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RESUMO.- Na América do Sul, alguns canídeos silvestres 
são considerados reservatórios naturais de Leishmania 
chagasi. A resposta imunológica desses animais a Leishma-
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In South America, some wild canids are considered natural reservoirs of Leishmania 
chagasi. The immunological response of wild canids to Leishmania is not well understood, 
as the development of diagnostic methods is necessary for such purpose. In the present 
study, the standardization of an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the se-
rodiagnosis of visceral leishmaniasis (VL) in Brazilian species of wild canids is described. 
Serum and plasma samples from 12 captive wild canids were studied: seven maned wolves 
(Chrysocyon brachyurus), three hoary foxes (Lycalopex vetulus) and two crab-eating foxes 
(Cerdocyon thous). Samples from a C. brachyurus captive in an endemic area for VL, which 
had clinical disease and positivity in Indirect Immunofluorescence Reaction and Polymerase 
Chain Reaction tests was used as positive control. The antibody anti-dog IgG and Protein A, 
both conjugated with horseradish peroxidase, were compared in indirect ELISA tests whi-
ch detected four (04/12) and three (03/12) seropositive C. brachyurus for anti-Leishmania 
antibodies respectively. The ELISA tests were able to clearly distinguish the negative from 
positive samples, as the mean optical density (OD) of the negative samples was 4.8 and 15.5 
times lower than those of the positive ones either using anti-dog IgG and Protein A respec-
tively. Samples from three ELISA - positive C. brachyurus were analyzed by Western blotting 
and identified immunodominant bands of 19, 22, 24, 45 and 66 kDa, among 22 protein 
bands detected. The ELISAs with protein A and anti-dog IgG showed respectively excellent 
(Kappa = 1.0; p<0.001) and moderate (Kappa = 0.8; p<0.0015) agreement with the Western 
blotting assay. The ELISA tests showed to be adequate for screening studies to identify anti-
body responses, thus indicating contact with Leishmania infection by wild canids.
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nia é pouco conhecida, havendo a necessidade de métodos 
diagnósticos adequados para esse fim. No presente estudo, 
é descrita a padronização do ensaio imunoenzimático indi-
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reto (ELISA) para o diagnóstico sorológico de leishmaniose 
visceral (LV) em canídeos silvestres brasileiros. Foram es-
tudadas amostras de soro e plasma de 12 canídeos cativos: 
sete lobos-guará (Chrysocyon brachyurus), três raposinhas 
(Lycalopex vetulus) e dois cachorros-do-mato (Cerdocyon 
thous). A amostra de um C. brachyurus cativo em área endê-
mica para LV, que apresentava doença clínica e positivida-
de em testes de Imunofluorescência Indireta e Reação em 
Cadeia de Polimerase, foi utilizada como controle positivo. 
Foram comparados os conjugados anti-IgG de cão e prote-
ína A, ambos ligados a peroxidase, cujos testes detectaram 
quatro (04/12) e três (03/12) C. brachyurus soropositivos 
para anticorpos anti-Leishmania sp., respectivamente. As 
médias das densidades ópticas (DOs) das amostras nega-
tivas foram nitidamente mais baixas do que as médias das 
DOs dos positivos, tanto no ELISA com anti-IgG de cão (4,8 
vezes) como com a proteína A (15,5 vezes). Os soros de 
três C. brachyurus positivos no ELISA indireto foram ava-
liados por Western blotting e foram identificadas 22 ban-
das, sendo imunodominantes as de peso molecular de 19, 
22, 24, 45 e 66 kDa. Os testes ELISA com a proteína A e o 
conjugado anti-IgG de cão apresentaram respectivamente 
concordância excelente (Kappa = 1; p<0,001) e moderada 
(Kappa = 0,8; p<0,001), com o Western blotting. Ambos 
foram, portanto, considerados adequados a avaliações de 
triagem de animais cuja resposta humoral de anticorpos 
indica contato com o parasito, úteis para subsidiar estudos 
para adequação de metodologias específicas para os caní-
deos silvestres.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Canídeos silvestres, Leishmaniose visce-
ral, ELISA, Proteína A.

INTRODUÇÃO
A leishmaniose visceral (LV) é uma metazoonose de hu-
manos e canídeos, causada nas Américas por Leishmania 
chagasi. A referida espécie é considerada geneticamente 
idêntica a L. infantum, que na Europa causa quadro clíni-
co e resposta imunológica semelhantes aos descritos em 
canídeos no Brasil. O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) 
é considerado reservatório silvestre da LV no Brasil, onde 
a infecção é transmitida para os hospedeiros por meio da 
picada do Lutzomyia longipalpis ou L. cruzi. Estudos recen-
tes confirmaram também a presença de Leishmania sp. em 
lobo-guará - Chrysocyon brachyurus e cachorro-vinagre - 
Speothos venaticus mantidos ex situ (Courtenay et al. 1996, 
Maurício et al. 1999, Brasil 2005, Luppi et al. 2008, Lima et 
al. 2009, Souza et al. 2010, Almeida et al. 2011, Jusi et al. 
2011).

Uma limitação à padronização de testes sorológicos 
para as diversas espécies de canídeos selvagens é a falta de 
conjugados específicos. A utilização de conjugados à base 
de imunoglobulinas anti-IgG de cão doméstico ligadas a en-
zimas como a peroxidase é descrita para a pesquisa de an-
ticorpos anti-Leishmania sp. em ensaios imunoenzimáticos 
para C. thous (Courtenay et al. 2002), S. venaticus (Jusi et al. 
2011), Vulpes vulpes (Mancianti et al. 1994) e C. brachyurus 
(Curi et al. 2006). Tal utilização baseia-se na propriedade 
de ligação cruzada, devido à semelhança genética entre in-

divíduos pertencentes à mesma família (Zrzavy & Ricanco-
va 2004).

Conjugados à base de proteína A ligada a enzimas re-
presentam uma alternativa no desenvolvimento de testes 
sorológicos para animais silvestres, conforme descrito para 
o cachorro-vinagre (S. venaticus). A proteína A é um conju-
gado polivalente, obtido a partir da bactéria Staphylococcus 
aureus que, no ELISA, se liga inespecificamente às diferen-
tes classes de imunoglobulinas, no caso, ligadas a antígenos 
de Leishmania sp. adsorvidos na fase sólida . Essa proteína 
possui uma boa afinidade com IgG de diferentes espécies 
de mamíferos silvestres e exóticos (Kelly et al. 1993, Stöbel 
et  al. 2002, Solano-Gallego et al. 2003, Lima et al. 2005).

O presente estudo teve como objetivo comparar dife-
rentes conjugados em métodos de ELISA padronizados 
para o diagnóstico sorológico de infecção por Leishmania 
sp. em três espécies de canídeos do Brasil. Foram compara-
das as reatividades produzidas pelos conjugados à base de 
anticorpo anti-IgG de cão doméstico e proteína A.

MATERIAL E MÉTODOS
Animais e aspectos éticos e legais

Foram estudados 10 canídeos silvestres, sete Chrysocyon bra-
chyurus e três Lycalopex vetulus, cativos na Fundação Zoobotânica 
em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. A instituição é situada 
em área endêmica para a LV, local com ocorrência de infecção por 
Leishmania associada aos sinais clínicos com morte de dois ani-
mais (Luppi et al. 2008). Foram incluídos no estudo dois C. thous 
em conservação ex situ no Parque Zoobotânico Getúlio Vargas, 
Salvador, Bahia, Brasil, considerada área não endêmica. Os ani-
mais foram mantidos em recintos de acordo com as Instruções 
Normativas n° 04/2002 e 169/2008 do Instituto Brasileiro de 
Meio Ambiente e Recursos Hídricos (IBAMA).

Todos os procedimentos com os animais foram realizados pe-
los médicos veterinários dos zoológicos, em respeito aos aspectos 
éticos e legais, presentes no Artigo 32, da Lei Federal nº 9.605 de 
1998 (Lei de Crimes Ambientais, Brasil).

Exame clínico e amostras biológicas
Os animais foram clinicamente examinados para a presença, 

frequência e intensidade de sinais clínicos associados a LV e aos 
sinais clínicos de outras patologias, antes de serem submetidos à 
coleta de sangue. As amostras de sangue periférico foram obtidas 
da veia cefálica ou jugular, mantidas em tubos com ou sem antico-
agulante (EDTA) em recipiente com gelo, até processamento em 
laboratório para separação de plasma ou soro respectivamente, 
sendo estes mantidos em freezer a -20°C.

Um dos C. brachyurus (indivíduo 5) estudado, apresentava re-
sultado positivo prévio em PCR e IFI para infecção por Leishmania 
sp. e já manifestara quadro clínico compatível com LV, sendo suas 
amostras sorológicas utilizadas como controle positivo para a pa-
dronização dos testes ELISA.

Obtenção de antígeno utilizado no ensaio de ELISA
A cultura de L. chagasi foi isolada de cão doente e caracteriza-

da por eletroforese de isoenzimas (Biomanguinhos, Fiocruz-IOC, 
Brasil, LTCC - Leishmania Typing Culture Collection - WDCM731). 
A amostra foi cultivada em meiobifásico NNN e Schneider (Sigma 
Chemical Co) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco, 
BRL). Para a obtenção do lisado total antigênico, formas promas-
tigotas do parasito foram submetidas a ultrassom em 10 ciclos de 
um minuto e, centrifugadas a 10.000 G, a 4°C por 30 minutos, sen-
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do o sobrenadante separado e submetido à dosagem de proteínas, 
aliquotado e armazenado a -20°C até seu uso como antígeno.

ELISA indireto com soros-padrão de cães domésticos
O ensaio de ELISA utilizado para cães domésticos como refe-

rência para padronização do ELISA para canídeos silvestres foi 
realizado de acordo com técnica descrita previamente (Paranhos-
-Silva et al. 1996), com modificações. Foi realizada titulação em 
bloco com soros de 20 cães portadores de infecção natural, as-
sim como de 20 cães sadios, não infectados e de região não en-
dêmica, amostras utilizadas como soros-padrão. Microplacas de 
poliestireno (Perkin Elmer Spectra Plate™ - TC 96, Waltham, EUA) 
foram sensibilizadas com antígeno de Leishmania, nas concentra-
ções de 1,5μg/mL, 2,5μg/mL, 5,0μg/mL e 10,0μg/mL em tampão 
carbonato-bicarbonato a 0,05 M, pH 9,6. Após 12 horas de incu-
bação a 4º C, as placas foram lavadas com PBS, pH 7.4. O bloqueio 
foi feito com 200μL/poço de PBS, contendo 0,05% de Tween 20 
(PBS-T) e 5% de leite em pó desnatado, por 1h à temperatura am-
biente (22º C), seguido de quatro lavagens com água destilada. 
Em seguida, foram adicionadas as amostras de soros no volume 
de 100μL/poço diluídos a 1:125; 1:250; 1:500; 1:1.000 em PBS-T 
com 5% de leite em pó desnatado. Após uma hora de incubação 
à temperatura ambiente, as placas foram lavadas e em seguida 
adicionados 100μL/poço de imunoglobulina de coelho anti-IgG 
de cão conjugada à peroxidase (Sigma, USA), diluída a 1:6.250; 
1:12.500; 1:25.000; 1:50.000 em PBS-T com 0,05% de leite em pó 
desnatado. Após incubação por 1 hora à temperatura ambiente, 
foram feitas quatro lavagens. A revelação foi feita com 100 μL/
poço de solução contendo peróxido de hidrogênio a 0,03% e orto-
-fenilenoldiamina (OPD) (Sigma, USA) em tampão citrato-fosfato 
(ácido cítrico - C6H8O7 a 0.1 M; fosfato de sódio - NaH2PO4 a 0.2 M) 
pH 5.1, em ambiente escuro à temperatura ambiente. A reação foi 
interrompida com 25μL de ácido sulfúrico 4 N por poço e a placa 
lida imediatamente em espectrofotômetro com filtro de 492nm. 
Todas as amostras foram testadas em triplicata. As condições 
ótimas concernentes às diluições de antígeno, soro e conjugado 
foram estabelecidas pela maior razão entre a média de densidade 
óptica (DO) das amostras positivas e a média das amostras nega-
tivas.

ELISAs indiretos com soros dos canídeos silvestres
Dois soros de C. brachyurus, um controle positivo (PCR posi-

tivo) e um controle negativo (PCR negativo), foram utilizados em 
titulação em bloco para definição das condições ótimas do ensaio 
no discernimento entre soropositivos e soronegativos. Um pool 
de soros de cães domésticos de área endêmica, com diagnósticos 
sorológico e parasitológico positivos para LV, foi utilizado como 
controle positivo. O controle negativo foi definido com um pool 
de soros de cães domésticos, sem sinais clínicos da doença, de 
uma região sem casos autóctones para a LV, com diagnósticos so-
rológico, parasitológico e molecular negativos para a doença ou 
infecção. As amostras de soro foram testadas em triplicatas nas 
diluições 1:125; 1:250; 1:500 e 1:1.000. O conjugado anti-IgG de 
cão com peroxidase (Sigma, USA) foi testado a 1:6.250; 1:12.500; 
1:25.000; 1:50.000, ambos em PBS-T com 5% de leite em pó des-
natado, em microplacas sensibilizadas com antígeno de Leishma-
nia na concentração de 5,0μg/mL.

Com as mesmas condições de sensibilização da placa e con-
troles positivos e negativos da titulação em bloco em ELISA des-
crita anteriormente, foi realizado um ensaio com a substituição 
da imunoglobulina anti-IgG de cão doméstico por Proteína A con-
jugada à peroxidase conforme descrito previamente (Lima et al. 
2005, Silva et al. 2005, Fattori & Lima 2007), com modificações. 
As amostras de soro foram testadas em triplicatas nas diluições 

1:125; 1:250; 1:500; 1:1.000 e a proteína A conjugada à peroxi-
dase (Zymed, USA) nas diluições 1:8.000, 1:16.000, 1:32.000 e 
1:64.000, ambos diluídos em PBS-T com 5% de leite em pó desna-
tado, em microplacas sensibilizadas com antígeno de Leishmania 
na concentração de 5,0μg/mL.

Após a definição das condições ótimas de ensaio, os soros dos 
doze animais foram testados em placas separadas, com ambos os 
conjugados.

Western blotting para detecção de bandas antigênicas identi-
ficadas por anticorpos anti-Leishmania sp.

A técnica de Western-Blotting foi realizada de acordo com o 
teste padronizado por Oliveira et al. (2005) com modificações. O 
antígeno solúvel de Leishmania sp. foi separado por um sistema 
SDS-PAGE descontínuo em gel de poliacrilamida (gel de empilha-
mento: 4%; gel de corrida: 12,5%) e as proteínas foram transfe-
ridas para uma membrana de nitrocelulose. O bloqueio foi feito 
com PBS-T com 5% de leite em pó desnatado. As amostras de soro 
foram diluídas a 1:50 em PBS-T contendo 1% de leite em pó des-
natado e incubadas durante 1h a 37°C. Após cinco lavagens com 
PBS-T 0,05%, foi adicionado o conjugado anti-IgG de cão com pe-
roxidase (Sigma, USA) na diluição de 1:250 em PBS-T e incubado 
por 1h a 37°C. Após cinco lavagens, a revelação foi feita com o 
cromógeno 4-cloro-a-Naftol a 0,3% diluído em 1:5 em PBS e 10 
mL de água oxigenada. A reação foi interrompida com a adição de 
água destilada.

Análise dos dados
Foi construído um banco de dados contendo a identificação 

dos animais, características clínicas, resultados dos exames labo-
ratoriais, histórico clínico e as médias e desvios padrão das DOs 
produzidas nos ensaios imunoenzimáticos. O ponto de corte foi 
definido pela média do controle negativo mais três vezes o des-
vio padrão (Paranhos-Silva et al, 1996). O software SPSS Statitics 
v.18.0 (IBM®) foi usado para calcular o coeficiente de correlação 
de Spearman entre as DOs produzidas nos três ensaios sorológi-
cos. O valor de significância adotado foi de p<0,05.

A repetitividade (RP) foi calculada pelo teste dos controles 
positivo e negativo de lobo-guará, 40 vezes cada controle, nos 
ensaios com ambos os conjugados no mesmo dia sob as mesmas 
condições, e foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: RP 
= (1 - CV) x 100, sendo CV correspondente ao coeficiente de va-
riação (Rebouças et al. 2011). Para determinação da melhor di-
luição dos soros-padrão e dos conjugados foram considerados os 
menores valores das DOs dos brancos obtidas em cada ensaio e 
a melhor razão entre os controles positivo e negativo. A concor-
dância entre os testes sorológicos e a reprodutibilidade da leitura 
do teste ELISA foi determinada pelo índice de Kappa e interpre-
tada de acordo com Shrout (1998), considerando k<0,1, ausente; 
k=0,10-0,40, fraca; k=0,41-0,60, discreta; k=0,61-0,80, moderada; 
e k=0,81-1,00, substancial.

RESULTADOS
No presente estudo, houve a constatação de sinais clínicos 
indicativos de LV em 50% (6/12) dos canídeos silvestres 
avaliados por meio de exame físico. Foram observadas evi-
dências de esplenomegalia em 57,1% (4/7) dos Chrysocyon 
brachyurus. No mesmo grupo de animais, 50% (2/4) tam-
bém apresentaram linfadenomegalia dos linfonodos pré-
-escapulares. Ainda foram constatadas lesões cutâneas em 
um Lycalopex vetulus, bem como secreção purulenta vulvar 
em outro indivíduo da mesma espécie, entretanto ambos 
se mostraram soronegativos nos testes ELISA (Quadro 1).
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As condições ótimas padronizadas no ELISA indireto 
com amostras de soro de cães domésticos foram: concen-
tração de antígeno de 5µg/mL, diluição dos soros a 1:500 e 
do conjugado anti-IgG de cão com peroxidase a 1: 25.000. 
A titulação em bloco realizada com os soros-padrão de C. 
brachyurus e conjugado anti-IgG de cão com peroxidase 
definiram como condições ótimas a diluição a 1:25.000 e 
1:500 do conjugado e soro respectivamente. Nessas condi-
ções obteve-se uma razão de 19,29 entre as DOs dos con-
troles positivo e negativo, com a leitura da DO do branco 
em 0,066. A titulação em bloco com a utilização da proteí-
na A com peroxidase como conjugado definiu as melhores 
diluições em 1:500 do soro e 1:16.000 do conjugado, que 
possibilitaram uma razão de 8,06 entre as DOs dos con-
troles positivo e negativo, com o valor da DO do branco de 
0,049. Os ELISAs com ambos os conjugados apresentaram 
correlações positivas entre si, sendo capaz de diferenciar 
os animais positivos dos negativos.

No teste ELISA indireto que avaliou os 12 canídeos sil-
vestres, quatro C. brachyurus foram positivos com o uso do 
conjugado anti-IgG de cão (Fig.1), e três com a proteína A nas 
diluições de 1:8.000 e 1:16.000 (Fig.2 e 3). Assim, um C. bra-
chyurus da FZB-BH (indivíduo 7), que apresentou uma leitu-
ra de DO acima do ponto de corte no ensaio com o anti-IgG de 
cão (DO = 0,300, ponto de corte = 0,180), também apresen-
tou leitura de DO limítrofe, mas na zona de negatividade, nos 
testes que utilizaram proteína A nas diluições tanto a 1:8.000 
(DO = 0,416: ponto de corte = 0,368) quanto a 1:16.000 (DO 
= 0,298: ponto de corte = 0,293). Um C. brachyurus (indiví-
duo 5) da FZB, positivo nos testes IFI e PCR, apresentou tam-

bém soropositividade nos ELISAs com ambos os conjugados, 
além de sinais clínicos como esplenomegalia e linfoadeno-
megalia. Em contraposição, uma L. vetulus (indivíduo 08), 
também com histórico de PCR e IFI positivas para a infec-
ção, apresentou leitura soronegativa nos ELISAs com ambos 
os conjugados, sendo ainda negativa no Western blotting. 
O exame sorológico não detectou a presença de anticorpos 
anti-Leishmania sp. nos dois Cerdocyon thous do PZGV.

 Quadro 1. Resultados da avaliação clínica e sorológica para o diagnóstico de LV em 12 canídeos 
silvestres cativos

	Identificação		  Espécie	 Sinais Clínicos	 ELISA	 ELISA	 Bandas reconhecidas	 Histórico*
				    (Anti-IgG de cão)	 (Proteína A)	 no WB	

	 01	 Chrysocyon 	 Linfadenomegalia	 Positivo	 Positivo	 212, 66, 54, 49, 45, 32,	 Negativo na
		  brachyurus	 (linfonodo cervical)			   24, 23, 22, 19, 18, 17	 IFI e PCR
		  		  e otite crônica				  
	 02	 C. brachyurus	 Aparentemente	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
		  		  saudável				    na IFI e PCR
	 03	 C. brachyurus	 Aparentemente	 Positivo	 Positivo	 66, 45, 38, 24, 22, 19	 Negativo
		  		  saudável				    na IFI e PCR
	 04	 C. brachyurus	 Esplenomegalia	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
		  	 				    na IFI e PCR
	 05	 C. brachyurus	 Esplenomegalia e 	 Positivo	 Positivo	 212, 103, 94, 85, 68, 66, 	 Positivo na IFI, PCR
			   	 linfadenomegalia			   45, 32, 24, 23, 22, 19	 e microscopia direta
			   	 (linfonodo cervical)			   	 de raspado de pele
	 06	 C. brachyurus	 Aparentemente	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
		  		  saudável				    na IFI e PCR
	 07	 C. brachyurus	 Esplenomegalia	 Positivo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
		  	 				    na IFI e PCR
	 08	  Lycalopex vetulus	 Linfadenomegalia	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Positivo
			   	 (linfonodo poplíteo)				    na IFI e PCR
	 09	 L. vetulus	 Animal em recupera-	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
			   	 ção de dermatite				    na IFI e PCR
	 10	 L. vetulus	 Secreção	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Negativo
			   	 vulvar purulenta				    na IFI e PCR
	 11	 Cerdocyon thous	 Aparentemente 	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Animal cativo de área
		  		  saudável				    não endêmica
	 12	 C. thous		  Aparentemente 	 Negativo	 Negativo	 Negativo	 Animal cativo de área
		  		  saudável				    não endêmica

* Os dados do histórico clínico de todos os animais foram obtidos através de fichas clínicas do arquivo morto da FZB-BH e PZGV-BA cedidas 
gentilmente pelas Instituições colaboradoras. (Dados não publicados)

Fig.1. Distribuição dos resultados individuais dos soros de caní-
deos silvestres submetidos ao ELISA indireto para detecção 
de anticorpos especificos anti-Leishmania, usando o conjuga-
do anti-IgG de cão com peroxidase. Cada círculo representa o 
resultado de um animal testado, e as barras a média de cada 
grupo, positivo ou negativo. A linha tracejada indica o cut-off 
calculado, usando o método de Frey et al. (1998).
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As DO médias das amostras de todos os canídeos sil-
vestres foram maiores quando o conjugado utilizado foi 
a proteína A (DO média = 0,546) em comparação com o 
anticorpo anti-IgG de cão (DO média = 0,251). No ELISA 
com o anti-IgG de cão diluído a 1:25.000 (Fig.1), os valores 
das DOs dos animais positivos e negativos variaram entre 
0,899-0,300 (Média = 0,531; DP = 0,307) e 0,153-0,087 
(Média = 0,110; DP = 0,040), respectivamente, com o valor 
da média das DOs do branco de 0,045. No ELISA com a pro-
teína A na diluição de 1:8.000 (Fig.2), os valores da leitura 
dos soros positivos foram de 3,183-2,286 (Média = 1,961; 
DP = 0,634) e 0,278-0,071 (Média = 0,126; DP = 0,108) 

com a leitura do branco de 0,039. O ELISA com proteína A 
a 1:16.000 (Fig.3) resultou em leituras dos soros positivos 
de 2,359-1,769 (Média = 1,475; DP = 0,417) e 0,182-0,066 
(Média = 0,095; DP= 0,072) para os negativos, sendo o va-
lor da média das DOs dos brancos de 0,042. A média das 
DOs das amostras negativas foi 4,8 vezes mais baixa do que 
a média das DOs das amostras positivas no ensaio com o 
conjugado anti-IgG de cão e 15,5 vezes mais baixa nos tes-
tes com a proteína A independente das diluições realizadas.  

Ambos os ensaios apresentaram altas repetitividades 
tanto para o controle positivo quanto para o controle ne-
gativo nos diferentes testes de ELISA indireto com ambos 
os conjugados.

O teste de Western blotting evidenciou a detecção de 22 
bandas em cada amostra de soro de três C. brachyurus so-
ropositivos nos testes de ELISA, com destaque para bandas 
de peso molecular 19, 22, 24, 45 e 66 kDa, presentes em 
todos os animais com soropositividade nos ELISAs. As ban-
das de 212 kDa, 32 kDa e 23 kDa foram constatadas apenas 
nos animais com soropositividade mais intensa, tais como 
os indivíduos 01 e 05. Nenhuma banda foi detectada pelas 
amostras de soro dos animais soronegativos aos ELISAs. O 
ELISA indireto com a proteína A apresentou alta concor-
dância com os resultados do WB (Kappa = 1; p<0,001), en-
quanto o teste com o conjugado anti-IgG de cão apresentou 
uma concordância moderada (Kappa = 0,8; p<0,0015).

DISCUSSÃO
Os testes ELISA padronizados no presente estudo mostra-
ram ser adequados ao suporte laboratorial no diagnóstico 
de um animal com suspeita clínica de infecção por Leish-
mania chagasi. A maior capacidade de discernimento en-
tre soros positivos e negativos foi apresentada pelo ELISA 
padronizado com proteína A, conforme definido pelo valor 
da razão das médias de DO positivas/DO negativas (15,5), 
em comparação com o resultado do ensaio com anti-IgG de 
cão (razão 4,8).

A maior reatividade da proteína A (média geral de DO 
0,546) no ELISA indireto pode ser explicada por sua alta 
afinidade pelos anticorpos da classe IgG presentes no soro 
em resposta específica à infecção (Lima et al. 2005). A Pro-
teína A pode reagir tanto com as subclasses IgG1, IgG2a, 
IgG2b e IgG3, se ligando à cadeia pesada do anticorpo, 
quanto com os anticorpos das classes IgM e IgA caninas 
(Goudswaard et al. 1978, Lima et al. 2005). Dessa forma, 
animais na fase aguda da infecção, ainda não detectáveis 
em testes de triagem com métodos baseados no uso de an-
ti-IgG de cão doméstico, podem ser identificados no ensaio 
padronizado com a Proteína A, que ainda parece detectar 
uma maior abrangência de moléculas de IgGs. De fato, no 
presente estudo, tanto a reatividade geral (DO 0,251) quan-
to a razão DO positivos/DO negativos (4,8) foram menores 
no ELISA com conjugado anti-IgG de cão.

O conjugado anti-IgG de cão utilizado reconhece a ca-
deia pesada do anticorpo que pode apresentar variações de 
sequência aminoacídica em diferentes espécies, ou mesmo 
em diferentes isotipos de uma mesma espécie (Silva et al. 
2005a). O conjugado anti-IgG de cão é citado na padroniza-
ção de testes sorológicos em diversas espécies de caníde-

Fig.2. Distribuição dos resultados individuais dos soros de caníde-
os silvestres submetidos ao ELISA indireto para detecção de 
anticorpos específicos anti-Leishmania, usando o conjugado 
Proteína A com peroxidase, na diluição de 1:8.000. Cada cír-
culo representa o resultado de um animal testado, e as barras 
a média de cada grupo, positivo ou negativo. A linha traceja-
da indica o cut-off calculado, usando o método de Frey et al. 
(1998).

Fig.3. Distribuição dos resultados individuais dos soros de caníde-
os silvestres submetidos ao ELISA indireto para detecção de 
anticorpos específicos anti-Leishmania, usando o conjugado 
Proteína A com peroxidase na diluição de 1:16.000. Cada cír-
culo representa o resultado de um animal testado, e as barras 
a média de cada grupo, positivo ou negativo. A linha traceja-
da indica o cut-off calculado, usando o método de Frey et al. 
(1998).
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os selvagens nativas do Brasil (Courtenay et al. 2002, Curi 
et al. 2006, Luppi et al. 2008) ou exóticas (Mancianti et al. 
1994). Em um estudo semelhante, na investigação de rea-
tividade sorológica no teste ELISA anti-Toxoplasma gondii 
com amostras de soros de C. brachyurus, os resultados com 
diferentes conjugados enzimáticos, tais como a Proteína A, 
conjugado anti-IgG de cão e conjugado anti-IgG de Chry-
socyon brachyurus foram equivalentes (Silva et al. 2005a).

O teste de ELISA padronizado no trabalho pode ser rea-
lizado com amostras de soro ou plasma sem comprometer 
os resultados de positividade e negatividade. Tal proprie-
dade é importante no diagnóstico de animais silvestres, 
uma vez que nem sempre ambos os tipos de amostras es-
tão disponíveis.  Tanto o soro quanto o plasma contém as 
imunoglobulinas reativas a antígenos de Leishmania adsor-
vidos na placa de poliestireno, que indicarão os resultados 
positivos nos canídeos que tiveram contato com o parasito. 

Um C. brachyurus (indivíduo 7), negativo nos testes de 
PCR e IFI para LV, foi positivo apenas no ELISA com o con-
jugado anti-IgG de cão, sendo soronegativo nos testes com 
Proteína A e WB. Apesar do exame clínico desse animal 
evidenciar esplenomegalia e linfadenomegalia, o resultado 
pode estar associado a uma reação cruzada com outro pa-
tógeno, uma vez que mesmo no WB, que é um teste mais 
sensível que o ELISA, o resultado manteve-se negativo. Re-
ações cruzadas entre Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi 
com a utilização de conjugados homólogos têm sido des-
critas (Luciano et al. 2009), sendo de grande importância 
a determinação da especificidade dos ensaios sorológicos. 

A soronegatividade de Lycalopex vetulus  (indivíduo 8) 
com positividade em PCR e IFI prévios para LV pode indicar 
que esse animal pode ter soroconvertido para negatividade 
durante o tempo decorrido entre a realização daqueles tes-
tes e os ELISAs do presente estudo. Tal resultado pode su-
gerir que a infecção apresentou um caráter auto-limitante 
nesse animal, uma vez que ao final do estudo, além de soro-
negativo, o animal apresentava-se clinicamente hígido. Ou-
tra possibilidade para esse resultado, é que a espécie pode 
não apresentar resposta humoral expressiva durante a in-
fecção pela Leishmania. Esse aspecto deve ser estudado e 
compreendido, uma vez que em cães domésticos a respos-
ta imune celular predominante sobre a resposta humoral é 
associada ao perfil de resistência e baixa transmissibilida-
de da infecção (Pinelli et al. 1994, Travi et al. 2001).

Se o indivíduo 08 apresenta um perfil de resistência 
imunológica, na qual a resposta celular mediada por linfó-
citos T combate o crescimento de Leishmania sp., com ní-
veis baixos de IgGs anti-Leishmania, seu papel como reser-
vatório da doença deve ser bem estudado, principalmente 
no âmbito de  saúde pública.  Portando, sugere-se para a 
discussão da importância dos canídeos silvestres como re-
servatório da doença, a utilização de técnicas diagnósticas 
de transmissibilidade como o xenodiagnóstico.

Os dois Cerdocyon thous, cativos em área não endêmi-
ca para a LV, apresentaram-se negativos ao ELISA indireto 
com ambos os conjugados, assim como no teste WB. Até o 
momento, não há registro da ocorrência do vetor e nem de 
casos autóctones de LV no PZGV-BA.

A banda de 32 kDa já foi descrita em ensaios com soros 

de cães domésticos infectados com L. chagasi (Mancianti et 
al. 1996, Oliveira et al. 2005, Silva et al. 2005b), inclusive 
antes da soroconversão de animais com parasitismo tecidu-
al comprovado (Silva et al. 2005b). Todas as bandas detec-
tadas pelo soro de C. brachyurus nº 05, comprovadamente 
infectado, devem ser avaliadas com maior acurácia em um 
estudo com um número maior de animais naturalmente pa-
rasitados e diferentes perfis clínicos e imunológicos, para 
possível emprego do(s) antígeno(s) imunodominantes(s) 
como ferramenta de diagnóstico e provavelmente de imu-
noprofilaxia. Outra possibilidade a ser investigada é que os 
antígenos imunodominantes segundo a resposta humoral 
de canídeos silvestres difiram daqueles definidos em estu-
dos de cães domésticos.

A morte de um Speothos venaticus e uma L. vetulus na 
FZB, descrita por Luppi e colaboradores (2008), assim 
como soropositividade de mais três C. brachyurus confir-
mada pelo teste WB desenvolvido no presente estudo, de-
monstram a importância da continuidade dos estudos e o 
estabelecimento de estratégias de prevenção e controle da 
LV para as espécies silvestres de área endêmica em conser-
vação ex situ.

Com a comprovação da susceptibilidade de canídeos 
silvestres à infecção por Leishmania, pelas evidências de 
doença clínica e morte, as medidas preventivas recomen-
dadas para cães domésticos devem ser aplicadas também 
aos canídeos cativos em áreas endêmicas. O monitoramen-
to clínico e a investigação sorológica do plantel de caníde-
os das instituições conservacionistas devem ser realizados 
periodicamente.

Com base nos resultados deste estudo, os ELISAs padro-
nizados com ambos os conjugados são capazes de diferen-
ciar canídeos soropositivos dos soronegativos para imuno-
globulinas anti-Leishmania, portanto podem auxiliar nas 
medidas de controle da doença. Contudo, apesar do ensaio 
com a Proteína A ter se mostrado adequado a testes de tria-
gem para estudos sobre a resposta imune dos hospedeiros 
silvestres à infecção pela Leishmania sp., o desenvolvimen-
to de conjugados com anticorpos espécie-específicos deve 
ser almejado para padronização de sorotestes mais preci-
sos e designados para as diferentes espécies silvestres.
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