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Padronização de condições para detecção 
de DNA de Leishmania spp. em fl ebotomíneos 
(Diptera, Psychodidae) pela reação em cadeia 
da polimerase

Standardization of conditions for PCR detection 
of Leishmania spp. DNA in sand fl ies (Diptera, 
Psychodidae)

1 Instituto de Medicina 
Tropical de São Paulo, 
Universidade de São Paulo, 
São Paulo, Brasil.
2 Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, Brasil.
3 Centro de Pesquisas René 
Rachou, Fundação Oswaldo 
Cruz, Belo Horizonte, Brasil.
4 Faculdade de Saúde 
Pública, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, Brasil.
5 Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo, 
São Paulo, Brasil.

Correspondência
B. R. Paiva
Laboratório de Protozoologia, 
Instituto de Medicina 
Tropical de São Paulo, 
Universidade de São Paulo. 
Av. Dr. Enéas Carvalho de 
Aguiar 470, São Paulo, SP  
05403-000, Brasil.
byapaiva@usp.br

Byanca Regina de Paiva 1,2

Nagilá Francinete Costa Secundino 3

Paulo Fillemon Paulocci Pimenta 3

Eunice Aparecida Biacnhi Galati 4

Heitor Franco Andrade Junior 1,2

Rosely dos Santos Malafronte 1,5

Abstract

The correct identification of etiological agents 
in vector insects is crucial for epidemiological 
studies. Identification of flagellates in such vec-
tors, usually by dissection of the digestive tract 
and microscopic observation of the contents as 
well as attempts at parasite isolation from in-
sects in culture media, have proven operation-
ally inadequate and with poor diagnostic speci-
ficity, since female sand flies are also hosts for 
other flagellates like Trypanosoma and Endo-
trypanum. Due to the efficiency and specificity 
of DNA target sequence amplification by poly-
merase chain reaction (PCR), the latter could be 
used to investigate the presence of Leishmania in 
sand flies, although the insects need to be prop-
erly stored and the Leishmania DNA extracted 
using appropriate methodology. This paper de-
scribes methodologies to standardize sand fly 
storage and Leishmania DNA extraction in such 
specimens as a more practical method in field 
studies.

Psychodidae; Leishmania; Polymerase Chain 
Reaction 

Introdução

As leishmanioses, protozooses heteroxênicas, 
apresentam alta prevalência em regiões tropicais 
como o Brasil, e seus agentes etiológicos, várias 
espécies do gênero Leishmania causam, geral-
mente, doença espectral tegumentar ou visceral 1. 
Seus vetores compreendem insetos hematófagos, 
conhecidos como flebotomíneos 2. As leishmâ-
nias apesar de apresentarem distribuição diferen-
cial ao longo do tubo digestivo nos vetores, assu-
mem forma flagelada indistinguível entre as espé-
cies 3. A pesquisa de flagelados no tubo digestivo 
do vetor e a identificação da espécie do parasi-
ta, normalmente são realizadas por observação 
microscópica após dissecção 4 ou tentativa de 
isolamento do agente proveniente de insetos em 
meios de cultura. Porém, fêmeas de flebotomíne-
os também são hospedeiras de algumas espécies 
de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam 
por um estágio de promastigota indistinguível 
das leishmânias 5, complicando, sobremaneira, o 
diagnóstico microscópico e o isolamento em cul-
tura 6. Atualmente, o uso de técnicas moleculares, 
como a reação em cadeia da polimerase (PCR), 
tem aumentado a sensibilidade e especificidade 
da identificação do parasita 7.

O objetivo do presente estudo foi padronizar 
métodos de conservação dos vetores e extração 
de DNA do parasita existente nestes, bem como 
avaliar o uso da técnica de PCR na detecção de 
Leishmania em flebotomíneos. A sensibilidade 
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desses procedimentos foi testada com a utiliza-
ção de iniciadores complementares a seqüências 
conservadas de DNA ribossômico 8.

Materiais e métodos

Parasitas e vetores

As linhagens representativas das diferentes es-
pécies de Leishmania utilizadas neste estudo fo-
ram: Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/
BR/1975/M2903), Leishmania (Leishmania) ama-
zonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Leish-
mania) chagasi (MHOM/BR/1974/PP75(M2682).

As cepas foram mantidas em nitrogênio líqui-
do ou em cultivo em meio M199 suplementado 
com hemina, gentamicina, soro fetal bovino 10% 
e urina masculina a 2%. As formas amastigotas 
foram obtidas por transformação in vivo em ha-
mster ou camundongo.

A nomenclatura adotada para a identificação 
dos flebotomíneos segue Galati 9. As seguintes 
espécies de flebotomíneos foram utilizadas: Lut-
zomyia longipalpis (n = 190), Lutzomyia almerioi 
(n = 04) e Nyssomyia intermedia (n = 26), obtidas 
de colônias mantidas no Laboratório de Entomo-
logia da Faculdade de Saúde Pública, Universida-
de de São Paulo (USP) e Laboratório de Entomo-
logia Médica, Centro de Pesquisas René Rachou, 
Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Animais experimentais

Os procedimentos utilizando-se animais foram 
aprovados pela Comissão de Ética do Instituto 
de Medicina Tropical de São Paulo da USP e pela 
Comissão de Ética em experimentação animal 
do Instituto de Ciências Biomédicas da USP.

Infecção experimental de flebotomíneos

• Alimentados em animais

Para a infecção experimental, camundongos e 
hamsters infectados respectivamente com L. (L.) 
amazonensis ou L. (L.) chagasi, comprovada-
mente, foram anestesiados, mantidos restritos e 
expostos às fêmeas, previamente em jejum, das 
espécies Lu. almerioi e N. intermedia na ocasião 
de seu repasto sanguíneo. Esse procedimento foi 
realizado na Faculdade de Saúde Pública da USP.

• Alimentação artificial de flebotomíneos

A alimentação artificial foi realizada no Centro 
de Pesquisas René Rachou da FIOCRUZ, em 
Belo Horizonte, Minas Gerais. Todas as fêmeas 

pertenciam à espécie Lu. longipalpis e foram ali-
mentadas com formas promastigotas de L. (V.) 
braziliensis. Os alimentadores artificiais (mama-
deiras) foram acoplados à pele de pinto, segundo 
o método descrito por Tesh & Modi 10.

Para a confirmação da infecção, 7% dos inse-
tos foram dissecados e todos foram processados 
entre o terceiro e quarto dias pós-alimentação.

Conservação dos flebotomíneos

Os flebotomíneos utilizados neste estudo foram 
armazenados em tubos do tipo eppendorf sob 
duas formas: secos e conservados a 4ºC ou imer-
sos em isopropanol.

Todos os flebotomíneos obtidos da infecção 
experimental em animais e a maioria dos obtidos 
na infecção artificial foram conservados secos, a 
4oC, conforme protocolos existentes na literatu-
ra. Vinte flebotomíneos obtidos da infecção arti-
ficial foram conservados em isopropanol. A fim 
de se evitar a evaporação e conseqüente má con-
servação dos espécimes, volumes variando de 
800 a 1.000µl de isopropanol foram utilizados.

Testes preliminares com insetos

Como os insetos possuem quitina em seu exoes-
queleto, resolveu-se avaliar a influência desta na 
detecção da infecção de parasitas, pela utilização 
da técnica de PCR. Para tanto, utilizou-se insetos 
íntegros ou apenas seu tubo digestivo.

Para a obtenção do tubo digestivo, flebotomí-
neos secos foram rehidratados com glicerol a 5% 
em água (50µl/inseto) por uma hora, em tubo cô-
nico (0,5ml), previamente perfurado com agulha 
25, com ocasional agitação. O tubo foi adaptado 
a outro tubo (1,5ml), não perfurado e o conjunto 
centrifugado a 15.000rpm por 2 minutos, para 
que o conteúdo do inseto fosse transferido para o 
segundo tubo, ficando o exoesqueleto de quitina 
retido no primeiro tubo.

Extração de DNA de flebotomíneos

As extrações foram realizadas individualmente 
ou em “pools” de 2 a 12 flebotomíneos por tubo.

Dois protocolos para a extração de DNA fo-
ram testados. No primeiro, realizamos a extração 
“clássica” de ácidos nucléicos segundo metodo-
logia preconizada por Michalsky et al. 6. Os in-
setos foram macerados com o auxílio de um ho-
mogeneizador em 35µl de tampão de lise/inseto 
(100mM Tris-HCl, 100Mm NaCl, 25mM EDTA e 
0,5% SDS, pH 8,0). Após a adição de 1,25µl/inseto 
de proteinase K (10mg/ml), estes foram incuba-
dos “overnight” a 37ºC. No dia seguinte, o DNA 
foi extraído com a adição de fenol/clorofórmio/
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álcool isoamílico (25:24:1) e precipitado com a 
adição de 0,1 volume de acetato de sódio (3M, pH 
5,2) e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Este 
foi levado ao freezer a -20ºC “overnight”. No dia 
seguinte, a amostra foi centrifugada a 4ºC por 10 
minutos a 12.000rpm e o precipitado lavado com 
etanol 70%. Após secagem, o DNA foi ressuspen-
dido em 20µl de H2O destilada.

A extração do DNA dos flebotomíneos tam-
bém foi testada pelo método preconizado por 
Oskam et al. 11 (1996) com pequenas modifica-
ções. Após a maceração dos insetos em 20µl tam-
pão de lise (50mM NaCl, 10mM EDTA, pH 8,0, 
50mM Tris-HCL pH 7,4, Triton X100 1% e 10mM 
DTT) seguiram-se 3 ciclos de congelamento (ni-
trogênio liquido) e descongelamento (60ºC). Esse 
macerado foi incubado por 1 hora a 60ºC e por 
mais 3 horas a 60ºC com a adição de 1µl protei-
nase K (20mg/ml), 80µl de tampão de lise e 1% de 
Triton X100 por inseto. Após a incubação, a amos-
tra foi centrifugada por 10 minutos a 12.000rpm e 
ao sobrenadante recolhido foi acrescido 0,1 vo-
lume de acetato de sódio (3M, pH 5.2), 2 volu-
mes de etanol absoluto gelado e este foi mantido 
“overnight” a -20ºC. O material foi centrifugado 
a 4ºC novamente por 10 minutos a 12.000rpm, o 
precipitado lavado com etanol 70%, e depois de 
seco, ressuspendido em 20µl de H2O destilada.

Avaliação dos protocolos de extração
e inibição da técnica de PCR

Avaliamos, para ambos os protocolos, as possí-
veis perdas de DNA durante o processo de ex-
tração. Para tanto, foram acrescentadas aproxi-
madamente 10, 20 e 40 leishmânias aos conteú-
dos intestinais e aos flebotomíneos inteiros (Lu. 
longipalpis).

Para verificar a existência de possíveis com-
ponentes inibidores do PCR na identificação do 
parasita dentro do vetor, foram adicionados 106 
leishmânias a um “pool” de 10 flebotomíneos 
e DNA de 100 e 50 leishmânias ao DNA de 1 
flebotomíneo.

Iniciadores

Para a avaliação da armazenagem e dos protoco-
los de extração de DNA foram utilizados os oligo-
nucleotídeos S4 e S12, sendo a reação realizada 
em volume final de 25µl, contendo 5µl de DNA, 
2,5µl de tampão de reação 10 X (50mM KCl, 10mM 
Tris-HCl pH 8,3), 1.5mM MgCl2, 0,25µM de oli-
gonucleotídeos , 200µM de cada dNTP e 1.5U de 
Taq polimerase. O DNA foi desnaturado em 94ºC 
por 3 minutos e amplificado com 35 ciclos nas 
seguintes condições: 94ºC, 50ºC e 72ºC 1 minu-
to cada e extensão final de 72ºC por 7 minutos, 

amplificando um fragmento de 540 pares de base 
(pb) correspondendo a Leishmania spp., método 
preconizado por Uliana et al. 8. Sendo assim, inde-
pendentemente da espécie, a presença da Leish-
mania é assegurada, evitando falsos negativos.

O produto amplificado foi analisado por ele-
troforese em gel de poliacrilamida a 6% (120V 
por 35 minutos), corado em solução de nitrato 
de prata a 0,2% e por gel de agarose a 1,5% (90V 
por 60 minutos) corado com brometo de etídeo 
(0,5µg/ml). Foram utilizados padrões de peso 
molecular de 100pb e 50pb (Invitrogen). Os frag-
mentos do gel de poliacrilamida foram observa-
dos diretamente pós-coloração e o gel de agarose 
sob luz ultravioleta e analisado pelo sistema de 
captura Labworks.

Taxa mínima de infecção

Por estarem em sua maioria acondicionados em 
pool, calculamos a taxa mínima de infecção dos 
flebotomíneos, adotando para tanto, a seguinte 
fórmula: taxa mínima (TM) = número de grupos 
positivos x 100/número total de insetos.

Resultados

Conservação e extração de DNA de insetos

Os dois métodos de conservação, secos a 
4oC ou em isopropanol à temperatura ambien-
te mostraram-se adequados na preservação do 
material.

A Figura 1 mostra que a extração de DNA, 
utilizando o inseto inteiro, apresentou melhores 
resultados do que aquela, a partir de seu tubo 
digestivo.

Dos protocolos de extração de DNA, o méto-
do que incluiu passagens em fenol/clorofórmio/
álcool isoamílico demonstrou perda de sensibi-
lidade na amplificação, gerando bandas inespe-
cíficas. Já o DNA extraído com DTT/Triton X100, 
apresentou-se em melhores condições para am-
plificação (Figura 1).

Detecção de leishmânias em insetos por PCR

Após resultados iniciais, os espécimes abaixo 
foram utilizados inteiros e o DNA extraído pela 
metodologia de DTT-Triton X100.

Alimentados experimentalmente
em animais

Trinta fêmeas alimentaram-se in vivo no hamster 
infectado com L. (L.) amazonensis, sendo 4 Lu. 
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almerioi e 26 N. intermedia. Foi possível detectar, 
por PCR, infecção em um espécime de N. inter-
media (dados não mostrados).

Todas as 14 fêmeas de Lu. longipalpis alimen-
tadas no hamster infectado com L. (L.) chagasi 
apresentaram-se negativas na amplificação por 
PCR. Esse fato foi corroborado na dissecção, na 
qual não foi detectada a presença de flagelados 
em nenhum dos flebotomíneos alimentados em 
hamster.

Alimentados artificialmente

Na alimentação artificial, os iniciadores S4/S12 
(DNAr) detectaram infecção mínima em 89% dos 

Figura 1

Amplifi cações do teste de extração de DNA em Lutzomyia longipalpis (Triton/DTT) com iniciadores S4/S12.

 

540bp

600bp

100bp

Pm 1 2 3 4 5 6 7

Pm 8 9 10 11 12 13 14

Gel de agarose 1,5%:

PM 100 bp – 1: pool de 10 conteúdos intestinais + 10 leishmânias; 2: + 20; 4: + 40; 4-5: pool de 10 fl ebotomíneos íntegros + 

10 leishmânias; 6: + 20 leishmânias; 7: + 40 leishmânias; 8: L. (L.) amazonensis; 9: branco; 10: 10 fl ebotomíneos + leishmânias 

(106); 11-12: fl ebotomíneo com 100 e 50 leishmânias; 13: L. (L.) amazonensis; 14: branco.

insetos alimentados com promastigotas (Figura 
2). Para a confirmação da infecção, 7% dos inse-
tos foram dissecados ao microscópio, apresen-
tando 75% deles a presença de flagelados em seu 
tubo digestivo.

Discussão

A correta identificação das espécies de leishmâ-
nias que ocorrem em determinadas áreas en-
dêmicas é de suma importância na adoção de 
medidas de controle, assim como nas condutas 
terapêuticas. O processo de armazenamento de 
insetos  para o diagnóstico da infecção natural 
por Leishmania em flebotomíneos utilizando 
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Figura 2

Flebotomíneos (Lutzomyia longipalpis) alimentados artifi cialmente com formas promastigotas, PCR com primers S4/S12.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

540bp

 

600bp

100bp

Gel de agarose 1,5%:

1: PM 100 bp; 2-11 e 13-15: fl ebotomíneos; 12: branco; 16: L. (L.) amazonensis.

metodologias moleculares, constitui-se em im-
portantes passos prévios a serem sugeridos aos 
entomologistas de modo a tornar essa ferramenta 
mais sensível e específica. Assim, com o presente 
estudo propôs-se a padronizar algumas etapas 
de conservação desses insetos pós-capturados, 
adequar um protocolo de extração de DNA para 
esses insetos na tentativa de amplificar as seqü-
ências específicas de Leishmania.

A facilidade de transporte das amostras com 
preservação adequada do DNA de um local me-
nos apropriado para outro melhor equipado, 
mantendo sua integridade por longos períodos, 
é um dos itens importantes a ser considerado. 
Para tanto, devem ser avaliadas temperaturas de 
transporte e condições de conservação (seco ou 
conservado em algum tipo de reagente). Não es-
quecendo que certas substâncias utilizadas para 
a conservação de DNA são quimicamente ins-
táveis, não mantendo a integridade da amostra 
por muito tempo, sendo a mesma perdida pro-
gressivamente. Em nossos experimentos, duas 
formas de conservação foram avaliadas: (1) em 
isopropanol, à temperatura ambiente; (2) se-
cos a 4ºC. Alguns insetos capturados em campo 

e conservados em etanol 70% também foram 
testados 12.

Os três métodos de armazenamento (in-
cluindo as amostras conservadas em etanol 70%) 
mostraram-se eficientes na preservação do DNA 
das leishmânias. Assim, considerando que o ar-
mazenamento das amostras em isopropanol é 
mais prático que a refrigeração e mais seguro que 
o etanol 70%, o mesmo é sugerido para estudos 
de campo. Resultados similares foram observa-
dos por Cabrera et al. 7, que adotaram para seus 
experimentos o uso de etanol em temperatura 
ambiente.

Como os insetos possuem em seus tecidos, 
inibidores que podem diminuir a eficiência da 
reação de PCR, majoritariamente em seu exo-
esqueleto, cabeça e tórax 13,14, em nossos ex-
perimentos utilizamos dois tipos diferentes de 
amostras de flebotomíneos para a avaliação dos 
métodos de extração de DNA. Um lote continha o 
tubo digestivo do flebotomíneo retirado por cen-
trifugação, e no outro, insetos inteiros.

O protocolo que incluiu leishmânias ao con-
teúdo intestinal não apresentou resultados satis-
fatórios, tendo sido notada a diminuição da sen-
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sibilidade da técnica de PCR e o aparecimento de 
várias bandas inespecíficas, talvez por prováveis 
quebras no DNA a ser amplificado. Atribuímos 
esse fato a uma falha na técnica, pois as formas 
promastigotas foram adicionadas após a retira-
da do tubo digestivo, que, por ter sido retirado 
por centrifugação, pode ter se rompido durante o 
processo, liberando enzimas digestivas. Estas tal-
vez tenham degradado os parasitas, resultando 
em quebra de DNA e conseqüente baixa de sen-
sibilidade da reação. Pela dificuldade e dispêndio 
de tempo na retirada do tubo digestivo, deduziu-
se que a extração do DNA poderia funcionar com 
sucesso se testada com flebotomíneos infectados 
e inteiros. Para isso, comparou-se o DNA extraído 
dos flebotomíneos inteiros com o do seu tubo 
digestivo.

Com relação aos protocolos de extração de 
DNA testados neste trabalho (fenol/clorofórmio/
álcool isoamílico e Triton X100/DTT), os melho-
res resultados foram aqueles obtidos a partir do 
método que incluiu Triton X100 e DTT 11. Já o 
protocolo que inclui passagens em fenol/cloro-
fórmio/álcool isoamílico, não apresentou boa 
sensibilidade gerando bandas inespecíficas 15.

Resultados similares foram obtidos por Arez 
et al. 16 em seus experimentos com identificação 
de Plasmodium em mosquitos do gênero Ano-
pheles dissecados (conteúdo intestinal, cabeça 
e tórax) ou inteiros. Esses autores verificaram 
inibição da reação de PCR pela presença dos ini-
bidores nos tecidos dos insetos, e esta foi particu-
larmente marcada quando se utilizou o protoco-
lo que inclui passagens de fenol/clorofórmio/ál-
cool isoamílico em insetos inteiros. Essa inibição 
foi quase toda minimizada quando utilizaram a 
extração de DNA com os métodos de Triton X100 
1% e DTT ou Chelex, mesmo utilizando-se os in-
setos inteiros, evitando a necessidade de dissecá-
los para esta finalidade.

Aransay et al. 17 mencionam que amostras de 
flebotomíneos com repasto sangüíneo não ne-
cessitam de manipulações extras e que a extra-
ção de DNA sem passagens com fenol/clorofór-
mio/álcool isoamílico elimina qualquer inibidor 
que possa afetar a atividade enzimática do DNA 
polimerase.

Independente da presença de inibidores nos 
tecidos, a perda de DNA durante as lavagens com 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico é indiscutí-
vel e a mínima quantidade de DNA perdido du-
rante o processo de extração em insetos pode 
gerar resultados falsos negativos.

A avaliação geral da reação de PCR com DNA 
extraído pelo protocolo Triton X100 e DTT, de-
monstrou ser esta capaz de identificar um para-
sita por flebotomíneo, resultados estes que estão 
de acordo com De Bruijn & Barker 18, em que a 

presença de um parasita por inseto é suficiente 
para amplificar seqüências de kDNA (DNA de ci-
netoplasto). Entretanto, essa sensibilidade pode 
variar de acordo com os iniciadores e quando es-
pécimes, capturados em campo, são utilizados.

As taxas de infecção dos insetos, alimentados 
em animais, foram relativamente baixas. Esse re-
sultado é devido ao crescimento dos parasitas 
nos vertebrados, que é muito lento. Sendo assim, 
necessita-se de meses para que um número su-
ficiente de amastigotas seja capaz de infectar os 
flebotomíneos durante seu repasto sangüíneo 9. 
Esse fato explica a única infecção detectada pela 
amplificação de DNA ribossômico nos fleboto-
míneos alimentados em camundongo infectado 
com L. (L.) amazonensis e pela total falta de de-
tecção nos alimentados com L. (L.) chagasi, onde 
a infecção está concentrada nos órgãos.

O alimentador artificial demonstrou ser uma 
alternativa simples e rápida para a infecção de 
flebotomíneos com Leishmania spp. Provavel-
mente, isso se explique pela utilização no expe-
rimento de formas promastigotas, melhor adap-
tadas ao ambiente encontrado dentro do tubo 
digestivo do inseto.

A correta identificação das espécies de flebo-
tomíneos vetores que ocorrem em uma área en-
dêmica de Leishmaniose, bem como as taxas de 
infecção natural das diferentes espécies de Leish-
mania, auxiliam na compreensão da epidemio-
logia da doença e também na adoção de medidas 
de prevenção e controle desta parasitose 6.

Taxas de infecção por PCR superiores às da 
dissecção foram descritas por outros autores. Em 
área endêmica do Estado da Bahia detectou-se 
taxa mínima de infecção de até 1,5% por L. (V.) 
braziliensis 19; em ambiente florestal de Mato 
Grosso do Sul, relata-se para N. whitmani taxa 
de infecção por flagelados de 0,16% 20, enquanto 
que a pesquisa realizada no peridomicílio, em 
localidades onde se notificou casos recentes de 
leishmaniose cutânea, demonstrou taxa de in-
fectividade por flagelados de 0,52% 21.

A diferenciação entre presença de flagela-
dos e espécies de leishmânias pode auxiliar no 
controle de seus vetores. Em estudo de campo, 
realizado na Venezuela, Rodriguez et al. 22 de-
tectaram infecção por flagelados em 2,2% dos 
flebotomíneos pertencentes às espécies que na 
classificação de Galati 9 são denominadas de 
Micropygomyia cayennensis, Micropygomyia 
trinidadensis, Psychodopygus panamensis e Lu. 
gomezi, entretanto, somente as espécies Ps. pa-
namensis e Lu. gomezi apresentaram, no PCR, a 
taxa de 7,7% de infecção para L. (V.) braziliensis, 
sendo possível confirmar o papel destas duas es-
pécies na transmissão do parasita nessa região 
da Venezuela.
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A sensibilidade e especificidade da técnica de 
PCR pôde ser observada em estudos realizados 
em áreas da Grécia com casos de leishmaniose 
visceral. Esse método foi capaz de detectar menos 
de três parasitas por inseto e identificar 5,4% de in-
fecção por leishmânias em um total de 645 flebo-
tomíneos de diversas espécies capturadas nessas 
regiões 17. Em um foco de leishmaniose cutânea 
no Irã, por meio de PCR, verificou-se que 32,7% 
dos espécimens de Phlebotomus papatasi captu-
rados estavam positivos para L. (L.) major 23.

Como já foi observado, além da alta sensibili-
dade da técnica, a especificidade do PCR quando 
se utiliza iniciadores que amplificam seqüências 
específicas do parasita, auxilia muito nos estudos 
de incriminação vetorial. Mukherjee et al. 24, na 
Índia, identificaram infecção para L. (L.) donova-
ni em 46% de insetos das espécies Ph. argentipes, 
Ph. papatasi e Sergentomyia babu, como tam-
bém demonstraram a viabilidade dos parasitas 
em todas as espécies de flebotomíneos por meio 
da presença de RNA mensageiro de leishmânias 

metabolicamente ativas. Em um estudo nos An-
des, Peru, por dissecção foram detectadas formas 
flageladas em 0,49% das fêmeas de Lu. ayacu-
chensis e 1,42% das de Lu. noguchii, no entanto, 
por PCR, apenas foi demonstrada a presença de 
L. (Viannia) sp. nas fêmeas de Lu. ayacuchensis, 
demonstrando assim que esta espécie é a envol-
vida na transmissão de leishmaniose nessas áre-
as 25. Já na região andina do Equador, esse vetor 
foi identificado infectado por L. (L.) mexicana 
com taxa de infecção de 3,3% por meio de técni-
cas moleculares 26.

Em suma, após padronização da conservação 
e extração de DNA de flebotomíneos, verificou-
se, neste estudo, que a técnica de PCR foi capaz 
de identificar infecção por Leishmania em flebo-
tomíneos experimentalmente infectados. Ainda 
que preliminar este estudo, acreditamos poder 
colaborar para estudos epidemiológicos na in-
vestigação de infecção natural por Leishmania 
em flebotomíneos, possibilitando a identificação 
específica dos parasitas envolvidos.

Resumo

A correta identificação dos agentes etiológicos em insetos 
vetores é de crucial importância aos estudos epidemio-
lógicos. A pesquisa de flagelado nesses vetores, pela dis-
secção de seu trato digestivo, observação microscópica 
do seu conteúdo ou por isolamento dos parasitas prove-
nientes de insetos em meios de cultura, tem-se  mostrado 
operacionalmente inadequada e com baixa especificida-
de do diagnóstico, pois fêmeas de flebotomíneos também 
podem albergar outros flagelados como Trypanosoma e 
Endotrypanum. Acreditamos que por sua eficiência e es-
pecificidade, a amplificação de seqüências-alvo do DNA 
da Leishmania, por meio da reação em cadeia de polime-
rase, pode ser aplicada na investigação de sua presença 
em flebotomíneos, desde que estes estejam devidamente 
acondicionados e o DNA do parasita extraído a partir 
de metodologia adequada. Este trabalho descreve me-
todologias utilizadas na padronização da conservação 
dos espécimes de flebotomíneos e extração do DNA da 
Leishmania como uma alternativa mais prática que os 
métodos tradicionais.

Psychodidae; Leishmania; Reação em Cadeia da Poli-
merase
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