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“Surpreender-se com uma coisa é 
o primeiro passo da mente no sentido da 
descoberta.” 

 
Louis Pasteur (1822-1895) 



 

PAIVA CAVALCANTI, M. Desenvolvimento e avaliação de um sistema baseado 
em PCR em tempo real para o diagnóstico da infecção  por Leishmania 
(Leishmania) infantum em cães.  2008. Tese (Doutorado em Saúde Pública) - 
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz-
CPqAM/FIOCRUZ, Recife. 2008. 

 

RESUMO 

 

O diagnóstico precoce da leishmaniose visceral (LV) é importante para evitar danos 

severos que podem levar o paciente à morte. Neste contexto, os métodos 

moleculares vêm sendo desenvolvidos com destaque para a tecnologia da reação 

em cadeia da polimerase (PCR). Recentemente, a PCR apresentou um significativo 

avanço em sua tecnologia; é a PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Objetivou-

se desenvolver e avaliar um sistema baseado em qPCR para o diagnóstico da 

infecção por Leishmania infantum em cães, bem como efetuar uma análise 

comparativa com a PCR convencional utilizada no Serviço de Referência em 

Leishmanioses de Pernambuco. Com base na seqüência NCBI Z35273.1 de L. 

infantum disponível no BLAST-NCBI foram desenhados primers específicos para o 

complexo L. donovani. A combinação dos primers gerou sistemas de detecção, 

sendo o sistema Linf 1 B o mais promissor. A curva-padrão foi gerada resultando em 

limite de detecção de 10 fg de DNA genômico de L. infantum (7x10-2 parasitas), ε = 

0.9417, R2= 0.931 e slope= -3.47. O sistema desenvolvido foi avaliado em sangue 

de cães positivos e negativos para leishmaniose visceral canina, apresentando 

sensibilidade de 100% e especificidade de 83,33%. A análise comparativa com o 

PCR convencional mostrou que, utilizando-se amostras de sangue, o qPCR é mais 

sensível (sensibilidade PCR= 23,8%, qPCR= 100%). Em relação à especificidade, 

apesar da PCR convencional ter apresentado valor de 100%, as análises por meio 

dos intervalos de confiança e o teste 2א  mostraram que os dois testes (PCR 

convencional e qPCR) são equivalentes. Desta forma, conclui-se que os resultados 

obtidos para o sistema de qPCR, em amostra de sangue de cães e, a análise 

comparativa com a PCR convencional (RV1/RV2), sugerem sua utilização nas 

rotinas de diagnóstico da infecção por L. infantum. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, Reação em Cadeia da 

Polimerase, Primers do DNA, Diagnóstico. 
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ABSTRACT  

 

Early diagnosis of visceral leishmaniasis (VL) is important to prevent severe damage 

that can lead to the death of a patient. In this context, molecular methods have been 

developed over the past ten years which emphasize the technology of the 

polymerase chain reaction (PCR). Recent advances in the technology of PCR have 

shown that the quantitative real-time PCR (qPCR). The goal of this study was 

develop and evaluate a system based on qPCR for the diagnosis of the Leishmania 

infantum infection and to compare with conventional PCR used by the Leishmaniasis 

Reference Service of Pernambuco-Brazil. Based on the sequence NCBI Z35273.1 of 

L. infantum available in BLAST - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) specific 

oligonucleotides for L. donovani complex were designed. Detection systems were 

created by combination of primers, the system Linf 1B was the best. The standard 

curve was generated indicating a detection limit of 10 fg of L. infantum genomic DNA 

(7x10-2 parasites), ε = 0.9417, R2 = 0.931 and slope = -3.47. The system was 

evaluated in blood samples of dogs positive and negative for canine visceral 

leishmaniasis, showing sensitivity and specificity of 100% and 83.33%, respectively. 

The comparative analysis with conventional PCR showed that when blood samples 

are used, the qPCR is more sensitive (PCR sensitivity = 23.8%, qPCR = 100%). 

Regarding specificity, although the conventional PCR has presented value of 100%, 

the analysis by confidence intervals and 2א  test showed that the two tests 

(conventional PCR and qPCR) are equivalent. Our conclusion is that the successful 

application of the qPCR system in canine blood samples indicates its applicability for 

the routine diagnosis of L. infantum infection. 

 

Key-words: visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, Polymerase chain reaction, 

primers, diagnosis. 
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1.1 Leishmaniose visceral 

 

 

1.1.1 Distribuição geográfica 

 

 

A leishmaniose visceral (LV) é um importante problema de saúde pública em 

ambos, velho e novo mundo; ocorre em 65 países, distribuídos em cinco 

continentes, sendo a África o mais afetado. São esperados 500.000 novos casos e 

mais de 50.000 mortes anuais. A maioria (≥90%) dos casos é registrada em áreas 

pobres rurais e suburbanas de seis países: Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão, Etiópia 

e Brasil (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004; ORGANIZAÇÃO PAN-

AMERICANA DE SAÚDE, 1997), como mostra a Figura 1. Índia, Nepal e 

Bangladesh albergam 67% dos casos globais, o que motivou a adoção de um 

programa de controle que visa eliminar a LV como um problema de saúde pública 

até o ano de 2015 (CHAPPUIS et al., 2007). 

 

 

 
Figura 1- Distribuição geográfica da leishmaniose visceral. 
Fonte- Organização Mundial de Saúde (2008).  
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A taxa de infecção nem sempre é equivalente aos casos clínicos, variando, 

consideravelmente entre os países, sendo de 1:2,6 a 11:1 no Sudão (KHALIL et al., 

2002; ZIJLSTRA et al., 1994), 4:1 no Kenya (SCHAEFER et al., 1995), 5,6:1 na 

Etiópia (ALI; ASHFORD, 1994), 13:1 no Iran (DAVIES; MAZLOUMI GAVGANI, 

1999), 8:1 a 18:1 no Brasil (BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992) e 50: 1 na 

Espanha (MORAL; RUBIO; MOYA, 2002).  

O Brasil é o principal responsável pela maioria dos casos registrados na 

América Latina e, segundo o Ministério da Saúde, a LV inicialmente tinha um caráter 

rural e, mais recentemente, vem se expandindo para áreas urbanas de médio e 

grande porte, sendo também conhecida por calazar, barriga d’água, entre outros 

(BRASIL, 2004). Casos autóctones são notificados em, pelo menos, 19 estados da 

Federação, distribuídos em quatro, das cinco regiões, permanecendo indene apenas 

a Sul (QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004; BRASIL, 2006). A maior incidência 

encontra-se na região Nordeste (70% do total de casos), onde a doença constitui-se 

em importante problema de saúde pública, cuja letalidade pode alcançar 10% 

quando não se institui o tratamento adequado (ALEXANDRINO, 2001; BRASIL, 

2006; GONTIJO; MELO, 2004). 

 

 

1.1.2 Etiologia 

 

 

A LV é causada por protozoários do complexo Leishmania donovani 

(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), estando inclusas duas espécies: L. 

(Leishmania) donovani e L. (Leishmania) infantum, dependendo da região 

geográfica. A denominação L. chagasi foi criada na suposição de tratar-se de uma 

espécie distinta, existente no Continente Americano antes da colonização européia 

(REY, 2001). Assim, discussões referentes à nomenclatura têm levado em 

consideração a origem do parasita (DANTAS-TORRES, 2006a). Alguns autores 

acreditam que L. chagasi e L. infantum são idênticas, sendo importadas da Europa 

durante a colonização portuguesa e espanhola (KILLICK-KENDRICK, 1985, RIOUX 

et al., 1990); outros, afirmam que a L. chagasi já estava presente no Continente 

Americano antes da colonização Européia (LAINSON; RANGEL, 2005). 



 23 

Independente da origem, baseando-se em estudos imunológicos e genéticos, 

autores consideram que L. infantum e L. chagasi representam a mesma espécie 

(DANTAS-TORRES, 2006a; MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000), outros 

pesquisadores consideram estas, como subespécies (LAINSON; RANGEL, 2005). 

Maurício, Stothard e Miles (2000) afirmam que os dados genéticos e enzimáticos 

tornam irrefutável a evidência de que L. infantum, descrita por Nicolle (1908) e L. 

chagasi, descrita por Cunha e Chagas (1937) devem ser consideradas sinônimos, 

tendo prioridade a nomenclatura mais antiga.  

 

 

1.1.3 Epidemiologia 

 

 

O protozoário completa seu ciclo biológico em dois hospedeiros (Figura 2). A 

forma amastigota do parasito ocorre num hospedeiro vertebrado, no interior de 

células do Sistema Fagocítico Mononuclear; sendo ingeridas pelos flebótomos ao 

succionarem o sangue do hospedeiro infectado. No inseto, as formas amastigotas 

transformam-se em promastigotas, multiplicam-se e tornam-se infectivas em 8-20 

dias, sendo inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado no momento do repasto 

sangüíneo (DESJEUX, 2004).  

 

 
Figura 2- Ciclo de vida da Leishmania spp. Dependendo da 
espécie do protozoário envolvido, a doença evolui para a forma 
visceral ou cutânea.  
Legenda- VL: leishmaniose visceral, CL: leishmaniose cutânea. 
Fonte- Organização Mundial de Saúde (2008).  
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Os principais reservatórios da doença nas Américas são os canídeos 

domésticos e silvestres. No Brasil, a presença da L. infantum já foi relatada no cão 

(Canis familiaris), gato (Felis catus), canídeos silvestres (Cerdocyon thous, 

Lycalopex vetulus), marsupiais (Didelphis marsupialis, D. albiventris) e roedores 

(Proechymis oris) (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; SANTA ROSA; 

OLIVEIRA, 1997; SHERLOCK et al., 1984; SHERLOCK, 1996).  

O cão doméstico é considerado o reservatório de importância epidemiológica 

(FEITOSA et al., 2000; FRANÇA-SILVA et al., 2003; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 

1997), uma vez que os casos humanos, normalmente, são precedidos por casos 

caninos, além de os cães apresentarem uma maior quantidade de parasitas na pele, 

favorecendo a infecção dos vetores (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A 

proximidade do cão com os humanos tem sido referenciada como um importante 

fator de risco para a doença; no Nordeste brasileiro o aumento da incidência da LV, 

possivelmente associa-se à presença de cães no interior ou peridomicílio (CUNHA et 

al., 1995; DESJEUX, 2001).  

Atualmente, no Brasil, a principal espécie de flebotomíneo (Diptera: 

Psychodidae) incriminada na manutenção do ciclo da doença é Lutzomyia 

longipalpis (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; LAINSON; RANGEL, 

2005), havendo suspeita do papel vetorial de outras espécies tais como, Lu. cruzi e 

Lu. forattinii (PITA-PEREIRA et al. 2008). Nos últimos anos, tem sido especulada a 

competência vetorial do Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae), o qual já foi 

encontrado naturalmente infectado, sendo capaz de transmitir, em condições 

experimentais, os parasitos a roedores, abrindo novas perspectivas na 

epidemiologia da leishmaniose visceral zoonótica (COUTINHO et al., 2005; 

DANTAS-TORRES, 2006b). Vários estudos têm confirmado outras formas de 

transmissão: por meio de transfusão sangüínea, de agulhas contaminadas entre 

usuários de drogas, transplantes de órgãos, infecções laboratoriais (GUERIN et al., 

2002), por contato direto (LAINSON; BRAY, 1964; NUWAYRI-SALTI; KHANSA, 

1985) e sexual (CATONE et al., 2003; SYMMERS, 1960). Mathur e Samantaray 

(2004) afirmam que a taxa de transmissão, por meio de transfusão sangüínea é bem 

mais alta do que a atualmente relatada, por ser de difícil confirmação em áreas 

endêmicas para a LV. Segundo Rosypal et al. (2005), em cães, a doença pode ser 

transmitida de forma congênita; fato que também foi confirmado em pacientes 

humanos (BOEHME et al., 2006). 



 25 

1.1.4 Patogênese e características clínicas  

 

 

Todos os membros do complexo L. donovani vivem, sob a forma amastigota, 

no interior de vacúolos das células do Sistema Fagocítico Mononuclear. Dentro dos 

vacúolos parasitóforos multiplicam-se por divisão binária até que o acúmulo das 

formas amatigotas leve ao rompimento da célula (REY, 2001) e surgimento dos 

sintomas. 

As características clínicas são semelhantes em cães e em humanos. O 

período de incubação da doença pode variar de meses a anos, durante o qual o 

parasito se dissemina pelo corpo (OLIVA et al., 2006). A forma clássica caracteriza-

se por sinais e sintomas de doença crônica persistente, incluindo febre ondulante, 

fadiga e perda de peso; a invasão das células sangüíneas e do sistema retículo-

endotelial acarreta hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007; 

MANNA et al., 2006).  Porém, o surgimento da doença e sua evolução são 

conseqüências de um complexo de interações entre o parasito e a resposta imune 

do hospedeiro (MANNA et al., 2006). 

O conhecimento dos fatores que predispõem um indivíduo a desenvolver a 

doença e outro a controlar a infecção é extremamente importante para o 

desenvolvimento de vacinas e o controle da enfermidade (CHAPPUIS et al., 2007). 

Com relação aos cães, alguns desenvolvem a doença clínica enquanto outros 

permanecem como portadores assintomáticos infectivos aos flebótomos e, desta 

forma, transmitindo a doença para outros cães e humanos (BANETH, 2008).  

 

 

1.1.5 Diagnóstico 

 

 

O diagnóstico em cães pode ser feito com base nas características clínicas 

apresentadas pelos animais, confirmado por métodos laboratoriais diretos e indiretos 

(BONATES, 2003). Os métodos diretos compreendem a visualização do agente 

etiológico, por exemplo, pela demonstração do parasito em punções aspirativas de 

órgãos linfóides, enquanto os indiretos baseiam-se na detecção de anticorpos, por 

meio de provas sorológicas, além de detecção de DNA (FEITOSA et al., 2000; 
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THOMÉ, 1999). Atualmente, o Ministério da Saúde (MS) recomenda a utilização de 

duas técnicas sorológicas, o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a 

reação de Imunofluorescência Indireta (IFI), sendo a IFI a técnica diagnóstica de 

rotina (BRASIL, 2004).  

Em medicina veterinária, o clínico normalmente se confronta com casos 

sugestivos de doença canina, porém, muitas vezes, os testes diagnósticos 

apresentam resultados contraditórios (FRANCINO et al., 2006).  

Em pacientes humanos, o diagnóstico da LV requer a demonstração 

microscópica das formas amastigotas em aspirados de tecidos linfóide ou hepático, 

em raspados de pele, ou em cultura (GRIMALDI; TESH, 1993; GUERIN et al., 2002; 

SCHALLING; OSKAM, 2002). Entretanto, estes exames podem necessitar de longo 

tempo para sua execução (SCHALLING; OSKAM, 2002). No Brasil, define-se como 

caso de LV, pacientes com exame parasitológico, cultivo ou IFI (título igual ou 

superior a 1:80) positivos (BRASIL, 2005). 

O diagnóstico precoce é importante para evitar danos severos que podem 

levar o paciente à morte (SCHALLING; OSKAM, 2002). Neste contexto, os métodos 

convencionais apresentam limitações. O exame microscópico e a cultura são pouco 

sensíveis, sendo, a segunda, passível de contaminações, necessitando de maior 

tempo para a definição do diagnóstico. Métodos sorológicos podem ser úteis, porém, 

possuem problemas com reações cruzadas e diferenciação entre infecção atual e 

passada, não sendo acurados em pacientes imunossuprimidos (IKONOMOPOULOS 

et al., 2003; PIARROUX et al., 1994; WILSON, 1995; XIAO-SU et al., 2000). Desta 

forma, não existe um método que possa ser classificado como padrão-ouro para o 

diagnóstico da infecção por Leishmania spp (WILSON, 1995). 

Diante das limitações apresentadas pelos métodos de diagnóstico 

convencionais, existe a necessidade de se desenvolver uma ferramenta que seja 

capaz de promover um diagnóstico acurado. Assim, há cerca de dez anos, os 

métodos moleculares vêm sendo desenvolvidos para identificação de grupos e 

espécies de Leishmania em variadas amostras clínicas, isolados de cultura, bem 

como pool de flebotomíneos (MICHALSKY et al., 2002), havendo destaque para a 

tecnologia da reação em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction). 

A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar o 

protozoário envolvido, e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras 

clínicas, produzindo um resultado confiável dentro de poucas horas, são vantagens 
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indiscutíveis, da PCR em relação aos métodos de diagnóstico tradicionais 

(IKONOMOPOULOS et al., 2003). 

Recentemente, a PCR apresentou um significativo avanço em sua tecnologia; 

é a PCR quantitativa em tempo real (qPCR), capaz de promover a quantificação 

acurada e o monitoramento, em tempo real, do produto amplificado. Esta técnica, 

inovadora, vêm sendo utilizada por diversos autores, em amostras provenientes de 

cães e de humanos, possibilitando a realização de estudos relacionados à carga 

parasitária, interação hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia (FRANCINO 

et al., 2006; MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; 

ROLÃO et al., 2004; ROURA; SANCHEZ; FERRER, 1999; VITALE et al., 2004; 

WORTMANN et al., 2004). 

 

 

1.1.6 Situação atual e estratégias de controle 

 

 

Por décadas, pesquisadores têm advertido sobre o aumento dos casos de LV 

no Brasil. A atual estratégia de controle não tem sido capaz de prevenir a expansão 

geográfica e a ascensão da incidência e letalidade (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-

FILHO, 2006). Em todo o mundo, 35 países, incluindo o Brasil, já relataram casos da 

co-infecção Leishmania /HIV.  As respostas imunes celular e humoral são suprimidas 

em pacientes co-infectados, o que favorece o risco das pessoas infectadas 

adoecerem, além de reduzir a sensibilidade dos testes sorológicos e aumentar a 

ineficácia do tratamento (ASHFORD, 2000; CHAPPUIS et al., 2007; MORENO et al., 

2000).  

O diagnóstico precoce e a rápida instituição do tratamento são importantes 

para o indivíduo e para a comunidade. Pacientes não tratados atuam como 

reservatórios e contribuem para a transmissão antroponótica (CHAPPUIS et al., 

2007).  

As perspectivas de controle são dependentes do progresso em pesquisas 

para se obter melhores alternativas e estratégias de gerenciamento dos casos e 

controle dos vetores (DESJEUX, 2004). O programa de controle adotado no Brasil 

baseia-se em três principais estratégias: diagnóstico e tratamento precoce dos casos 

humanos, inquéritos sorológicos com eutanásia dos cães positivos e, vigilância 
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entomológica. As medidas adotadas relacionam-se com a classificação das áreas 

com e sem transmissão vetorial (BRASIL, 2004). Tais estratégias de controle não 

têm sido capazes de reduzir a incidência dos casos humanos (COSTA; VIEIRA, 

2001). 

Trabalhos atuais discutem as fragilidades dos programas de controle e o 

desconhecimento ou o conhecimento insuficiente da biologia do agente etiológico 

(DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006; SHAW, 2007), assim, a leishmaniose 

está se tornando uma doença global. Segundo Shaw (2007), apenas quando for 

obtido um melhor entendimento da diversidade genética da Leishmania spp e dos 

reservatórios envolvidos no ciclo enzoótico de cada espécie será possível avaliar 

qual o método ou métodos de controle mais eficazes. No subcontinente Indiano, 

além do diagnóstico precoce, tratamento dos casos, controle integrado de vetores, 

medidas também adotadas pelo programa de controle brasileiro, existe a 

preocupação com a mobilização social e o envolvimento científico (CHAPPUIS et al., 

2007).  

O conhecimento gerado com as pesquisas direcionadas para o entendimento 

da susceptibilidade e expressão da doença (BLACKWELL; MOHAMED; IBRAHIM, 

2004), interação hospedeiro-parasito, imunidade anti-leishmania e vacina em 

desenvolvimento (COLER; REED, 2005; MURRAY et al., 2005; REQUENA et al., 

2004), bem como o seqüenciamento do genoma de L. major (EL-SAYED et al., 

2005; IVENS et al., 2005), L. infantum (PEACOCK et al., 2007) e do vetor Lutzomyia 

longipalpis (DILLON et al., 2005), certamente irão contribuir para o surgimento de 

novas estratégias e ferramentas para o controle da enfermidade. Esses 

conhecimentos são essenciais para remover a LV da lista de doenças 

negligenciadas; entretanto, tais esforços terão um impacto limitado se estas 

ferramentas não forem acessíveis a todos os pacientes (CHAPPUIS et al., 2007). 

 

 

1.1.7 Leishmania  sp - Características moleculares 

 

 

Estudos recentes revelaram que L. major e L. infantum têm 36 cromossomos, 

enquanto L. braziliensis possui apenas 35. O tamanho do genoma haplóide de L. 

infantum é de, aproximadamente, 33 megabases (Mb), com 8.145 genes 
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identificados (PEACOCK et al., 2007). De acordo com a equipe do Projeto Genoma 

para L. infantum (The Leishmania infantum Genome Project), a quantidade de DNA 

total em um parasita é de ~147 fentogramas (fg) (Informação verbal1). 

Os níveis de expressão gênica variam consideravelmente entre as espécies, 

o que pode estar relacionado com a patogênese de cada forma clínica das 

leishmanioses. Aproximadamente 8% dos genes parecem estar envolvidos nos 

processos metabólicos e diferenciações gerais entre L. major, L. infantum e L. 

braziliensis, relacionando-se com a sobrevivência do parasito no hospedeiro e 

surgimento da doença. A identificação destes genes espécie-específicos pode 

auxiliar na identificação dos fatores parasitários que influenciam a infecção. 

Adicionalmente, os fatores que são únicos para o gênero Leishmania e comuns à 

todas as espécies, podem ser usados como fármacos potenciais ou candidatos a 

vacinas (PEACOCK et al., 2007). 

De modo geral, os protozoários do gênero Leishmania correspondem a um 

grupo de microrganismos biologicamente distinto (SIMPSON, 1987). Possuem uma 

mitocôndria incomum que contém características de ácido desoxirribonucléico 

(DNA), conhecida por cinetoplasto. O cinetoplasto é incomum porque possui 

arranjos de dezenas de maxicírculos e milhares de minicírculos que juntos, formam 

uma rede compacta de DNA, o kDNA, que corresponde entre 15% e 35% do DNA 

total celular (Figura 3) (BREWSTER; ASLETT; BARKER, 1998; BREWSTER; 

BARKER, 2002; LAMBSON; BARKER, 2002; SIMPSON, 1987). 

Os minicírculos representam 95% do kDNA (RAY, 1987). Há muito tempo, tais 

estruturas celulares têm sido um mistério em termos de uma possível função 

genética (DONELSON; GARDNER; El-SAYED, 1999). A maioria dos trabalhos 

relatam a participação destes na síntese dos ácidos ribonucléicos guias (gRNA), que 

são necessários para edição dos genes codificados pelos maxicírculos; que, por sua 

vez, codificam o RNA mensageiro para síntese de proteínas mitocondriais, sendo 

essencial para a função genética mitocondrial dos tripanosomatídeos (BREWSTER; 

BARKER, 2002; STURM; SIMPSON, 1991). 

 

                                                 
1 Comunicação pessoal com Dr. M. Berriman, Projeto genoma Leishmania infantum. 
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Figura 3- Micrografia eletrônica do kDNA de Leishmania sp 
composto por uma rede compacta de maxicírculos e 
minicírculos. Os maxicírculos podem ser visualizados na 
periferia da rede do kDNA. 
Fonte- Barker (1989). 
 

 

 

Os minicírculos de Leishmania sp contêm cerca de 800 pares de base (pb) 

em tamanho, podendo atingir até 1200 pb, sendo, aproximadamente, 120 a 200 pb 

correspondente a região de seqüência conservada e o restante da molécula 

corresponde a uma região variável (Figura 4) (BARKER, 1980; MORALES et al., 

2001; NOYES et al., 1998). A heterogeneidade da região variável tem sido explorada 

para discriminar entre cepas de uma mesma espécie (NOYES et al., 1998). Em 

estudo recente, realizado em 120 isolados de pacientes humanos, cães e 

flebotomíneos em Portugal, observou-se uma heterogeneidade genética dentro de 

uma mesma população parasitária (CORTES et al., 2006). De acordo com Cupolillo 

et al. (2003), a diversidade genética de L. braziliensis está relacionada às diferentes 

regiões geográficas do Brasil, ou seja, um determinado genótipo associa-se a uma 

região específica, provavelmente, refletindo uma adaptação de diferentes clones à 

espécie de vetor envolvida. 
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 Por outro lado, a região conservada do minicírculo possui três blocos de 

seqüências superconservadas (CSB: conserved sequence blocks) de 10, 8 e 12 pb 

(CSB-1, CSB-2, CSB-3, respectivamente) (Figura 5). 

 

 

 
Figura 4- Representação gráfica das regiões 
conservada e variável dos minicírculos de 
Leishmania spp. 
Fonte- Adaptado de Rodgers; Popper; Wirth 
(1990). 
 
 
 

 
Figura 5- Alinhamento da região conservada dos minicírculos de várias espécies de Leishmania e 
outros tripanossomatídeos mostrando os blocos de seqüências superconservadas. 
Legenda- CSBs: blocos de seqüências conservadas. 

Região conservada 

Região variável 

120-200 pb 

800 a 1200 

650 
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Fonte- http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/ASP/ermmSearchO terceiro bloco de região 

conservada (CSB-3) contém a seqüência 5’- GGGGTTGGTGTA - 3’, denominada 

“seqüência universal do minicírculo”, a qual está presente em todos os minicírculos 

seqüenciados de tripanossomatídeos (RAY, 1989; RODRIGUEZ et al., 2000), e 

representa a origem de replicação dos mesmos. Estas características têm levado 

diversos trabalhos a explorar o kDNA para fins de diagnóstico (MANNA et al., 2004; 

MANNA et al., 2008; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; ROLÃO et al., 2004; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2007), possibilitando a detecção da infecção por L. 

infantum em diferentes amostras clínicas. 

 

 

1.2 Diagnóstico molecular pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 

Nos últimos anos, a genética, biologia celular, seqüenciamento do genoma de 

patógenos, entre outros, têm mudado, de forma significativa, as oportunidades para 

realização de investigações epidemiológicas, estudos da patogênese, diagnóstico e 

controle de doenças microbianas. Em 1983, o desenvolvimento da PCR por Kary B. 

Mullis (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS, 1990) foi considerado como o grande 

avanço da biologia molecular. Devido ao alcance da popularidade da técnica, Kary 

B. Mullis recebeu o prêmio Nobel de Química em 1993. Esta técnica estendeu o 

alcance da análise de DNA e fez com que a biologia molecular encontrasse novas 

aplicações, inclusive em áreas fora do seu campo tradicional, tais como, medicina, 

agricultura e biotecnologia (BROWN, 2003).  

Apesar dos avanços tecnológicos, os métodos de amplificação da molécula 

de DNA apresentam limitações que incluem resultados falso-positivos, decorrentes 

de contaminação com DNA, e resultados falso-negativos, relacionados com a 

presença de inibidores da PCR (YANG; ROTHMAN, 2004). Nos resultados falso-

positivos, na maioria dos ensaios patógeno-específicos, a fonte predominante de 

contaminação é derivada de produtos amplificados em reações anteriores que 

podem ser transportados por meio dos reagentes, tubos, pipetas e bancadas. Boas 

práticas de laboratório e separação física das áreas de pré-amplificação e pós-

amplificação podem reduzir os riscos de contaminação. O uso de métodos baseados 

na irradiação ultravioleta, tratamento químico ou digestão enzimática também são 
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úteis para evitar tais contaminações (CARROL; ADAMSON; OKHRAVI, 1999; 

CORLESS et al., 2000). Resultados falso-negativos podem decorrer de um volume 

amostral relativamente abaixo do permissível para a reação, além de problemas 

associados com o processamento. Exemplos de inibidores da polimerase que 

possam estar presentes nas amostras de DNA: fenol, proteinase K, excesso de 

EDTA, hemoglobina e outras proteínas de hemáceas, SDS, elevadas concentrações 

de sal. Tais obstáculos podem ser superados com tratamento adequado da amostra 

por meio de uma correta extração e purificação do DNA e remoção dos inibidores, 

como por exemplo, EDTA, heparina, hemoglobina, uréia, entre outros (BESSETTI, 

2007; GRIBBEN et al., 1991; YANG; ROTHMAN, 2004). 

A PCR reproduz in vitro a habilidade natural de replicação do DNA, podendo 

ser repetida em larga escala. A metodologia requer, primeiramente, o conhecimento, 

pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado organismo, para o 

desenvolvimento de oligonucleotídeos iniciadores (primers) ou sondas que irão 

hibridizar-se especificamente à seqüência alvo (YANG; ROTHMAN, 2004). 

Com o aumento do número de genomas de patógenos sendo seqüenciados, 

catálogos de genes podem ser explorados para o desenvolvimento de testes 

diagnósticos baseados em PCR; como resultado, desde a década passada, 

encontram-se disponíveis comercialmente muitos ensaios baseados nesta técnica, 

os quais continuam a se expandir. Neste contexto, o Food and Drug Administration 

(FDA), aprovou a utilização de ensaios baseados em PCR para a detecção de vários 

patógenos, como por exemplo, Chlamydia trachomatis, Citomegalovírus, Gardnerella 

vaginalis, Human immunodeficiency virus, Human Papillomavirus, Mycobacterium 

tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, entre outros (YANG; 

ROTHMAN, 2004). 

 

 

1.2.1 Variações da PCR 

 

 

Caso a PCR seja utilizada para a detecção de um agente viral, é importante 

levar em consideração que os genomas de muitos vírus, de grande importância 

clínica, são compostos de RNA ao invés de DNA. Neste caso, é necessária a 

realização da transcrição reversa antes de se iniciar a amplificação por PCR, a qual 
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é realizada tratando-se a amostra com a transcriptase reversa. Esta enzima é capaz 

de sintetizar uma fita de DNA complementar à molécula de RNA que servirá de alvo 

para a PCR convencional, esta técnica é conhecida como RT-PCR (Reverse 

Transcriptase PCR) (YANG; ROTHMAN, 2004). 

Nas duas últimas décadas, a técnica da PCR tem sido modificada para 

expansão do seu uso e versatilidade (YANG; ROTHMAN, 2004). A possibilidade de 

utilização, na mesma reação, de mais de um par de primers com amplificação 

simultânea de múltiplas seqüências do DNA-alvo é chamada de multiplex-PCR 

(Tabela 1). Assim, mais de uma seqüência de DNA, em uma mesma amostra, pode 

ser amplificada ao mesmo tempo (BAHK et al., 2004; CHAMBERLAIN et al., 1988; 

GEHA et al., 1994; REA et al., 2001).  

A nested-PCR utiliza dois pares de primers para amplificação de uma 

seqüência interna ao DNA alvo selecionado (Tabela 1). O primeiro par é usado para 

uma primeira reação, onde os produtos são submetidos a uma segunda amplificação 

com um outro par de primers. Esta técnica apresenta maior sensibilidade e 

especificidade, porém também aumenta o risco de contaminação com o produto 

amplificado da primeira reação, uma vez que requer a abertura do tubo, após o 

primeiro ciclo de amplificação, para transferência dos amplicons para um segundo 

tubo, ou adição de novos reagentes e/ou primers (ABATH et al., 2002). Assim, para 

contornar essa situação, Abath et al. (2002) trabalharam com a imobilização dos 

primers da segunda reação na parte interna da tampa do tubo onde a reação está 

ocorrendo, entrando em contato com a seqüência alvo após a primeira amplificação, 

padronizando a nested-PCR no mesmo tubo (single tube nested-PCR). 

Apesar da PCR e suas variações serem altamente sensíveis e específicas, 

apresentam algumas limitações, tais como, a necessidade de se realizar a 

eletroforese em gel de agarose ou pliacrilamida, o uso de reagentes nocivos à saúde 

do operador, como, por exemplo, o brometo de etídio, riscos de contaminação e a 

ausência da capacidade quantitativa. Estas desvantagens passaram a ser mais 

evidenciadas no final do século XX e início do século XXI devido ao surgimento de 

uma nova tecnologia, a quantitativa PCR em tempo real (qPCR). 
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  Tabela 1- Variações da PCR e suas principais características. 
 

PCR 

Nested PCR Multiplex PCR qPCR 
Reamplificação de uma 
região interna ao alvo 

Uso de mais de um par de 
primers 

Uso de sondas 
fluorescentes 

Maior sensibilidade e 
especificidade 

Detecção de mais de um 
alvo na mesma reação 

Capacidade quantitativa 

 

 

 

1.2.1.1 PCR em tempo real 

 

 

No início da década de 90 estudos passaram a explorar a atividade 

exonucleásica da taq polimerase para o desenvolvimento de sondas TaqMan 

(HOLLAND et al., 1991). Em 1992, Higuchi e colaboradores passaram a explorar a 

capacidade quantitativa da PCR utilizando o brometo de etídio (HIGUCHI et al., 

1992). Tais estudos promoveram um refinamento da original PCR de Kary Mullis e 

surgimento da PCR em tempo real (qPCR), representando um significante avanço 

biotecnológico para o diagnóstico das doenças infecciosas e parasitárias. 

O sistema é baseado no uso de corantes ou sondas fluorescentes que 

permitem o monitoramento em tempo real do produto amplificado. Um corante 

bastante utilizado é a SYBR Green I (Figura 6), que se liga inespecificamente a fitas 

duplas de DNA geradas durante a amplificação. Trata-se de uma assimétrica cianina 

que, livre em solução não emite fluorescência mas, ligada a moléculas de DNA 

emite um forte sinal luminoso (NYGREN; SVANVIK; KUBISTA, 1998). A toxidez do 

brometo tem levado a uma maior popularidade da SYBR Green (BENGTSSON et al., 

2003; ZIPPER et al., 2004).  

Outra forma de gerar a fluorescência é o uso de uma sonda dirigida 

especificamente a uma região interna da seqüência que se deseja amplificar, um 

exemplo deste sistema é a sonda TaqMan (Figura 7). À medida que vai ocorrendo a 

amplificação, a taq polimerase, pela sua atividade exonucleásica, desloca a 

extremidade 5’ da sonda TaqMan (contendo o fluorocromo, reporter) e cliva a sonda. 



 36 

Pelo fato do repórter ser liberado e não permanecer próximo ao Quencher, há 

liberação de fluorescência.(MORTARINO et al., 2004; YANG; ROTHMAN, 2004).  

 
 
 

 
 
Figura 6- Corante SYBR Green I intercalando 
uma fita dupla de DNA formada durante a 
reação de PCR em tempo real. 
Fonte: Applied Biosystems® 
 

 

 

 

  
Figura 7- Sonda TaqMan sendo degradada após a adição 
dos nucleotídeos por ação da taqpolimerase durante a 
reação de PCR em tempo real. 
Legenda- R: repórter; Q: quencher. 
Fonte- Applied Biosystems®  

 

 



 37 

A análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal luminoso e um 

amplificador de sinal que traçam um gráfico com a absorção obtida após cada ciclo 

da PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado 

(KUBISTA et al., 2006). O ciclo onde o sinal de amplificação exponencial atinge uma 

intensidade de fluorescência superior ao limiar de detecção (Threshold) é 

denominado Ct e, o momento em que o Ct é ultrapassado está diretamente 

relacionado à quantidade de DNA amplificado (MORTARINO et al., 2004),ou seja, 

denominando-se Ciclo Threshold ou Ct o ponto em que a emissão de fluorescência 

da amostra em teste supera a referência passiva do aparelho (background) 

(INSTITUTO FLEURY, 2004) (Figura 8).  

 

 

 
Figura 8- Curva de amplificação.  As linhas coloridas representam 
quantidades decrescentes de DNA alvo (100 pg a 0,1 fg) quanto maior 
a quantidade de DNA (primeira linha verde), menor o valor de Ct 
(menos ciclos de amplificação são necessários para atingir o limite de 
detecção). 
Legenda- NTC: controle negativo (sem amplificação). 

 

 

A análise dos resultados de um ensaio de qPCR é feita por meio dos gráficos 

gerados no computador interligado ao termociclador. Basicamente, são efetuadas 

quatro análises: 1) Curva de amplificação, 2) Curva de dissociação, 3) Espectro e 4) 

Componente (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).  

1) Com a curva de amplificação pode-se verificar o Ct de cada amostra 

analisada (Figura 8), o que será de fundamental importância para o cálculo da 

especificidade (σ) e determinação das amostras positivas. Segundo Too (2003), 

valores de Cts superiores a 35 indicam resultados falso-positivos. 

Limite de detecção 

100 pg 

0,1 fg 

NTC 
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2) Por meio da curva de dissociação evidencia-se a emissão de fluorescência 

pela temperatura de fusão ou melting temperature (Tm). A Tm é a temperatura onde 

50% dos produtos amplificados encontram-se dissociados, na forma de fita simples, 

causando uma queda brusca da intensidade de fluorescência pela liberação do 

corante SYBR Green (BROWN, 2003). Nesta análise podem ser verificadas 

amplificações inespecíficas e dímeros de primer. 

3) A avaliação do espectro mostra a captação da fluorescência por filtros 

determinados, ou seja, cada corante ou fluorocromo usado emite luz que será 

absorvida por um filtro determinado. Por exemplo, a SYBR Green I é captada pelos 

filtros A e B, enquanto a ROX (referência passiva ou background) é lida pelos filtros 

C e D (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005), assim, à medida que uma reação positiva 

ocorre, a absorção de fluorescência pelos filtros A e B deve superar a captação dos 

filtros C e D, as quais permanecerão constantes. Caso a SYBR Green não supere a 

ROX a reação é negativa. 

4) O componente mostra o comportamento da emissão de fluorescência por 

cada corante ou fluorocromo usado durante a reação. Desta forma, a referência 

passiva deve se manter constante e o corante usado superá-la à medida que os 

ciclos da PCR vão sendo executados. É importante salientar que, caso seja utilizada 

sonda TaqMan, três parâmetros são evidenciados: a referência passiva, o fluoróforo 

(reporter) e o inibidor ou receptor de sinal luminoso (quencher) (APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2005). 

 Os quatro parâmetros devem ser analisados em conjunto. Padrões com 

concentrações pré-determinadas de DNA alvo e controles negativos (NTC: non 

template control) devem ser incluídos em todas as reações e avaliados em primeiro 

lugar; padrões com comportamento adequado garantem a segurança dos resultados 

para as amostras em teste. 

   A PCR em tempo real permite, basicamente, a realização de três tipos de 

ensaios: quantificação absoluta, quantificação relativa e discriminação alélica 

(APPLIED BIOSYSTEMS, 2001), os quais possuem diferentes e variadas 

aplicações. Como ferramenta diagnóstica, a quantificação absoluta pode ser 

utilizada para detecção da infecção e quantificação de seu agente etiológico. O 

ensaio de quantificação absoluta, baseia-se na análise da curva-padrão (APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2005) (Figura 9). 
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Figura 9- Interface do software ABI PRISM 7500 
SDS (versão 1.4) mostrando a curva-padrão do 
ensaio de quantificação absoluta. Os pontos 
vermelhos representam os Cts gerados pelo 
Log de cada concentração de DNA padrão. 

 

 

Como está explícito na definição, a curva-padrão relaciona-se às 

concentrações de DNA padrão. É por meio destes dados, ou seja, quantidades 

conhecidas de DNA, que o software efetua a quantificação de DNA alvo nas 

amostras em teste (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).  

A curva-padrão também fornece o coeficiente angular da reta (slope), 

composta pelos pontos da curva. Este dado será importante para o cálculo da 

eficiência da amplificação (ε), uma alta eficiência está associada a uma inclinação 

de, aproximadamente, 3,32 para cada diluição de 10 do alvo (APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2005; TOO, 2003). Slope de -3,3 relaciona-se a uma eficiência de 

100% indicando que o número de moléculas amplificadas dobra a cada ciclo da PCR 

(KUBISTA et al., 2006). 

As características da PCR em tempo real possibilitam a eliminação da etapa 

laboriosa pós-amplificação (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente 

necessária para visualização do produto amplificado. Desta forma, pode-se observar 

que as vantagens da qPCR em relação à PCR convencional são inúmeras e 

incluem, rapidez na obtenção dos resultados, reprodutibilidade e capacidade 

quantitativa (SUNDSFJORD et al., 2004; YANG; ROTHMAN, 2004). Essa tecnologia, 
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que é altamente sensível, já está sendo desenvolvida para o acompanhamento de 

inúmeras doenças, tais como AIDS, hepatite C, dengue, toxoplasmose e as 

leishmanioses (FRANCINO et al., 2006; KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; MANNA et 

al., 2006; MANNA et al., 2008; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; RAOULT; 

FOURNIER; DRANCOURT, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007).  

A qPCR é uma técnica inovadora capaz de promover a quantificação acurada 

do imput de DNAe o monitoramento, em tempo real, do produto amplificado. O 

sistema de quantificação possui aplicações variadas, incluindo identificação de 

alelos em DNA genômico, análise de seqüências virais, bacterianas ou de 

protozoários a partir de várias fontes, análise de patógenos em alimentos, análise de 

produtos transgênicos, além da aplicação em diagnóstico (NOVAIS; PIRES-ALVES; 

SILVA, 2004). Muitos alvos podem ser monitorados simultaneamente usando 

fluorocromos com diferentes espectros de emissão (RAOULT; FOURNIER; 

DRANCOURT, 2004).  

Em estudo recente, Kompalic-Cristo et al. (2007) examinaram o valor 

diagnóstico da PCR em tempo real em detectar e quantificar Toxoplasma gondii em 

sangue humano, concluindo que o sistema é capaz de quantificar leituras 

parasitárias em baixas concentrações, podendo verificar um aumento no número de 

parasitos em indivíduos sorologicamente identificados com toxoplasmose aguda. 

Em medicina veterinária, sistemas utilizando SYBR Green, têm sido aplicados 

para quantificação de Borrelia burgdorferi em modelo experimental para a doença de 

Lyme (MORRISON et al., 1999). 

Com relação à LV, a técnica vem sendo utilizada em cães e em pacientes 

humanos, possibilitando a realização de estudos relacionados à carga parasitária, 

interação hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia (FRANCINO et al., 2006; 

MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; ROURA; 

SANCHEZ; FERRER, 1999; ROLÃO et al., 2004; VITALE et al., 2004; WORTMANN 

et al., 2004). Mary et al. (2004) demonstraram uma boa correlação entre a 

quantificação de L. infantum em amostras de sangue e o status clínico dos 

pacientes, permitindo discriminar entre pacientes sintomáticos, pacientes curados e 

portadores assintomáticos, promovendo o diagnóstico e monitoramento da terapia 

com segurança e rapidez. 

Atualmente, existem conjuntos diagnósticos disponíveis para a detecção e 

quantificação de DNA e RNA em amostras clínicas, especialmente desenvolvidos 
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para o acompanhamento de pacientes com AIDS e hepatite C (RAOULT; 

FOURNIER; DRANCOURT, 2004). Diante do exposto, como para alguns autores, a 

PCR tem sido previamente definida como “padrão-ouro”, a quantitativa PCR em 

tempo-real certamente será a técnica de referência no futuro (MARY et al., 2004). 

 

 

1.3 Justificativa 

 

 

O conhecimento de seqüências de DNA tem sido extensivamente explorado 

para o desenvolvimento de ensaios baseados em PCR, tanto para o diagnóstico da 

leishmaniose como identificação da espécie parasitária envolvida na infecção 

(SCHALLING; OSKAM, 2002).  

As características da PCR promoveram sua adoção no diagnóstico de alta 

complexidade para as leishmanioses no Brasil; havendo variações nos sistemas 

utilizados em cada região. 

O sistema desenvolvido por Ravel et al. (1995) e adaptado por Fichoux et al. 

(1999) é conhecido pela denominação de seus primers RV1 e RV2, tendo como alvo 

a região conservada dos minicírculos do kDNA de L. infantum, amplificando um 

fragmento de 145 pb. Inicialmente, os resultados de Ravel et al. (1995) mostraram 

uma excelente sensibilidade em detectar L. infantum em macrófagos humanos; 

aproximadamente um parasita por 106 células mononucleares experimentalmente 

infectadas. Fichoux et al. (1999) após inquérito sorológico em doadores de sangue 

no sudeste da França, obtiveram 76 amostras positivas por Western blotting para 

detecção de anticorpos anti-L. infantum, destas 73 buffy coats foram avaliadas por 

PCR pelo sistema RV1/RV2, sendo nove positivas. Este resultado mostrou a 

importância de efetuar uma investigação para LV em doadores de sangue de área 

endêmica mas, revelou que, mesmo utilizando células mononucleares como amostra 

para a extração de DNA, a sensibilidade do sistema RV1/RV2 foi baixa em 

comparação com a sorologia. 

Em 2002, Lachaud e colaboradores, avaliando dois métodos de PCR 

verificaram uma sensibilidade de 100% para o sistema RV1/RV2 em amostras de 

sangue periférico de cães doentes, o que motivou a utilização deste sistema pelo 

Serviço de Referência em Leishmanioses de Pernambuco. 
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Apesar de a PCR convencional ser sensível e específica, a ausência da 

capacidade quantitativa, ou uma maior dificuldade para realizar a quantificação, 

impede a diferenciação entre infecção e doença. Segundo Schalling e Oskam 

(2002), até 2001 havia apenas uma publicação referindo-se à utilização da PCR em 

tempo real como uma nova ferramenta para quantificação de L. infantum. Tal 

publicação é de autoria de Bretagne et al. (2001) sendo o primeiro trabalho a utilizar 

sonda TaqMan dirigida para o alvo de kDNA para quantificação do parasito no 

fígado de camundongos infectados. Esta publicação veio suprir a necessidade de 

desenvolvimento de uma técnica com capacidade quantitativa, uma vez que a 

recidiva da doença relaciona-se com a carga parasitária após o tratamento.  

Diante da ausência de análise comparativa para o sistema RV1/RV2 e das 

vantagens atribuídas a qPCR, objetivou-se desenvolver e avaliar um sistema 

baseado em PCR em tempo real para o diagnóstico da infecção por Leishmania 

(Leishmania) infantum, capaz de superar as dificuldades encontradas com as 

ferramentas diagnósticas disponíveis atualmente, com possibilidade de implantação 

nas rotinas de diagnóstico para LV.  

 

 

1.4 Hipótese 

 

 

Um sistema de detecção da infecção por L. infantum, baseado em PCR em 

tempo real, utilizando primers específicos para o complexo L. donovani, possuindo 

kDNA  como região alvo, promove um diagnóstico seguro, podendo ser aplicado nas 

rotinas de diagnóstico para LV. 
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1.5 Objetivos 

 

 

1.5.1 Geral 

 

 

Desenvolver e avaliar um sistema baseado em PCR em tempo real para o 

diagnóstico da infecção por L. infantum em cães. 

 

 

1.5.2 Específicos 

 

 

a) Alinhar seqüências de minicírculo de Leishmania spp para identificação de 

regiões alvo; 

b) Desenhar os primers e otimizar o sistema diagnóstico determinando o limite 

de detecção e a especificidade; 

d) Avaliar a sensibilidade e especificidade em amostras de sangue de cães 

infectados e não infectados; 

e) Comparar o sistema de PCR em tempo real com o PCR convencional. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1 Desenho do estudo 

 

 

2.1.1 Amostragem 

 

 

Foram utilizados cães de raças e idades variadas, de ambos os sexos, 

domiciliados, provenientes do estado de Pernambuco - Brasil, amostrados por 

conveniência (REIS, 2003) totalizando 108 cães.  

Os animais que participaram da pesquisa foram avaliados pela médica 

veterinária responsável pelo projeto. Os seus proprietários assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (Apêndice A) e responderam a um questionário 

(Apêndice B/C) para identificação dos animais, dados sobre os proprietários e 

informações epidemiológicas e clínicas da leishmaniose visceral canina (LVC). O 

estudo foi submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fundação 

Oswaldo Cruz - RJ (FIOCRUZ - RJ), recebendo parecer favorável (Protocolo n. 

0241-05) (Anexo 1). 

 

 

2.1.2 Definição de casos e controles 

 

 

Foram considerados casos, animais com sinais clínicos, histórico 

epidemiológico compatível e testes parasitológicos (microscopia de punção de 

medula óssea e/ou raspados cutâneos) positivos e/ou animais com sinais clínicos, 

histórico epidemiológico compatível juntamente com ELISA positivo (Grupo 01). 

Foram considerados controles, cães que nunca habitaram em área endêmica, não 

receberam transfusão sangüínea e apresentaram testes sorológicos (IFI e ELISA) 

negativos (Grupo 02). 
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2.1.3 Coleta do material 

 

 

Os animais foram submetidos ao exame físico, constando de inspeção da 

pele e fâneros além da palpação abdominal e dos gânglios linfáticos regionais. As 

observações foram adicionadas às fichas mencionadas no tópico 2, item 2.2.1. Em 

seguida, os animais foram contidos com mordaças de nylon adequadas para cada 

porte e, quando necessário, submetidos à sedação química, através da 

administração oral de acepromazina 0,2% na dosagem de 3 a 5 gotas por kilograma 

de peso. 

 

 

2.1.3.1 Coleta de sangue  

 

 

Após anti-sepsia com algodão embebido em álcool etílico 70%, foram 

coletados, de cada animal, 2 - 5 ml de sangue da veia cefálica, com auxílio de uma 

seringa de 5 ml acoplada a uma agulha 25x7 mm. Uma parte do material foi 

colocada diretamente em tubo de ensaio para formação do coágulo e remoção do 

soro para uso nos ensaios sorológicos. O restante da amostra foi armazenado em 

tubo contendo solução anticoagulante (EDTA 0,009 g/5 ml de sangue) e estocado 

em freezer a -80°C para posterior extração de DNA.  

 

 

2.1.3.2 Raspado cutâneo 

 

 

 Foram efetuados raspados de pele íntegra e/ou lesionada na região do 

focinho e orelhas, ou quaisquer outras áreas lesionadas, com o auxílio de lâmina de 

bisturi. Com o material obtido, foram confeccionados esfregaços em lâminas para 

microscopia. 
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2.1.3.3 Punção de medula óssea 

 

 

Após o exame clínico, os animais com diagnóstico presuntivo de LVC, foram 

submetidos à medicação pré-anestésica por meio de aplicação subcutânea de 0,44 

mg/kg de atropina, decorridos 15 minutos, a indução e manutenção anestésica 

ocorreram por meio de aplicação endovenosa de 1 - 2 mg/kg de xilazina 2% 

associada a 10 - 15 mg/kg de ketamina 10%. Com o animal anestesiado, após anti-

sepsia, foi realizada punção na crista do osso esterno, utilizando-se seringa 

descartável (20 ml) acoplada a uma agulha 40x12 mm. Com o material obtido foram 

confeccionados esfregaços em lâminas de vidro. 

 

 

2.1.4 Diagnóstico parasitológico 

 

 

Os esfregaços confeccionados com os materiais obtidos nos raspados de 

pele e punção de medula óssea, após secarem, foram corados pelo método de 

Giemsa e examinados em microscópio óptico com objetiva de imersão. 

 

 

2.1.5 Diagnostico sorológico 

 

 

Anticorpos anti-Leishmania foram detectados através dos testes de IFI e ELISA.  

ELISA - Foi utilizado o kit EIE-LVC produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, 

que utiliza placa de microtitulação sensibilizada com antígenos solúveis de 

Leishmania major-like (MHOM/BR/76/JOF) (LIRA,2005). A reação foi realizada, 

conforme o protocolo do fabricante. 

IFI - Foi utilizado o kit IFI-LVC produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, que 

utiliza como antígeno formas promastigotas de Leishmania major-like 

(MHOM/BR/76/JOF) (LIRA,2005). A reação foi realizada de acordo com o protocolo 

do fabricante. 
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2.1.6 Diagnóstico molecular 

 

 

2.1.6.1 Extração de DNA 

 

 

A extração de DNA das amostras de sangue foi efetuada com o kit 

GenomicPrep
TM

 Blood DNA Isolation Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) de 

duas maneiras: 1. de acordo com as recomendações do fabricante; 2. com adição 

de proteinase K (5 U/ml) e repetição da etapa de precipitação de proteína. O DNA 

extraído foi usado para avaliação do desempenho da PCR quantitativa em tempo 

real e PCR convencional. 

 

 

2.1.6.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

 

Foram realizadas duas reações de PCR: 

A. PCR quantitativa em tempo real - sistema desenvolvido;  

B. PCR convencional - sistema RV1/RV2 (FICHOUX et al., 1999), como descrito 

abaixo: 

B1- Componentes da reação: 

Água tipo I                  14 µl  

Tampão   2,5 µl 

MgCl2  25 mM  1,5 µl 

dNTP 2 mM  2,5 µl 

RV1 20 pmoles/µl  1,0 µl 

RV2 20 pmoles/µl  1,0 µl 

Taq DNA Polimerase  0,5 µl 

 

Amostra de DNA controle positivo (L. infantum): 2,0 µl (0,1ng e 0,1pg) ou amostra a 

ser investigada 2,0 µl, resultando em volume final de 25 µl. 
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 B2- Condições de ciclagem: 

Desnaturação inicial 94°C/5 minutos 

Desnaturação  94°C/30 segundos 

Anelamento             67°C/1 minuto 

Síntese   72°C/30 segundos 

Síntese terminal  72°C/5 minutos 

Número de ciclos: 35 

 
 

2.1.7 Processamento do material 

 

 

 Os materiais coletados foram processados no Laboratório de 

Imunoparasitologia e no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do 

Departamento de Imunologia e no Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do 

CPqAM/FIOCRUZ. 

 

 

2.2 Desenvolvimento do sistema baseado em PCR em tempo real 

 

 

2.2.1 Primers 

 

 

 Com o auxílio do software Mega (versão 3.1) foi efetuado alinhamento 

múltiplo das seqüências do minicírculo das várias espécies de Leishmania 

disponíveis no banco de dados do BLAST - NCBI (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov) e de 

primers para detecção do complexo L. donovani publicados até o momento (Figura 

10). 

Por meio da análise dos blocos CSB 1, CSB 2 e CSB 3, tomando como base 

a seqüência de número de acesso no NCBI Z35273.1 de L. infantum foi selecionada 

a região alvo. Com o auxílio do software Primer Express (Applied Biosystems, 

versão 2.0), foram desenhados primers para detecção das espécies do complexo L. 

donovani. Adicionanando-se os primers no alinhamento constatou-se que, além da 
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detecção das espécies do complexo L. donovani, existiu a possibilidade de 

anelamento com L. mexicana, L. major, L. lainsoni, L. tarentolae e L. amazonensis. 

 

 

 

Figura 10- Interface do software Mega (versão 3.1) mostrando parte do alinhamento de 
seqüências de DNA do minicírculo de Leishmania spp. Mesma cor representa similaridade 
entre as seqüências, cores diferentes significam divergência. 
 

 

2.2.2 Sistemas de detecção  

 

 

Por meio da combinação dos primers, foram criados sistemas de detecção. 

Para a escolha do melhor sistema, foi efetuado um experimento preliminar com o 

aparelho ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, CA, USA) (Figura 11) em condições 

padrões (recomendadas pelo fabricante), as quais são: temperatura de 

desnaturação 95 ºC/15 s, anelamento e extensão 60 ºC/1 min. Foi utilizado como 

padrão, 2 µl de DNA genômico de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) contendo 100 

pg, 10 pg e 1 pg e controle negativo (amostra sem DNA). Para uma verificação 

inicial da especificidade, foram adicionados 100 pg de DNA genômico de L. 

braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903). O volume final da reação foi de 50 µl 

contendo 5 pmoles de cada primer e 25 µl de SYBR Green Master Mix (Applied 
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Biosystems, CA, USA). Todas as amostras foram produzidas em duplicata. A reação 

foi efetuada com 40 ciclos.  

Com a análise dos resultados do experimento preliminar, um sistema foi 

escolhido para ser otimizado. Por meio de modificações nas condições de ciclagem 

(temperaturas de anelamento e extensão: 58°C/30 s e  72°C/30 s; 60°C/30 s e 

72°C/30 s, 62°C/1 min), bem como alterações na quan tidade e concentração dos 

reagentes (3 pmol/µl de cada primer), foi definida a condição ótima de 

funcionamento do sistema de detecção escolhido.  

 

 

 
Figura 11- ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, CA, USA), 
conectado ao computador no Núcleo de Plataformas 
Tecnológicas (NPT) do CPqAM/FIOCRUZ. 
 

 

2.2.3 Avaliação da sensibilidade, eficiência e especificidade do sistema Linf 1B 

 

 

2.2.3.1 Sensibilidade 

 

Para avaliação da sensibilidade (limite de detecção) foram efetuadas diluições 

seriadas (fator 10) de DNA genômico de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP 75), nas 

concentrações de 0,01 fg a 1000 ng (7x10-5 a 7x106 parasitos). 
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A sensibilidade do ensaio foi definida pela amplificação da mais alta diluição 

do DNA alvo quando comparado à formação de dímeros de primers em amostras 

sem DNA (TOO, 2003). 

Paralelamente, a sensibilidade também foi avaliada por meio do número de 

cópias do produto amplificado. Para tanto, produtos de PCR convencional foram 

purificados usando SephaglasTM BanPrep Kit (Amersham Pharmacia Biotech Europe 

GmbH, Freiburg, Germany), de acordo com as recomendações do fabricante. O 

DNA purificado foi dosado com marcador de massa (High DNA Mass Ladder, 

Invitrogen Corporation, Califórnia, USA) em eletroforese em gel de agarose a 0,8% e 

espectofotometricamente, resultando em 0,66 ng/µl. A quantificação foi efetuada 

com o auxílio do site http://molbiol.edu.ru/eng/scripts/0107.html, obtendo-se 4,6x109 

moléculas alvo/µl. A partir da solução estoque foram obtidas soluções de uso (10-1 a 

108 moléculas alvo/µl) que foram utilizadas como padrão alternativo para o qPCR. 

 

 

2.2.3.2 Eficiência 

 

 

Foi determinada de acordo com Too (2003), por meio da fórmula: 

ε = (10 1/slope) -1. 

 

 

2.2.3.3 Especificidade 

 

 

Para avaliação da especificidade utilizou-se DNA genômico de Leishmania 

spp e Trypanosoma cruzi (cepa Y), formas tripomastigotas e epimastigotas) (Tabela 

2).  As cepas de Leishmania spp foram cedidas pelo Instituto Oswaldo 

Cruz/FIOCRUZ - RJ e Instituto Evandro Chagas - PA/Secretaria de Vigilância em 

Saúde - MS; a cepa Y de T. cruzi foi proveniente do Laboratório de 

Imunoparasitologia do CPqAM/FIOCRUZ - PE. 
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Tabela 2- Isolados de Leishmania spp e T. cruzi usados para verificar a 
especificidade do sistema de PCR em tempo real. 
 

Espécies Código OMS 

L. donovani MHOM/ET/1967/HU3 

L. infantum MHOM/TN/1980/IPT1 

L. lainsoni MHOM/BR/1981/M6426 

L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH 8 

L. mexicana MHOM/BZ/1982/BEL 21 

L. guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 

L. panamensis MHOM/PA/1971/L5 94 

L. major MRHO/SU/1959/P-strain 

L. tropica MHOM/SU/1958/Strain OD 

L. braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 

L. naiffi MDAS/BR/1990/M5533 

L. shawi IWHI/BR/1999/M17904 

T. cruzi Cepa Y* 

* Formas tripomastigota e epimastigota 
 

 

 

A especificidade (σ) foi definida pela equação σ = (1+ ε) ∆Ct, onde ε significa a 

eficiência da amplificação e ∆Ct a diferença dos valores dos Cts da amostra definida 

como alvo (L. infantum) e das amostras em teste (TOO, 2003).  

 

2.2.4 Avaliação da reprodutibilidade 

 

 

Para avaliação da reprodutibilidade do sistema, foi efetuada a análise inter-

ensaio. Para tanto, L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) nas concentrações de 10 fg 

(7x10-2 parasitos) a 10 ng (7x104 parasitos) foram processadas em duplicata, sendo, 

o mesmo experimento, repetido cinco vezes. 
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2.3 Teste em amostras de sangue canino 

 

 

 O teste em amostras foi efetuado em dois aparelhos de PCR em tempo real; 

ABI Prism 7000 e ABI Prism 7500, do mesmo fabricante (Applied Biosystems, CA, 

USA), com as mesmas condições de ciclagem. 

Canine Glyceraldehydes-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) 

housekeeping genes foram usados como controle da qualidade das amostras. Para 

tanto, foi efetuada qPCR nas seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial 

95ºC/10 mim, seguida por 40 ciclos de 95ºC/15 s, 60ºC/50 s e 72ºC/30 s. A reação 

foi composta por SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), 5 mM 

MgCl2, 1 mM de cada primer 5’-CCAGAACATCATCCCTGCTT-3’, e 5’-

ACCACCTGGTCCTCAGTGT-3’ (SOLANO-GALLEGO et al., 2007). 

 

 

2.3.1 Análise dos dados 

 

 

A análise, interpretação e registro dos resultados dos testes em amostras de 

sangue de cães foram efetuados com o auxílio dos softwares ABI PRISM 7000 SDS 

(versão 1.1) e ABI PRISM 7500 SDS (versão 1.4). Quando necessário, também foi 

efetuada eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etídio (10 

mg/ml), usando marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life 

Technologies, MD, USA). 

A análise estatística do qPCR (sistema Linf 1B) foi realizada por meio de 

regressão linear usando o Programa Microsoft Office Excel 2003; os intervalos de 

confiança foram gerados com o auxílio do Programa SPSS para  o ambiente 

Windows 8. 

Os parâmetros de sensibilidade e especificidade do sistema Linf 1B foram 

calculados de acordo com Ferreira e Ávila (2001) utilizando uma tabela de dupla 

entrada relacionando o diagnóstico da doença e o resultado do teste (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Combinação binária entre os resultados prováveis obtidos em um determinado teste 
e o diagnóstico verdadeiro da doença. 
 

DOENÇA – Diagnóstico verdadeiro TESTES 
Presente Ausente 

Positivo Verdadeiros positivos  
A 

Falsos positivos  
B 

Negativo Falsos negativos  
C 

Verdadeiros negativos  
D 

Fonte- Ferreira; Ávila (2001). 

 

A sensibilidade (S) do teste é dada pela porcentagem de positivos detectados 

pelo teste entre os indivíduos sabidamente doentes. A especificidade (E), pela 

percentagem de negativos, entre indivíduos não doentes. Esses parâmetros foram 

determinados através das seguintes fórmulas:  

 

 

 

 

 

A comparação entre os testes diagnósticos (qPCR e PCR convencional) foi 

realizada pela análise dos intervalos de confiança gerados com o auxílio do 

Programa Epi Info 6.04 com 95% de confiança e por meio do teste de Qui-quadrado 

  .efetuado no Programa Epi Info 3.32 (2א)
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3 RESULTADOS 
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3.1 Região alvo e desenho dos  primers  

 

 

Tendo como base a seqüência NCBI Z35273.1 de L. infantum, a análise do 

alinhamento múltiplo demonstrou região conservada para o complexo L. donovani 

envolvendo os blocos CSB1, CSB2 e CSB3, com seqüências de bases diferentes 

para outras espécies de Leishmania, como por exemplo: L. braziliensis, L. tropica, L. 

amazonensis e L. mexicana. Foram desenhados cinco primers nesta região (Tabela 

4), visando capacidade de anelamento apenas nas espécies causadoras da LV. 

 

 

Tabela 4- Característica dos primers desenhados para desenvolvimento de um sistema baseado 
em PCR em tempo real para detecção da infecção por Leishmania infantum. 
 

Identificação Seqüência Tamanho  %CG Tm°C 

114-Linf1 23F 5’-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3’ 20 bases 45 55 

115-Linf1 94R 5’- GAACGGGATTTCTGCACCC-3’ 19 bases 58 59 

116-Linf1 154R 5’-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’ 20 bases 50 56 

117-Linf2 71F 5’-AAAATGGGTGCAGAAATCC-3’ 19 bases 42 54 

118-Linf2 150R 5’-ACCAACCCCCAGTTTCCC-3’ 18 bases 61 58 

Legenda- Tm: melting temperature 

 

 

 

3.2 Sistemas de detecção 

 

 

Por meio da combinação dos primers foram criados três conjuntos de 

diagnóstico ou sistemas de detecção (Tabela 5). 
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Tabela 5- Sistemas de detecção formados por combinação dos primers desenhados 
para diagnóstico da infecção por L. infantum. 

 
Identificação 
do sistema 

Primers  Produto 
amplificado 

  Tamanho Tm ºC 

Linf 1 A 114-Linf1 23F x 115-Linf 1 94R 72 pb 77,4 

Linf 1 B 114-Linf1 23F x 116-Linf.1154R 132 pb 81 

Linf 2 117-Linf2 71F x 118-Linf2 150R 80 pb 79,5 

Legenda- pb: pares de base; Tm: melting temperature 

 

 

A escolha do melhor sistema foi baseada na análise do experimento 

preliminar descrito no tópico 2, item 2.2.2, cujo os resultados estão apresentados a 

seguir. 

Pode-se observar que o sistema Linf 1A apresentou padrões com 

comportamento esperado, NTC atingindo o Threshold e presença de dímeros com 

Tm facilmente distinguível da amostra alvo. O teste de especificidade demonstrou o 

mesmo comportamento do NTC, com amplificações atingindo o Ct e apresentando 

pico com Tm diferente do alvo (Figura 12). Para o sistema Linf 1B, observou-se 

padrões com alta sensibilidade, dímero muito pequeno em uma das duplicatas do 

NTC, representando, possivelmente, excesso de primer e, teste de especificidade 

com uma excelente performance (Figura 13).  

O sistema Linf 2, apesar do bom desempenho para NTC e teste de 

especificidade, não apresentou um comportamento adequado para os padrões, ou 

seja, os valores de Ct para cada amostra, não acompanharam as diluições seriadas 

do DNA alvo (Figura 14). 

De modo geral, a análise em gel confirmou a interpretação dos gráficos do 

qPCR. 
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Figura 12- Curvas de amplificação (A) e dissociação (B) do sistema Linf 1A 
mostrando boa performance para os padrões. NTC e teste de especificidade (L. 
braziliensis -100 pg) com amplificação e formação de dímeros com Tm diferente 
do alvo. 
Legenda- NTC: controle negativo; Tm: melting temperature. 

 

 

 

 

 

B 

A 
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Figura 13- Curvas de amplificação (A) e dissociação (B) do sistema Linf 1B 
mostrando boa performance para os padrões, NTC e teste de especificidade (L. 
braziliensis -100 pg). 
Legenda- NTC: controle negativo. 
 

 

Figura 14- Curva de amplificação do sistema Linf 2 mostrando boa performance 
para NTC e teste de especificidade (L. braziliensis -100 pg) porém, padrões com 
comportamento não esperado. 
Legenda- NTC: controle negativo. 

A 

B 
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De acordo com as observações citadas anteriormente, os três sistemas criados 

possuem capacidade para serem otimizados e aplicados para o diagnóstico da LV. 

Como o Linf 1B apresentou o melhor desempenho, foi selecionado para aplicação 

em amostras de sangue. 

 

 

3.3   Otimização do sistema Linf 1B 

 

 

A Tabela 6 mostra um resumo do processo de otimização do sistema Linf 1B. 

 

Tabela 6- Alterações de temperaturas de anelamento e extensão para otimização do sistema 
Linf 1B, experimentos realizados com 40 ciclos. 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

Legenda- pb: pares de base; Ct: ciclo threshold; Tm: melting temperature 

 

 

A análise dos três experimentos mostra que as melhores condições de 

funcionamento para o sistema Linf 1B são as condições padrões do aparelho, ou 

seja, 95°C/15 s e 60°C/1 min, pois, cada alteração na temperatura levou a perdas de 

sensibilidade e/ou especificidade (Tabela 6).  

Um novo experimento efetuado nas condições padrões do aparelho e com 

redução na concentração dos primers (3 pmoles/µl), mostrou uma excelente 

detecção, tanto no PCR em tempo real (Figura 15) como na análise em gel (Figura 

16), as amostras correspondentes a 1 fg foram detectadas. O dímero observado no 

Condições de 
ciclagem 

Desnaturação Anelamento 
e extensão 

Resultado Conclusão  

95°C/15 s 58°C/30 s 
72°C/30 s 

Dímero de ≈70 pb nos padrões e 
teste de especificidade. Teste de 
especificidade com pico pequeno, 
mas com a mesma Tm do alvo. 

Sistema perdeu em 
especificidade. Aumentar 
temperatura de 
anelamento. 

95°C/15 s 60°C/30 s 
72°C/30 s 

Não houve a formação de picos 
específicos. Teste de 
especificidade atingindo o Ct. 
 

Perda tanto de 
especificidade como de 
sensibilidade. Testar uma 
única temperatura para 
anelamento e extensão. 

95°C/15 s 62°C/1 min Teste de especificidade com 
amplificação e pico semelhante 
ao alvo. 

Perda de especificidade. 
Voltar às condições 
padrões. 
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NTC, em experimento inicial para a escolha do melhor sistema, não foi evidenciado, 

porém, o teste de especificidade apresentou amplificação com Tm facilmente 

distinguível do alvo, não sendo visualizada banda na análise em gel (Figuras 15 e 

16). 

 

 

 

Figura 15- Curvas de amplificação (A) e dissociação (B) do primeiro 
experimento de avaliação do limite de detecção. A linha verde mostra a boa 
performance do sistema em detectar até 1 fg de DNA genômico de L. 
infantum. No teste de especificidade (L. braziliensis -100 pg) observa-se a 
formação de pico correspondente a amplicon com Tm = 75°C de um 
fragmento de  aproximadamente 70 pb. 
Legenda- pb: pares de base; Tm: melting temperature. 

A 

B 

1 fg  

Especificidade 

1 fg 

Especificidade 
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Figura 16- Eletroforese em gel de agarose  a 2% mostrando 
bandas específicas para L. infantum com 132 pb, ausência de 
bandas no NTC e teste de especificidade (L. braziliensis -100 
pg). 
Legenda- A2 a A12-padrão L. infantum (0,1 ng a 1 fg), B1: NTC 
(controle negativo), B3: teste de especificidade (L. braziliensis 
100 pg); pb: pares de base; M: marcador de peso molecular. 

 

 

3.4 Avaliação da sensibilidade, eficiência e especi ficidade do sistema Linf 1B 

 

 

3.4.1 Sensibilidade e eficiência 

 

 

Para a avaliação da sensibilidade foram realizados cinco experimentos, como 

descrito no tópico 2, item 2.1.4, resultando num limite de detecção de 10 fg de DNA 

genômico de L. infantum (7x10-2 parasitos). A faixa ótima de funcionamento do 

sistema foi de 10 fg a 10 ng, o equivalente a 7x10-2 a 7x104 parasitos/reação. 



 64 

Para a reprodutibilidade, de acordo com a análise efetuada por meio da 

regressão linear e intervalos de confiança, não houve diferença significativa entre os 

ensaios (Figura 17). 

 

 

 
 

Figura 17- Análise linear dos valores mínimo, máximo e média 
dos Cts do logarítimo de cada concentração de DNA padrão. 
A: amostras; B: duplicatas. A análise das equações A (y=-
2.5999x + 32.08), B (y = -2.4833x + 32.206) e intervalos de 
confiança (A: B0= 27,25; 36,91 B1= -3,7; -1,5 B: B0=26,81; 
37,61 B1=-3,7;-1,3), mostram não haver diferença significativa 
entre os ensaios. 

 
 
 

A curva-padrão foi construída, mantendo-se linear em sete logaritmos da 

concentração de DNA padrão, com coeficiente de correlação de 93% e eficiência da 

reação de 94% (R2= 0.931, ε = 0.9417 e slope= -3.47) (Figura 18), confirmando a 

boa performance do sistema para a detecção de DNA de L. infantum. 
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Figura 18- Interface do software ABI PRISM 7500 SDS (versão 1.4) mostrando a curva padrão 
do Log da concentração de DNA de L. infantum. A concentração de DNA variou de 10 fg a107 

fg/reação, atingindo os Cts nos seguintes valores: 107 fg Ct= 6.97, 106 fg Ct= 10.99, 105 fg Ct= 
17.41, 104 fg Ct= 22.81, 103 fg Ct= 24.58, 102 fg Ct= 27.58, 10 fg Ct= 28.00. R2= 0.931 e 
slope= -3.47. 

 

 

Em relação ao uso do produto amplificado como padrão alternativo, o sistema 

foi capaz de detectar entre 10 e 100 cópias do DNA alvo/reação. 

 

 

3.4.2 Especificidade 

 

 

De acordo com o alinhamento das seqüências de minicírculos de Leishmania 

spp, além das espécies do complexo L. donovani, esperava-se o reconhecimento 

das seguintes espécies: L. mexicana, L. major, L. lainsoni, L. tarentolae e L. 

amazonensis.  

Para uma amostra ser enquadrada como positiva, foram definidos quatro 

critérios: 

a) duplicatas homogêneas; 

b) curva de amplificação - Ct inferior ao NTC; 

c) curva de dissociação - derivativa superior ao NTC; 

d) espectro e componente adequados. 
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Levando-se em consideração os critérios de positividade, houve amplificação 

de 50 pg/µl de L. donovani (Ct= 19,85; σ = 3,10), L. major (Ct= 24,77; σ = 80,87) e L. 

mexicana (Ct= 26,74; σ = 298,88) (Figura 19). Desta forma, analisando o Log de σ, o 

sistema é 100,5 , 101,9 e 102,5 vezes mais específico para o DNA alvo (L. infantum), do 

que as demais espécies reconhecidas, respectivamente. Outros isolados de 

Leishmania e T. cruzi (Tabela 2) não se enquadraram nos critérios de positividade. A 

análise em gel confirmou os resultados (Figura 20). 

 

 

 

 

Figura 19- Curva de amplificação mostrando as espécies reconhecidas pelo sistema Linf 1B. 
L. infantum (alvo) Ct= 18,15; L. major Ct= 24,77; L. mexicana Ct= 26,74; L. donovani Ct= 
19,85. NTC (controle negativo) Ct= 35,68. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécies reconhecidas 

NTC 
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Figura 20- Eletroforese em gel de agarose a 2% mostrando bandas específicas para L. infantum 
com 132 pb até o limite de 1 fg de DNA padrão, ausência de bandas no NTC. Teste de 
especificidade com reconhecimento das espécies do complexo L. donovani, L. major e L. 
mexicana. 
Legenda- A2 a A12-padrão L. infantum (100 pg a 1 fg), B7/B8: NTC (controle negativo), B9 a D7: 
teste de especificidade. pb: pares de base; M: marcador de peso molecular. 

 
 
 
3.5 Avaliação do desempenho do sistema Linf 1B em a mostras de sangue  

 

 

Dos 108 animais inclusos no estudo, 66 apresentaram diagnóstico presuntivo 

de LVC, destes, apenas 21 apresentaram os parâmetros para serem inclusos nos 

critérios de caso (Grupo 01) (Tabela 7), 42 cães foram definidos como controles 

negativos (Grupo 02).  
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Tabela 7- Resultados dos exames para os animais 
classificados como casos. 
 
 

Legenda: - exame não realizado 

 

 

A extração de DNA de sangue efetuada de acordo com as recomendações do 

fabricante do Kit não foi eficaz; o sistema não foi capaz de distinguir entre casos e 

controles. Desta forma, foram efetuadas duas alterações no protocolo de extração: 

1) adição de proteinase K (5 U/ml) e 2) repetição da etapa de precipitação de 

proteína, as quais se mostraram suficientes para superar as dificuldades 

encontradas na interpretação dos resultados. 

A análise dos experimentos com amostras de sangue foi realizada levando-se 

em consideração os critérios definidos no item 3, tópico 3.4.2, sendo considerada 

positiva a amostra com confirmação dos quatro paramentos; três parâmetros, 

amostra classificada como duvidosa e, menos de três parâmetros, amostra negativa 

(Apêndice D). 

Todas as amostras (casos e controles) foram positivas para GAPDH qPCR 

(Tabela 8). Todos os cães classificados como casos foram positivos para o qPCR 

pelo sistema Linf 1B (Figuras 21/22), apresentando uma sensibilidade de 100% 

(Tabela 9). 

Resultados Caso Identificação  
Parasitológico  ELISA 

01 11 positivo positivo 
02 21 positivo positivo 
03 22 positivo positivo 
04 28 positivo positivo 
05 29 positivo positivo 
06 35 positivo positivo 
07 44 positivo positivo 
08 55 negativo positivo 
09 54 positivo positivo 
10 57 positivo positivo 
11 39 positivo negativo 
12 58 positivo - 
13 5L positivo negativo 
14 8L - positivo 
15 11L positivo negativo 

16 12L positivo negativo 
17 13L positivo negativo 
18 16L positivo positivo 
19 22L positivo negativo 
20 23L - positivo 
21 56 negativo positivo 
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Tabela 8 - Número de ciclos necessários para atingir o 
threshold por amostra estudada em reação de GAPDH 
qPCR.  
 

Casos  Cts Controles Cts 
01 25.00 01 30.21 
02 22.37 02 24.70 
03 23.49 03 26.57 
04 21.42 04 29.08 
05 21.96 05 30.35 
06 24.13 06 30.45 
07 24.70 07 30.83 
08 23.04 08 22.06 
09 27.45 09 29.30 
10 23.43 10 25.52 
11 21.96 11 30.36 
12 23.06 12 28.79 
13 28.18 - - 
14 24.57 - - 
15 28.59 - - 
16 29.05 - - 
17 25.35 - - 
18 27.18 - - 
19 26.33 - - 
20  26.35 - - 
21 24.40 - - 

Legenda: - ausência de amostra; Cts: ciclos threshold 
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Figura 21- Curva de amplificação apresentando amostras de 01 a 10 (A) e 11 a 21 (B), 
positivas pelo sistema Linf 1B. DNA padrão (A) (10 ng) Ct= 18.60; caso 01 Ct= 21.11; caso 
02 Ct= 16.31; caso 03 Ct= 19.3; caso 04 Ct= 16.56; caso 05 Ct= 21.09; caso 06 Ct= 24.78; 
caso 07 Ct= 19.15; caso 08 Ct= 18.85; caso 09 Ct= 31.25; caso 10 Ct= 16.64; DNA padrão 
(B) (10 ng) Ct= 10.61; caso 11 Ct= 30.52; caso 12 Ct= 20.46; caso13 Ct= 31.56; caso 14 Ct= 
27.89; caso 15 Ct= 23.33; caso 16 Ct= 26.54; caso 17 Ct= 27.15; caso18 Ct= 31.66; caso 19 
Ct= 24.20; caso 20 Ct= 27.24; caso 21 Ct= 25.68, NTC (controle negativo) Ct= indetectável. 

Amostras Positivas 

NTC 

Amostras Positivas NTC 

A 

B 
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Figura 22- Curva de dissociação apresentando amostras de 01 a 10 (A) e 11 a 21 (B), 
positivas pelo sistema Linf 1B. 

 Legenda- NTC: controle negativo. 

 

 

Tabela 9 - Combinação binária entre os resultados obtidos pelo PCR em tempo real (sistema 
Linf 1B) e o diagnóstico verdadeiro da LVC. 
 

Padrão-ouro (LVC) qPCR 
Presente Ausente 

Positivo 21 2 
Negativo 0 10 

Legenda- qPCR: PCR em tempo real; LVC: leishmaniose visceral canina 

 

NTC 

Amostras Positivas 

Amostras Positivas 

NTC 

A 

B 
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A carga parasitária foi quantificada em todas as amostras positivas, variando 

de 31x10-5 a 11x105 parasitos/reação (Tabela 10). Com relação ao controle (Grupo 

02), houve contaminação em 30 amostras, dos 12 cães restantes, 10 foram 

negativos e 02 positivos, desta forma, a especificidade do sistema Linf 1B foi de 

83.33% (Tabela 9). Nas amostras controles consideradas positivas, a quantificação 

revelou presença de 6x10-3 e 2x10-4 parasitos/reação. 

 

 

Tabela 10- Carga parasitária e o número de ciclos necessários para atingir o threshold por 
amostra estudada.  
 
Casos  Cts Quantidade 

de parasitos 
/ amostra 

Controles Cts Quantidade 
de parasitos 

/ amostra 
01 21.11 340,5 01 33.33 2x10-5 
02 16.31 76x104 02 39.63 2x10-8 
03 19.3 18x103 03 indetectável Indetectável 
04 16.56 62x104 04 37.89 10-7 
05 21.09 186,8 05 indetectável Indetectável 
06 24.78 10,3 06 indetectável Indetectável 
07 19.15 22x103 07 34.51 2x10-6 
08 18.85 715,5 08 indetectável Indetectável 
09 31.25 31x10-5 09 33.69 10-5 
10 16.64 11x105 10 36.17 10-6 
11 30.52 4x10-4 11 28.47 6x10-3 
12 20.46 20,35 12 31.22 2x10-4 
13 31.56 12x10-5 - - - 
14 27.89 7x10-3 - - - 
15 23.33 0,9 - - - 
16 26.54 2x10-2 - - - 
17 27.15 0,01 - - - 
18 31.66 12x10-5 - - - 
19 24.20 0,36 - - - 
20  27.24 0,01 - - - 
21 25.68 11 - - - 

Legenda: - ausência de amostra; Cts: ciclos threshold 
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3.6 PCR convencional 

 

 

 Dos 21 animais considerados casos, apenas cinco (casos número 1, 5, 6, 7 e 

12) foram positivos na PCR convencional pelos sistema RV1/RV2 (Figura 23), 

apresentando sensibilidade de 23,80% (Tabela 11). Em relação aos controles, os 12 

cães foram negativos, sendo calculada uma especificidade de 100% (Tabela 11) 

(Figura 24). 

 

 

 

 
Figura 23- Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR convencional usando 
os primers RV1 e RV2 para as amostras positivas. Das 21 amostras consideradas casos, apenas 
cinco apresentaram banda específica de 145 pb.  
Legenda- M: marcador de peso molecular; pb: pares de base. 

M 

100 pb 
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Figura 24- Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR convencional usando 
os primers RV1 e RV2 para as amostras negativas. As 12 amostras consideradas controles não 
apresentaram amplificação específica para banda de 145 pb.  
Legenda- M: marcador de peso molecular; pb: pares de base. 
 

 

 

 

 

Tabela 11 - Combinação binária entre os resultados obtidos pelo PCR convencional (sistema 
RV1/RV2) e o diagnóstico verdadeiro da LVC. 
 

Padrão-ouro (LVC) PCR 
Presente Ausente 

Positivo 5 0 
Negativo 16 12 

Legenda- LVC: leishmaniose visceral canina 

 

 

 

 

100 pb 
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3.7 Análise comparativa entre os sistemas Linf 1B ( qPCR) e RV1/RV2 (PCR 

convencional)  

 

 

A análise comparativa entre os testes diagnósticos está representada na 

Tabela 12.  

 

 

Tabela 12- Análise comparativa entre os sistemas Linf 1B e RV1/RV2 baseados em qPCR e 
PCR convencional, respectivamente.  
 
 Sensibilidade IC sensibilidade  Especificidade IC e specificidade  

qPCR 100% 80,8 %– 100% 83,3% 50,9 %– 97,1% 

PCR 23,8% 9,1% – 47,6% 100% 69,9 %- 100% 

Legenda- IC: intervalo de confiança 
 
 

 

 A análise por meio dos intervalos de confiança mostra uma diferença 

significativa entre os testes em relação à sensibilidade porém, não foi 

evidenciada diferença ao se analisar a especificidade. 

 O Teste de Qui-quadrado (2א) confirmou a análise efetuada por meio dos IC 

(Tabela 13). 

 

 

Tabela 13: Resultado do Teste Qui-quadrado (2א) para comparação das proporções de 
sensibilidade e especificidade dos sistemas de PCR em tempo real (Linf 1B) e PCR convencional 
(RV1/RV2). 
 

Sensibilidade  Especificidade 

א
 0,55 (Yates) 2א 25,85 2

GL 1 GL 1 

p 0,001 p 0,46 

Legenda- GL: grau de liberdade; 
 p: significância estatística 
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4 DISCUSSÃO 
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O MS preconiza que o diagnóstico da LVC seja realizado por meio das provas 

sorológicas (IFI e ELISA) (BRASIL, 2004). Em estudo para avaliar a performance de 

dois kits de diagnósticos utilizados pelo MS, Lira et al. (2006) observaram 

sensibilidades de 68% e 72% para IFI e ELISA, respectivamente e, especificidade de 

87,5% para os dois métodos. Com o objetivo de melhorar a sensibilidade, os testes 

foram associados em paralelo obtendo-se 92% de sensibilidade e 75% de 

especificidade, havendo reação cruzada com demodicose. Com estes resultados 

concluiu-se que, em pesquisas epidemiológicas, os testes devem ser associados, 

levando-se em consideração as vantagens e limitações das provas sorológicas. 

A literatura mundial aponta para a ausência de um padrão-ouro para o 

diagnóstico da infecção por L. infantum (IKONOMOPOULOS et al., 2003; WILSON, 

1995). Desta forma, na tentativa de contribuir para um diagnóstico seguro da LV e 

superar das dificuldades encontradas com os métodos tradicionais desenvolveu-se 

um sistema baseado em PCR em tempo real, o qual será discutido a seguir. 

No presente estudo, a análise por meio do alinhamento múltiplo das 

seqüências das várias espécies de Leishmania disponíveis nos bancos de dados de 

domínio público foi essencial para escolha da região alvo. Às observações 

registradas por Ntambi e Englund, (1985), Ray, (1989), Rodriguez et al. (2000) e 

Lambson e Barker, (2002) caracterizando os blocos CSB1, CSB2 e CSB3 como 

regiões superconservadas favoreceu a escolha da região alvo uma vez que, os 

blocos estão presentes em todos os tripanosomatídeos (LAMBSON; BARKER, 

2002) apresentando variações gênero, espécie ou isolados-específicas (ROGERS; 

WIRTH, 1987). 

A comparação com primers já descritos, inclusos no alinhamento para 

verificação da similaridade, garantiu o desenvolvimento de um sistema inédito de 

detecção da infecção por L. infantum. Adicionando-se os primers desenhados no 

alinhamento, constatou-se que, além da detecção das espécies do complexo L. 

donovani, existiu a possibilidade de anelamento com L. mexicana, L. major, L. 

lainsoni, L. tarentolae e L. amazonensis, a qual foi parcialmente confirmada pelo 

teste de especificidade do sistema de PCR em tempo real desenvolvido.  

A combinação dos primers Linf1 23F, Linf1 94R, Linf1 154R, Linf2 71F e Linf2 

150R gerou três sistemas de detecção (Linf 1A, Linf 1B e Linf 2). Com a análise dos 

resultados do experimento preliminar, observou-se um melhor desempenho para o 

sistema Linf 1B, o qual foi escolhido para ser otimizado.  
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Para obter uma melhor especificidade, mantendo-se a boa sensibilidade, o 

primeiro passo para a obtenção de um sistema de detecção ótimo foi modificar as 

condições de ciclagem, seguidas por alterações na quantidade e concentração dos 

primers, desta forma foi definida a condição ótima de funcionamento do sistema de 

detecção escolhido. Os resultados com os experimentos de otimização, tais como a 

alta sensibilidade (detecção de até a 1 fg de DNA genômico), promoveram a análise 

em diluições mais baixas e aplicação do sistema Linf 1B em amostras de sangue.  

Em relação à qualidade da amostra, a mesma pode ser verificada por meio de 

PCR para alvos constitutivos da célula, como por exemplo, genes da β-actina, β-

globina, albumina e Gliceraldeído Fosfato Desidrogenase (GAPDH) (GILSBACH et 

al., 2006; KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; MARY et al. 2004; SOLANO-GALLEGO 

et al., 2007). Em nosso estudo, a utilização da qPCR para GAPDH canino 

demonstrou a boa qualidade das amostras em teste. 

Os ensaios iniciais para avaliação em amostras de sangue indicaram 

problemas na extração de DNA. As dificuldades encontradas na interpretação dos 

resultados positivos e negativos, levaram à necessidade de modificações no 

protocolo de extração. A hipótese de baixa recuperação de DNA foi o que motivou a 

escolha das alterações. Antes do término da etapa experimental deste estudo, 

evidenciou-se que o fabricante do Kit comercial escolhido (GenomicPrep
TM

 Blood 

DNA Isolation Kit) lançou uma nova apresentação do produto, com modificações em 

sua composição e execução. Alguns autores já relataram a relevância da extração 

para o sucesso da PCR, como por exemplo, Mary et al. (2004) que desenvolveram 

um método de quantificação do DNA de L. infantum, baseado na detecção do kDNA 

por meio de qPCR. Estes autores verificaram que a sensibilidade do sistema estava 

relacionada ao método de extração do DNA, a qual foi mais efetiva quando as 

células nucleadas foram isoladas antes da digestão com proteinase K sendo esta, 

executada overnight, quando comparada à extração direta do sangue total, com 

digestão por apenas 15 minutos.  

A análise do limite de detecção do sistema demonstrou as diferenças em se 

trabalhar com DNA padrão (obtido de cultivo do parasito) e com uma amostra 

biológica mais complexa, como o sangue. Nos experimentos com DNA padrão de L. 

infantum, observou-se uma detecção até 0,1 fg. Quando amostras de sangue foram 

utilizadas, para não haver um resultado duvidoso, este limite passou a 10 fg. Esta 

observação também se estende aos gráficos de espectro e componente bem como, 
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curvas de amplificação e dissociação. Ao se utilizar DNA padrão, evidenciou-se 

curvas bem definidas, gráficos inconfundíveis. Quando amostras biológicas são 

utilizadas, todos os parâmetros oferecidos pelo software devem ser cuidadosamente 

avaliados, exigindo-se a capacidade interpretativa e uma boa análise comparativa 

com o NTC.  

Analisando os ensaios de DNA padrão separadamente, observou-se uma 

oscilação do limite de detecção entre 1 fg e 10 fg, sendo reprodutível nos cinco 

experimentos. A curva-padrão manteve a lineariedade em todos os ensaios, o que 

também foi observado nos experimentos de Nicolas et al. (2002), Mary et al. (2004) 

e Solano-Gallego et al. (2007). A detecção do número de cópias do DNA alvo (10 a 

100 cópias) foi semelhante à apresentada por Schulz et al. (2003) (10 cópias), 

mostrando a boa eficiência da reação. Estes resultados confirmam a sensibilidade 

da técnica de qPCR e as vantagens na utilização do DNA do minicírculo para fins de 

diagnóstico uma vez que, este alvo está presente em torno de 10.000 cópias por 

kDNA (BARKER, 1989; NICOLAS et al., 2002; ROLÃO et al., 2004). Trabalhos 

utilizando a mesma região alvo apresentaram sensibilidade e especificidade 

semelhantes, o mesmo ocorrendo com a curva-padrão, eficiência (ε) e coeficiente de 

correlação (R2) (BRETAGNE et al., 2001; FRANCINO et al., 2006; MARY et al., 

2004; NICOLAS et al., 2002; ROLÃO et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007). 

Nicolas et al. (2002), desenvolvendo um sistema para detecção de L. major 

em tecidos de camundongos, também obtiveram a detecção de L. donovani, L. 

infantum, L. amazonensis e L. mexicana. Tal reconhecimento é esperado devido à 

alta homologia na região conservada dos minicírculos destas espécies, o que pôde 

ser confirmado no presente estudo.  

A definição dos critérios de positividade foi importante para a análise das 

amostras de sangue. Casos com carga parasitária inferior ao limite de detecção 

foram claramente definidos como positivos associando-se os quatro parâmetros 

analisados (espectro, componente, curvas de amplificação e dissociação); por 

exemplo, o caso 11 apresentou carga parasitária mínima (4x10-4), com amplificação 

precoce e dissociação com pico considerável, quando comparadas ao NTC, além da 

SYBR Green superando a ROX (referência passiva) nas análises de espectro e 

componente. O mesmo pode ser colocado para a análise dos controles; algumas 

destas amostras apresentaram quantificação, sendo necessária a avaliação por 

meio dos critérios de positividade para classificação em negativos.  
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Observou-se homogeneidade entre as duplicatas e, segundo Bretagne et al. 

(2001), Nicolas et al. (2002), Rolão et al. (2004) e Solano-Gallego et al. (2007) a 

técnica de PCR em tempo real é altamente precisa. Em relação à reprodutibilidade, 

não houve diferença estatística entre os ensaios, concordando com os autores 

acima mencionados.  

Para avaliação do desempenho do sistema Linf 1B em amostras de sangue, o 

número de animais classificados como casos (21) foi semelhante ao publicado por 

Mary et al. (2004) em Marselha, França, avaliando a qPCR em 11 amostras de 

sangue e 10 de medula óssea de pacientes humanos com LV. Com relação aos 

controles, era esperado um “n” de 42 porém, devido a problemas de contaminação, 

o valor final foi de 12 animais, próximo ao utilizado por  Solano-Gallego et al. (2007) 

em estudo para avaliar a detecção de DNA de L. infantum na urina de cães por meio 

da PCR em tempo real, utilizando 43 animais doentes e 10 saudáveis. 

A sensibilidade de 100% apresentada pelo sistema Linf 1B em amostras de 

sangue, foi superior à registrada por Solano-Gallego et al. (2007) em urina de cães 

com LV (47%), possivelmente devido às diferentes amostras estudadas. Por outro 

lado, o sistema Linf 1B apresentou especificidade de 83,33%, inferior à encontrada 

pelo autor supracitado (100%) e superior à apresentada por Mary et al. (2004) 

(78,26%). 

A análise comparativa com o sistema RV1/RV2 mostra que, utilizando-se 

amostras de sangue, o qPCR, utilizando os primers desenhados neste estudo, é 

mais sensível (sensibilidade PCR= 23,8%, qPCR= 100%). Em relação à 

especificidade, apesar da PCR convencional ter apresentado valor de 100%, as 

análises por meio dos IC e o teste 2א  mostram que os dois testes (PCR convencional 

e qPCR) são equivalentes. Tais resultados diferem dos apresentados por Lachaud et 

al. (2002) que, comparando dois métodos de PCR convencional, com alvos 

diferentes (DNA genômico e kDNA), obtiveram melhores resultados para o sistema 

RV1/RV2 (kDNA) em amostras de sangue de cães, o qual apresentou 100% de 

sensibilidade e especificidade. Estes dados não se repetiram em nosso estudo 

possivelmente devido à ausência de reprodutibilidade dos primers RV1/RV2 quando 

aplicados em amostras de sangue, além da alta sensibilidade inerente a técnica de 

qPCR.   

Os resultados de Lachaud et al. (2002) estimularam Gomes et al. (2007) a 

realizar estudo para verificar a habilidade do PCR (RV1/RV2) em diagnosticar a LVC 
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em diferentes amostras (biópsias de fígado, baço e linfonodo), no estado de São 

Paulo-Brasil. Os autores observaram que a maioria dos animais positivos em exame 

parasitológico (microscopia), foram positivos na PCR (29/31). Estes dados, 

possivelmente, relacionam-se com as amostras adotadas e com uma carga 

parasitária elevada uma vez que, os animais amostrados, apresentavam 

sintomatologia clássica da doença. A sensibilidade relatada por Lachaud et al. 

(2002), também foi determinada em amostras de sangue provenientes de cães com 

múltiplos sintomas de LVC. 

Nunes et al. (2007) avaliando a PCR convencional para diagnóstico da LV em 

sangue de cães, em área endêmica (Poxoréo, MT) usando os primers 13A e 13B, 

descritos por Rodgers, Popper e Wirth (1990) para kDNA de Leishmania spp, 

obtiveram sensibilidade de 55%, especificidade de 66,3% e coeficiente de 

concordância Kappa de 0,2134. Tais resultados levaram os autores a concluir que a 

PCR não é uma boa ferramenta para triagem em populações de área endêmica. 

Manna et al. (2004) comparando a viabilidade de diferentes amostras teciduais para 

diagnóstico da LVC por PCR, sendo avaliadas 95 amostras de sangue de cães 

naturalmente infectados, provenientes do sul da Itália, obtiveram 85,3% de 

positividade pela IFI e 93,7% pela PCR convencional utilizando os primers 13A e 

13B.  

Apesar do uso dos mesmos primers (13A e 13B) e extração de DNA por 

métodos semelhantes, Nunes et al. (2007) e Manna et al. (2004) apresentaram 

resultados diferentes, o que fortalece a hipótese da baixa reprodutibilidade da PCR 

convencional para diagnóstico da LV em amostras de sangue de cães. Outro fato já 

mencionado e que deve ser considerado é, a possibilidade da eficiência da técnica 

está relacionada à carga parasitária, ou seja, animais com carga parasitária elevada 

seriam positivos pela técnica de PCR mas, em nosso estudo, esta possibilidade não 

foi confirmada; os cinco animais positivos pela PCR convencional (RV1/RV2) não 

foram os que apresentaram maior número de parasitas de acordo com a 

quantificação do qPCR. 

Nos dados apresentados por Mary et al. (2004), a utilização da PCR em 

tempo real com primers derivados do sistema RV1/RV2 em sangue e medula óssea, 

mostraram a boa performance inerente a técnica, sendo possível relacionar a carga 

parasitária e o status clínico dos pacientes, concluindo-se que a quantificação 

parasitária é necessária para a correta interpretação dos resultados da PCR. 
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Desta forma, para verificar os avanços da PCR em tempo real para o 

diagnóstico da LVC, Francino et al. (2006) compararam a PCR convencional 

(sistema 13A/13B) e qPCR (adaptação do sistema 13A/13B) em amostras de 

medula óssea de cães, sendo 54% e 84% positivas pela PCR convencional e qPCR, 

respectivamente. As amostras negativas pelo PCR convencional apresentaram 

carga parasitária inferior a 30 parasitas/ml de medula óssea. Utilizando sangue 

periférico como amostra de 15 cães positivos para LVC, a sensibilidade do qPCR foi 

de 100%, concordando com nosso resultado. O sistema desenvolvido por Francino 

et al. (2006) permitiu elucidar os casos positivos pela PCR convencional, avaliar as 

diferentes respostas à terapia e validar a utilização de sangue como uma amostra 

menos invasiva para o diagnóstico da LV. 

Segundo os estudos mencionados acima, observa-se que, além das 

vantagens operacionais, a PCR em tempo real é uma técnica reprodutível e sensível 

a qual, possivelmente, irá substituir a PCR convencional em rotinas de diagnóstico. 

Apesar do nosso trabalho não focalizar a relação custo-benefício, analisando-

se a adoção da qPCR nos Serviços de Referência para LV, as vantagens 

operacionais e dados obtidos pós-exame são satisfatórios, uma vez que, em 

Instituições que utilizam a PCR convencional como ferramenta diagnóstica, depois 

de implementada a tecnologia, os custos da PCR e qPCR tornam-se equivalentes, 

aproximadamente R$ 6,18 (USD $:3.85) por ensaio, semelhante ao descrito por 

Schulz et al. (2003) (USD $:3.00), na Alemanha. No Brasil, Lira (2005) avaliando o 

desempenho dos kits EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina-Bio-Manguinhos e IFI-

Leishmaniose-Visceral-Canina-Bio-Manguinhos, bem como suas associações, para 

o diagnóstico da LVC verificou que, para obtenção de uma maior sensibilidade, os 

dois kits devem ser usados em associação, apresentando um custo de R$ 4,65 

(USD $:2.89), próximo ao valor dos testes moleculares.  

 A possibilidade de implantação do PCR em tempo real no diagnóstico de alta 

complexidade em áreas endêmicas irá favorecer um retorno rápido e seguro aos 

pacientes. Assim, a utilização de uma técnica que seja capaz de diagnosticar com 

alta sensibilidade, monitorar a terapia e prevenir as recidivas, promove perspectivas 

mais amplas para o controle da doença. 
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 A análise do alinhamento múltiplo das seqüências de minicírculos das várias 

espécies de Leishmania forneceu informações para o desenho dos primers, e estes 

foram aplicáveis para o desenvolvimento de sistemas de diagnóstico. 

Os sistemas Linf 1A, Linf 1B e Linf 2 apresentaram características que 

permitiram a realização de processos de otimização para aplicação no diagnóstico 

da infecção por L. infantum, sendo o sistema Linf 1B o mais promissor. 

As análises do experimento preliminar e experimentos de otimização 

mostraram que as condições padrões estabelecidas foram satisfatórias para o 

melhor desempenho do sistema Linf 1B. 

O desempenho do sistema Linf 1B em amostra de sangue de cães, com 

sensibilidade de 100% e especificidade de 83,33% e, os resultados da análise 

comparativa com a PCR convencional (RV1/RV2), sugerem sua utilização nas 

rotinas dos Serviços de Referência para o diagnóstico da infecção por L. infantum.
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Formulário de Pesquisa 
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

 
 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO 
 

 
 
Projeto: Desenvolvimento e avaliação de PCR em tempo real para o diagnóstico da 

infecção por Leishmania (Leishmania) infantum 
 
 
 
 
Eu, ___________________________________, RG ______________________, 
proprietário do cão __________________________aceito que meu animal participe 
desse estudo, cujo objetivo é avaliar o desempenho do teste que utiliza a reação em 
cadeia da polimerase (PCR). Fui informado que o meu cão terá seu sangue coletado 
para os testes de diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC) no projeto 
acima referido. Fui orientado em relação aos benefícios desse estudo, que 
contribuirá para a busca de um diagnóstico mais seguro da leishmaniose visceral. 
Fui informado ainda que o material coletado será incorporado ao Laboratório de 
Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu 
Magalhães/FIOCRUZ, podendo ser utilizado em pesquisas posteriores. Fui 
informado que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer 
nenhum tipo de penalização ou pressão e que não serei ressarcido financeiramente 
para participar deste estudo. 
 
Contatos: Dr. Yara M Gomes, CPqAM/FIOCRUZ - Tel. 2101-2559 
                 Milena P Cavalcanti, CPqAM/FIOCRUZ - Tel. 2101-2566 
 
 

Recife, ______de________________de 2004. 
 

_______________________________________ 
Responsável pelo cão 
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Formulário de Pesquisa - CASOS 

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 
 

Projeto: Desenvolvimento e avaliação de PCR em tempo real para o diagnóstico da 
infecção por Leishmania infantum 

 

Responsáveis: Milena de Paiva Cavalcanti e Yara de Miranda Gomes  
 

1 - IDENTIFICAÇÃO 

Nome do animal: __________________________ n0 _________________ 

Idade:_________ Sexo:____________ Raça: _______________________  

Proprietário: _________________________________________________ 

Endereço: ___________________________________________________ 

telefone:_____________________________________________________ 

2 - AVALIAÇÃO DO ANIMAL: 
ESTADO NUTRICIONAL: ÓTIMO (  )   BOM  (  )   REGULAR (  )  PÉSSIMO (  )  

2.1 - SINTOMAS 

alopecia (  )    onicogrifose  (  )    inapetência  (  )    conjutivite (  ) perda de peso (  
distensão abdominal  (  )    linfadenopatia  (  ) 

3 -COLHEITA DO MATERIAL: 

sangue ( ) raspado da lesão cutânea ( ) raspado de pele íntegra ( ) punção de 
medula (  )  

4 - OUTRAS INFORMAÇÕES IMPORTANTES 

___________________________________________________________________
___________________________________________________________________ 

5 - DADOS SOBRE O VETOR: 

Há queixa de mosquitos?  (sim)    (não) 

Período de maior queixa.  (manhã)   (tarde)    (noite) 

Vegetação nas imediações – (primária)   (secundária) 

Já ouviu falar sobre a LVC?   (sim)    (não) 

6 - RESULTADO DOS EXAMES: 

ELISA: DO_____________  CO____________ 

PARASITOLÓGICO:__________________________________ 

qPCR:_____________________________________________ 
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Formulário de Pesquisa - CONTROLES 
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

 
Projeto: Desenvolvimento e avaliação de PCR em tempo real para o diagnóstico da 

infecção por Leishmania infantum 
 

Responsáveis: Milena de Paiva Cavalcanti e Yara de Miranda Gomes  
 
 

1 - IDENTIFICAÇÃO 

Nome do animal: ______________________________ n0 ___________________ 

Idade:___________ sexo:____________ raça: ____________________________  

Proprietário: _______________________________________________________ 

Endereço: _________________________________________________________ 

Telefone :__________________________________________________________ 

 

2 - AVALIAÇÃO DO ANIMAL: 

Estado nutricional: ótimo  (   )       bom  (   )        regular  (   )      péssimo  (   )  

Já tomou transfusão de sangue? 

Já habitou em área endêmica para LVC? 

 

3 -COLHEITA DO MATERIAL: 

Sangue  (  )  

  

4 - OUTRAS INFORMAÇÕES  IMPORTANTES 

___________________________________________________________________
_________________________________________________________________ 

 

5 - RESULTADO DOS EXAMES: 

ELISA: DO_____________  CO____________ 

IFI:___________________________________ 

qPCR_________________________________ 
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Análise e resultado 
 

Parâmetros   
Duplicatas 
homogêneas 

Ct inferior 
ao NTC 

Pico superior 
ao NTC 

Espectro e componente 
adequados 

Soma Resultado  
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