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RESUMO 

 

PEREIRA, V. F. Uso de suabe conjuntival na detecção de Leishmanios e 
Visceral Canina por PCR. [Use of conjunctival swab for detection Canine Visceral 
Leishmaniasis by PCR]. 2013. 103 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
Pirassununga, 2013. 
 

 

A leishmaniose visceral canina é uma zoonose, no Brasil causado pelo protozoário 

Leishmania chagasi (syn. L. infantum). É endêmica em 88 países, os quais 

compreendem regiões tropicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo, com 

incidência estimada em 2 milhões de casos por ano. No ambiente urbano, o cão 

doméstico é considerado o principal reservatório do parasito. A transmissão da 

doença ocorre através da picada do vetor, díptero flebotomíneo, da espécie 

Lutzomyia longipalpis. O diagnóstico pode ser feito através de métodos diretos, 

como esfregaço preparado com os diferentes órgãos linfoides, Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR), cultivo in vitro do parasito, ou por métodos sorológicos, como 

ELISA (Ensaio Imunoenzimático) e RIFI (Reação de Imunofluorescência Indireta). O 

controle epidemiológico da doença humana envolve o tratamento sistemático dos 

casos humanos, borrifação de inseticida em região domiciliar e peridomiciliar e 

eliminação de cães soropositivos, ponto mais controverso do programa de controle. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a técnica não invasiva do suabe 

conjuntival na identificação por PCR de leishmaniose canina. As amostras, de 

sangue e suabe conjuntival, foram coletadas durante inquérito epidemiológico 

realizado na cidade de Ilha Solteira - SP. A prevalência de animais positivos em pelo 

menos um dos três testes (RIFI, PCR de sangue, e PCR de suabe conjuntival) foi de 

28,17% (60/213). No teste sorológico RIFI, um total de 13,6% (29/213) dos cães 

reagiram positivamente. Na PCR do suabe conjuntival, 13,1% (28/213) dos cães 

foram positivos, e na PCR de sangue total também obtivemos 13,1% (28/213) 

positivos. Comparando os animais testados pela RIFI e pela PCR de suabe 

conjuntival, 7,9% (17/213) animais foram positivos em ambos os testes, enquanto 

81,2% (173/213) animais foram negativos em ambos os testes (PCR-SC e RIFI). 

Dos animais testados para PCR-SC, 5,1% (11/213) foram positivos apenas neste 

teste. Na sorologia, 5,6% (12/213) reagiram positivamente apenas pela RIFI. A 



 

 

sensibilidade e especificidade da PCR-SC foram respectivamente 58,6% e 94,0%, 

valor preditivo positivo de 61,0%, valor preditivo negativo de 94,0%, e o índice kappa 

0,53, o qual demonstra moderada concordância entre os testes. Ao se comparar a 

RIFI com a PCR-SG, dos animais testados, 3,3% (7/213) foram positivos nos dois 

testes simultaneamente, 13,6% (29/213) foram positivos apenas na RIFI, logo, 9,9% 

(21/213) foram positivos apenas na PCR-SG. Foram negativos nos dois testes 

76,5% (163/231). A PCR-SG demonstrou sensibilidade de 24,1%, especificidade de 

88,5%, valor preditivo positivo de 25,0% e valor preditivo negativo de 88,0% e índice 

kappa de 0,13, quando comparado à RIFI, indicando uma fraca concordância. Além 

disso, foram positivos em todos os três testes 2,35% (5/213), e apenas 0,47% 

(1/213) foi positivo nos testes de PCR-SG e PCR-SC. Os resultados demonstraram 

que o suabe conjuntival é uma boa alternativa, fácil e pouco invasiva, que pode ser 

utilizada para auxiliar inquéritos e estudos epidemiológicos da Leishmaniose Visceral 

Canina. 

 

Palavras-chave: Leishmania spp. Cão. RIFI. PCR. Suabe conjuntival 

 



 

 

ABSTRACT 

 

PEREIRA, V. F. Use of conjunctival swab for detection Canine Visce ral 
Leishmaniasis by PCR.  [Uso de suabe conjuntival na detecção de Leishmaniose 
Visceral Canina por PCR]. 2013. 103 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) - 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
Pirassununga, 2013. 
 

 

Canine visceral leishmaniasis is a zoonosis in Brazil caused by the protozoan 

Leishmania chagasi (syn. L. infantum). It is endemic in 88 countries, which include 

tropical and subtropical regions of the Old and New World, with an estimated 

incidence of 2 million cases per year. In the urban environment, the domestic dog is 

the main reservoir of the parasite. Disease transmission occurs through the bite of 

the vector, sandfly, Lutzomyia longipalpis species. The diagnosis by direct methods 

can be made, such as smear prepared with different lymphoid organs, Polymerase 

Chain Reaction (PCR) in vitro culture of the parasite, or by serological methods such 

as ELISA (enzyme immunoassay) and IFAT (Indirect Immunofluorescence Test). The 

epidemiological control of human disease involves the systematic treatment of 

human cases, insecticide spraying in domiciliary area and elimination of seropositive 

dogs, most controversial point of the control program. The objective of this study was 

evaluate the noninvasive technique of conjunctival swab for canine leishmaniasis 

PCR identification. Were collected Samples of blood and conjunctival swab during an 

epidemiological survey conducted in the city of Ilha Solteira – SP. The prevalence of 

positive animals in at least one of the three test (IFAT, blood PCR, and swab PCR) 

was 28.17% (60/213). In IFAT serological test, 13.6% (29/213) of the dogs 

responded positively. In conjunctival swabs PCR, 13.1% (28/213) dogs were positive, 

and PCR of whole blood obtained 13.1% (28/213) positive. Comparing the animals 

tested by IFAT and conjunctival swab PCR, 7.9% (17/213) were positive in both 

tests, while 81.2% (173/213) animals were negative in both tests. Of the tested 

animals for swab PCR, 5.1% (11/213) were positive only in this test. In serology, 

5.6% (12/213) reacted positively only by IFAT. The sensitivity and specificity of swab 

PCR were respectively 58.6% and 94.0%, positive predictive value 61.0%, negative 

predictive value of 94.0%, and kappa 0.53, which demonstrates moderate agreement 

between tests. Comparing the IFAT with blood PCR, the animals tested, 3.3% 



 

 

(7/213) were positive in both tests simultaneously, 13.6% (29/213) were positive only 

by IFAT, so, 9, 86% (21/213) were positive only by blood PCR. Were negative in both 

tests 76.5% (163/213). The blood PCR demonstrated a sensitivity of 24.1%, 

specificity 88.5%, positive predictive value 25% and negative predictive value of 88% 

and coefficient of agreement (kappa) of 0.13, compared to IFAT, indicating poor 

agreement. Furthermore, were positive in all three tests 2.35% (5/213), and only 

0.47% (1/213) were positive in the PCR-SC and PCR-SG test. The results showed 

that conjunctival swab is a good alternative, easier and less invasive that can be 

used to aid investigations and epidemiological studies of Canine Visceral 

Leishmaniasis. 

 

Keywords: Leishmania spp. Dog. IFA. PCR. Conjunctival swab.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose é uma enfermidade infecciosa de caráter crônico, zoonótico e 

de distribuição mundial, caracterizada por um conjunto de síndromes complexas e 

multifacetadas, causadas por espécies distintas do gênero Leishmania, sendo 

transmitida por hospedeiros invertebrados, capazes de infectar desde o homem até 

animais silvestres e domésticos (DESJEUX, 2004). 

De acordo com o comportamento evolutivo do parasita no tubo digestório do 

vetor, o gênero Leishmania é dividido em dois subgêneros: Leishmania, com 

desenvolvimento restrito à porção anterior e média (ROSS, 1903) e Viannia, com 

desenvolvimento desde o intestino posterior até a porção anterior do tubo digestório 

(LAINSON; SHAW, 1987). Inclui várias espécies que eliciam manifestações viscerais 

e cutâneas, que, classicamente, são subdivididas em duas formas: leishmaniose 

tegumentar (LT), que apresenta manifestação cutânea, mucocutânea ou cutânea 

difusa e leishmaniose visceral (LV) com alterações sistêmicas e por vezes cutâneas 

(MICHALSKY et al., 2002). 

A LV foi inicialmente descrita como uma doença esporádica, de ambiente 

rural, que atingia seres humanos e cães que viviam em contato direto com 

ambientes silvestres. Posteriormente, a LV foi caracterizada como sendo de 

ocorrência endêmica, com surtos ocasionais, em áreas rurais do Nordeste brasileiro 

(DEANE; DEANE, 1962). Neste ambiente, a doença foi descrita associada aos 

bolsões de pobreza característicos da região (DE OLIVEIRA; DE ARAUJO, 2003), 

em virtude das políticas econômicas e sociais que ocasionaram um quadro de 

exclusão social. A partir da década de 70, foi observado um processo de transição 

epidemiológica, com a mudança do perfil de morbimortalidade, característico do 

meio rural, para o ambiente urbano (ALVES; BEVILACQUA, 2004). 

Este aumento do número de casos nas metrópoles deve-se, em parte, ao 

aperfeiçoamento dos métodos diagnósticos e notificação obrigatória da doença. 

Outros fatores também contribuíram e contribuem para expansão da LV em 

ambientes urbanos, a saber: desflorestamento, migração de pessoas das áreas 

rurais endêmicas para os centros urbanos e peri-urbanos, precárias condições 

socioeconômicas em áreas de vilas e favelas (REITHINGER; DAVIES, 2002; 
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DESJEUX, 2004). Além disso, fatores como a boa adaptação do vetor ao ambiente 

doméstico, limitação das campanhas de controle vetorial e do reservatório, presença 

de coinfecção em pacientes imunossuprimidos e a seleção de cepas resistentes, 

também contribuem para a disseminação e urbanização da LV, gerando um 

aumento considerável da doença (REITHINGER; DAVIES, 2002; DESJEUX, 2004). 

A principal forma de transmissão do parasita para o cão e outros hospedeiros 

mamíferos é através da picada de fêmeas de dípteros da família Psychodidae, 

subfamília Phlebotominae, sendo Lutzomyia longipalpis a principal espécie nas 

Américas (REY, 2001) e do gênero Phlebotomus, no Velho Mundo (DESJEUX, 

1996; BATES, 2007). O flebotomíneo tem papel de hospedeiro intermediário, e no 

seu intestino o parasito realiza a divisão de sua forma flagelada extracelular. Os 

insetos veiculam as formas promastigotas, uma vez que o protozoário possui duas 

principais formas em seu ciclo, uma intracelular amastigota, encontrada em 

hospedeiros mamíferos e outra, promastigota, a qual é encontrada no hospedeiro 

invertebrado (DESJEUX, 1992). 

Muitas espécies de mamíferos, como cães, gatos, canídeos silvestres, 

marsupiais e roedores são naturalmente infectados por Leishmania spp. Mas o cão 

doméstico atua como reservatório natural no ciclo urbano da doença e principal elo 

na cadeia epidemiológica (CURI; MIRANDA; TALAMONI, 2006). Raposas e 

marsupiais são conhecidos como hospedeiros silvestres da L.(L.) infantum chagasi, 

no Brasil. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente infectadas: 

Lycalopex vetulus no Ceará (DEANE, 1956a); e Cerdocyun thous no Pará 

(LAINSON et al., 1990) e em Minas Gerais (SILVA et al., 2000). L.(L.) infantum 

chagasi foi isolada em marsupiais do gênero Didelphis na Bahia (SHERLOCK et al., 

1984) e no Rio de Janeiro (CABRERA et al., 2003). Mais recentemente três animais 

silvestres de cativeiro, uma raposinha (Cerdocyun thous), um cachorro vinagre 

(Speothos venaticus) e um lobo guará (Chrysocyon brachyurus), foram 

sorologicamente positivos para Leishmania no interior de São Paulo (JUSI, et al., 

2011). O fato destes animais possuírem hábitos sinantrópicos poderia promover a 

ligação entre o ciclo silvestre e doméstico. 

A emergência da doença em áreas não endêmicas e manutenção em regiões 

endêmicas se devem principalmente ao fato das mudanças ecológicas e distribuição 

do vetor. Parece evidente que algumas estimativas sobre o quadro da leishmaniose 

canina estão subestimadas, pois enquanto alguns cães desenvolvem os sinais 
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clínicos progressivamente, outros conseguem controlar a infecção e não 

apresentarem sinais clínicos por muito tempo ou até mesmo por toda a vida. A 

presença da infecção latente contribui a longo termo para manutenção da doença 

em regiões endêmicas. Com isso, o controle da doença representa um sério 

problema, uma vez que tanto cães sintomáticos como assintomáticos podem infectar 

o inseto vetor (MOLINA,1994; MICHALSKY et al., 2007). Nos países endêmicos, a 

LV continua negligenciada pelo setor privado da economia e tem cabido ao setor 

público, apesar dos recursos escassos e infraestrutura inadequada, investir no 

desenvolvimento de novas drogas e métodos de diagnóstico mais eficientes. 

Nos cães, a sintomatologia clínica é muito variada podendo haver confusão 

com uma série de outras doenças. Classicamente a leishmaniose em cães 

manifesta-se por febre, perda de peso, linfadenomegalia localizada ou generalizada, 

lesões dermatológicas e oftálmicas, diarreia, anemia e onicogrifose (GENARO, 

1993). Dependendo das propriedades do parasito e do hospedeiro a leishmaniose 

visceral canina (LVC) pode desenvolver-se sob a forma de infecção aguda ou 

crônica. Pode, também, ocorrer uma evolução de característica latente e, até 

mesmo, a cura espontânea (GENARO, 1993). Características genéticas podem 

determinar diferentes respostas imunológicas na espécie canina, sendo que alguns 

animais ou raças podem apresentar uma resposta mais efetiva do que outros 

(FERRER, 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2000). 

O diagnóstico preciso da LVC é de grande complexidade uma vez que muitos 

cães infectados não apresentam sinais clínicos evidentes, alguns se autocuram e 

outros desenvolvem a doença após um longo período infectados. Quando presentes, 

as manifestações clínicas sugestivas da doença permitem uma avaliação do cão e 

auxiliam no diagnóstico. No entanto, não há um sinal clínico patognomônico para a 

LVC e as características consideradas típicas no animal doente podem se confundir 

com as de outras enfermidades como erliquiose, babesiose, rickettsiose, neoplasia 

cutânea, entre outras (BARBOSA-DE-DEUS et al., 2002; REIS et al., 2006).  

A combinação da avaliação clínica com os testes diagnósticos laboratoriais 

torna-se imperativa para um diagnóstico mais seguro. Diversas técnicas têm sido 

desenvolvidas para esta doença de notificação compulsória. Devem-se considerar 

parâmetros clínicos e epidemiológicos, bem como a pesquisa parasitológica direta 

ou a detecção indireta do parasito, baseado na detecção de anticorpos específicos 

da doença (CAMPINO et al., 2000; SCALONE et al.; 2002). 
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A pesquisa parasitológica direta, realizada por meio da observação de formas 

amastigotas do parasita em esfregaços de linfonodos, medula óssea, aspirado 

esplênico, biópsias hepáticas e esfregaços sanguíneos, constitui-se no método mais 

antigo e seguro para o diagnóstico desta enfermidade. Porém, a sensibilidade desse 

método é bastante baixa e depende do tipo de material biológico colhido, grau de 

parasitemia e tempo de leitura da lâmina (GENARO, 1993). 

Até recentemente os testes sorológicos como o imunoenzimático (ELISA) e a 

reação de imunofluorescência indireta (RIFI), eram recomendados pelo Ministério da 

Saúde em inquérito epidemiológico canino (BRASIL, 2006), porém apresentam 

reação cruzada com Trypanossoma cruzi e outras espécies de Leishmania 

(VEXENAT; SANTANA; TEIXEIRA, 1996). 

Atualmente o Ministério da Saúde recomenda para triagem o uso do DPP 

(“Dual Path Platform”), que se trata de um sorodiagnóstico por meio de 

imunocromatografia. Em testes experimentais, este teste apresentou alta 

sensibilidade para cães com sinais clínicos e alta especificidade para cães sem 

expressão clínica para LV (GRIMALDI JR. et al., 2012). 

Os testes sorológicos devem ser interpretados com cuidado, pois a 

sensibilidade pode variar e podem falhar na detecção de cães no período pré 

patente e antes da soroconversão. Existem cães que nunca farão a soroconversão e 

cães soropositivos que se convertem em soronegativos, mas ainda apresentam-se 

infectados (FERRER, 1992, 2002; FEITOSA, 2006; LEONTIDES et al., 2002). 

Animais com menos de três meses de idade podem apresentar resultados positivos 

pela presença de anticorpos maternos, por esse motivo não devem ser avaliados 

através de métodos sorológicos (BRAGA et al., 1998). 

Rosário et al., (2005) relatam que embora o teste de imunofluorescência seja 

um método bastante empregado, as reações cruzadas com outras doenças, a baixa 

sensibilidade para a detecção de cães assintomáticos e a falta de adaptação para 

estudos soroepidemiológicos em larga escala, são as principais limitações desta 

técnica. O desempenho dos métodos sorológicos utilizados atualmente é limitado 

pelos antígenos empregados, que são quase sempre derivados de promastigotas de 

cultura, parasitas íntegros ou moléculas solúveis, apresentando reações cruzadas 

com outras espécies da família Trypanosomatidae (SUNDAR; RAI, 2002). 

A biologia molecular tem sido bastante utilizada na detecção de LVC e vem 

ganhando cada vez mais importância no diagnóstico da doença (BERRAHAL et al., 
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1996; REALE et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; LACHAUD et al., 2002). 

Dentre estes métodos, a reação em cadeia da polimerase (PCR) permite identificar e 

ampliar seletivamente sequências de DNA do parasito. A detecção de DNA é 

possível em uma variedade de tecidos, como medula óssea, biópsias cutâneas, 

aspirados de linfonodos e sangue. Um novo tipo de material biológico, o suabe da 

conjuntiva ocular, tem demonstrado resultados consideráveis na detecção por PCR, 

além de ser pouco invasivo e oferecer rapidez e praticidade na coleta (STRAUSS-

AYALI et al., 2004; FERREIRA et al., 2008; PILATTI et al., 2009; LEITE et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2012). 

As mucosas do hospedeiro são regiões normalmente colonizadas pelo 

parasito e por isso são alvos propícios para a detecção do mesmo. Além disso, as 

mucosas são tecidos de constante reposição celular e, portanto, as células 

esfoliativas daí provenientes podem ser facilmente coletadas utilizando-se suabes 

(FERREIRA et al., 2008; PILATTI et al., 2009; LEITE et al., 2010; GRAMICCIA et al., 

2010; LOMBARDO et al., 2012). 

O suabe pode ser utilizado para coleta de células conjuntivais e ter seu 

potencial comparado a métodos de coleta convencionais e invasivos, como punção 

sanguínea, biópsia e aspirados. Com isso, torna-se estratégico e relevante avaliar a 

combinação da praticidade destas amostras clínicas de coleta não invasiva com a 

robustez da técnica de PCR para o diagnóstico da LVC. Os testes moleculares 

podem ser especialmente úteis para confirmação diagnóstica de cães 

imunossuprimidos, de casos subclínicos ou suspeitos que apresentem reações 

cruzadas em testes diagnósticos sorológicos. 

Um dos principais fatores que contribuiu para a expansão da LV nos centros 

urbanos é a limitação do Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV). 

No Brasil, o PCLV se iniciou na década de 50 e seu objetivo principal era romper os 

elos epidemiológicos da cadeia de transmissão da doença. Entretanto, os 

procedimentos de controle adotados têm sido questionados com base na falta de 

evidências da redução da incidência da leishmaniose visceral humana (LVH) no 

país. Diante disso, o Ministério da Saúde e a Fundação Nacional da Saúde 

convocaram um comitê de especialistas para reavaliar o programa e redirecionar as 

estratégias de controle (COSTA; VIEIRA, 2001). Essa análise vem sendo 

direcionada com base em argumentos respaldados na literatura especializada e em 

aspectos operacionais como a falta de padronização dos métodos diagnósticos para 
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a LVH e LVC; discordância entre a eliminação de cães soropositivos e a prevalência 

da infecção humana; necessidade da comprovação da existência de outros 

reservatórios, além do cão, como marsupiais e canídeos silvestres; pouco 

entendimento sobre os reais efeitos das ações de combate ao vetor; possível 

existência de formas de transmissão sem a participação de flebotomíneos 

(FERREIRA, 2012). 

No Brasil, os protocolos terapêuticos para cães têm sido avaliados durante os 

últimos anos, mas o tratamento de cães infectados não é recomendado devido ao 

risco potencial para a saúde pública (HOLLAND et al., 2002). Estudos demonstram 

que o tratamento medicamentoso em cães infectados não é capaz de alcançar a 

cura parasitológica, devido à permanência de infecção latente em algumas células 

(BANETH; SHAW, 2002; NOLI; AUXILIA, 2005). Este fato está relacionado à 

inabilidade dos antimoniais em promover cura parasitológica no cão, mantendo a 

transmissão do parasito para flebotomíneos devido à permanência do parasitismo 

dérmico, mesmo após a terapêutica (GUARGA et al., 2002). Desta forma, o cão 

possivelmente comporta-se como um reservatório do parasito favorecendo a seleção 

de cepas resistentes aos medicamentos. 

Diante das dificuldades operacionais de combate à LV, especialmente nas 

regiões urbanas, tornam-se necessários mais investimentos na área técnico-

científica e aperfeiçoamento das estratégias de controle e vigilância da doença. 

Todas as medidas de controle devem ser integradas de modo que elas possam ser 

mais efetivas (ELKHOURY, 2005). Neste sentido, é essencial a utilização de 

ferramentas que possam contribuir nos estudos e inquéritos epidemiológicos, como 

a coleta não invasiva, fácil e prática de espécimes biológicas; que pode ser utilizada 

em larga escala e não precisa de profissional especializado. 

O presente trabalho buscou contribuir com novas abordagens de investigação 

diagnóstica, visando disponibilizar para sociedade uma ferramenta valiosa no 

controle da leishmaniose visceral canina, bem como em novos delineamentos para 

as medidas de vigilância que poderão ser utilizadas pelos órgãos sanitários 

competentes no controle canino. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Com a introdução da biologia molecular na detecção e caracterização de 

agentes patogênicos, alguns trabalhos vêm sendo desenvolvidos, com resultados 

bastante animadores, principalmente no que concerne à identificação e 

caracterização das espécies de Leishmania.  Estudos têm demonstrado que podem 

existir graus variados de virulência e que pacientes infectados podem responder 

diferentemente ao tratamento quimioterápico, de modo que a caracterização desse 

parasito torna-se essencial nas investigações clínicas e patológicas da leishmaniose 

visceral (PETERS et al., 1983). Além disso, o conhecimento das espécies de 

Leishmania é extremamente importante em regiões onde a leishmaniose visceral e a 

leishmaniose cutânea (LC) são prevalentes, especialmente, porque foi demonstrado 

dispersão de L. (L.) i. chagasi em áreas endêmicas para L. braziliensis, como São 

Paulo e Rio de Janeiro (MADEIRA et al., 2006; SÃO PAULO, 2009).  

Nesse contexto, a PCR vem ganhando bastante destaque (GOMES et al., 

2007). A PCR é uma técnica de rápido diagnóstico para a detecção de Leishmania 

spp. e o seu procedimento é suficientemente sensível, específico e reproduzível 

para uso na confirmação do diagnóstico clínico da LV em animais e em humanos 

(OZBEL et al., 2000; SILVA et al., 2001).  

Roura, Sanchez e Ferrer (1999) demonstraram que a PCR apresenta 

sensibilidade e especificidade próximas a 100% quando realizada corretamente e 

Ozbel et al. (2000) relataram que a PCR apresenta sensibilidade superior a pesquisa 

de parasitas em esfregaços. Adicionalmente, Ikonomopoulus et al. (2003) sugerem a 

utilização da PCR como método de diagnóstico rotineiro da leishmaniose, 

especialmente a partir de amostras de sangue, uma vez que a correlação deste 

método com a RIFI foi de 91,8%. Reale et al. (1999) demonstraram que cães 

sorologicamente negativos apresentaram-se positivos na PCR, e Gomes et al. 

(2007) observaram que cães negativos ao exame parasitológico, demonstraram-se 

positivos para L. (L.) i. chagasi pela técnica de PCR. E recentemente, Gomes et al. 

(2007) ressaltaram a importância da PCR no diagnóstico da leishmaniose, em 

especial, como forma de diferenciar L. (L.) i. chagasi e L. braziliensis. 

É importante ressaltar que, dentro da população canina, pode ocorrer grande 

variabilidade quanto à resposta imune frente à infecção por L. infantum. Existem 
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cães com altos níveis de anticorpos sendo estes facilmente detectados pelas 

metodologias disponíveis. Também há animais com claros sinais da doença, porém 

com sorologia duvidosa ou negativa devido à imunossupressão (FISA et al., 2001). 

Neste sentido, a combinação da PCR com métodos sorológicos tem sido 

recomendada para o aumento da eficácia do diagnóstico da LVC (SOLANO-

GALLEGO et al., 2009). Além disso, a associação da PCR com a sorologia abre 

novas perspectivas para a avaliação das relações existentes entre a carga 

parasitária e a produção de anticorpos no hospedeiro (ALVES, 2009). Pesquisas 

mais aprofundadas sobre estas variáveis são muito importantes para auxiliar na 

identificação de possíveis marcadores de doença ou resistência canina à LVC, bem 

como de processos relacionados ao prognóstico da enfermidade. 

Diversos tipos de espécimes clínicos (incluindo sangue, biópsias de pele, 

linfonodos, medula óssea e baço) são utilizados para detecção de DNA do parasita 

através da PCR. No entanto, amostras menos invasivas são muito desejáveis, uma 

vez que dependendo do tipo de coleta e amostra sua obtenção pode ser menos 

complexa, não requerendo mão de obra especializada, o que facilitaria a 

amostragem em massa. Um exemplo que tem se mostrado promissor é a utilização 

do suabe para coleta de amostras biológicas no diagnóstico molecular da LVC. Este 

método de coleta é fácil e rápido, além de ser um procedimento não invasivo que 

permite a obtenção de células de diferentes regiões anatômicas do hospedeiro, 

como as mucosas conjuntivais. 

O suabe conjuntival (SC), que utiliza um suabe estéril para retirada de 

amostras de células epiteliais da conjuntiva de cães, é um método não invasivo e 

seria uma alternativa no diagnóstico da LVC. Este método já foi testado por alguns 

pesquisadores e mostrou-se altamente sensível no diagnóstico da LVC por PCR em 

pacientes sintomáticos (STRAUSS-AYALI et al., 2004; FERREIRA et al., 2008; 

PILATTI et al., 2009; GRAMICCIA et al., 2010; LOMBARDO et al., 2012) e cães 

assintomáticos (LEITE et al., 2010; DI MUCCIO, et al., 2012). 

Esforços devem ser realizados no intuito de confirmar a infecção em cães 

sorologicamente positivos, através de técnicas de detecção molecular do parasita, 

que por serem métodos altamente específicos, permitem um diagnóstico mais 

preciso e também a diferenciação das espécies de Leishmania encontradas nas 

diferentes regiões. O uso do SC facilitaria a coleta e aumentaria o número de 

amostras para diagnóstico da leishmaniose canina e seria um incentivo a novas 
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investigações e pesquisas aplicadas, como fontes importantes de informações, para 

subsidiar o PCLV no Brasil. Com isso, estratégias de controle e de prevenção 

poderão ser postas em prática de forma mais rápida, racional e efetiva, com o intuito 

de garantir a proteção do ser humano contra os efeitos deletérios deste parasito. 

Sabendo-se da importância da leishmaniose visceral no Brasil e sua 

expansão, e a importância do cão como reservatório da enfermidade em áreas 

urbanas, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial de utilização da PCR 

com amostras de DNA extraídos de suabe conjuntival (PCR-SC), provenientes de 

inquéritos epidemiológicos, para detecção de LVC, comparando com a PCR de 

sangue (PCR-SG) e com o teste ouro, reação de imunofluorescência indireta (RIFI). 

E também oferecer uma alternativa eficaz no diagnóstico da LVC, que facilite a 

coleta de espécimes biológicos para os testes laboratoriais, menos invasiva, que 

possa ser utilizada no diagnóstico de um grande número de animais em menor 

espaço de tempo e que apresente boa sensibilidade e especificidade. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial de utilização da PCR 

com amostras de DNA extraídos de suabe conjuntival (PCR-SC), comparando com a 

PCR de sangue (PCR-SG) e com o teste ouro, reação de imunofluorescência 

indireta (RIFI), na detecção da LVC. Além disso, comparar, dentro de cada grupo de 

cães, sintomáticos e assintomáticos, os resultados obtidos na RIFI, PCR-SC e PCR-

SG e obter a prevalência de cães positivos na cidade de Ilha Solteira, SP. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

4.1 AGENTE ETIOLÓGICO, VETOR E CICLO DE TRANSMISSÃO 

 

 

A Leishmaniose é causada por um protozoário pleomórfico da ordem 

Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero Leishmania. Os primeiros casos 

de leishmaniose visceral, que se tem relato, aconteceram na Índia no ano de 1885 e, 

somente alguns anos mais tarde, em 1903, é que o agente causador desta 

enfermidade foi descoberto e descrito por William Boog Leishman e Charles 

Donovan. William B. Leishman descreveu o parasita, mas associando-o às formas 

de Trypanosoma (LEISHMAN, 1903). Charles Donovan encontrou o parasita em 

baço de uma criança hindu com febre irregular, mas o confundiu com outro 

protozoário, o Trypanosoma brucei. Após algumas descrições equivocadas, Ronald 

Ross criou o gênero Leishmania e batizou o agente causador do calazar de 

Leishmania donovani, em homenagem a William Boog Leishman e Charles Donovan 

(PESSÔA; MARTINS, 1988; REY, 2001). 

Os protozoários do gênero Leishmania possuem ciclo biológico heteroxênico, 

necessitando assim de dois hospedeiros, um vertebrado, representado por canídeos 

silvestres e domésticos, além de roedores e humanos, e de um invertebrado, 

representado pelo inseto vetor (SCHLEIN, 1993). Leishmania donovani e L. infantum 

são exemplos de espécies causadoras da LV na África, Europa e Ásia e L.(L.) 

infantum chagasi é o agente etiológico encontrado nas Américas. A L. donovani é 

responsável pela infecção em humanos, enquanto que a L. infantum e L.(L.) 

infantum chagasi causam LV tanto em humanos quanto em cães (MICHALICK; 

GENARO, 2005). 

As Leishmanias são organismos pleomórficos, isto é, nos invertebrados 

encontram-se as formas paramastigotas e promastigotas, e nos vertebrados a forma 

aflagelar, denominada amastigota (MICHALICK; GENARO, 2005). São parasitas 

intracelulares obrigatórios, multiplicando-se nos fagócitos mononucleares do sistema 

mononuclear fagocítico. As Leishmanias, quando são inoculadas na pele do 

hospedeiro vertebrado pelos flebótomos, invadem os macrófagos e neles se 

multiplicam. Cerca de três horas pós inóculo, são observados vários neutrófilos e 
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alguns macrófagos parasitados tanto por promastigotas quanto por amastigotas. Os 

leucócitos migram progressivamente da pele para outros locais do organismo e se 

encontram ausentes 24 horas depois (SANTOS-GOMES et al., 2000). 

Os hospedeiros vertebrados são representados pelo homem e pelos 

mamíferos domésticos ou silvestres. A forma flagelar infectante da Leishmania é 

encontrada no aparelho bucal do vetor e as formas amastigotas se multiplicam nas 

células do sistema mononuclear fagocitário dos mamíferos. Uma vez que o vetor 

entra em contato com a forma amastigota através da picada no hospedeiro 

vertebrado, essa forma modifica-se no aparelho digestivo do inseto, até chegar a 

forma infectante, e pode ser inoculada em outro hospedeiro ou reservatório (GALATI 

et al., 1997; GONTIJO; MELO, 2004). 

A possível participação dos cães no ciclo epidemiológico da LVC começou a 

ser aventada por Nicolle e Comte em 1908, na Tunísia, a partir da detecção, nos 

animais, do agente etiológico (NICOLLE; COMTE, 1908). 

No Brasil, uma das primeiras observações da infecção canina por Leishmania 

foi realizada por Evandro Chagas quando demonstrou a existência da doença no 

homem e no cão e a infecção do flebótomo Lutzomyia longipalpis. Neste período o 

parasita foi classificado como Leishmania chagasi (CHAGAS, 1936; CHAGAS et al., 

1938). Em 1956, Deane incrimina o cão e a raposa como reservatórios naturais nas 

áreas de maior expressão da endemia, definindo a doença como uma zoonose 

(DEANE, 1956b). Em 1958, outros animais foram encontrados infectados com o 

parasita em florestas do sul do Brasil (DEANE; DEANE, 1962), dando início às 

primeiras campanhas governamentais sobre as áreas de ocorrência da doença e o 

controle da LV no Brasil. 

A distribuição coincidente de L. longipalpis e a presença de LV em quase toda 

a América Central e América do Sul muito reforçou a convicção dos pesquisadores 

de que este era o vetor principal da doença (LAINSON; RANGEL, 2005). No Brasil, a 

transmissão de L.(L.) infantum chagasi, principal agente etiológico da LVC, se dá 

pela picada de fêmeas de insetos dípteros pertencentes à família Psychodidae, 

tendo como principal vetor Lutzomyia longipalpis. Galati et al. (1997) encontraram 

Lutzomyia cruzi também atuando como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul. 

A espécie L. longipalpis está bem adaptada ao ambiente peridomiciliar, 

alimentando-se em uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre aves, 

homem e outros animais silvestres ou domésticos (MONTEIRO et al., 2005). 
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A primeira demonstração de infecção natural de hamsters (Mesocricetus 

auratus) por picada de flebotomíneo ocorreu em 1931, após observação de que a 

distribuição do vetor Phlebotomus argentipes era coincidente com a distribuição da 

doença (ADLER; THEODOR, 1931). 

É conhecido que a densidade da população de L. longipalpis esteja associada 

ao peridomicílio, sendo este propício para população de vetores, como aqueles com 

presença de lixo, abrigo de animais, galinheiros, estábulos, arborização abundante, 

lagos, rios ou matas caducifólias ou caatinga (FORATTINI, 1960; SHERLOCK; 

GUITTON, 1969). 

Consideram-se habitats naturais da L. longipalpis as fendas de rochas, as 

cavernas e o solo úmido rico em matéria orgânica vegetal ou animal em 

decomposição, os quais são encontrados em abundancia em matas. A devastação 

de áreas silvestres fez com que os vetores e os reservatórios silvestres migrassem 

para o peridomicílio humano em busca de alimento (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 

1997). 

Camargo-Neves et al. (2001) consideram a necessidade de analisar a 

superfície da densidade vetorial e correlacioná-la com os aspectos ambientais do 

peridomicílio, tais como presença de vegetação, raízes, troncos de árvores e matéria 

orgânica no solo, representando possíveis abrigos e criadouro para o vetor. 

 

 

4.2 EPIDEMIOLOGIA 

 

 

O Brasil enfrenta atualmente a expansão e urbanização da LV com casos 

humanos e grande número de cães positivos em várias cidades de grande e médio 

porte. A urbanização dessa doença é um fenômeno relatado em diversos países 

como o Irã (OSHAGHI et al., 2010), Marrocos (BOUSSAA et al., 2005), México 

(SÁNCHEZ-GARCÍA et al., 2010) e Itália (TARALLO; DANTAS-TORRES; LIA, 2010). 

Acredita-se que este novo panorama tenha relação com diversos fatores, 

como o adensamento populacional nas grandes cidades, o agravamento das 

desigualdades sociais concomitante com a precariedade das condições de moradia, 

alimentação e saneamento básico, o grande número de pessoas susceptíveis, 

numerosos cães vadios e adaptação do inseto vetor ao ambiente urbano. Além 
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disso, a inadequação dos investimentos em educação e saúde, descontinuidade das 

ações de controle e fatores associados à resistência do parasito a quimioterápicos e 

à imunossupressão, como as coinfecções Leishmania/HIV, têm sido apontados 

como causas em potencial da expansão da LV (REITHINGER; DAVIES, 2002; 

DESJEUX, 2004; GONTIJO; MELO, 2004; HARHAY et al., 2011). 

Pelo fato da urbanização ser um fenômeno relativamente novo, pouco se 

conhece sobre a epidemiologia da LVC nos focos urbanos. As relações entre os 

componentes da cadeia de transmissão no cenário urbano parecem ser bem mais 

complexas e variadas do que no rural. 

A relação da LVC com o risco de ocorrência da LVH tem sido tema de intenso 

debate. Alguns estudos minimizam esta relação ao demonstrarem que a eutanásia 

em massa de cães soropositivos tem baixo impacto na redução de casos de LVH em 

regiões endêmicas do Brasil (DIETZE et al., 1997; MILES et al., 1999; COURTENAY 

et al., 2002). Mais de dois milhões de cães foram examinados no Brasil entre 2002 e 

2007 e mais de 160.000 cães soropositivos foram eutanasiados. Entretanto, não se 

observou uma redução da incidência de casos humanos a níveis razoáveis (LEMOS 

et al., 2008).  

Este fato demonstra que há falhas nas campanhas de controle da LV, e 

aponta para a necessidade de reavaliação da política de combate à doença no 

Brasil. Entre as possíveis causas da ineficiência do controle da LV estão as 

limitações dos testes diagnósticos sorológicos utilizados em larga escala nos 

inquéritos caninos (BRAGA et al., 1998; MOREIRA JR. et al., 2004; ROSÁRIO et al., 

2005), a demora entre a coleta de amostras clínicas caninas, sua análise e a 

eutanásia dos cães infectados (VIEIRA; COELHO, 1998; COURTENAY et al., 2002; 

MOREIRA JR. et al., 2004) e a rápida reposição de cães susceptíveis pela 

população (DYE, 1996; MOREIRA JR. et al., 2004). 

Atualmente, diversos países da América do Sul, tais como Argentina e 

Paraguai, vem apresentando, de forma crescente, relatos da enfermidade em cães e 

em humanos, entretanto, o Brasil é responsável por 90% dos casos da América 

Latina (BRASIL, 2010b). Entre os anos de 2000 a 2010, foram notificadas 31.098 

pessoas com leishmaniose visceral, em todo território brasileiro, além de ser 

verificado um aumento nas taxas de letalidade que elevou de três para sete, o 

número de óbitos em cada 100 indivíduos doentes, com cerca de 200 casos fatais 
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por ano. A maior parte dos pacientes infectados concentra-se na região nordeste, 

centro-oeste e sudeste do país (BRASIL, 2010a). 

Segundo dados do IBGE, 85% da população do país vive em área urbana, o 

que cria condições favoráveis para a emergência e reemergência de doenças, entre 

elas a leishmaniose. Associado a isto há ainda um complexo de fatores, como 

mudanças ambientais e climáticas, redução dos investimentos em saúde e 

educação, descontinuidade das ações de controle, adaptação do vetor aos 

ambientes modificados pelo homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores 

(variantes genéticas), e dificuldades de controle da doença em grandes aglomerados 

urbanos, onde problemas de desnutrição, moradia e saneamento básico estão 

presentes (GONTIJO; MELO, 2004). 

Com a ação do homem no meio ambiente, secundária aos desmatamentos, e 

o crescimento desordenado das cidades, houve a destruição de ecótopos silvestres. 

A mudança no contexto da doença foi desencadeada pela adaptação de vetores à 

nova realidade. A devastação de áreas silvestres fez com que os vetores e os 

hospedeiros silvestres migrassem para o peridomicílio humano em busca de 

alimento (BARATA et al., 2005). O entendimento das interações entre as mudanças 

do meio ambiente urbano e os flebótomos é fundamental, visto que a L. longipalpis é 

uma espécie sinantrópica, com alta adaptabilidade ao ambiente doméstico, e 

considerado um dos fatores mais importantes na cadeia da transmissão da LVC. 

O grupo de doenças causadas pelas várias espécies de Leishmania é 

considerado a terceira mais importante infecção transmitida por vetor, ficando atrás 

somente da malária e da filariose linfática. Está presente em regiões tropicais e 

subtropicais do velho e do novo mundo, são endêmicas em 88 países, com mais de 

350 milhões de pessoas em área de risco. A incidência estimada é de 500 mil novos 

casos por ano de LVH (DESJEUX, 2004). O número de casos letais por ano da LVH 

é de 59.000 mortos, entre as doenças parasitárias é superada apenas pela malária 

(DESJEUX, 2004). Em medicina veterinária, a infecção causada pela Leishmania 

infantum é mais importante na espécie canina (GRAMICCIA; GRADONI, 2005). 

Até o momento, de todos os animais identificados como reservatórios da 

doença, o cão é considerado epidemiologicamente o mais importante, pois 

apresenta um grande parasitismo cutâneo, constituindo-se o principal elo na cadeia 

de transmissão da doença (BANETH, 2006). Os canídeos podem ser infectados por 

outras espécies de Leishmania, responsáveis pela forma cutânea e mucocutânea da 
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doença humana (DANTAS-TORRES, 2007; JUSI et al., 2011). Para outras espécies 

de Leishmania o cão não é considerado um importante reservatório da infecção em 

humanos (DANTAS-TORRES, 2007). 

A importância epidemiológica dos cães vem sendo reforçada, uma vez que 

outros estudos têm evidenciado que a LVC se constitui como um fator de risco para 

a LVH. Em regiões urbanas, com transmissão recente da LV, foi corroborada a 

hipótese de que casos caninos da doença precedem casos humanos. Nesses locais, 

foi comprovada uma associação na distribuição espacial da LV em cães e no 

homem (BEVILACQUA et al., 2001). O reservatório canino tem sido apontado como 

fator importante para o surgimento de novos focos da doença (PARANHOS et al., 

1998). Uma relação próxima entre as infecções canina e humana, especialmente 

entre crianças, também já foi relatada em países europeus (SÁNCHEZ et al., 1996; 

PAPADOPOULOU et al., 2005). 

Paralelamente, o flebótomo acabou por encontrar no ambiente urbano um 

hábitat favorável à sua reprodução. Como resultado, o Lutzomyia longipalpis, por 

exemplo, tornou-se muito numeroso nessas regiões, o que tem aumentado o 

número de casos da doença (WHO, 2007). 

A adaptação do vetor aos ambientes urbanos foi concretamente comprovada 

no Brasil no final da década de 1980. Nesse cenário, os flebotomíneos passaram a 

ser encontrados em paióis, canis e também no ambiente intradomiciliar. Desde 

então, muitas cidades brasileiras como Fortaleza (CE), Aracaju (SE), Santarém (PA), 

Corumbá (MS), Palmas (TO), Araçatuba (SP), Teresina (PI), Natal (RN), São Luís 

(MA), Campo Grande (MS), Montes Claros e Belo Horizonte (MG) vêm 

apresentando, de maneira preocupante, mais casos autóctones da doença (BRASIL, 

2012). 

 

 

4.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS NO CÃO 

 

 

A doença no cão é de evolução lenta e início insidioso. A LVC é uma doença 

sistêmica severa cuja manifestações clínicas estão intrinsecamente dependentes do 

tipo de resposta imunológica expressa pelo animal infectado. O quadro clínico dos 
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cães infectados apresenta um espectro de características clínicas que varia do 

aparente estado sadio a um severo estágio final (BRASIL, 2006). 

Na LVC o cão desenvolve lesões cutâneas, principalmente descamações e 

eczema, em particular no espelho nasal e orelha, ulcerações na pele localizadas 

frequentemente na orelha, focinho, cauda e articulações, e pelo opaco. Na fase 

avançada observa-se onicogrifose, esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, 

dermatites, úlceras de pele, ceratoconjutivite, coriza, apatia, diarreia, vômito, 

hemorragia intestinal, edema de pata e hiperqueratose. Na fase terminal ocorre 

paresia dos membros posteriores, caquexia, inanição e morte (BRASIL, 2006).  

Os cães resistentes, que podem chegar a uma taxa de 10 a mais de 50% da 

população de cães infectados, não desenvolvem a doença permanecendo 

assintomáticos, ou então apresentando cura clínica espontânea (MORENO et al., 

1995). Nestes cães a Interleucina 2 (IL-2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

podem desempenhar um papel protetor contra o desenvolvimento da doença clínica 

(PINELLI et al., 1994). Além disso, esse estado de resistência tem sido associado 

com o desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células T (“cell 

mediated imunnity”, CMI) específica para Leishmania, enquanto a doença ativa tem 

sido associada com altos níveis de anticorpos e uma CMI suprimida (PINELLI et al., 

1994; RODRÍGUEZ-CORTÉS et al., 2007). 

Os cães são classificados em três grupos, de acordo com os sinais clínicos: 

• Cães assintomáticos: ausência de sinais clínicos sugestivos da infecção por 

Leishmania. 

• Cães oligossintomáticos: presença de adenopatia linfoide, pequena perda de 

peso e pelo opaco. 

• Cães sintomáticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doença como as 

alterações cutâneas (alopecia, eczema furfuráceo, úlceras, hiperqueratose), 

onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite e paresia dos membros posteriores 

(BRASIL, 2006). 
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4.4 ASPECTOS PATOLÓGICOS E PATOGÊNESE DA LVC 

 

 

A infecção em cães por espécies de Leishmania é clinicamente semelhante à 

infecção humana, embora no cão, além do acometimento das vísceras, são 

frequentemente encontradas lesões de pele nos animais infectados e sintomáticos 

(KRAUSPENHAR et al., 2007). O período de 2 a 12 meses é necessário para que 

um cão infectado desenvolva sinais clínicos, e o período de incubação observado 

em condições experimentais, pode alcançar 25 meses (OLIVEIRA; SANTORO; 

SADIGURSKY, 1993). O quadro clínico é variável e depende da resposta imune do 

cão e da cepa do parasita inoculado pela picada do inseto vetor (MICHALICK; 

GENARO, 2005). Inicialmente surge febre intermitente, perda de peso e 

linfadenopatia (LIMA et al., 2004). Alguns cães curam espontaneamente enquanto 

que outros evoluem até a morte em poucas semanas (MICHALICK; GENARO, 

2005). 

A LVC é uma doença crônica, fatal e sistêmica, sendo os principais sinais 

clínicos no cão representados pela caquexia, hipergamaglobulinemia, 

hepatoesplenomegalia, anemia e linfadenopatia (CIARAMELLA et al., 1997; 

FERRER, 1999; LIMA et al., 2004; BRITO et al., 2004; LANGONI et al., 2005; 

LINHARES et al., 2005; KRAUSPENHAR et al., 2007). Na pele, são comuns úlceras 

crostosas na orelha, focinho e região periorbital, descamação furfurácea e alopecia 

multifocal. As preparações citológicas de pele de orelha podem demonstrar a 

presença de formas amastigotas da Leishmania (CIARAMELLA et al., 1997; 

LINHARES et al., 2005; KRAUSPENHAR et al., 2007). 

A pele é um órgão importante na determinação do progresso da infecção por 

Leishmania. Fondevila, Vilafranca e Ferrer (1997), através da quantificação, por 

imunocitoquímica, das células de Langerhans, queratinócitos expressando MHC II +, 

macrófagos, células T e de parasitas, analisaram a resposta imune da pele de cães 

naturalmente infectados por L. infantum, e correlacionaram os resultados desta 

quantificação com diferentes aspectos dermatológicos encontrados (alopecia, 

descamação, lesões nodulares não ulceradas e dermatose ulcerativa). Na dermatite 

alopécica, a presença de células de Langerhans e de queratinócitos MHC II + esteve 

associada com um infiltrado discreto de células T e um número significante de 

parasitas. Na pele com lesões nodulares, onde foi detectada ausência de células 
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apresentadoras de antígenos, houve um infiltrado significativo de parasitas e de 

macrófagos. A pele com lesões ulceradas mostrou padrões intermediários de 

inflamação. Neste contexto, a pele com alopecia se mostrou mais eficiente em 

processar e apresentar antígenos de Leishmania do que a pele com lesões 

nodulares generalizadas. 

As lesões hepáticas caracterizam-se por inflamações granulomatosas, 

hiperplasia e hipertrofia das células de Kupffer, que se encontram albergando 

parasitas (OLIVEIRA; SANTORO; SADIGURSKY, 1993; XAVIER et al., 2006). 

Krauspenhar et al. (2007) observaram reação linfohistioplasmocitária marcante e 

imunomarcação positiva para Leishmania. 

Nos órgãos linfoides ocorre a proliferação linfoplasmohistiocitária, resultando 

na linfadenomegalia generalizada (KRAUSPENHAR et al., 2007). 

No baço ocorre reação inflamatória crônica e difusa, com macrófagos 

organizados em granulomas e repletos de amastigotas (XAVIER et al., 2006). 

Os linfonodos podem conter lesões hipertróficas nas regiões corticais e 

medulares com amastigotas dentro de macrófagos medulares (LIMA et al., 2004). 

Na medula óssea, como em outros órgãos linfoides, é característica a 

hipertrofia e a hiperplasia das células (TAFURI et al., 2001; KRAUSPENHAR et al., 

2007). A hipoplasia e aplasia medular podem resultar em anemia e trombocitopenia. 

O coração pode apresentar miocardite multifocal com inflamação 

linfohistioplasmocitária acentuada, acompanhada por necrose e degeneração das 

fibras miocárdicas. A presença e envolvimento do parasita como sendo a causa de 

tais lesões foi evidenciada por técnicas de imunomarcação (FERRARI et al., 2006). 

Nos rins, a deposição de imunocomplexos nos glomérulos pode acarretar em 

glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite intersticial com comprometimento 

da função renal (LOPEZ et al., 1996), muitas vezes sendo a principal causa de morte 

de cães com leishmaniose. A nefropatia pode ser causada pelo infiltrado de células 

T CD4+ detectadas na região glomerular e intersticial dos rins de cães naturalmente 

infectados com L. chagasi (COSTA et al., 2000). A insuficiência renal pode estar 

presente em cães sem os sinais clínicos sistêmicos de leishmaniose (CIARAMELLA 

et al., 1997). 

Lesões oculares como ceratoconjuntivite, blefarite, inflamação mononuclear 

plasmocitário do trato uveal e edema de córnea, formação de sinéquia, lesões em 

corpo ciliar e íris podem estar associado a depósito de imunocomplexos nestas 
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áreas, fato que pode ser corroborado pela presença de anticorpos específicos anti-

Leishmania em vários tecidos intraoculares, podendo significar lesões de origem 

imunopatológica (GARCIA-ALONSO et al., 1996; CIARAMELLA et al., 1997; 

FERRER, 1999; BRITO et al., 2004). 

No intestino é observada diarreia crônica e melena, devido às ulcerações na 

mucosa gástrica intestinal. Colite ulcerativa e erosiva também pode estar presentes 

(FERRER, 1999). As inflamações do trato intestinal podem alcançar desde a 

mucosa até a muscular da submucosa (LUVIZOTTO, 2006). 

Na leishmaniose canina pode ocorrer acometimento de hemorragias devido a 

hiperglobulinemia (que interfere na formação da malha de fibrina), sequestro 

esplênico de plaquetas, hipoplasia medular, vasculite por imunocolplexos, uremia 

(dificultando a atividade plaquetária) (LUVIZOTTO, 2006) e epistaxe (provavelmente 

por lesões na cavidade nasal) (FERRER, 1999). 

Os estudos concernentes às alterações neurológicas associadas com LV em 

humanos podem ter os cães como bons modelos. Os cães doentes podem 

apresentar, além dos sintomas clássicos de LVC, alterações neurológicas tais como 

letargia, convulsões, mioclonias, nistagmo, tremores, paralisia de mandíbula, ptose 

labial, andar em círculos, tetraparesia e rigidez raquial e cervical. Os sintomas 

neurológicos na LVC estão associados à inflamação meningial crônica com infiltrado 

linfoplasmocitário (VIÑUELAS et al., 2001). Altos níveis de anticorpos contra 

Leishmania são encontrados no liquido cerebrospinal vindos, provavelmente, da 

circulação sanguínea através do rompimento da barreira hematocerebral ocasionado 

pelo parasito (LIMA et al., 2003). 

A LVC também pode manifestar lesões osteolíticas e osteoproliferativas de 

diáfises ósseas com sinais de atrofia muscular (BURRACO; ABATE; 

GUGLIELMINO, 1997; SOUZA et al., 2005). 

Os pulmões apresentam quadro de pneumonia intersticial crônica e difusa 

com infiltrado linfoplasmocitário (LUVIZOTTO, 2006). 

A desordem imunológica pode originar doenças oportunistas concomitantes à 

LVC como cistites, pneumonias bacterianas, piodermites, malasseziose, 

dermatofitoses, demodiciose e ainda coinfecções com outros agentes, como 

Babesia e Dirofilaria (LUVIZOTTO, 2006). 
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4.5 DIAGNÓSTICO 

 

 

4.5.1 Diagnóstico Direto  
 

 

Até a década de 30, o diagnóstico canino era realizado por meio dos exames 

diretos, através da punção de fígado, baço e raspados de pele. Esses métodos, 

entretanto, apresentavam limitações, pois apesar da grande especificidade, 

possuíam baixa sensibilidade (GONTIJO; MELO, 2004). 

A demonstração do parasito pode ser feita em material de biópsia ou punção 

aspirativa do baço, fígado, medula óssea ou linfonodos. O material obtido é utilizado 

para a confecção de esfregaço ou impressão em lâminas, histologia, isolamento em 

meios de cultura ou inoculação em animais de laboratório (ALVAR et al., 2004; 

SARIDOMICHELAKIS et al., 2005). Porém, a sensibilidade desse método é bastante 

baixa e dependem do tipo de material biológico colhido, grau de parasitemia e tempo 

de leitura da lâmina (GENARO, 1993). 

Cultivos de diferentes materiais clínicos como punções de medula óssea, 

linfonodos, baço e fígado podem ser adicionados aos meios de cultura para 

isolamento do parasito. Para este fim, distintos meios de cultura podem ser 

utilizados, uma vez que diferentes espécies ou cepas de Leishmania têm diferentes 

taxas de crescimento e/ou requerimentos nutricionais. O material semeado em 

cultura é armazenado sob condições controladas de temperatura e periodicamente 

analisados ao microscópio óptico para a identificação de formas promastigotas do 

parasito crescendo no meio (EVANS, 1989).  

Materiais de biópsia ou aspirados podem ainda ser inoculados em animais de 

laboratório, geralmente hamsters (Mesocricetus auratus), para verificação posterior 

do desenvolvimento da doença nestes animais. Com isso, o parasito pode ser 

posteriormente recuperado a partir de biópsias ou necropsia do animal 

experimentalmente infectado (HERWALDT, 1999).  

A imunoistoquímica, por sua vez, é considerada um teste parasitológico de 

detecção indireta do parasito para o qual se utilizam anticorpos anti-Leishmania 

ligados a conjugados marcados. A presença do agente etiológico é revelada por 

meio de uma reação enzimática em preparações histológicas com colorações 
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específicas (HOFMAN et al., 2003, XAVIER et al., 2006). Esta técnica tem revelado 

um aumento na sensibilidade e especificidade do diagnóstico e ainda tem a 

vantagem de permitir uma análise quantitativa. Por isso, a imunoistoquímica pode 

ser utilizada para acompanhamento da evolução da doença e de tratamentos 

específicos em animais infectados (TAFURI et al., 2004; ASSIS et al., 2010; 

QUEIROZ et al., 2010). 

O xenodiagnóstico também pode ser utilizado, embora sua aplicação seja 

muito restrita. Neste caso, é preciso dispor de uma colônia bem estabelecida de 

flebotomíneos, os quais são induzidos a realizar repasto sanguíneo, sob condições 

controladas, em animais supostamente infectados. Após um período determinado, 

os insetos são dissecados e analisados a fresco para identificação do parasito. Sua 

utilização é mais comum na pesquisa acadêmica e é especialmente importante para 

investigação de questões epidemiológicas acerca do papel de hospedeiros como 

possíveis reservatórios. No entanto, seu uso não é indicado para rotina (MAIA; 

CAMPINO, 2008). 

As punções esplênicas e de medula óssea são consideradas procedimentos 

invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta, não sendo procedimentos 

adequados para estudos epidemiológicos em larga escala, e muitas vezes são 

também inadequados para diagnósticos individuais (SUNDAR; RAI, 2002). 

O diagnóstico molecular é outro tipo de método parasitológico e é baseado na 

detecção de sequências de DNA específicas do parasito sendo a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) a principal técnica utilizada. Esta metodologia tem 

demonstrado alta sensibilidade, superando, em diversos estudos, as outras técnicas 

convencionais de diagnóstico da LVC. Sua robustez também tem sido demonstrada 

com alta especificidade de acordo com o tipo de oligonucleotídeo utilizado (REALE 

et al., 1999; SILVA et al., 2001; MANNA et al., 2004; STRAUSS-AYALI et al., 2004). 

 

 

4.5.2 Diagnóstico Indireto 

 

 

A LV é caracterizada por uma marcada estimulação policlonal de linfócitos B, 

resultando em hipergamaglobulinemia ou grande produção de anticorpos. Isso 
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facilita o diagnóstico através de testes sorológicos, evitando os métodos 

parasitológicos, que são menos sensíveis. 

Diferentes técnicas sorológicas têm sido utilizadas no diagnóstico da LVH e 

LVC. Os testes diferem em sua sensibilidade e especificidade, na sua aplicação 

prática nas condições de campo e na disponibilidade de reagentes. Os testes têm 

limitações, podem permanecer positivos durante longo tempo após o tratamento, 

não permitindo avaliação do efeito da terapia e podendo ocorrer reações cruzadas 

com outras doenças. Como há infecções subclínicas, um teste positivo 

necessariamente não indica doença ativa. Os clínicos e os epidemiologistas sempre 

solicitam exames sorológicos para confirmar o diagnóstico e esperam que os 

resultados sejam confiáveis, sendo a especificidade e sensibilidade dos testes 

características essenciais para isto (GONTIJO; MELO, 2004). 

A RIFI começou a ser utilizada a partir da década de 60. Esta reação 

apresentava sensibilidade variando de 90 a 100% e especificidade aproximada de 

80%, devido a reações cruzadas com Doença de Chagas, leishmaniose cutânea, e 

erliquiose (EL AMIN et al., 1986; ANDRADE et al., 1987; DA COSTA et al.,1991; 

BARBOSA-DE-DEUS et al., 2002; PORROZZI et al., 2007). Entretanto, trabalhos 

mais recentes provaram que a RIFI não apresenta reação cruzada com Ehrlichia 

canis ou Babesia canis (GUILLÉN LLERA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2008). 

Outros trabalhos também demonstram que a RIFI apresenta baixa sensibilidade na 

detecção de animais assintomáticos (METTLER et al., 2005; QUEIROZ et al., 2010). 

A necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez 

surgir, a partir da década de 70, vários trabalhos avaliando o teste de Enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA), assim como suas diversas variações metodológicas 

(HOMMEL et al., 1978; PAPPAS et al., 1983; CABRERA et al., 1999). A utilização de 

antígenos recombinantes (rA2, rK9, rK26 e rK39) e purificados de glicoproteínas de 

membranas (gp63, gp72 e gp70), aumentaram a sensibilidade e a especificidade da 

técnica ELISA (BOARINO et al., 2005; PORROZZI et al., 2007). 

O Direct Agglutination Test (DAT), citado como um método alternativo para o 

diagnóstico da LV, foi descrito pela primeira vez em 1975 e adaptado para o 

diagnóstico da infecção canina no final da década de 80 (EL SAFI; EVANS, 1989). 

Em trabalhos comparativos entre ELISA, RIFI e DAT, este último demonstrou 

semelhante sensibilidade e especificidade quando comparado aos outros testes 

(EVANS et al., 1990; DA SILVA et al., 2006). 
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As metodologias RIFI e ELISA, são utilizadas nos inquéritos populacionais 

caninos, nas áreas endêmicas do Brasil, onde a prevalência da LV é a maior das 

Américas (DIETZE, 2006). Para triagem da infecção é utilizado o ELISA, por ser um 

teste rápido, de fácil execução e leitura, sendo um pouco mais sensível e um pouco 

menos específico que a RIFI. O teste é sensível, permitindo a detecção de baixos 

títulos de anticorpos, mas é pouco preciso na detecção de casos subclínicos ou 

assintomáticos (EVANS et al., 1990). 

A eficiência destes testes pode diminuir quando essas técnicas são utilizadas 

em regiões onde é comum a existência de animais imunossuprimidos (FISA et al., 

2001). Além do mais, a sensibilidade da detecção de anticorpos é geralmente baixa 

em infecções recentes e animais assintomáticos (LEONTIDES et al., 2002). Um 

resultado positivo de RIFI em um cão clinicamente suspeito assume grande 

relevância. Por outro lado, um resultado negativo não exclui a possibilidade de 

infecção, pois existe a possibilidade de existir alguns animais capazes de 

desenvolver imunidade celular predominante sobre a imunidade humoral (CABRAL 

et al., 1998; PINELLI et al., 1994). 

Os antígenos utilizados nos testes diagnósticos são quase sempre derivados 

de promastigotas de cultura, parasitas intactos ou moléculas solúveis. Estes 

antígenos apresentam reações cruzadas com outras espécies da família 

Trypanosomatidae, e mesmo com microrganismos filogeneticamente distantes 

(SUNDAR; RAI, 2002). Oliveira et al. (2008) demonstraram não haver reação 

cruzada entre Leishmania spp., Ehrlichia canis e Babesia canis. Entretanto, no 

diagnóstico sorológico da LVC é necessário considerar o diagnóstico diferencial com 

outras doenças, como a leishmaniose cutânea.  

Estudos já demonstraram que mais de uma espécie de Leishmania pode 

infectar um animal (MADEIRA et al., 2006), e na sorologia as espécies que causam 

a leishmaniose tegumentar podem reagir positivamente à L. (L.) i. chagasi, sendo 

indicada a realização de métodos complementares para investigação dos animais 

soropositivos. Além disso, temos ainda a resistência dos proprietários à remoção de 

seus cães, pois estes não entendem porque cães aparentemente saudáveis, mas 

sorologicamente positivos devam ser condenados à morte. Muitos proprietários 

burlam o sistema de vigilância escondendo seus cães ou transferindo-os para outras 

áreas, mantendo assim uma fonte de infecção para flebotomíneos. Diante do 

exposto, ferramentas moleculares podem confirmar o diagnóstico, pois permitem a 
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identificação do DNA do protozoário em amostras biológicas (HEADINGTON et al., 

2002; ADHYA, et al., 2002). 

 

 

4.5.3 Métodos Moleculares como Instrumento Epidemio lógico e Diagnóstico da 

LVC 

 

 

A partir da década de 80, várias técnicas de biologia molecular foram 

desenvolvidas para a detecção e identificação precisa dos parasitas do gênero 

Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasita em cultura. 

Métodos de hibridização com sondas específicas e técnicas de amplificação 

de ácidos nucléicos, incluindo a reação em cadeia da polimerase - transcriptase 

reversa (RT-PCR) para detecção de RNA, e PCR para detecção de DNA, estão 

disponíveis para identificação do parasita. Diferentes tipos de amostras biológicas 

tais como aspirados esplênicos, de medula óssea, de linfonodos, sangue total, 

camada leucocitária, cultura e sangue coletado em papel-filtro, podem ser utilizados 

como fonte de material para as reações (TAVARES; FERNANDES; MELO, 2003). 

Embora diferentes métodos moleculares tenham sido avaliados com sucesso 

para o diagnóstico da leishmaniose, os ensaios de PCR atualmente constituem o 

principal diagnóstico molecular empregado por pesquisadores e profissionais da 

área. 

A hibridização do DNA foi o primeiro método de biologia molecular 

desenvolvido para diagnóstico. Sua especificidade é alta, mas sua sensibilidade é 

baixa (WEISS, 1995). 

O melhor alvo para PCR e para as sondas de DNA tem sido o DNA presente 

nos minicírculos do kDNA, genes que codificam o cinetoplasma, da região 

conservada, ou a amplificação do minicírculo completo (GONTIJO; MELO, 2004). 

Isto se deve principalmente ao fato de os minicírculos do DNA do cinetoplasto 

(kDNA) terem aproximadamente 10000 cópias por célula (RODGERS; POPPER; 

WIRTH, 1990; SMYTH et al., 1992). 

Muitos centros de pesquisas têm avaliado o uso da PCR para o diagnóstico 

de LV utilizando o sangue periférico, considerando que a biópsia esplênica e a 

punção de medula óssea não são técnicas adequadas para uso fora do ambiente 
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hospitalar (LACHAUD et al., 2001). Apesar de ser um método sensível para a 

detecção de Leishmania em uma variedade de materiais clínicos de humanos e 

cães, a PCR é mais usada em estudos epidemiológicos do que no diagnóstico de 

rotina (SOLANO-GALLEGO, 2001). Para utilização em larga escala, a PCR 

necessita de ajustes para se tornar mais simples e com custo operacional mais 

baixo (GONTIJO; MELO, 2004). 

Na era pós-genômica há um número crescente de sequencias de 

nucleotídeos de DNA de Leishmania, obtidos não só no projeto genoma, mas 

também de trabalhos individuais. Esses dados podem ser utilizados para estudar a 

função de diversos genes, esclarecer aspectos da relação hospedeiro/parasita e 

eventualmente ser utilizados como instrumento de diagnóstico e ainda indicar 

possíveis alvos quimioterápicos. 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) possui diversos formatos, que são 

amplamente classificados em “high-tech”, “mid-tech” e “low-tech”, com diferentes 

tipos de abordagens. O tipo mais utlizado nos laboratórios é de média tecnologia 

(“mid-tech”), que compreende a PCR convencional, a qual utiliza eletroforese para 

separar os fragmentos amplificados, e eventualmente a PCR-RFLP, que é feita com 

enzimas de restrição para clivar o fragmento em questão (REITHINGER; 

DUJARDIN, 2007).  

Os métodos de alta tecnologia (“high-tech”), como são chamados os ensaios 

de PCR em tempo real, estão cada vez mais frequentes conforme avançam as 

pesquisas. Nesse tipo de teste, os produtos são analisados conforme vão sendo 

amplificados. Apesar de ainda ser mais oneroso, tem menor risco de contaminação 

e é mais específico e capaz de quantificar exatamente a quantidade de DNA 

existente na amostra. (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). 

Uma alternativa a ser usada em laboratórios com pouco equipamento e 

menos recursos financeiros são as técnicas de baixa tecnologia (“low-tech”), por 

exemplo, o LAMP, do inglês “loop mediated isothermal amplification”. É um ensaio 

de PCR simplificado, no qual são necessários basicamente dois principais passos 

para a reação, identificação/amplificação e detecção dos produtos. É preciso apenas 

banho-maria para amplificação, que é isotérmica, e a detecção pode ser feita 

visualmente usando o SYBR-green, o qual se torna verde na presença de produto 

amplificado, ou permanece laranja na ausência. O método se mostrou bastante 
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sensível na detecção de Trypanossoma brucei (KUBOKI et al., 2003). Entretanto 

ainda não tem sido muito utilizado na detecção de Leishmania. 

Existem várias questões a serem levadas em conta na utilização de práticas 

moleculares para detecção de leishmaniose, é importante saber se a PCR é um 

teste sensível e específico o bastante na detecção do parasita, independe da 

espécie. Este tipo de exigência é importante antes de iniciar qualquer tipo de 

tratamento, ou conduta com o animal, na obtenção de um diagnóstico diferencial 

preciso.  

A PCR tem demonstrado resultados consistentes quando comparado a outros 

testes diagnósticos como microscopia, cultura do parasita, e principalmente quando 

é utilizado em amostras com baixa quantidade do parasita como sangue (GARCIA et 

al., 2005) e células conjuntivais (STRAUSS-AYALI, et al., 2004). Esta técnica tem 

sido descrita como um método sensível para a detecção do parasita, independente 

da imunocompetência ou da história clínica do paciente. 

A contribuição da PCR aparece também como particularmente relevante para 

o diagnóstico de leishmaniose em pacientes humanos coinfectados com o vírus HIV 

(CRUZ et al., 2002; BOSSOLASCO et al., 2003; DE DONCKER et al., 2005). 

A quantidade de parasita nos diversos tecidos biológicos do animal ou 

humano também pode ser avaliada pelo PCR, essa ferramenta é bastante relevante 

para o monitoramento do paciente, avaliando a progressão da doença e verificando 

a eficácia da terapia contra Leishmania, no Brasil permitida apenas em humanos. 

Alguns protocolos de PCR em tempo real atende a esse tipo de expectativa, tem a 

amplificação quantificada e são altamente sensíveis, capazes de detectar uma 

quantidade ínfima do DNA do parasito (MARY et al., 2004).  

As técnicas moleculares também são importantes no diagnóstico da 

leishmaniose, pois permitem a diferenciação das diversas espécies de Leishmanias 

existentes. Isto é relevante pois são necessários tratamentos diversificados de 

acordo com a espécie que acomete o paciente humano, e no caso dos cães se for 

acometido com (L.) Leishmania infantum chagasi a medida indicada é a eutanásia. 

Nos estudos epidemiológicos também são importantes os testes de PCR, e 

outras ferramentas moleculares como os marcadores moleculares; assim pode-se 

analisar a sequência genética dos vários tipos de cepas de Leishmanias, 

relacionando-os com o comportamento virulento, mutações gênicas, resistência a 
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drogas, origem filogenética, filogeografia, e a sua implicância no controle e profilaxia 

da doença.  

O maior consenso na pesquisa, desenvolvimento e implementação de 

métodos moleculares é o leque de padronização e o controle de qualidade, os 

estudos vem sendo feitos aleatoriamente, e são poucos os trabalhos que comparam 

protocolos. Deve-se levar em conta que a comparação entre as diversas técnicas 

devem ser feitas com o máximo de cuidado possível, considerando o contexto 

clínico do estudo e critério clínico laboratorial para considerar os casos e não casos. 

 

 

4.6 CONTROLE 

 

 

As ações de controle da LVC preconizadas no Brasil incluem o diagnóstico e 

tratamento adequado dos casos humanos; controles químicos do vetor e controle do 

reservatório canino através de inquéritos sorológicos amostrais ou censitários 

seguidos da eutanásia dos cães soropositivos e atividades de educação em saúde. 

Ao longo dos anos, a aplicação, muitas vezes, apenas parcial destas ações 

não proporcionou a redução da incidência da LVC no país (BRASIL, 2003). O 

controle do reservatório canino tem sido um dos temas mais estudados e 

controversos quanto sua contribuição na redução da incidência da LVH e LVC 

(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001). 

A recomendação do Ministério da Saúde (BRASIL, 2006) quanto à 

identificação e sacrifício do cão está respaldada, dentre outras, na consideração de 

que esse animal é um importante reservatório para LVH. Portanto, se a doença 

canina precede a humana, consequentemente, colabora para a sua disseminação. 

Esta estratégia, entretanto, tem apresentado resultados controversos, 

demonstrando que muitos aspectos relacionados ao papel do cão na epidemiologia 

da LV ainda são desconhecidos, sugerindo a necessidade de uma reformulação das 

medidas empregadas para o seu controle (SILVA et al., 2005). 

Um aspecto importante que provavelmente está associado com o insucesso 

do controle da LVC, segundo De Paula et al. (2003), se refere aos critérios usados 

para a seleção dos cães a serem sacrificados, que se baseia no diagnóstico pelas 

técnicas sorológicas como RIFI e ELISA e mais recentemente, o teste 
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imunocromatográfico. Essas metodologias podem apresentar baixa sensibilidade e 

especificidade, acarretando taxas de infecções subestimadas e consequentemente 

permitindo a manutenção de animais infectados nas áreas endêmicas. 

Atualmente, deve-se considerar a relação homem-cão na sociedade, e tendo 

em vista que esses animais tem se transformado em verdadeiros “membros” da 

família, o sacrifício de cães com sorologia anti-Leishmania positiva, muitas vezes 

assintomáticos, torna-se cada vez mais inaceitável e de difícil execução. 

O impacto da remoção dos cães soropositivos para leishmaniose, no Brasil, 

tem sido questionado por vários autores devido a sua eficácia dúbia, custo e 

resistência dos proprietários a aderir ao controle (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 

2001). Além disso, após a eutanásia do cão soropositivo, ele é reposto pela 

população quase imediatamente, interferindo no controle, pois estes novos animais 

tornam-se infectados em aproximadamente dois meses, dificultando ainda mais o 

controle dos reservatórios (DYE, 1996; MOREIRA JR. et al., 2004). Outra suposta 

razão para a falha nesta medida é a demora entre a coleta da amostra biológica, sua 

análise e a eutanásia dos animais infectados (BRAGA et al., 1998; VIEIRA; 

COELHO, 1998; MOREIRA JR. et al., 2004). 

Uma alternativa para o controle da doença é a utilização de coleiras 

impregnadas com deltametrina, cujo efeito dura aproximadamente 34 semanas, e 

protegeu 96% dos cães contra as picadas dos flebotomíneos, conforme citado em 

um estudo realizado na França por Killick-Kendrick et al. (1997), corroborado por 

Reithinger et al. (2004) em estudo no Brasil. O uso dos colares em todos os cães 

reduziria o contato entre o vetor e este reservatório de maneira significativa para 

diminuir o risco de infecção tanto no homem quanto no cão (LAINSON; RANGEL, 

2005).  

Estudos realizados na Amazônia por Courtenay et al. (2007) demonstraram 

que mosquiteiros impregnados com inseticida tiveram um ótimo impacto na proteção 

humana contra as picadas do vetor L. longipalpis. Esta medida já foi empregada em 

outras regiões do mundo com bons resultados, sendo uma boa alternativa no 

controle da LVH, pois além de ser um método mais econômico e eficaz no combate 

ao vetor, é duradouro, permanecendo por cinco anos, evitando assim o uso 

convencional de borrifações (DESJEUX, 2004). 

O desenvolvimento de novas drogas e vacinas, melhores diagnósticos e o 

acesso aos proprietários e pacientes a todos esses benefícios, são os principais 
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desafios para o controle da LVC e LVH. Portanto, o investimento em pesquisas é 

necessário para minimizar os problemas com doenças negligenciadas, como é o 

caso das leishmanioses. 

Neste contexto, para um melhor controle da LVC é necessário o emprego de 

testes diagnósticos com maior acurácia e capazes de identificar todos os animais 

que são fonte de infecção para o vetor. Particularmente aqueles que se encontram 

entre o período de infecção e o início da infecciosidade, reduzindo efetivamente a 

transmissão da doença pelos flebotomíneos. Também é evidente a necessidade de 

reavaliação da política de controle canino no Brasil (COSTA; VIEIRA, 2001; 

COURTENAY et al., 2002). 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

5.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

 

 Métodos de diagnóstico para a LVC foram avaliados em cães provenientes 

do município de Ilha Solteira (20° 25’ 58” S e 51° 20’ 33” O), localizado na Região 

Noroeste do Estado de São Paulo (IBGE, 2007), considerado endêmico para 

Leishmaniose Visceral Canina. No estudo foram utilizadas amostras de 213 cães, 

coletadas em parceria com Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Ilha Solteira, 

Associação Protetora dos Animais de Ilha Solteira (APAISA) e Universidade 

Estadual Paulista – UNESP - Ilha Solteira. 

A coleta foi conduzida durante inquérito epidemiológico realizado no 

município. A amostragem foi realizada no período de julho à agosto de 2011. 

Para a realização deste trabalho, foram coletados dois tipos de amostras 

clínicas: sangue e suabe conjuntival. 

Durante a coleta foi avaliada a condição clínica de cada cão e a presença de 

manifestações compatíveis com LVC. Diante da complexidade do quadro clínico, os 

animais foram classificados em dois grupos; sem sinal clínico, e com sinal clínico. 

Os animais com sinais clínicos foram assim classificados, pois apresentavam 

manifestações aparentes características da doença, como alterações tegumentares, 

apatia, linfadenomegalia, pelame seco, alopecia, escamas, onicogrifose, erosões, 

úlceras, apatia, prostração, caquexia, dentre outras. Os animais classificados em 

sem sinal clínico foram aqueles sem qualquer manifestação clínica aparente. 

Dessa forma, todos os cães com as diferentes condições clínicas foram 

submetidos aos testes diagnósticos: RIFI, PCR de sangue e PCR de suabe 

conjuntival. 

Para o teste de PCR de suabe conjuntival, foi estabelecido um consenso: as 

amostras foram consideradas positivas, quando em pelo menos um dos dois olhos 

era positiva no PCR-SC; e considerado negativo quando o PCR-SC era negativo 

para os dois olhos.  
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5.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

O presente trabalho foi apresentado à “Comissão de Ética no uso de animais” 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, 

protocolado sob o número 2203/2011, e aprovado em reunião do dia 04 de maio de 

2011. 

 

 

5.3 AMOSTRAS CONTROLE DE Leishmania (Leishmania) infantum chagasi 

 

 

Foram utilizados como controles negativos dos testes de imunodiagnóstico 

soros de cães da cidade de Pirassununga – SP, saudáveis, com diagnóstico 

parasitológico, sorológico e molecular negativo para leishmaniose. Soros de cães 

oriundos de região endêmica para leishmaniose visceral, Ilha Solteira - SP, e com 

diagnóstico positivo para L. (L.) i. chagasi por exames parasitológicos, sorológicos e 

moleculares, foram utilizados como amostra de sangue (DNA) e soro de referência 

positivos.  

 

 

5.4 DETERMINAÇÃO DA PREVALÊNCIA DA LEISHMANIOSE CANINA EM ILHA 

SOLTEIRA 

 

 

O número de amostras (n) foi calculado estatisticamente com base no total de 

habitantes e no número estimado de cães existentes no município (MEDRONHO et 

al., 2009). A população humana de Ilha-Solteira-SP corresponde a 

aproximadamente 24.000 habitantes. Levando-se em conta o cálculo de 1 cão para 

cada 10 habitantes, estima-se a população canina em 2.400 animais. Para uma 

população de 2.500 indivíduos, com um intervalo de 95% de confiança, erro relativo 

de 0,07 e prevalência presumida de 50%, o cálculo de prevalência poderia ser feito 

em uma amostragem de 195 indivíduos (MEDRONHO et al., 2009). 
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Para determinar a prevalência sorológica, o número de cães positivos pela 

RIFI, encontrados em Ilha Solteira - SP, foi dividido pelo número de animais 

testados. Na prevalência molecular pelo suabe conjuntival, o número de animais 

com diagnóstico positivo pela PCR com amostras de suabe conjuntival foi dividido 

pelo número de animais testados e a da mesma forma, o cálculo foi feito para os 

animais positivos pela PCR de sangue total (MEDRONHO et al., 2009). 

 

 

5.5 AMOSTRAS CLÍNICAS DE CÃES  

 

 

5.5.1 Sangue Periférico 

 

 

Foram colhidos aproximadamente 5 mL de sangue, sendo que uma parte foi 

acrescida de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) na proporção de 1 mg/mL de 

sangue e utilizada nas reações de PCR, e outra parte foi empregada na detecção de 

anticorpos anti-L. (L.) i. chagasi pela RIFI. 

 

 

5.5.2 Suabe Conjuntival  

 

 

Para as coletas não invasivas, de células epiteliais foram utilizados suabe 

estéreis manufaturados para uso em isolamento bacteriológico. Na conjuntiva 

inferior de ambos os olhos de cada cão, esfregou-se um suabe estéril para a coleta 

de células esfoliativas. As extremidades destes suabes foram separadas e 

acondicionadas em microtubos de 1,5 ml livres de DNAse e RNAse. Estes foram 

armazenados em gelo e, logo após, foram mantidos a 4°C até seu processamento. 

 

 

 

 

 



52 

 

5.6 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

 

5.6.1 Extração de DNA dos suabes conjuntivais 

 

 

A extração de DNA a partir dos suabes foi conduzida de acordo com Ferreira 

et al. (2008). Uma mistura de 300µL de proteinase K (250g/mL) e Triton X-100 (1%) 

em tampão de lise (Tris 50mM, NaCl 50mM e EDTA 10Mm [pH = 8,0]) foi adicionada 

a microtubos de poliestireno esterilizados contendo as extremidades contaminadas 

artificialmente dos suabes. Tais amostras foram incubadas por 2h a 56ºC. A 

remoção dos contaminantes foi realizada mediante três lavagens com 500µL de 

fenol e clorofórmio - álcool isoamílico (24:1) em microtubos de 1,5ml. Nas duas 

primeiras lavagens, foram utilizados 75% e 50% de fenol respectivamente e a última 

foi realizada com 100% de clorofórmio-álcool isoamílico. Após cada lavagem, as 

misturas foram centrifugadas a 12.000g por 5min. O DNA foi precipitado com 50µL 

de isopropanol e foi lavado com 250µL de etanol 75%. Após centrifugação, a fase 

contendo DNA foi suspendida em água deionizada. O DNA extraído foi armazenado 

a -20°C até o momento de uso. 

 

 

5.6.2 Extração de DNA do sangue 

 

 

A extração de DNA do sangue total dos animais foi realizada utilizando-se a 

técnica de salting out descrita por John et al. (1991) e modificada por Lahiri; 

Nurnberger (1991) com modificações. Cerca de 300µL da amostra de sangue 

coagulado e tratado para a dissolução do coágulo foram transferidos para 

microtubos de 1,5mL e a eles foram acrescentados 1,0mL de solução de RBCL (red 

blood cell lysis), composta por sacarose, triton X, MgCl26H2O (1M), Tris pH = 7,5 

(1M) e água ultrapura, ao invés de 800µL mencionados no protocolo original, para a 

eliminação total de hemácias. Os microtubos foram agitados por 15 minutos, ao 

invés de apenas alguns segundos, e centrifugados por 2 minutos a 14.000g. O 

sobrenadante foi descartado e o processo se repetiu até a obtenção de um 



53 

 

precipitado claro, sem vestígios de hemoglobina. Após esta etapa, foram 

adicionados às amostras 80µL de tampão de proteinase K®, 40µL de proteinase 

K® 20U/mg (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20µL de SDS® (sulfato dodecil de sódio, 

Sigma Chemical CO, Steinheim, Germany) a 20v/v e 240µL de água ultrapura, com 

homogeneização em Vortex por 15 segundos. Os microtubos foram incubados em 

banho-maria a 56ºC por 40 minutos, com uma leve agitação em Vortex aos 20 

minutos e, retirados após esse tempo, a fim de atingirem a temperatura ambiente. 

Foram adicionados 100µL de solução saturada de NaCl (6M), com agitação em 

Vortex e centrifugação por 5 minutos a 14.000g. O sobrenadante foi transferido para 

outro microtubo contendo 100µL de NaCl (6M), o qual foi centrifugado por 5 minutos 

a 14.000g. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5mL, ao qual 

foram acrescentados 800µL de etanol absoluto gelado. Os tubos foram vertidos e 

invertidos, gentilmente, por várias vezes, para a precipitação do DNA e 

centrifugados a 14.000g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e 500µL de 

etanol 70% gelado, foram acrescentados às amostras, o que foi seguido de mais 

uma centrifugação de 14.000g por 2 minutos. Depois do sobrenadante desprezado, 

os microtubos foram incubados por 15 minutos (ou até secagem total do microtubo) 

à temperatura de 56°C, seguido de hidratação do DNA com 50µL de água ultrapura. 

As amostras foram mantidas a -20ºC até o momento do uso. 

 

 

5.7 PCR 

 

 

A amplificação dos fragmentos de DNA de 120 pares de base (pb) 

conservados do minicírculo do cinetoplasto, foi realizada pela PCR, utilizando-se o 

par de oligonucleotídeos para o gênero Leishmania spp. descrito por Rodgers; 

Popper; Wirth (1990): 13A 5´-dGTG GGG GAG GGG CGT TCT-3´ e 13B 5´-dATT 

TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3´ e, como enzima da reação, a polimerase 

Platinum® Taq (Invitrogen-Carlsbad-Califórnia). A mistura para a reação foi 

preparada do seguinte modo: 2,5µL de tampão (200mM Tris-HCl; 500mM KCl, pH = 

8,4), 0,75µL de MgCl2 (1,5mM), 0,5µL de dNTP’s (10mM cada), 1,5µL de cada 

primer (10pmol/µL), 0,15µL de Taq (5 U/µL), quantidade suficiente de água ultrapura 

para completar 22,5µL e 2,5µL de DNA (10ng/µL), totalizando um volume final de 
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25µl. As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador com ciclos de: 

Desnaturação Inicial: 94ºC (3 min); e 35 ciclos׃ D: 94ºC (40 seg); A: 56ºC (30 seg); 

E: 72ºC (30 seg); E final: 72ºC (5 min). Como controle positivo das reações, foi 

utilizado uma amostra de DNA extraído de L.(L.) i. chagasi isolada no laboratório de 

Imunoparasitologia da FCAV-Unesp – Jaboticabal, e água deionizada estéril como 

controle negativo.  

 

 

5.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE  

 

 

Após a amplificação, 10µL dos produtos de PCR das amostras foram 

misturados a 5µL de tampão de amostra (Tris 10mM, EDTA 10mM, azul de 

bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v) e submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 2%, corado em solução de brometo de etídio. Foi utilizado como marcador 

de peso molecular fragmentos múltiplos de 100pb. A corrida foi realizada em tampão 

TBE 1X, sendo aplicada uma diferença de potencial de 100V. Para visualizar o 

resultado o gel foi exposto à luz ultravioleta em um transiluminador. As sequências 

alvo amplificadas apresentaram 120 pares de base (pb). 

 

 

5.9 REAÇÃO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA (RIFI)  

 

 

A RIFI foi realizada conforme técnica descrita por Oliveira et al. (2008). O 

antígeno, preparado com formas promastigotas de L. (L.) i. chagasi mantidas in vitro, 

foi adicionado a pequenos círculos, previamente demarcados em lâminas de 

microscopia, mantidas a -20oC até o momento do uso. 

No momento da realização do teste, as lâminas foram retiradas do congelador e 

mantidas à temperatura ambiente por quinze minutos. Foram depositados 

aproximadamente 10µL de cada amostra de soro diluída a 1:40 (ponto de corte do 

teste) em PBS pH = 7,2, reservando-se dois poços para a adição de amostras de 

soros controle positivo e negativo. O conjunto foi incubado a 37oC em câmara úmida 

por 30 minutos e as lâminas lavadas 3 vezes, de cinco minutos cada, em solução de 
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PBS pH = 7,2. Posteriormente, foram adicionados de 10 µL do conjugado anti-IgG 

canino marcado com isotiocianato de fluoresceína (Sigma catalog n-F7884), diluído 

conforme orientação do fabricante. Em seguida, nova incubação e lavagens foram 

realizadas e a lâmina preparada para leitura com glicerol tamponado e lamínula. A 

leitura das lâminas foi realizada em microscópio de imunofluorescência e a 

positividade da reação implicou na observação da fluorescência dos parasitas, 

comparada a amostras controle positivo e negativo, presente na mesma lâmina.  

 

 

5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

O Microsoft Office Excel foi o aplicativo usado para a construção do banco de 

dados, contendo características clínicas e resultados dos exames laboratoriais dos 

cães. A análise estatística foi realizada pelo programa estatístico Minitab. Foram 

calculadas sensibilidade, especificidade e respectivos intervalos de confiança de 

95% para todos os testes estudados. 

Para calcular a concordância entre as PCRs de sangue e suabe com o padrão 

ouro (RIFI), foi utilizado o conjunto de diretrizes descrito por Landis; Koch (1977): k < 

0, sem concordância; k = 0 a 0,2, fraca; k = 0,21 a 0,40, discreta; k = 0,41 a 0,60, 

moderada; k = 0,61 a 0,80, substancial; e k = 0,81 a 1,00, quase perfeita. 

Para análise estatística dos resultados, foi utilizado o método o Qui-quadrado de 

Pearson com nível de significância de 5%. Para isso, foram utilizadas tabelas 2 X 2 e 

o teste RIFI foi utilizado como padrão ouro para obtenção das medidas de acurácia 

citadas. Os resultados foram considerados significativos para valores de p < 0,05. 

Os diferentes testes diagnósticos foram confrontados dois a dois. Assim, foi 

verificado se houve ou não diferença significativa entre os resultados obtidos nos 

testes utilizados. 

A fórmula utilizada para calcular o kappa ajustado foi: 

 

Onde C é a concordância (percentual) observada e C0 é a concordância 

esperada pelo acaso. 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 OBTENÇÃO DE AMOSTRAS 

 

 

Foram obtidas amostras de sangue e suabe conjuntival de 69 cães da 

Associação Protetora de Animais e 144 de cães do bairro Jardim Novo Horizonte, 

durante inquérito soroepidemiológico realizado pela prefeitura da cidade de Ilha 

Solteira - SP, a coleta acorreu no final de julho, e início de agosto de 2011, 

totalizando 213 cães. 

Foram coletadas 213 amostras de suabe conjuntival de cada olho do animal 

(total de 426 amostras); e 213 amostras de sangue periférico. 

As figuras 1 e 2 exemplificam como foram as coletas de sangue e suabe 

conjuntival dos cães. 

A coleta do suabe conjuntival demonstrou-se mais prática, fácil, e menos 

invasiva quando comparada à coleta de sangue, o que evidencia o potencial da 

utilização desse tipo de amostra em inquéritos e estudos deste tipo. 
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Figura 1 - Coleta de sangue dos cães, durante inquérito epidemiológico realizado juntamente com a 
equipe do CCZ, no período de julho à agosto - Ilha Solteira – 2011 

 

 
                                                                       Fonte: Pereira, V. F (2011) 

 
 
Figura 2 - Coleta de suabes conjuntivais dos cães, durante inquérito epidemiológico realizada 

juntamente com a equipe do CCZ, no período de julho à agosto – Ilha Solteira – 2011 
 

 
                                                                      Fonte: Pereira, V. F (2011) 
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6.2 CLASSIFICAÇÃO DOS CÃES QUANTO AO SINAL CLÍNICO 

 

 

Dos 213 cães avaliados durante o período de coleta, 170 foram classificados 

em sem sinais clínicos e 43 foram classificados em com sinais clínicos. Tais dados 

são ilustrados na figura 3, e exemplo de animais com sinais clínicos são ilustrados 

na figura 4. 

 

Figura 3 - Total de cães amostrados, classificados segundo sinais clínicos - Ilha Solteira – 2011 
 

 
        Fonte: PEREIRA, V. F. (2011) 
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Figura 4 - Imagens de cães com sinais clínicos compatíveis com Leishmaniose Visceral Canina, 
durante Inquérito Epidemiológico realizado juntamente com a equipe do CCZ, no período 
de julho à agosto – Ilha Solteira – 2011 

 

 
      Fonte: Pereira, V. F. (2011) 

 

 

6.3 EXTRAÇÃO DE DNA 

 

 

A extração de DNA das amostras de suabe conjuntival foi realizada conforme 

a técnica descrita por Ferreira et al. (2008) modificada, utilizando fenol-clorofórmio. 

Foram extraídos DNA de um total de 426 amostras de suabe, 213 de cada olho.  A 

técnica de salting out descrita por John et al. (1991) e modificada por Lahiri; 

Nurnberger (1991) se mostrou eficiente para a extração de DNA de amostras de 

sangue; com algumas modificações. Foram extraídos DNA do total de 213 amostras 

de sangue.  
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6.4 PCR DE SUABE CONJUNTIVAL (PCR-SC) E PCR DE SANGUE (PCR-SG) 
 

 

Nesta etapa realizou-se primeiro a PCR de suabe conjuntival (PCR-SC). Nas 

amostras positivas houve a amplificação de fragmentos de DNA de 120 pares de 

base (pb) conservados do minicírculo do cinetoplasto, utilizando-se o par de 

oligonucleotídeos para o gênero Leishmania spp. descrito por Rodgers, Popper, 

Wirth (1990). Do total de 426 amostras de suabe conjuntival (213 de cada olho), 28 

(13,1%) foram positivas. Os resultados estão exemplificados na figura 5. 

 

 

Figura 5 - Fragmentos obtidos pela PCR com o DNA de suabe conjuntival. Linha 1: padrão 100pb 
(Invitrogen®). Linha 2: Controle negativo. Linha 3: Controle positivo. Linhas de 4 a 8: 
Reações com o DNA extraído de amostras de suabe conjuntival de 5 cães diferentes – 
Pirassununga - 2012 

 

                                

                                                                                   Fonte: Pereira, V.F (2012) 

 

 

Depois de realizados todos os PCRs de suabe, procedeu-se a PCR-SG, 

foram utilizadas as mesmas condições de amplificação tanto na PCR-SC quanto na 

PCR-SG. Nas amostras positivas houve a amplificação de fragmentos de DNA de 

120 pares de base (pb) conservados do minicírculo do cinetoplasto, utilizando-se o 

par de oligonucleotídeos para o gênero Leishmania spp. descrito por Rodgers; 

Popper; Wirth (1990). Os resultados da PCR de sangue são exemplificados na figura 

6. 

   L1                 L2                 L3                 L4                  L5                L6                    L7               L8     
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Figura 6 - Fragmentos obtidos pela PCR com o DNA de sangue canino. Linha 1: padrão 100pb 
(Invitrogen®). Linha 2: Controle positivo. Linha 18: Controle negativo. Linhas de 3 a 17: 
Reações com o DNA extraído de amostras de sangue de 15 cães diferentes – 
Pirassununga - 2012 

 

 
      Fonte: Pereira, V.F (2012) 

 

 

6.5 REAÇÃO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA (RIFI)  

 

 

Em relação ao teste sorológico, realizado no Laboratório Multiusuário em Saúde 

Animal e Segurança Alimentar, do Departamento de Medicina Veterinária da 

FZEA/USP, para a realização das reações, lâminas para RIFI, contendo antígeno de 

L. (L.) i. chagasi, foram gentilmente cedidas pelo laboratório de Imunoparasitologia 

da FCAV/Unesp, Jaboticabal - SP.  

 A triagem e titulação das 213 amostras foi realizada, tendo como ponto de corte 

a diluição de 1:40. Destas 213 amostras, 29 foram consideradas positivos, das quais 

5 animais tiveram título de 40, 6 animais título de 80, 4 animais título de 160, 4 

animais título de 320, 6 animais título de 640 e 4 animais de 1280. Foram 

considerados negativos 184 animais. 

A figura 7 ilustra o número de animais, de acordo com o título obtido na reação 

de imunofluorescência indireta. 

 

 

L1       L2       L3       L4       L5        L6       L7      L8       L9    L10     L11      L12    L13     L14     L15     L16    L17   L18     
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Figura 7 -  Número de cães positivos pela RIFI de acordo com o título da reação, em amostras 
coletadas nos meses de julho e agosto - Ilha Solteira – 2011 

 

 
            Fonte: Pereira, V.F (2011) 

 

6.6 CONCORDÂNCIA ESTATÍSTICA ENTRE OS TESTES RIFI, PCR DE SANGUE 

E PCR DE SUABE CONJUNTIVAL 

 

 

A prevalência de animais positivos em pelo menos um dos três testes (RIFI, 

PCR de sangue, e PCR de suabe) foi de 28,17% (60/213). 

No teste sorológico RIFI, um total de 13,6% (29/213) dos cães reagiram 

positivamente. Na PCR de suabe conjuntival, 13,1% (28/213) dos cães foram 

positivos, e na PCR de sangue total também obtivemos 13,1% (28/213) positivos. A 

prevalência de animais positivos na RIFI foi semelhante à PCR de sangue e PCR de 

suabe conjuntival. Entretanto os animais positivos não foram os mesmos. 

Comparando os animais testados pela RIFI e pela PCR de suabe conjuntival, 

7,9% (17/213) animais foram positivos em ambos os testes, enquanto 81,2 % 

(173/213) animais foram negativos em ambos os testes (PCR-SC e RIFI). Dos 

animais testados para PCR-SC, 5,1% (11/213) foram positivos apenas neste teste. 

Na sorologia, 5,6% (12/213) reagiram positivamente apenas para RIFI. 
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A sensibilidade e especificidade da PCR-SC foram respectivamente 58,6% e 

94,0%, valor preditivo positivo de 61,0%, valor preditivo negativo de 94,0%. 

Ao se comparar a RIFI com a PCR-SG, dos animais testados, 3,3% (7/213) 

foram positivos nos dois testes simultaneamente, 13,6% (29/213) foram positivos 

apenas na RIFI, logo, 9,9 % (21/213) foram positivos apenas na PCR-SG. Foram 

negativos nos dois testes 76,5% (163/213). 

A PCR-SG demonstrou sensibilidade de 24,1%, especificidade de 88,5%, 

valor preditivo positivo de 25,0% e valor preditivo negativo de 88,0%, quando 

comparado ao padrão ouro (RIFI). 

Além disso, foram positivos em todos os três testes 2,35% (5/213); e apenas 

0,47% (1/213) foi positivo nos testes de PCR-SG e PCR-SC. 

Os resultados consolidados com os números e percentuais de cães e 

amostras positivas para cada método testado são apresentados nas figuras 8, 9, 10 

e 11. 

 

 

Figura 8 - Porcentagem e número de cães positivos em todos os testes simultaneamente, positivos 
apenas na RIFI, PCR-SC ou PCR-SG, respectivamente - Ilha Solteira – 2011 

 

 
          Fonte: Pereira, V.F (2012) 
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Figura 9 – Comparação (porcentagem e número) entre os cães que foram positivos na RIFI, na PCR 
de suabe conjuntival, e os que foram positivos nos dois testes simultaneamente - Ilha 
Solteira – 2011 

 

 
          Fonte: Pereira, V.F (2012) 

 

 

Figura 10 – Comparação (porcentagem e número) entre os cães que foram positivos na RIFI, na PCR 
de sangue e os que foram positivos nos dois testes simultaneamente - Ilha Solteira - 2011 

 

 
Fonte: Pereira, V.F (2012) 
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Figura 11 –  Comparação (porcentagem e número) entre os cães que foram positivos na PCR de 
suabe conjuntival, na PCR de sangue e os que foram positivos nos dois testes 
simultaneamente – Ilha Solteira - 2011 

 

 
          Fonte: Pereira, V.F (2012) 

 

As concordâncias entre o teste ouro (RIFI), PCR-SC e PCR-SG foram 

calculadas pelo índice kappa simples e ajustado de acordo com Medronho et al. 

(2009). 

Quando analisamos a concordância entre a PCR-SC com o padrão ouro 

(RIFI), obtivemos um kappa simples de 0,89, de acordo com a classificação de 

Medronho et al. (2009), sendo a concordância entre os testes substancial. 

Entretanto, segundo Medronho et al. (2009), o cálculo do coeficiente kappa simples 

não leva em consideração a falta de homogeneidade entre os casos discordantes. 

Portanto, considerou-se também o kappa ajustado: 0,53; o qual segundo a tabela de 

Landis e Koch (1977), descrita por Shrout (1998), indica uma concordância 

moderada. 

Quanto ao índice dos animais positivos na RIFI e PCR-SG, o kappa ajustado 

foi de 0,13 e o simples –2,24, tal índice, de acordo com a tabela de Landis e Koch 

(1977), indica fraca concordância entre os testes. Diante do exposto observamos 

uma maior concordância entre a PCR-SC e o padrão ouro, em relação a PCR-SG, 

que revelou-se sem concordância com o padrão ouro (RIFI). 
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Foi verificado que a associação dos animais positivos obtidos pela PCR-SC e 

RIFI foi significativa estatisticamente (p < 0,05). Observamos também que 

comparando os resultados positivos obtidos na RIFI e na PCR-SG, a associação não 

foi estatisticamente significativa (p > 0,05). A frequência de positividade simultânea 

para PCR-SG e PCR-SC também revelou associação sem significância estatística (p 

> 0,05). Tal dado pode significar que a concordância entre estes testes pode ser 

devida ao acaso. Tais dados estão ilustrados nas tabelas 1 e 2.  

Em relação à concordância entre a PCR-SC, PCR-SG e o padrão ouro, 

observamos uma maior concordância da PCR-SC e o padrão ouro do que a PCR-

SG, o que sugere uma maior efetividade do suabe conjuntival no diagnóstico de 

cães infectados por Leishmania, quando comparado ao sangue. 

Comparando as técnicas de PCR de sangue e suabe, percebe-se uma maior 

sensibilidade e especificidade do suabe em relação ao sangue. Além dessa maior 

concordância com o padrão ouro (RIFI), a coleta do suabe conjuntival apresentou 

como principal fator observado a facilidade em realizar este tipo coleta, sendo 

menos invasiva e dolorosa do que a coleta de sangue, com uma grande aceitação 

por parte dos proprietários, e até os cães que não colaboraram durante a coleta de 

sangue permitiram a coleta do suabe. 

 

 

Tabela 1 –  Concordância estimada pelo Índice kappa entre o padrão ouro (RIFI) e os demais testes 
avaliados (PCR-SC e PCR-SG), realizado com amostras de sangue, soro e suabe 
conjuntival de cães, considerando a RIFI como padrão ouro – Ilha Solteira – 2011 

 

         

Padrão 
Ouro 

  Testes Diagnósticos 

  PCR-SC b   PCR-SG c 

  P N Total   P N Total 

RIFI a 
P d 17 12 29  7 22 29 

N e 11 173 184  21 163 184 

Total 28 185 213   28 185 213 
kappa     0,53*       0,13   

Notas: 
a) RIFI: Reação de imunofluorescência indireta 
b) PCR-SC: PCR de suabe conjuntival 
c) PCR-SG: PCR de sangue 
d) Número de cães positivos 
e) Número de cães negativos 
*Estatisticamente significativo pelo teste Qui-quadrado (p<0,05). Intervalo de confiança = 
95%.  
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Tabela 2 - Valores de sensibilidade, especificidade, VPP (valor preditivo positivo), VPN (valor 
preditivo negativo) dos métodos diagnósticos para leishmaniose visceral canina, 
realizado com amostras de sangue, soro e suabe conjuntival de cães, considerando a 
RIFI como padrão ouro - Ilha Solteira - 2011 

 

  
Testes Diagnósticos 

RIFI a X PCR-SC b  RIFI X PCR-SG c 

Sensibilidade (%) 59  24 

Especificidade (%) 94  88,5 

VPP (%) 61  25 

VPN (%) 93,5   88 
     Notas: 

a) RIFI: Reação de imunofluorescência indireta 
b) PCR-SC: PCR de suabe conjuntival 
c) PCR-SG: PCR de sangue 

 

 

6.7 COMPARAÇÃO ENTRE OS TESTES DIAGNÓSTICOS E A CONDIÇÃO 

CLÍNICA DOS CÃES 

 

 

Dos 213 animais testados, 170 foram considerados sem sinais clínicos e 43 

com sinais clínicos. No que diz respeito à RIFI, dos 29 animais que reagiram 

positivamente, 51,7% (15/29) apresentaram sinais clínicos, e em 48,3% (14/29) que 

foram positivos na RIFI não foram observados sinais clínicos. 

Em relação à PCR-SC, dos 28 animais positivos, 57,1% (16/28) apresentaram 

sinais clínicos, e 42,9% (12/28) não apresentaram sinais clínicos. 

Para PCR-SG foram oito animais (28,6%) positivos com sinais clínicos, e vinte 

cães (71,4%) positivos e sem sinais clínicos. Tais dados podem significar que a PCR 

de sangue foi capaz de detectar um maior número de cães sem sinais clínicos, uma 

vez que de todos os animais positivos na PCR de sangue, 71,4% (20/28) foram sem 

sinais clínicos. 

Dos 17 animais que foram positivos na PCR-SC e RIFI simultaneamente, 

doze (70,6%) foram classificados com presença de sinais clínicos, e cinco (29,4%) 

sem sinais clínicos. Tal fato pode sugerir que a PCR de suabe conjuntival e a RIFI 

associadas, foram capazes de detectar um maior número de animais com sinais 

clínicos. 
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Um total de cinco animais foram positivos nos três testes simultaneamente 

(PCR-SC, PCR-SG, RIFI), desses cinco, três animais foram considerados com sinais 

clínicos e dois sem sinais clínicos. De acordo com a análise estatística a associação 

entre animais positivos na PCR-SC e a presença de sinais clínicos é significativa 

estatisticamente (p < 0,05), e a capacidade da PCR-SG em detectar um maior 

número de animais sem sinal clínico também foi significativa (p < 0,05). Os dados 

estão ilustrados na tabela 3. 

 

 

Tabela 3 -  Comparação entre frequência de positividade pela RIFI, PCR-SC e PCR-SG segundo a 
presença ou ausência de sinal clínico para leishmaniose visceral canina, com a 
respectiva significância estatística dos métodos diagnósticos para leishmaniose visceral 
canina, realizado com amostras de sangue, soro e suabe conjuntival de cães, 
considerando a RIFI como padrão ouro – Ilha Solteira - 2011 

 

Teste 
Diagnóstico 

  Sinal Clínico Significância estatística 
(p)** da diferença de 

sinais clínicos   Positivo  Negativo  

PCR-SC a  16 12 < 0,05 
PCR-SG b 

 8 20 < 0,05 
RIFI c   15 14 n.s.* 

Notas: 
a) PCR-SC: PCR de suabe conjuntival 
b) PCR-SG: PCR de sangue  
c) RIFI: Reação de imunofluorescência indireta 
*Não significativo estatisticamente 
**Valor de p calculado pelo teste Qui-quadrado 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

O padrão de transmissão da leishmaniose visceral tem se modificado ao 

longo das últimas décadas em velocidade proporcional às transformações 

ambientais e intenso fluxo migratório de pessoas e animais em todo o Brasil 

(LAINSON; RANGEL, 2005; MONTEIRO et al., 2005).  

A rápida expansão da doença da área rural aos espaços urbanos em quase 

todas as regiões geográficas do país representa atualmente um dos maiores 

problemas à saúde pública. No Brasil, o problema da LVC e LVH se contextualizam 

de modo singular, uma vez que existem as influências fisiogeográficas, climáticas, 

econômicas e socioambientais que diferem entre as regiões. Essas diferenças 

necessitam ser consideradas para o delineamento de estratégias buscando o 

controle efetivo da leishmaniose visceral canina e humana (BRASIL, 2006). 

Em diferentes locais do mundo como no Brasil, Palestina, regiões da Europa 

e norte da África, a prevalência registrada da doença humana tem sido inferior a 

10%, enquanto a prevalência real da infecção é certamente mais elevada (NEJJAR 

et al., 1988; PAPADOPOULOU et al., 2005; NASEREDDIN et al., 2006; RONDON et 

al., 2008). Ainda não está claro se os cães sem expressão clínica da LVC se tornam 

livres da infecção, ou se irão, e quando irão expressar os sinais clínicos compatíveis 

à LVC (OLIVA et al., 2006). 

Os testes sorológicos realizados em larga escala para triagem de cães 

apresentam limitações uma vez que podem gerar resultados falsos positivos devido 

à reatividade cruzada com outras espécies de Leishmania e com Trypanosoma cruzi 

nas regiões onde há sobreposição destas espécies com L. infantum (ANDRADE et 

al., 2006; TRONCARELLI et al., 2009). Por outro lado, podem ocorrer resultados 

falsos negativos em cães imunossuprimidos presentes em regiões endêmicas (FISA 

et al., 2001). 

Embora os testes parasitológicos não moleculares apresentem alta 

especificidade, a sensibilidade é reduzida especialmente nos cães sem expressão 

clínica da LVC (PIARROUX et al., 1994; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005). Estes 

testes também envolvem coletas invasivas de amostras clínicas e requerem a 

participação de profissionais especializados e experientes para as análises. Além 

disso, os meios de cultura são passíveis de contaminação e as análises, tanto em 
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lâminas coradas como em culturas, podem resultar em falsos positivos devido a 

artefatos. Como estas avaliações são dependentes da carga parasitária, falsos 

negativos também podem ocorrer se a quantidade de parasitos for muito baixa ou se 

os aspirados de fluidos biológicos estiverem muito diluídos (PIARROUX et al., 1994). 

O método de imunoistoquímica é uma alternativa que incrementa a 

sensibilidade do diagnóstico (TAFURI et al., 2004; ASSIS et al., 2010). No entanto, 

estas técnicas não são apropriadas para estudos epidemiológicos ou de larga 

escala, pois são mais laboriosas, demoradas e envolvem amostragens invasivas, 

além de alta especialização técnica (GOMES et al., 2008). 

Os métodos moleculares baseados em PCR têm sido considerados um 

importante recurso auxiliar para o diagnóstico da LVC devido às altas sensibilidade e 

especificidade apresentadas por tais técnicas (GOMES et al., 2007; MOREIRA et al., 

2007). Embora a PCR exija infraestrutura mais elaborada e alto treinamento técnico, 

ela se tornou uma ferramenta de grande valia para o diagnóstico e estudos 

epidemiológicos da LVC. 

Moreira et al. (2007) compararam a eficácia de métodos parasitológicos, 

imunológicos e moleculares em diagnosticar cães com diferentes sinais clínicos. Os 

resultados obtidos das amostras de aspirados de linfonodo pela PCR apresentaram 

sensibilidades de 100% para cães sintomáticos, 96% para oligossintomáticos e 

95,5% para assintomáticos. De acordo com os resultados a PCR demonstrou ser a 

mais sensível das técnicas analisadas, indicando ser este método muito eficiente 

para o diagnóstico da leishmaniose canina. 

Assis et al. (2010), ao analisarem a eficiência dos testes imunoistoquímica, 

histoquímica, RIFI, ELISA e PCR na detecção de LVC em cães com e sem sinais 

clínicos, concluíram que a PCR foi o teste mais eficiente na detecção de cães que 

eram suspeitos e negativos pelos outros testes, os quais foram capazes de detectar 

apenas 12,5 % de cães assintomáticos. 

Torna-se claro que o diagnóstico preciso da LVC é complexo e requer, 

frequentemente, a utilização de diferentes técnicas para a obtenção de um resultado 

conclusivo. O fato de os cães infectados apresentarem amplo espectro clínico e 

anormalidades clínico-patológicas diversas e não específicas reforçam a 

necessidade do uso combinado de métodos laboratoriais para o diagnóstico 

diferencial da LVC (PALTRINIERI et al., 2010). 
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Outro fato importante é a existência de um grande contingente de cães 

infectados sem sinais clínicos da LVC em regiões endêmicas para os quais os testes 

diagnósticos utilizados rotineiramente exibem reduzida sensibilidade. As estimativas 

do número de animais infectados sem expressão clínica são muito variáveis, indo de 

25% e chegando até 80% de acordo com a região geográfica, com o método de 

diagnóstico adotado e amostras clínicas utilizadas (BERRAHAL et al., 1996; 

PAPADOPOULOU et al., 2005; QUEIROZ et al., 2009). Cães recentemente 

infectados podem apresentar resultados diagnósticos falsos negativos pelas técnicas 

disponíveis, simplesmente em razão de o parasitismo ou das consequências da 

infecção se encontrarem em níveis ainda não detectáveis (OLIVA et al., 2006). 

Dos 213 animais testados para PCR de suabe conjuntival, 5,1% (11/213) 

foram positivos apenas neste teste. Na sorologia, de todos os animais testados, 

5,6% (12/213) reagiram positivamente apenas pela RIFI. Assim como Di Muccio et 

al. (2012) este trabalho obteve uma boa concordância entre a PCR de suabe 

conjuntival e o teste ouro, enquanto a PCR de sangue obteve baixa sensibilidade. 

Quanto à discordância com a RIFI, o número de cães soronegativos detectados 

como positivos por PCR de suabe (n = 11) foi semelhante ao número de cães 

soropositivos detectados como negativos por PCR suabe (n = 12). Este resultado 

reflete provavelmente os limites inerentes aos dois testes para detectar diferentes 

fases de infecção, o que sugere que eles podem atuar em conjunto para contribuir 

no diagnóstico. 

A sensibilidade e especificidade da PCR de suabe conjuntival foram 

respectivamente 58,6% e 94,0%. O PCR de sangue demonstrou uma baixa 

sensibilidade, de 24,1% e especificidade de 88,5%. Alguns trabalhos apresentaram 

resultados satisfatórios para o diagnóstico da LV usando amostras de sangue 

(REALE et al., 1999; IKONOMOPOULOS et al., 2003; MAIA et al., 2009), embora 

outros apontam que amostras de sangue frequentemente apresentam problemas 

relacionados a preparação de DNA e inibição da PCR (REALE et al., 1999; SILVA et 

al., 2001; LACHAUD et al., 2002). Outra desvantagem para o uso de sangue é que a 

carga parasitaria no sangue tende a diminuir ao longo da infecção. Há relatos de 

bons resultados obtidos a partir de amostras de pele (MANNA et al., 2004; 

QUARESMA et al., 2009). Este tecido pode ser uma boa opção para o diagnóstico 

por PCR uma vez que os flebótomos são infectados pela picada na pele de cães. 
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Porém, o inconveniente no uso da pele é que sua coleta é relativamente dolorosa e 

provoca sangramento. 

Em estudo realizado por Ferreira et al. (2012), os resultados encontrados na 

detecção de L. infantum em suabe conjuntival foram promissores, relataram que em 

cães sintomáticos obtiveram 95% de positivos, e assintomáticos 77,5%, sendo cada 

grupo composto de 40 animais sabidamente positivos por testes sorológicos e 

parasitológicos. Entretanto tais resultados provêm de testes com uma maior 

sensibilidade comparados à PCR convencional, uma vez que foi utilizado nested-

PCR e PCR quantitativo. 

A sensibilidade obtida neste estudo foi inferior ao obtido em outros estudos 

usando SC para o diagnóstico da LVC. Leite et al. (2010) encontraram uma 

sensibilidade de 90% com hibridização das amostras e 83,3% usando o nested PCR 

para suabe conjuntival, Strauss-Ayali et al. (2004) obtiveram 92 % de sensibilidade, 

Ferreira et al. (2008) detectaram DNA do parasita em 91,7 % dos suabes 

conjuntivais nos cães estudados, Pilatti et al. (2009) obtiveram entre 73,9% e 95,6 % 

de positividade dependo da técnica de PCR utilizada. Gramiccia et al. (2010) 

obtiveram uma taxa de 80% de positivos, entretanto tais autores utilizaram técnicas 

mais complexas e caras como hibridização e nested, as quais seriam inviáveis em 

larga escala. 

Adiciona-se o fato de que a maioria dos trabalhos recentes que obtiveram 

uma sensibilidade alta ao utilizar o suabe conjuntival, em particular, Strauss-Ayali et 

al. (2004) que relataram uma taxa de 92%, e Ferreira et al. (2008) que relataram 

91,7%, os estudos foram realizados, respectivamente, em cães experimentalmente 

infectados e cães infectados e sintomáticos. Neste trabalho o teste foi realizado sob 

condições naturais, com amostras de cães domiciliados, ou semidomiciliados 

provenientes de inquérito censitário, com e sem sinais clínicos. Uma prevalência 

consideravelmente mais baixa para PCR de suabe conjuntival (43%) em uma 

amostra de cães soropositivos foi relatada recentemente por Lombardo et al. (2012). 

Ao contrário de outros trabalhos, neste estudo não foi realizado hibridização, 

ou nested, técnicas que aumentam a sensibilidade, esta pode ser uma das causas 

da sensibilidade alcançada não ter sido tão alta. A hibridização é uma etapa 

adicional que pode aumentar a sensibilidade da PCR e confirmar seus resultados 

(DEGRAVE et al., 1994; REITHINGER et al., 2000; HEADINGTON et al., 2002; 

FERREIRA et al., 2008). Porém, sua desvantagem reside no fato de exigir 
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infraestrutura mais elaborada para proteção radiológica, uma vez que envolve o uso 

de radioisótopos. 

Devemos considerar que as amostras utilizadas foram obtidas juntamente 

com o inquérito epidemiológico, as condições de processamento a campo podem ter 

interferido na qualidade do DNA extraído, que foi um pouco inferior àqueles obtidos 

em condições experimentais controladas. Tal fato demonstra a possibilidade de 

aperfeiçoar as ações de controle da LVC, adotando a metodologia de localização de 

cães soropositivos, e em conjunto a coleta de suabe conjuntival, como uma 

estratégia complementar aos inquéritos sorológicos tradicionais. 

Para o diagnóstico da LVC, as técnicas sorológicas são consideradas rápidas 

e práticas, mas com sensibilidade variável e especificidade baixa (BADARÓ et al., 

1983; INIESTA et al., 2002). Como atualmente testes sorológicos são preconizados 

pelo ministério da saúde como teste diagnóstico em inquéritos, adotamos a RIFI 

como padrão ouro. Mesmo com a cultura de medula óssea sendo muitas vezes 

eleita como método de referência nos estudos de acurácia diagnóstica, admite-se 

atualmente não existir um padrão ouro definitivo para o diagnóstico da LVC 

(FERREIRA et al., 2007, RODRÍGUEZ-CORTÉS et al., 2010). O teste padrão a ser 

adotado pode variar de acordo com o foco investigativo do pesquisador e a escolha 

da técnica de referência deve ser orientada de acordo com o custo, 

operacionalidade, sensibilidade e especificidade envolvida (RODRÍGUEZ-CORTÉS 

et al., 2010). 

Embora existam muitos estudos e pesquisas que conduzem à formas 

alternativas de detecção e controle da LVC, um dos maiores desafios colocados às 

equipes de vigilância da doença refere-se ao diagnóstico de cães reservatórios de L. 

(L.) i. chagasi. O procedimento diagnóstico orienta a eutanásia de cães, contudo, os 

métodos atualmente disponíveis na rede pública (ELISA e RIFI) fazem uso de 

antígenos brutos das formas promastigotas de Leishmania e apresentam problemas 

de sensibilidade, precisão e reprodutibilidade (REITHINGER et al., 2002a; GOMES 

et al., 2008). 

Frente à complexidade do diagnóstico da LVC, um único método de detecção 

não é capaz de identificar todos os cães infectados, que albergam o parasito, e 

sobretudo atuam como fonte importante de infecção ao vetor (COURTENAY et al., 

2002). Sendo assim, esse estudo compara o diagnóstico sorológico (RIFI) e 

molecular (PCR de suabe conjuntival e PCR de sangue), verificando os benefícios 
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da utilização da PCR com DNA de células conjuntivais, como uma nova ferramenta 

de auxílio no diagnóstico da LVC em estudos e inquéritos epidemiológicos. Os testes 

foram utilizados em cães do município de Ilha Solteira, SP, uma área com percentual 

considerável de cães infectados e atuando como reservatório para infecção de 

outros cães e humanos. 

Problemas associados a atual execução dos inquéritos caninos como: o baixo 

desempenho diagnóstico da RIFI utilizado pelos CCZs (LEONTIDES et al., 2002; 

SCALONE et al., 2002), a demora na divulgação dos resultados e a retirada tardia 

dos cães soropositivos das áreas trabalhadas (CRINGOLI et al., 2002), são 

apontados por diversos autores como prováveis causas dos resultados 

insatisfatórios desta medida em reduzir o risco de infecção nas populações humanas 

e caninas (DESJEUX, 1992; MOREIRA JR. et al., 2004), sendo que as 

consequências destes problemas se agravam de acordo com a abrangência do 

inquérito sorológico. 

Comparando os resultados deste estudo demonstrou-se o intuito de oferecer 

aos órgãos de controle e vigilância epidemiológica a possibilidade de utilizar um 

método alternativo de coleta em estudos e inquéritos, uma vez que foram coletadas 

amostras de sangue e suabes conjuntivais em um curto período; ressaltando-se a 

facilidade e rapidez de coleta desta última. Como o estudo foi conduzido juntamente 

com o inquérito feito pelo município, pôde-se ter uma ideia de como seria uma coleta 

na prática, utilizando o suabe conjuntival em larga escala. A forma de 

armazenamento do suabe também foi simples, uma vez que as amostras foram 

mantidas a 4°C até o momento da extração de DNA. 

A escolha do suabe conjuntival foi devido ao fato de áreas de mucosas serem 

possíveis locais de albergue do parasito, pois a LVC é uma doença sistêmica e a 

infecção pode se estabelecer em uma ampla variedade de órgãos e tecidos do 

hospedeiro (CIARAMELLA et al., 1997; RALLIS et al., 2005; ADAMAMA-MORAITOU 

et al., 2007). Outro aspecto considerado é que o parasito se dissemine para as 

mucosas do cão por via sanguínea ou linfática (REITHINGER et al., 2002b). Além 

disso, é razoável admitir que o parasito possa alcançar a conjuntiva e o focinho 

diretamente pela picada de flebotomíneos que têm preferência em se alimentar em 

regiões do cão desprovidas de pelos (DI MUCCIO et al., 2008). Este fenômeno deve 

ocorrer com grande frequência especialmente em regiões endêmicas onde a 

densidade vetorial pode ser alta. 
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Outros trabalhos com suabe conjuntival já foram realizados, sob diferentes 

contextos comparativos, alguns autores levaram em conta o status clínico de cães 

naturalmente infectados e compararam com diferentes amostras clínicas para o 

diagnóstico molecular da LVC em região endêmica brasileira (FERREIRA et al., 

2008; PILATTI et al., 2009; LEITE et al., 2010; GRAMICCIA et al., 2010; 

LOMBARDO et al., 2012). 

Os métodos de PCR utilizados para detecção de Leishmania permitem 

determinar a presença do DNA do parasito em várias amostras biológicas, identificar 

as infecções por Leishmania em casos ativos da doença, monitorar pacientes 

humanos após quimioterapia e também detectar infecções em hospedeiros 

vertebrados ou flebótomos em estudos epidemiológicos (SINGH, 1997). 

Neste trabalho, antes da análise das amostras de cães os métodos foram 

testados com diluições seriadas de DNA isolado de culturas de promastigotas de L. 

(L.) chagasi. Os suabes conjuntivais com a diluição mais baixa, referente a um 

protozoário por amostra, foi submetido à três temperaturas de armazenamento; 

temperatura ambiente, temperatura de geladeira (4°C), e temperatura de 

congelamento (-21°C). Como as amostras tiveram bons resultados em temperatura 

de geladeira na extração de DNA, foi estabelecido armazenar à esta temperatura, 

até o momento da extração. O DNA foi extraído por fenol-clorofórmio. O método de 

PCR utilizado apresentou como alvo para amplificação a região conservada dos 

minicírculos do DNA do cinetoplasto de Leishmania (kDNA) (DEGRAVE et al., 1994). 

Outros pesquisadores também verificaram que o kDNA como alvo para amplificação 

rendeu bons resultados. No estudo realizado por Lachaud et al. (2002) foram 

comparados seis métodos de PCR utilizando amostras de sangue periférico de cães 

para detectar LVC. Três dos métodos utilizaram iniciadores endereçados para o 

DNA genômico e os outros três para o kDNA. Os métodos que demonstraram 

melhor desempenho utilizaram kDNA como alvo. Assim como nesse trabalho. 

No presente trabalho comprovamos um aumento na frequência de positivos 

para o suabe conjuntival ao se combinar a coleta dos dois olhos, direito e esquerdo. 

Este procedimento torna-se bastante recomendável para estudos de triagem 

diagnóstica em inquéritos caninos, pois, ao se associar as amostras, a probabilidade 

e a sensibilidade de detecção da infecção tornam-se maiores. Este fato foi 

corroborado em outros estudos com suabe conjuntival, o que reforça a importância 
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da combinação das oculares para o diagnóstico (STRAUSS-AYALI et al., 2004; 

FERREIRA et al., 2008). 

Assim como no estudo de Ferreira et al. (2012) observamos que na PCR-SC, 

os animais que reagiram positivamente, na sua maioria, apresentaram sinais 

clínicos. De acordo com tal pesquisa, um total de 77,5% (31/40) cães positivos para 

PCR de suabe conjuntival foi em animais sem manifestação clínica, mas positivos 

parasitologicamente; já nos cães com sinais clínicos, a positividade foi de 95,0% 

(38/40), entretanto neste estudo foi utilizada a hibridização associada ao PCR. No 

presente trabalho, dos 29 animais que foram positivos na RIFI, 15 (51,7%) 

apresentaram sinais clínicos compatíveis com LVC. Comprovamos também uma alta 

frequência (70,6%) de cães que foram positivos em ambos os testes de PCR-SC e 

RIFI e apresentaram sinais clínicos. Foi observado também que dos 28 animais 

positivos na PCR-SG, 71,4% (20/28) eram sem manifestações clínicas. Tais dados 

reforçam a importância de associações entre diferentes provas diagnósticas em 

conjunto, uma vez que cada teste tem sua particularidade de detecção, e pode 

demonstrar melhores resultados em determinada fase do curso da doença. 

A importância desse trabalho é mostrar a facilidade de coleta do suabe 

conjuntival, sua praticidade em ser utilizada em inquéritos, com uma boa 

sensibilidade e alta especificidade. Outro aspecto, muito importante neste contexto, 

é a utilização de metodologias em amostragens não invasivas, pois pode 

representar uma alternativa mais simples e não traumática para os animais. Isto, 

certamente, diminuiria a resistência dos proprietários dos cães em permitir os 

exames, além de ser uma forma fácil de coleta, podendo ser realizada fora de 

clínicas veterinárias. 

Amostras não invasivas, por serem de fácil manuseio, facilitam a 

reprodutibilidade na técnica de coleta, melhorando a qualidade do diagnóstico, 

principalmente em triagens em massa podendo ser uma ferramenta valiosa em 

saúde pública. Fácil de ser armazenados e manipulados, os suabes estéreis podem 

ser utilizados em inquéritos e estudos epidemiológicos a campo (REALE et al., 1999; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2001; MANNA et al., 2004; ANDRADE et al., 2006). 

Gramiccia et al. (2010) não obtiveram bons resultados ao tentar detectar 

precocemente a infecção por Leishmania através do suabe conjuntival em cães 

expostos a baixa concentração do vetor, entretanto, conforme aumentou o tempo de 

exposição do hospedeiro ao flebótomo, detectaram o DNA do parasita mais 
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rapidamente do que a soroconversão, mostrando que a PCR de suabe conjuntival 

seria um bom marcador para indicar o contato com o protozoário. De fato, pode-se 

argumentar que estes animais foram recentemente expostos a picadas de 

flebotomíneos infectados, pois em um estudo anterior em cães infectados 

experimentalmente, foram encontrados animais positivos na PCR de suabe 45 dias 

após a infecção, antes da soroconversão (STRAUSS-AYALI et al., 2004). No 

presente estudo foram encontrados 5,1% (11/213) dos cães positivos apenas na 

PCR de suabe, o qual poderia indicar o contato do hospedeiro com o parasita, 

porém em um período onde a soroconversão não está presente. 

A utilização da PCR para diagnóstico da LVC a partir de coleta não invasiva 

com amostras de suabe conjuntival envolvendo cães domiciliados em inquérito 

epidemiológico adotadas neste trabalho ainda não havia sido avaliada. Este método 

molecular apresenta vantagens, pois envolve uma única etapa, dispensa uso de 

materiais radioativos e instalações especiais utilizados na hibridização, bem como 

de amplificações sequenciais (nested), o que diminui as chances de contaminação. 

De forma geral, o tipo de PCR a ser escolhido depende da informação que se quer 

obter com o diagnóstico, e da infraestrutura laboratorial disponível (PILATTI et al., 

2009; ROCHA et al., 2010). 

De acordo com trabalhos anteriores, nenhuma prova quando utilizada 

isoladamente é capaz de detectar adequadamente todos os animais positivos, 

contudo a PCR tem demonstrado ser uma técnica prática, rápida e confiável, uma 

vez que detecta o DNA do parasito causador da LVC (GRADONI, 2002; ASSIS et 

al., 2010). Resultados mais práticos quanto ao controle da LV deverão ser obtidos 

com o aprimoramento do conhecimento epidemiológico das características focais da 

LV, especialmente no tocante ao papel dos cães, humanos e animais silvestres, 

atuando como reservatórios insuspeitos, na continuidade do ciclo de transmissão de 

L. chagasi nas áreas onde as atuais medidas de controle são corretamente 

executadas. 

Com base em tudo o que foi discutido, fica claro que o diagnóstico molecular 

associado a amostras clínicas de coleta não invasiva tem grande potencial de 

aplicabilidade na triagem de cães. Além disso, o desempenho verificado destas 

amostras no diagnóstico da LVC também abrem perspectivas para o uso em 

humanos. O presente trabalho pode ser considerado como um subsídio para a 

realização de estudos de campo em maior escala, com a finalidade de verificar a 
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validade destas amostras obtidas por meio de suabe para o diagnóstico da LV em 

um contexto epidemiológico. 

Em suma, os espécimes clínicos avaliados neste estudo podem ser um 

recurso auxiliar importante para o diagnóstico da LVC e vir a ser parte do repertório 

de opções a serem escolhidas para esta finalidade. 
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8 CONCLUSÃO 
 

 

� Neste estudo a PCR de suabe conjuntival demonstrou maior sensibilidade e 

especificidade em relação a PCR de sangue. 

� A PCR de suabe teve uma concordância moderada com a RIFI. 

� O uso do suabe como ferramenta de diagnóstico por PCR para os inquéritos 

caninos rotineiros deveria ser seriamente considerado. 

� O diagnóstico molecular via SC foi capaz de identificar animais soronegativos 

infectados.  

� Facilidade em realizar esta coleta, bem menos invasiva e dolorosa do que a 

coleta de sangue, com uma grande aceitação por parte dos proprietários. 

� A utilização do diagnóstico molecular como ferramenta complementar aos 

testes sorológicos é recomendada. 

� A sensibilidade da PCR pode variar de acordo com o tecido examinado. 

� As técnicas moleculares são bons aliados na identificação da LVC. 

Entretanto, é necessária otimização destas técnicas, para que possam ser 

empregadas em larga escala. 
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