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RESUMO  

  

Objetivou-se com este trabalho verificar a associação de Malassezia pachydermatis em 

cães positivos para Leishmaniose Visceral. Foram utilizados 80 cães sem raça definida, 

machos e fêmeas de idades variadas de quatro meses a oito anos, previamente 

selecionados após exame parasitológico e sorológico ELISA-S7 para Leishmaniose 

Visceral Canina (LVC). Após os resultados foram estudados dois grupos de 40 animais 

positivos e 40 cães negativos para LVC. Os animais positivos foram originários da 

Cidade de Caruaru Mesorregião do Agreste Pernambucano e do Bairro de Muribeca na 

Cidade de Jaboatão dos Guararapes, o grupo negativo pertencia ao Bairro de Água Fria 

na Cidade do Recife. Realizaram-se coleta de sangue e cerúmen do conduto auditivo, 

bem como fricção na região da virilha através de swab estéril em todos os animais, áreas 

escolhidas por eleição por serem úmidas e apropriadas para proliferação de Malassezia. 

Com o material obtido foi realizado, respectivamente, ELISA para diagnóstico de LVC 

e cultura para isolamento de Malassezia. A análise realizada quanto ao sexo dos animais 

estudados, não resultou em diferença estatística significativa (p=0,502), estando os 

machos 23/40 (57,5%) com maior freqüência em relação às fêmeas 17/40 (42,5%). Os 

animais positivos para LVC, apresentaram significância estatística em relação a presença de 

M. pachydermatis, onde (p=0,000). Entre os achados clínicos os que apresentaram 

significância estatística de M. pachydermatis em relação ao grupo positivo para LVC foi 

otite e prurido, onde os achados foram respectivamente, (p=0,000) e (p=0,042). Quanto 

a idade dos animais, os adultos foram os mais acometidos (entre 2 e 7 anos), ocorrendo 

em 22 (55%), porém, não apresentando significância na estatística (p=.0,474). Houve 

significância estatística a presença de M. pachyderatis no swab de ouvido e virilha entre 

os animais positivos para LVC, sendo respectivamente (p=0,000) e (p=0,001). Este 

estudo demonstra, que M. pachydermatis pode estar presente de forma patogênica tanto 

em animais sadios quanto nos que apresentaram sorologia positiva para LVC, porém, 

sua ocorrência em animais soropositivos é significantemente maior. Em áreas 

endêmicas para Leishmaniose, cães que apresentam otite, assim como dermatite 

localizadas na região do ventre por Malassezia, sugere-se que sejam realizados testes 

para LVC.   

  

 

PALAVRAS-CHAVES: Leveduras, Otite, Dermatite, Leishmania spp. 



ABSTRACT  

The objective of this work to investigate the association of Malassezia pachydermatis in 

dogs positive for Visceral Leishmaniasis. We used 80 mixed buds dogs, males and 

females of varying ages four months to eight years, previously selected after stool 

examination and serological ELISA-S7 for Visceral Leishmaniasis (CVL). After the 

results were studied two groups of 40 animals and 40 dogs positive to negative LVC. 

The animals were positive from the city of Caruaru mesoregion Agreste Pernambucano 

and Muribeca district in the city of Olinda, the negative group belonged to the 

Neighborhood of Cold Water in Recife. There were blood collection and cerumen ear 

canal, as well as friction in the groin by a sterile swab in all animals, areas chosen by 

election because they are moist and suitable for the proliferation of Malassezia. With 

the material obtained was carried out, respectively, ELISA for diagnosis of CVL and 

culture for the isolation of Malassezia. The analysis by sex of the animals studied, 

resulted in no statistically significant difference (p = 0.502), while males 23/40 (57.5%) 

more frequently than females 17/40 (42.5%). Animals positive for LVC, statistically 

significant for the presence of M. pachydermatis, where (p = 0,000). Among the 

findings showed that the clinical significance of M. pachydermatis in the group positive 

for LVC was  media  and itching, where the findings were, respectively, (p = 0.000) 

and  (p = 0.042). The age of the animals, the adults were the most affected (between 2 

and 7 years), occurring in 22 (55%), however, did not show statistical significance at            

(p =. 0.474). There was statistical significance the presence of M. pachydermatis swab 

the ear and groin between animals positive for LVC, being respectively (p = 0.000) and 

(p = 0.001). This study shows that M. pachydermatis can be present in pathogenic form 

in both healthy animals and in those that were positive for LVC, however, its 

occurrence in animals was significantly greater. In areas endemic for leishmaniasis, 

dogs that have ear infections, dermatitis and located in the belly of Malassezia, it is 

suggested that tests be performed for LVC. 

 

KEY WORDS: Yeasts, Otitis, Dermatitis, Leishmania spp.               
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1-INTRODUÇÃO 

As leveduras do gênero Malassezia, em especial Malassezia pachydermatis 

fazem parte da microbiota da pele e têm sido isoladas tanto de cães sadios, quanto nos 

que apresentam otite externa ou dermatite. Fatores relacionados ao clima podem alterar 

o microclima local, fornecendo umidade, temperatura e substrato, de tal forma a 

estimular o aumento do número de células desta levedura, fazendo-a passar da forma 

comensal ao parasitismo (FRASER, 1965; LARSSON et al., 1988; LOBELL et al., 

1995).  

Essas leveduras podem produzir diferentes tipos de infecções cutâneas 

superficiais em especial, dermatite seborreica e atópica, foliculites e piodermatite 

(DUARTE, 1999).  

Pouco se conhece a respeito das outras espécies do gênero Malassezia como 

causadoras de doenças em animais e estudos realizados no Brasil, citam M. 

pachydermatis como a única de importância na Medicina Veterinária (FEIJÓ, 1997; 

DUARTE et al., 1999; ÁVILA et al., 2004).
 

 A diminuição das defesas imunológicas também pode favorecer a proliferação 

das leveduras, pois, a dermatite por Malassezia é freqüentemente observada em 

indivíduos imunodeprimidos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; GUÉHO et 

al.,1998).  

O fator acima citado é de grande importância quando relacionado ao diagnóstico 

dermatológico, pois, infecções por Malassezia podem ser secundárias a doenças 

sistêmicas, como a LVC e um diagnóstico errôneo poderá acarretar problema de saúde 

pública, uma vez que os cães são reservatórios do agente da Leisnhmaniose, podendo 

assim continuar disseminando a doença mesmo fazendo uso de uma terapêutica para os 

problemas de pele acarretados pela Malassezia (DANTAS, 2006).  

 A LVC é uma antropozoonose causada por um protozoário pertencente ao 

complexo Leishmania donovani, que caracteriza-se por infecção generalizada no 

Sistêma Fagocítico Mononuclear (SFM), sendo transmitida através dos vetores 

artrópodes da espécie Lutzomyia longipalpis (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; 

POCAI et al., 1998; FEITOSA et al., 2000; CAVALCANTI, 2004). 

Dessa forma, objetivou-se com este estudo investigar a relação da M. 

pachydermatis em afecções de pele e conduto auditivo de cães com diagnóstico positivo 

para Leishmaniose Visceral Canina. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1 Malassezia spp 

Segundo Sidrim e Moreira (1999), o gênero Malassezia é conhecido há mais de 

um século e desde as primeiras descrições, no homem, estava associada à superfície da 

pele. Enfermidades cutâneas como pitiríase versicolor foi individualizada por Willan em 

1801, porém, só teve sua natureza leveduriforme considerada por Malassez em 1874. 

Baillon registrou o gênero Malassezia em 1889 e Malassezia furfur passou a ser 

o nome do agente etiológico da Pityriase versicolor, uma lesão dermatológica 

superficial em humanos que se apresenta por descamação e despigmentação, 

vulgarmente chamada de caspa (ZAITZ et al., 1998). As leveduras do gênero 

Malassezia são capazes de utilizar ácidos graxos como fonte de carbono (lipofilia) e seu 

crescimento pode ser estimulado por óleos naturais como azeite de oliva (GUÉHO et 

al., 1996).  

Em animais, o gênero foi descrito pela primeira vez no ano de 1925, quando 

Weidman isolou a levedura em um rinoceronte indiano que apresentava dermatite 

esfoliativa sendo proposto o nome Pytirosporum pachydermatis pela semelhança com o 

Pytirosporum humano, porém, o pesquisador observou que se tratava de uma espécie 

não-lipodependente diferente da descrita primariamente (SLOOF, 1971). 

Gustafson, em 1955, isolou leveduras de cães com otite externa relacionando-as 

com o gênero Pityrosporum, sendo denominadas Pityrosporum canis, pelo fato de não 

apresentarem a mesma lipodepêndencia que as demais do gênero. Sloof, determinou que 

todas as espécies do gênero que não apresentassem lipodependência fossem 

denominadas P. pachydermatis e após a unificação dos gêneros Pityrosporum e 

Malassezia, em 1986 o nome Malassezia pachydermatis passou a ser adotado 

(VARGAS et al., 2007). 

Essas leveduras apresentam parede celular espessa e com várias camadas 

apresentando protuberâncias na parte interna, correspondendo a invaginação da 

membrana plasmática e fazem parte da microbiota normal de seres humanos e de 

animais (PIER, 2000). Sua reprodução ocorre de forma assexuada com produção de 

blastoconídeos por brotamento (SALCEDO, 1980). 

A classificação taxonômica da Malassezia ainda é muito discutida, pois, por 

apresentar reprodução assexuada pertencia a classe Deuteromycotina, porém, a presença 

de parede celular com 2 a 3 camadas e reação positiva ao diazonio blue B, fez com que 
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fossem incluídas na Classe Basidiomicetos (ASPÍROZ et al, 1997; GUÉHO et al, 1998), 

sendo assim representada: Reino: Fungi, Filo: Deuteromycotina, Divisão: Eumycota, 

Classe: Basidiomicetos, Família: Cryptococcaceae e Gênero: Malassezia. 

 

2.1.1. Etiologia  

O gênero Malassezia, até meados da década de 90, era constituído por três 

espécies: M. pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis. Em 1996, o gênero teve sua 

taxonomia revista com base em parâmetros fisiológicos, bioquímicos e moleculares, 

passando a englobar mais quatro espécies: M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. 

slooffiae. A partir de 2002, através de estudos moleculares, quatro novas espécies foram 

incluídas: M. dermatis, M. nana, M. japônica e M. yamatoensi. Recentemente foram 

isoladas duas novas espécies: M. caprae e M. eqüina, totalizando atualmente 13 

espécies no gênero (PRADO et al., 2007; CABAÑES et al., 2007). 

Embora, as espécies de Malassezia sejam muito semelhantes entre si, elas 

podem ser diferenciadas por meio de critérios morfofisiológicos como afirma Guého 

(1996), nos quais são observadas as diferenças na micromorfologia de cada espécie, 

atividade enzimática e suas necessidades nutricionais, critérios moleculares, sendo 

avaliada a composição e características de seu DNA (GUPTA et al., 2000). 

 

 2.1.2. Malassezia pachydermatis  

É considerado um habitante normal e patógeno oportunista do meato acústico 

externo de cães e gatos, podendo ser encontrada na pele, reto, sacos anais e vagina, 

apresentam formação oval alongada, parede grossa de brotamento unipolar adquirindo o 

formato de "garrafa". Apresenta-se como células isoladas ou em grupo. (GUSTAFSON, 

1955; DUFFAIT, 1978; BAPTISTA, 1984; KENNIS et al., 1996; NASCENTE et al., 

2004).  

É uma levedura lipofílica, porém, não-lipodependente, sendo assim, capaz de 

crescer em Ágar Sabouraud e Ágar Mycosel® sem a necessidade da adição de ácidos 

graxos o que a diferencia das demais espécies (VARGAS et al., 2007).  

Essa levedura está adaptada a animais, embora, em alguns casos esteja presente 

em humanos (DWORECKA-KASZAK; TOKA, 1999). 

A temperatura e o tempo de incubação varia entre 25°C e 41°C por 24, 48 e até 

90 horas (SLOOF, 1971), porém, a temperatura ideal para seu crescimento é de 37°, 

cerca de 24 a 48 horas após inoculação (GUÉHO et al., 1996). 
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2.1.3. Epidemiologia 

 A Malassezia é facilmente encontrada na pele e mucosas de mamíferos e aves e 

em certas raças como Sharpei, Fila Brasileiro a presença de algumas dobras cutâneas pode 

ser um ambiente favorável ao desenvolvimento das leveduras lipofílicas (BOND et al., 

1996). 

 Tem ocorrência universal, sendo predominante em Regiões de clima subtropical 

e tropical (HAY, 1996). 

A dermatite por Malassezia em cães vem crescendo de forma bastante 

significativa e ocorre em cães de todas as idades e raças, sendo com maior freqüência no 

verão persistindo até o inverno, onde 50% dos animais apresentam seborréias, e 

piodermites bacteriana (SCHIMIDT, 1997). 

 Alguns estudos afirmam que a mudança de estação, temperatura e umidade, 

podem influenciar na freqüência de aparecimento da enfermidade, pois, o clima quente 

e úmido favorece a proliferação da levedura na pele a as condições secas podem 

dificultar o crescimento da mesma (BOND et al., 1996). 

 

2.1.4. Patogenia e achados clínicos 

Inúmeras afecções dermatológicas estão implicadas às leveduras do gênero 

Malassezia, podemos citar como exemplo: Pitiriase versicolor, dermatite seborréica, 

dermatite atópica, papilomatose, onicomicose, podendo ainda agravar lesões psoriásicas 

em indivíduos com psoríase (SCHIMIDT, 1997).  

As leveduras do Gênero Malassezia são consideradas microrganismos 

comensais, habitantes da microbiota normal de mamíferos. Não apresentam ação 

queratinolítica, mas vivem sobre a pele ou ao redor dos pêlos, utilizando restos epiteliais 

ou produtos de excreção como fontes de energia para seu desenvolvimento (MATTEI et 

al., 2008).  

Fatores vinculados à transição das leveduras do gênero Malassezia de um 

organismo comensal para um patogênico são pouco entendidos, supõe-se que sejam 

distúrbios nos mecanismos físicos, químicos e imunológicos da pele que limitem a 

colonização microbiana (CAFARCHIA et al., 2005). 

No meato acústico externo, a secreção de grande quantidade de cerúmen nas 

orelhas externa e média formam um substrato para a proliferação das leveduras em cães, 

gatos e outras espécies de animais domésticos e selvagens (HUANG; LITTLE, 1993).  



 5 

Malassezia pachydermatis apresenta-se como colonizadora comum do orifício 

anal, orelha externa, lábios e pele interdigital de cães clinicamente sadios, podendo em 

virtude da alta frequência de isolamento no conduto auditivo de cães com otite externa e 

na pele de animais com dermatite pruriginosa, tornar-se um importante invasor 

patogênico secundário em várias espécies animais (BLOD et al., 1995). 

As otites externas associadas à proliferação da Malassezia em cães e gatos, são 

muitas vezes bilaterais e manifestam uma forma eritemato-ceruminosa, podendo se 

apresentar em pruriginosas e eventualmente ocorre dor e o balançar constante da cabeça 

(AUGUST, 1993). 

A malasseziose em cães está associada principalmente à otite externa, na qual há 

formação excessiva de cerume e prurido com presença de exsudato marrom escuro a 

negro, causando eritema do meato acústico externo (WÜRFEL, 2009). 

O prurido é o principal achado e cães com doença generalizada de pele se 

apresentam eritematosos, oleosos, com caspa e crostosos, quase sempre com odor 

desagradável, seborréico e rançoso (HUANG; LITTLE, 1993). 

A dermatite regional nas orelhas, lábios, focinho, espaços interdigitais, virilhas, 

pescoço ventral e face medial das coxas, provoca irritação que afeta o comportamento 

do cão, podendo o mesmo apresentar ataques frenéticos raspando o focinho e lábios 

com as patas dianteiras (SCOTT, 1996). 

August (1993) relata que as infecções por M. pachydermatis levam ao acúmulo 

de cerúmen de odor característico e coloração castanha à cavidade auricular dos cães 

positivos. 

Durante muito tempo, as leveduras do gênero Malassezia foram consideradas 

organismos desprovidos de poder patogênico. Sua ação como patógeno cutâneo, tanto 

em homens como nos animais, só foi reconhecida quando a eficácia dos tratamentos 

antifúngicos foi demonstrada, e quando as infecções por Malassezia foram reproduzidas 

experimentalmente (MANSFILD et al., 1990). 

 

2.1.5. Diagnóstico 

Podemos enumerar a citologia como a técnica usada para diagnóstico de rotina e 

controle das dermatites e otites causadas por Malassezia pachydermatis em cães, apesar 

de ser reconhecida como menos sensível que a cultura fúngica, razão pelo qual, exames 

diretos e culturas fúngicas são indispensáveis para a comprovação e diagnóstico para 
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malassezíase. O sítio anatômico, a raça e a técnica de coleta devem ser consideradas na 

interpretação dos resultados (BENSIGNOR et al., 2000). 

A coloração de Gram é uma técnica de preparações histológicas para observação 

ao microscópio óptico, utilizada para corar diferencialmente os microrganismos com 

base na composição química e integridade da sua parede celular. Os microrganismos de 

acordo com a cor que adquirem, são classificados em Gram + (roxo) ou Gram - 

(vermelho), tal método se deve ao médico dinamarquês Hans Christian Joachim Gram 

(1853-1938) (OLIVEIRA et al., 2004).  

Huang e Little (1993) sugerem que a cultura do fungo seja feita em meios 

contendo uma fonte lipídica como promotora de crescimento, já que as leveduras com 

exceção da M. pachydermatis, não se desenvolvem satisfatoriamente em meios 

micológicos simples.  

 

2.1.6. Tratamento 

Entre os tratamentos preconizados, estão os derivados azóicos, principalmente o 

cetoconazol e o itraconazol e antifúngicos potencialmente capazes como o fluconazol, a 

terbinafina e o lufenuron indicados como tratamento de eleição da Malassezia, porém, a 

dosagem, eficácia e a toxicidade desses fármacos não estão ainda muito bem 

esclarecidas, uma vez que a terapia durando de 4 a 12 semanas ou mais pode ser 

necessária, podendo ocasionar efeitos colaterais graves ao paciente e abandono de 

tratamento pelos proprietários. O Sulfeto de Selênio poderia apresentar-se como uma 

das opções terapêuticas, por apresentar ação antiséptica, antifúngica e antiseborréica, e 

tem sido indicado nas micoses cutâneas e capilares, na caspa micótica e seborréia 

(PFAU, 2005). 

 

2.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA 

2.2.1. Breve Histórico 

A Leishmania foi pela primeira vez observada na Índia por Cunningham em 1885, 

o agente etiológico foi descrito pela primeira vez em 1903, quase simultaneamente, por 

William Leishman que encontrou formas amastigotas em vertebrados infectados por 

Trypanossoma em 1900 e Charles Donovan em 1903, também encontrou o mesmo parasito 

em pacientes que apresentavam a Doença de Chagas. Todavia, as anotações de Leishman só 

foram publicadas em 1903, em virtude da coincidência nas datas os pesquisadores foram 
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homenageados através do nome dado ao parasito - Leishmania donovani (TILLEY; 

SMITH JUNIOR, 2003). 

Leishmania infantum/chagasi é um protozoário da Ordem Kinetoplastida, que 

pertence ao Complexo Leishmania donovani, agente etiológico da leishmaniose visceral 

no continente americano. Este protozoário necessita de dois tipos de hospedeiros, sendo 

um hospedeiro vertebrado (homem, canídeos) e um hospedeiro invertebrado (mosquito 

palha) (GARDINER et al., 1988).  

Parasita o sistema fagocítico-mononuclear de mamíferos, incluindo o homem e 

células APCs (apresentadoras de antígenos) potenciais como células de Langerhans, 

dendríticas e granulócitos e naqueles animais sensíveis haverá maior manifestação dos 

sinais clínicos (ANTOINE, 1995; MEREDITH et al., 1995).   

A Leishmania. chagasi é transmitida pela fêmea da espécie Lutzomyia longipalpis, 

que apresenta hábito hematófago, especialmente durante seu período reprodutivo, em 

virtude da demanda por suprimento protéico de total importância para produção de ovos 

(DYE, 1996). 

 Após a ingestão de sangue de um animal infectado com macrófagos contendo formas 

amastigotas de L. chagasi, a infecção do vetor, poderá ocorrer após sete dias em média, 

essas formas amastigotas sofrerão alterações bioquímicas e estruturais se converterão em 

formas intermediárias (exclusiva do inseto vetor) denominadas paramastigotas e passam a 

se fixar nas paredes do aparelho digestivo do inseto e após atingir a probóscide do inseto, se 

transformam na forma flagelada infectante denominada promastigota (LAINSON et al., 

1985; DYE, 1996).  

 No hospedeiro vertebrado ele penetra através da picada do mosquito infectado e 

alcança as vísceras (medula óssea, baço, fígado, sistema linfático, etc) e se reproduz por 

fissão binária na forma amastigota, de acordo com Feitosa (2000), apresenta a seguinte 

classificação taxonômica: Reino: Protista, Sub-reino: Protozoa, Filo: 

Sarcomostigophora, Sub-filo: Mastigophora, Classe: Zoomastigophorea, Ordem: 

Kinetoplastida, Gênero: Leishmania e Espécie: Leishmania chagasi. 

 

2.2.2. Epidemiologia 

 A leishmaniose visceral Canina se encontra bastante difundida na América 

Latina, tendo sido descrita do México a Argentina. Vários países são acometidos por 

esta protozoonose, entre eles: Bolívia, Paraguai, Peru, Suriname, Guatemala, El 

Salvador, Colômbia e Venezuela, contudo, cerca de 90% dos casos em humanos 
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registrados nas Américas ocorrem no Brasil, onde exerce grande importância na saúde 

pública (LEÃO, 1997). 

 Nas Américas Central e do Sul a espécie Lutzomyia longipalpis constitui o único 

vetor extremamente eficiente na transmissão da LV e da LVC (GONTIJO; MELO, 

2004;  MICHALICK; GENARO, 2005). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) a incidência anual da LVC no 

mundo é de cerca de 500.000 novos casos humanos, dos quais 90% concentram-se no 

Brasil, Bangladesh, Nepal, Índia e Sudão (DESJEUX, 2004; BERN et al. 2005). 

 A doença no Brasil é predominante na Região Nordeste com aproximadamente 

77% dos casos nacionais (BRASIL, 2003), ressaltando-se que esta proporção vem 

diminuindo devido surgimento de novos focos na região Sudeste, em especial, Minas 

Gerais. O Estado da Bahia vem mostrando um crescimento assustador no que diz 

respeito a esta zoonose (OLIVEIRA et al.,1997; FRANKE et al., 2002; BRASIL, 2003). 

No Brasil, esta doença continua sendo um grande desafio nas questões de saúde 

pública, principalmente pelo potencial endêmico que vem assumindo em vários estados 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

 Deixando de ser considerada doença rural, a Leishmaniose passou a ser uma 

doença urbanizada, devido às alterações ecológicas como o desmatamento e ainda a 

migração dos animais e homens das áreas rurais para os centros urbanos (MELO, 2004), 

pois, os processos de urbanização, êxodo rural e outras formas de migração também 

podem acarretar em adensamentos populacionais tendo como conseqüência habitações 

em condições de pobreza e de precariedade higiênico-sanitária, fatores relevantes em se 

tratando de LVC (TRAVI et al., 2002; BALDI et al., 2004).    

Registros da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) – PE, mostra que 

aproximadamente 2,5% (9.893/392.914) da população canina de Pernambuco 

apresentam sorologia positiva para LVC, sendo diagnosticadas 18,10% por meio de 

exames sorológicos e parasitológicos (AGUIAR et al., 2003).  

Atualmente Lutzomyia longipalpis está adaptado a ambientes urbanos e 

periurbanos, estando bastante difundido no Brasil, apresenta atuação noturna sendo 

encontrado próximo à fonte de alimento, ficando durante o dia em locais úmidos e 

protegidos do vento, dificultando assim o seu controle (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2004).  

Este vetor não faz seu ciclo larvar na água e sim na presença de matéria orgânica 

úmida (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).  
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Nos últimos anos, a doença vem aumentando de prevalência em número de casos 

e dispersão geográfica (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).  

 

2.2.3. Patogenia e Controle 

Os parasitas são transmitidos aos animais e ao homem pela picada de insetos 

denominados genericamente de flebótomos (ALTAMIRANO-ENCISO et al.,  2003). 

Normalmente, todos os cães desenvolvem a doença visceral ou sistêmica, onde 

90% deles apresentam comprometimento cutâneo, não apresentando predileção por sexo 

ou raça, as manifestações são mais evidentes nos animais que apresentam maior 

sensibilidade (TILLEY; SMITH JUNIOR, 2003). 

De acordo com Greene (2006), a doença em geral afeta cães sadios, 

diferentemente dos humanos que geralmente quando afetados estão sob alguma 

condição imunossupressora. 

Nos cães a infecção pela Leishmania é clinicamente semelhante a infecção 

humana, embora naqueles, além do acometimento das vísceras, são freqüentemente 

encontradas lesões de pele nos animais infectados e sintomáticos (KRAUSPENHAR et 

al., 2007) que geralmente passam a apresentar, febre, diarréia, emagrecimento, aumento 

do fígado e do baço, hemorragias, convulsões podendo levar a morte por pneumonia, 

hemorragias e insuficiência cardíaca (GREENE, 2006).  

 Segundo Campillo et al (1999), a doença se manifesta através da visceralização 

do agente e posterior reprodução, bem como colonização das células do hospedeiro 

vertebrado, principalmente as células do Sistema Mononuclear Fagocitário e o quadro 

lesional cutâneo tem como lesão básica a dermatite crônica proliferativa, que também 

pode manifestar-se como dermatite descamativa pustular, ulcerativa ou nodular 

(CAMPILLO et al., 1999). 

Frequentemente, os sinais clínicos dermatológicos ocorrem isoladamente, sem 

outros sinais óbvios de doença sistêmica. Não se pode afirmar que um animal com 

sinais clínicos exclusivamente dermatológicos não apresenta envolvimento visceral, já 

que o parasita se dissemina pelo organismo antes das lesões de pele generalizarem-se 

(GREENE, 2006).  

Outro achado importante consiste na hiperqueratose, onde ocorre excessiva 

descamação da epiderme, despigmentação e ressecamento dos focinhos e coxins 

(TILLEY; SMITH JUNIOR, 2003).  
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No Brasil, apesar da dificuldade existente para encontrar o habitat e pelo 

comportamento do vetor, o controle dos focos epidêmicos da LVC tem sido 

preconizado através de três medidas de intervenção: realização de inquérito sorológico 

na população canina, seguido da eliminação dos cães soropositivos; controle do vetor 

pela utilização de inseticidas específicos; diagnóstico e tratamento dos casos humanos 

da doença (WHO, 1996; ASHFORD, 1998).  

 

2.2.4. Diagnóstico  

 

O diagnóstico da leishmaniose não pode ser baseado exclusivamente nos sinais 

clínicos, uma vez que os cães podem se apresentar assintomáticos estando a doença em 

fase de incubação. Sinais clínicos não são suficientes para um correto diagnóstico 

(CHAPMAN, 1984). 

 Segundo fonte do Ministério da Saúde (2004), a doença apresenta semelhança 

com outras enfermidades que acometem os cães e em áreas cujo padrão socioeconômico 

é baixo, outros fatores podem estar associados dificultando o diagnóstico clínico, 

especialmente as dermatoses e a desnutrição. 

O parasitológico, entre todos, é o método que apresenta maior simplicidade, 

razão pelo qual é o mais utilizado. Baseia-se na observação das formas amastigotas pela 

histopatologia ou citologia, com a utilização de esfregaços da medula óssea ou de 

linfonodos corados pelo método de Giemsa (MEREDITH et al., 1995). 

A reação de aglutinação direta (Direct Aglutination Test-DAT) como afirmam 

Alves e Bevilacqua (2004), pode ser utilizada como alternativa aos testes de ELISA 

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e imunofluorescência indireta, uma vez que 

trabalhos comparativos com estes, a DAT demonstrou ser igualmente sensível e 

específico.  

A imunofluorescência indireta (RIFI) é o teste de eleição preconizado pelo 

Ministério da Saúde do Brasil, nos inquéritos caninos, pois, o mesmo demonstra 

sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade de aproximadamente 80% nas 

amostras de soro, além de ser um teste de fácil execução, rápido na emissão do 

resultado e ter baixo custo (ALVES; BEVILACQUA, 2004).  

Nesse teste são utilizadas as formas promastigotas como antígenos (REY, 2001), 

as quais são fixadas em lâmina (FERREIRA; ÁVILA, 2001).  
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Em caninos e humanos, ocorrem com freqüência reações cruzadas com doença 

de Chagas, tuberculose, algumas micoses sistêmicas e leishmaniose tegumentar (REY, 

2001; FERREIRA; ÁVILA 2001). 

A reação imunoenzimática (ELISA), se constitui um método simples e 

econômico e sensibilidade acima de 98%, mas a especificidade é de grupo e, sendo 

assim, podem ocorrer reações cruzadas com outras doenças como tripanossomíase e 

babesiose (REY, 2001), sendo o diagnóstico laboratorial de eleição realizado através de 

ensaios sorológicos (FERRER et al., 1995). 

A reação de cadeia de polimerase PCR permite a ampliação seletiva de 

sequências do DNA do parasito sendo realizada através das amostras de medula óssea, 

linfonodos, biópsias de pele e amostras heparinizadas de sangue total. É sensível, 

porém, nem sempre disponível nos diagnósticos de rotina (LASKAY et al., 1995). 

Não há tratamento específico para a espécie canina e um número significativo 

dos animais tratados não responde adequadamente ao mesmo (CHAPMAN; HANSON, 

1984: FONT et al., 1993; SHERDING et al., 1994).  

Por se tratar de doença com potencial zoonótico, preconiza-se o sacrifício dos 

animais doentes para evitar que veiculem a doença, devido a Portaria Interministerial Nº 

1.426, de 11 de julho de 2008, que proíbe o tratamento de leishmaniose visceral canina 

com produtos de uso humano ou não registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. ANIMAIS 

Após exames parasitológicos e sorológicos para LVC em 87 animais, foram 

escolhidos entre estes 80 cães para o andamento da pesquisa, sendo divididos em dois 

grupos um contendo 40 cães positivos para LVC e outro contendo 40 cães com 

diagnóstico negativo para a doença, estudados, como grupo controle.  Os animais não 

apresentavam raça definida, eram machos e fêmeas de idades variadas, domiciliados 

e\ou errantes, originários do Bairro de Muribeca no Município de Jaboatão dos 

Guararapes e Caruaru Mesorregião do Agreste Pernambucano e os animais do grupo 

controle da Cidade do Recife. As amostras foram coletadas no período de junho de 2008 

a agosto de 2009. 
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Os animais que participaram da pesquisa foram avaliados através de ficha 

investigativa elaborada pelo Laboratório de Doenças Parasitárias dos Animais 

Domésticas da Universidade Federal Rural de Pernambuco. (anexo1).  

 

3.2. COLETA DAS AMOSTRAS 

 

3.2.1. Sangue 

Foi realizada antissepsia da área a ser coletada com algodão embebido em álcool 

iodado, sendo colhidos 5,0 ml de sangue das veias cefálica e\ou safena de cada animal 

com o uso de agulhas descartáveis e seringas de 10 ml, e acondicionados em tubos de 

ensaio estéreis sem anticoagulante, acondicionados em caixas isotérmicas.  

Posteriormente, os tubos de ensaio foram encaminhados ao Laboratório de 

Doenças Parasitárias da Universidade Federal Rural de Pernambuco, centrifugados a 

5.000 rpm por 2 minutos, para obtenção do soro, e armazenados em tubos de 

polipropileno a - 20ºC até a realização do exame sorológico  ELISA.  

 

3.2.2. Swab Cutâneo e do Conduto Auditivo 

A coleta foi realizada por meio de pares de swabs estéreis, introduzidos 

individualmente no conduto auditivo e friccionado na virilha para coleta de secreção e 

cerúmen.   

Em seguida, os swabs utilizados foram acondicionados em caixas isotérmicas 

contendo gelo reciclável e levados ao Laboratório de Bacterioses da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco para processamento.  

 

3.3. EXAMES LABORATORIAIS 

 

3.3.1. Diagnóstico sorológico 

 

Para o diagnóstico sorológico de LVC, o teste ELISA foi realizado através do kit 

ELISA\S7® da Biogene (Anexo 2), tendo como base um peptídeo recombinante e a 

leitura da reação foi realizada em leitor de ELISA em densidade óptica de 450 

nanômetros, no Laboratório de Doenças Parasitárias dos Animais Domésticos da 

UFRPE, segundo recomendações do fabricante. 
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3.3.2. Exame direto 

Para realização do exame direto os swabs foram friccionados em lâminas e 

observados através de esfregaços corados pela técnica de Gram, e posterior visualização 

ao microscópio (100X em imersão) de estruturas compatíveis com M. pachydermatis. 

Foram considerados positivos os materiais que apresentaram mais de 10 células por 

campo. 

 

3.3.3. Cultura Para Isolamento da Malassezia 

Os swabs de pele e do conduto auditivo foram cultivados em Agar Mycosel® 

sem adição de azeite de Oliva e incubados a 37 °C por 48 horas. A identificação da 

Malassezia foi realizada através da morfologia das colônias e posteriormente das 

características morfotintoriais da levedura pela técnica de coloração de Gram.  

 

3.3.4. Análise Estatística 

Os dados foram analisados estatisticamente através de testes não paramétricos 

(Mann Whitney) utilizando-se programa estatístico SPSS na versão 16.0 para Windows, 

com nível de significância de 5%. 

 

4. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 Dos 40 cães positivos para LVC, 23 eram machos e 17 fêmeas e no grupo 

controle, 40 cães negativos para LVC, sendo 21 machos e 19 fêmeas. Os animais eram 

oriundos de regiões endêmicas para LVC (DANTAS, 2005), Os cães positivos foram 

originários da Cidade de Caruaru Mesorregião do Agreste Pernambucano e do Bairro de 

Muribeca na Cidade de Jaboatão dos Guararapes, o grupo negativo pertencia ao Bairro 

de Água Fria na Cidade do Recife. 

  Todos os animais eram sem raça definida e de idades variadas, sendo 

estratificados com base nas informações obtidas na ficha investigativa em filhote (4 

meses a 1 ano), jovem (1 a 2 anos), adulto (2 a 7 anos) e senil (acima de 7 anos). 

No exame direto todas as amostras foram provenientes do conduto auditivo 

externo e da virilha do grupo controle e dos animais positivos a LVC, observou-se a 

presença de células morfologicamente compatíveis com M. pachydermatis, as quais se 

apresentaram ovaladas de base larga e arredondada (forma de garrafa), assemelhando-se 

aos achados de Sloof (1971). 
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Nesta avaliação não foram identificadas outras espécies de Malassezia spp, uma 

vez que a espécie em estudo é a única que cresce independente da adição de ácidos 

graxos no meio seletivo (Ágar Mycosel®), concordando com os achados de Guillot et 

al. (1996), quando os mesmos diferenciaram as espécies de Malassezia spp. em meios 

de cultura, utilizando azeite de oliva para este fim.  

No meio de cultivo utilizado foram identificadas macroscopicamente colônias 

opacas, pastosas e convexas, com superfície regular e de coloração branco gelo, 

assemelhando-se aos achados de Wurfel et al. (2009), quando isolaram M. 

pachydermatis do conduto auditivo externo, mucosa oral e pele de cães. 

O exame direto teve sua avaliação a partir da contagem das células 

leveduriformes, onde foram consideradas a ausência de células por campo (-); para a 

presença de até 5 células por campo (+); para presença de 6 a 10 células por campo 

sendo comensais ao estarem presentes nesta contagem (++) e  quando visualizadas mais 

de 10 células por campo (+++), que segundo Nobre (1998) é a contagem comprobatória 

a presença da Malassezia de forma patogênica. Após a visualização das lâminas 

provenientes do conduto auditivo (O) e virilha (V), obteve-se os resultados dispostos na 

Tabela 1. 

Constatou-se que no conduto auditivo dos animais controle, ou seja, negativo ao 

exame para LVC, 12/40 (30%) foram positivos para M. pachydermatis. Em 

contrapartida, dos animais positivos ao exame para LVC, 25/40 (62,5%) foram também 

positivos ao exame direto para M. pachydermatis na reação (+++) (Tabela 1). Este 

resultado corrobora com as afirmações de Fraser (1965) e Larsson et al. (1988) que 

citam a mesma como uma levedura oportunista, a qual pode se manifestar facilmente 

em animais acometidos por LVC, uma vez que ataca os linfócitos mononucleares, 

deixando os animais imunodeprimidos e facilitando a sua evolução de comensal ao 

parasitismo. 

Os animais positivos para LVC, apresentaram significância estatística em 

relação a presença de M. pachyderatis, onde (p=0,000). 

Em relação a virilha, dos animais pertencentes ao grupo controle, 1/40 (2,5%) 

foram positivos ao exame direto para M. pachydermatis. Entre os animais com LVC, 

12/40 (30%) foram positivos (Tabela 1).  
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Tabela 1 – Pesquisa de Malassezia através de exame direto nos animais positivos e 

negativos para LVC, sendo analisados separadamente os swabs de ouvido e                     

virilha 

Pesquisa de 

Malassezia 

Animais Positivos para LVC Animais Negativos para LVC 

Ouvido Virilha Ouvido Virilha 

( - ) 3 (7,5%) 8 (20%) 9 (22,5%) 8 (20%) 

( + ) 1 (2,5%) 12 (30%) 9 (22,5%) 12 (30%) 

( ++ ) 11 (27,5%) 8 ( 20%)    10 (25%)   19 (47,5%) 

( +++) 25 (62,5%) 12 (30%)    12 (30%)  1 (2,5%) 

TOTAL 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 

 

A presença da M. pachydermatis na cultura do material procedente do conduto 

auditivo revelou que 30/40 (75%) dos animais eram positivos para LVC, enquanto 8/40 

(20%) faziam parte do grupo controle. Em relação a virilha 9/40 (22,5) eram positivos 

para LVC e 2/40 (5%) negativos como verifica-se na Tabela 2. Achados que 

corroboram com Leite et al. (2003) em seu trabalho realizado com 44 animais, onde a 

levedura foi isolada no meio de cultura em 88% dos animais em estudo.  

Houve significância estatística a presença de M. pachyderatis no swab de ouvido 

e virilha entre os animais positivos para LVC, sendo respectivamente (p=0,000) e 

(p=0,001). 

 

Tabela 2 – Pesquisa de Malassezia nos animais positivos e negativos para LVC, sendo 

analisados separadamente a cultura de ouvido e virilha 

Cultura de Malassezia Animais Positivos – LVC Animais Negativos – LVC 

Ouvido 30/40 (75%) 8/40 (20%) 

Virilha 9/40 (22,5)               2/40 (5%) 

 

Bond et al. (1995) descreveram o isolamento desta espécie em diferentes sítios 

anatômicos de cães saudáveis e verificaram uma maior incidência desta levedura no 

ouvido, seguido de lábio inferior e espaço interdigital dorsal. 

De acordo com estes resultados, e comparando-se ao anterior, é observada a 

maior predisposição de animais com LVC a apresentar a levedura no pavilhão auricular 

externo, uma vez que existem condições que predispõem ao desenvolvimento do 

microrganismo, como produção excessiva de cerume, aumento da umidade e elevação 

do pH, como acontece em algumas infecções e processos inflamatórios (ROSA, 2006).  

Os principais sinais clínicos observados nos animais positivos e negativos para 

LVC foram perda de peso, alopecia e prurido, como discriminado na Tabela 3. Estes 

resultados estão compatíveis com os de Medleau e Hnilica (2003), quando citam que 
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lesões por M. pachydermatis podem acarretar em alopecia, prurido intenso e como 

conseqüência perda de peso.  

Feitosa (2000) afirma que algumas alterações dermatológicas são freqüentes em 

casos de leishmaniose visceral canina, sendo comum a ocorrência de alopecia, lesões 

crostosas em focinho, orelhas e extremidades, descamação furfurácea, onicogrifose, 

lesões ulcerativas, entre outras.  

Entre os achados clínicos os que apresentaram significância estatística de M. 

pachydermatis em relação ao grupo positivo para LVC foi grifose e úlcera cutânea, 

onde os achados foram respectivamente, (p=0,000) e (p=0,042). 

 

Tabela 3 – Sinais clínicos dos animais pesquisados que apresentaram Malassezia, 

positivos e negativos para LVC 

Sinais clínicos Animais Positivos LVC Animais Negativos LVC 

Perda de Peso 24/40 (60%) 12/40 (30%) 

Alopecia 18 /40 (45%) 08/40 (20%) 

Prurido 30/40 (75%) 10/40 (25%) 

Otite 30/40 (75%) 12/40 (30%) 

Onicogrifose 21/40 (52,5%) 03 /40 (7,5%) 

Úlcera Cutânea 21/40 (52,5%) 09/40 (22,5%) 

 

Em relação a otite, Rausch e Skinner (1978) relataram que M. pachydermatis é 

um microrganismo comumente presente no epitélio auditivo de cães sadios e naqueles 

com otite externa. Essa afirmação foi constatada em nosso experimento, pois, a levedura 

estava presente no conduto auditivo dos dois grupos de animais, onde 30/40 (75%) dos 

animais positivos para LVC apresentaram otite externa e 12/40 (30%) do grupo controle 

mostraram positividade a mesma enfermidade. Leite (1995); Blanco et al. (1996), 

afirmaram que a presença de M. pachydermatis no ouvido de cães otopatas varia de 3% 

a 78%, resultados estes que corroboram com o percentual encontrado em nossa 

pesquisa. 

Dos cães positivos para LVC em nossa pesquisa 20/40 (50%) apresentaram a 

forma assintomática, o que dificulta na maioria dos casos o diagnóstico precoce da 

zoonose, esse achado é citado por Marzochi et al. (1985), em seu trabalho quando 

relataram uma frequência de 63% de cães infectados e assintomáticos em diversos 

Estados do Brasil, principalmente próximos a áreas urbanas vizinhas a locais 

desmatados ou próximos a florestas. Esses achados foram descritos por Genaro (2000) e 
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Duarte (2008), ao afirmarem uma prevalência significativa de cães assintomáticos, 

sendo eles principais reservatórios domésticos da LVC. 

A análise realizada quanto ao sexo dos animais estudados, não resultou em 

diferença estatística significativa (p=0,502), estando os machos 23/40 (57,5%) com 

maior freqüência de M. pachydermatis em relação às fêmeas 17/40 (42,5%) (Tabela 4). 

Esses dados corroboram com os de Dufait et al. (1983) quando os mesmos não 

observaram predileção da M. pachydermatis por sexo estando ela presente, de forma 

equivalente, em ambos os sexos. Este fato também foi observado por Larsson (1988), Evans 

(1991), Kirk et al. (1996) e Machado (2001) (Tabela 4). 

Quanto a idade dos animais, os adultos foram os mais prevalentes em relação a 

presença da M. pachydermatis como patógeno (entre 2 e 7 anos) não apresentando 

significância na estatística (p=.0,474), 16/40 40% (Tabela 4).    

Estes resultados estão de acordo com os de Aragão et al. (2008), quando os 

mesmos pesquisaram M. pachydermatis em caninos na I Ação Pet da Universidade 

Federal Rural da Amazônia, estimando uma prevalência de 68,94% de cães adultos com 

a levedura, sendo esta faixa etária mais acometida entre os grupos pesquisados. 

 

 Tabela 4 – Variáveis sexo e idade dos 80 animais estudados em relação a presença de 

M. pachydermatis em animais positivos (+) e negativos (-) para LCV 

Variáveis + LVC + Malassezia - LVC + Malassezia 

Sexo     

Fêmeas 17 (42,5%) 10 (25%) 19 (47,5%) 04 (10%) 

Macho 23 (57,5%)    21 (52,5%) 21 (52,5%) 08 (20%) 

Idade     

Filhote (4meses a 1ano) 01 (2,5%) 00  14 (35%)     02 (5%) 

Jovem (1 a 2 anos)   16 (40%) 10 (25%)  12 (30%) 03 (7,5%) 

Adulto (2 a 7 anos)   23 (57,5%) 22 (55%)   11 (27,5%)     06 (15%) 

Senil (acima 7 anos) 00 (00%) 00  03 (7,5%) 00 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 Este estudo demonstra através dos resultados obtidos, que M. pachydermatis na 

forma patogênica pode estar presente tanto em animais sadios quanto nos que 

apresentaram sorologia positiva para LVC, porém, sua ocorrência em animais 

soropositivos é significantemente maior. 

 Sugere-se que em áreas endêmicas para LVC sejam realizados testes em cães 

acometidos de otopatias ou dermatopatias por M. pachydermatis para essa doença.   
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ANEXO

AMBULATÓRIO DE LEISHMANIOSE

Data:                     Horário:                                                   Responsável: 

1. FICHA DE IDENTIFICAÇÃO

Nome do proprietário: 

Nome do animal:    Idade: Sexo: F( ) M( ) 

Raça:    Pelagem: ( )curta ( )média ( )longa

Porte: ( )pequeno ( )médio ( )grande   Cor: ( )branca ( )preta ( )marrom (  )dourada ( )cinza

Procedência:                           Viagens: ( )sim ( )não ___________________

Endereço:

Bairro:                                                            Fone: 

Médico Veterinário Responsável:                                         Fone:

2. AVALIAÇÃO DO ANIMAL 3. MATERIAL COLETADO

Início da sintomatologia:          Punção de medula:            ( )sim      ( )não 

Vermifugado: ( )sim ( )não   Esternal:                               ( )sim   ( ) Ilíaca 

Apetite normal: ( )sim ( )não   Raspado/pele integra:           ( )sim      ( )não

Perda de peso: ( )sim ( )não   Raspado/pele lesionada:      ( )sim      ( )não

Oftalmologia presente: ( )sim ( )não   Soro:                  ( )sim      ( )não

Micção normal: ( )sim ( )não   Plasma:                  ( )sim      ( )não

Epistaxe:               ( )sim ( )não   

Problema articular:            ( )sim ( )não   

Aumento de linfonodo: ( )sim ( )não   

Grifose: ( )sim ( )não   

Ulcera cutânea: ( )sim ( )não  

4. DADOS SOBRE O VETOR 5. RESULTADO

Presença de mosquito: ( )sim ( )não Parasitológico de medula:   ( )        

Esternal: ( ) Ilíaca:    ( )

Parasitológico/pele integra:     ( )   ( )

6. LOCALIZAÇÃO DAS LESÕES Parasitológico/pele lesionada   ( )   ( ) 

            Sorologia/ELISA:    ( )   ( )

o



Critérios de Validação 
As Densidades Opticas (D.O.) dos controles não reagentes devem 
ser sempre inferiores a 0,100. E as D.Os do controles reagentes 
devem ser sempre superiores a 0,300. 
 
Cálculo do Ponto de Corte 
Calcular a média aritmética das D.Os. do soros não reagentes e 
somar ao fator R = 0,142. Para determinação da amplitude da zona 
cinza (faixa de indeterminados) subtrair do ponto de corte 0,03. 
 
Socorro Técnico 
Em caso de dúvidas entrar em contato com o suporte no telefone 
(81) 8888.9072 ou por e-mail  servio@biogene.ind.br. 
 
 

Resp. Téc. Ana Cláudia Campos 
Médica Veterinária CRMV - PE - 3201 

 
 
 
Produzido e Fabricador por: 
Biogene Indústria e Comércio Ltda ME 
Rua Costa Sepúlvida, 749 
Engenho do Meio - Recife - PE 
CEP 50.730-260 
CGC.: 69.951.234/0001-10 
Insc. Est. : 18.2.001.0198256-0 
Fone/Fax: 81 - 3453.2502 ou 8888.9072 
E-mail: servio@biogene.ind.br 
MAPA Licença no. 7434/2000 
Indústria Brasileira 
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Kit para Diagnóstico do Calazar Canino 
ELISA/S7    

    

Para uso veterinário 
 

Descrição 
A reação de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é 

baseada no reconhecimento de anticorpos específicos por antígenos 
fixados em um suporte plástico. Este reconhecimento é revelado 
através de uma proteína conjugada a uma enzima (Peroxidase) 
permitindo a visualização da reação. 

O ELISA/S7 tem como base um peptídeo recombinante, 
produzido por engenharia genética, que permite a detecção de 
anticorpos na fase mais precoce da infecção. O emprego desse 
antígeno no kit para o diagnóstico do calazar canino - ELISA/S7 
confere alta especificidade e sensibilidade ao teste, sendo único no 
mercado.  

 
Apresentação 
     O kit é composto de uma placa de ELISA e de todos os reagentes 
necessários à realização de 96 reações. 
 
 

Produto Volume Conservação 
Solução de coleta 25 ml - 20oC 
Solução S7 10 ml - 20oC 
Soro controle reagente 10 µl - 20oC 
Soro controle não reagente 10 µl - 20oC 
Solução Citrato 10 ml 4oC 
Conjugado (Ptn - A PO) 3 µl 4oC 
Revelador (TMB) 100 µl 4o C 
Água Oxigenada (H2O2) 50 µl 4oC 
Solução de lavagem (PBS 10x) 50 ml 4oC 
Tween 20 200 µl 4oC 
Solução de parada (H2SO4 – 2N) 10 ml T.A 
A estabilidade de todos os regentes é de seis meses 
 



Observações 
a) Usar sempre luvas 
b) As lavagens devem ser feitas utilizando-se picetas, dirigindo-se 

o jato de tampão diretamente no fundo do poço. 
c) As soluções devem ser desprezadas invertendo-se a placa de 

uma só vez. 
d) Pode haver formação de cristais na Solução de Lavagem 10x. 

Neste caso é só proceder uma pequena agitação. 
e) É necessário um segundo soro controle não reagente (não 

fornecido no kit), para o cálculo do ponto de corte. 
 
 
Procedimentos 
1. Preparo dos tampões de lavagem 
a) O tampão de lavagem PBS está concentrado 10X. Diluir uma 

parte de PBS em nove partes de água destilada.  
b) Para o PBST é só acrescentar em uma parte do PBS 0,05% de 

Tween 20 (ex: para 400ml de PBS acrescentar 200µl de 
Tween). 

 
 
2. Sensibilização e neutralização da placa 
a) Distribuir 100 µl por poço da solução S7 na placa. 
b) Incubar overnight à 4oC (geladeira) ou 4 horas em T.A. 
c) No dia seguinte desprezar a solução S7. 
d) Lavar 3 vezes com tampão PBST.  
e) Distribuir 100 µl por poço de uma solução composta de PBST 

+ 2% de leite em pó desnatado.  
f) Incubar por 30 minutos a T.A.  
g) Após incubação desprezar a solução e lavar a placa duas vezes 

com PBST. 
 
 
A placa sensibilizada e neutralizada pode ser utilizada 
imediatamente ou ser embalada seca em papel alumínio e estocada 
no freezer (- 20oC) por períodos de até 2 meses sem perda de suas 
características. No momento do uso deixar a placa descongelar por 
pelo menos 15 minutos a T.A. 
 
 
3. Diluição dos soros 
Os soros controles e amostras em testes devem ser diluídos em 
solução de coleta (1:100) e incubados por pelo menos 4 horas a T.A. 
ou 12 horas na geladeira (4oC). 
O título da reação é de 1:100. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.     Realização dos testes 
a) Lavar a placa uma vez com tampão PBST. 
b) No primeiro poço (A1) colocar 100µl de PBST. Este é o branco 

para o leitor de ELISA (indispensável em alguns 
equipamentos).  

c) Distribuir 100µl de cada um dos soros controles, previamente 
diluídos, nos poços: B1 e D1 não reagente e C1 reagente. 

d) Distribuir 100µl por poço dos soros em teste, previamente 
diluídos. 

e) Incubar por 30 minutos a T.A.  
f) Lavar a placa 3 vezes com PBST. 
g) Distribuir 100µl por poço da solução do conjugado (Proteína -

A PO). Esta solução deve ser preparada na hora diluindo 1µl do 
conjugado em 10ml de PBST. Descarte a sobra desta solução. 

h) Incubar por 30 minutos a T.A.  
i) Lavar a placa 3 vezes com PBS (sem o Tween 20). 
j) Distribuir 100µl por poço da solução de revelação. Esta solução 

também deve ser preparada na hora acrescentando em 10ml de 
Tampão Citrato 100µl de TMB e 50µl de Água Oxigenada. 

k) Incubar a placa por 20 minutos no escuro (ex.: dentro de uma 
gaveta). 

l) Acrescentar duas gotas da solução de parada.  
m) Efetuar a leitura em leitor de ELISA a λ = 450 nm. 
 
 
 
 
- O ELISA/S7 também pode ser executado com amostras de 
sangue. Neste caso 250µµµµl da solução de coleta deve ser 
distribuído em um tubo eppendorff e apenas 2 gotas de sangue 
(~30 µµµµl) acrescentadas nesta solução.  
- Nesta solução o sangue pode ser conservado por até 5 dias na 
geladeira (NÃO CONGELAR).  
- As amostras de sangue podem ser centrifugadas a 2.000 rpm 
por 5 minutos para que o coágulo seja totalmente separado da 
solução. 
- Em caso de hemólise acentuada, após a centrifugação o 
sobrenadante deve ser transferido para um novo tubo e 
incubado por 20 minutos a 56oC (neutralização). 
- O sobrenadante do tubo pode ser aplicado diretamente na 
placa para realização do teste. Neste caso, deve-se respeitar o 
período de incubação de pelo menos 4 horas em contato com a 
solução de coleta. A diluição deve ser feita acrescentando-se 25µµµµl 
deste sobrenadante em 75µµµµl de PBST (previamente colocado no 
poço). 
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