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APRESENTAÇÃO

A Parasitologia é a área da Biologia que estuda o parasitismo. O parasitismo ocorre 
quando um organismo (parasita) vive em associação com outro organismo (hospedeiro), do 
qual retira os meios para sua sobrevivência, causando prejuízos – ou seja, doenças – ao 
hospedeiro durante este processo.  

Os Parasitologistas estudam os parasitas e a relação entre os parasitas e seus 
hospedeiros. Embora os parasitas possam ser encontrados em qualquer forma de vida, a 
parasitologia é geralmente confinada ao estudo de parasitas protozoários e metazoários. 

As pesquisas aplicadas a parasitologia têm como objetivo identificar os processos 
de desenvolvimento de epidemias parasitárias, controlar os vetores, criar métodos de 
profilaxia de doenças causadas pelos parasitas (tanto em seres humanos quanto em 
animais) e desenvolver tratamentos. 

Nessa perspectiva, apresento a coleção “Interação Parasito-Hospedeiro”, uma obra 
que apresenta 5 capítulos distribuídos em temáticas que abordam de forma categorizada 
e interdisciplinar trabalhos e pesquisas que envolvem a Parasitologia Médica e Veterinária. 
Esse e-book traz resultados de pesquisas na área das Ciências da Vida desenvolvidas 
por professores e acadêmicos de instituições públicas e privadas. É de suma importância 
ter essa divulgação científica, por isso a Atena Editora se propõem a contribuir através da 
publicação desses artigos científicos, e assim, contribui com o meio acadêmico e científico. 

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: a Leishmaniose Visceral Canina 
(LVC) é uma doença crônica cujos dados 
epidemiológicos são intrigantes visto que muitos 
animais infectados apresentam doença grave 
que culmina na morte do animal, enquanto 
outros são assintomáticos. Em 2012, o ensaio 
imunocromatográfico DPP® passou a ser o 
teste de triagem e o ELISA confirmatório como 
diagnóstico oficial para a LVC. Contudo, diversos 
estudos relatam reatividade cruzada com outros 
patógenos. Por outro lado, existem pesquisas 
que relatam a não existência da reatividade 
cruzada, mas sim, coinfecção entre agentes. O 
presente estudo teve como objetivo comparar 
os resultados do DPP® em cães naturalmente 
infectados por L. infantum em área endêmica 
para LVC com a soropositividade para E. canis 
pelo teste ELISA. Amostras séricas de 35 cães 
foram submetidas ao DPP® para detecção de 
anticorpos anti-Leishmania infantum, sendo 
as amostras positivas submetidas ao ELISA 
para confirmação da LVC. Todas amostras 
foram submetidas ao ELISA para detecção 
de anticorpos anti-Ehrlichia canis. Pesquisa 
de mórulas de E. canis em papa leucocitária e 
pesquisa de formas amastigotas de L. infantum 
em citologia de linfonodos também foram 
realizadas.  Das 35 amostras séricas submetidas 
aos testes sorológicos, 13 amostras foram 
positivas no DPP®, contudo, 6 amostras foram 
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confirmadas pelo ELISA, sendo 3 amostras positivas também para E. canis e as outras 7 
amostras foram negativas na confirmação pelo ELISA, sendo 4 amostras positivas para E. 
canis. Além disso, 14 amostras apresentaram soropositividade apenas no ELISA para E. canis 
e 8 amostras foram negativas para todos os testes. Apenas 3 amostras de punção aspirativa 
de linfonodo apresentaram formas amastigotas de L. infantum e nenhuma mórula de E. canis 
foi encontrada no esfregaço de papa leucocitária. A especificidade permitiu identificar cães 
soropositivos no diagnóstico da LVC, sendo que a co-positividade em alguns cães deve-se a 
uma infecção prévia pelos dois agentes.
PALAVRAS-CHAVE: Cães. Ehrlichia canis. ELISA. Imunocromatografia. Leishmania 
infantum.

EVALUATION OF THE SPECIFICITY OF IMMUNOCHROMATOGRAPHIC 
TESTING IN THE DIAGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIOSIS IN DOGS 

NATURALLY EXPOSED IN THE ENDEMIC AREA OF THE DISEASE
ABSTRACT: Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a chronic disease whose epidemiological 
data is intriguing since many infected animals have a serious disease that culminates in the death 
of the animal, while others are asymptomatic. In 2012, the DPP® immunochromatographic 
assay became the screening test and the ELISA the confirmatory test as the official diagnosis 
for CVL. However, several studies report cross-reactivity with other pathogens. Nevertheless, 
there are studies that describe the nonentity of cross-reactivity, but co-infection between 
agents. The present study aimed to compare the results of DPP® in dogs naturally infected 
by L. infantum in an endemic area for CVL with seropositivity for E. canis by the ELISA test. 
Serum samples from 35 dogs were submitted to DPP® for detection of anti-Leishmania 
infantum antibodies, and positive samples were submitted to ELISA for confirmation of CVL. 
All samples were submitted to ELISA for detection of anti-Ehrlichia canis antibodies. Research 
of E. canis morulae in leukocyte pap and research of amastigote forms of L. infantum in lymph 
node cytology were also carried out. Of the 35 serum samples submitted to serological tests, 
13 samples were positive in DPP®, however, 6 samples were confirmed by ELISA, 3 samples 
were also positive for E. canis and the other 7 samples were negative in confirmation by 
ELISA, being 4 samples positive for E. canis. In addition, 14 samples showed seropositivity 
only in the ELISA for E. canis and 8 samples were negative for all tests. Only 3 samples of 
lymph node aspiration puncture showed amastigote forms of L. infantum and no E. canis 
morula was found in the leukocyte pap smear. The specificity allowed to identify seropositive 
dogs in the diagnosis of CVL, and the co-positivity in some dogs is due to a previous infection 
by both agents.
KEYWORDS: Dogs. Ehrlichia canis. ELISA. Immunochromatography. Leishmania infantum.

1 |  INTRODUÇÃO
A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada uma das principais zoonoses 

potencialmente fatais distribuídas nas Américas (BANETH, et al., 2008). É causada pelo 
protozoário intracelular obrigatório do gênero Leishmania. Nas Américas, a é causada por 
Leishmania infantum, transmitida pela picada do flebotomíneo Lutzomyia longipalpis, sendo 
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o cão o principal reservatório em centros urbanos. Tem sido considerada uma doença 
reemergente por muitos fatores epidemiológicos que auxiliam para o aumento da sua 
ocorrência, por exemplo, a urbanização constante, o convívio íntimo entre cães e o homem, 
a frequente migração, desmatamento e ocupação de matas residuais, e no hospedeiro as 
doenças imunossupressoras são os principais fatores de risco (ORYAN e AKBARI, 2016, 
ABRANTES et al., 2018). 

No cão, a Leishmaniose é uma doença sistêmica e pode acometer qualquer órgão, 
sistema ou fluídos orgânicos. Sinais dermatológicos são os mais comumente observados e 
podem estar acompanhados de outros sinais clínicos e de anormalidades clínicopatológicas 
(KASZAK et al., 2015). No Brasil, cerca de 40% a 60% dos animais são assintomáticos 
(BRASIL, 2014).

As opções de diagnósticos da Leishmaniose nos cães incluem testes de detecção 
direta através da citologia, imunohistoquímica (FARIA e ANDRADE, 2012) cultura da 
Leishmania infantum, xenodiagnóstico, testes moleculares como PCR; e de detecção 
indireta através de testes sorológicos (SOLANO-GALLEGO, et al., 2017).

Os métodos sorológicos preconizados em inquéritos epidemiológicos devem possuir 
alta sensibilidade e especificidade, pois permite detectar o maior número de animais 
infectados, evitando a permanência de cães sororreagentes na população e evitar que 
cães não infectados sejam eutanasiados. 

Apesar das vantagens dos testes sorológicos, há estudos que relatam reatividade 
cruzada entre patógenos (ZANETTE et al., 2014), e, por outro lado, há estudos que relatam 
a não reatividade cruzada e sim, a coinfecção entre agentes (SOLANO-GALLEGO et al, 
2009; MERUKAS et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2015). 

A Ehrlichia canis, bactéria intracelular de monócitos, é o agente da Erliquiose 
Monocítica Canina, cuja distribuição geográfica está relacionada à presença de seu vetor, 
o carrapato Rhipicephalus sanguineus (HARRUS, 1998). Devido a apresentar diferentes 
fases e múltiplas manifestações clínicas, o diagnóstico da doença pode ser um desafio. 
NAKAGHI et al (2008) avaliando animais naturalmente infectados, observou sinais como 
anorexia, diáteses hemorrágicas, linfadenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia, e 
trombocitopenia nos animais sororreagentes e positivos a PCR. 

Sinais clínicos e laboratoriais inespecíficos e comuns na erliquiose e na leishmaniose 
visceral canina causam confusão no diagnóstico e representam um desafio ao clínico 
veterinário nas áreas endêmicas. Logo, o objetivo desse estudo foi comparar testes de 
detecção de anticorpos frente aos antígenos de Leishmania infantum e de Ehrlichia canis 
em amostras séricas de cães assintomáticos naturalmente expostos em área endêmica.
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Amostras
Foram coletadas amostras de sangue de 35 cães domiciliados durante o inquérito 

sorológico realizado pela Divisão de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de 
Sorocaba, em região da cidade considerada área de risco, devido a notificações pré-
existentes. A amostra sem EDTA foi centrifugada por 15 minutos a 1500 rpm. para obtenção 
do soro que foram armazenados a - 20º C, para testes sorológicos. As amostras de sangue 
total foram centrifugadas para a formação da papa leucocitária para pesquisa de mórulas 
de E. canis. Destes animais também foram colhidas amostras celulares de linfonodos por 
punção aspirativa com agulha fina para a pesquisa de formas amastigotas de L. infantum. 
O presente projeto foi aprovado pela CEUA- UNISO, Protocolo nº 129/2018.

2.2 TR-DPP® - Dual Path Platform
Foi utilizado o teste imunocromatográfico qualitativo produzido pela Bio-Manguinhos 

(FIOCRUZ), que tem como antígeno a proteína recombinante K39, seguindo os métodos 
preconizado pelo fabricante. 

2.3 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para Leishmania infantum
Os resultados do ELISA-Teste foram realizados em laboratório de Parasitologia do 

Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba.

2.4 Punção biópsia aspirativa de linfonodos para pesquisa de amastigotas de 
Leishmania infantum

Para a punção aspirativa dos linfonodos pré-escapular e/ou poplíteo. As amostras 
foram depositadas em lâmina de vidro e corada com o kit Panótico, conforme as indicações 
do fabricante e visualizadas por microscopia óptica.

2.5 Pesquisa de mórulas de Ehrlichia canis em papa leucocitária
A papa leucocitária formada pela centrifugação da amostra sanguínea foi colhida 

com auxilio de uma micropipeta, e depositada em lâmina de vidro. A lâmina foi corada com 
o kit Panótico, conforme as indicações do fabricante e visualizadas por microscopia óptica.

2.6 Ensaio Imunoenzimático (ELISA) para Ehrlichia canis
A detecção dos anticorpos anti-Ehrlichia canis foi realizada com o Kit Imunoteste 

Ehrlichia canis (ELISA) – Canino, IMUNODOT Diagnósticos®, seguindo as orientações do 
fabricante.  

Para a interpretação dos resultados foi realizado o cálculo do índice de corte 
(I.C.). O I.C. é a média das densidades ópticas (D.O.s) dos soros controles negativos, 
multiplicada pelo fator 2,5. As amostras que apresentaram D.O. igual ou maior que o I.C., 
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foram consideradas positivas para E. canis. As amostras que apresentaram D.O. menor 
que o I.C., foram consideradas negativas para E. canis.

2.7 Análise Estatística
As análises estatísticas foram realizadas através do teste Qui-Quadrado. Os 

resultados foram observados através de hipótese nula (H0), esta irá decidir o sentido 
de rejeitar-se (assumindo que é falsa) ou não rejeitar-se (assumindo que é verdadeira) 
(LOUREIRO; GAMEIRO, 2011).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Das 35 amostras séricas submetidas frente ao antígeno de L. infantum pelo método 

DPP® Dual Path Platform, 13 (37,2%) amostras apresentaram soropositividade na detecção 
de anticorpos anti-Leishmania infantum e as outras 22 (62,8%) amostras foram negativas. 
Posteriormente, todas as amostras foram submetidas ao Ensaio Imunoenzimático, as quais 
6 (17,2%) amostras apresentaram sororreatividade frente ao antígeno de L. infantum e 21 
(60%) amostras apresentaram sororreatividade frente ao antígeno de E. canis, conforme 
demostra a Tabela 1.

Leishmania infantum Total

DPP+ ELISA+ (%) DPP+ ELISA- (%) DPP- (%)

Ehrlichia 
canis

Soropositivos 3 (8,6%) 4 (11,4%) 14 (40%) 21 (60%)

Soronegativos 3 (8,6%) 3 (8,6%) 8 (22,8%) 14 (40%)

Total 6 (17,2%) 7 (20%) 22 (62,8%) 35 (100%)

Tabela 1. Sororreatividade frente aos antígenos de Leishmania infantum e Ehrlichia canis das amostras 
séricas de cães naturalmente expostos a infecção em áreas endêmicas para estes agentes.

A coexistência da soropositividade de 8,6% na detecção de anticorpos anti-
Leishmania infantum e anti-Ehrlichia canis pode ser justificada pela presença abundante 
dos vetores artrópodes Lutzomyia longipalpis e Rhipicephalus sanguineus no mesmo 
ambiente.

A especificidade do DPP® foi constatada pela detecção de anticorpos anti-
Leishmania infantum em 8,6% das amostras testadas que se apresentaram negativas a 
detecção de anticorpos anti-Ehrlichia canis. A especificidade moderada do DPP® deve 
estar associada a utilização de proteínas recombinantes específicas do agente (SOLANO-
GALLEGO et al, 2009), e a sororreatividade aos agentes simultaneamente deve estar 
associada a coinfecções e não as reações cruzadas de acordo com alguns estudos 
(SOLANO-GALLEGO et al, 2009; MERUKAS et al., 2009; KRAWCZAK et al., 2015). 
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Neste estudo observou-se maior sensibilidade do DPP® visto que dentre todos 
os animais soropositivos neste teste, quase 20% apresentaram resultados soronegativos 
para detecção de anticorpos anti-Leishmania infantum frente ao ELISA. Resultados que 
contrariam os relatos de LAURENTI et al. (2014) que afirmaram que o DPP® apresenta 
baixa sensibilidade para identificar soropositividade em cães assintomáticos para LVC 
e apesar de afirmarem que a sensibilidade aumenta significativamente nos casos de 
doença, os cães aqui testados eram, em sua maioria, assintomáticos. Segundo COURA-
VITAL et al. (2014), DPP® e o ELISA apresentaram melhor desempenho mesmo em cães 
assintomáticos, corroborando com os resultados demonstrados neste estudo.

Das amostras de punção por agulha fina de linfonodos, apenas 3 amostras foram 
positivas na detecção direta das formas amastigotas de Leishmania infantum.  A Figura 1 
mostra a imagem de microscopia óptica de uma amostra positiva. 

Figura 1 – Visualização de formas amastigotas em macrófago de amostra de linfonodo, corada com 
panótico (400x). 

Fonte própria.

A observação direta das formas amastigotas do parasito em esfregaços de aspirado 
de linfonodo é relativamente simples e rápida para o diagnóstico da LVC. A especificidade 
desse método é de 100%, mas a sensibilidade é muito variável, pois a distribuição do 
parasito não é homogênea no mesmo tecido dependendo do grau de parasitismo e pode 
variar entre 30 a 85% em amostras de linfonodo (LAURENTI, 2009). A sensibilidade mais 
alta (98%) é alcançada quando se utiliza aspirado do baço (GONTIJO, MELO, 2004) e de 
50 a 83% em amostras de medula óssea (LAURENTI, 2009).

OLIVEIRA et al. (2011) recomenda a citologia conjunta de medula óssea e linfonodo 
poplíteo como técnica complementar para o diagnóstico de LVC, em animais sororreagentes, 
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além de poder ser utilizado como método diagnóstico conclusivo em animais soronegativos 
e sintomáticos, ou seja, prováveis falso-negativos no exame sorológico. Porém existem 
limitações ao seu uso, por ser um método que exige prática do profissional e apresenta 
dificuldade na punção do material, quando em linfonodos reduzidos, por exemplo, visto que 
muitos animais podem ser assintomáticos para a LVC, não apresentando linfadenomegalia, 
dificultando a coleta. Essas limitações levam o método sorológico ser o mais utilizado pelos 
profissionais.

Na pesquisa das mórulas intraleucocitárias de Ehrlichia canis nos esfregaços de papa 
leucocitária, nenhuma mórula nem corpúsculos de inclusão de E. canis foram encontrados, 
mesmo em amostra de cães soropositivos no ELISA para a Erliquiose Monocítica Canina. 

MYLONAKIS et al. (2003) estudando a sensibilidade diagnóstica com base na 
detecção de mórulas, comparou a citologia da papa leucocitária, sangue periférico total, 
linfonodos, medula óssea e cultura celular com curto período de incubação e observaram 
uma alta sensibilidade na citologia da papa leucocitária e do linfonodo. NAKAGHI 
et al. (2008) afirmaram que durante a fase aguda, a detecção de mórulas nas células 
mononucleares é mais frequente que na fase crônica da doença, dificultando o diagnóstico 
direto da E. canis nos cães naturalmente infectados, já que, na grande maioria, os animais 
se apresentam na fase crônica.

Para determinar se há diferença significativa entre os diagnósticos sorológicos, os 
resultados coletados foram submetidos ao teste Qui-Quadrado, indicando que o valor 8,471 
de Qui-Quadrado calculado não ultrapassou o tabelado, no qual o nível de significância 
é de 1% (9,210) e 5% (5,991). Logo, não há diferença significativa ao nível de 1% e 5%. 
refutando-se a hipótese alternativa (H1) e aceitando a hipótese nula (H0). Portando, não há 
diferença significativa estatisticamente comprovada entre os três diagnósticos.

4 |  CONCLUSÃO
Os testes sorológicos DPP e ELISA são testes sensíveis para a detecção 

de anticorpos anti-Leishmania infantum e muito úteis para a triagem e confirmação do 
diagnóstico de LVC em inquéritos sorológicos de áreas endêmicas para a doença. Com 
base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a sensibilidade da sorologia difere 
entre as técnicas frente ao mesmo agente, porém a especificidade permite identificar 
cães soropositivos para o diagnóstico da LVC ou de Erliquiose. Pode-se sugerir que a co-
positividade em alguns cães se deve a uma infecção prévia pelos dois agentes.
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