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RESUMO 

 

LOPES, Sabrina Gabriela, B.Sc, Universidade Federal de Viçosa, julho de 2025. 

CARACTERIZAÇÃO DE SOROS UTILIZANDO O KIT EIE LEISHMANIOSE 

VISCERAL CANINA | BIO-MANGUINHOS® PARA CONSTRUÇÃO DE SOROTECA 

CANINA. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva 

 

A leishmaniose é uma doença tropical negligenciada causada por parasitos do gênero 

Leishmania sp., transmitida por picada de fêmeas infectadas de dípteros dos gêneros Lutzomyia 

sp. e Phlebotomus sp. Esta enfermidade acomete principalmente os cães, que são reservatórios 

naturais do agente etiológico e podem desenvolver duas formas clínicas principais: a 

leishmaniose tegumentar canina (LTC), com manifestações cutâneas e a leishmaniose visceral 

canina (LVC), de caráter sistêmico. Este trabalho visa auxiliar na construção de um banco de 

soros caninos (soroteca) por meio de amostras coletadas no Hospital Veterinário da 

Universidade Federal de Viçosa para serem utilizados em diferentes pesquisas, buscando 

facilitar o acesso a material de testagem para futuras técnicas de diagnóstico sorológico de LVC. 

Foram coletadas 480 amostras devidamente catalogadas de acordo com as informações do 

prontuário de cada animal que continha suas suspeitas clínicas estabelecidas pelos médicos 

veterinários responsáveis. Para que parte da validação destas suspeitas clínicas fosse realizada, 

estas amostras foram submetidas a ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando o kit “EIE 

leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos®”, que é um teste preconizado pelo Ministério 

da Saúde, cujos resultados evidenciaram uma divergência com a suspeita clínica, sugerindo a 

necessidade de realização de testes moleculares ou parasitológicos nas amostras, para que seus 

diagnósticos sejam completamente validados. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Soroteca canina. Leishmaniose visceral. Ensaio imunoenzimático. ELISA. 

Leishmania sp. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

LOPES, Sabrina Gabriela, B.Sc, Universidade Federal de Viçosa, julho de 2025. 

CARACTERIZAÇÃO DE SOROS UTILIZANDO O KIT EIE LEISHMANIOSE 

VISCERAL CANINA | BIO-MANGUINHOS® PARA CONSTRUÇÃO DE SOROTECA 

CANINA. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva 

 

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by parasites of the genus Leishmania sp., 

transmitted through the bite of infected female dipterans of the genera Lutzomyia sp. and 

Phlebotomus sp. The disease primarily affects dogs, which are natural reservoirs of the 

etiological agent and may develop two main clinical forms: canine cutaneous leishmaniasis 

(CCL), characterized by cutaneous lesions, and canine visceral leishmaniasis (CVL), a systemic 

condition. This study aims to contribute to the development of a canine serum bank (serotheque) 

by collecting samples from the Veterinary Hospital of the Federal University of Viçosa, to be 

used in various research projects. The objective is to facilitate access to testing material for 

future serological diagnostic techniques for CVL. A total of 480 samples were collected and 

properly cataloged based on information from each animal’s medical record, which contained 

the clinical suspicions established by the attending veterinarians. To partially validate these 

clinical suspicions, the samples were subjected to an enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) using the “EIE Canine Visceral Leishmaniasis | Bio-Manguinhos®” kit, a test 

recommended by the Brazilian Ministry of Health. The results revealed discrepancies in relation 

to clinical suspicions, suggesting the need for confirmatory molecular or parasitological testing 

to ensure the full and accurate validation of the diagnoses. 

 

 

 

 

 

 Keywords: Canine serum collection. Visceral leishmaniasis. Enzyme-linked immunosorbent 

assay. ELISA. Leishmania sp. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 SOROTECA 

 

Soroteca é uma coleção de soros armazenados sob condições adequadas (geralmente a 

-20 °C ou -80 °C), com o intuito de preservar seus componentes. O objetivo de criar uma 

soroteca é manter viáveis amostras para serem utilizadas em pesquisas científicas, diagnósticos, 

desenvolvimento de testes sorológicos, ou validação de biomarcadores.       

 

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA 

 

A leishmaniose é uma doença zoonótica que também infecta os seres humanos, causada 

por parasitos intracelulares obrigatórios do gênero Leishmania sp. (BRASIL, 2014). É 

considerada uma doença tropical negligenciada, que se enquadra nessa classificação devido ao 

baixo aporte financeiro disponibilizado para seu controle em comparação com outras doenças 

e ao fato de estar presente principalmente em países em desenvolvimento e de baixo poder 

socioeconômico, onde parte da população tem condições precárias de alimentação e moradia 

(WHO, 2010, PAHO, 2023). Suas manifestações clínicas dependem da espécie do parasito que 

causa a infecção, tendo duas formas principais: leishmaniose cutânea (LC), que tem como 

exemplos de causadores as espécies Leishmania major, Leishmania brasiliensis e Leishmania 

amazonensis, sendo as duas últimas as principais no Brasil; leishmaniose visceral (LV), causada 

principalmente pela Leishmania chagasi nas Américas e Leishmania infantum na Europa e 

África; (WHO, 2025, NEVES, et al., 2019). A forma visceral é a mais grave da doença, sendo 

fatal em 95% dos casos não tratados (WHO, 2025) e afeta principalmente fígado, baço, medula 

óssea e linfonodos, além de outros tecidos (WHO, 2010, PAHO, 2023). Ao longo do 

desenvolvimento da doença ocorre perda significativa de peso, além de hepato e 

esplenomegalia, acarretando aumento significativo da região abdominal do paciente, o que 

causa uma série de complicações, podendo levar à fatalidade (BRASIL, 2014). (FIGURA 1) 
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Figura 1: Paciente em fase final de LV, apresentando perda de peso e aumento da região 

abdominal ocasionada pela hepatoesplenomegalia. 

 

Fonte: Manual de vigilância e controle da leishmaniose visceral. 2014, BRASIL. 

 

A transmissão da doença se dá pela picada de fêmeas de insetos hematófagos, chamados 

flebotomíneos ou flebótomos, dos gêneros Phlebotomus sp. na Europa e Lutzomyia sp. nas 

Américas, que transmitem o agente etiológico durante sua alimentação (ROCHA, et al., 2013). 

Os parasitos presentes no vetor se encontram em sua forma promastigota, caracterizada por ser 

uma célula alongada que possui flagelo e é móvel, a qual adentra o hospedeiro durante a picada 

do inseto e interage principalmente com os macrófagos, que a fagocitam. Após adentrar nas 

células por fagocitose, a Leishmania passa para sua forma amastigota, que é uma célula ovalada, 

que apresenta um flagelo curto e é imóvel (ROCHA, et al., 2013, NEVES, et al., 2019). Uma 

vez dentro do macrófago, o parasito se multiplica de forma intensa por divisão binária, até 

causar lise da célula. As formas amastigotas liberadas adentram em outras células fagocitárias, 

inclusive as que se encontram circulantes no sangue, de forma que quando outro flebotomíneo 

realizar o repasto sanguínea no hospedeiro será infectado, completando o ciclo. (ROCHA, et 

al., 2013, NEVES, et al., 2019) (FIGURA 2). 
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania. (1) o flebotomíneo se alimenta, injetando as formas 

promastigotas na pele; (2) macrófagos fagocitam as formas promastigotas; (3) as formas 

promastigotas se transformam em amastigotas no interior da célula; (4) as formas amastigotas 

se multiplicam intensamente, rompendo o macrófago e adentrando novas células (5) outro 

flebotomíneo se alimenta do sangue infectado (6) macrófagos infectados que foram ingeridos 

se rompem (7) e as formas amastigotas se transformam em promastigotas no interior do 

intestino do inseto (8). Formas promastigotas se dividem e migram para a probóscide do vetor. 

 

 

Fonte: Centers For Disease Control and Prevention, EUA. 

(https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/). 

 

Pelo fato de o parasito infectar macrófagos para realizar sua multiplicação, já se observa 

que ele é capaz de evadir o sistema imune do paciente, o que evidencia a alta complexidade da 

resposta imune do organismo infectado (NEVES, et al., 2019, ELMAHALLAWY, et al., 2021). 

Um dos fatores que permitem Leishmania escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro é 

a presença da glicoproteína gp53 em sua superfície, que impede a ação do sistema complemento 

por sua inativação e impede que enzimas presentes no fagolisossomo do macrófago sejam 

https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/
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capazes de causar danos a ela (NEVES, et al., 2019, ELMAHALLAWY, et al., 2021). Além 

disso, as taxas de linfócitos T helper, responsáveis pela secreção de citocinas específicas e de 

imunoglobulinas, principalmente da classe IgG, ficam aumentadas (NEVES, et al., 2019). 

 

1.3 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC) 

 

Com o processo de urbanização da leishmaniose, que ocorreu devido ao 

desenvolvimento das cidades, os reservatórios naturais de Leishmania chagasi, que são animais 

que favorecem a manutenção do ciclo de vida do parasito, tornando os flebotomíneos que se 

alimentam de seu sangue infectados com o agente etiológico de LV (DANTAS-TORRES, 

2007), antes representados por algumas espécies de mamíferos silvestres, passaram a ser os 

cães (LAINSON E RANGEL, 2005). Por esse motivo a LV se tornou mais disseminada, uma 

vez que eles são animais presentes na maioria dos ambientes domésticos e são facilmente 

acessados pelo flebótomo por estarem expostos a ele durante o horário ativo e, portanto, se 

tornaram o principal elo entre o vetor, que é o responsável pela transmissão da LV, e os seres 

humanos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Quando o cão é infectado, Leishmania presentes 

em seu organismo se distribuem de maneira que os insetos vetores tenham pleno acesso a elas, 

ficando abundantes em suas vísceras e na derme, sendo o local propício para picadas do 

flebótomo (WHO, 2010, PAHO, 2023). 

A doença se manifesta no organismo do cão, causando a leishmaniose visceral canina 

(LVC), a depender da imunocompetência e idade do animal (BRASIL, 2014). No geral, a 

infecção é crônica e generalizada e pode permanecer latente ou evoluir para a forma grave, 

sendo fatal para o animal (BRASIL, 2014). A LVC possui três classificações, a depender de 

como a doença se manifesta: assintomática, onde não há manifestação de nenhum sinal clínico 

indicativo da doença. É a mais prevalente nos cães; oligossintomática, onde ocorre 

aparecimento de alguns sintomas, como o aumento dos gânglios linfáticos, perda de peso e 

alterações na pelagem; sintomática, onde há a manifestação de vários sintomas, como perda 

significativa de massa corporal, alterações na pele e perda dos pelos, espessamento das unhas, 

perda parcial do movimento das patas e ceratoconjuntivite (FIGURA 3 – BRASIL, 2014). 
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Figura 3: cão diagnosticado com LVC, com perda de massa, queda da pelagem e 

ceratoconjuntivite.  

 

Fonte: Manual de vigilância e controle da leishmaniose visceral. 2014, BRASIL 

 

1.4 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS PARA LVC 

 

Atualmente, a LVC deve ser diagnosticada considerando uma junção de fatores, 

baseando-se em observações clínicas, epidemiologia e testes sorológicos e parasitológicos 

(FARIA, et al., 2012). Em primeiro lugar, é necessária uma avaliação feita por um médico 

veterinário, possibilitando a realização do diagnóstico clínico, que se baseia na sintomatologia 

e histórico do cão.  Porém, a LVC possui sintomas similares aos de outras doenças, como a 

babesiose e a erliquiose, além de existirem cães positivos que são assintomáticos, o que faz com 

que esse tipo de diagnóstico tenha confiabilidade reduzida (FARIA, et al., 2012, BRASIL, 

2014). 

Os testes parasitológicos se baseiam em encontrar o parasito no organismo do animal. 

Para esse fim, pode-se utilizar a técnica de análise histológica do tecido potencialmente 

infectado, que consiste na busca microscópica de amastigotas em amostras de linfonodos, 

medula óssea ou do baço. Embora essa técnica apresente especificidade de até 100%, sua 

sensibilidade pode ser reduzida, uma vez que o material coletado pode ser proveniente de uma 

região ainda não infectada. Ademais, o procedimento de obtenção da amostra, geralmente 

realizado por meio de biópsia, pode representar riscos à vida do animal. (FARIA, et al., 2012). 

Outra técnica é o cultivo in vitro e in vivo da amostra biológica, que tem o objetivo de 

multiplicar as Leishmania que podem estar presentes nela, mas geralmente não é um método 
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muito utilizado pelo excesso de tempo necessário para que se obter os resultados (FARIA, et 

al., 2012, ROCHA, et al., 2013). Além disso, há o método molecular, que busca pelo material 

genético de Leishmania utilizando técnicas de reação em cadeia da polimerase (PCR), que 

fornece resultado qualitativo, informando a presença ou ausência do parasito apenas e a de PCR 

em tempo real (qPCR), que fornece resultado quantitativo que permite a determinação da carga 

parasitária na amostra analisada (FARIA, et al., 2012). 

Atualmente, alguns dos métodos empregados no diagnóstico incluem a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), que utiliza o parasito como antígeno (FARIA et al., 2012); 

os testes rápidos imunocromatográficos, como o Dual Path Platform (DPP), baseados na 

interação entre anticorpos e antígenos recombinantes; e o ensaio imunoenzimático (ELISA), 

que também se fundamenta na ligação entre anticorpos e antígenos recombinantes. Apesar dos 

testes sorológicos possuírem grande capacidade de resultar em razoáveis níveis de sensibilidade 

e especificidade, nenhum deles se mostra tão eficaz quanto, por exemplo, a qPCR. (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Taxas de sensibilidade e especificidade de alguns testes sorológicos para diagnóstico 

de LVC disponíveis atualmente, em comparação com a técnica molecular de qPCR. 

Teste Sensibilidade Especificidade 

qPCR 95% 98% 

RIFI 85% 71% 

DPP - LVC® 83% 93% 

ELISA – EIE LVC® 76% 83% 

Fontes: Revista de Educação Continuada em Medicina Veterinária e Zootecnia do CRMV-SP, 

2014, GONÇALVES, 2018. 

 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) é uma técnica baseada na interação entre anticorpos 

e antígenos, seguida da formação de uma reação cromogênica a partir de um substrato incolor. 

Essa reação permite a detecção e quantificação de antígenos ou anticorpos presentes na amostra, 

por meio da medição da intensidade da coloração desenvolvida (MASOODI, et al., 2021). O 

teste possui diferentes formas, como o ELISA indireto, ELISA competitivo, ELISA direto e o 

ELISA sanduíche (MASOODI, et al., 2021, DRIJVERS, et al., 2017). O tipo indireto, que é o 

empregado no kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos®”, que foi escolhido 

para este estudo por ser um teste preconizado pelo Ministério da Saúde, utiliza placas com os 

antígenos de interesse adsorvidos, onde se liga a porção Fab dos anticorpos anti-Leishmania 

possivelmente presentes no soro. Após essa ligação ser estabelecida, utiliza-se um anticorpo 
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anti-imunoglobulina marcado com uma enzima, que liga sua porção Fab na porção Fc do 

anticorpo do soro e será responsável pela emissão de cor da reação. Nesse contexto, o presente 

estudo pretende contribuir para a construção de um banco de soros caninos, bem como para a 

confirmação dos diagnósticos das amostras catalogadas, por meio da aplicação do ELISA para 

leishmaniose visceral canina, fornecido por Bio-Manguinhos®. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral:  

Auxiliar na construção de um banco de soros caninos para utilização de seus antígenos 

na testagem de técnicas diagnósticas a serem desenvolvidas futuramente. 

Objetivos específicos: 

1. Coletar, catalogar e armazenar soros disponibilizados pelo Hospital Veterinário da 

UFV; 

2. Realizar teste de confirmação dos diagnósticos do material catalogado utilizando a 

técnica de ensaio imunoenzimático EIE leishmaniose visceral canina | Bio-

Manguinhos®. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 3.1. COLETA, TRIAGEM E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS  

Amostras de sangue foram colhidas dos cães pelos médicos veterinários durante 

atendimento no Hospital Veterinário da Universidade Federal de Viçosa. O material utilizado 

para esta pesquisa foi o excedente do que foi coletado normalmente durante a rotina de 

atendimento do Hospital, de forma que nenhum cão tenha sido submetido a desconforto 

adicional para que ela fosse realizada. A permissão para utilização das amostras foi solicitada 

aos tutores dos animais por intermédio de formulário de consentimento fornecido pela 

American Kennel Club (AKC) (Anexo A) e o uso das amostras foi certificado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA/UFV), processo n° 

30/2025 (Anexo B). 

Após a coleta, o sangue foi centrifugado a 1.500 x g/10 min, de acordo com protocolo 

do Laboratório de Imunoparasitologia – LIP/DBG/UFV. Os soros e as células foram 

armazenados em microtubos comuns de 1,5 mL e em microtubos contendo ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), respectivamente, que foram identificados com número 

devidamente catalogado e correlacionado com as informações dos prontuários dos animais, em 

que constam a localização e o diagnóstico clínico de cada um deles. Todos esses procedimentos 

foram realizados pela equipe do Hospital. 

As amostras foram transportadas para o Laboratório de Infectologia Molecular Animal, 

onde foram mantidos em seus microtubos originais. Tanto as amostras de soro quanto de células 

foram armazenadas em freezer a -20 °C para uso em experimentos posteriores.  

 3.2. REALIZAÇÃO DO ELISA 

Como parte da validação do diagnóstico informado das amostras, foi realizado o ELISA 

utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-Manguinhos”, lote 16UEL01Z, cujo 

manual de instruções presente no kit (Anexo C) foi devidamente seguido.  

Um total de 480 amostras foram submetidas ao ELISA e elas foram separadas em cinco 

grupos (Tabela 2): suspeita de LVC (8 amostras), vacinados para LVC (7 amostras), 

hemoparasitoses ativas (23 amostras), histórico de hemoparasitoses (16 amostras) e demais 

diagnósticos (426 amostras),  

Para iniciar o teste, o diluente das amostras foi preparado seguindo o volume indicado 

para 96 reações: 1,4 g de lecitina de leite, 14 mL de diluente de amostras 5X e 56 mL de água 
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destilada, que foram misturados utilizando um agitador magnético, resultando em 

aproximadamente 70 mL de diluente preparado, do qual 500 μL foram distribuídos em 

microtubos de 1,5 mL, 3 deles identificados como “controle positivo”, “controle negativo”, 

“sem soro” e o restante com o número das amostras conforme com a organização da soroteca. 

Após esse processo, o microtubo identificado como “sem soro” foi separado, já que ele deveria 

possuir apenas o diluente, e nos demais foram pipetados 5 μL dos controles disponibilizados no 

kit e das amostras de soro canino conforme a identificação previamente realizada. 

 Em seguida, as amostras foram distribuídas em placas de 96 poços com antígenos de 

Leishmania major like já adsorvidos (100 μL por poço), de modo que na primeira fileira 

houvesse dois poços com o controle positivo, três com o controle negativo, dois com o diluente 

sem soro e nas demais fileiras foram distribuídas as 89 amostras da soroteca. As placas foram 

incubadas a 37 °C por 30 minutos para que os anticorpos presentes nas amostras positivas se 

ligassem ao antígeno presente nas suas cavidades. Após a incubação, o conteúdo líquido da 

placa foi descartado e foi feita lavagem em lavadora automática (6 vezes com 200 μL de tampão 

de lavagem por poço com intervalo de 45 segundos entre lavagens), para remover todo o 

conteúdo não ligado. O tampão de lavagem foi preparado de acordo com o manual de instruções 

do kit (25 mL de tampão de lavagem 20X (incluso no kit) em 475 mL de água destilada para 

lavagem de uma placa). Após finalizada a lavagem, foram adicionados 100 μL do anticorpo 

conjugado anti-imunoglobulina G marcado com a enzima peroxidase, que foi previamente 

diluído 1:100 no diluente utilizado na preparação das amostras. A placa foi novamente incubada 

a 37 °C por 30 minutos para ligação do anticorpo conjugado às imunoglobulinas G ligadas aos 

antígenos. Após esse processo, o conteúdo dos poços foi descartado e a placa foi submetida ao 

mesmo processo de lavagem citado anteriormente.  

 Após a última etapa de lavagem, foram adicionados 100 μL de substrato a cada poço, 

previamente preparado com 12 mL de diluente, 120 μL da substância cromogênica 

tetrametilbenzidina (TMB) e 24 μL de peróxido de hidrogênio (H₂O₂). Em seguida, a placa foi 

incubada a 37 °C por 30 minutos, protegida da luz. Nas reações positivas, observa-se o 

desenvolvimento de coloração azulada, resultante da interação da solução reveladora com o 

conjugado enzimático. Ao final do tempo de incubação, foram adicionados 50 μL de ácido 

sulfúrico (H₂SO₄) por poço para interromper a reação, promovendo a mudança da coloração 

azul para amarela nas amostras reagentes, enquanto os poços sem reação mantiveram-se 

incolores. 
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A leitura de absorbância foi feita em espectrofotômetro da marca Heales, modelo MB-

850, com incidência de luz a 450 nanômetros (nm). Os controles positivos deveriam estar dentro 

da faixa de leitura ≥0,500 de densidade óptica (DO) e os negativos na faixa de ≥0,050 ≤ 0,120 

DO para que os resultados do teste pudessem ser considerados como válidos. Depois da leitura, 

foram realizados os cálculos do cut-off (CO), que foi realizado multiplicando a média da DO 

dos controles negativos (XCN) por dois (CO = XCN x 2) e da faixa cinza (FC), que é o resultado 

do valor encontrado de CO multiplicado por 1,2 (FC = CO x 1,2), conforme descrito no manual 

de instruções do kit. Os cálculos permitiram detecção dos valores dos resultados positivos 

(DO≥CO), dos resultados negativos (DO<CO) e dos resultados indeterminados, que 

apresentaram densidade óptica entre o valor do CO e da FC. 

 

4. RESULTADOS 

 Quatro grupos avaliados no ELISA compostos por um total de 54 amostras de interesse: 

suspeita de LVC, vacinados para LVC (que foram selecionadas devido ao fato do cão possuir 

anticorpos anti-Leishmania, mas que não deveriam dar positivo no teste), hemoparasitoses 

ativas e histórico de hemoparasitoses (que foram selecionadas para testar possíveis reações 

cruzadas), as quais 52 apresentaram resultados negativos, 1 resultado positivo e 1 

indeterminado (ambos do grupo de amostras com suspeita ou diagnóstico de LVC), como é 

mostrado na figura 4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

Tabela 2 - Separação das amostras por grupos. 

Grupos de 
amostras 

 Amostras 
por grupo 

N° das amostras Resultado obtido no 
ELISA 

Suspeita de LVC 8 amostras 85, 112, 121, 175, 248, 277, 298, 
400 

1 amostra positiva 
(n°400) 

1 amostra 
indeterminada (n° 298) 
6 amostras negativas 

Vacinados para 
LVC 

7 amostras 125, 169, 174, 202, 216, 294, 443 7 amostras negativas 

Hemoparasitoses 
ativas 

23 amostras 51, 55, 87, 105, 118 (duplicada), 
134, 180, 205, 215, 234, 256, 272, 
279, 291, 299, 303, 312, 362, 405, 

418, 430, 437,  

23 amostras negativas 

Histórico de 
hemoparasitoses 

16 amostras 1, 47, 100, 140, 164, 168, 181, 
192, 230, 233, 238, 288, 310, 316, 

320, 353  

16 amostras negativas 

Demais 
diagnósticos 

426 amostras Demais amostras 2 amostras positivas (n° 
138 e 210) 

424 amostras negativas 
Fonte: Elaboração própria, 2025 
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Figura 4 - Resultados do grupo de amostras de interesse 

 

Fonte: Elaboração própria, 2025. 

Já no grupo de amostras com demais diagnósticos, houve dois resultados positivos, 

como é mostrado na figura 5, cujos diagnósticos clínicos foram informados como sendo de 

anaplasma e displasia coxofemoral. 
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Figura 5 - Resultados do grupo de amostras com demais diagnósticos. 

 

Fonte: Elaboração própria, 2025. 

 Após a obtenção dos resultados, foi calculada a compatibilidade dos dados clínicos com 

os resultados do teste, utilizando as equações de sensibilidade e especificidade: 

Sensibilidade = verdadeiros positivos (verdadeiros positivos + falsos negativos)  × 100 

Sensibilidade = 8 amostras (8 amostras + 6 amostras)  × 100 

Essa equação informa a capacidade do teste de identificar nas amostras quais são 

positivas para a doença e resultou num valor de 57%, que difere do real valor de sensibilidade 

do teste, que é de 94,54%.  

Especificidade= verdadeiros negativos(verdadeiros negativos + falsos positivos)  × 100 

Especificidade= 428 amostras(428 amostras + 2 amostras)  × 100 



26 
 

Essa equação informa a capacidade do teste de identificar que as amostras negativas são 

verdadeiramente negativas e o resultado obtido foi de 99,53%, que se mostrou similar à do teste, 

cujo valor é 91,76%.  

 

5. DISCUSSÃO 

 Como a cidade de Viçosa e região não são áreas endêmicas para a leishmaniose 

(BRASIL, 2024), a quantidade de soros de cães positivos para LVC foi muito pequena, tanto 

na suspeita estabelecida pelos médicos veterinários, quanto no resultado do ELISA. Porém os 

soros obtidos ainda serão amplamente utilizados nos testes a serem desenvolvidos, mesmo que 

a maioria das amostras tenha obtido resultado negativo.  

 O kit Bio-Manguinhos representa uma ferramenta promissora para a detecção confiável 

de resultados positivos e negativos, refletindo sua elevada sensibilidade (94,54%) e 

especificidade (91,76%). No entanto, o diagnóstico clínico da leishmaniose visceral canina 

(LVC) é desafiador, considerando a diversidade e a baixa especificidade dos sinais clínicos 

associados à doença (ROCHA, et al., 2020). Além disso, muitos animais podem permanecer 

assintomáticos ao longo de toda a vida. Nesse contexto, a dificuldade em identificar 

clinicamente cães positivos para LVC pode ter contribuído para a discordância observada entre 

os resultados do EIE-Bio-Manguinhos-LVC e os dados clínicos neste estudo. Cabe destacar 

ainda que a sensibilidade e a especificidade do teste podem variar de acordo com a região em 

que é aplicado (Tabela 3), o que pode estar relacionado ao fato de a área ser ou não endêmica, 

bem como à pressão seletiva exercida pelo ambiente sobre o parasito. Essa pressão pode resultar 

em variabilidade genética que, por sua vez, pode influenciar o desempenho do teste diagnóstico. 
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Tabela 3 – Comparação dos resultados de especificidade e sensibilidade do kit EIE Bio-

Manguinhos encontrados na literatura. 

Autor Local Especificidade Sensibilidade 

LIRA et al., 2006 Recife - PE 87,5% 72% 

CAMARGO, 2008 Bauru e Botucatu - SP 99% 93,33% 

TEIXEIRA et al., 2019 Brasília - DF 11,59% 90,54% 

BORJA, 2017 Salvador - BA 87% 67% 

Fonte: Elaboração própria, 2025. 

 A baixa sensibilidade observada no teste durante este estudo pode estar relacionada à 

utilização de antígenos provenientes da espécie Leishmania major, agente etiológico da 

leishmaniose cutânea. No entanto, o alvo diagnóstico do teste é a leishmaniose visceral, causada 

lpor Leishmania chagasi. Embora ambas pertençam ao mesmo gênero, apresentam diferenças 

genéticas significativas, especialmente em genes relacionados ao metabolismo, à organização 

celular e ao transporte intracelular, o que pode comprometer a reatividade cruzada e, 

consequentemente, a eficácia diagnóstica do ensaio (ROCHETTE et al., 2008), o que pode 

interferir no reconhecimento por parte do anticorpo. 

Porém, os resultados obtidos utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina | Bio-

Manguinhos” no que se refere à detecção de 6 amostras negativas dentre as 8 com suspeita de 

LVC sugerem algum desvio de interpretação feita na suspeita clínica de positividade. Conforme 

citado acima, o teste sorológico utilizado apresenta relevante confiabilidade no que diz respeito 

à sensibilidade, apesar do antígeno utilizado no teste ser proveniente de espécie não causadora 

de LV. Além disso, foram testadas 5 amostras do grupo de interesse utilizando o kit DPP - LVC® 

Bio-Manguinhos, nele se observou positividade em 2 amostras, onde uma foi positiva e outra 

indeterminada no ELISA, e negatividade no restante delas (dados não amostrais), evidenciando 

uma grande semelhança entre os resultados dos dois testes, fato que corrobora para a possível 

imprecisão ocorrida na suspeita clínica.  

Uma vez que o diagnóstico da LVC é algo complexo de ser realizado devido às 

limitações dos testes sorológicos, diagnóstico clínico e parasitológico, além do alto custo da 

realização dos testes moleculares, o controle profilático da leishmaniose deve ser realizado com 

o uso de repelentes e coleiras impregnadas com inseticidas, já que o controle do vetor é 

complexo, por ser difícil contê-lo, devido ao fato dele ser uma espécie silvestre (NEVES, et al., 

2019). Ademais, a vacina que era disponibilizada no Brasil contra a LVC, sorológicos 
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Leishmune®, teve sua licença de fabricação e comercialização suspensa pelo Ministério da 

Saúde (MS) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) na nota 

técnica de n°038//2014/DFIP/SDA do ano de 2014, devido ao não cumprimento do regulamento 

n° 31/2007, ou seja, por não atender completamente os requisitos para estudos de fase 3, que se 

refere à avaliação da eficácia vacinal prevista no citado regulamento (BRASIL, 2014), o que 

reduziu uma das possibilidades de profilaxia.  

O diagnóstico correto, precoce, sensível e específico da LVC é de extrema importância 

para a identificação rápida e precisa da doença, especialmente em regiões não endêmicas, 

contribuindo significativamente para o controle epidemiológico (SOUZA et al., 2019). No 

entanto, a identificação de cães infectados ainda se baseia em métodos diagnósticos que 

apresentam limitações quanto à sensibilidade e especificidade. Resultados falso-negativos 

dificultam o controle da enfermidade, impedem o tratamento adequado dos animais infectados 

e comprometem as estratégias de vigilância sanitária (MARCONDES et al., 2019). Além disso, 

a imprecisão diagnóstica pode levar ao abatimento indevido de cães saudáveis, quando 

identificados como falso-positivos (DA ROCHA et al., 2018). Nesse contexto, a busca por 

novos testes diagnósticos para a LVC, que apresentem maior sensibilidade e especificidade em 

comparação aos atualmente disponíveis no mercado, mostra-se essencial. A construção de 

sorotecas devidamente validadas permite a realização de estudos mais robustos, tanto pela 

quantidade de amostras disponibilizadas, quanto pela qualidade assegurada por sua validação. 

O presente trabalho contribui para esse processo ao participar da validação da soroteca por meio 

da aplicação de um teste sorológico comercialmente disponível. Os resultados obtidos serão 

comparados com métodos de maior especificidade, como a qPCR, conferindo maior 

confiabilidade às amostras e viabilizando seu uso em pesquisas futuras voltadas ao 

desenvolvimento de novos testes diagnósticos para a LVC, como na utilização da proteína 

recombinante LPG3 de Leishmania chagasi (artigo em submissão) para desenvolvimento de 

teste ELISA, e também na utilização de seus peptídeos lineares ou em quimera (projeto 03313-

A, AKCCHF, 2024 - 2027), além do aprimoramento de antígenos do teste ELISA utilizando a 

rLiNTPDase2 de Leishmania infantum (SOUZA, A. C. A. de et al., 2020). 

 

6. CONCLUSÃO 

 Este estudo é uma análise inicial utilizando o kit “EIE leishmaniose visceral canina | 

Bio-Manguinhos”, que nos forneceu resultados de análises de uma soroteca que está sendo 
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construída para utilização em pesquisa de novos testes de diagnóstico de LVC. Esses resultados, 

juntamente com os de testes complementares de maior especificidade como qPCR e DPP, 

permitirá que a soroteca seja consolidada e o procedimento poderá ser expandido futuramente 

para a análise de novos testes imunológicos para LVC. 

Em segunda análise, se destaca a necessidade da criação de uma técnica diagnóstica 

acessível e eficaz para que a LVC possa ter seu diagnóstico realizado em cães o mais rápido 

possível e de forma correta. Dessa maneira seu tratamento poderá ser feito precocemente, 

evitando a evolução da doença, a atuação deles como reservatório de Leishmania e a eutanásia 

de animais saudáveis. A busca por novas técnicas de diagnóstico sorológico depende de 

validação das metodologias a serem testadas, que, por sua vez, depende de uma soroteca robusta 

e confiável e esse trabalho contribui para esse processo.  
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ANEXO C – Manual de instruções do kit EIE leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos® 
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