das amostras negativas e as baixas leituras do branco. O 

conjugado IgG-HRP foi capaz de discriminar as amostras negativas e positivas em todas 

as diluições e concentrações utilizadas, demonstrando ainda leituras altas nas amostras 

positivas, baixas nas amostras negativas, além de não apresentar cor de fundo na 

maioria das diluições e concentrações trabalhadas. A diluição de trabalho escolhida para 

o conjugado IgG-HRP foi mil vezes mais diluída, quando comparada ao conjugado IgY-

HRP. 

Tabela 4.2- Resultados da avaliação e titulação da IgG-HRP. Representação da UA, das 

leituras em Abs das amostras e do branco frente as respectivas concentrações de 

antígeno e diluições da IgG-HRP testadas. 

 

Diluições de IgG- HRP 

[ Antígeno ] 100 000 

 

Branco Negativos Positivo 1 UA 1 

Positivo 

2 UA 2 

5 µg/mL 0,012 0,074 0,542 4,046 0,444 3,314 

7,5 µg/mL 0,014 0,12 1,059 4,227 0,984 3,930 

10 µg/mL 0,015 0,083 1,206 6,014 1,547 7,714 

20 µg/mL 0,01 0,068 1,258 10,745 1,236 10,557 

 

150 000 

5 µg/mL 0,012 0,058 0,327 2,970 0,361 3,281 

7,5 µg/mL 0,012 0,054 0,763 5,293 0,750 5,204 

10 µg/mL 0,011 0,203 1,015 2,526 1,447 3,602 

20 µg/mL 0,019 0,095 1,492 14,482 1,332 12,931 

 

200 000 

5 µg/mL 0,013 0,05 0,432 2,949 0,281 1,921 

7,5 µg/mL 0,012 0,048 0,281 2,015 0,115 0,824 

10 µg/mL 0,023 0,08 0,555 2,800 0,205 1,036 

20 µg/mL 0,012 0,115 0,918 4,428 0,814 3,928 

 

300 000 

5 µg/mL 0,011 0,036 0,463 3,629 0,298 2,333 

7,5 µg/mL 0,049 0,045 0,569 4,865 0,427 3,655 

10 µg/mL 0,132 0,09 0,638 0,877 0,622 0,854 

20 µg/mL 0,01 0,138 0,664 1,493 0,590 1,328 

 

4.5.2- Avaliação dos parâmetros de acurácia do ELISA utilizando IgY-HRP como 

conjugado para LVC. 

 

Foi verificado que o melhor valor de ponto de corte indicado pela análise da 

curva ROC para o teste foi de > 0,156 (tabela 4.3). Utilizando este valor, não foram 

obtidas amostras falso positivas ou falso negativas, 204 amostras verdadeiro positivas e 
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209 verdadeiro negativas. O valor da especificidade e da sensibilidade do teste foi de 

100%. O valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) foi de 

100%, a área sob a curva foi 1. A eficiência do ensaio calculada apresentou um valor de 

100%. 

Tabela 4.3: Parâmetros de acurácia do ELISA para LVC utilizando IgY-HRP como 

conjugado. 

 

Parâmetros de Acurácia ELISA IgY-HRP (IC 95%) 

Ponto de corte  >0,156 

Especificidade 100% (98,3 - 100,0) 

Sensibilidade 100% (98,2 - 100,0) 

VPP 100% 

VPN 100% 

Eficiência 100% 

Área sob a curva 1 

 

4.5.3- Avaliação dos parâmetros de acurácia do ELISA utilizando IgG-HRP como 

conjugado para LVC 

O melhor valor de ponto de corte indicado pela análise da curva ROC para o 

teste foi de > 0,338 (tabela 4.4). Utilizando este valor, não foram obtidas amostras falso 

positivas ou falso negativas, 204 amostras verdadeiro positivas e 209 verdadeiro 

negativas. O valor da especificidade e da sensibilidade do teste foi de 100%. O valor 

preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) foi de 100%, a área sob a 

curva foi 1. A eficiência do ensaio calculada apresentou um valor de 100%. 

Tabela 4.4: Parâmetros de acurácia do ELISA para LVC utilizando IgG-HRP como 

conjugado. 

 

Parâmetros de Acurácia ELISA IgG-HRP (IC 95%) 

Ponto de corte  >0,338 

Especificidade 100%(98,3 - 100,0) 

Sensibilidade 100% (98,2 - 100,0) 

VPP 100% 

VPN 100% 

Eficiência 100% 

Área sob a curva 1 
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4.5.4- Correlação entre as duplicatas do ELISA IgG-HRP e ELISA IgY-HRP nas 

duas observações realizadas 

 

Os resultados dos coeficientes de correlação estão expressos na tabela 4.5. Os 

dois ensaios analisados demonstraram coeficientes de correlação excelentes, revelando a 

proximidade dos valores de absorbâncias das duplicatas nas duas observações. Tanto no 

ELISA IgY-HRP quanto no ELISA IgG-HRP, o primeiro ensaio demonstrou um menor 

agrupamento das duplicatas quando comparado com o segundo ensaio (figura 4.6 e 4.7), 

entretanto pôde ser observado um agrupamento maior das amostras do ELISA IgY-HRP 

tanto na primeira quanto na segunda observação, quanto comparadas as duas realizadas 

para o ELISA IgG-HRP. Tal resultado revelou a maior concordância dos valores das 

duplicatas das leituras nas duas observações realizadas por ELISA IgY-HRP (figura 

4.6). 

 

Tabela 4.5- Coeficiente de correlação através do teste de Pearson entre as leituras em 

absorbância das duplicatas do ELISA IgY-HRP e ELISA IgG-HRP nas duas 

observações realizadas. 

 

 

ELISA IgY-HRP ELISA IgG-HRP 

Observação 1 Observação 2 Observação 1 Observação 2 

 

Coeficiente de 

correlação 0,9897 0,9982 0,9775 0,9931 

 

IC 95% 98,75 - 99,15 99,79 - 99,85 97,27 – 98,14 99,17 – 99,43 

 

valor de p  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 
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Abs 1- Primeira leitura do ensaio em Abs // Abs 2- Segunda leitura do ensaio em Abs 

 

Figura 4.6- Correlação entre as leituras das duplicatas (Abs 1 e Abs 2) nas duas 

observações realizadas para o ELISA-IgY-HRP. 
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Abs 1- Primeira leitura do ensaio em Abs 1 // Abs 2- Segunda leitura do ensaio em Abs 

 

Figura 4.7- Correlação entre as leituras das duplicatas (Abs 1 e Abs 2) nas duas 

observações realizadas para o ELISA-IgG-HRP.  
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4.5.5- Análise da repetibilidade do ELISA-IgG-HRP e ELISA IgY-HRP 

 O estudo de repetibilidade revelou valores de coeficiente de correlação 

interclasse (ICC) muito adequados para os dois testes realizados. Para o ELISA IgY-

HRP foi de 0,928 (IC 95% - 91,3-94,1) e para o ELISA IgG-HRP de 0,822 (IC 95% - 

78,4-85,4). O valor de ICC para o ELISA IgG-HRP foi estatisticamente menor quando 

comparado ao do ELISA IgY-HRP (p<0,0001), demonstrando uma melhor 

repetibilidade quando utilizou-se a IgY-HRP. As figuras 4.8 e 4.9 demonstram que a 

distribuição das amostras durante as duas observações foi mais homogênea quando a 

IgY-HRP foi utilizada, revelando um maior agrupamento das amostras negativas e 

positivas quando comparado com as duas observações do ELISA IgG-HRP em que o 

agrupamento das amostra negativas e positivas foi menor. 

 

 

Abs 1- Primeira observação do ensaio // Abs 2- Segunda observação do ensaio 

Figura 4.8-Gráfico da análise de repetibilidade do ELISA IgY-HRP.  
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Abs 1- Primeira observação do ensaio // Abs 2- Segunda observação ensaio  

Figura 4.9- Gráfico da análise de repetibilidade do ELISA IgG-HRP. 

4.5.6- Comparação dos parâmetros de acurácia para o ELISA IgY-HRP e o ELISA 

IgG-HRP 

Os valores de acurácia para o ELISA utilizando IgY-HRP e IgG-HRP foram 

máximos e idênticos, consequentemente na análise da área sob a curva, houve uma 

sobreposição (Figura 4.10). A curva ROC determinou para o ELISA IgY-HRP o ponto 

de corte de >0,156 menor, quando comparado ao do ELISA IgG que foi de >0,338. As 

figuras 4.11 e 4.12 demonstram a distribuição das médias das absorbâncias nas duas 

observações do ELISA com IgY-HRP e do ELISA com IgG-HRP realizados, onde pôde 

ser verificado novamente, um maior agrupamento tanto das amostras negativas como 

das amostras positivas quando a IgY-HRP foi utilizada. 

  

Abs 1 

Abs 2 
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Figura 4.10- Curva ROC do ELISA IgY-HRP e do ELISA IgG-HRP. 

 

 

Figura 4.11- Distribuição dos valores das médias das absorbâncias nas duas observações 

realizadas para o ELISA IgY-HRP. 
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Figura 4.12- Distribuição dos valores das médias das absorbâncias nas duas observações 

realizadas para o ELISA IgG-HRP. 

Os resultados encontrados com a produção do ELISA IgY-HRP, foram 

publicados como resumo nos anais da XXVII Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em 

Doença de Chagas e XV Reunião Anual de Pesquisa Aplicada em Leishmanioses, 

2011(Anexo 3). E o manuscrito está sendo preparado para a publicação. 
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5- Discussão 

A produção de anticorpos contra IgG canina é muito importante para a 

montagem de kits diagnósticos que se destinam a detecção de marcadores sorológicos 

de infecção, principalmente quando se considera uma zoonose como a LVC em que o 

cão está envolvido como principal reservatório doméstico 
7
. As principais 

imunoglobulinas utilizadas como imunorreagentes são os anticorpos policlonais 

provenientes de mamíferos que, apesar do uso corrente, tem sua produção limitada pelo 

rendimento, presença de impurezas, reações cruzadas, além dos aspectos éticos 

relacionados aos métodos de coleta invasivos e a eutanásia. O que se deseja em relação 

a produção de anticorpos é que esta seja realizada de forma a causar o menor estresse 

possível nos animais envolvidos, combinado a uma grande produção de anticorpos, por 

longos períodos e um processo de purificação simples, eficaz e economicamente viável. 

A produção de anticorpos em aves atende todas essas necessidades 
191

. 

A busca por recursos alternativos, à utilização de animais está cada vez mais 

difundida entre a comunidade científica. A utilização de aves é uma alternativa ética 

para produção de anticorpos, além de ser mais econômica, pois a extração de IgY das 

gemas dos ovos das galinhas imunizadas proporciona a obtenção de anticorpos em 

grande quantidade e por longos períodos. A IgY é uma excelente ferramenta no 

imunodiagnóstico por apresentar características que conferem vantagens quando 

comparadas a IgG de mamíferos: a IgY não se liga a receptores Fc de células de 

mamíferos, e não ativa o complemento 
64

, não se liga a proteína A de estafilococos e 

demonstra pouca reatividade cruzada com a IgG de mamíferos 
108

, apresentando ainda 

alta avidez e afinidade 
104

. 

A IgY já foi produzida contra imunoglobulinas de diferentes espécies animais, 

mostrando excelente desempenho em comparação a imunoglobulinas de mamíferos 
67;

 

192, 193
. Também é utilizada com sucesso na imunização passiva de cães contra 

parvovirus 
194

. Griot-Wenk et al. 
195

, utilizando proteínas recombinantes derivadas da 

cadeia pesada de IgE canina, produziram IgY capaz de reconhecer com efetividade IgE 

canina. Diante dos relatos de sucesso da utilização da IgY em cães como modelo, tanto 

no imunodiagnóstico, quanto na imunização e da ausência de trabalhos científicos em 

torno da pesquisa e utilização da IgY contra IgG canina para imunodiagnóstico, tornou-

se necessário e justificável um estudo mais aprofundado relacionado a produção e 

desempenho frente ao antígeno imunizante. Por isso, neste trabalho foi descrita a 
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produção de um novo anticorpo policlonal produzido em gema de ovos de galinha capaz 

de reconhecer com efetividade a IgG canina, além de funcionar como conjugado 

enzimático de maior efetividade, no ELISA para LVC, quando comparado ao produzido 

em mamíferos. Tais resultados demonstraram que a IgY é uma alternativa efetiva, 

quando comparada aos anticorpos produzidos em mamíferos, conforme a descrição de 

outros autores 
63,104,58,112

. 

Ao avaliar o protocolo de imunização, não foram detectados mortes ou efeitos 

adversos decorrentes do imunógeno utilizado nem durante ou após a imunização 

completa. O comportamento dos animais foi de acordo com o habitual da espécie. Uma 

das justificativas deste fato se deve ao curto período de tempo manipulando os animais, 

somente 5 minutos por ave durante a imunização. Além disso, a utilização do ACF, 

responsável diretamente pela grande maioria das lesões musculares granulomatosas na 

região das inoculações 
196

, somente na primeira dose, sendo substituído pelo AIC, 

causador de menos efeitos adversos, nas doses subsequentes. A ausência de efeitos 

adversos decorrentes da imunização é descrita em muitos trabalhos que utilizam 

galinhas como doadoras de anticorpos, utilizando diferentes tipos de antígenos 

imunizantes 
124

 
191

,
125

 ao contrário disto, comumente são descritas lesões e efeitos 

adversos decorrentes do processo de imunização em mamíferos 
119

. Entretanto em aves 

são descritos protocolos vacinais utilizando somente como adjuvante o ACF, sem que 

sejam detectadas lesões teciduais locais 
95

. Na produção de anticorpos em aves não há a 

necessidade da utilização de métodos invasivos de coleta, o que diminui a ocorrência do 

estresse e efeitos colaterais causados pela anestesia ou pelo próprio procedimento, 

consequentemente, não afetando a produção de IgY.  

Não houve queda da postura durante ou após a imunização, esta permaneceu 

estável, com média de 1 ovo por dia por animal durante todo o período analisado. 

Normalmente, a capacidade de postura de galinhas é pouco afetada pela injeção do 

antígeno
 70

 
191

; 
125, 116

. Resultados similares foram descritos por Witkowski et al.
 191

 que 

imunizaram aves com fragmentos de DNA de Pox vírus não observaram a presença de 

efeitos colaterais e nem a perda da capacidade de postura 
191

 e por Matheis & Schade 
 116

 

ao imunizarem galinhas com componentes acelulares de B. pertussis (toxóide pertussis, 

filamentos de hemaglutinina, pertactin e antígeno de fimbria), não detectaram queda da 

postura nos animais vacinados e nem efeitos colaterais decorrentes da imunização 
116

.  
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Entretanto, já foi descrito que a utilização de antígenos contendo substâncias 

tóxicas pode diminuir ou até mesmo cessar a postura das aves 
70

. Schniering et al.
146 

utilizaram antígenos de Ascaris suum na imunização de aves demonstraram que a 

capacidade de postura diminuiu até cessar por completo durante 3 semanas, devido a 

toxicidade do antígeno utilizado. O estresse devido ao protocolo de imunização também 

influi diretamente na capacidade de postura e consequentemente na produção de IgY 

63,70
. Levesque et al.

 124
 utilizaram adesina fimbrial (F4) de E. coli enterotoxigênica 

demostraram ausência de efeitos colaterais, entretanto, foi detectada a queda na postura 

das aves logo após as doses vacinais, relacionadas ao estresse causado pelo processo de 

imunização. O adjuvante utilizado na imunização também pode influir diretamente na 

queda de postura. Normalmente, o ACF é o mais incriminado pela queda de postura de 

aves durante o processo de imunização 
196

, fato que não foi observado neste trabalho ao 

utilizar ACF em associação a AIF. 

de Paula et al. 
125 

para evitar a queda da postura das aves devido ao processo de 

imunização, vacinaram as aves antes do início do período de postura, onde a primeira 

dose foi administrada aos 14 dias de vida da ave e a última, 30 dias antes do início da 

postura, não sendo detectado efeitos colaterais ou queda da postura devido a imunização 

em todas as aves estudadas. Entretanto, neste trabalho a imunização ocorreu de forma 

mais tardia de 18 a 20 semanas de idade, próximo ao período de início da postura, que é 

iniciado aproximadamente com 22 semanas de idade, sem a observação de alterações ou 

queda da postura desses animais durante e após o processo de imunização 
125

.  

Após a imunização completa, foi demonstrado um perfil constante de 

concentração de IgY isolada, sem diferença significante (teste de Kruskal-wallis, H= 

1,57, p>0,05) e sem oscilação durante os quatro meses analisados, o que evidenciou a 

qualidade e a repetibilidade do método de isolamento por PEG escolhido para este 

estudo, além da efetividade do protocolo vacinal utilizado, o qual utilizando somente 

três doses gerou uma resposta rápida elevada e constante no período analisado. 

Neste trabalho a concentração de IgY obtida variou de 14,28 a 65,48 mg/mL, 

com média de 39,02 mg de IgY/mL. Resultados similares foram encontrados por Pauly 

et al.
 114

 ao imunizarem galinhas Legorn com toxinas (ricina e toxina botulínica) 

utilizando como adjuvante na primeira imunização ACF associado a AIC nos reforços 

subsequentes, obtendo concentrações de IgY isolada por precipitação por PEG de 30 

mg/mL no início do experimento chegando até a concentração de 80 mg/mL ao final de 
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dois anos. Níveis similares são descritos também em outros trabalhos utilizando 

precipitação com PEG 
63, 125

. Entretanto, Akita & Nakai,
 108

 ao compararem a 

efetividade do método de purificação utilizando água com a precipitação por PEG, 

dextran sulfato e alginato, demonstraram que o método mais eficiente de purificação foi 

o que utilizou água com 91% de rendimento e 31 % de pureza e atividade similar aos 

outros métodos. Bizhanov et al. 
67 

desenvolveram dois métodos de purificação para IgY, 

a precipitação por sulfato de lítio e por citrato de sódio e compararam com a purificação 

por PEG e clorofórmio. Os resultados demonstraram que a precipitação por sulfato de 

lítio foi a mais eficiente, purificando IgY em grande quantidade e com o melhor grau de 

pureza (94%), quando comparado aos outros 
67

. 

Mesmo que métodos mais eficientes já tenham sido descritos para isolamento de 

IgY 
108, 197,67

, a metodologia de precipitação com PEG foi escolhida, por isolar IgY com 

alta pureza e devido ao baixo custo e a facilidade do processamento das amostras. A 

concentração de IgY parece estar associada a fatores como a raça da galinha, o peso do 

ovo, o método de extração e de quantificação utilizados 
75

. Embora nem toda IgY 

contida na gema seja isolada por PEG 
197

, os resultados obtidos demonstraram um bom 

nível de produção. A precipitação utilizando PEG gera muitas discussões quanto a sua 

efetividade. Diferentes taxas de recuperação que vão de 15 a 150 mg de IgY/ ovo já 

foram descritas 
202, 197, 75

, o que se enquadra nas taxas de IgY recuperadas em nosso 

trabalho utilizando esse método, 97,55 mg de IgY/gema. Em relação a IgG extraída de 

sangue de coelhos, um volume máximo de 40 mL pode ser coletado em intervalos de 

quatro semanas com risco de morte do animal, o que corresponde a 20 mL de soro com 

aproximadamente 12 mg/mL de IgG 
116

. Num período de quatro meses utilizando um 

coelho, seriam produzidos 960 mg de IgG em 160 mL de sangue, enquanto que neste 

trabalho, neste mesmo período, uma única galinha produziu ovos que possibilitou a 

extração de 1,9g de IgY. 

Apesar da falta de consenso sobre peso molecular da IgY pela maioria dos 

autores, na eletroforese de proteínas, a IgY anti-IgG canina apresentou-se em 

concordância com a estrutura padrão descrita 
65

, 
59

. Apesar da obtenção de um bom 

resultado no processo de isolamento utilizando a precipitação por PEG, a presença de 

proteínas acessórias mesmo que em pequena quantidade, representam impurezas que 

não foram eliminadas neste procedimento. Por isso, um processo de purificação 

suplementar se justificou para a retirada destas, que podem interferir no processo de 

reconhecimento da IgY ao antígeno contra a qual foi produzida, além de interferir 
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diretamente em processos de conjugação com diferentes tipos de enzimas e 

fluorocromos 
63

. A purificação por adsorção tiofílica originou um anticorpo mais puro, 

onde pôde ser verificada a remoção da maioria das referidas bandas proteicas acessórias 

sem alteração do perfil eletroforético apresentado após o isolamento. A presença de 

bandas entre 56,2 kDa e 35,8 kDa, que não foram removidas após o processo de 

purificação, foi descrita por outros autores como Pauly et al. 
134

 e Matheis & Schade 
116

 

as quais provavelmente correspondem ao fragmento C-terminal do precursor da 

vitelogenina II 
198

. Esses fragmentos não foram capazes de interferir nas atividades de 

reconhecimento da IgY produzida ao antígeno imunizante realizadas neste estudo, como 

também em nenhum dos outros estudos em que foram descritos 
134, 116

. 

Devido à distância filogenética entre aves e mamíferos 
59

, as galinhas são 

capazes de produzir anticorpos específicos contra antígenos de mamíferos altamente 

conservados, diferentemente de coelhos 
70

, gerando títulos estáveis por várias semanas 

63
. A cinética de produção em aves geralmente demonstra um aumento transitório do 

título após a primeira imunização, já nas imunizações subsequentes, pode ser notado um 

aumento inicial com aproximadamente 10 dias, gerando um platô por mais dez dias 

seguido de declínio 
70

. Resultados distintos foram demonstrados neste trabalho, pois 20 

dias após a última imunização foram demonstrados títulos elevados de IgY específica 

com um aumento significativo para o segundo mês após a imunização (teste de Kruskal-

wallis, H=17,86; p<0,05), a partir do qual ocorreu um pico de produção que permaneceu 

estável por três meses após a imunização (teste de Kruskal-wallis, H= 17,86; p >0,05). 

Isto demonstrou que o protocolo de imunização utilizado foi efetivo, podendo-se obter 

níveis estáveis e elevados de IgY até o quarto mês após imunização completa, sem 

queda dos níveis de anticorpos e sem a necessidade de imunizações subsequentes 

durante este período. 

Bizanov et al. 
67 

ao produzirem uma IgY anti-IgG de suíno utilizando ACF na 

primeira dose e AIF nas subsequentes demonstraram pico de produção mais precoce, 

um mês após a vacinação completa, entretanto demonstraram também um declínio de 

produção dois meses após a última dose, mais precoce quando comparado ao deste 

estudo 
67

. Kritratanasak et al. 
192

 utilizando ACF na primeira imunização e AIC nas duas 

subsequentes produziram uma IgY anti-IgG rato. Demonstram uma maior produção de 

IgY somente após a terceira imunização, com a elevação de títulos mais tardia, um mês 

após as três doses, com pico de produção dois meses após a vacinação completa e 

formação de um platô estável de produção de IgY do segundo ao quinto mês, seguido de 
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declínio de produção. Bollen et al. 
122 

ao produzirem uma IgY anti-IgG humana, 

demonstraram títulos de IgY significativamente altos e sem declínio por até 1 ano 

utilizando ACF na primeira imunização, com subsequentes injeções mensais de IgG em 

salina, além de uma dose de IgG utilizando AIF como adjuvante depois do sexto mês da 

primeira imunização 
122

.  

O sucesso da produção de anticorpos policlonais depende de vários fatores 

relacionados à imunização, um dos principais está relacionado com a qualidade e a 

quantidade do antígeno utilizado. Este deve ser o mais purificado possível para evitar 

reações indesejadas 
119

. Seguindo este preceito, optou-se por imunizar as aves com IgG 

com um alto grau de pureza, evitando que os animais entrassem em contato com 

interferentes decorrentes da purificação da IgG canina proveniente do soro. A 

quantidade do antígeno parece ser relevante para estimular a resposta imunológica. As 

doses ideais oscilam entre 10 µg a 1 mg 
63

. Neste trabalho a concentração de antígeno 

escolhido foi determinada de acordo com resultados obtidos de trabalhos anteriores por 

nosso grupo 
199

. 

A seleção do adjuvante é outro fator que interfere diretamente na produção de 

altos níveis de anticorpos na gema 
59

, por promoverem a resposta celular, humoral e 

memória imunológica 
63

. O ACF é o mais efetivo para produção de anticorpos em 

animais de laboratório. Causa severos efeitos adversos em mamíferos, mas nas aves é o 

mais efetivo em induzir altos e sustentáveis níveis de IgY na gema 
63

. As aves são mais 

resistentes que os mamíferos aos danos teciduais causados pelo ACF. Para que isso seja 

evitado, a utilização do AIF em substituição é efetiva 
58

. A combinação do ACF na 

primeira imunização e do AIF nas subsequentes é preferivel para evitar efeitos adversos 

e ainda induzir níveis elevados de IgY 
120,121,58

.  

Em relação a especificidade frente ao antígeno imunizante da IgY produzida, a 

reação de imunodifusão dupla de Ouchterlony não demonstrou ser uma técnica 

adequada para verificar a presença de IgY específica isolada da gema, isto porque não 

houve a detecção de linhas de precipitação em nenhum dos géis analisados, mesmo 

quando a quantidade de sal foi aumentada. A IgY raramente é capaz de precipitar e 

aglutinar antígenos 
59

, o que se deve a sua falta de habilidade em produzir complexos 

imunes precipitantes. Segundo Warr et al. 
65

 e Schade et al. 
59

 alguma atividade 

precipitante da IgY pode ser observada aumentando a concentração de sal do meio, 
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embora isto tenha sido realizado neste estudo e nenhum resultado positivo tenha sido 

observado.  

Jensenius et al. 
136

 descreveram que a utilização de PEG numa concentração de 

5% poderia favorecer a precipitação da molécula. Entretanto, Araujo, (2007) utilizando 

uma IgY anti-veneno botrópico não observou linhas de precipitação nem com o 

aumento da concentração de sal, nem com a adição de PEG. Esta inabilidade da 

molécula de IgY em precipitar proteínas pode ser explicada devido a sua estrutura, que 

não apresenta uma mobilidade adequada por não possuir região de dobradiça. Esta 

característica provavelmente limita a flexibilidade, dificultando a ligação do antígeno 

com seus respectivos sítios de ligação. A maioria dos trabalhos em que a imunodifusão 

foi realizada com sucesso utilizavam uma anti-IgY proveniente de mamíferos, ou seja, 

esta condição poderia fazer com que a IgY se comportasse como antígeno, não 

necessitando de flexibilidade para ligação ao antígeno, o que justificaria a presença da 

linha de precipitação 
200, 201, 202, 67

.  

No ELISA, títulos de IgY até a diluição 1:51200 (0,08 µg de IgY), utilizando 

uma diluição de 1:40959 (0,05 µg) de IgG canina foram detectados tanto para a IgY 

isolada quanto para a purificada, o que revelou uma excelente especificidade da IgY 

produzida frente ao antígeno imunizante, sem a ocorrência de prejuízos mesmo após o 

processo de purificação. Esses resultados deixaram claro o excelente reconhecimento 

entre IgY e IgG, com a capacidade de ligação entre as duas imunoglobulinas, que 

ocorreu até mesmo nas diluições com menor concentração de IgG (antígeno) e IgY. 

Resultados distintos, com títulos inferiores, foram descritos por Hatta et al. 
95 

ao 

produzirem uma IgY contra rotavirus humano utilizando somente ACF como adjuvante, 

neste experimento, foram encontrado títulos de neutralização para dois sorotipos 

diferentes de 1:13000 e 1:15000 respectivamente.  

Títulos mais elevados são normalmente descritos na literatura. A produção de 

uma IgY anti-IgG de rato, utilizando ACF e AIC demonstrou títulos de até 1: 250000 

192
. Pauly et al. 

114
 demonstraram títulos estáveis de IgY até 1000 000 no ELISA 

vacinando galinhas utilizando ACF na primeira imunização e AIF nas subsequentes, já 

Tu et al. 
203

 produziram uma IgY anti-lactoferrina bovina, utilizando ACF na primeira 

imunização de AIC nas subsequentes, encontrando títulos estáveis até a décima sexta 

semana após a primeira imunização de 1,68 x 10
8
. Vale lembrar que o desenvolvimento 

dos títulos de IgY neste trabalho foram decorrentes de somente três imunizações, 
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diferente dos resultados dos trabalhos descritos anteriormente que utilizaram 

quantidades superiores de doses imunizantes. Hatta et al.
 95

 utilizaram quatro 

imunizações com intervalos de duas semanas cada, Tu et al. 
203 

utilizaram sete doses 

com intervalos semanais, Pauly et al. 
114

utilizaram treze doses com intervalo de quatro a 

oito semanas entre elas, já Kritratanasak et al. 
192

 entretanto, utilizaram de forma 

semelhante três doses com intervalos de duas semanas, encontrando títulos superiores 

de IgY quando comparado ao nosso estudo 
192

. 

A IgY purificada produzida foi capaz de reconhecer de maneira eficaz e 

específica a IgG canina purificada por meio do western blot. Foram visualizadas além 

da cadeia leve (22kDa) e da cadeia pesada (55 kDa) da IgG 
204

, outras proteínas tanto 

para a IgG purificada quanto para a proveniente de soro de cão, isto porque a IgY é 

capaz de reconhecer epítopos de forma mais efetiva quando proteínas de mamíferos são 

utilizados com antígenos 
205

. Além disso, não foi verificada a ligação da IgY com IgG 

de outras espécies animais, característica comumente descrita, nas imunoglobulinas 

produzidas por mamíferos, que apresentam reação cruzada com IgG de diferentes 

espécies 
112

. Esses resultados demonstram a forte sensibilidade e especificidade da IgY 

produzida frente a IgG canina purificada e presente no soro, determinando seu excelente 

desempenho como imunorreagente diagnóstico. Resultados distintos foram descritos por 

Nikbakht et al. 
193 

ao produzirem uma IgY anti-IgG de camelo. Foi observado no 

western blot um forte reconhecimento da IgY frente a cadeia pesada e leve de IgG de 

soro de camelo, entretanto a IgY produzida foi capaz de reconhecer também a cadeia 

pesada da IgG do soro de bovino, equino e ovino, demonstrando identidade aos 

diferentes epítopos das IgG dessas espécies no western blot. Fato que não foi descrito na 

imunodifusão, onde a IgY proveniente do soro das galinhas não reagiram com as IgG 

provenientes dos mesmos soros testados no western blot 
193

. 

Descrições de resultados semelhantes aos encontrados em nosso estudo, em que 

a IgY foi capaz de reconhecer com especificidade o antígeno imunizante, são comuns na 

literatura. De Paula et al. 
125 

produziram uma IgY anti-vírus da hepatite A que no 

western blot foi capaz de detectar com especificidade as proteínas do vírus. Gassmann 

et al. 
219

 encontraram reconhecimento no western blot quando produziram uma IgY anti-

PCNA (antígeno que é responsável pela proliferação celular em células eucariotas) 

capaz de detectá-la por meio do western blot 20 dias após a primeira imunização das 

aves. Da mesma forma, Tini et al.
 104

 revelaram que a IgY anti-HIF 1α (proteína de 

células eucariotas que regula genes responsáveis pela adaptação a situações de hipóxia) 
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reconheceu no western-blot a proteína em células de humanos, macacos, suínos, cães e 

ratos submetidas a situação de hipoxia 
104

. 

A detecção de IgY específica na gema dos ovos das aves imunizadas, através de 

método de isolamento e purificação que revelaram uma molécula com grau de pureza 

adequado, associado a excelente especificidade frente ao antígeno imunizante, 

demonstrada por ELISA e western blot, em conjunto com a produção constante e em 

grande quantidade durante os quatro meses analisados, demonstraram que a tecnologia 

de produção de IgY é uma excelente alternativa para produção de anticorpos.  

Mesmo utilizando método de conjugação desenvolvido para imunoglobulinas de 

mamíferos, a ligação com a peroxidase ocorreu sem danos a sua estrutura molecular, 

gerando um conjugado de qualidade adequada e funcional. A IgY demonstrou 

capacidade de discriminação das amostras positivas e negativas para LVC em todas as 

diluições frente a todas as concentrações de antígeno testadas. São descritos na literatura 

relatos de conjugação da IgY a diferentes enzimas e fluorocromos gerando de forma 

similar  conjugados de qualidade adequada como apresentado neste estudo 
63

, entretanto 

é muito mais comum sua utilização como anticorpo de captura 
206, 144, 142, 207, 208, 209

. A 

IgY, além da peroxidase, já foi acoplada a biotina 
63

, fluoresceína 
106

, ouro coloidal 
154

  e 

partículas magnéticas 
210

, gerando um conjugado de qualidade comparável ou muitas 

vezes superior a IgG de mamíferos 
63, 106, 154, 210

. 

Neste estudo a diluição do conjugado IgY-HRP selecionada por titulação foi a 

de 1:1500, a melhor em diferenciar amostras positivas e negativas, além de demonstrar 

valores adequados para o branco. Resultados semelhantes foram descritos por da Silva 

211
 que produziram um conjugado IgY anti-vírus da hepatite A ligado a peroxidase, para 

um ELISA competitivo, encontrando como melhor diluição do conjugado a de 1:1000. 

Da mesma forma, Sherif et al. 
217

 ao produzirem uma IgY anti-IgG de coelho isolada 

por precipitação por sulfato de amônia e purificação por cromatografia de afinidade, 

demonstraram no ELISA que a IgY produzida conjugada a enzima peroxidase em uma 

diluição de 1:2500 revelou excelentes resultados, demonstrando a eficiência em detectar 

tanto antígenos quanto anticorpos. A diluição usada para o conjugado IgG foi mil vezes 

mais elevada (1:150 000) em relação a IgY, revelando que a utilização da IgY como 

conjugado exige diluições mais concentradas para um conjugado funcional. Entretanto, 

esta diluição mesmo que mais concentrada apresentou resultados satisfatórios e 

idênticos em relação à acurácia quando comparado ao conjugado produzido em 
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mamíferos e superiores quando a repetibilidade e comparação das duplicatas foram 

analisadas nos dois conjugados. 

A alteração da concentração da proteína bloqueadora do teste, de 1% para 2% de 

caseína gerou um resultado de melhor qualidade, retirando a cor de fundo do ensaio, 

sem alteração dos parâmetros de leituras das amostras negativas e positivas. Situação 

semelhante foi descrita por da Silva 
211

, que utilizou a IgY isolada apenas por 

precipitação com PEG como anticorpo de captura e de detecção em ELISA para o 

diagnóstico da Hepatite A humana, relatando a presença de coloração de fundo e pouca 

diferença entre as leituras dos controles positivo e negativo. Para solucionar este 

problema, foi utilizada uma etapa de bloqueio contendo PBS com 5% de soroalbumina 

bovina (BSA), que foi capaz de reduzir as reações inespecíficas, diminuindo a cor de 

fundo e, consequentemente, aumentando a diferença de leitura dos controles positivo e 

negativo. Neste estudo, para o diagnóstico da LVC, com o aumento da concentração da 

proteína bloqueadora, não foi detectada reação de fundo em nenhum dos ensaios 

realizados. A presença de interferentes no isolamento da IgY com PEG (bandas entre 

56,2 e 35,8 kDa), presentes na molécula de IgY não removidas, nem mesmo após a 

purificação por adsorção tiofílica, podem explicar a reação de fundo observada no 

ELISA IgY-HRP com 1% de caseína, ao ligarem-se aos espaços disponíveis da placa, 

gerando reações inespecíficas. 

A LV é uma doença em franca expansão que tem o cão como seu principal 

reservatório doméstico
7
. Os métodos de diagnóstico sorológico são ainda, as 

ferramentas mais realistas e aplicáveis nas pesquisas epidemiológicas e clínicas para 

identificação de cães infectados 
57

, por isso, todos os esforços no intuito de melhorar o 

diagnóstico para a identificação de um cão infectado são necessários. A melhora da 

qualidade dos anticorpos secundários não parece ser de interesse da maioria das 

pesquisas realizadas na área, já que as imunoglobulinas de mamíferos são as mais 

utilizadas como anticorpo secundário e tem sua utilização já estabelecida no diagnóstico 

da LVC. O ELISA IgY-HRP foi proposto como uma alternativa ao ELISA 

convencional a ser testado para LVC. 

Os parâmetros de acurácia tanto do ELISA IgY-HRP quanto ELISA IgG-HRP 

demonstraram, pela análise da curva ROC, valores de 100% de sensibilidade, 100% de 

especificidade e 100% de eficiência. Esses resultados revelaram o excelente efeito da 

utilização da IgY como conjugado e sua qualidade no teste ELISA para LVC, 
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compatível com a IgG tradicional, demonstrando que o ELISA IgY-HRP pode ser uma 

alternativa eficaz ao ELISA tradicional no reconhecimento de cães infectados. A 

correlação entre as leituras das duplicatas revelaram um maior agrupamento e maior 

concordância dos valores no ELISA IgY-HRP. O ELISA IgY-HRP demonstrou ainda 

uma repetibilidade estatisticamente melhor (p<0,0001) quando comparado ao ELISA 

IgG-HRP, revelando novamente um maior agrupamento das amostras positivas e 

negativas quando comparado ao ELISA IgG-HRP. Esses resultados evidenciam a 

superior efetividade da IgY como conjugado, dando origem a resultados mais 

homogêneos, diminuindo a chance de interpretações errôneas e resultados falsos. 

Parâmetros inferiores foram descritos por da Silva 
211

que utilizou uma IgY anti-

vírus da hepatite A humana para desenvolver um ELISA competitivo, utilizando 

amostras de soros de pacientes sorologicamente negativos (100) e positivos (100) 

provenientes de um surto. Foi utilizado como anticorpo de captura a IgY purificada por 

precipitação com PEG e como anticorpo de detecção a mesma IgY foi conjugada a 

peroxidase. Esse teste demonstrou 84 % de sensibilidade e 79% de especificidade com 

eficiência de 81,5%, e o conjugado produzido foi considerado de qualidade e o ELISA 

descrito como teste alternativo para o diagnóstico da hepatite A em humanos 
211

.  

Veerasami et al. 
212

 descreveram um ELISA para a detecção do vírus da febre 

aftosa. Neste ensaio, foram produzidos Mab e IgY específicos contra o vírus. O Mab foi 

utilizado como anticorpo de captura e a IgY foi acoplada a peroxidase de rabanete 

(HRP) e utilizada como conjugado. O ELISA Mab-IgY demonstrou 100% de 

especificidade e 98,87% de sensibilidade ao utilizar amostras clínicas de epitélio de 

língua de bovinos infectados e células de cultura infectadas, confirmados por RT-PCR 

212
. 

Pokovorá et al. 
213

 produziram um ELISA utilizando IgY anti-parvovírus canino 

(CPV-2), para a detecção do vírus nas fezes de cães clinicamente saudáveis e de filhotes 

com sinais de gastroenterite. A IgY funcionou como anticorpo de captura do vírus e 

como anticorpo de detecção quando conjugada a enzima peroxidase. O ELISA foi 

testado em 96 amostras no total, 34 saudáveis e 62 com sinais de gastroenterite, o ponto 

de corte em absorbância foi de 0,200. A sensibilidade do teste foi de 68,9% considerada 

baixa e quando comparada com a hemoaglutinação, houve 100% de concordância nas 

amostras com leituras em absorbância acima de 0,256, já nas amostras com títulos mais 

baixos e negativas na hemaglutinação, estas demonstraram resultados negativos no 

ELISA 
213

. 
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Os testes convencionais de ELISA para LVC demonstram diferentes padrões de 

acurácia, dependendo do tipo de antígeno utilizado, podendo apresentar níveis de 

sensibilidade que variam entre 80% e 99,5% e uma especificidade entre 81% e 100%
 184

 

185
. Utilizando imunoglobulinas de mamíferos anti IgG canina conjugada a peroxidase, 

Rosário et al. 
214 

desenvolveram um ELISA com antígeno bruto de L. (L.) chagasi 

infantum e revelaram nas amostras de soros analisadas sensibilidade de 98% e 

especificidade de 100% 
214

. Já Cândido et al. 
215

 utilizando as mesmas condições 

revelaram no ELISA 90% de sensibilidade e 93,3% de especificidade nos cães 

assintomáticos analisados e 86,7% de sensibilidade e 100% de especificidade para cães 

oligossintomáticos analisados 
215

. Esses resultados quando comparados aos obtidos 

neste estudo revelam-se menores quando a IgY-HRP é utilizada, onde valores máximos 

são encontrados. Vale lembrar ainda, que o ELISA IgY-HRP não só repetiu os 

resultados do ELISA-IgG HRP realizado em conjunto, mas também, os resultados do 

teste EIE-LVC Bio-Manguinhos/Fiocruz, preconizado pelo Ministério da Saúde como 

teste de triagem para a LVC no país 
6
 considerado um dos critérios de seleção para a 

escolha das amostras trabalhadas. 

Visando um estudo de validação interna, foram utilizadas amostras negativas 

provenientes de área de baixa endemicidade, já que no estado do Rio de Janeiro, embora 

não sejam descritos, atualmente, casos humanos de LV, casos caninos são 

freqüentemente diagnosticados, tendo-se observado um aumento nos índices de 

soroprevalência canina em algumas regiões endêmicas, além da descrição de novos 

casos em outras cidades do estado, onde não existiam casos autóctones 
216

. A população 

controle utilizada no estudo, tem características semelhantes à população infectada 

(grupo LVC), o que ocorre em condições naturais. Ambos os testes apresentaram 

valores máximos nos parâmetros sorológicos, no entanto, o ELISA IgY-HRP revelou-se 

mais eficiente que o ELISA IgG-HRP, quando a correlação e a repetibilidade das 

amostras foram analisadas, podendo portanto, ser utilizado na rotina sorodiagnóstica da 

LVC.  
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6- Conclusões 

 O protocolo de imunização utilizado foi adequado, pois não gerou efeitos adversos 

nos animais, que se mantiveram sem lesões e com comportamento compatível com a 

espécie, além de não ter sido detectada a queda de postura dos ovos. 

 O protocolo de imunização utilizado gerou uma produção de IgY elevada e constante 

durante o período analisado. 

 A combinação do método de isolamento com PEG e da purificação por adsorção 

tiofílica foi eficaz para a produção de IgY com grau de pureza adequado. 

 A IgY produzida não gerou reações cruzadas sendo específica para a IgG canina. 

 O método de conjugação utilizado para imunoglobulinas de mamíferos pode ser 

empregado para IgY sem alteração da sua estrutura ou da capacidade de ligação ao 

antígeno correspondente. 

 Todos os parâmetros sorológicos avaliados com o ELISA IgY-HRP apresentaram 

valores máximos. 

 A comparação dos parâmetros sorológicos do ELISA IgY-HRP frente ao ELISA 

convencional foi idêntica. 

 Em comparação com o ELISA convencional, o ELISA utilizando IgY-HRP 

demonstrou uma melhor repetibilidade e concordância entre as duplicatas nas duas 

observações realizadas. 
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8- Anexos: 
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ANEXO 2: Produção Científica 
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ANEXO 3: Produção científica 

 

 

 

 

 

 


