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RESUMO 

 

  

INTRODUÇÃO: A leishmaniose visceral (LV) é uma doença zoonótica, causada por 
protozoários, na qual os cães são os principais reservatórios urbanos. Medidas de 
controle e tratamento de animais infectados são essenciais para reduzir os casos de 
LV. A detecção precoce e acurada de cães infectados com Leishmania infantum pode 
estar limitando o sucesso do controle da LV. Com o objetivo de aprimorar o 
sorodiagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC), objetivamos avaliar a 
precocidade de uma proteína recombinante (rLci5) em um ensaio imunoabsorvente 
(ELISA) na detecção de cães infectados. Adicionalmente, avaliamos a persistência 
dos resultados positivos obtidos pelo ELISA rLci5 em cães acompanhados quando 
comparados a outros testes diagnósticos usuais de LVC, sorológicos (DPP-LVC, EIE-
LVC), cultura e teste molecular (qPCR) ao longo do tempo de infecção desses 
animais. MÉTODOS: Amostras de soro de 48 cães infectados com L. infantum 
provenientes de uma coorte foram avaliadas para LVC usando diferentes testes 
diagnósticos (qPCR, EIE-LVC, DPP-LVC e cultura), seus resultados foram 
comparados com a detecção do ELISA rLci5 para determinar qual desses testes foi 
capaz de diagnosticar a infecção por L. infantum precocemente. Além disso, ao longo 
do tempo comparamos os resultados para LVC de cada cão, usando os mesmos 
testes diagnósticos durante a coorte para avaliar a persistência dos resultados 
positivos. RESULTADOS: O ELISA rLci5 apresentou taxas mais altas de resultados 
positivos em pontos temporais iniciais em comparação com os outros testes 
diagnósticos empregados no estudo de coorte, até 24 meses antes da detecção por 
outros testes. A positividade para o ELISA rLci5 foi de 52,1% (25/48) no início do 
estudo, enquanto qPCR foi de 35,4% (17/48), DPP-LVC 27,1% (13/48), EIE-LVC 
22,9% (11/48) e cultura apenas 4,2 % (2/48). Em pelo menos um dos pontos de tempo 
do estudo de coorte de 24 meses, o ELISA rLci5 foi positivo em 100% (48/48) dos 
cães, contra 83% (40/48) para qPCR, 75% (36/48) para DPP-LVC, 65% (31/48) para 
EIE-LVC e 31% (15/48) para cultura. Investigando sinais clínicos em associação com 
positividade de teste diagnóstico, o ELISA rLci5 detectou LVC em 62,9% (95/151) das 
avaliações clínicas com uma escores de 0–3, 64,3% (45/70) com escores entre 4 e 7, 
e 73,7% (14/19) com escores > 7, proporcionando maiores taxas de positividade do 
que todos os outros métodos avaliados. Além disso, o rLci5 ELISA apresentou a maior 
persistência com relação à positividade do teste: 45,8% dos cães avaliados. 
CONCLUSÃO: Quatro testes diagnósticos para LVC foram comparados ao ELISA 
rLci5, que apresentou diagnóstico de infecção mais precoce e maior persistência de 
resultados positivos. Portanto, o uso de rLci5 em ensaios ELISA pode melhorar o 
desempenho do diagnóstico da LVC, diagnosticando cães infectados mais cedo que 
outros testes diagnósticos e tendo detecção persistente ao longo do curso da infecção. 
 
Palavras-chave: Imunodiagnóstico; Proteína recombinante; Leishmaniose Visceral 

Canina.  
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ABSTRACT 

 

BACKGROUND: Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic disease in which dogs are 
the main urban parasite reservoirs. Control measures and treatment of infected 
animals are essential to reduce VL cases. Early and accurate detection of Leishmania 
infantum infected dogs is limiting the success of VL control. In order to improve the 
serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL), we aimed to evaluate the 
precocity of a recombinant protein (rLci5) in an immunosorbent assay (ELISA) in the 
detection of infected dogs. Additionally, we evaluated the persistence of the positive 
results obtained by rLci5 ELISA in dogs followed-up when compared to other usual 
CVL diagnostic tests, such as DPP-LVC, EIE-LVC, culture, and qPCR over time. 
METHODS: Serum samples from 48 L. infantum infected-dogs from a cohort study 
were evaluated for CVL using different diagnostic tests (qPCR, EIE-LVC, DPP-LVC, 
and splenic culture), and their results were compared to rLci5 ELISA detection to 
determine which one of these tests is able to diagnose L. infantum infection 
precociously. Also, we compared CVL results for each dog, using the same diagnostic 
test during the cohort to evaluate the persistence of the positive results. RESULTS: 
rLci5 ELISA presented higher rates of positive results at early time points compared to 
the other diagnostic tests employed in the cohort study, as early as 24 months prior to 
detection by other tests. rLci5 ELISA positivity was 52.1% (25/48) at baseline, while 
qPCR was 35.4% (17/48), DPP-LVC 27.1% (13/48), EIE-LVC 22.9% (11/48) and 
culture only 4.2% (2/48). In at least one of the time points of the 24-month cohort study, 
rLci5 ELISA was positive in 100% (48/48) of the dogs, versus 83% (40/48) for qPCR, 
75% (36/48) for DPP-LVC, 65% (31/48) for EIE-LVC and 31% (15/48) for culture. 
Investigating clinical signs in association with diagnostic test positivity, rLci5 ELISA 
successfully detected CVL in 62.9% (95/151) of the clinical evaluations with a score of 
0–3, 64.3% (45/70) with scores between 4 and 7, and 73.7% (14/19) with scores > 7, 
providing higher rates of positivity than all other methods evaluated. Moreover, rLci5 
ELISA presented the greatest persistence with respect to test positivity: 45.8% of the 
dogs evaluated. CONCLUSION: Four CVL diagnostic tests were compared to rLci5 
ELISA, which presented an earlier infection diagnosis and more persistence of positive 
results. Therefore, the use of rLci5 in ELISA assays can improve CVL diagnosis 
performance by diagnosing infected dogs earlier than other diagnostic tests and having 
persistent detection throughout the course of the infection. 

Key words: Early diagnosis, Recombinant protein, Canine visceral Leishmaniasis   
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1. INTRODUÇÃO 

 

O protozoário Leishmania infantum é o principal agente etiológico da 

leishmaniose visceral (LV) no Brasil, uma zoonose comum em países tropicais 

(MORENO; ALVAR, 2002). A transmissão da leishmaniose ocorre através da picada 

de insetos flebotomíneos fêmeas infectadas com o protozoário e a principal espécie 

responsável pela transmissão de L. infantum no Brasil é Lutzomyia longipalpis 

(NJOROGE et al., 2021). Portadores da LV podem desenvolver sinais clínicos como 

febre prolongada, anemia, perda de peso, fraqueza, hepatomegalia e esplenomegalia 

(MAIA; CAMPINO, 2018) 

O principal reservatório urbano de L. infantum são cães (Canis lupus familiaris), 

e estes animais possuem um papel importante na transmissão e manutenção da LV, 

na qual os seres humanos são acidentalmente infectados (BRASIL, 2014; DANTAS-

TORRES; BRITO; BRANDÃO-FILHO, 2006). A leishmaniose visceral canina é um 

grave problema de saúde pública (ANVERSA et al., 2018). É sabido que os casos 

caninos de leishmaniose frequentemente precedem casos humanos (FRAGA et al., 

2016). Em áreas endêmicas para leishmaniose visceral, cães infectados, porém 

clinicamente saudáveis podem ser uma fonte de infecção para vetores flebotomíneos. 

O controle dos animais infectados e dos insetos vetores contribui positivamente para 

diminuição da taxa de transmissão para seres humanos (MARCONDES; DAY, 2019). 

Um diagnóstico precoce e efetivo é essencial para o estabelecimento de 

medidas de controle da doença (MARLAIS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019). 

Dentre os métodos disponíveis, o diagnóstico sorológico é um dos mais utilizados por 

conta do custo baixo por reação, facilidade de utilização a campo, rapidez, e, quando 

utilizado com os antígenos apropriados, pode apresentar elevados níveis de 

sensibilidade e especificidade (GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOS, 2016). 
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Proteínas recombinantes têm sido utilizadas como antígenos para melhorar o 

desempenho do diagnóstico sorológico, tais proteínas são geralmente identificadas a 

partir de técnicas de proteômica e bioinformática (RODRIGUES et al., 2019). Usando 

a proteína recombinante rLiHyg e comparando a outra proteína recombinante (rA2), e 

o extrato solúvel de antígenos Leishmania (SLA), Machado e colaboradores (2020) 

mostraram resultados significativos no diagnóstico de LV em humanos e cães. Os 

resultados apresentaram valores de sensibilidade de 100%; 57,29% e 48,57% quando 

utilizados rLiHyG, rA2 e SLA, respectivamente, enquanto os valores de especificidade 

foram de 100%; 81,43% e 88,57%, respectivamente. Adicionalmente, Santos e 

colaboradores (2019) descobriram que a proteína beta do fator de alongamento 1 de 

L. infantum em sua versão recombinante (rEF1b) demonstrou valores de sensibilidade 

e especificidade de 100%, com AUC de 1,0 já para SLA, os valores foram 44,4% e 

80,0% no diagnóstico de leishmaniose visceral canina (LVC) em cães com e sem 

sinais clínicos. Em humanos, a rEF1b apresentou valores de sensibilidade e 

especificidade de 100% e AUC de 1,0; ao usar SLA, os valores foram 76,7% e 66,7%, 

respectivamente, com AUC de 0,78. Os autores também sugeriram o uso da proteína 

recombinante como um marcador prognóstico, uma vez que os níveis de anticorpos 

diminuíram após o tratamento em humanos. Apesar dos resultados promissores os 

artigos diferem do critério de seleção utilizado em nosso estudo, cultura (considerado 

padrão ouro) e/ou PCR em tempo real. É sabido que ao usar um padrão de referência 

para técnicas diagnósticas que não é o padrão ouro pode produzir enviesamento do 

resultado (CHIKERE et al., 2019). 

Previamente, um conjunto de 12 antígenos recombinantes foi selecionado para 

avaliação no diagnóstico da LVC e LV humana. Esses antígenos foram selecionados 

a partir de bibliotecas de cDNA ou genômica de L. infantum, utilizando amostras 
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humanas ou de cães (TEIXEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011). A partir destes 

resultados, os 12 antígenos identificados foram submetidos a nova seleção utilizando 

um painel mais amplo de soros com a técnica de triagem Multi-antigen print 

immunoassay (MAPIA) (DE OLIVEIRA et al., 2015). Dos 12 antígenos identificados, 

seis antígenos com resultados promissores no MAPIA foram avaliados em um 

protótipo multi-antígenos no formato dual path platform (DPP) para o sorodiagnóstico 

da LVC. Estes antígenos foram impregnados individualmente em membranas de 

nitrocelulose e testados contra soros de cães com cultura positiva. Na plataforma 

DPP, o protótipo com a combinação de rLci1, rLci2, rLci8, rLci12 e rLci5 obteve 91% 

de sensibilidade e 100% de especificidade. Em outro estudo conduzido avaliando os 

seis antígenos examinados no MAPIA em formato ELISA frente a amostras de soro 

de cães infectados por L. infantum ou controles negativos, a rLci5 foi a única proteína 

a apresentar desempenho estatisticamente superior ao desempenho apresentado 

pelo teste imunoenzimático (EIE-LVC) preconizado pelo Ministério da Saúde do Brasil 

(MS). A proteína recombinante apresentou 96% (IC 95%; 85-99%) vs. 83% (IC 95%; 

69-92%) de sensibilidade para cães com sinais clínicos, 71% (IC 95%; 49-97%) vs. 

54% (IC 95%; 33-74%) para cães sem sinais clínicos e 94% (IC 95%; 83-99%) vs, 

88% (IC 95%; 76-95%) de especificidade. Assim, a proteína rLci5 foi selecionada para 

compor um ensaio imunoenzimático (ELISA) que mostrou desempenho superior em 

comparação com o teste confirmatório da LVC preconizado pelo MS. Comparando o 

desempenho do protocolo de diagnóstico de LVC atualmente recomendado pelo MS, 

usando DPP-LVC como teste de triagem e EIE-LVC como teste confirmatório, com 

um protocolo modificado, substituindo EIE-LVC por um elisa utilizando a proteína 

recombinante rLci5 (ELISA rLci5). O protocolo com rLci5 ELISA apresentou maior 
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sensibilidade, especificidade semelhante e maior reprodutibilidade (BORJA et al., 

2018). 

Porém, além da acurácia diagnóstica, também é importante avaliar a 

capacidade de detectar anticorpos precocemente no curso da infecção, bem como a 

persistência nos cães infectados, permitindo um diagnóstico acurado em diferentes 

fases da infecção ou da doença. 

Um estudo prospectivo de dois anos foi realizado em uma área endêmica para 

leishmaniose visceral canina. Os cães foram avaliados em intervalos de 6 meses, por 

dois anos, para determinar infecção, manifestações clínicas, perfil imunológico e 

exposição a flebotomíneos. Os cães foram considerados positivos para CVL no estudo 

de coorte se (i) apresentassem resultado positivo em ambos os testes sorológicos 

(EIE-LVC e DPP-LVC) (ii); foi possível detectar L. infantum em cultura (iii); O DNA de 

L. infantum foi detectado por qPCR, em um dos três tecidos amostrados (sangue, pele 

e aspirado esplênico) (Solcà 2021). Todos os cães incluídos neste estudo 

apresentaram pelo menos um resultado positivo de CVL, e todos foram considerados 

positivos para CVL ao final da coorte. Noentanto, durante o acompanhamento, os 

resultados nos diferentes testes diagnósticos empregados variaram a cada momento 

(SOLCÀ et al., 2021). 

Assim, no presente estudo, a detecção precoce e a persistência de anticorpos 

anti-rLci5, utilizando o ELISA como plataforma diagnóstica, foram avaliadas e 

comparadas aos resultados de outros testes diagnósticos no curso da infecção natural 

por L. infantum em amostras de cães acompanhados por 24 meses em um estudo de 

coorte, no qual a infecção natural foi monitorada em uma área endêmica para LVC.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES 

 

As leishmanioses são um grupo de doenças tropicais negligenciadas, 

distribuídas mundialmente e encontradas em 89 países (ARENAS et al., 2017). Essas 

doenças são causadas por mais de 20 espécies diferentes de protozoário. Estas 

espécies, pertencentes ao gênero Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), 

são os organismos causadores das leishmanioses tegumentar e visceral (WHO, 

2010). Estes protozoários unicelulares e parasitas são transmitidos através da picada 

de insetos flebotomíneos fêmeas infectados (NJOROGE et al., 2021). 

  

 

 

Formas infecciosas do parasita, promastigotas metacíclicos com um flagelo 

longo livre (Figura 1), se desenvolvem no intestino de vetores flebotomíneos 

competentes, que as inoculam na pele de mamíferos através da picada. Em seguida, 

são ingeridos por células do sistema fagocitário mononuclear e se transformam em 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 1- Promastigotas coradas - 100 X sob lentes de imersão em óleo. 

Figura 1- Promastigotas coradas - 100 x sob lentes de imersão em óleo. 

FONTE: (GUPTA; NISHI, 2011) 

 

Figura 2 - Macrófagos infectados 

marcados com coloração de Giemsa 

contendo amastigotas (100 x sob 

lentes de imersão em óleo).FONTE: 

ADDIN CSL_CITATION 

{"citationItems":[{"id":"ITEM-

1","itemData":{"ISSN":"09715916","P

MID":"21321417","abstract":"Visceral 

leishmaniasis (VL) or kala-azar is a 

chronic protozoan infection in humans 

associated with significant global 

morbidity and mortality. The causative 

agent is a haemoflagellate protozoan 

Leishmania donovani, an obligate 
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formas amastigotas arredondadas flagelo restrito a bolsa flagelar, então, podem se 

multiplicar nos fagolisossomos de macrófagos recrutados (Figura 2) (SCORZA; 

CARVALHO; WILSON, 2017)  

 

      

 

     As leishmanioses continuam a ser um grande problema de saúde em 4 

regiões ecoepidemiológicas do mundo: Américas, Leste da África, Norte da África, 

Oeste da Ásia e Sudeste Asiático, (WHO, 2020). Estima-se que, globalmente, existem 

cerca de 1,5–2 milhões de novos casos e 70.000 mortes a cada ano (ARENAS et al., 

2017). Estima-se que anualmente, cerca de 1 milhão de pessoas desenvolvem LT, 

principalmente na Bolívia, Brasil, Colômbia, Peru, Argélia, Tunísia, Arábia Saudita, 

Síria, Irã, Afeganistão e Paquistão (MARTÍNEZ et al., 2018). 

A LV é causada pelo complexo Leishmania donovani, sendo a espécie L. 

donovani encontrada no leste da África e no subcontinente indiano, enquanto que a 

espécie Leishmania infantum está presente na Europa, Norte da África e Américas 

(WHO, 2020). No Brasil, várias evidências indicam que os cães domésticos são os 

principais reservatórios da LV causada por L. infantum em áreas urbanas, contribuindo 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 2 - Macrófagos infectados marcados com coloração de giemsa contendo 
amastigotas (100 X sob lentes de imersão em óleo). 

Figura 5 - Macrófagos infectados marcados com coloração de Giemsa contendo amastigotas (100 x 

sob lentes de imersão em óleo). 

FONTE: (GUPTA; NISHI, 2011) 
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para o ciclo de manutenção da doença (FRAGA et al., 2016; MAIA; CAMPINO, 2018; 

MORENO; ALVAR, 2002). O Ministério da Saúde (MS) preconiza como medida de 

controle da leishmaniose o diagnóstico rápido e a eutanásia ou tratamento dos cães 

soropositivos nas áreas endêmicas. O risco de infecção canina está bastante 

associado a ambientes rurais ou peri-urbanos onde são comuns residências com 

quintais com árvores, galinhas, fezes de animais, cães e/ou gatos (RODRIGUES et 

al., 2020). No entanto, apesar das tentativas de controle, a leishmaniose visceral (LV) 

tornou-se um grande desafio para os programas de vigilância e controle de doenças 

no Brasil (MORAIS et al., 2020). 

 

2.2  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

Existem 4 formas principais da doença: a leishmaniose visceral (LV, também 

conhecida como febre kalazar), a leishmaniose dérmica pós-kala-azar (LDPK), a 

leishmaniose cutânea (LC), e a leishmaniose mucocutânea (LMC) (WHO, 2020). 

Embora a forma cutânea da doença seja a forma mais prevalente, a leishmaniose 

visceral é a que exibe maior gravidade, podendo levar a morte quando não é realizado 

o tratamento específico (WHO, 2020). As diferenças nas manifestações clínicas da 

leishmaniose são explicadas, em parte, pela espécie de organismo que causa a 

infecção (SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008). 

Em humanos, o período de incubação da LV tipicamente varia entre 2 a 6 

meses, mas pode levar semanas ou até mesmo anos. Os portadores apresentam 

febre de início insidioso, perda de peso e hepatoesplenomegalia que persiste por 

meses. Sendo a esplenomegalia proeminente na maioria dos casos de leishmaniose 

visceral. A doença é progressiva e uma infecção sintomática não tratada é geralmente 

fatal (BARRETT; CROFT, 2012). 
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O quadro canino é similar ao quadro humano, os parasitas proliferam onde quer 

que haja células do sistema fagocitário mononuclear, com maior frequência em 

macrófagos. Os parasitas são mais abundantes no baço e no fígado e, 

consequentemente, a infecção leva ao aumento de ambos os órgãos (ALVAR et al., 

2004).  São sinais clínicos comuns em cães com LVC: lesões cutâneas, 

linfadenomegalia generalizada, perda de peso progressiva, atrofia muscular, 

intolerância ao exercício, diminuição do apetite, letargia, esplenomegalia, poliúria e 

polidipsia, lesões oculares, epistaxe, onicogrifose, claudicação, vômitos e diarreia 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Além dos sinais clínicos inespecíficos, o que 

dificulta o diagnóstico, alguns cães também não desenvolvem sinais claros da 

leishmaniose visceral canina, favorecendo o subdiagnóstico e permitindo a 

manutenção da doença nas áreas endêmicas (MAIA; CAMPINO, 2018). 

 

2.3  DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

 

Para o diagnóstico da LVC deve-se considerar a associação dos dados clínicos, 

laboratoriais e epidemiológicos utilizando ferramentas de diferentes complexidades 

(BRASIL, 2014). O MS publicou a Nota Técnica conjunta no. 01, em dezembro de 

2011, recomendando a substituição do protocolo diagnóstico da leishmaniose visceral 

canina até então utilizado. O teste imunocromatográfico rápido utilizando a proteína 

recombinante rK28 passou a ser o método de triagem a ser utilizado no Brasil, seguido 

pelo ELISA (EIE-LVC Bio-Manguinhos, Fiocruz, Brasil) como teste confirmatório da 

infecção. Porém, estudos na literatura avaliando o desempenho do ELISA (EIE-LVC 

Bio-Manguinhos) demonstraram baixa sensibilidade variando entre 64,5% e 72% 

(LIRA et al., 2006; FARIA et al., 2011) ou baixa especificidade: 77.8% (LAURENTI et 
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al., 2014) do teste, colocando sobre análise o uso desse teste diagnóstico como teste 

confirmatório para LVC. Com intuito de melhorar as medidas de controle da LV, a 

produção de novos testes diagnósticos e a identificação de novos antígenos 

recombinantes podem contribuir para o aumento da acurácia do diagnóstico da LVC. 

 

2.3.1 Diagnóstico sorológico 

 

Existem diversos testes que podem ser aplicados para o diagnóstico sorológico 

da LVC e que variam de acordo com o tipo de antígeno utilizado na técnica: extrato 

bruto, proteínas isoladas, recombinantes ou quiméricas. Além disso, fatores como a 

seleção das amostras utilizadas no estudo e o tipo de teste utilizado: ELISA, Dual plath 

plataform (DPP), Reação Imunofluorescência Indireta (RIFI), Indirect fluorescent 

antibody test (IFAT), interferem diretamente nos níveis de sensibilidade e 

especificidade de cada um (BORJA et al., 2016). 

Um dos métodos mais comuns para o diagnóstico sorológico da LVC é o EIE 

com a utilização de extrato bruto como antígeno no processo de sensibilização. O 

baixo custo, a reprodutibilidade e os bons níveis de sensibilidade tornam sua utilização 

viável no diagnóstico da LVC: especificidade e sensibilidade podendo alcançar entre 

80 a 100% e 84 a 95%, respectivamente. Porém, uma desvantagem desta técnica é 

o nível considerável de reatividade cruzada (SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 

2016). Diversos estudos relataram a frequente reatividade cruzada de preparações 

com extrato bruto de Leishmania contra Trypanossoma cruzi e Babesia sp. (DO 

ROSÁRIO et al., 2005; MENEZES-SOUZA et al., 2014; SUNDAR S, 2002; TOLEDO-

MACHADO et al., 2015) 

Na última década, testes que empregam proteínas recombinantes têm sido 

aplicados para o diagnóstico da leishmaniose com o intuito de melhorar seu 
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desempenho e diminuir a reatividade cruzada. A proteína rk39 (QUINNELL et al., 

2013) e a rk28 (FRAGA et al., 2016) são exemplos de antígenos recombinantes dessa 

categoria utilizados no diagnóstico da leishmaniose visceral humana e canina 

respectivamente. No estudo de Quinnell et al. (2013) a sensibilidade combinada de 

rK39 e dos testes diagnósticos rápidos (RDTs) foi de 86,7% (IC 95%: 76,9–92,8%) 

para detectar a doença clínica e 59,3% (37,9–77,6%) para detectar infecção. A 

especificidade combinada foi de 98,7% (89,5–99,9%). Quanto a proteína quimérica 

rk28, utilizada no teste DPP preconizado pelo MS, avaliada por Fraga et al. (2016), 

foram reportados 89% de sensibilidade e 94% de especificidade quando comparados 

a análise de classe latente como padrão ouro. 

Outros testes sorológicos que empregam antígenos recombinantes foram 

descritos utilizando proteínas como a CSA, K26 e A2 que foram testadas através do 

ELISA para produção de novos métodos diagnósticos. Dentre estas proteínas, os 

seguintes resultados foram observados: para CSA a sensibilidade foi de 88% para 

cães sintomáticos e apenas 30% para assintomáticos, com especificidade de 87%; 

para K26 foi detectada sensibilidade de 94% em cães sintomáticos e 66% para cães 

assintomáticos, com especificidade de 90%; já A2 a sensibilidade foi de 70% para 

cães sintomáticos e 88% em cães assintomáticos, com especificidade de 96% 

(PORROZZI et al., 2007). 

Devido a alta variabilidade na produção de anticorpos observada na resposta 

humoral de cães infectados, sugere-se que um diagnóstico eficaz seja baseado no 

uso de uma mistura de antígenos recombinantes e/ou no uso de antígenos quiméricos 

contendo epítopos de diversas proteínas recombinantes (SOTO et al., 1998). No 

estudo de Soto et al. (1998), a proteína quimérica recombinante PQ apresentou 

sensibilidade entre 79-96%, com especificidade de até 100%.  
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Uma outra abordagem recente é a utilização de peptídeos sintéticos, mais 

simples de produzir e capazes de reduzir significativamente a reatividade cruzada dos 

ensaios sorológicos (MACHADO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2019; SALLES et 

al., 2019) : MACHADO et al. (2020) demonstraram que a combinação de 3 epítopos 

sintéticos conseguiu atingir níveis de 100% de sensibilidade e até 97% de 

especificidade. Já Rodrigues et al. (2019), obtiveram 98% de sensibilidade e 100% de 

especificidade ao utilizar o peptídeo sintético baseado na sequência linear da proteína 

proibitina de L. infantum. 

 

2.3.2 Diagnóstico parasitológico 

 

Os métodos parasitológicos são considerados o padrão ouro na confirmação 

da leishmaniose visceral e são extremamente importantes para os estudos eco-

epidemiológicos (THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Porém, os métodos disponíveis são 

aqueles que precisam de amostras obtidas através de técnicas consideradas 

invasivas, sendo necessária a punção de órgãos do paciente, por exemplo: baço ou 

medula óssea (SUNDAR S, 2002). Apesar de serem descritas como amostras com 

coletas invasivas, estas são consideradas as amostras com maior sensibilidade 

(SOLCÀ et al., 2014). Os métodos parasitológicos são os mais específicos por 

permitirem a observação direta do parasito e a confirmação da infecção. A 

especificidade desses testes pode chegar a 100%, já a sensibilidade é variável, uma 

vez que a distribuição dos patógenos no tecido examinado não é homogênea, 

podendo variar dependendo do local da punção (BAGUES et al., 2018; FARIA; 

ANDRADE, 2012). 
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Apesar de ser considerado o padrão ouro para o diagnóstico da leishmaniose 

visceral canina, a cultura parasitológica é raramente utilizada na rotina devido à 

demora em seu resultado e baixa sensibilidade (SOLCÀ et al., 2012). No entanto, a 

cultura é bastante utilizada para outros fins, principalmente na pesquisa, para extração 

de material genético, diferenciação entre espécies e avaliação de novas drogas 

(SUNDAR S, 2002). As formas promastigotas podem ser isoladas e cultivadas no meio 

sólido Novy-MacNeal-Ni-colle (NNN) contendo 20-30% de sangue de coelho ou meio 

de cultura de insetos Schneider líquido (SINGH, 2006). 

Para observação direta do parasita, também são utilizadas amostras de 

aspirado esplênico, aspirados de linfonodo, de medula óssea e de fígado, e camada 

leucocitária de sangue periférico diretamente em lâminas. Apesar da sensibilidade 

variável é possível observar a presença de amastigotas e macrófagos corados com 

corante Giemsa (SAKKAS; GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016). Quanto aos 

esfregaços podem ser corados com hematoxilina eosina (HE) ou imunoperoxidase.  

 

2.3.3 Diagnóstico molecular 

 

A aplicação de reação em cadeia da polimerase (PCR) ao diagnóstico de 

leishmaniose contribuiu para o desenvolvimento de abordagens sensíveis e 

específicas (MOREIRA et al., 2007). A PCR se baseia na amplificação de parte do 

material genético presente no DNA genômico do parasito, o qual pode ser extraído a 

partir de amostras clínicas, incluindo sangue, biópsias de pele, nódulos linfáticos, 

medula óssea e baço (PEREIRA et al., 2016). Em sua forma convencional, a PCR tem 

como característica a necessidade de processamento do produto da reação através 
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da realização de uma eletroforese em gel de agarose e posterior visualização de seus 

resultados com corantes específicos.  

Outra abordagem da PCR é a reação em tempo real (qPCR) que vem sendo 

bastante utilizada para identificação de diferentes espécies de Leishmania, variando 

em especificidade e sensibilidade de acordo com o gene-alvo utilizado, além do poder 

de quantificação conferido por essa metodologia (GALLUZZI et al., 2018; RAMPAZZO 

et al., 2017; SOLCÀ et al., 2012). Vários estudos encontrados na literatura relatam 

que, dentre os possíveis gene-alvos a serem utilizados na qPCR, o DNA do 

cinetoplasto de Leishmania apresentou maior sensibilidade na detecção de animais 

infectados (MAIA; CAMPINO, 2008; MARCELINO et al., 2020; MIRÓ et al., 2008). Em 

2010, Paiva-Cavalcanti et al. (2010), utilizando amostras de sangue periférico de 15 

cães que foram positivos para LV, a sensibilidade da qPCR foi de 100%. Em outro 

estudo, Rampazzo et al. (2017) conseguiram obter níveis de 100% de especificidade 

e 100% de especificidade com amostras de pele de 42 cães infectados e 40 não 

infectados por L. infantum utilizando qPCR.  



25 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

A Leishmaniose Visceral Canina é um grave problema de saúde pública no 

Brasil. O cão é considerado o principal reservatório urbano da doença (ALVAR et al., 

2004). Para o controle da LVC é preconizada a identificação dos animais infectados 

para utilização de medidas profiláticas (BRASIL, 2014). 

Os métodos sorológicos já são bem conhecidos e amplamente utilizados em 

todo o mundo. A popularidade destes testes está diretamente ligada ao seu baixo 

custo por reação, níveis satisfatórios de sensibilidade e especificidade, e facilidade de 

uso fora do laboratório quando consideramos os testes rápidos (SAKKAS; 

GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016). Os testes preconizados pelo Ministério da 

Saúde são o DPP-LVC como diagnóstico de triagem e o EIE-LVC como diagnóstico 

confirmatório, mas também estão disponíveis em laboratórios outros métodos e kits 

diagnósticos. Apesar da grande gama de métodos diagnósticos, boa parte desses 

métodos falha na prática clínica, não identificando, em sua maioria animais sem ou 

com poucos sinais clínicos da LVC (DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDÃO-FILHO, 

2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

A proteína recombinante rLci5 é estudada por nosso grupo há alguns anos, e 

já foi demonstrado um alto nível de sensibilidade e especificidade para LVC, com alta 

sensibilidade no que se refere a identificação de animais sem sinais clínicos aparentes 

da infecção (BORJA et al., 2018). É de suma importância para o controle da LVC um 

diagnóstico preciso, capaz de identificar esses animais sem sinais clínicos (MOREIRA 

et al., 2007). Ademais, estudos apontam que um diagnóstico precoce também é 

essencial na diminuição dos níveis de transmissão da doença (FARIA et al., 2015; 

KUMAR; PANDEY; SAMANT, 2020; MAIA; CAMPINO, 2018). O animal detectado 

precocemente tem menos chances de se tornar um reservatório nos ambientes 
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urbanos e rurais, uma vez que o cão pode ser tratado e/ou o tutor poderá utilizar de 

ferramentas profiláticas contra o mosquito vetor, a exemplo do encoleiramento com 

deltametrina (QUINNELL; COURTENAY, 2009). É premente o desenvolvimento de 

uma ferramenta capaz de identificar precocemente os cães infectados por L. infantum 

em áreas endêmicas. 

É descrito na literatura que os resultados de um determinado diagnóstico 

podem variar conforme o desenvolvimento da doença. As reações bioquímicas 

decorrentes da infecção variam em consonância com a progressão da doença 

(ZWAAN; SINGH, 2015). Esses fatores, entre outros, podem resultar em diferentes 

resultados para um animal, positivo para LVC, quando avaliado ao longo do curso da 

infecção, podendo gerar resultados falsos negativos. Boas estratégias diagnósticas, 

são mais robustas, e geralmente possuem uma estabilidade maior nos resultados 

obtidos mesmo com as variações características da doença. Até o presente momento, 

nenhum estudo havia sido feito para avaliar a permanência dos resultados obtidos de 

animais com LVC ao longo de diferentes períodos de tempo. 

Para o controle efetivo da leishmaniose visceral em áreas endêmicas é 

necessário o desenvolvimento de um teste diagnóstico sensível, capaz de identificar 

cães de maneira precoce e que obtenha resultados consistentes e persistentes 

durante o curso da infecção do animal. Ao aumentar a detecção de cães infectados 

por Leishmania infantum, permitindo seu tratamento e/ou encoleiramento, pode-se 

reduzir em altos níveis a transmissão da leishmaniose visceral canina. A diminuição 

da transmissão auxiliará na redução dos casos tanto em cães quanto em pacientes 

humanos. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a capacidade de detecção precoce e a persistência de resultados positivos de 

um ELISA para Leishmaniose visceral canina utilizando uma proteína recombinante 

quando comparado a outros métodos diagnósticos durante o acompanhamento por 

24 meses de cães de uma área endêmica. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar a frequência de resultados positivos para LVC obtidos para cada cão a 

cada 6 meses durante o estudo de coorte utilizando diferentes métodos 

diagnósticos. 

2. Avaliar a detecção precoce de anticorpos anti-leishmanise usando o a proteína 

rLci5 em uma coorte de cães positivos para leishmaniose visceral canina 

acompanhados por 24 meses. 

3. Comparar a precocidade da detecção da LVC por ELISA rLci5 com EIE-LVC, 

DPP-LVC, cultura de aspirado esplênico e qPCR em cães acompanhados por 

24 meses. 

4. Avaliar e comparar a persistência dos resultados positivos obtidos pelos 

diversos métodos diagnósticos utilizados em relação a positividade dos animais 

avaliados com ELISA utilizando rLci5 durante o período da coorte canina. 
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5. ARTIGO 
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6. DISCUSSÃO 

 

Muitos fatores influenciam o diagnóstico correto de uma enfermidade. A 

evolução da doença é variável e espera-se que, após a infecção, ocorram reações 

bioquímicas e fisiológicas, ainda que não sejam apresentados sintomas. Cada doença 

tem diferentes processos de evolução ao longo do tempo: sinais, sintomas e 

prognósticos (TRAVI et al., 2001). 

Médicos veterinários podem ter dificuldade em avaliar a LVC uma vez que os 

sinais clínicos para esta doença são inespecíficos e podem ser confundidos com 

sinais de outras doenças, como erliquiose e babesiose (SANTOS et al., 2019). Além 

disso, os animais classificados como resistentes à LVC podem não mostrar qualquer 

sinal da doença por períodos mais prolongados (REIS et al., 2009). 

Um diagnóstico precoce, rápido e eficiente é necessário para o correto 

tratamento clínico e controle da transmissão da Leishmania. (KUMAR; PANDEY; 

SAMANT, 2020). A cultura é considerada o padrão ouro para diagnosticar LVC, mas 

carece de sensibilidade e consome muito tempo para apresentação do resultado 

(SOLCÀ et al., 2014). A técnica de qPCR pode ser o método mais eficiente para 

diagnosticar CVL por apresentar alta sensibilidade e especificidade, mas este método 

é caro e, para ser preciso, requer amostras com métodos de coleta invasivos (MAIA 

et al., 2009; SOLCÀ et al., 2012). Portanto, os métodos sorológicos são menos caros 

e mais eficientes em termos de tempo. O Ministério da Saúde do Brasil recomenda 

DPP-LVC e EIE-LVC para avaliar a infecção por L. infantum em cães (MONTEIRO et 

al., 2019). Porém esses testes demonstraram resultados pouco satisfatórios em 

comparação com outros métodos; portanto, para melhorar o diagnóstico de LVC no 
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Brasil, testes mais confiáveis devem ser implementados (FARIA et al., 2015; FRAGA 

et al., 2016) 

A proteína recombinante rLci5 já havia mostrado resultados promissores no 

diagnóstico de LVC, apresentando alta sensibilidade e especificidade (BORJA et al., 

2018). No presente estudo, o rLci5 ELISA confirmou um desempenho preciso no 

diagnóstico de LVC, apresentando a maior taxa de detecção entre os testes 

diagnósticos avaliados. Além disso, rLci5 ELISA detectou a LVC mais cedo em 

comparação com os métodos recomendados pelo Ministério da Saúde (DPP-LVC, 

EIE-LVC), qPCR e cultura. De fato, empregando rLci5 ELISA, podemos detectar a 

positividade da LVC quatro meses antes dos outros testes sorológicos. A capacidade 

de detecção precoce do rLci5 ELISA é promissora, pois um método diagnóstico capaz 

de detectar a infecção em um curto período após o início da infecção é bem adequado 

para controlar a sua transmissão (MAIA; CAMPINO, 2018). Sendo assim, o rLci5 

ELISA é ideal para otimizar o controle da transmissão de LVC, contribuindo para o 

tratamento precoce e outras medidas de controle que impedirão a propagação da 

doença. 

Resultados persistentes ao longo do curso da infecção conferem robustez ao 

diagnóstico, reduzindo os riscos de ocorrência de resultados falso-positivos e falso-

negativos dependendo do período de realização do exame. Alguns estudos avaliaram 

a persistência de testes diagnósticos para outras doenças, como dermatite alérgica 

de contato, asma e artrite reumatóide (AARON et al., 2017; DUARTE et al., 2012; 

MCDONAGH; WALKER, 1994). 

rLci5 ELISA mostrou diferença significativa na persistência de resultados 

positivos durante o acompanhamento dos cães infectados em comparação com outros 

testes diagnósticos. Existem estudos longitudinais avaliando métodos diagnósticos de 
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LVC na literatura, mas nenhum avaliando a persistência de resultados positivos ao 

longo do tempo (NUNES et al., 2015; QUINNELL et al., 2003, Solcà et al. 2021). 

 Nosso estudo demonstrou que os resultados dos testes diagnósticos variam ao 

longo do tempo, provavelmente devido a diferentes processos fisiológicos da doença 

dentro do hospedeiro. O título de anticorpos pode ser baixo ou alto em diferentes 

estágios da doença (ZWAAN; SINGH, 2015), parasitas podem não ser detectados em 

cultura devido à baixa carga parasitária (MANNA et al., 2009), e mesmo a detecção 

de DNA do parasita pode variar entre os tecidos quando testada por PCR (BAGUES 

et al., 2018; SOLCÀ et al., 2014). Nossos resultados mostraram uma variação mais 

considerável nos resultados de cultura e qPCR ao longo do tempo do que nos testes 

sorológicos.  

Já foi demonstrado que os anticorpos persistem por um período de tempo 

considerável, favorecendo o diagnóstico de LVC (QUINNELL et al., 2003). Por outro 

lado, a carga parasitária depende da amostra utilizada, da presença de inibidores da 

PCR e da variação natural ao longo da infecção em função da resposta imune do 

animal. Novos estudos podem esclarecer a relação entre a persistência dos resultados 

dos testes e os processos fisiológicos que ocorrem dentro do hospedeiro. 

 

7. CONCLUSÃO 
 

O ELISA rLci5 apresentou um diagnóstico de CVL mais precoce e mais 

persistência de resultados positivos do que DPP-LVC, qPCR e cultura. A persistência 

de resultados positivos no mesmo animal ao longo do período de estudo, 24 meses, 

mostra o quão consistente e confiável é este teste diagnóstico. Essa característica é 

importante, apresentando boa estabilidade e menos resultados falso-negativos 
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dependendo do momento da coleta da amostra. Portanto, o uso de rLci5 em ensaios 

de ELISA pode melhorar o desempenho do diagnóstico de CVL.  
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