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MÉTODOS ESTATÍSTICOS NA AVALIAÇÃO DE REAÇÕES CRUZADAS 

ENTRE Leishmania spp. E Ehrlichia spp. POR MEIO DE TÉCNICAS 

SOROLÓGICAS E MOLECULARES 

 

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi investigar, por métodos 

estatísticos, a ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e 

Ehrlichia spp. com o uso de técnicas sorológicas e moleculares. Um total 

de 100 amostras sanguíneas de cães foram colhidas e processadas por 

meio do ELISA (Ensaio Imunoenzimático Indireto) e PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase). A análise estatística consistiu nos testes de 

McNemar e Coeficiente de concordância Kappa. As estatísticas foram 

consideradas significativas quando p<0,05. A sensibilidade e 

especificidade dos testes foram determinadas pela curva ROC (Receiver 

Operator Characteristic), considerando o PCR como teste padrão ouro. 

A partir das análises pode-se verificar que 48,0% dos animais foram 

reativos na ELISA e 58,0% foram positivos na PCR, no caso da 

Leishmania spp. Para Ehrlichia spp., a ocorrência de anticorpos pelo 

ELISA foi de 54,0% e, pela PCR, 48,0% dos cães foram positivos. Nota-

se, também, que 37,0% dos animais foram positivos para os dois 

patógenos por meio do teste molecular, e quatro cães foram reativos no 

teste ELISA para ambas as doenças e tiveram resultado negativo 

apenas no teste molecular de Ehrlichia spp. Estes resultados, na 

sorologia, podem sugerir possíveis casos de reatividade cruzada entre a 

Leishmania spp. e Ehrlichia spp.. Entretanto, é mais provável que estes 

resultados estejam relacionados com a coinfecção desses agentes. Por 

meio dos resultados obtidos, há mais evidências de coinfecção por estes 

dois agentes patogênicos no cão, do que reatividade cruzada entre eles. 

 

Palavras-chave: Bioestatística, Ehrlichia, Ensaio de imunoadsorção 

enzimática, Leishmaniose, Reação em cadeia da polimerase 

 



STATISTICAL METHODS IN EVALUATION OF THE CROSS-REACTIONS 

BETWEEN Leishmania spp. AND Ehrlichia spp. BY SEROLOGICAL AND 

MOLECULAR TECHNIQUES 

 

 

SUMMARY - The aim of this study is to investigate, by statistical 

methods, the occurrence of cross-reactivity between Leishmania spp. 

and Ehrlichia spp. using serological and molecular techniques. A total of 

100 blood samples from dogs were collected and processed by ELISA 

(indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and PCR (polymerase 

chain reaction). Statistical analysis consists of McNemar tests and 

agreement coefficient Kappa. The statistics were considered significant 

when p <0.05. The sensitivity and specificity of the tests were determined 

by ROC curve (Receiver Operator Characteristic), considering the PCR 

as gold standard. From the analysis it can be seen that 48,0% of the 

animals were reactive in ELISA and 58,0% were positive in PCR in the 

case of Leishmania spp. For Ehrlichia spp., the occurrence of antibodies 

by ELISA was 54,0% and, by PCR, 48,0% of the dogs were positive. It 

can be noted also that 37,0% of the animals were positive for both 

parasites through molecular test and four dogs were reactive in the 

ELISA test for both diseases and were negative only in molecular test for 

Ehrlichia spp. These results in serology can suggest possible cases of 

cross-reactivity between Leishmania spp. and Ehrlichia spp.. However, it 

is more likely that these results are related to coinfection of these agents. 

Through the results obtained, there are more evidences of coinfection by 

these two pathogens in dogs than cross-reactivity between them. 

 

Keywords: Ehrlichia, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Leishmaniasis, 

Polymerase Chain Reaction, Statistics  
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Em virtude do aumento na realização de pesquisas científicas no Brasil, 

nota-se uma mudança no perfil de pesquisador requisitado para esse tipo de 

trabalho. Em um processo gradual de transformação, a formação de muitos 

indivíduos tem se focado na especialização não só de uma única área em 

particular, mas em um conjunto de áreas que o ajude a construir e conduzir um 

planejamento experimental adequado (PFUETZENREITER; ZYLBERSZTAJN, 

2008).  

O conhecimento estatístico, sem dúvida, é instrumento essencial para a 

análise de dados de uma pesquisa, independente da área em que se trabalha, 

uma vez que saber utilizar os fundamentos estatísticos na metodologia 

científica torna a experimentação otimizada e mais confiável (RODRIGUES; 

IEMMA, 2009).  

A interdisciplinaridade existente entre as áreas de exatas e biológicas 

tem demonstrado o quão importante é ocorrer esse tipo de relação entre essas 

disciplinas. A bioestatística contribui muito para o aprendizado dos graduandos 

e pós-graduandos. Seja em uma faculdade com assuntos ligados a biologia, ou 

a exatas, a bioestatística auxilia pesquisadores a encontrarem respostas às 

hipóteses formuladas em trabalhos científicos e projetos, pois é indispensável 

nessas produções e nas experimentações.  

A metodologia científica é um processo realizado constantemente por 

vários pesquisadores com o intuito de verificar a veracidade de uma hipótese. 

Esse tipo de experimentação abre caminhos para o estudo e descobertas para 

soluções de problemas. Juntamente com esse processo, a intervenção da 

bioestatística é fundamental para a análise dos dados, permitindo assim a 

comprovação de um resultado experimental.  

Em níveis gratificantes, nota-se que há um grande número de pesquisas 

na Medicina Veterinária. Estas são realizadas para analisar dados em várias 

áreas, como a parasitologia, imunologia, microbiologia, histologia, clínica 

médica e muitas outras.  
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Em consequência da grande proximidade e da forte interação do homem 

com os animais de companhia na atualidade (SANTOS et al., 2016), o estudo e 

a pesquisa de diversas enfermidades na clínica veterinária tem demonstrado 

crescimento e desenvolvimento bastante significativos.  

A fim de buscar e de proporcionar melhores condições de saúde a esses 

pequenos animais que passaram a fazer parte de muitas famílias (CARVALHO; 

PESSANHA, 2013). A área da medicina veterinária está crescendo e se 

atualizando cada vez mais com aprimoramento de conhecimentos, por meio da 

formação de profissionais qualificados e pesquisas mais avançadas.  

Entre as diversas enfermidades existentes na clínica veterinária de 

pequenos animais, em particular nos cães, pesquisas relacionadas a 

leishmaniose e a erliquiose tem se destacado na busca, não só de melhorias 

na sanidade, como também nas formas de prevenção, diagnóstico e 

tratamento. Devido à sua importância, o controle destas doenças é considerado 

não só desejável, como também uma obrigação para melhorar a qualidade de 

vida dos cães e do homem (OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013). 

Particularmente, as doenças transmitidas por vetores têm assumido 

papel importante tanto em saúde pública quanto animal (SOUSA et al., 2010). 

As transmitidas por carraças e flebótomos, em especial relacionadas aos 

animais de estimação como os cães, são consideradas temas de interesse 

crescente e mundial (LOPEZ et al., 2012). 

A leishmaniose em humanos foi primeiramente diagnosticada, na Índia 

(LEISHMAN, 1903), e sinais como corpúsculos arredondados no baço foram 

descritos, posteriormente (DONOVAN, 1913). O primeiro caso da enfermidade 

no Brasil foi identificado na necropsia de um paciente de Mato Grosso do Sul 

(MIGONE, 1913).  

Doença infecciosa que tem como agentes etiológicos parasitos 

intracelulares do gênero Leishmania, como Leishmania (Leishmania) donovani 

na Ásia e África, Leishmania (Leishmania) infantum na Ásia, Europa e África e 

Leishmania (Leishmania) chagasi nas Américas, tem afetado mais de 3000 

pessoas, anualmente, só no Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2012).  
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Protozoários pertencentes à ordem Kinetoplastida e à família 

Trypanosomatidae (MONTEIRO et al., 2005) causam enfermidade de caráter 

zoonótico potencialmente fatal. Em níveis alarmantes, a Organização Mundial 

da Saúde a classifica como a segunda protozoose mais importante da 

atualidade. Na América Latina, essa enfermidade já foi descrita em vários 

países, sendo que 90% dos casos da forma visceral concentram-se no Brasil, 

especialmente na região nordeste (BRASIL, 2006).  

Também conhecida por ser uma doença sistêmica crônica grave 

(ROATT et al., 2014), a leishmaniose visceral é transmitida por dois gêneros de 

flebótomos da família Phlebotominae: Lutzomyia nas Américas e Phlebotomus 

no Velho Mundo (DUJARDIN et al., 2008; MAROLI et al., 2013). Também é 

importante ressaltar que as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi 

têm destaque importante na epidemiologia da doença no Brasil (BRASIL, 

2006). 

Esses vetores se infectam por meio da ingestão de formas amastigotas 

presentes nas células do sistema fagocítico mononuclear (SFM), presentes na 

derme do hospedeiro infectado, durante o repasto sanguíneo; no tubo digestivo 

do flebótomo, transformam-se em promastigotas. Quando ocorre um novo 

repasto sanguíneo, as formas promastigotas são inoculadas no hospedeiro 

onde são fagocitadas por macrófagos, tornando-se amastigotas. 

Posteriormente, ocorre replicação até o rompimento dessas células, permitindo 

a infecção de outros macrófagos. Assim, há disseminação hematogênica para 

tecidos, como linfonodos, fígado, baço e medula óssea que são ricos em 

células do SFM, (LAINSON et al., 1987). 

Particularmente, nota-se que os cães, por serem animais altamente 

suscetíveis à infecção por Leishmania, são considerados como principais 

fontes de infecção (reservatórios urbanos) da doença, por apresentarem 

intenso parasitismo, independente de sua apresentação clínica (GIUNCHETTI 

et al., 2006; LAURENTI et al., 2013).  

Em cães, a leishmaniose pode se manifestar de maneira variável: 

assintomática ou sintomática. Enquanto alguns animais manifestam poucos 
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sintomas, como raras lesões cutâneas e nódulos, outros se apresentam 

caquéticos, com dermatopatias, nódulos e úlceras, que são frequentes nas 

bordas das orelhas, podendo ser encontradas espalhadas por todo o corpo. 

Casos de conjuntivite, blefarite, edema de focinho, onicogrifose, paresia das 

patas posteriores e caquexia têm sido relatados. Nas fases adiantadas da 

doença ocorre esplenomegalia, linfoadenopatias, diarréias e hemorragia 

intestinal (FEITOSA et al., 2000). 

O Ministério da Saúde, por meio do Manual de Vigilância e Controle da 

Leishmaniose Visceral, estabeleceu várias medidas de controle da doença, 

como diagnóstico precoce, controle de vetores e identificação e eutanásia de 

cães soropositivos (BRASIL, 2006). No entanto, é importante ressaltar que a 

não utilização de condutas profiláticas, como o uso de coleiras impregnadas 

com inseticidas em cães, acaba permitindo a manutenção da leishmaniose 

canina (OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013). 

Até a década de 30, o diagnóstico humano e os inquéritos caninos eram 

realizados por meio dos exames diretos como punção hepática, esplênica e o 

raspado cutâneo. A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) começou a 

ser utilizada a partir de 1960. Com o desenvolvimento da PCR (reação em 

cadeia polimerase) é possível identificar e ampliar seletivamente o DNA do 

cinetoplasto do parasito sendo uma técnica mais específica e sensível (ALVES; 

BEVILACQUA, 2004). A especificidade desse teste é prejudicada devido à 

presença de reações cruzadas com doenças causadas por outros 

tripanossomatídeos, como o Trypanosoma cruzi (VIOL et al., 2012). 

Já o agente da erliquiose canina foi denominado como Rickettsia canis e 

inicialmente relatado em 1935, na Argélia, por Donatien e Lestoquard, que 

observaram organismos nas células mononucleares circulantes de cães 

infestados por carrapatos. Em 1945, em homenagem a Paul Ehrlich, esse 

organismo foi renomeado como Ehrlichia canis (ALMOSNY, 2002; SILVA et al., 

2010).  

O gênero Erlichia compreende cinco espécies: E. canis, E. chaffeensis, 

E. eutingii, E. muris e E. ruminantium; porém, destas espécies, a primeira delas 
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é a mais comum, considerada agente etiológico da Erliquiose Monocítica 

Canina (DUMLER et al., 2001), capaz de causar quadro clínico mais severo e 

de maior importância epidemiológica (MACHADO, 2004), sendo esta a espécie 

descrita no Brasil (AGUIAR et al., 2013). 

 A Erliquiose é uma importante doença emergente zoonótica transmitida 

por carrapatos Rhipicephalus sanguineus ou marrom do cachorro (DANTAS-

TORRES, 2008). Esta enfermidade apresenta elevada casuística em cães 

domésticos no Brasil (FARIA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011), com acentuada 

mortalidade (MUNHOZ et al., 2012), é considerada endêmica, com 

apresentação aguda, subaguda ou crônica (CASTRO et al., 2004), 

principalmente nas áreas onde há populações do carrapato vetor ixodídeo 

(MORAES-FILHO et al., 2012). 

Em relação ao seu ciclo biológico, o carrapato supramencionado, no 

repasto sanguíneo, ingere leucócitos circulantes do hospedeiro contendo o 

agente etiológico da erliquiose (MURPHY et al., 1998). Esta bactéria se 

multiplica nos hemócitos, enterócitos e nas células das glândulas salivares do 

carrapato, nas quais existe transmissão transestadial (MONTEIRO, 2014).  

A ocorrência de erliquiose canina não está associada ao sexo ou idade 

do animal e compromete o hospedeiro de várias maneiras diferentes, com 

diversos graus de severidade (NAKAGHI et al., 2008). Sinais clínicos, como 

trombocitopenia e anemia são as anormalidades mais comuns encontradas em 

cães naturalmente ou experimentalmente infectados (M'GHIRBI et al., 2009). 

O diagnóstico dessa infecção é importante, devido ao fato da erliquiose 

ser uma zoonose emergente. Desta forma, quanto mais precoce for a detecção 

do agente, haverá mais condições de se realizar um tratamento adequado da 

doença e, portanto, favorecer um melhor resultado (MUNHOZ et al., 2012). 

O esfregaço de sangue é a técnica mais utilizada na clínica para 

identificar mórulas em leucócitos e plaquetas. No entanto, devido a sua baixa 

sensibilidade e especificidade, este exame deve ser complementado com o 

auxílio de técnicas moleculares, como PCR (DAGNONE et al., 2009; RAMOS 
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et al., 2010), cultivo e sorologia (BEALL et al., 2012; ROTONDANO et al., 

2012). 

Devido aos índices altos de morbidade e mortalidade que essas 

parasitoses têm apresentado e à variedade de agentes patogênicos que um 

carrapato pode veicular a pequenos animais, como Babesia canis, B. gibsoni, 

E. canis e Rickettsia spp. (O’DWYER, 2011; SOLANO-GALLEGO; BANETH, 

2011), percebe-se que as mesmas são de grande relevância para o estudo 

médico veterinário (WITTER et al., 2013). 

A erliquiose é uma hemoparasitose muito encontrada na clínica de 

pequenos animais e que provoca graves sintomas, podendo levar o animal à 

morte. Por sua vez, a leishmaniose é uma zoonose de grande importância e 

impacto na Saúde Pública, e os cães desempenham papel importante na 

epidemiologia desta antropozoonose como reservatórios de 

tripanossomatídeos.  

Particularmente, há várias maneiras de diagnosticar estas duas doenças 

nas clínicas veterinárias. As técnicas sorológicas, por exemplo, consistem em 

métodos diagnósticos rápidos e confiáveis (TÁVORA et al., 2007), no entanto, 

apesar de apresentarem estas característica e terem bons níveis de 

sensibilidade e especificidade, podem apresentar reatividade cruzada 

(FERRER et al., 1995). Com o desenvolvimento das técnicas moleculares, 

como a PCR, que é mais específica e sensível, é possível identificar o DNA dos 

patógenos Ehrlichia spp. (NAKAGHI et al., 2008) e Leishmania spp. (PAIVA 

CAVALCANTI et al., 2009), permitindo um diagnóstico mais preciso. 

Tanto a leishmaniose quanto a erliquiose são responsáveis pela 

ocorrência de muitos sinais clínicos similares e inespecíficos no cão, como 

febre, apatia, anorexia, perda de peso e anemia (ALMOSNY, 2002; MACHADO 

et al., 2007; NAKAGHI et al., 2008). Isso torna mais difícil a sua distinção e 

detecção (BLAVIER et al., 2001) e, consequentemente, exige o uso de técnicas 

de diagnóstico adequadas para a sua identificação. 

A determinação da ocorrência de caninos como fontes de infecção para 

essas enfermidades, pela investigação de um diagnóstico seguro, representado 
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pelas técnicas de ELISA e PCR, contribuirá para a vigilância epidemiológica e, 

consequentemente, para a execução de medidas de controle mais eficientes 

nestas regiões. Além disso, a comparação entre as duas técnicas diagnósticas 

possibilitará um melhor conhecimento sobre a eficácia das mesmas na 

investigação destas doenças. 

Evidências a respeito da existência de reatividade cruzada entre estes 

patógenos pela população científica são discutidos, visto que há elevada 

ocorrência dessas doenças no Brasil, onde se encontram disseminadas, 

configurando enfermidades reemergentes no Estado de São Paulo. 

 

OBJETIVO 

O objetivo do presente estudo foi investigar, por métodos estatísticos, a 

ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e Ehrlichia spp. com o 

uso de técnicas sorológicas e moleculares. 
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CAPÍTULO 2 - MÉTODOS ESTATÍSTICOS NA AVALIAÇÃO DE REAÇÕES 

CRUZADAS ENTRE Leishmania spp. E Ehrlichia spp. POR MEIO DE 

TÉCNICAS SOROLÓGICAS E MOLECULARES 

 

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi investigar, por métodos 

estatísticos, a ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e 

Ehrlichia spp. com o uso de técnicas sorológicas e moleculares. Um total de 

100 amostras sanguíneas de cães foram colhidas e processadas por meio do 

ELISA (Ensaio Imunoenzimático Indireto) e PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase). A análise estatística consistiu nos testes de McNemar e 

Coeficiente de concordância Kappa. As estatísticas foram consideradas 

significativas quando p<0,05. A sensibilidade e especificidade dos testes foram 

determinadas pela curva ROC (Receiver Operator Characteristic), 

considerando o PCR como teste padrão ouro. A partir das análises pode-se 

verificar que 48,0% dos animais foram reativos na ELISA e 58,0% foram 

positivos na PCR, no caso da Leishmania spp. Para Ehrlichia spp., a ocorrência 

de anticorpos pelo ELISA foi de 54,0% e, pela PCR, 48,0% dos cães foram 

positivos. Nota-se também que 37,0% dos animais foram positivos para os dois 

patógenos por meio do teste molecular e quatro cães foram reativos no teste 

ELISA para ambas as doenças e tiveram resultado negativo apenas no teste 

molecular de Ehrlichia spp. Estes resultados na sorologia podem sugerir 

possíveis casos de reatividade cruzada entre a Leishmania spp. e Ehrlichia 

spp.. Entretanto, é mais provável que estes resultados estejam relacionados 

com a coinfecção desses agentes. Por meio dos resultados obtidos, há mais 

evidências de coinfecção por estes dois agentes patogênicos no cão do que 

reatividade cruzada entre eles. 

 

Palavras-chave: Bioestatística, Ehrlichia, Ensaio de imunoadsorção 

enzimática, Leishmaniose, Medicina Veterinária Preventiva, Reação em cadeia 

da polimerase 
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Introdução 

Entre as diversas enfermidades existentes na clínica veterinária de 

pequenos animais, em particular nos cães, pesquisas relacionadas à 

leishmaniose e a erliquiose têm se destacado na busca não só de melhorias na 

sanidade, como também na prevenção, diagnóstico e tratamento. Devido a sua 

importância, o controle destas doenças é considerado não só desejável, como 

também uma obrigação para a melhoria da qualidade de vida dos cães e da 

saúde humana (OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013). 

Particularmente, as doenças transmitidas por vetores têm assumido 

papel importante tanto em saúde pública quanto animal (SOUSA et al., 2010). 

As transmitidas por carrapatos e flebótomos, em especial as relacionadas aos 

animais de estimação como os cães, são consideradas temas de interesse 

crescente e mundial (LOPEZ et al., 2012). 

A leishmaniose é uma doença infecciosa que tem como agente 

etiológico protozoários intracelulares da espécie Leishmania (Leishmania) 

chagasi nas Américas (DANTAS-TORRES et al., 2012). Ela é transmitida por 

dois gêneros de flebótomos da família Phlebotominae: o Lutzomyia nas 

Américas e o Phlebotomus no Velho Mundo (MAROLI, 2013), sendo que as 

espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi têm destaque importante na 

epidemiologia da doença (BRASIL, 2006). É importante ressaltar que ela 

também é conhecida por ser uma doença sistêmica crônica grave (ROATT, 

2014). 

A Erliquiose é uma importante doença zoonótica transmitida por 

carrapatos Rhipicephalus sanguineus ou marrom do cachorro (DANTAS-

TORRES, 2008). É uma doença causada por bactérias intracelulares 

obrigatórias (NAKAGHI et al., 2008) como a Ehrlichia canis, considerada 

endêmica e podendo ter apresentação aguda, subaguda ou crônica (CASTRO 

et al., 2004). É uma enfermidade com alta casuística em cães domésticos no 

Brasil (VIEIRA et al., 2011) e que apresenta acentuada mortalidade (MUNHOZ 

et al., 2012). 
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Técnicas sorológicas consistem em métodos diagnósticos rápidos e 

confiáveis (TÁVORA et al., 2007), no entanto, apesar de seus bons níveis de 

sensibilidade e especificidade, podem apresentar reatividade cruzada 

(FERRER et al., 1995). Com o desenvolvimento da PCR (reação em cadeia 

polimerase), técnica mais específica e sensível, é possível identificar o DNA 

dos patógenos Ehrlichia spp. (NAKAGHI et al., 2008) e Leishmania spp. 

(ALVES; BEVILACQUA, 2004; PAIVA CAVALCANTI et al., 2009). 

A investigação da ocorrência destas enfermidades pelas técnicas de 

ELISA e PCR, pode contribuir em termos de vigilância epidemiológica e 

consequentemente para a adoção de medidas de controle mais eficientes. 

Além disso, a comparação entre as duas técnicas diagnósticas possibilita um 

melhor conhecimento sobre a eficácia das mesmas na investigação destas 

doenças. Evidências a respeito da existência de reatividade cruzada entre 

estes patógenos pela população científica são discutidos, visto que há elevada 

ocorrência dessas doenças no Brasil, onde se encontram disseminadas, 

configurando enfermidades reemergentes no Estado de São Paulo. 

O objetivo do presente estudo foi investigar, por métodos estatísticos, a 

ocorrência de reações cruzadas entre Leishmania spp. e Ehrlichia spp. com o 

uso de técnicas sorológicas e moleculares. 

 

Material e Métodos 

Comitê de ética 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Faculdade de Odontologia de Araçatuba e da Faculdade de Medicina 

Veterinária de Araçatuba (FMVA) UNESP, Campus de Araçatuba, processo 

FOA n° 00856-2015. 

 

População de estudo  

A amostragem mínima necessária para a execução deste projeto, no 

nível de confiança de 95% e com precisão absoluta de 10%, foi calculada em 

96 amostras, usando uma proporção populacional de 50% (LWANGA; 
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LEMESHOW, 1991). Neste trabalho, um total de 100 amostras de cães 

domiciliados, provenientes do Município de Araçatuba (SP), 55 machos e 45 

fêmeas, 28 de raça definida (RD) e 72 sem raça definida (SRD), foram colhidas 

aleatoriamente. Em relação às faixas etárias, foram considerados jovens, 

adultos e idosos, de seis a 12, de 13 a 84 e acima de 85 meses, 

respectivamente.  

 

Colheita de sangue  

Cinco a oito mililitros de sangue foram colhidos, por meio de punção 

venojugular.  As amostras foram armazenadas e divididas e dois tubos, um 

contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e outro sem 

anticoagulante, e foram mantidas sob congelamento até o momento de seu 

processamento.  

 

 Extração de DNA  

A purificação de DNA do sangue periférico dos cães foi realizada após 

digestão com proteinase K (0,5 μg), extração com fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico (25:24:1) e precipitação com etanol (SAMBROOK et al., 1989). 

 

Caracterização molecular 

1. PCR para Leishmania spp.  

A região conservada de kinetoplasto de Leishmania spp. de 120pb foi 

amplificada, utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 13A (5’ 

GTGGGGGAGGGGCGTTCT 3’) e 13B (5’ ATTTTACACCAACCCCCAGTT 3’) 

descrito por Rodgers et al. (1990).  

A amplificação foi realizada em volume de 25 µL contendo 20 

nanogramos de DNA genômico, 1,5mM de MgCl2, 200mM de cada dNTP, 

0,2mM de cada oligonucleotídeo iniciador e 1U de Taq polimerase platinum 

(Invitrogen®). As amostras foram amplificadas, usando-se o aparelho 

termociclador (MJ Research Thermal cycler®); neste, as amostras foram 

submetidas à desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, seguido de 35 ciclos 
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de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, seguido por 63ºC por 45 segundos e 

72ºC por 30 segundos e extensão final a 72ºC por 5 minutos.  

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida, realizada em voltagem constante (100 v) por período de três 

horas. Após a corrida, o gel foi corado com solução de nitrato de prata. Em 

todas as reações foram incluídos controle positivo (amostra de DNA de cão 

com diagnóstico sorológico positivo) e controle negativo (DNA de cão com 

diagnóstico sorológico negativo). 

 

2. PCR para Ehrlichia canis 

Para amplificação de fragmentos do gene da subunidade 16S do rRNA 

foi utilizada a técnica de nested-PCR com os primers 5’- 

GAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3’ e 5’- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA -

3’ para a reação primária (pb 478) e 5’-CAA 

TTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3’ e 5’-

TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’ para a reação secundária (pb 358) 

(MURPHY et al., 1998). Foram utilizadas as seguintes condições de reação: 

preparação de 20µl de solução contendo 2,5 µl de tampão para PCR 10 x, 0,75 

mM MgCl2, 0,125 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, California, 

USA), 0,2 µM de desoxiribonucleotídeo (dNTPs), 1,0 µl de cada 

oligonucleotídeo (primer) e 5 µl de DNA alvo contendo 20 nanogramos de DNA 

genômico. Estes iniciadores eram complementares ao gene de rRNA 16S de E. 

canis. As amostras foram submetidas à desnaturação inicial do DNA a 94 ºC 

por 5 minutos, seguida de 40 ciclos, cada um consistindo em desnaturação por 

1 minuto a 94 ºC, 1 minuto de anelamento a 60 ºC, 1 minuto de extensão a 72 

ºC, com extensão final a 72 ºC por 5 minutos. A única modificação da reação 

primária para a secundária foi a temperatura de anelamento que ocorrerá 

durante 1 minuto a 55 ºC. Foram utilizados como controles positivo e negativo 

DNA de E. canis e água ultra-pura, respectivamente. Os produtos da PCR e um 

marcador de peso molecular (escala de 100 pb) foram submetidos à 



31 
 

eletroforese por meio de  um gel de agarose a 1,5% corado com brometo de 

etídio (MURPHY et al., 1998).  

 

Sorologia 

3. ELISA para Leishmania spp. 

As amostras de soro foram analisadas para os anticorpos de L. chagasi, 

utilizando um kit Imunoteste® Leishmania (ELISA) – Canino (Imunodot 

diagnósticos®), em conformidade com as instruções do fabricante. 

4. ELISA para Ehrlichia spp. 

As amostras de soro foram analisadas para os anticorpos de E. canis, 

utilizando um kit Imunoteste® Ehrlichia (ELISA) – Canino (Imunodot 

diagnósticos®), em conformidade com as instruções do fabricante. 

 

Interpretação dos resultados do ELISA 

O ponto de corte “cut off” e os valores da sensibilidade e especificidade 

dos testes foram determinados por meio do programa computacional GraphPad 

Prisma 6.0, pela curva ROC (Receiver Operator Characteristic), considerando o 

PCR como teste padrão-ouro. 

 

Estatística 

A análise estatística consistiu no teste de McNemar para comparar a 

proporção de resultados positivos das duas técnicas e coeficiente de 

concordância Kappa. As estatísticas foram consideradas significativas quando 

p<0,05. O banco de dados foi criado com o Microsoft Office Excel 2010, e as 

análises estatísticas foram efetuadas com o programa computacional SAS® 

(Statistical Analysis System) versão 9.3. 

 

Resultados 

 Por meio da curva ROC, o ponto de corte do teste sorológico para 

Leishmania spp. foi 0,2740, com sensibilidade de 72,4% e especificidade de 
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85,7%. Para Ehrlichia spp., o ponto de corte foi de 0,3805, com sensibilidade 

de 83,3% e especificidade de 73,1%.  

Em relação à Leishmania spp., pelo ELISA, 48,0% dos animais foram 

reativos. Pela PCR, 58,0% apresentaram amplificação do DNA de Leishmania 

spp.. Para Ehrlichia spp., a ocorrência de anticorpos pelo ELISA, foi de 54,0% e 

pela PCR, 48,0% dos cães foram positivos. A partir dos resultados, nota-se que 

35,0% e 37,0% dos animais foram reativos e positivos para os dois agentes 

patogênicos por meio do teste sorológico e molecular, respectivamente.  

Do total de animais, 12,0% foram sorologicamente reativos para 

Leishmania spp. e/ou Ehrlichia spp. e negativos na PCR para ambos 

patógenos. Quatro cães foram reativos no teste ELISA para ambas as doenças 

e tiveram resultado negativo apenas no teste molecular de Ehrlichia spp..  

Nas Tabelas 1 e 2, encontram-se os resultados referentes à 

reatividade/positividade e negatividade para Leishmania spp. e Ehrlichia spp. 

por meio da técnica sorológica utilizada, em comparação ao método molecular. 

A proporção de resultados positivos entre as técnicas de diagnóstico ELISA e 

PCR, tanto para Leishmania spp. quanto para Ehrlichia spp. não apresentaram 

diferença significativa (p>0,05). 

 

Tabela 1 - Positividade e negatividade da infecção por Leishmania spp. pelo ELISA em relação 
a PCR, em cães no município de Araçatuba, São Paulo. 

ELISA 

PCR 
Total 

Positivo Negativo 

N % N % N % 

Positivo 42 42,0 6 6,0 48 48,0 

Negativo 16 16,0 36 36,0 52 52,0 

Total 58 58,0 42 42,0 100 100,0 

Teste de McNemar (p = 0,0550) 
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Tabela 2 - Positividade e negatividade da infecção por Ehrlichia spp. pelo ELISA em relação a 
PCR, em cães no município de Araçatuba, São Paulo. 

ELISA 

PCR 
Total 

Positivo Negativo 

N % N % N % 

Positivo 40 40,0 14 14,0 54 54,0 

Negativo 8 8,0 38 38,0 46 46,0 

Total 48 48,0 52 52,0 100 100,0 

Teste de McNemar (p = 0,2864) 

 

Em relação à concordância das provas sorológicas para Leishmania spp. 

e para Ehrlichia spp., quando comparado ao PCR, o coeficiente Kappa foi de 

0,5628 e 0,5614, respectivamente. 

  

Discussão 

 No presente estudo, foram detectados quatro cães reativos no ELISA 

para ambas as doenças, mas que apresentavam positividade apenas na PCR 

de Leishmania spp.. Estes resultados na sorologia podem sugerir a 

possibilidade de reatividade cruzada entre a Leishmania spp. e a Ehrlichia spp.. 

Entretanto, é mais provável que estes resultados estejam relacionados com a 

coinfecção desses agentes.  

Tanto a leishmaniose quanto a erliquiose são responsáveis pela 

ocorrência de muitos sinais clínicos similares e inespecíficos no cão: febre, 

apatia, anorexia, perda de peso e anemia (ALMOSNY, 2002; MACHADO et al., 

2007; NAKAGHI et al., 2008). Isso torna mais difícil a sua distinção e detecção 

(BLAVIER et al., 2001) e, consequentemente, exige o uso de técnicas de 

diagnóstico adequadas para a sua identificação. 

No entanto, quando se fala de teste sorológico, que é um teste 

recomendado pelo Ministério da Saúde do Brasil, deve-se ressaltar que apesar 

de ter bom nível de sensibilidade e especificidade, pode apresentar casos de 

falso-positivos por causa de reatividade cruzada (FERRER et al., 1995; 

OLIVEIRA et al., 2008). 
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Devido à semelhança filogenética entre os protozoários Leishmania spp. 

e Trypanosoma spp., já foram relatados casos de reatividade cruzada entre 

estes patógenos na sorologia (LUCIANO et al., 2009; TRONCARELLI et al., 

2008; VIOL et al., 2012). Em contrapartida, outras pesquisas dizem que podem 

ocorrer reações cruzadas com outros microrganismos diferentes, como 

Babesia canis (ALVAR et al., 2004) e Ehrlichia canis (ZANETTE et al., 2013), 

produzindo resultados falso-positivos. 

Enquanto há autores que afirmam ter encontrado reatividade cruzada na 

sorologia entre a Leishmania spp. e Ehrlichia spp. em seus estudos 

(FERREIRA EDE et al., 2007; ZANETTE et al., 2013), existem pesquisas que 

relatam a não existência de reatividade cruzada, e sim casos de coinfecção 

desses parasitos no mesmo cão (KRAWCZAK et al., 2015), especialmente em 

áreas endêmicas (OLIVEIRA et al., 2008). 

Neste trabalho, o teste sorológico para Ehrlichia spp. detectou maior 

número de cães reativos do que positivos no teste molecular, podendo sugerir 

a ocorrência de reações cruzadas no ELISA. No entanto, o fato dos cães serem 

soropositivos e negativos na PCR, pode sugerir que estes animais estejam na 

fase crônica da doença ou que foram previamente expostos a esta bactéria 

(SOUSA et al., 2013). Geralmente, a PCR permite a detecção de Ehrlichia spp. 

na fase aguda da doença nos cães, enquanto os testes sorológicos permitem 

sua detecção nas fases subclínica, crônica e em animais em recuperação 

(RENÉ-MARTELLET et al., 2015). 

Particularmente, pelo estudo ocorrer em uma área endêmica para as 

duas doenças, isso implicaria na inclusão destes patógenos nos diagnósticos 

diferenciais um do outro, já que os animais estão expostos a esses agentes 

transmitidos por flebotomíneos e carraças. É importante também, sempre que 

possível, utilizar, concomitantemente, técnicas de diagnósticos mais precisas, 

como a PCR, a fim de se evitar falso-positivos. 

No caso desta pesquisa, por exemplo, a adoção do teste sorológico para 

verificar a reatividade no soro desses quatro animais à Ehrlichia spp. e a não 

pesquisa de Leishmania spp. por ELISA e/ou PCR, poderia contribuir para a 
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perpetuação da leishmaniose na cidade, já que os animais permaneceriam, 

sem as adequadas medidas de controle e prevenção no local estudado, que é 

uma região endêmica. 

Com os resultados, pode-se notar que 12 cães foram sorologicamente 

positivos para Leishmania spp. e/ou Ehrlichia spp. e negativos pela PCR para 

os dois agentes. Apesar do material colhido para a extração do DNA e análise 

das amostras não apresentar implicações negativas no caso dos testes para 

Ehrlichia spp. (BANETH et al., 2009; FARIA et al., 2010), deve-se salientar que 

o sangue, no caso da Leishmania spp., pode demonstrar menores índices 

parasitêmicos em animais infectados e ter inibidores de PCR que interferem na 

sensibilidade desta referida técnica (REITHINGER et al., 2002). Porém, é 

importante lembrar que o método de colheita dessas amostras é prático e 

menos invasivo (MANNA et al., 2004; NUNES et al., 2007) e frequentemente 

utilizado nas clínicas. 

Neste trabalho, foi constatado que mais de um terço dos animais 

analisados apresentavam reatividade na técnica sorológica (35,0%) e 

positividade na molecular (37,0%) para os dois patógenos. Em relação ao teste 

padrão ouro, que neste caso é a PCR, nota-se que uma fração considerável de 

cães estavam infectados tanto com Leishmania spp., quanto com Ehrlichia 

spp., o que caracterizava uma coinfecção por estes agentes. 

Vários estudos encontraram resultados similares a desta pesquisa 

científica: Sousa e Almeida (2008), a partir da análise sorológica e 

parasitológica de cães, encontraram animais que possivelmente evidenciavam 

coinfecção entre estes parasitos; Mekuzas et al. (2009), por meio de teste 

sorológico e molecular, detectaram coinfecção nos animais de seu estudo; e 

Gonçalves et al. (2014), por meio da PCR, também encontraram este mesmo 

resultado. 

Em níveis alarmantes, nota-se que há muitas doenças caninas 

transmitidas por vetores, como leishmaniose por flebotomíneos (Lutzomyia 

longipalpis) e erliquiose por carrapatos (Rhipicephalus sanguineus). Verifica-se 

que muitos destes agentes, além de representarem um grande problema para 
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a saúde animal, também têm importantes implicações na saúde pública, pois 

alguns destes patógenos apresentam elevado potencial zoonótico (DANTAS-

TORRES; OTRANTO, 2014; MAIA et al., 2015). 

No caso dos carrapatos, como o R. sanguineus, que configura vetor 

comum da Babesia vogeli, E. canis e Anaplasma platys, é comum ocorrer 

coinfecções (NAKAGHI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008), pois ele pode 

transmitir esses três agentes ao cão (DANTAS-TORRES, 2008). 

A existência de animais infectados com mais de um patógeno ocorre 

frequentemente, pois existe abundância de vetores hematófagos que podem se 

hospedar nos cães, infectando-os com muitos agentes simultaneamente 

(MEKUZAS et al., 2013). É importante ressaltar que se deve dar muita atenção 

a esse tipo de ocorrência, pois estes parasitos podem influenciar um ao outro, 

causando uma variedade de interações na resposta imunológica do animal 

(ANDRADE et al., 2014).  

No caso das doenças causadas pela Leishmania spp. e Ehrlichia spp., 

dois patógenos intracelulares obrigatórios, que se replicam dentro de fagócitos 

mononucleares, a coinfeção por eles pode comprometer severamente a saúde 

dos animais (ANDRADE et al., 2014).  

Em estudos anteriores, podem-se constatar relatos sobre a 

imunossupressão causada pela leishmaniose, que pode promover a coinfecção 

por outros agentes como Ehrlichia spp. (FEITOSA et al., 2000; PAULAN et al., 

2013) assim como pesquisa propondo que a erliquiose canina pode ser um 

fator que contribui para o estabelecimento da  leishmaniose (MEKUZAS et al., 

2009). 

O conhecimento destes casos é essencial para que se dê a devida 

atenção aos testes de diagnósticos empregados, procurando sempre levar em 

consideração que mais de um agente pode causar doenças concomitantes nos 

animais, a fim de se determinarem as condutas adequadas para cada caso. 

Ao se comparar a proporção de resultados positivos entre as duas 

técnicas de diagnóstico estudadas, por meio do teste de McNemar, pode-se 

notar que as técnicas não apresentam diferença significativa entre si (p<0,05), 
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em vista que as sensibilidades das técnicas sorológicas de Leishmania spp. e 

Ehrlichia spp. em relação a técnica molecular apresentaram níveis de 72,4% e 

83,3%, respectivamente. 

Os testes de ELISA para Leishmania spp. e Ehrlichia spp. apresentaram 

regular concordância com os resultados da PCR, de acordo com os critérios 

sugeridos por Pereira (2001). 

Desta forma, embora no caso da Leishmania spp. e Ehrlichia spp. a 

ocorrência de coinfecção seja mais provável do que a reatividade cruzada, na 

avaliação de um animal suspeito de infecção, deve-se atentar para estas duas 

situações, de modo a adotar as condutas necessárias para cada caso. 

 

Conclusão 

 Por meio dos resultados obtidos, há mais evidências de coinfecção por 

estes dois agentes patogênicos no cão do que reatividade cruzada entre eles. 
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