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ABSTRACT 

BACKGROUND: Leishmaniasis is a group of parasitic diseases caused by over twenty 
species of trypanosomes of the genus Leishmania. Affect animals (wild and domestic) 
and man. In Brazil is a disease with many agents, reservoirs and vectors presenting 
different patterns of transmission and there is still limited knowledge on some 
epidemiological aspects, which makes it difficult to control. OBJECTIVE: Using PCR for 
leishmaniasis diagnostic purposes, from human clinical samples (Campinas) and canine 
samples coming from the cities of Campinas/SP and Teresina/PI . METHODS: In the 
Laboratory of Parasitology of the Hospital de Clinicas Unicamp, 120 human samples 
and 195 canine samples were processed. PCR was performed using primers specific for 
the genus Leishmania ssp. and for L. (L.) infantum chagasi and L. (V.) braziliensis 
species. RESULTS: Among the 120 human samples, 80 were suspected of 
leishmaniasis (obtained 43 from bone marrow biopsies and 37 from cutaneous lesion 
scrapings). Of these 80 samples, only 15 were positive on direct testing,  9 were positive 
in culture and 20 were positive for PCR for Leishmania genus.  As control were used 40 
samples, all negative for PCR. The 15 samples that were positive in the direct 
examination were also positive in PCR , 7 identified as L. (L.) infantum chagasi, 7 L. (V.) 
braziliensis and only 1 positive for genus Leishmania and negative for L. (L.) i. chagasi 
or L. (V.) braziliensis  coming from a sample of bone marrow aspiration. The PCR 
performed in canine samples compared to the screening test showed difference in 
sensitivity in both cities. In Campinas was obtained higher sensitivity of PCR (88.24 %) 
[p = 0.0455] when compared with the series in Teresina (14.71 %) [p<0.0001]. When 
compared PCR with the confirmatory testing, discordant results were found between 
PCR and ELISA (p=0.0027 for Campinas and p<0.0001 for Teresina) for values of 
sensitivity (100 %=Campinas/Teresina = 21.74 % ), specificity (Campinas = 30.77 
%/Teresina = 100 %), PPV (Campinas = 68.97 %/Teresina = 100 %) and VPN 
(Campinas = 100 %/ Teresina = 37.94 %). DISCUSSION AND CONCLUSION: PCR 
showed excellent agreement with the gold standard test for the diagnosis of human VL 
and TL with high sensitivity and specificity. It was possible to prove the absence of 
cross-reactivity of the primers with other  phylogenetically close parasites. PCR is 
presented as a tool of considerable value to identify the species involved in infections in 
dogs and humans. In the diagnosis of canine visceral leishmaniasis in cities with 
epidemiological profile like Campinas, where the outbreak appears to be more recent, 
the performance of PCR proved to be very useful for the detection of infected dogs. In 
this population the screening test was more sensitive and specific than the confirmatory 
test, with the detection of the parasite DNA by PCR as reference. In the case of 
Teresina, with the probable pattern of endemic canine long-term illness, PCR was not 
useful for diagnosis, except for detection of  few dogs with probable active parasitemia 
and antigenemia. 

 

 

 

 

 



viii 

 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: As leishmanioses são um conjunto de doenças parasitárias 
causadas por mais de vinte espécies de tripanossomatídeos do gênero Leishmania. 

Afetam animais (silvestres e domésticos) e o homem. No Brasil é uma doença com 
diversos agentes, reservatórios e vetores que apresenta diferentes padrões de 
transmissão e um conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos epidemiológicos, 
o que a torna de difícil controle. OBJETIVO: Utilizar a técnica de PCR para fins 
diagnósticos de Leishmaniose, tanto de amostras clínicas humanas (Campinas), como 
de amostras caninas procedentes das cidades de Campinas/SP e Teresina/PI. 
MÉTODOS: Foram encaminhadas ao Laboratório de Parasitologia do Hospital de 
Clínicas da Unicamp, 120 amostras humanas e 195 amostras caninas. A PCR foi 
realizada utilizando primers específicos para o gênero Leishmania ssp. e para as 
espécies L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis. RESULTADOS: Das 120 
amostras humanas, 80 eram suspeitas de leishmaniose (43 obtidas de medula óssea e 
37 de biópsias e/ou raspado de lesão tegumentar). Destas, 15 foram positivas na 
pesquisa direta e apenas 9 foram positivas na cultura e 20 apresentaram PCR positivo 
para gênero. Foram utilizadas 40 amostras como controle, sendo todas  negativas para 
o PCR. As 15 amostras que foram positivas na pesquisa direta apresentaram 
positividade na PCR, sendo 7 identificadas como L. (L.) infantum chagasi, 7 L. (V.) 
braziliensis e 1 positiva apenas para o gênero Leishmania, esta sendo procedente de 
amostra de punção de medula óssea. A PCR realizada nas amostras caninas, quando 
comparada ao teste de triagem mostrou diferença de sensibilidade do método nas duas 
cidades de estudo, sendo que em Campinas foi observada maior sensibilidade da PCR 
(88,24%) [p=0,0455] quando comparada a casuística de Teresina (14,71%) [p<0.0001].  
Na comparação da PCR com o teste confirmatório foram encontrados resultados 
discordantes entre as técnicas de PCR e Elisa (p=0.0027 para Campinas e p<0.0001 
para Teresina) para os valores de sensibilidade (Campinas=100%/Teresina=21,74%), 
especificidade (Campinas=30,77% / Teresina=100%), VPP (Campinas=68,97% / 
Teresina=100%) e VPN (Campinas=100% / Teresina=37,94%). DISCUSSÃO E 
CONCLUSÃO: Para o diagnostico de LV e LT em humanos a PCR mostrou excelente 
concordância com os testes padrão ouro, com elevada sensibilidade e especificidade. 
Foi possível comprovar a ausência de reações cruzadas dos primers utilizados com 
outros parasitos filogeneticamente próximos. A PCR apresenta-se como uma 
ferramenta de considerável valor para a identificação das espécies envolvidas nas 
infecções em cães e humanos. No diagnóstico da leishmaniose visceral canina em 
cidades com perfil epidemiológico como Campinas onde o surto parece ser mais 
recente, o desempenho da PCR mostra-se muito útil na detecção de cães infectados. 
Nesta população o teste de triagem se mostrou mais sensível e específico que o teste 
confirmatório, tendo como referência a detecção do DNA do parasito pela PCR. No 
caso de Teresina, com provável padrão de doença canina endêmica de longa duração a 
PCR não se mostrou útil para diagnóstico, exceto para detecção de poucos cães com 
provável parasitemia ativa ou antigenemia. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As leishmanioses são um conjunto de doenças parasitárias causadas por 

mais de vinte espécies de tripanossomatídeos do gênero Leishmania, cujo parasito 

digenético é transmitido por insetos vetores dos gêneros Lutzomyia e Psichodopygus. 

Afetam animais silvestres e domésticos (zoonose) e acometem o homem de forma 

acidental nas regiões tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo causando 

alterações no sistema fagocitário mononuclear (1; 2). Está amplamente difundida no 

mundo, ocorrendo em 88 países tropicais e subtropicais, e pode, conforme a forma de 

acometimento do homem, ser dividida em dois grandes grupos: leishmaniose 

tegumentar e visceral (3). 

A associação das leishmanioses com portadores de HIV e com mudanças no 

ambiente urbano permitem sua expansão nos tempos modernos. Hoje, as 

leishmanioses constituem a segunda maior doença infecciosa e endêmica no mundo (4; 

5), representando um sério problema com impacto negativo para a saúde pública, com 

reflexos inclusive na economia, que pela mortalidade da forma visceral ou pelos 

aspectos mutilantes da forma tegumentar (6). 

No Brasil é uma doença com diversos agentes, reservatórios e vetores que 

apresenta diferentes padrões de transmissão e um conhecimento ainda limitado sobre 

alguns aspectos epidemiológicos, o que a torna de difícil controle. Segundo o Ministério 

da Saúde, é importante a implantação de ações voltadas para o diagnóstico precoce e 

tratamento adequado dos casos detectados e estratégias de controle flexíveis, distintas 

e adequadas para cada padrão de transmissão (7). A complexidade do espectro clínico 

e as limitações dos métodos tradicionais de diagnóstico sugerem a utilização de 

recursos diagnósticos mais sensíveis e específicos. Estes recursos deverão ser uteis 
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para auxiliar nos casos inconclusivos e/ou naqueles que o diagnóstico laboratorial é 

dificultado pela escassez de parasitos e confirmando os casos positivos que permitam 

identificar a espécie envolvida para fins de monitoramento e de outros estudos 

epidemiológicos. Tendo em vista as limitações das técnicas atualmente empregadas no 

diagnóstico de leishmaniose em humanos e em seus reservatórios, há a necessidade 

de implantação de técnicas mais sensíveis e específicas como ferramenta 

complementar, como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) que é a técnica em 

estudo avaliada neste trabalho. 

Do ponto de vista topográfico a Leishmaniose pode ser dividida em 

Leishmaniose tegumentar e Leishmaniose visceral e a seguir iremos abordar os 

aspectos clínicos, as características etiológicas, epidemiológicas, clínicas e 

diagnósticas destas formas. 

 
1.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 

 
1.1.1 HISTÓRICO 
 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença que acompanha 

o homem desde a antiguidade, existindo relatos e descrições encontrados na literatura 

desde o século I d.C. (8; 9). Nas Américas foram encontradas cerâmicas pré-

colombianas (huacos), datadas de 400 a 900 anos d.C., feitas pelos índios do Peru, que 

apresentam mutilações de lábios e narizes, características da espúndia, hoje conhecida 

como leishmaniose cutânea-mucosa (10; 11). 

A primeira referência de LTA no Brasil encontra-se no documento da Pastoral 

Religiosa Político-Geográfica de 1827, citado no livro de Tello intitulado “Antiguidad de 

la Syfilis en el Peru”, onde ele relata a viagem de Frei Dom Hipólito Sanches de Fayas y 

Quiros, que cursou da cidade de Tabatinga (AM) até o Peru, percorrendo as regiões do 
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vale amazônico. Este observara a existência de indivíduos com ulceras nos braços e 

pernas, relacionadas a picadas de insetos, tendo como consequência lesões destrutivas 

de boca e nariz. (12). 

Admitem que o processo de dispersão para outras áreas do Brasil é recente, 

ocorrida principalmente através do ciclo econômico da borracha, entre 1880 e 1912, 

que atraiu milhares de nordestinos, que após o declínio da borracha retornaram às 

terras de origem ou foram atraídos para o ciclo do café na região sudeste do Brasil. 

Outros ciclos posteriores, que também implicaram mobilidades sociais, como a 

construção de rodovias (1960-70), a mineração do ouro (1970-80) e a exploração de 

madeiras (1980-90) teriam contribuído para a expansão (13). 

O agente causador do botão do oriente do Velho Mundo foi descoberto em 

1903 (14) e denominado Leishmania tropica em 1906 (15). Lesões cutâneas 

semelhantes encontradas na região neotropical só foram associadas a um parasito do 

gênero Leishmania em 1909, quando Lindenberg (16) e Carini e Paranhos (17), em 

estudos independentes, demonstraram "corpúsculos de Leishman-Donovan" (formas 

amastigotas) em lesões cutâneas de indivíduos que trabalhavam na mata acometidos 

de "úlcera de Baurú" no Estado de São Paulo, idênticas à Leishmania tropica (14) da 

leishmaniose do Velho Mundo. Curiosamente, Lindenberg publicou sua descoberta em 

um jornal, O Estado de São Paulo, em 30 de março de 1909, e Carini e Paranhos 

divulgaram seus achados no dia seguinte no mesmo jornal. 

Inicialmente, acreditava-se que o parasito causador deveria ser denominado 

Leishmania tropica (14; 15), porém Gaspar Vianna (18), clínico e parasitologista 

brasileiro, investigou formas amastigotas em lesões cutâneas de um paciente de Além 

Paraíba, Estado de Minas Gerais, Brasil, e concluiu que sua morfologia diferia das 
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formas amastigotas de L. tropica. Ele então denominou o parasito Leishmania 

brasilienses, posteriormente corrigido para L. braziliensis por Matta (19), em 1916. 

Todos os casos de LTA eram atribuídos a L. braziliensis até a década de 

setenta no Brasil (11; 20). Com o aprimoramento das técnicas de análise e a 

intensificação dos estudos ecológicos e epidemiológicos, outras espécies foram 

descritas, sendo registradas até o momento 7 espécies causadoras da LTA, sendo seis 

do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania. As três principais espécies são: 

L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as 

especies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram 

identificadas em estados das regiões Norte e Nordeste. Nas Américas, são atualmente 

reconhecidas 11 espécies dermotrópicas de Leishmania causadoras de doença 

humana e oito espécies descritas, somente em animais (7). 

No Brasil, merece destaque a descoberta, por Medina (21) em 1946 de um 

misterioso parasito que causava lesões na pele do porquinho-da-índia doméstico (Cavia 

porcellus); este parasito foi posteriormente denominado Leishmania enriettii Muniz & 

Medina, 1948 (22). Este achado foi um claro indicativo da presença de outras espécies 

dermotrópicas de Leishmania, além da L. braziliensis, e que poderiam infectar o ser 

humano no país (13). 

Teorias moleculares sobre as leishmanias demonstram que o gênero tem 

cerca de 120 milhões de anos e que ocorreu ainda quando os continentes estavam 

unidos na pangéia (23; 24; 25). Atualmente o Brasil constitui o país com a mais alta 

prevalência de LTA em que o parasito Leishmania braziliensis é o agente etiológico 

principal, afetando quase trinta mil pessoas anualmente (26).  
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1.1.2 EPIDEMIOLOGIA 

 

No Brasil, a LTA é uma das afecções dermatológicas que merece mais 

atenção, devido à sua magnitude, assim como pelo risco de ocorrência de 

deformidades que pode produzir no ser humano, e também pelo envolvimento 

psicológico, com reflexos no campo social e econômico, uma vez que, pode ser 

considerada uma doença ocupacional. Apresenta ampla distribuição com registro de 

casos em todas as regiões brasileiras (7). 

A LTA apresenta-se em fase de expansão geográfica. Nas últimas décadas, 

as analises de estudos epidemiológicos da LTA demonstram mudanças no 

comportamento epidemiológico da doença. Inicialmente considerada zoonose de 

animais silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a 

LTA começa a ocorrer em zonas rurais ja praticamente desmatadas e em regiões 

periurbanas. Observa-se a coexistência de um duplo perfil epidemiológico, expresso 

pela manutenção de casos oriundos dos focos antigos ou de áreas próximas a eles, e 

pelo aparecimento de surtos epidêmicos associados a fatores decorrentes do 

surgimento de atividades econômicas, como garimpos, expansão de fronteiras agrícolas 

e extrativismo, em condições ambientais altamente favoráveis a transmissão da doença 

(7). 

O Brasil é o país com mais casos de Leishmaniose cutânea na América do 

Sul. Até os anos 1950, a maioria dos casos se concentrava nos estados de São Paulo, 

Paraná, Minas Gerais, Ceará e Pernambuco (27; 28). 

No período de 1988 a 2007, a LTA apresentou média anual de 27.736 casos 

autóctones registrados e coeficiente de detecção médio de 17,3 casos por 100.000 

habitantes. Ao longo desse período, observou-se uma tendência no crescimento da 
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endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando 

atingiram níveis de 22,83 e 22,94 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (7). 

Ao analisar a evolução da LTA no Brasil, observa-se uma expansão 

geográfica, sendo que, no início da década de 80, foram registrados casos autóctones 

em 19 unidades federadas e, no ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todas as 

unidades federadas do país. A região Norte vem contribuindo com o maior número de 

casos (cerca de 36,0% do total de casos registrados, no período) e com os coeficientes 

médios mais elevados (85,4 casos por 100.000 habitantes), seguida das regiões 

Nordeste (43,5 casos por 100.000 habitantes) e Centro-oeste (37,5 casos por 100.000 

habitantes). A LTA ocorre em ambos os sexos e todas as faixas etárias, entretanto na 

media do país, predomina os maiores de 10 anos, representando 90% dos casos e o 

sexo masculino, 74% (7).  

 

1.1.3 AGENTE ETIOLÓGICO E HOSPEDEIROS 

 

As três principais espécies de LTA encontradas no Brasil são: L. (V.) 

braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis.  

A Leishmania (Leishmania) amazonensis está distribuída pelas florestas 

primarias e secundaria da Amazônia (Amazonas, Para, Rondonia, Tocantins e sudoeste 

do Maranhão), particularmente em áreas de igapó e de floresta tipo “várzea”. Sua 

presença amplia-se para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e São Paulo) e 

Centro-oeste (Goiás). A Leishmania (Viannia) guyanensis com aparente localização 

limitada ao norte da Bacia Amazônica (Amapá, Roraima, Amazonas e Pará) e estende-

se pelas Guianas. É encontrada principalmente em florestas de terra firme, em áreas 

que não se alagam no período de chuvas. A Leishmania (Viannia) braziliensis tem 
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ampla distribuição, do sul do Pará ao Nordeste, atingindo também o centro-sul do país e 

algumas áreas da Amazônia Oriental. Na Amazônia, a infecção e usualmente 

encontrada em áreas de terra firme (7). 

Os hospedeiros invertebrados são pequenos insetos da ordem Diptera, 

família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero Lutzomyia. Nesses insetos 

ocorre parte do ciclo biológico do parasito. Em todo o mundo existem cerca de 500 

espécies de flebotomíneos conhecidos. Destes apenas 30 foram comprovadas como 

vetor da Leishmaniose (29). No Brasil há 16 espécies transmissoras, as principais 

espécies são Lutzomyia whitmani, Lu wellcomei, Lu pessoai, Lu intermédia, Lu 

umbratidis e Lu flaviscutellata (30). Algumas espécies de flebotomíneos possuem 

estreita relação com algumas espécies de Leishmania, bem como seus reservatórios, 

sendo, portanto, vetores específicos de algumas das formas clínicas das leishmanioses 

conforme a região do país (29). No Quadro 1 está relacionada a forma clínica da LTA, 

espécies de Leishmania e as espécies de Lutzomyia. 

Os hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de mamíferos: 

roedores, edentados (tatu, tamanduá, preguiça), marsupiais (gambá), canídeos e 

primatas, incluindo o homem. A dispersão da doença nas mais variadas regiões do 

Brasil tem como fator a grande variedade de hospedeiros vertebrados que 

epidemiologicamente comportam-se como reservatórios (29).  

São numerosos os registros de infecção em animais domésticos. Entretanto, 

não há evidencias cientificas que comprovem o papel destes animais como 

reservatórios das espécies de leishmanias, sendo considerados hospedeiros acidentais 

da doença. A LTA nesses animais pode apresentar-se como uma doença crônica com 

manifestações semelhantes às da doença humana (7). 
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A interação reservatório-parasito é considerada um sistema complexo, na 

medida em que é multifatorial, imprevisível e dinâmica, formando uma unidade biológica 

que pode estar em constante mudança, em função das alterações do meio ambiente 

(7). 
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Quadro 1. Relação da forma clínica da LTA, espécies de Leishmania e as espécies de 
Lutzomyia. 
       Leishmaniose              Espécie Espécie de flebotomíneo 

  Lu. wellcomei 

  Lu. complexus 

  Lu. intermédia 

 L. (V.) brazilienis Lu. pessoai 

  Lu. migonei 

  Lu. amazonensis 

Cutânea e Mucosa  Lu. paraensis 

  Lu. whitmani 

  Lu. flaviscutellata 

 L. (L.) amazonensis Lu. olmeca nociva 

  Lu. reducta 

 L. (V.) guyanensis Lu. umbratilis 

  Lu. anduzei 

 L. (V.) lainsoni Lu. ubiquitalis 

Cutânea L. (V.) shawi Lu. whitmani 

 L. (V.) naiffi Lu. squamiventris 

 

 

 

 



27 

 

1.2  LEISHMANIOSE VISCERAL 

 

1.2.1  HISTÓRICO  

 

A leishmaniose visceral (LV) tornou-se conhecida com os achados do Dr. 

Willian Boog Leishman em 1901, médico escocês que servia o exército britânico na 

Índia, realizou a primeira descrição oficial do parasito em esfregaços de baço de um 

soldado britânico morto que apresentava hepatoesplenomegalia, reconhecendo a 

semelhança deste protozoário com as formas arredondadas do gênero Trypanossoma. 

Em 1903, Charles Donovan confirmou os achados de Leishman, observando baços de 

cadáveres ditos falecido de malária crônica. Porém, confundiu-o com o Trypanossoma 

brucei, causador da doença do sono, já descrito em 1894 por David Bruce (31). Mas foi 

Major Ross em 1903, que descobriu, com base nos achados anteriores, que os 

organismos evidenciados na preparação de Donovan pertenciam a um novo gênero e o 

nomeou de gênero Leishmania. Assim, o nome do agente etiológico da LV ficou sendo 

Leishmania donovani (32). 

Como a LV na região do mediterrâneo atingia principalmente crianças, as 

evidências de diferenças entre o organismo causador nas diferentes regiões justificaram 

o estabelecimento da espécie L. infantum por Charles Nicolle em 1908. No mesmo ano, 

Nicolle estudou a relação dos cães com a doença, demonstrando que eles eram 

hospedeiros intermediários. Em 1911, foi possível elucidar seu mecanismo de 

transmissão, pela observação da infecção em hamster por meio de flebotomíneos. A 

data oficial dessa descoberta se refere ao ano de 1942, que foi quando se comprovou 

definitivamente a transmissão ao homem pelo Phlebotomus asgentipis (33). 
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Existem suposições de que o primeiro caso humano autóctone da LV no 

Continente Americano registrado em 1911 tenha sido proveniente da região de Porto 

Esperança no município de Corumbá/MS, visto os registros de que um imigrante italiano 

que vivera em Santos/SP e após viajar para Mato Grosso do Sul apresentou os 

primeiros sinais da doença, e teve o diagnóstico no Paraguai (34). 

No nordeste do Brasil, Henrique Penna em 1934, observou formas 

amastigotas do parasito em lâminas histológicas do fígado de pacientes durante 

pesquisa sobre a epidemiologia da febre amarela. A partir de então, foi criada uma 

comissão para estudar a LV no Brasil, tendo o Dr. Evandro Chagas, do Instituto de 

Manguinhos (Rio de Janeiro), sendo o primeiro a observar a doença no cão e no 

homem. Em 1937, Cunha e Chagas estabeleceram o agente etiológico no Brasil, pela 

denominação de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e como vetor provável da 

doença, o Phlebotomus longipalpis (35).  

 

1.2.2 EPIDEMIOLOGIA 

     

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) a LV está entre as seis 

principais enfermidades infecto-parasitárias mais importantes do mundo dado a sua 

incidência, alta mortalidade em indivíduos não tratados e crianças desnutridas, e 

emergência em indivíduos portadores da infecção pelo vírus da Imunodeficiência 

Humana (3). 

No Brasil, a LV apresenta aspectos geográficos, climáticos e sociais 

diferenciados, em função da sua ampla distribuição geográfica, envolvendo as regiões 

Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Na década de 90, aproximadamente 90% 

dos casos notificados de LV ocorreram na Região Nordeste. À medida que a doença se 
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expande para as outras regiões e atinge áreas urbanas e periurbanas, esta situação 

vem se modificando e, no período de 2000 a 2002, a Região Nordeste já representa 

uma redução para 77% dos casos do país (36). 

As transformações no ambiente, provocadas pelo intenso processo 

migratório, por pressões econômicas ou sociais, o processo de urbanização crescente, 

o esvaziamento rural e as secas periódicas acarretam a expansão das áreas endêmicas 

e o aparecimento de novos focos. Este fenômeno leva a uma redução do espaço 

ecológico da doença, facilitando a ocorrência de epidemias. O ambiente característico e 

propício à ocorrência da LV é aquele de baixo nível socioeconômico, pobreza, 

promiscuidade, prevalente em grande medida no meio rural e na periferia das grandes 

cidades. Entretanto, estas características vêm se modificando, principalmente, nos 

estados das regiões Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV se encontra urbanizada (36). 

Nos últimos anos, o número de mortes e a taxa de letalidade relacionada ao 

LV têm aumentado gradualmente, a partir de 117 mortes (3,4%) em 1994, para 262 

(7,2%) em 2006, representando um aumento na taxa de mortalidade de quase 124%. 

Em 2007, 52,8 % dos casos confirmados eram de crianças afetadas LV menores de 10 

anos de idade, sendo a maioria do sexo masculino (61,8%) e fatores de risco, como a 

desnutrição concomitante ou doenças infecciosas, parece muito importante no que diz 

respeito à futura evolução clínica (36).  

 

1.2.3 AGENTE ETIOLÓGICO E HOSPEDEIROS 

 

A leishmaniose visceral é uma doença sistêmica causada pelo protozoário do 

gênero Leishmania, subgênero Leishmania do complexo donovani. O complexo 

donovani engloba três espécies: L. (L.) donovani, L. (L.) infantum e L. (L.) infantum 
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chagasi. Das três espécies de Leishmania somente L. (L.) infantum chagasi está 

presente nas Américas. No ambiente silvestre, os reservatórios são as raposas 

(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (36).  

Na área urbana, o cão (Canis familiaris) é a principal fonte de infecção para a 

L. (L.) infantum chagasi, sendo considerado o reservatório doméstico do protozoário por 

possuírem alguns atributos peculiares, como por exemplo, é o animal mais suscetível à 

doença, apresenta prevalência elevada em áreas endêmicas, principalmente de 

assintomáticos, possuem um intenso parasitismo de pele, podem permanecer meses e 

até anos sem desenvolver a forma clínica da doença e são os animais domésticos 

preferidos dos humanos (37). 

Os procedimentos integrados preconizados pelo Ministério da Saúde para o 

controle e prevenção da infecção pela leishmaniose visceral, tanto para humanos 

quanto para os cães são a eutanásia de cães sorologicamente positivos, avaliação e 

diminuição da população vetorial com utilização de inseticida no intra e peridomicílio e 

tratamento adequado para pessoas doentes (36). 

A medida de controle do reservatório canino acarreta profundo impacto, 

considerando a relação homem-cão na sociedade e tendo em vista que esses animais 

têm se transformado em verdadeiros “membros” da família; o sacrifício de cães com 

sorologia anti-Leishmania positiva, na maioria dos casos de assintomáticos, torna-se 

casa vez mais inaceitável e de difícil execução pelas autoridades de saúde pública, 

aliado a essa situação, estudos enfocando a estratégia de eliminação canina tem 

oferecido resultados conflitantes (38; 39; 40).  

A participação de outras espécies animais como galinhas, ovinos, equídeos, 

caprinos, suínos e felinos na epidemiologia da LV parece estar associada à capacidade 
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de atração dos vetores ao peridomicílio ou atuação daquelas espécies como 

reservatórios do parasito (41). 

No Brasil, duas espécies de flebotomíneos até o momento estão 

relacionadas com a transmissão da LV: Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi. A 

primeira espécie é considerada a principal espécie transmissora da L. (L.) infantum 

chagasi no Brasil. Nas regiões Norte e Nordeste, a L. longipalpis era encontrada 

originalmente nas matas participando do ciclo primário de transmissão da doença. 

Progressivamente houve adaptação desse inseto para o ambiente rural e sua 

adaptação a este ambiente foi somada à presença de animais silvestres e 

sinantrópicos. Recentemente, ao final da década de 80, verificou-se a adaptação deste 

vetor aos ambientes urbanos, em periferias de grandes centros, principalmente na 

Região Sudeste, podendo ser encontrados no peridomicílio, em galinheiros, chiqueiro, 

canil, paiol, entre outros ambientes e também no intradomicílio (36). 

 

1.3 CICLO BIOLÓGICO DAS LEISHMANIOSES 

 

O processo de interação vetor-parasito se inicia quando uma fêmea de 

flebotomíneo se alimenta em um hospedeiro vertebrado infectado. Elas realizam 

movimentos semelhantes a um tatear sobre a pele do hospedeiro, inspecionando 

previamente o tecido que será lesionado. Após a escolha do local adequado, a fêmea 

utiliza suas peças bucais, relativamente curtas e rígidas, para dilacerar os tecidos e 

vasos sanguíneos do hospedeiro, formando um pequeno poço de sangue no qual ela 

pode se alimentar (telmatofagia ou “pool-feeding”) (42).  

O ciclo de vida da Leishmania se inicia no vetor quando uma fêmea de 

flebotomíneo ingere as formas amastigotas juntamente com o sangue do hospedeiro 
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vertebrado, rapidamente os amastigotas se posicionam no meio do bolo alimentar e se 

transformam em promastigotas procíclicas, os quais se multiplicam intensamente nas 

primeiras 48 horas. Período este, onde ocorre o processo digestivo e também a 

formação da matriz peritrófica, uma estrutura quitinosa ao redor do bolo alimentar. Após 

2 a 5 dias, a matriz peritrófica se degenera e o bolo fecal começa a ser excretado 

passando pelo piloro e pelo íleo (43; 44) 

Durante estes eventos, ocorre intensa multiplicação das formas procíclicas e 

o aparecimento das nectomonas, que preenchem o intestino abdominal anterior. Os 

parasitos ancoram-se via flagelo às microvilosidades do epitélio intestinal evitando a 

expulsão durante a liberação do bolo fecal. Em seguida, eles provavelmente os 

metacíclicos, se desprendem do epitélio, visto que eles não têm capacidade adesiva 

(Pimenta e cols. 1992), e migram para região anterior do intestino médio. Nesse período 

do desenvolvimento também são encontradas formas curtas e largas denominadas 

haptomonas e formas de pequeno corpo classificadas como paramastigotas. Após 5 

dias ou mais, dependendo da espécie de vetor, uma massa de parasitos (promastigotas 

metacíclicas) pode ser observada na válvula do estomodeu (43; 45; 46; 47). 

As formas metacíclicas (infectante) possuem um corpo celular pequeno, 

flagelo longo e não se dividem. São parasitos altamente móveis e livres que podem 

migrar ao longo do intestino anterior e alcançar a faringe, cibário e probócide, 

possibilitando assim a sua transmissão via picada em hospedeiro vertebrado. 

Experimentos utilizando a alimentação forçada de flebotomíneos infectados 

demonstraram que as formas metacíclicas são as únicas promastigotas ejetadas pelos 

vetores na pele dos vertebrados (48). 

Quando as promastigotas metacíclica são introduzidas na pele, são 

internalizados através da endocitose mediada por receptores na superfície do 
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macrófago e ficam dentro de um vacúolo parasitóforo (fagolissosoma), que os separa 

do citoplasma celular, em seguida ocorrendo a rápida transformação em amastigotas, 

iniciando o processo de sucessivas multiplicações. A localização das amastigotas no 

interior dos macrófagos faz com que o controle da infecção seja dependente da 

resposta imune mediada por células. A principal célula efetora da eliminação das 

amastigotas é o próprio macrófago, após sua ativação por linfócitos T auxiliadores 

(helper). Na fisiopatogenia da leishmaniose, os macrófagos são ao mesmo tempo 

células hospedeiras, apresentadoras de antígeno para o sistema imune e efetoras para 

a destruição do parasito. A localização intracelular das formas amastigotas no 

hospedeiro mamífero determina que anticorpos sejam ineficazes para o controle da 

infecção (29). 

 

1.4 DIAGNÓSTICO PADRÃO OURO DAS LEISHMANIOSES  

 

Vários métodos podem ser aplicados para o diagnóstico das leishmanioses, 

sendo fundamental associar as informações clínicas e epidemiológicas aos resultados 

de laboratório. O diagnostico confirmatório de um processo infeccioso é realizado pelo 

encontro do parasito nos tecidos ou fluidos biológicos dos hospedeiros. Portanto, 

recomenda-se a confirmação do diagnostico por método parasitológico antes do inicio 

do tratamento, especialmente naqueles casos com evolução clinica fora do habitual 

e/ou má resposta a tratamento anterior (7). 

O exame direto consiste na visualização das formas amastigotas do parasito 

em material obtido das lesões ou tecidos afetados. Constitui o exame de primeira 

escolha, por ser mais rápido, de menor custo e de fácil execução, embora um 

examinador experiente seja necessário para o diagnóstico, visto que contaminantes dos 
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corantes, outros agentes infecciosos (principalmente fungos) e até mesmo plaquetas 

podem sugerir a presença de formas amastigotas. Com o material obtido é feito 

esfregaço ou impressão sobre lâmina de vidro e corado pela técnica de Giemsa, 

Leishman ou Wright e examinadas em microscópio óptico, procurando amastigotas que 

podem estar dentro ou fora dos macrófagos (49). 

A sensibilidade de cada método de diagnóstico pode variar de acordo com a 

experiência de cada serviço, a qualidade do equipamento e dos insumos utilizados, o 

tempo de evolução das lesões, a forma clinica e as diferentes espécies de Leishmania 

envolvidas (7).  

A pesquisa direta nos casos de LV, a punção aspirativa esplênica é o método 

com maior sensibilidade (90-95%) para demonstração do parasito, seguida pelo 

aspirado de medula óssea, biópsia hepática e aspiração de linfonodos. Por ser 

procedimento mais seguro, recomenda-se a punção aspirativa da medula óssea (36). 

Nos casos de LTA a pesquisa direta é o primeiro procedimento por ser mais rápido, de 

menor custo e fácil execução. A probabilidade de encontro do parasito é inversamente 

proporcional ao tempo de evolução da lesão cutânea. A infecção secundária contribui 

para diminuir a sensibilidade do método, dessa forma, deve ser tratada previamente. 

Para a pesquisa direta dos casos de LTA são utilizados os procedimentos: 

escarificação, biópsia com impressão por aposição e punção aspirativa (7).  

A cultura é realizada através da inoculação do material com suspeita de 

conter as formas amastigotas do parasito, onde nesta ocorre a transformação em 

formas promastigotas. O meio bifásico NNN (Neal, Novy, Nicolle) é o mais comumente 

empregado. Após o quinto dia de incubação, alíquotas da fase liquida do meio de 

cultura são coletadas para exame a fresco, para a visualização de formas 

promastigotas. O exame é realizado em intervalos de sete dias por 30 dias (7). A 
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especificidade da cultura e do exame direto é de 100%, mas a sensibilidade é variável, 

sendo a distribuição do parasito não homogênea nas amostras. A sensibilidade mais 

alta (98%) é alcançada quando se utiliza aspirado do baço. As punções esplênicas e de 

medula óssea são consideradas procedimentos invasivos e exigem ambientes 

apropriados para a coleta (36). 

 

1.5 DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA  

 

O diagnóstico sorológico é realizado em todos os cães que compõem a área 

delimitada nos municípios com transmissão confirmada de LV, em municípios 

silenciosos receptivos vulneráveis e em municípios em investigação. Para a realização 

dos dois testes sorológicos são utilizados os “kits” padronizados pelos Laboratórios de 

Saúde Pública de Referência para Programa de Vigilância e Controle da Leishmaniose 

Visceral. Atualmente, vêm sendo utilizados os “kits” fornecidos pelo Ministério da Saúde 

do Brasil, produzidos pelo Instituto de Tecnologia em Imunodiagnóstico Bio-

Manguinhos. 

Existem duas técnicas sorológicas recomendadas pelo Ministério da Saúde 

do Brasil para avaliação da soroprevalência em inquéritos caninos amostrais ou 

censitários, sendo a triagem realizada com o teste rápido Dual Path Platform (TR-DPP®) 

e o teste confirmatório, o ensaio imunoenzimático (ELISA - Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) (50). 

O teste rápido Dual Path Platform (TR-DPP®), patenteado pela Chembio 

Diagnostic e desenvolvido pelo Instituto Biomanguinhos/Fiocruz (51), trata-se de um 

ensaio imunocromatográfico que emprega de um lado, a combinação de proteína A 

conjugada a partículas de ouro coloidal (corante insolúvel), e de outro, antígenos 
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recombinantes k28 (fusão do rk39, rk26 e rk9), específicos do complexo Leishmania 

donovani, ligados a uma membrana. Se houver a presença de anticorpos anti-

Leishmania na amostra testada, estes reagirão com os antígenos recombinantes, e em 

sequência se ligarão à combinação de proteína A e ouro coloidal, fornecendo o 

resultado positivo por meio da reação visualizada pela presença de uma linha de 

tonalidade rosa. A vantagem deste teste está em sua rapidez, simplicidade e de fácil 

execução, podendo ser desempenhado em campo (52). 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) é considerado REAGENTE quando 

apresentar densidade óptica (DO) maior que o valor do ponto de corte (cut off) mais o 

valor percentual referente ao intervalo preconizado pelo “kit” utilizado, que atualmente é 

de 20%. Da mesma forma, a amostra será NÃO REAGENTE, quando a DO for menor 

que o valor do ponto de corte menos 20% do seu valor, conforme preconizado pelo “kit” 

utilizado (53). 

Diversos autores concordam que as principais desvantagens dos testes 

sorológicos são a falha em detectar cães infectados antes da soroconversão, a não 

diferenciação entre animais infectados e resistentes, e a suscetibilidade às reações 

cruzadas com diversas outras enfermidades que acometem os cães com a 

tripanosomíase, babesiose, neoporose e erliquiose monocítica canina, correndo-se o 

risco de eutanásiar um cão falso-positivo (54; 55; 56; 57; 58; 59), implicando a 

necessidade de implantação de testes mais sensíveis no diagnóstico de LV canina. 

 

1.6 DIAGNÓSTICO MOLECULAR E A IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES  

 

Apesar de diferentes métodos moleculares de diagnóstico para leishmaniose 

terem sido desenvolvidos, os métodos baseados na Reação em Cadeia da Polimerase 
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(PCR) constituem as principais abordagens utilizadas por pesquisadores e profissionais 

de saúde (60). Diferentes variações da PCR estão disponíveis, mas as amplamente 

utilizadas são aquelas baseadas na técnica convencional ou com a adição da etapa das 

enzimas de restrição (PCR-RFLP [restriction fragment length polymorphism analysis]) 

(61; 62). 

Outras metodologias mais sofisticadas como hibridização com fluorescência, 

sequenciamento ou PCR em tempo real também estão disponíveis, mas são técnicas 

mais caras e demoradas utilizadas mais para pesquisa do que para o diagnóstico (60).  

O procedimento mais empregado para a identificação de parasitos é a 

análise de isoenzimas, método este considerado como ferramenta-ouro na identificação 

de espécias de isolados de Leishmania (63; 64). O polimorfismo entre os aminoácidos é 

responsável pela mudança na mobilidade da enzima produzindo diferentes fenótipos ou 

zimodemas (65). Esta técnica requer o isolamento e crescimento do parasito em meio 

de cultura, porém muitas cepas são de difícil isolamento e manutenção. O cultivo de 

promastigotas é raramente feito no diagnóstico de rotina por ser um método trabalhoso, 

demorado e que requer muita experiência (66; 67). Buscando contornar estas 

dificuldades e encontrar uma forma mais rápida, barata e segura de caracterizar os 

parasitos de amostras clínicas, algumas ferramentas moleculares vêm sendo utilizadas, 

em que podemos destacar como uma alternativa acessível e confiável a PCR.  

Entre as aplicações práticas para as técnicas moleculares, podemos 

destacar seis principais, a primeira delas é a possibilidade de quantificação dos 

parasitos no tecido, o que é relevante para o monitoramento da progressão da doença. 

Protocolos de PCR em tempo real foram desenvolvidos para atender a essa 

necessidade (68). A segunda aplicação é para os casos onde é necessária a 

demonstração da viabilidade dos parasitos detectados. Nesses casos sugere-se a 
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quantificação de RNA do parasito através da PCR em tempo real com transcrição 

reversa ou QT-NASBA (Quantitative Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) (69). 

A definição de características específicas do parasito, como virulência e 

resistência a drogas, constitui a terceira aplicação de técnicas moleculares, que ainda 

estão sendo exploradas para esse fim. A quarta aplicação pode ser chamada de 

rastreamento do parasito, mais relevante para pesquisas epidemiológicas do que para o 

diagnóstico, como pode ser ilustrado pelo trabalho de Cruz et al. (70).   

A quinta aplicação é a detecção sensível e específica dos parasitos através 

da PCR, o que é necessário para o diagnóstico diferencial antes do início da terapia. O 

desempenho da PCR tem se mostrado melhor que a microscopia ou cultura dos 

parasitos, particularmente em amostras com baixa densidade de parasitos (a partir de 

pacientes com leishmaniose mucosa) (71) ou em amostras de fontes menos 

abundantes de parasitos, como o sangue periférico (70). O uso da PCR também se 

mostra relevante para o diagnóstico da leishmaniose em pacientes co-infectados com 

HIV (72; 70; 73). A detecção dos parasitos por PCR para confirmação da cura clínica é 

importante na leishmaniose visceral (74), mas deve ser explorada também na 

leishmaniose cutânea já que até 80% das feridas continuam positivas para PCR mesmo 

depois de oito anos após a cura clínica (75). 

A sexta aplicação é a identificação da espécie do parasito que pode ser feita 

por uma série de técnicas baseadas na PCR. Essa identificação é útil para o 

gerenciamento clínico de pacientes devido à correlação entre algumas espécies de 

Leishmania e severidade da doença e sucesso do tratamento (76). Para isso técnicas 

como PCR (77), PCR-RFLP (71) e FRET (Fluorescence Ressonance Energy Transfer) 

(78) foram desenvolvidas. 
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Na prática, essas seis aplicações moleculares serão implementadas 

dependendo de vários critérios incluindo a relevância clínica da questão correspondente 

a ser respondida, a disponibilidade de métodos alternativos, a habilidade técnica do 

pessoal e/ou a disponibilidade de equipamentos do laboratório. A PCR é um método 

que vem sendo amplamente utilizado para fins de pesquisa. Na rotina de diagnóstico, é 

pouco utilizado, porém acrescenta em sensibilidade quando utilizado com os métodos 

parasitológicos tradicionais. 
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2. OBJETIVOS 

 

Geral:  

Utilizar a técnica de PCR para o diagnóstico de Leishmaniose, tanto de 

amostras clínicas humanas, provenientes de pacientes atendidos no Hospital de 

Clínicas da Unicamp e do Hospital Municipal Dr. Mário Gatti, como de amostras caninas 

procedentes das cidades de Campinas/SP e Teresina/PI. 

 

Específicos: 

 Avaliar a acurácia da PCR em amostras humanas e caninas. 

 Avaliar as espécies de Leishmania causadoras de doença em humanos e cães. 

 Diagnosticar reservatórios caninos potencialmente envolvidos na transmissão da 

leishmaniose nas cidades de Campinas/SP e Teresina/PI. 

 Comparar o desempenho da PCR com as técnicas sorológicas utilizadas pelo 

Programa Nacional de Controle da LV canina, em duas regiões de diferentes 

perfis epidemiológicos de Leishmaniose. 

 Utilizar a técnica de PCR para o diagnóstico das leishmanioses em amostras 

humanas e caninas. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente trabalho foi submetido à Comissão de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, sendo aprovado pelo parecer de número 

691/2011. Foram respeitadas as condições éticas pertinentes ao protocolo e seguidos 

rigorosamente os princípios enunciados na Declaração de Helsinque II de 20/08/1947 e 

da Resolução 196/96 da CONEP.  

 Este trabalho é de natureza laboratorial e foi realizado com material clínico 

encaminhado pelos médicos dos ambulatórios e enfermarias do HC da Unicamp e do 

Hospital Municipal Dr Mário Gatti ao Laboratório de Parasitologia do HC Unicamp para 

rotina diagnóstica. Não houve participação de grupos vulneráveis ou voluntários. As 

amostras de sangue de animais suspeitos foram selecionadas e colhidas a critério do 

Serviço de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saúde de Campinas e do Centro de 

Zoonoses de Teresina Piauí. 

 Como neste trabalho não existe contato direto com os pacientes, ou 

grupos vulneráveis e os exames laboratoriais foram solicitados por iniciativa do médico 

que os atende, foi solicitado e aprovada a dispensa do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido, por ele não ser aplicável a este tipo de estudo. Trabalhamos apenas com 

amostras obtidas dos pacientes e a identificação do material no banco de dados foi 

realizada apenas pelas iniciais e pelo número do registro no HC. No processamento dos 

dados, e para futura publicação, o paciente é identificado apenas pelas iniciais e 

numeração, garantindo o anonimato de sua identidade. No presente estudo não houve 

utilização de animais de experimentação, mas apenas de animais investigados pelo 
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serviço de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saúde de Campinas/São Paulo e do 

Centro de Zoonoses de Teresina/Piauí. 

 

3.2 LOCAL E DESENHO DO ESTUDO 

 

Este trabalho foi realizado com amostras humanas da cidade de 

Campinas/SP, com suspeita de leishmaniose tegumentar e visceral, que foram 

direcionadas ao Laboratório de Parasitologia do HC da Unicamp, para diagnóstico 

diferencial. 

As amostras caninas estudadas foram oriundas de duas regiões de distinto 

perfil epidemiológico: (i) cidade de Teresina/PI, localizada na região nordeste do Brasil, 

endêmica para a infecção em humana e canina por Leishmania (Leishmania) infantum 

chagasi há décadas; (ii) e a cidade de Campinas/SP, localizada no sudeste do Brasil, 

sem registros de casos autóctones humanos, que foi incluída por apresentar nos 

últimos cinco anos uma região isolada, onde predominam uma população de classe 

média-alta, e que tem ocorrido aumento gradativo de casos de Leishmaniose canina.   

O desenho de estudo deste trabalho se classifica como comparativo, 

quantitativo e transversal. 

 

3.3 AMOSTRAS HUMANAS 

 

Entre junho de 2012 e agosto de 2013, foram encaminhadas ao Laboratório 

de Parasitologia do Hospital de Clínicas da Unicamp, 80 amostras humanas com 

suspeita de Leishmaniose (43 de medula óssea e 37 biópsias e/ou raspado de lesão 
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tegumentar), que foram analisadas pelas técnicas de pesquisa direta e cultura, 

consideradas padrão ouro.  

Foram incluídas 40 amostras sabidamente negativas para leishmania e 

utilizadas como controle negativo, sendo 15 de sangue periférico. Entre estas, 9 

positivas para Plasmodium vivax, 3 positivas para Plasmodium falciparum e 3 positivas 

para Trypanosoma cruzi e 25 amostras de pele,  sendo 16 oriundas de reconstituição 

plástica de cicatriz, 4 biópsias de dermatites e 5 de carcinomas epiteliais. 

 

3.3.1 CONDIÇÕES DE COLETA E TRANSPORTE  

Para biópsias e raspados de lesão, as amostras foram colhidas em 

recipientes estéreis sem conservantes e para aspirado de medula óssea em tubo estéril 

sem anticoagulante. 

 

3.3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração do DNA foi realizada com o kit comercial Dneasy Blood and 

Tissue (Qiagen®) segundo orientações do fabricante. Antes de iniciar a extração pelo 

kit, as amostras passaram por uma etapa de digestão diferenciada. 

3.3.2.1 Amostras de biópsias e raspados de lesão tegumentar: 

 Pedaços pequenos das amostras recebidas foram recolhidos em tubos de 

1,5mL e macerados o máximo possível com a ajuda de bisturis. Aos tecidos foram 

adicionados 20μL de proteinase K e 180μL de tampão ATL, ambos provenientes do kit 

comercial. Seguiu-se com agitação em vortex e incubação a 56ºC overnight, ou até a 

máxima digestão, em banho úmido. 

 Após a digestão do tecido, adicionou-se 200μL de tampão AL (kit 

comercial) e agitou-se em vortex. Após realizou-se nova incubação a 70ºC por 10 
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minutos em banho seco. Adicionou-se 200μL de etanol 96% e, após nova agitação em 

vortex, transferiu-se todo o volume para a coluna para o início da extração pelo kit 

comercial.  

3.3.2.2. Amostras de aspirado de medula óssea 

 Após a coleta, 300µL do aspirado foram transferidos para um tubo tipo 

Eppendorf de 1,5mL. Ao volume total foram adicionadas 10 unidades de 

estreptoquinase CLS Behring® 750.000 UI para cada 200μL de amostra e o tubo 

incubado a 37ºC por 18 horas após agitação manual leve por inversão, por 4 a 6 vezes.  

Após essa incubação, seguiu-se com uma centrifugação a 3000rpm por 15 

minutos à temperatura ambiente e o volume do sobrenadante foi desprezado. O 

precipitado foi homogeneizado com uma pipeta e a ele foram adicionados 20μL de 

proteinase K e 200μL de tampão AL, ambos provenientes do kit comercial de extração. 

Agitou-se rapidamente os tubos em vortex e a seguir incubado a 56ºC por 10 minutos 

em banho úmido. Seguiu-se com a adição de 200μL de etanol 96% e com nova 

agitação em vortex por 5 segundos. O volume do tubo foi totalmente transferido para a 

coluna para extração pelo kit comercial. 

 

3.4 AMOSTRAS CANINAS 

 

As amostras dos animais de Campinas foram colhidas entre setembro e 

outubro de 2012 e as de Teresina em janeiro de 2013. A obtenção das amostras foi 

realizada pelas equipes dos Centros de Controle de Zoonoses (CCZ) dos respectivos 

municípios. A coleta do sangue periférico dos animais obedeceu ao calendário de 

investigação epidemiológica de cada cidade. Nestas coletas foram obtidas 195 

amostras, sendo 97 de Campinas e 98 de Teresina, dos quais 34 de cada cidade eram 
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provenientes de cães suspeitos de Leishmaniose com sorologia de triagem positiva e os 

demais cães sem suspeita de Leishmaniose utilizados como controle negativo, foram 

assim considerados por apresentarem teste de triagem negativo e assintomáticos 

(Quadro 2). 

As amostras foram obtidas por punção da veia cefálica e colocadas em tubos 

de polipropileno estéreis com gel separador.  
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   Quadro 2: Fluxograma das amostras caninas 
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3.4.1  COLETA E TRANSPORTE DOS COÁGULOS  

A coleta e o transporte dos coágulos foram realizados em tubos com gel 

separador. Logo após a realização das coletas em campo, os tubos foram centrifugados 

e a seguir ocorrendo a retirada do soro (utilizado pelos CCZs para exames sorológicos) 

e o envio do tubo com o gel separador contendo apenas o coágulo ao Laboratório de 

Parasitologia do Hospital de Clínicas da Unicamp.  

 

3.4.2   EXTRAÇÃO DE DNA 

Ao coágulo foram adicionados 10 unidades de estreptoquinase CLS Behring® 

750.000UI para cada 200μL de amostra, seguida de incubação a 37ºC por 18 horas. 

Após a incubação, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos à temperatura 

ambiente e o sobrenadante desprezado. O precipitado foi homogeneizado com uma 

pipeta e a ele foram adicionados 20μL de proteinase K e 200μL de tampão AL, ambos 

provenientes do kit comercial de extração. Os tubos foram agitados em vortex por 5 

segundos e incubados a 56ºC por 10 minutos em banho úmido. Seguiu-se com a 

adição de 200μL de etanol 96% e com nova agitação por 5 segundos em vortex. O 

volume do tubo foi totalmente transferido para a coluna para extração pelo kit comercial. 

A extração do DNA foi realizada com o kit comercial Dneasy Blood and 

Tissue (Qiagen®) segundo orientações do fabricante.  

 

3.5 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA GÊNERO E ESPÉCIES 

 

A escolha dos iniciadores utilizados neste trabalho levou em consideração a 

alta sensibilidade e especificidade da reação, bem como a escolha de sequencias alvo 

com elevada número de cópias e conservadas nas diferentes espécies de Leishmania. 
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As Leishmanias apresentam uma organela composta de DNA (além do DNA 

nuclear), o kinetoplasto, situado na base do flagelo, é composto de uma rede de 

moléculas DNA circulares (kDNA), as quais podem ser divididas em dois grupos:  os 

maxicírculos, composto por moléculas grandes, com cerca de 20-35kb, são 

homogêneas entre os diferentes grupos que compõe a ordem Kinetoplastida, e estão 

presentes em cerca de 20-50 cópias/kinetoplasto, e a outra região são os minicírculos, 

composto por moléculas menores, de 0,5-1,5kb, apresentam-se em grande quantidade 

(10.000 unidades/kinetoplasto) e com sequências heterogênias entre os grupos. Dessa 

maneira, são utilizados para separar classes, gêneros ou espécies (79; 80). 

Cada minicírculo de Leishmania é composto de uma molécula de DNA 

circular de 0,75 a 1kb de comprimento. Apresenta uma região conservada de 

aproximadamente 200pb contendo três blocos de sequências conservadas em todas as 

espécies de Leishmania (81). O restante da molécula, aproximadamente 550-700pb, 

apresenta sequências altamente variáveis, contendo um grande número de 

nucleotídeos adenina e timina. Portanto, nessa região, pode-se encontrar sequências 

específicas para os diferentes grupos de Leishmania (Figura 1) (79; 80). 
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     FONTE: www.ebi.ac.uk/parasites/kDNA/Source.html  
 
Figura 1: Diagrama esquemático da organização de cada minicírculo de Leishmania     
e a localização dos iniciadores para gênero e para o grupo L. donovani. 
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Para a identificação do gênero Leishmania spp., foram utilizados os 

iniciadores Leish-150 (5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3’) e Leish-152 (5’-

(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3’) (82; 83), esses iniciadores 

amplificam um fragmento de 120pb e derivam da região conservada dos minicírculos do 

gênero Leishmania. Para a espécie L. (L.) infantum chagasi, foram utilizados os 

iniciadores RV1 (5´-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3´) e RV2 (5´-

CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3´) (83; 84). 

Para caracterizar as amostras infectadas por L. braziliensis escolhemos um 

par de iniciadores que tem como sequência alvo de um dos iniciadores é da região 

conservada SL (spliced leader- gene RNA mini-exon) comum em todas as espécies de 

Leishmania. O outro iniciador provém da região não transcrita, variável e específica 

para o complexo L. braziliensis, LU-5A (5´- TTTATTGGTATGCGAAACTTC-3´) e LB-3C 

(5´-CGT(C/G)CCGAACCCCGTGTC-3´) (Figura 2) (83; 85). 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

 

 

 

      FONTE: www.ebi.ac.uk/parasites/kDNA/Source.html  

Figura 2: Diagrama esquemático gene RNA mini-exon (ou spliced leader -SL) de 
Leishmania e localização dos iniciadores que identificam L.(V.) braziliensis. 
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Os iniciadores GAPDH-F (5´-AGGCTGAGAACGGGAAACTT-3´) e GAPDH-R 

(5´-ATTAAGTTGGGGCAGGGACT-3´) (86), gene codificador da enzima gliceraldeído-3-

fosfato desidrogenase, foram empregados como controles endógenos canino e os 

iniciadores β1 (5´- ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC-3´) e β2 (5´- 

CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3´) (87) foram empregados como controles 

endógenos humanos, estes consistem do gene para β-globina humana. Os controles 

endógenos certificam a presença de DNA após a extração e a ausência de inibidores de 

PCR.  

Nas reações foram adicionados controle negativo (água ultra-pura), controle 

positivo para o gênero Leishmania spp., espécies L. (L.) infantum chagasi (DNA 

extraído de formas promastigotas, referencia da cepa: MHOM/BR/1972/LD)  e L. (V.) 

braziliensis (DNA extraído de formas promastigotas, referencia da cepa: 

MHOM/BR/75/2903) e controle endógeno. 

Para todas as reações foi utilizado o kit comercial GoTaq Hot Start Green 

Master Mix (Promega®) que reúne alguns dos reagentes necessários (MgCl2, Tampão 

da enzima, dNTP e Taq DNA polimerase). 

Para a amplificação do DNA, foi utilizado o termociclador Mastercycler 

gradient (Eppendorf®). A ciclagem da reação de amplificação para determinar a 

presença de L. (L.) infantum chagasi iniciou com desnaturação a 94ºC por 5 minutos, 

seguida por 30 ciclos com as seguintes condições: 94ºC por 30 segundos, 60ºC por 30 

segundos e 72ºC por 30 segundos. Após os 30 ciclos seguiu-se etapa final de extensão 

a 72ºC por 5 minutos. A reação de amplificação originou fragmento de 145 pb.  

As reações de amplificação do DNA para L. (V.) braziliensis e Leishmania 

spp. seguiram as seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial a 95ºC por 5 

minutos, 30 ciclos de 95ºC por 45 segundos, 58ºC ou 55ºC por 45 segundos e 72ºC por 
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45 segundos, seguidos pela extensão final a 72ºC por 5 minutos. As reações geraram, 

respectivamente, os fragmentos de 146-149 pb e 120 pb, para L. (V.) braziliensis e 

Leishmania spp.  

As reações para os controles endógenos seguiram as mesmas condições 

das quais foram usados como controle. As reações dos controles endógenos humano e 

canino originaram na amplificação fragmentos de 140pb e de 911pb, respectivamente. 

O resultado da reação foi visualizado em gel de agarose a 2% em tampão 

TBE (Tris-Boro-EDTA) e corado com 0,5 μg/mL de brometo de etídio. Os fragmentos de 

DNA foram visualizados no transiluminador e os tamanhos dos fragmentos estimados 

por comparação com marcador de 100 bp.  

Em todas as amostras de origem caninas e humanas, foi realizada as etapas 

de extração de DNA e PCR em duplicata. 

O Quadro 2 resume as sequências as temperaturas de anelamento e o 

tamanho dos amplicons dos iniciadores utilizados. 
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Quadro 3: Sequências, temperaturas de anelamento e tamanho do amplicon de cada um 
dos iniciadores utilizados nas reações de PCR. 

Espécie Iniciador Sequência (5’-3’) TA Amplicon 

L.L. infantum chagasi 

RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG 
60ºC 

 

145 pb RV2 CCACCTGGCCTATTTTACACCA 

L. braziliensis 
LU-5A TTTATTGGTATGCGAAACTTC 

58ºC 
 

146-149 pb LB-3C CGTSCCGAACCCCGTGTC 

Leishmania ssp. 

Leish 

150 
GGGKAGGGGCGTCTSCGAA 

55ºC 

 

 

120 pb Leish 

152 
SSSWCTATWTTACACCAACCCC 

Homo sapiens 

β1 ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC A mesma 

utilizada na 

reação de C.E. 

 

140 pb 
 

β2 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 

Canis familiaris 

GAPDH-

F 
AGGCTGAGAACGGGAAACTT 

A mesma 

utilizada na 

reação de C.E. 

 

 
911 pb 

GAPDH-

R 
ATTAAGTTGGGGCAGGGACT 

TA = temperatura de anelamento, CE = controle endógeno. 
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3.6 DIAGNÓSTICO TRADICIONAL HUMANO 

 

O Laboratório de Parasitologia do Hospital de Clínicas da Unicamp utiliza 

duas técnicas de diagnóstico de leishmaniose, a pesquisa direta, visualizadas as formas 

amastigotas e a cultura, visualizados as formas promastigotas, ambas tem como 

objetivo a visualização do parasito e, deste modo, as duas são consideradas pelo MSB 

como técnicas padrão ouro para o diagnóstico de leishmaniose visceral e tegumentar.  

 

3.6.1.  PESQUISA DIRETA EM AMOSTRAS DE LESÃO TEGUMENTAR  

Para a pesquisa direta em amostras de lesão tegumentar foram utilizados os 

seguintes procedimentos: escarificação e biópsia com impressão por aposição. A 

escarificação foi realizada na borda da lesão ulcerada mais recente, sem secreção 

purulenta, ou na superfície da lesão não ulcerada, utilizando-se um estilete descartável, 

lâmina de bisturi estéril ou palito de madeira, com extremidade em bisel, previamente 

esterilizado. Com o material coletado, realizou-se um esfregaço em lâmina. A 

impressão por aposição foi realizada através da compressão do fragmento de tecido, 

obtido por biópsia, sobre uma lâmina microscópica, fixado em álcool metílico e corados 

pelo Giemsa 

 

3.6.2. AMOSTRAS DE ASPIRADO DE MEDULA ÓSSEA  

Em amostras de aspirado de medula óssea, uma gota do material foi 

colocada em uma das extremidades de lâmina previamente limpa, e o material foi 

firmemente dispersado na outra direção. Após secagem, os esfregaço foram fixados em 

álcool metílico e corados pelo Giemsa. 
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3.6.3. CULTURA DE LEISHMANIA 

A cultura foi realizada com a inoculação do material (aspirado de medula e 

biópsias) no meio de crescimento específico para leishmanias. O meio utilizado para o 

crescimento de promastigotas foi o meio bifásico NNN (MacNeal, Novy e Nicolle). Nos 

casos de aspirados de medula óssea, a inoculação foi realizada no próprio local onde 

estava sendo colhida a amostra, sendo introduzida uma gota do material aspirado em 

tubo contendo o meio de crescimento. Pequenos fragmentos das amostras de lesão 

tegumentar foram introduzidas no meio de cultura, sendo apenas necessário colocar as 

amostras em contato com o meio líquido da cultura bifásica. As culturas foram mantidas 

entre 24-26°C, sendo observadas em intervalos de 4 dias, por um período total de 28 

dias. 

 

3.7 DIAGNÓSTICO TRADICIONAL CANINO 

A realização dos testes sorológicos de triagem (Dual Path Platform - TR-

DPP®, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) e o confirmatório (ELISA – 

Ensaio Imunoenzimático, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) utilizados 

pelo CCZ de ambas as cidades, obedeceu os protocolos pré-estabelecidos pelo 

Ministério da Saúde do Brasil (36), modificado pela Nota Técnica Conjunta 48/2011 

(50). 
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3.8 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Amostras humanas 

A PCR realizada para identificação de gênero e espécie de Leishmania foi 

comparada a pesquisa direta e a cultura. Foram avaliados a sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo dos métodos com 

auxílio do programa computacional SAS System for Windows (Statistical Analysis 

System), versão 9.2 (SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA). No estudo foram 

descritos os valores absolutos e percentuais para cada teste realizado.  

 

Amostras caninas 

A PCR realizada para identificação de gênero e espécie de Leishmania foi 

comparada ao teste de triagem e ao teste confirmatório (TR-DPP® imunocromatográfico 

e ELISA). Foram avaliados a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e 

valor preditivo negativo dos métodos com auxílio do programa computacional SAS 

System for Windows (Statistical Analysis System), versão 9.2 (SAS Institute Inc, 2002-

2008, Cary, NC, USA). No estudo foram descritos os valores absolutos e percentuais 

para cada teste realizado.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 AMOSTRAS HUMANAS 

Foram analisadas durante o período de estudo, 120 amostras humanas, 

sendo que 80 (66,67%) destas apresentavam suspeita clínica de leishmaniose (79 

oriundas do Hospital de Clínicas da Unicamp e 1 do Hospital Municipal Dr. Mário Gatti) 

e 40 amostras (33,33%), sem suspeita de leishmaniose, foram utilizadas como controle 

negativo. Das 80 amostras suspeitas de leishmaniose, 43 foram obtidas de medula 

óssea e 37 de biópsias e/ou raspado de lesão tegumentar. Destas, 15 foram positivas 

na pesquisa direta e apenas 9 foram positivas na cultura e 20 apresentaram PCR 

positivo para gênero (tabela 1). Das 40 amostras utilizadas como controle, todas 

apresentaram resultados negativos para o PCR. 

As 15 amostras que foram positivas na pesquisa direta apresentaram 

positividade na PCR, sendo 7 identificadas como L. (L.) infantum chagasi, 7 L. (V.) 

braziliensis e 1 positiva apenas para o gênero Leishmania, esta sendo procedente de 

amostra de punção de medula óssea.  

Todas as 80 amostras com suspeita clínica de leishmaniose foram 

submetidas à cultura, mas apenas foi possível acompanhar o desenvolvimento de 64, 

pois 16 amostras tiveram que ser descartadas devido a presença de contaminantes.  

Das 64 amostras, apenas 9 foram positivas na cultura, que também foram positivas na 

pesquisa direta. Outras 6 amostras positivas na pesquisa direta foram negativas na 

cultura. 

A tabela 2 apresenta a comparação dos resultados da PCR para o gênero 

Leishmania com a cultura e a pesquisa direta. Quando a PCR para o gênero 

Leishmania foi comparada com a cultura (p=0,04550), apresentou uma menor 
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especificidade (92,73%) e VPP (69,23%) do que quando comparada com a pesquisa 

direta (p=0,0253), onde apresentou uma especificidade 95,24% de e VPP de 75,00%.  

A tabela 3 descreve os resultados da PCR quando realizada com os 

iniciadores para o gênero Leishmania, para as espécies L. (L.) infantum chagasi e  L. 

(V.) braziliensis e o tipo de amostra que foram identificados. 

Todas as 120 amostras foram testadas pelo método de PCR com os 

iniciadores para o gênero e para as 2 espécies de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) 

braziliensis. Nenhuma das amostras apresentou-se positiva simultaneamente para as 2 

espécies. Todas as amostras controle foram negativas para gênero e espécies 

testadas. Entre as 5 amostras que apresentaram positividade apenas pela PCR, 1 foi 

positiva na PCR para gênero e para a espécie L. (L.) infantum chagasi, oriunda de 

punção de medula óssea, cuja consulta ao prontuário revelou o diagnóstico de 

leishmaniose visceral, notificado pelo NVE (Núcleo de Vigilância Epidemiológica) HC 

Unicamp. As 4 amostras restantes foram positivas apenas para o gênero, sendo que a 

consulta dos prontuários revelou mais um caso de leishmaniose tegumentar (amostra 

de tecido), também notificado pelo NVE HC Unicamp. Uma outra amostra de aspirado 

de medula óssea e 2 de pele, na análise dos prontuários destes pacientes o diagnóstico 

final foi respectivamente de choque séptico, colangite e hepatite C com HIV positivo.  

Apenas uma amostra, oriunda de medula óssea, foi positiva na PCR para 

gênero e na pesquisa direta, mas negativo na PCR para as duas espécies testadas. 

Tratava-se de um paciente de 16 anos e do sexo feminino, em que na revisão do 

prontuário constatamos o diagnóstico de Leishmaniose Visceral.  

Assim totalizamos 5 amostras de pacientes com PCR positivo para gênero e 

negativo para espécie, sendo destes 2 com diagnóstico final de Leishmaniose (tabela 

3). 
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Tabela 1. Distribuição dos resultados da PCR, cultura e 
pesquisa direta de Leishmania em humanos. 

Resultado da PCR 
Pesquisa direta Total 

Positivo Negativo  

PCR 
Positivo 15 5 20 

Negativo 0 60 60 

Total 15 65 80* 

Resultado da PCR 
Cultura 

Total 
Positivo Negativo 

PCR 
Positivo 9 4 13 

Negativo 0 51 51 

Total 9 55    64** 

PCR = reação em cadeia da polimerase para gênero Leishmania. 
* 80 casos suspeitos de Leishmaniose submetidos a pesquisa direta e PCR. 
** 64 casos supeitos de Leishmaniose que foram submetidos a cultura e PCR. 
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Tabela 2. Comparação entre a PCR para o gênero Leishmania com pesquisa direta e cultura de 
amostras humanas. 
Métodos Sensibilidade Especificidade VPP VPN p-value 
Cultura 100,00 92,73 69,23 100,00 0,0455 

Pesquisa 
direta 

100,00 95,24 75,00 100,00 0,0253 

PCR = reação em cadeia da polimerase, VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor 
preditivo negativo. Análise realizada pelo teste de McNemar.  
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Tabela 3. Descrição da PCR realizada, tipos de amostras humanas e resultados. 
PCR (+) 

 
 
 
Tipos 
de 
amostras 

 
 

Gênero 
Leishmania 

 
 

Espécie 
Leishmania (V.) 

braziliensis 

 
 

Espécie 
Leishmania (L.) 

infantum chagasi 

 
 

Negativa para 
as duas 
espécies 

MO: 43 11 1 8 2 

Pele: 37 9 6 0 3 

Total:  80 20 7 8 5 

PCR = reação em cadeia da polimerase, MO = medula óssea. 
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4.2 AMOSTRAS CANINAS 

Durante o período de estudo, foram coletadas 195 amostras caninas, sendo 

97 (49,74%) da cidade de Campinas e 98 (50,26%) de Teresina. Destas, 68/195 

(34,87%) amostras foram positivas para teste de triagem, sendo 34 de cada cidade 

(34/195= 17,95%). As 127 amostras restantes (65,13%),  sem suspeita de 

leishmaniose, foram utilizadas para controle negativo, sendo 63 provenientes de cães 

do canil do CCZ de Campinas e 64 cães do CCZ de Teresina. As amostras originárias 

do canil de Campinas e Teresina foram incluídas como controle negativo, por estarem 

clinicamente saudáveis e com teste de triagem e PCR negativos, neste grupo não foi 

realizado o teste de ELISA. Todos os cães de Teresina com suspeita de leishmaniose 

não apresentavam sinais clínicos da doença e em Campinas apenas um cão com 

suspeita apresentou sinais clínicos e com resultados de testes de triagem, confirmatório 

e PCR positivos.  

A tabela 4 descreve a desempenho dos 3 testes diagnósticos aplicados nas 

duas cidades do estudo (triagem, confirmatório e PCR). Houve concordância entre os 

resultados da PCR e teste de triagem para as 30/34 (88,24 %) amostras provenientes 

de Campinas, enquanto que para as amostras de Teresina apenas 5/34 (14,71 %) 

foram concordantes. O teste confirmatório embora tenha apresentado significativo 

percentual de discordância em relação ao teste de triagem os resultados foram 

semelhantes nas duas cidades (58,82 versus 67,64%). 

Na tabela 5 a PCR foi comparada com o teste de triagem revelando diferença 

de sensibilidade do PCR nas duas cidades de estudo (p=0,0455 para Campinas e 

p<0.0001 para Teresina), sendo que em Campinas foi observada maior sensibilidade da 

PCR (88,24%), quando comparada aos resultados de Teresina (14,71%).  
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Na tabela 6 a comparação da PCR com o teste confirmatório realizados nas 

duas cidades revelou resultados discordantes entre as técnicas de PCR e Elisa 

(p=0.0027 para Campinas e p<0.0001 para Teresina) para os valores de sensibilidade e 

especificidade. Em Campinas, para os 34 casos com teste de triagem positivo, 

ocorreram 30 casos de PCR positivos e 20 casos positivos para o teste confirmatório. 

Houve discordância entre ELISA e PCR em 9 casos com PCR positiva tanto para 

gênero como para espécie L. (L.) infantum chagasi. Um caso o teste confirmatório foi 

inconclusivo, este apresentou PCR e teste rápido positivos. Em Teresina, para os 34 

casos com teste de triagem positivos, o teste confirmatório foi positivo para 23 amostras 

e o PCR em apenas 5 (tabela 7). 

Todas as 195 amostras foram testadas pelo método de PCR com os 

iniciadores para as espécies de L. (L) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis. Nenhuma 

das amostras apresentou-se positiva quando testada com os iniciadores LU-5A e LB-3C 

(L. (V.) braziliensis) e todas as 35 amostras inicialmente positivas para o gênero 

Leishmania (30 de Campinas e 5 de Teresina), apresentaram-se positivas quando 

testadas com os iniciadores RV1 e RV2 (L. (L.) infantum chagasi).  
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Tabela 4. Descrição do desempenho dos 3 testes avaliados nas duas cidades 
estudadas. 

Testes 
avaliados        

Número 
de 

amostras 

Campinas 
(casos 

positivos / 
total) 

% Teresina 
(casos 

positivos / 
total) 

% 

Triagem  68 34/34 100 34/34 100 
Confirmatório 68 20/34 58,82 23/34 67,64 
*PCR  68 30/34 88,24 5/34 14,71 

Triagem= TR-DPP® imunocromatográfico, Confirmatório = enzyme-linked immunosorbent 
assay- ELISA, PCR = reação em cadeia da polimerase. *PCR para gênero Leishmania e para 
espécie L.(L) infantum chagasi. 
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Tabela 5. Valores de referência da PCR quando comparada ao teste de triagem (teste rápido 
TR-DPP® imunocromatográfico) em amostras das duas cidades.  

Método de PCR Sensibilidade Especificidade VPP VPN p-value 
Campinas 88,24 100,00 100,00 94,03 0,0455 
Teresina 14,71 100,00 100,00 68,82 <0,0001 

PCR = reação em cadeia da polimerase para gênero Leishmania e para espécie L.(L) infantum chagasi, 
VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor preditivo negativo. Análise realizada pelo teste de McNemar.  
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Tabela 6. Valores de referência da PCR quando comparada ao teste de confirmatório (ELISA) 
em amostras das duas cidades. 

Método de 
PCR 

Sensibilidade Especificidade VPP VPN p-value 

Campinas 100,00 30,77 68,97 100,00 0,0027 
Teresina 21,74 100,00 100,00 37,93 <0,0001 

Elisa = enzyme-linked immunosorbent assay, PCR = reação em cadeia da polimerase para gênero 
Leishmania e para espécie L.(L) infantum chagasi, VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor preditivo 
negativo. Análise realizada pelo teste de McNemar.  
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Tabela 7. Distribuição dos resultados dos testes e a localidade. 

Localidade Resultado da PCR 
Teste de triagem 

Total 
Positivo Negativo 

Campinas 
PCR 

Positivo 30 0 30 
Negativo 4 63 67 

Total 34 63 97 

Teresina 
PCR 

Positivo 5 0 5 
Negativo 29 64 93 

Total 34 64 98 

Total 
PCR 

Positivo 35 0 35 
Negativo 33 127 160 

Total 68 127 195 

Localidade Resultado da PCR 
Teste confirmatório 

Total 
Positivo Negativo 

Campinas 
PCR 

Positivo 20 9 29 
Negativo 0 4 4 

Total 20 13 33 

Teresina 
PCR 

Positivo 5 0 5 
Negativo 18 11 29 

Total 23 11 34 

Total 
PCR 

Positivo 25 9 33 
Negativo 18 15 29 

Total 43 24 67 
Teste de triagem= teste rápido TR-DPP® imunocromatográfico, Teste confirmatório= 
(Elisa) enzyme-linked immunosorbent assay, PCR = reação em cadeia da polimerase 
para gênero Leishmania e para espécie L.(L) infantum chagasi.  
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Figura 3: Fotos dos géis de agarose: A: Utilizados os iniciadores para o gênero 
Leishmania. B: Utilizados os iniciadores para a espécie L. (L.) infantum chagasi. C: 
Utilizados os iniciadores para a espécie L. (V.) braziliensis. 
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5. DISCUSSÃO  
 

Diferentes métodos parasitológicos, imunológicos e moleculares são 

utilizadas na investigação das leishmanioses para fins diagnósticos e monitoramento, 

principalmente quando relacionado aos casos humanos e caninos (55; 60; 83; 88; 89; 

90; 91). O uso destes métodos de diagnóstico, ainda assim a interpretação dos 

resultados e a conduta é um campo aberto a discussões, principalmente nas áreas 

onde existem várias espécies deste parasito e por consequência, variadas formas de 

manifestações clínicas. 

O diagnóstico tradicional e considerado padrão ouro, que tem como princípio 

a visualização do parasito, seja por pesquisa direta ou pelo crescimento em meios de 

cultura, apresenta limitações consideráveis. Entre elas destacam-se o número muito 

variável de parasitos presentes nas diferentes amostras clínicas, a experiência técnica  

necessária para o sucesso da identificação microscópica de amastigotas em 

preparações coradas, a frequente contaminação dos meios de crescimento e a eficácia 

das diferentes formulações destes meios de cultura. Outra importante  limitação destes 

recursos é não permitir a identificação em nível de espécie, cuja precisa distinção tem 

benefícios clínicos e epidemiológicos, permitindo uma melhor orientação do tratamento 

médico e monitoramento, uma vez que o progresso clínico e a sensibilidade do parasito 

às drogas podem variar, dependendo das espécies envolvidas (92). 

A PCR é pouco utilizada na vigilância epidemiológica e no diagnóstico por 

ser considerada de alto custo, demandar equipamentos específicos, pela falta de 

padronização da técnica e equipe treinada. Contudo, nas pesquisas têm sido bastante 

utilizada e tem mostrado benefícios, pela rapidez, elevada sensibilidade e 

especificidade e pela utilização de diferentes materiais biológicos (60; 85; 90; 93; 94).  
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A Leishmaniose tegumentar pode apresentar um amplo espectro clínico, 

podendo seguir apenas como uma ulceração única até uma forma disseminada, 

podendo ser confundida com outras doenças da pele, tais como infecções cutâneas 

causadas por estafilococos, estreptococos, úlcera por micobactérias e infecções 

fúngicas, sendo, portanto, necessário ao nível dos cuidados de saúde primários, a 

utilização de um método de diagnóstico sensível e espécie-específica (95).  

As técnicas moleculares têm várias vantagens em comparação com os 

tradicionais, tais como a alta sensibilidade traduzida pela capacidade de detectar 

parasitos presentes em números muito baixos e a versatilidade pela possibilidade de 

ser realizada com uma vasta gama de amostras clínicas (96;  97; 98; 99). O gene de 

RNA SL (Leader Spliced), está presente no genoma nuclear, tal como uma matriz de 

conjunto de aproximadamente 200 cópias, sendo um bom alvo para identificação das 

espécies envolvidas nos casos suspeitos de LTA, devido ao elevado número de cópias 

no genoma e a presença de regiões conservadas transcritas e variáveis não transcritas 

que diferem entre os complexos de Leishmania  em sequência e tamanho (80). 

 O par de primer usado neste estudo (LU-5A/LB-3C) foi desenvolvido para 

amplificar uma sequência de genes de 146-149 pb do  complexo L. braziliensis, que 

inclui as espécies L. ( V. ) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) 

peruviana. O iniciador sense é oriundo da região conservada para o 

gênero Leishmania spp. e o anti-sense é específico para a região variável 

de L. braziliensis complexo (85).  

Estudos anteriores demonstraram a alta sensibilidade e especificidade deste 

par de primers testados em raspados cutâneos a partir de lesões ulceradas da 

leishmaniose tegumentar confirmadas de pacientes na América do Sul e Central (85) e 

em cães no Brasil (83). Em nosso trabalho, não houve nenhuma amplificação na PCR, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib23
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib9
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489408000659#bib11
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quando testados os iniciadores LU-5A/LB-3C, a partir de cepas de referência de 

L.( L. ) infantum chagasi e de amostras contendo Plasmodium vivax e P. 

falciparum, bem como não foi observado nenhum produto da PCR em amostras que 

continham formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, outro cinetoplastida 

filogeneticamente próximo a Leishmania spp..  

Nas nossas amostras humanas, a PCR quando utilizados os iniciadores 

Leish-150/Leish-152 e LU-5A/LB-3C, específicos para o gênero Leishmania e para o 

Complexo L. braziliensis, nas 15 amostras que foram positivas tanto na pesquisa direta 

como na PCR para gênero, identificou 7 amostras como L. braziliensis. Destas, 6 eram 

oriundas de amostras de pele e 1 de medula óssea, e apenas esta ultima foi procedente 

de um paciente HIV positivo. 

O registro do primeiro caso de Leishmaniose visceral ocasionado pela 

espécie L. (V.) braziliensis em um paciente HIV positivo, foi descrito em 1993 por 

Hernández D et al., usando a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) que permitiu a 

identificação do organismo causador do quadro visceral. Em ambos os casos foi 

detectada uma profunda depressão de células CD4, que foi provavelmente responsável 

pelo envolvimento visceral por L. (V.) braziliensis. Esta apresentação clínica atípica 

desta espécie, aliado ao aumento do número de casos de co-infecção leishmania-HIV 

(49), reforçam a necessidade de um recurso diagnóstico para a identificação e 

caracterização específica do parasito para fins de tratamento. Especialmente em 

pacientes com depressão imunidade mediada por células, o diagnóstico não deve ser 

limitado as manifestações clínicas e a visualização direta do parasito (100). 

A PCR para gênero Leishmania e espécie L. (L.) infantum chagasi, em 

amostras humanas, identificou sete, das 15 amostras positivas na pesquisa direta, 

todas procedentes de amostras de punção de medula óssea. Os primers utilizados para 



73 

 

a identificação da espécie L. (L.) infantum chagasi (RV1/RV2), são sequências oriundas 

dos minicírculos de kDNA,  considerados bons alvos, pois apresentam número muito 

elevado de cópia (10.000 por célula) e por conter sequências conservadas e variáveis, 

dessa maneira, são importantes para identificação de classes, gêneros ou 

espécies. Minicírculos são pequenas moléculas circulares de DNA (800pb) encontrados 

no cinetoplásto que contêm uma região conservada de 120-150pb, que podem ser 

utilizados com auxílio da amplificação por PCR (101).  

Os iniciadores escolhidos para a identificação da espécie L. (L.) infantum 

chagasi (RV1/RV2), amplificam uma sequência da região específica do complexo 

L. donovani, além de apresentarem uma alta sensibilidade e especificidade em 

amostras humanas e caninas (83; 84; 102). Estes iniciadores também foram específicos 

quando cepas de referência de L. (L.) infantum chagasi foram testadas. Nenhum 

produto da PCR foi obtido a partir cepas de referência de L. braziliensis, que são 

predominantes em diversas regiões do Brasil e também não foi observado nenhum 

produto da PCR quando testado em amostras contendo T.cruzi, P. vivax e P. 

falciparum. 

O par de iniciadores Leish 150/Leish 152, também oriundos dos minicírculos 

de kDNA, amplificam uma sequência de 150pb da região conservada presente em 

todas as espécies de Leishmania spp.,  proporcionando um alvo molecular ideal para  

detecção do gênero, pois  estão presentes em milhares de cópias por célula (101).  

Neste trabalho, apenas 1 amostra de punção de medula óssea, confirmada 

pela pesquisa direta para Leishmania spp., não foi possível identificar a espécie 

envolvida, havendo a detecção da amplificação por PCR apenas quando testados os 

iniciadores para o gênero (Leish 150/Leish 152). O que podemos conjecturar é a 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401706006030#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401706006030#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401706006030#bib10
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possibilidade de ocorrência de outra espécie, não testada neste trabalho, envolvida na 

infecção com o comprometimento visceral. 

Além dos 15 casos positivos na PCR e confirmados na pesquisa direta, este 

método de diagnóstico molecular possibilitou a identificação de 5 outros casos 

suspeitos de leishmaniose, mas que apresentaram pesquisa direta e cultura negativas, 

responsáveis pela redução da especificidade e do VPP da pesquisa direta (95,24%; 

75%) e da cultura (92,73%; 69,23%) quando comparada a PCR.  

Entre os casos suspeitos e não confirmados pelo diagnóstico tradicional, 3 

eram oriundos de  punções de medula óssea e 2 de pele;  um dos  casos foi notificado 

como leishmaniose visceral, tendo como critério de confirmação a clínica do paciente e 

testes sorológicos (IFI); a PCR deste caso, realizada com amostra de medula óssea, 

apresentou-se positiva para o gênero e para a espécie L. (L.) infantum chagasi. Outra 

amostra, neste caso de pele, foi notificada como leishmaniose tegumentar, tendo como 

critério de confirmação os achados clínicos e epidemiológicos do paciente, com 88 anos 

de idade, que relatou episódios de LTA há 50 anos, tendo neste período realizado 

tratamentos, mas sempre com recidivas. Estes 2 casos, na verdade devem ser 

considerados positivos, apesar dos testes tradicionais de diagnóstico apresentarem 

resultados negativos, pois apresentavam evidências clínicas e epidemiológicas 

convincentes.  

As outras 3 amostras, não confirmadas pela pesquisa direta, apresentaram 

positividade apenas na PCR para gênero, 2 oriundas de amostras de punção de medula 

óssea e 1 de pele. Na revisão destes prontuários, estes casos foram registrados 

respectivamente com diagnóstico de choque séptico, colangite e hepatite C associada 

com HIV positivo. Pode-se considerar pequena a quantidade de casos a serem 
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considerados como falsos positivos (apenas 3) e desta forma não comprometem 

significativamente a especificidade desta valiosa ferramenta para fins de diagnóstico. 

Das 15 amostras que foram positivas na pesquisa direta, em 9  houve 

crescimento  em meio de cultura. Destas 9, 4 apresentaram positividade na PCR para 

gênero e para a espécie L. (L.) infantum chagasi, todas oriundas de medula óssea, e 5 

apresentaram positividade na PCR para gênero e para a espécie L. (V.) braziliensis, 

sendo 4 de pele e 1 de medula óssea. As 6 amostras restantes, positivas apenas na 

pesquisa direta, 2 procedentes de pele tiveram crescimento interrompido devido o 

crescimento de contaminantes, as outras 4 amostras, oriundas de punção de medula 

óssea, apresentaram-se negativas para a cultura.  

A contaminação dos meios de cultura foi um fator importante que limitou o 

acompanhamento de 16 das 80 amostras com suspeita de leishmaniose (7 medula 

óssea e 9 pele). De modo geral, a utilização da cultura para diagnóstico da 

leishmaniose tem por principal objetivo melhorar a sensibilidade da detecção do 

parasito, almejando um diagnóstico preciso da infecção, como um teste suplementar, 

utilizado quando outros métodos, menos específicos, têm falhado (103). Para se obter 

um melhor resultado das culturas de leishmania, são necessários cuidados adicionais 

desde os procedimentos antissépticos utilizados na coleta do material, o meio e o 

tempo de transporte utilizado para o envio do material ao laboratório, a padronização 

das fórmulas dos meios, monitoramento constante das temperaturas de incubação das 

culturas, bem como considerar as particularidades existentes dependendo da espécie 

de leishmania envolvida.  

A PCR realizada em amostras caninas foi avaliada em duas cidades com 

cenários epidemiológicos bem diferentes. A cidade de Teresina/PI foi considerada por 

apresentar disseminação da leishmaniose visceral em humanos e cães, desde a 
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década de 1980, associada a condições socio-econômicas e de saneamento básico 

precárias e modificações ambientais, moduladas pelo intenso processo de urbanização, 

o que favoreceu a adaptação do vetor ao ambiente urbano (104). A cidade de 

Campinas/SP, que há cinco anos vem sendo monitorada pelo aparecimento de casos 

de LVC (Leishmaniose Visceral Canina) em uma área restrita da cidade, onde não há 

registros de casos humanos autóctones (105).   

Utilizamos a PCR para diagnóstico da LVC usando sangue periférico, por 

esta apresentar vantagens consideráveis: (i) presença de parasitos circulantes são 

conhecidos por ocorrer em cães, (ii) este tipo de amostragem é simples e não invasivo 

em comparação com o aspirado ou biópsia do linfonodo ou aspiração da medula óssea, 

(iii) sua alta sensibilidade em comparação com os métodos convencionais (sorológicos 

e parasitológicos) permite a detecção de cães assintomáticos (e às vezes 

soronegativos) (90; 93; 106; 107),  (iv) um alto valor preditivo positivo (107) e (v) permite 

melhor acompanhamento longitudinal e monitoramento da infecção (102). No entanto, 

tem como limitação não poder ser utilizada como recurso único para confirmação de 

doença, pois um resultado positivo pode representar apenas infecção (parasitemia) e 

não doença, dependendo da resposta imune e do tempo de infecção. Já uma forte 

suspeita clínica, mesmo com sorologia negativa, a PCR positiva confirma o diagnóstico 

de Leishmaniose (108). 

A sensibilidade foi a medida com maior discordância quando comparamos a 

PCR e o teste de triagem (teste rápido TR-DPP® imunocromatográfico) e o 

confirmatório (ELISA) em ambas as cidades, onde os resultados de Teresina 

apresentou sensibilidade inferior (PCR/Triagem=14,71%; PCR/ELISA=21,74%), 

diferente dos resultados obtidos em Campinas que apresentou elevada sensibilidade 

(PCR/Triagem=88,24%; PCR/ELISA=100,00%). Resultados semelhantes foram 
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encontrados por Quinnell et al. (109), que compararam a detecção da Leishmania por 

PCR, sorologia e a resposta imune celular em cães, relatando variação da sensibilidade 

da PCR durante o curso da infecção, sendo mais elevada (78-88%) de 0 a 135 dias 

pós-infecção, reduzindo para aproximada a 50% após 300 dias. A diferença da 

sensibilidade quando utilizamos uma técnica molecular em duas regiões de diferentes 

cenários epidemiológicos, pode estar relacionada a um provável perfil agudo/sub-agudo 

da infecção, presente na população canina de Campinas, e predominantemente crônico 

em Teresina.  

Na cidade de Campinas, houve uma maior concordância entre o teste de 

triagem e a PCR (34/30) e uma maior discordância entre o teste confirmatório quando 

comparada com a PCR (20/30). Outro resultado importante é a aparente baixa 

especificidade da PCR obtida na cidade de Campinas (30,77%), justificada pela 

presença de nove amostras com PCR positiva e teste confirmatório (ELISA) negativo. 

No entanto estes 9 casos eram positivos pelo teste de triagem. Esses resultados nos 

levam a refletir sobre a acurácia do esquema de diagnóstico da LVC implantada no 

Brasil, especialmente quando considerada uma população de infecção mais recente, 

caso da amostra de Campinas. Nesta população o teste de triagem se mostrou mais 

sensível e específico que o teste confirmatório, tendo como referência a detecção do 

DNA do parasito pela PCR. Assim, explica-se o aparecimento de um significativo 

número de amostras possivelmente falso negativas pelo ELISA e a alta sensibilidade da 

PCR, semelhantes aos achados anteriores de Fallah et al. (110), que mostraram a 

utilização dessa técnica (kDNA-PCR) para detectar DNA do parasito em amostras de 

sangue periférico com ELISA soronegativo de cães infectados. 

Para as amostras de Campinas o VPP da PCR foi de 100% quando 

comparada com o teste de triagem, sugerindo que a PCR possa ser uma ferramenta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quinnell%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11289062
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eficaz na detecção de infecção ativa e recente, e o VPN da PCR foi de 100% quando 

comparado com o teste confirmatório. Em Teresina o VPP da PCR foi de 100% quando 

comparado com os dois métodos, mas o VPN foi baixo, 68,9% em relação ao teste 

triagem e 37% para o confirmatório, desta maneira a PCR não se mostrou tão útil nesta 

casuística, pois o percentual de amostras positivas foi muito baixo.  

A acurácia das técnicas sorológicas utilizadas pelo Programa de Vigilância e 

Controle da LVC é questionável (111; 112), principalmente quando é o método de 

indicação para a eutanásia canina (36), pois é desprezada a falta de evidência científica 

que respalde a relação existente entre a eliminação de cães soropositivos e a redução 

da infecção em humanos (111; 112; 113). Essa reflexão é ainda mais necessária 

quando visualizamos a situação epidemiológica encontrada nos cenários escolhidos 

para o desenvolvimento deste trabalho, de um lado temos Teresina/PI, que há décadas 

persiste com uma epidemia de Leishmaniose humana, aliado com uma alta prevalência 

de cães sorologicamente positivos, mas, de acordo com nossos resultados, pequeno 

número de animais demonstram parasitos em circulação (5), o que torna questionável 

seu real valor de reservatório. Por outro lado, encontramos a cidade de Campinas/SP, 

onde a infecção se alastra no meio canino, com parasitemia amplamente detectada na 

circulação periférica, mas cursa com ausência de casos clínicos humanos.  

Outro ponto relevante a ser considerado como uma limitação do trabalho 

com amostras caninas foi a não comparação da PCR e das técnicas sorológicas com o 

padrão ouro, considerada pelo Ministério da Saúde do Brasil (36), a visualização do 

parasito. Ainda assim, os resultados obtidos com a comparação dos métodos de 

diferentes princípios aqui apresentados, nos faz refletir sobre a verdadeira acurácia do 

esquema de diagnóstico utilizado pelo Programa de Controle e Vigilância da 

Leishmaniose Visceral Canina no Brasil.  



79 

 

 Este panorama nos permite evidenciar a complexidade do ciclo da 

Leishmaniose, onde podemos encontrar diferentes padrões desta infecção, possíveis 

preferências do vetor por outras fontes de repasto ou até mesmo diversidade da 

virulência do parasito para o hospedeiro canino e humano.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Para o diagnostico de LV e LT em humanos a PCR mostrou excelente 

concordancia com os testes padrão ouro, com elevada sensibilidade e especificidade. 

Foi possível comprovar a ausência de reações cruzadas dos primers 

utilizados com outros parasitos filogeneticamente próximos.  

Embora a cultura seja considerada um método padrão-ouro, podemos 

destacar a dificuldade em manter o cultivo por consequência de frequente 

contaminação.  

A PCR apresenta-se como uma ferramenta de considerável valor para a 

identificação das espécies envolvidas nas infecções em cães e humanos.  

Através desse método (PCR) foi possível identificar um caso de 

Leishmaniose Visceral, em humano, ocasionada pela espécie Leishmania (V.) 

braziliensis. 

No diagnóstico da leishmaniose visceral canina em cidades com perfil 

epidemiológico como Campinas onde o surto parece ser mais recente, o desempenho 

da PCR mostra-se muito util na detecção de cães infectados. Nesta população o teste 

de triagem se mostrou mais sensível e específico que o teste confirmatório, tendo como 

referência a detecção do DNA do parasito pela PCR. 

No caso de Teresina, com provável padrão de doença canina endêmica de 

longa duração, a PCR não se mostrou util para diagnóstico, exceto para detecção de 

cães com provável parasitemia ativa ou antigenemia. 

A PCR pode permitir uma melhor avaliação do risco, num determinado 

momento, de cada cão estar servindo como reservatório do parasito. 



81 

 

Testes que apenas avaliam o estado imunológico canino, como os testes 

utilizados pela MSB, não comprovam a ocorrência de parasitos em circulação, não 

sendo suficiente como critério para indicação de eutanásia.  
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