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RESUMO 

 

PEREIRA, V. F. Identificação e caracterização de tripanossomatídeos que infectam cães 

em área endêmica para leishmaniose visceral canina. [Identification and characterization of 

the trypanosomatids infecting dogs in endemic areas for canine visceral leishmaniasis]. 2016. 

78f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

 

 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma grave zoonose, causada pela Leishmania infantum 

(syn. chagasi). O ciclo deste parasito é heteroxeno e a transmissão acontece principalmente pela 

picada da fêmea do vetor, dípteros da espécie Lutzomyia longipapis. O cão doméstico é o 

principal alvo das campanhas de controle da doença por ser a principal fonte de infecção para 

o vetor no ambiente urbano. O Ministério da Saúde adota testes sorológicos para a detecção de 

animais positivos; no entanto a sensibilidade e especificidade desses testes são questionáveis. 

Além das falhas inerentes a qualquer teste diagnóstico, no caso da LVC existem alguns 

entraves, especialmente pela distribuição geográfica, comum a outras doenças causadas por 

tripanossomas, e pela similaridade genética com os outros parasitas da mesma família. Nessas 

áreas de sobreposição pode haver tanto reação cruzada quanto co-infecção, dificultando a 

interpretação dos testes. No presente estudo, foram coletadas amostras de suabe conjuntival e 

sangue de cães em inquérito soroepidemiológico realizado no município de Ilha Solteira - SP. 

A presença de Leishmania spp. e Leishmania infantum foram testadas por PCR convencional e 

PCR em tempo real com primers direcionados ao kDNA de Leishmania spp. A avaliação 

sorológica foi realizada através da RIFI, e a identificação e caracterização dos 

tripanossomatídeos foi realizada através da PCR com primers ITS1. A SC-qPCR foi o teste que 

detectou o maior número de animais. De 204 cães utilizados no estudo, 19,12% (30/204) foram 

positivos na SC-qPCR. Na SG-qPCR foram 12,74% (26/204) de animais positivos. O teste que 

detectou o menor número de animais foi a SC-cPCR, com 10,78% (22/204). Enquanto na SG-

cPCR obtivemos 13,23% (27/204) animais positivos. De 28 amostras selecionadas para o 

sequenciamento do gene ITS1, 19 (67,85%) foram 100 ou 99% similares à L. infantum, 

sugerindo que a maioria dos cães positivos para LVC estavam realmente infectados com esta 

espécie. Entretanto, 2 cães (7,14%), que tiveram suas amostras sequenciadas para tal gene, 

revelaram 99% de similaridade com Crithidia fasciculata. Dos testes avaliados, esses cães 

foram positivos apenas na SG-cPCR para Leishmania spp. Os resultados indicam que a SC-

qPCR foi o teste mais eficaz em detectar amostras realmente positivas para L. infantum, e que 



 
 

se deve atentar ao fato de existirem outros tripanossomatídeos infectando os cães em área 

endêmica de LVC, podendo dificultar o diagnóstico adequado dos animais infectados por L. 

infantum. 

 

Palavras-chave: Leishmania infantum. Cães. Tripanossomatídeos. PCR em tempo real. Suabe 

conjuntival. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

PEREIRA, V. F. Identification and characterization of the trypanosomatids infecting dogs 

in endemic areas for canine visceral leishmaniasis. [Identificação e caracterização de 

tripanossomatídeos que infectam cães em área endêmica para leishmaniose visceral canina]. 

2016. 78f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

 

 

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a serious zoonosis caused by Leishmania infantum (syn. 

chagasi). The life cycle of this parasite is heteroxenous and the transmission occurs through the 

bite of the female sandfly, diptera species Lutzomyia longipalpis. The domestic dog is the main 

focus disease control campaigns, since it is the most important source of infection for the vector 

in urban environment. For positive dogs detection the health ministry uses serological tests, 

however the sensitivity and specificity of these tests are questionable. In addition to flaws 

inherent in any diagnostic test, in case of CVL there are some obstacles, especially by 

geographic distribution, common to other diseases caused by trypanosomes, and also by genetic 

similarity with other parasites of the same family. In areas of disease overlap, cross-reaction or 

co-infection may occur, making it difficult to interpret the results. In this study, conjunctival 

swab samples and whole blood of dogs were collected in seroepidemiological survey conducted 

in Ilha Solteira - SP. The presence of Leishmania spp. and Leishmania infantum were tested by 

conventional PCR and real-time PCR with Leishmania spp. kDNA-targeted primers. The 

serological evaluation was carried out by RIFI, and the identification and characterization of 

trypanosomatids was performed by PCR with ITS1 primers. SC-qPCR was the test that detected 

the largest number of animals. Of 204 dogs used in this study, 19.12% (30/204) were positive 

in SC-qPCR. In SG-qPCR 12.74% (26/204) animals were positive. The test that detected the 

lowest number of animals was SC-cPCR, with 10.78% (22/204). While in the SG-cPCR we 

obtained 13.23% (27/204) positive animals. From 28 samples selected for ITS1 gene 

sequencing, 19 (67.85%) were 100 or 99% similar to L. infantum, suggesting that most CVL 

positive dogs were infected with this species. However, two dogs (7.14%), which had their 

samples sequenced for the same gene, showed 99% similarity with Crithidia fasciculata. From 

the evaluated tests, these dogs were only positive in SG-cPCR for Leishmania spp. The results 

indicate that SC-qPCR was the most effective test to detect L. infantum positive samples , and 

it should be noted that there are other trypanosomatids infecting dogs in an endemic CVL area, 

which can difficult to diagnose animals properly infected by L. infantum. 



 
 

 

Key words: Leishmania infantum. Dogs. Trypanosomatids. Real time PCR. Conjunctival swab.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose é um termo global que compreende o conjunto de manifestações clínicas 

multifacetadas causadas por protozoários do gênero Leishmania. Ocorre endemicamente em 98 

países, com cerca de 350 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco e 2 milhões de casos 

humanos registrados anualmente (MOUTTAKI et al., 2014). Em suas diferentes formas, é a 

terceira doença vetorial de maior relevância em termos globais, após a Malária e a Filariose, 

sendo classificada, segundo a Organização Mundial da Saúde, entre as principais doenças 

negligenciadas, pois atingem a parcela mais desfavorecida da população (REITHINGER; 

DAVIES, 2002; WHO, 2010, 2014). 

O grupo das leishmanias é composto por mais de 30 espécies, das quais 11 têm 

significativa importância médica e veterinária (CECÍLIO et al., 2014; ELMAHALLAWY et 

al., 2014). Tais parasitos possuem um complexo ciclo de vida, alternando entre um hospedeiro 

vertebrado suscetível (mamíferos), e um artrópode vetor permissível (insetos flebotomíneos) 

(CECÍLIO et al., 2014). Os insetos responsáveis pela transmissão desses parasitos no “Velho 

Mundo” são flebotomíneos do gênero Phlebotomous e, no “Novo Mundo”, do gênero 

Lutzomyia. 

O homem e animais domésticos podem ser infectados secundariamente pelas diferentes 

espécies de Leishmania ao estabelecer contato com as áreas florestais ou áreas onde existem 

tais enzootias. Em decorrência de processos socioambientais particulares e dinâmicos, além 

dessa transmissão clássica, também se estabeleceram focos de transmissão periurbanos e 

urbanos veiculados por espécies de flebotomíneos pré-adaptados às novas situações em 

ambientes alterados (LAINSON; SHAW, 1988; MARZOCHI et al., 2014). 

No Brasil, a doença em humanos é dividida em duas formas principais: a Leishmaniose 

Visceral Americana (LVA), forma mais grave da doença, também conhecida como Calazar, 

que acomete o sistema mononuclear fagocítico; e a Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LTA) que pode apresentar desde um envolvimento cutâneo localizado (Leishmaniose Cutânea) 

até uma destruição de grandes extensões das mucosas (Leishmaniose Mucosa). A primeira 

forma da doença é causada pela espécie Leishmania infantum, também conhecida como L. (L.) 

chagasi ou L. (L.) infantum chagasi, enquanto a segunda forma pode ser causada por várias 

espécies do gênero Leishmania, como Leishmania amazonensis e Leishmania brasiliensis 

(GONTIJO; CARVALHO, 2003; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004; GRIENSVEN; 

DIRO, 2012). 
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Em relação à LVA o papel do cão como principal reservatório urbano da doença está 

bem estabelecido (LARANJEIRA et al., 2014). A estreita convivência do homem com os 

canídeos domésticos, além das transformações que ocorreram no meio ambiente, como secas 

prolongadas e periódicas, processo de urbanização, práticas agrárias e condições precárias de 

habitação contribuíram com a dispersão da doença a partir de focos enzoóticos (MONTEIRO 

et al., 2005). Segundo Badaró et al. (1996), a doença no cão (Leishmaniose Visceral Canina – 

LVC), geralmente, precede a ocorrência da doença no homem, sendo que ambas coexistem em 

todos os focos conhecidos. 

Do ponto de vista epidemiológico, a doença canina é considerada mais importante que 

a doença humana, pois, além de ser mais prevalente, apresenta grande contingente de animais 

assintomáticos albergando parasitas na derme, com potencial para transmissão da doença 

(LAURENTI et al., 2013). 

Até 1998, não havia referência de casos autóctones de LVC ou humana no estado de 

São Paulo. Em maio de 1998, foi descrito um foco de LVC no município de Araçatuba, 

localizado na região Noroeste de São Paulo (LUVIZOTTO et al., 1999). Posteriormente, 

verificou-se que a LVC não ocorria de forma endêmica somente no referido município, 

ocorrendo também, em municípios circunvizinhos. Entre 2013 e 2015 foram registrados no 

estado de São Paulo, 418 casos de LVA, com 39 óbitos (CVE/SP, CENTRO DE VIGILÂNCIA 

EPIDEMIOLÓGICA DO ESTADO DE SÃO PAULO, 2016).  

Apesar das medidas de controle, desenvolvidas pelo Programa de Controle de 

Leishmaniose Visceral, o número de casos e de óbitos no estado de São Paulo tem se mantido 

alarmante, havendo inclusive deslocamento para regiões indenes, o que demonstra a 

importância da doença no estado, bem como a necessidade de pesquisas que possam auxiliar 

na prevenção e no controle da doença (CVE/SP, CENTRO DE VIGILÂNCIA 

EPIDEMIOLÓGICA DO ESTADO DE SÃO PAULO, 2015). 

Embora a importância dos cães como reservatórios da doença esteja bem estabelecida, 

não existe nenhum dado oficial sobre o número de cães acometidos no Brasil ou na América do 

Sul. No Brasil, estima-se em milhões o número de cães infectados (BANETH et al., 2008). 

Trabalhos científicos publicados apresentam uma prevalência da LVC entre 1,9% a 51,35% em 

áreas endêmicas do Brasil (FRANÇA-SILVA et al., 2003; DANTAS-TORRES; BRITO; 

BRANDÃO-FILHO, 2006; MORAIS et al., 2013). Em Ilha Solteira-SP foi encontrada uma 

prevalência de 12,67% de cães infectados (PEREIRA et al., 2012). Ressalta-se o fato de que, 

como a prevalência na população canina é maior do que na humana, a identificação de casos 
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caninos precede os casos humanos (FEITOSA, 2000; BEVILACQUA et al., 2001; MOURA et 

al., 2009). 

No Brasil, os programas de controle da LV do Ministério da Saúde consistem em ações 

voltadas aos reservatórios, que visam a identificação, o diagnóstico imediato e a eliminação 

destes animais, com o objetivo de reduzir as fontes de infecção para os flebotomíneos; e o 

rápido diagnóstico e tratamento dos indivíduos doentes; assim como a borrifação de piretroides 

nos bairros nos quais há casos humanos, objetivando o controle de vetores. 

Nas áreas nas quais ocorre um índice de soropositividade canina de até 1%, recomenda-

se uma vigilância epidemiológica e, em regiões em que este índice for maior que 1%, está 

indicada a eliminação de cães soropositivos e estudos entomoepidemiológicos para determinar 

a abrangência do problema (BRASIL, 2006). 

Diante desse quadro, o cão tem sido o principal alvo das campanhas de controle da 

doença, uma vez que pode albergar o protozoário silenciosamente como portador assintomático. 

Com isso, o sucesso da implementação de medidas de controle visa à determinação da 

prevalência da LVC e localização de focos ativos. Assim sendo, os estudos epidemiológicos 

são baseados nos sinais clínicos da doença, na detecção de anticorpos anti-Leishmania e/ou na 

detecção do parasita. Como a grande maioria dos cães infectados é assintomática, o diagnóstico 

sorológico frequentemente é utilizado para avaliar a prevalência de LVC em grandes 

populações caninas (GRADONI, 2002). 

Entretanto, 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). Reforçando o fato de 

que essa medida, muitas vezes realizada de forma isolada, não apresentará efetividade para 

redução da incidência da doença, determinando a necessidade de reavaliação das ações 

propostas pelo Programa de Controle da LV (LEANDRO JR., 2014). 

Os diagnósticos clínico e laboratorial da LVC encontram vários entraves, visto que os 

sinais clínicos são diversos e similares à outras doenças, variando de assintomáticos à casos 

com estágio avançado da doença (FEITOSA, 2000; CAMARGO; LANGONI, 2006), incluindo 

febre intermitente, letargia, onicogrifose, emaciação, hepatoesplenomegalia, alterações do 

apetite, anemia, linfoadenopatia e lesões cutâneas, dentre elas a descamação, alopecia, 

dermatite pustular, dermatose ulcerativa, entre outras (TURREL; POOL, 1982; 

LONGSTAFFE; GUY, 1986; FERRER et al., 1988; ALMEIDA; OLIVEIRA, 1997). 

A pesquisa parasitológica direta, realizada por meio da observação de formas 

amastigotas do parasita em esfregaços de linfonodos, medula óssea, aspirado esplênico, 
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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). 

A detecção de anticorpos circulantes anti-Leishmania através das técnicas sorológicas 

constitui-se em um instrumento bastante usado no diagnóstico da LVC. Animais doentes que 

desenvolvem resposta imune humoral podem produzir altos títulos de IgG anti-Leishmania 

(FERRER, 1999). A soroconversão ocorre, aproximadamente, três meses após a infecção, 

portanto é necessário cautela na interpretação dos resultados, uma vez que podem falhar na 

detecção de cães recém infectados (FERRER et al., 1995). 

Os testes sorológicos são interessantes em inquéritos epidemiológicos pela sua 

facilidade no diagnóstico de portadores assintomáticos, na confirmação do diagnóstico ou 

quando existe a suspeita clínica e não foi possível a visualização do parasita no esfregaço 

sanguíneo (LEVY; BREITSCHWERDT; MONCOL, 1987). O diagnóstico do portador 

possibilita conhecer o risco do animal ter recaídas em condições de estresse ou infecção 

concomitante (ODUYE; DIPEOLU, 1976), impedir que o mesmo seja doador de sangue 

(SANDERS, 1937) e evitar que seja transportado a regiões indenes, pois o animal é um 

disseminador da doença em potencial, desde que exista o vetor (BREITSCHWERDT et al., 

1983). 

Até o final de 2011, o ministério da saúde empregava o ensaio imunoenzimático (ELISA 

BioManguinhos) como teste de triagem e o ensaio de imunofluorescência indireta (RIFI 

BioManguinhos) como teste comprovatório, no entanto, passou então a utilizar o teste rápido 

de DPP® (Dual Path Platform) como triagem e o ELISA BioManginhos passou a ser o método 

comprovatório para o diagnóstico da LVC. A plataforma do DPP® funciona por 

imunocromatografia. Este é um teste rápido baseado em uma reação coloidal com os antígenos 

rK26/rK39 que ocorre quando estes se ligam aos anticorpos do hospedeiro. Esta reação dura 

cerca de 15 minutos e se revelou bastante prática para uso no campo (GRIMALDI JR. et al., 

2012). 

Em condições experimentais, este teste apresentou alta sensibilidade para cães com 

sinais clínicos e alta especificidade para cães sem expressão clínica para LVC (GRIMALDI JR. 

et al., 2012). Entretanto, pesquisas recentes mostraram que, tanto o DPP quanto o ELISA, 

utilizados pelo Ministério da Saúde no diagnóstico da LVC, podem não ser tão eficazes no 

diagnóstico de animais assintomáticos ou no início da infecção (FARIA et al., 2015). 
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Os testes imunocromatográficos que utilizam o antígeno recombinante rK39 em 

humanos, mostram graus de sensibilidade que variam de 89-98% e especificidade que variam 

de 97-100% (CARVALHO et al., 2003; CHAPPUIS et al., 2006; SUNDAR et al., 2006; ASSIS 

et al., 2008; WELCH; ANDERSON; LITWIN, 2008). Em cães, os resultados diferem mais, 

mostrando graus de sensibilidade que variam de 72 -97,06% e especificidade de 61-100% 

(REITHINGER et al., 2002; COSTA et al., 2003; METTLER et al., 2005; BISUGO et al., 2007; 

LEMOS et al., 2008; LIMA, et al., 2010). 

Laurenti et al. (2014) considerou em seu trabalho que o DPP® apresentou uma boa 

performance. Ao comparar o DPP® com os outros testes anteriormente empregados pelo 

ministério da saúde (RIFI e ELISA BioManguinhos) obteve 90,6% de sensibilidade e 95,1% de 

especificidade. 

Apesar desta mudança no teste de triagem, adotada pelo ministério da saúde, ter 

contribuído significativamente na diminuição da reação cruzada com outros agentes, uma vez 

que os antígenos empregados são proteínas recombinantes específicas de L. infantum, e 

anteriormente os antígenos utilizados eram de L. major, ainda assim Laurenti et al. (2014) 

obteve reação cruzada do DPP® em soros de animais infectados com Babesia canis. 

Segundo Grimaldi Jr. et al. (2012) tanto a sensibilidade quanto a especificidade do teste 

DPP® estiveram dentro dos intervalos já reportados por outros autores na avaliação de ELISAs 

com base nos mesmos antígenos, bem como de outros ensaios de dipsticks com rK39. Neste 

estudo relatou também reação cruzada do DPP® com soros derivados de cães com infecção 

dérmica ativa causada por L. braziliensis (mas sem história de exposição potencial a L. 

infantum), fornecendo resultados falso-positivos. 

Em um estudo anterior Porrozzi et al. (2007) verificou que essa reação cruzada também 

ocorre em soros de cães com infecção por L. braziliensis ou L. interrogans. 

Essas provas geralmente apresentam alta sensibilidade e especificidade, no entanto, 

assim como outros testes, podem gerar resultados falso-positivos ou falso-negativos, uma vez 

que a resposta imune pode variar muito de um organismo para ou outro, existindo animais que 

desenvolvem uma resposta celular eficiente e discreta resposta humoral. Outro ponto que pode 

interferir é a fase da doença que o animal se encontra no momento da amostragem, podendo ser 

negativos nos testes sorológicos até 3-4 meses pós-infecção (SLAPPENDEL; GREENE, 1990; 

FERRER et al., 1995; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; OLIVEIRA et al., 2008). 

Outra desvantagem dos testes sorológicos é a possibilidade de reações cruzadas com 

outros tripanossomatídeos que podem infectar cães (ALVES et al., 2012). Esse problema se 

torna ainda mais evidente em regiões onde coexistem leishmania viscerotrópica e dermatrópica 
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(JESUS et al., 2003). Estudos demonstraram a importância da diferenciação de espécies de 

Leishmania, em especial, devido à ocorrência de L. braziliensis e L. amazonensis em áreas 

endêmicas para L. infantum (MADEIRA et al., 2006; GOMES et al., 2007; TOLEZANO, JOSÉ 

E et al., 2007). 

A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) vem sendo utilizada há alguns anos em 

pesquisas sobre diagnóstico de leishmanioses, especialmente por ser mais simples e rápida que 

outros métodos de biologia molecular e apresentar maior sensibilidade e especificidade 

(MICHALSKY et al., 2002; VOLPINI et al., 2004). A PCR em tempo real (qPCR), por sua 

vez, agregou mais robustez à PCR convencional (cPCR), visto que esta metodologia permite 

amplificação, detecção e quantificação da fluorescência produzida ciclo a ciclo. A qPCR agiliza 

a obtenção de resultados, economizando tempo e etapas, uma vez que não necessita de 

eletroforese, minimizando o risco decorrente de possíveis contaminações. Além disso, 

dependendo da técnica utilizada, é possível aumentar a sensibilidade e especificidade em 

relação à cPCR, quantificar a carga parasitária presente no animal infectado e identificar as 

espécies que infectam os animais (NICOLAS et al., 2002; SCHULZ et al., 2003; QUARESMA 

et al., 2009). 

Outra vantagem da qPCR é a capacidade de avaliar a evolução da doença, especialmente 

em áreas endêmicas, onde grande parte da população canina está exposta ao parasita, mas 

apenas uma pequena proporção dos cães desenvolve a doença clínica. Portanto, a qPCR torna-

se uma ferramenta muito útil nos estudos sobre LVC, permitindo o monitoramento da resposta 

imune do cão frente à infecção (MARY et al., 2004; FRANCINO et al., 2006; CECCARELLI 

et al., 2014). 

A PCR com amostras de suabe conjuntival vem sendo utilizada no diagnóstico das 

leishmanioses tanto em animais quanto em humanos. Estudos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa utilizaram este tipo de coleta a campo e concluíram que, por ser mais rápido e prático, 

tal técnica aumentou o número de amostras coletas em um menor período de tempo, 

contribuindo para diagnóstico das leishmanioses. Por ser um procedimento pouco invasivo, 

facilita a amostragem de maior número de animais, assim como causa menos desconforto nos 

animais durante a coleta, especialmente no caso de cães e gatos (PEREIRA et al., 2012; 

BENVENGA, 2013; BENASSI, 2015; OLIVEIRA et al., 2015).  

A família Trypanosomatidae é composta de vários gêneros de parasitos, os quais 

compreendem tripanossomatídeos monoxenos, que parasitam insetos como os gêneros 

Blastocrithidia, Crithidia, Herpetomonas, Leptomonas, e Rhyncoidomonas. Bem como os 

heteroxenos que parasitam insetos e vertebrados (Endotrypanum, Leishmania, e Trypanosoma) 
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ou de insetos e plantas (Phytomonas sp.). Entre os tripanossomatídeos heteroxenos estão as 

espécies responsáveis por uma ampla gama de doenças de humanos e animais, tais como o 

Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum. (MCGHEE; COSGROVE, 1980). 

Além de albergar a L. infantum, os cães também atuam como importantes reservatórios 

para outros tripanossomatídeos, como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma evansi e 

Trypanossoma caninum (SAVANI et al., 2005; COELHO et al., 2013). 

Esta família é encontrada amplamente distribuída na natureza e podem parasitar cada 

principal grupo dos eucariotos (MCGHEE; COSGROVE, 1980; VICKERMAN, 1994). Apesar 

dos tripanossomatídeos que infectam plantas e insetos não serem considerados patogênicos a 

humanos e animais, vários relatos têm mostrado que eles podem infectar pessoas, 

particularmente aquelas infectados com HIV (CHICHARRO; ALVAR, 2003; MORIO et al., 

2008; GHOSH et al., 2012; SINGH; CHIKARA; SUNDAR, 2013). 

Gêneros de tripanosomatídeos de insetos e plantas são informalmente reconhecidos 

como “tripanosomatídeos inferiores” (SANTOS et al., 2006) essa classificação considerando 

previamente características morfológicas e de ciclo de vida, atualmente está sendo revista em 

função dos avanços na sistemática molecular (SANTOS et al., 2006). Esses protozoários 

dispõem de ampla distribuição geográfica e são de certa forma “promíscuos”, já que, 

apresentam baixa especificidade à seus hospedeiros invertebrados (PODLIPAEV, 2000), 

ocasionando dificuldades quanto à identificação morfológica (WALLACE, 1966; 

PODLIPAEV, 2000, 2001; CATARINO et al., 2001). Embora classicamente não patogênicos 

ao homem, os “tripanosomatídeos inferiores” tem atraído o interesse como potenciais modelos 

para o estudo de vários mecanismos biológicos dos Trypanosomatidae. 

O compartilhamento de determinantes antigênicos entre tripanosomatídeos é um 

fenômeno conhecido e descrito desde a década de 60. O trabalho pioneiro de Camargo em 1969 

mostrou a presença de imunorreatividade cruzada entre T. cruzi e Leishmania spp. 

Especificamente, a imunorreatividade cruzada entre os tripanosomatídeos de interesse médico 

é de fato bem demonstrada na literatura, atestada por diferentes metodologias de 

imunodiagnóstico (CAMARGO; REBONATO, 1969; MALCHIODI et al., 1994; VEXENAT; 

SANTANA; TEIXEIRA, 1996; SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001; MARCIPAR et 

al., 2005). Principalmente, a utilização de antígenos totais obtidos a partir de extratos de formas 

de cultivo desses parasitos frequentemente carece de especificidade quando utilizados na 

discriminação sorológica entre os mesmos, fato que ilustra a extensão do compartilhamento de 

antígenos entre esses importantes patógenos. 
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As semelhanças genéticas entre os membros da família Trypanosomatidae tem levado 

vários pesquisadores a usar tripanossomatídeos não patogênicos para investigar similaridades 

bioquímicas, celulares e imunológicas entre essas espécies e as espécies patogênicas aos 

homens e animais, que pertencem aos gêneros Trypanosoma e Leishmania (FERREIRA et al., 

2014). Um dos aspectos que podem refletir essa capacidade de infecção e adaptação desses 

tripanosomatídeos está sem dúvida no repertório molecular que os mesmos apresentam. 

Alguns estudos têm demonstrado que os “tripanosomatídeos inferiores” compartilham 

porção significativa de seu maquinário celular com espécies classicamente patogênicas 

(SOUZA et al., 1974; SOUZA; MIZUTA; IKEMOTO, 1980; LOPES et al., 1981; BREGANÓ 

et al., 2003; SANTOS, BRANQUINHA; D’AVILA-LEVY, 2006). Um exemplo dessas 

semelhanças entre os gêneros desta família se dá nas moléculas de superfície. As glicoproteínas 

proteolíticas (proteases) apresentam-se bem caracterizadas como moléculas da superfície da 

membrana dos tripanosomatídeos patogênicos, principalmente a metaloprotease GP63 em 

Leishmania e cisteino-proteinase (cruzipaina) em T. cruzi. Grande variedade de proteases 

homólogas principalmente a GP63 de leishmania foram encontradas amplamente distribuídas 

nos “tripanosomatídeos inferiores” (NORTH, 1982; MCKERROW et al., 1993; 

BRANQUINHA et al., 1996; SANTOS et al., 2005). Em 1992, um trabalho pioneiro realizado 

por Etges mostrou em parasitas dos gêneros Crithidia e Herpetomonas a presença de 

metaloproteases de superfície com propriedades bioquímicas similares a GP63 (ETGES, 1992; 

SANTOS et al., 2006). 

Da mesma forma foram caracterizadas metaloproteases extracelulares bioquimicamente 

homólogas a GP63 com migração eletroforética entre 50 e 100 kDa em vários 

tripanosomatídeos inferiores como Phytomonas serpens (VERMELHO et al., 2003), Crithidia 

guilhermei (D´AVILA-LEVY et al., 2009), Crithidia fasciculata (BRANQUINHA et al., 

1996), Crithidia oncopelti (D´AVILA-LEVY et al., 2009), Crithidia lucilae (BRANQUINHA 

et al., 1996), Blastocrithidia culicis (D’AVILA-LEVY et al., 2005) entre outros. 

 O compartilhamento dessas moléculas provavelmente tem suas bases em pressões 

seletivas para manutenção de um repertório molecular que favoreça a sobrevivência quando 

parasitando o hospedeiro inseto, evento comum entre tripanosomatídeos monoxenos e os 

gêneros de interesse médico (MCGEE; COSGROVE, 1980; FERGUSON, 1997). 

Não é surpreendente que na literatura encontram-se relatos de reação sorológica cruzada 

entre representantes das duas linhagens divergentes dos tripanossomatídeos, os Salivaria, 

aqueles transmitidos através das glândulas salivares (inoculativa), e os Stercoraria, visto que 
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estes possuem ampla homologia antigênica entre os diferentes grupos de tripanossomatídeos 

(MONZON; COLMAN, 1988; DESQUESNES; BOSSENO; BRENIÈRE, 2007). 

Esse problema se agrava em regiões de sobreposição de endemias, onde coexistem 

gêneros de Trypanosoma e Leishmania infectando animais e seres humanos. Nesse caso, o 

diagnóstico se torna duplamente dificultado quando realizado pela sorologia, pois o 

cão/humano pode estar sofrendo infecção mista, ou estar infectado com um agente apenas e 

apresentar reação cruzada no teste, dificultando a interpretação do resultado. No Brasil, a 

coinfecção natural de cães domésticos com diferentes espécies de tripanossomatídeos tem sido 

registrada (ALVES et al., 2012; COELHO et al., 2013). 

A importância na detecção e identificação dessas espécies de tripanossomatídeos é 

reforçada pela demonstração de que diferentes espécies não patogênicas ao homem e aos 

animais compartilham moléculas homólogas encontradas em tripanossomatídeos classicamente 

patogênicos, podendo incorrer em rações cruzadas e co-infecções (INVERSO et al., 1993; 

D’AVILA-LEVY et al., 2003; SANTOS et al., 2006). Desta forma, com o problema da 

expansão da LV no Brasil e a importância do cão como reservatório da enfermidade em áreas 

urbanas, fica evidente a relevância da identificação e caracterização dos tripanossomatídeos 

presentes em regiões endêmicas para LVC, uma vez que o diagnóstico adequado da doença 

canina é fundamental para seu controle. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

A PCR de suabe conjuntival (PCR-SC), que ou a qual usa um suabe estéril para retirada 

de amostras de células epiteliais da conjuntiva, tem sido um método alternativo, não invasivo e 

útil no diagnóstico da LVC. Diversos tipos de espécimes clínicos (incluindo sangue, biópsias 

de pele, linfonodos, medula óssea e baço) podem ser utilizados para detecção de DNA de L. 

infantum, entretanto, amostras não-invasivas são muito mais desejáveis, uma vez que sua 

obtenção é menos complexa, não requer mão-de-obra especializada, reduz o desconforto nos 

animais e facilita a coleta de amostras em massa. Diante dessas facilidades, as variações da 

PCR com células epiteliais se tornou uma importante fonte de estudo aos pesquisadores de LVC 

da última década (CECCARELLI et al., 2014). 

Este método já foi testado por alguns pesquisadores e mostrou-se altamente sensível no 

diagnóstico da LVC por PCR em cães sintomáticos e (STRAUSS-AYALI et al., 2004; 

FERREIRA et al., 2008; PILATTI et al., 2009; GRAMICCIA et al., 2010; LOMBARDO et al., 

2012) assintomáticos (LEITE et al., 2010; MUCCIO et al., 2012), além de oferecer rapidez e 

praticidade na coleta de amostras em inquéritos epidemiológicos (PEREIRA et al., 2016). O 

suabe conjuntival também foi eficiente na detecção de gatos infectados por Leishmania spp. 

(OLIVEIRA et al., 2015). 

Coletas de células epiteliais com suabe oral, nasal e auricular também foram 

recentemente descritos na literatura como um método considerável na detecção de LVC por 

PCR (FERREIRA et al., 2013). A presença do parasita também foi detectada em amostras de 

suabe conjuntival e nasal em humanos sem lesão nasal ou ocular, portadores assintomáticos 

infectados com Leishmania (Viannia) (FIGUEROA et al., 2009). 

Outros estudos de pesquisa investigaram o uso da cPCR-SC e qPCR-SC na detecção de 

leishmania em felinos e equinos, comparado à RIFI e à PCR de sangue, obtendo sucesso na 

detecção de L. infantum (felinos) e Leishmania spp. (equinos). Benvenga (2013) encontrou 

66,66% (36/54) de equinos infectados por Leishmania spp. através da cPCR-SC, enquanto 

Benassi (2015) encontrou 12,96% (7/54) positivos na qPCR-SC para L. infantum. Em relação 

aos gatos, Benvenga (2013) encontrou 1,85% (2/108) animais positivos para Leishmania spp. 

pela qPCR-SC, concordando com os resultados obtidos nos mesmos animais positivos pela 

cPCR-SC. Além disso, Benassi (2015) concluiu que enquanto a qPCR-SG não foi capaz de 

detectar Leishmania spp. em gatos ou equinos, a qPCR-SC foi capaz de detectar o parasito em 

ambas espécies avaliadas. 



 
Justificativa  29 

   

Desde a década de 30, com os trabalhos iniciais sobre leishmanioses de Chagas e Deane 

e Deane, até o presente momento, vários pesquisadores dedicam-se aos estudos sorológicos e, 

mais recentemente, moleculares de cães com Leishmania spp., visando obter métodos de 

diagnóstico que facilitem a realização de inquéritos epidemiológicos, assim como apresentem 

melhorias no conhecimento sobre a dinâmica da LV em nosso País. A preocupação deve-se ao 

fato de que, no Brasil, o cão é encontrado parasitado tanto por espécies de Leishmania sp., 

quanto por espécies de Trypanosoma sp., sendo comum o encontro de áreas de sobreposição 

das LTA e LVA, bem como da doença de Chagas (CHAGAS et al., 1937; LUCIANO et al., 

2009; COELHO et al., 2013; MATOS et al., 2015). 

Estudos têm relatado a infecção concomitante de Trypanosoma cruzi e Leishmania 

infantum em humanos provenientes de regiões endêmicas para estas doenças (MATOS et al., 

2015). Dada a importância do cão como reservatório doméstico tanto para tripanossomas 

quanto para L. infantum, se faz necessário a identificação correta das espécies de 

tripanossomatídeos circulantes em regiões com LVC. Da mesma forma, devido à proximidade 

filogenética, os gêneros da família Tripanosomatidae podem compartilhar de identidade em 

grande parte do material genético, apresentando moléculas comuns entre os tripanossomatídeos 

não patogênicos e os de interesse médico, representando uma relação direta com a 

imunorreatividade cruzada encontrada entre esses tripanossomatídeos (FERREIRA et al., 

2014).  

Poucos trabalhos têm avaliado de forma crítica essa relação. Tais reações cruzadas, ou 

até mesmo as co-infecções, podem interferir no diagnóstico mais preciso da LVC. Logo, a 

identificação eficaz de cães portadores do parasita é de extrema importância, a fim de se evitar 

o sacrifício desnecessário de cães com diagnóstico falso-positivo, bem como evitar a 

permanência de cães infectados considerados falso-negativos, servindo de fonte de infecção 

para os flebotomíneos vetores e auxiliando a disseminação do parasita. Em áreas de 

sobreposição de endemias, além do diagnóstico ser dificultado, quando realizado pela 

sorologia, esta sobreposição favorece o aparecimento de infecções mistas e, no Brasil, a 

coinfecção natural de cães domésticos com diferentes espécies de tripanossomatídios tem sido 

registrada. 

No presente estudo, um dos oligonucleotídeos utilizados na detecção de L. infantum, 

tanto na cPCR quanto na qPCR, tiveram como DNA alvo, o DNA do cinetoplasto (kDNA) 

(RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990; FRANCINO et al., 2006). 

O cinetoplasto é uma mitocôndria especializada, única dos cinetoplastídeos, que contém 

DNA extranuclear. O kDNA é uma das peculiaridades mais incomuns desses parasitas. É uma 
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estrutura única na natureza, uma rede gigante de DNA consistindo de alguns milhares de DNAs 

circulares que são topologicamente interligados, sendo que cada célula apresenta uma rede de 

DNA dentro da matriz da sua única mitocôndria. Essa rede contém dois tipos de moléculas de 

DNA: minicírculos presentes em aproximadamente 10.000 cópias por célula e maxicírculos 

presentes entre 20 a 50 cópias. Eles são heterogêneos com relação a sequência, mas idênticos 

em tamanho numa mesma rede; a sua única função conhecida é codificar pequenos RNAs guia 

que controla o correto processamento ou edição dos transcritos dos maxicírculos (NOYES et 

al., 1998).  

Embora os primers direcionados ao kDNA, utilizados no presente trabalho, sejam da 

década de 1990, ainda hoje são bastante utilizados na pesquisa sobre leishmaniose no Brasil 

(ASCHAR et al., 2016).  

Particularmente, a natureza repetitiva dos minicírculos os torna um alvo atrativo e 

frequentemente utilizado para a detecção de Leishmania spp. (CÁSSIA-PIRES et al., 2014; 

MOUTTAKI et al., 2014). São considerados uma ferramenta valiosa no diagnóstico da doença, 

pois como há uma baixa parasitemia nas amostras biológicas, a sensibilidade da PCR pode ser 

aumentada utilizando sequências representadas em múltiplas cópias no genoma do parasito. No 

entanto, o caráter conservador das sequências de kDNA entre espécies de leishmanias poderia 

representar um problema quando o objetivo é a detecção específica de L. infantum (LOSADA-

BARRAGÁN et al., 2016). 

Alguns autores relataram que, devido à semelhança intraespecífica deste alvo, não 

alcançaram a amplificação de espécies de leishmania para as quais se destinam, potencialmente 

amplificando mais de uma espécie (BRETAGNE et al., 2001; MARY et al., 2004; ROLÃO et 

al., 2004). Embora vários trabalhos utilizando a PCR sejam destinados a detectar 

especificamente L. infantum, a análise in silico mostra que os iniciadores disponíveis podem 

apresentar reação cruzada (LOSADA-BARRAGÁN et al., 2016). 

Além disso, L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis são espécies de particular 

importância epidemiológica no Brasil e podem ser simpátricas em algumas regiões do país 

(SOUZA et al., 2009; GRIMALDI JR. et al., 2012; ANDRADE et al., 2014). De fato, em 

algumas regiões epidêmicas do Brasil, foram encontrados cães infectados com L. braziliensis 

(LEÇA JÚNIOR et al., 2015) ou L. amazonensis (TOLEZANO et al., 2007). 

Diante da hipótese sobre quais possíveis tripanossomatídeos estariam acometendo os 

cães em área endêmica para LVC outro alvo foi utilizado para investigar as espécies, neste caso, 

o alvo foi escolhido foi a região ITS1 (Internal Transcribed Spacer), a qual está situada entre 

as subunidades codificadoras do ribossomo (rDNA). O ITS1 fica entre a subunidade 18s e a 
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subunidade 5.8s, enquanto o ITS2 fica entre as regiões 5.8S e 24S. Tratam-se de regiões não 

codificadoras e apresentam cerca 16 de 200 cópias no genoma de Leishmania, a região 

apresenta variação suficiente para permitir a diferenciação das espécies de Leishmania (TAI et 

al., 2001). 

Tanto o ITS1 quanto a subunidade menor do gene ribossômico (SSU) tem sido 

utilizados como marcadores moleculares para inferir relações filogenéticas entre espécies do 

gênero Leishmania e como uma ferramenta confiável para identificação e caracterização de 

novas espécies (BRIONES et al., 1992; YANG et al., 2010; LIMA, DE et al., 2011; GUAN et 

al., 2012; AUWERA; DUJARDIN, 2015). 

A escolha do gene ITS1 para avaliar as amostras do presente estudo, além do gene 

kDNA, foi devida à capacidade deste gene mostrar diversidade interespecífica de diversos 

grupos de tripanossomatídeos (BARNABE; BRISSE; TIBAYRENC, 2003; BRISSE et al., 

2003; FERREIRA et al., 2008; VIOLA et al., 2009; GUAN et al., 2012; LIMA et al., 2012, 

2013; FERMINO et al., 2013). Além disso, o produto do ITS1 pode variar de acordo com a 

espécie, e isso foi interessante no sequenciamento para verificar outras espécies de 

tripanossomatídeos co-infectando os animais em área endêmica para LVC. 

A questão que se coloca frente à situação de eutanásia de animais falso-positivos é a 

necessidade de aprimoramento das técnicas diagnósticas, principalmente no que concerne à 

especificidade do teste utilizado para detecção do reservatório animal, uma vez que essa 

propriedade interfere no valor preditivo positivo do teste. Diante do exposto, espera-se obter 

com o projeto proposto a identificação e caracterização de tripanossomatídeos que podem estar 

infectando os cães em áreas endêmicas para LVC, através do sequenciamento gênico e análise 

filogenética. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

 

O objetivo geral do nosso estudo foi comparar testes utilizados na detecção de LVC, 

bem como avaliar a reação cruzada com outros tripanossomatídeos que estão infectando os cães 

em área endêmica para LVC, em testes moleculares utilizados em estudos sobre a doença. 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Comparar a qPCR em relação à cPCR em amostras de sangue, utilizando primers 

direcionados ao kDNA de Leishmania spp. 

 Comparar a qPCR em relação à cPCR em amostras de suabe conjuntival, primers 

direcionados ao kDNA de Leishmania spp. 

 Comparar os resultados de cPCR de suabe e sangue e qPCR de suabe e sangue frente à 

RIFI.  

 Investigar a presença de tripanossomatídeos infectando cães provenientes de área 

endêmica para LVC. 

 Avaliar por meio de sequenciamento e análise filogenética as espécies de 

tripanossomatídeos infectando os cães, e a sua relação. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 LOCAL DO ESTUDO E POPULAÇÃO AMOSTRADA 

 

 

O estudo foi realizado no município de Ilha Solteira, localizado à extremo noroeste do 

estado de São Paulo - Brasil (latitude 20º25'58" sul e a uma longitude 51º20'33" oeste), 

considerado endêmico para LVC (Figura 1). As coletas foram do tipo casa à casa, conduzidas 

em parceria com o Centro de Controle de Zoonoses de Ilha Solteira, durante o inquérito 

soroepidemiológico realizado no município, pelo Programa de Vigilância e Controle da 

Leishmaniose Visceral do Ministério da Saúde. Os cães eram machos e fêmeas, domiciliados, 

na sua maioria sem raça definida e com idade que variava de 6 meses à 12 anos. 

 

 

Figura 1- Mapa Município de Ilha Solteira e as principais rotas de acesso ao município 

 

Fonte: Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus Ilha Solteira. Disponível em 

http://www.feis.unesp.br/?_escaped_fragment_=/servicos/como-chegar/ 
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4.2 AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

 

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 204 cães, por punção da veia cefálica, 

e armazenados à -20°C até o processamento. Também foram coletadas amostras de células 

esfoliativas da conjuntiva ocular de 204 cães, sendo a coleta realizada em ambos os olhos 

(totalizando 408 amostras de suabe conjuntival) com auxílio de um suabe estéril. Depois de 

coletadas as amostras de suabe foram mantidas em microtubos de 1,5ml, secos, mantidos à 4°C 

até o processamento. As coletas ocorreram no final de julho e início de agosto de 2011. 

 

 

4.3 AMOSTRA PADRÃO 

 

 

Para a realização da curva padrão da PCR em tempo real (qPCR) e como controle 

positivo nas reações de PCR convencional (cPCR) foram utilizadas como amostra padrão DNA 

de cultura de promastigotas de L. infantum (MCAN/BR/1984/CCC-17.481), cedida pelo 

Laboratório de Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro, extraída 

no Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva Aplicada da Faculdade de Zootecnia e 

Engenharia de Alimentos da Universidade de São Paulo. 

 

 

4.4 REAÇÃO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA INDIRETA (RIFI) 

 

 

Para a realização das reações, lâminas para RIFI, contendo antígeno bruto de L. 

infantum, foram gentilmente cedidas pelo laboratório de Imunoparasitologia da FCAV/Unesp, 

Jaboticabal - SP. A técnica utilizada foi conforme descrito por Oliveira et al (2008). A triagem 

e titulação das 204 amostras foi realizada, tendo como ponto de corte a diluição de 1:40.  
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4.5 EXTRAÇÃO DE DNA DE SUABE CONJUNTIVAL E SANGUE 

 

 

A extração de DNA das amostras de suabe conjuntival foi realizada conforme a técnica 

descrita por Ferreira et al. (2008) modificada, utilizando fenol-clorofórmio. A técnica de 

salting-out descrita por John et al. (1991) e modificada por Lahiri; Numberger (1991) foi 

utilizada para a extração das amostras de sangue. 

 

 

 

4.6 CONTROLE ENDÓGENO DAS REAÇÕES DE cPCR E qPCR 

 

 

Para garantir que os resultados negativos correspondiam a amostras verdadeiramente 

negativas e não à ausência de DNA, degradação ou inibição da qPCR, o gene beta actina, foi 

utilizado com controle endógeno conforme descrito por Manna et al. (2006). As reações de 

qPCR foram conduzidas com o kit FastStart Universal Probe Master (Rox) (Cat#04913949001, 

Roche, Life Science, Brasil), sob as mesmas condições descritas anteriormente (MANNA et 

al., 2006). 

 

 

4.7 PCR CONVENCIONAL PARA DETECÇÃO DE Leishmania spp. (cPCR) 

 

 

A reação de cPCR foi realizada conforme descrita por Rodgers et al. (1990). Os 

oligonucleotídeos utilizados nesta reação tem como alvo uma região dos minicírculos do 

cinetoplasto (kDNA). Sendo estes, 13A: (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGG-3’) e 13B: (5’-

CCCCCAGTTTCCCGCCC-3’). 

A mistura para a reação foi preparada do seguinte modo: 2,5 μL de tampão (200 mM 

Tris-HCl; 500 mM KCl, pH 8,4), 0,75 μL de MgCl2 (1,5 mM), 0,5 μL de dNTP’s (10 mM 

cada), 1,5 μL de cada primer (10 pmol/ μL), 0,15 μL de Taq (5 U/ μL), quantidade suficiente 

de água Milli-Q para completar 22,5 μL e 2,5 μL de DNA (10ng/ μL), totalizando um volume 

final de 25µl. As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador com ciclos de 

Desnaturação Inicial: 94°C (3 min); e 35 ciclos׃ D: 94°C (40s); A: 56°C (30s); E: 72°C (30s); 
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E final: 72°C (5 min). O produto final amplificado da reação positiva para Leishmania spp.é de 

120 pb. Como controle negativo água deionizada estéril. 

 

4.8 VALIDAÇÃO DA PCR EM TEMPO REAL (qPCR) 

 

 

Para validar a eficiência da qPCR descrito por Francino et al. (2006) foi construída uma 

curva padrão com amostras padrão de DNA genômico de L. infantum. Para garantir a 

repetibilidade do sistema, as análises foram realizadas em triplicata, sendo, o mesmo 

experimento, repetido três vezes em dias diferentes. 

Uma curva padrão externa foi construída, a qual serviu como referência para análise das 

amostras de campo. Para construção da curva foram utilizados dez pontos, cada ponto 

correspondeu à uma diluição na base 10 com concentração conhecida de L. infantum padrão, 

medido em espectrofotômetro (NanoDrop2000® Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). 

 

 

4.9 qPCR PARA DETECÇÃO DE L. infantum 

 

 

A reação de qPCR foi realizada conforme descrito por Francino et al. (2006), utilizando 

uma sonda do tipo TaqMan marcada com duas fluorescências: FAM-TAMRA, tendo como alvo 

um segmento conservado do minicírculo do cinetoplasto de L. infantum (kDNA). Os 

oligonucleotídeos utilizados foram: LEISH-1 (5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e 

LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’) Para a reação de qPCR foi utilizado o kit 

LightCycler® 480 Probes Master (Cat no#4887301001, Roche, Life Science, Brasil) em 

volume 20µL sendo 10µL de 2x concentrado PCR Mix contendo FastStart Taq DNA 

Polymerase, tampão de reação, dNTP mix e 6,4 nM MgCl2, 1,8 µL de cada oligonucleotídeo 

(900nM de cada oligonucleotídeo), 0,4 µL de sonda (200nM) e 1 µL de amostra foram 

utilizados. As reações de amplificação foram conduzidas em termociclador (LightCycler 480 

II; Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha) com ciclos de: 95°C (10 min); 50 ciclos a 95°C 

por 15s, 50°C por 1 min e 72°C (1s) (Figura 2). Os produtos da qPCR foram analisados com o 

programa específico do equipamento e a eficiência de cada reação foi determinada baseada na 

curva padrão. Os valores foram expressos em Cycle Threshold (Ct), ou seja, o valor que a 

amostra atinge a linha Threshold determinada após o cálculo da eficiência de cada reação. 
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Figura 2 - Termociclador de qPCR- LightCycler 480 II (Roche Diagnostics, Manheim, Alemanha) conectada ao 

computador -LMSA&SA, FZEA/USP 

 
Fonte: (PEREIRA, 2015) 

 

 

4.10 DETERMINAÇÃO DA SENSIBILIDADE ANALÍTICA DA cPCR E qPCR 

 

 

Para estabelecer o limiar de detecção de Leishmania spp. dos ensaios de cPCR e de 

qPCR, amostras de DNA padrão, extraídos de cultura de promastigotas de L. infantum 

(MCAN/BR/1984/CCC-17.481), foram mensuradas em espectrofotômetro (NanoDrop2000® 

Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A concentração inicial foi de 32,8ng/uL. As 

reações de cPCR e qPCR foram realizadas conforme protocolos supracitados com diluições 

seriadas na base 10, em água ultrapura.  

 

 

4.11 PCR DA REGIÃO ITS1-rDNA 

 

 

Com o intuito de identificar corretamente as espécies infectando animais positivos nos 

testes utilizados para detecção de LVC deste trabalho, a PCR da região ITS1 do rDNA foi 
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realizada de acordo El Tai et al. (2001), nas amostras positivas em pelo menos um dos seguintes 

testes: RIFI, SC-cPCR, SG-cPCR, SC-qPCR, SG-qPCR. 

Os oligonucleotídeos utilizados nessa reação foram: LITSR (5`-

CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5`TGATACCACTTATCGCACTT-3’), que se 

anelam nas seqüências conservadas SSU e 5.8S. Para a mistura da PCR foi utilizado: tampão 

de PCR (50mM KCl, 10mM de Tris-HCl), 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de DNTPs, 2U de Taq-

polimerase (Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen®), 400mM de cada iniciador e 5μL 

da amostra de DNA.  Como controle positivo foram utilizadas cepas padrão de L. infantum 

(MCAN/BR/1975/CCC-17.481), L. braziliensis (MCAN/BR/1987/CÃO21), L. amazonensis 

(IFLA/BR/1967/PH8), Trypanosoma cruzi (COLTRYP/BR/0324) cedidas pela Fundação 

Oswaldo Cruz – FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ. Água ultrapura foi utilizada como controle 

negativo. 

As condições de amplificação foram: desnaturação inicial em um ciclo de 95ºC por 

quatro minutos, seguido de 35 ciclos a 95ºC durante 30s, 53ºC durante 30s e 72ºC durante um 

minuto e uma extensão final de 72ºC durante cinco minutos. Os produtos gerados foram de 300 

a 500pb, visualizados em gel de agarose a 1,5%. Os oligonucleotídeos utilizados podem ser 

visualizados no quadro 1. 

 

 

Figura 3 - Organização do locus do rDNA de tripanossomatídeos. Subunidades conservadas: SSU (subunidade 

menor ribossomal) e LSU (subunidade maior ribossomal). Subunidade variável: ITS1 e ITS2 

Fonte: (PEREIRA et al., 2015) 
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Quadro 1 – Sequências de oligonucleotídeos utilizados nas PCRs de suabe conuntival e sangue dos cães 

de Ilha Solteira-SP 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 

 

 

4.12 SEQUENCIAMENTO 

 

 

Após eletroforese em gel de agarose a 1,5%, os produtos da PCR com os 

oligonucleotídeos ITS1 foram retirados do gel e purificados usando o kit Ilustra GFX PCR DNA 

& Gel Band Purification (GE Healthcare, New York, USA), de acordo com as instruções do 

fabricante. O sequenciamento de DNA foi realizado utilizando 20 ng/ul de produto purificado 

da PCR e 5µM de cada primer. As amostras foram enviadas ao Serviço de Sequenciamento de 

DNA do Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco - Instituto de 

Biociências (IB) da Universidade de São Paulo (USP). 

Os cromatogramas obtidos com os oligonucleotídeos senso e anti-senso foram montados 

no software Sequence Scanner 2 v2.2 e submetidas ao BLAST para a recuperação de sequências 

semelhantes a serem comparadas no Clustal W (disponível no software BioEdit Sequence 

Alignment Editor, versão 7.1.11, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) (Salão 1999). Apenas 

sequências com mais de 98% de similaridade foram incluídos na análise. As sequências obtidas 

foram alinhadas com as sequências disponíveis no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) utilizando Clustal W no software BioEdit 

Oligonucleotídeos Sequência Alvo Referência 

β-ACTIN 

Senso:  

5’-CTGGCACCACACCTTCTACAA-3’ 

Antissenso:  

5’-GCCTCGGTCAGCAGCA-3’ 

Gene 

interno – 

beta actina 

MANNA 

et al. (2006) 

13A/13B 

Senso: 

5’-AACTTTTCTGGTCCTCCGGG-3’ 

Antissenso: 

5’-CCCCCAGTTTCCCGCCC-3’ 

kDNA 
RODGERS 

et al. (1990) 

LEISH1/LEISH2 

Senso:  

5’-ACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’ 

Antissenso:  

5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’ 

kDNA 
FRANCINO 

et al. (2006) 

LITSR/ L5.8S 

Senso:  

5`-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 

Antissenso: 

5`TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 

ITS1 

rDNA 

EL TAI 

et al. (2001) 
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Sequence Alignment Editor versão 7.1.11. O programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi 

utilizado para analisar as sequências de nucleotídeos (BLASTN), objetivando-se procurar e 

comparar genes similares em banco de dados internacionais (GenBank) com a sequência obtida. 

 

 

4.13 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

 

 A história evolutiva das sequencias de nucleotídeos foi inferida utilizando a 

reconstrução filogenética molecular baseada no método estatístico de máxima verossimilhança 

de acordo com o modelo de substituição de nucleotídeos proposto por Tamura e Nei (1993), 

com Bootstrap de 1.000 réplicas. Todas as posições contendo gaps foram eliminadas. 

 

 

4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

A concordância entre os testes diagnósticos foi avaliada utilizando o teste kappa 

ajustado, com as seguintes definições: nenhuma concordância (k<0), leve concordância 

(0<k<0.2), concordância razoável (0.2<k<0.4), concordância moderada (0.4<k<0.6), 

concordância substancial (0.6<k<0.8) e concordância quase perfeita (k>0.8) (Landis e Koch, 

1977). A comparação entre a frequência de animais detectados na cPCR e qPCR, bem como 

suas associações, foi realizada pelo PROC GLIMMIX do SAS (versão 9.3; SAS Institute, Inc., 

Cary, NC, USA) utilizando 5% como nível de significância. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

 

Foram coletadas amostras de sangue e suabe conjuntival de 204 cães provenientes de 

Ilha Solteira-SP, região endêmica para LVC, durante o inquérito soroepidemiológico realizado 

no município. No total foram analisadas 816 amostras, sendo 204 de sangue total, 204 de soro, 

204 do olho esquerdo e 204 do olho direito. 

 

5.2 RIFI  

 

 

A triagem e titulação das amostras foi realizada conforme descrito por Oliveira et al. 

(2008), tendo como ponto de corte a diluição de 1:40. Destas 204 amostras, 24 (11,76%) foram 

consideradas positivas e 180 (88,23%) foram negativas. Na titulação das 24 amostras positivas, 

5 cães tiveram o título 40, 3 cães tiveram o título 80, 4 cães tiveram o título 160, 3 cães tiveram 

o título 320 e 9 cães tiveram o título 640. 

 

 

5.3 CONTROLE ENDÓGENO DAS REAÇÕES DE PCR 

 

 

A concentração de DNA canino foi estimada por espectrofotometria a λ = 260 e 280 nm 

e nove diluições em série do DNA foram usadas para preparar a curva padrão absoluta, com 

cada ponto da curva definido por um fator logarítmico. A eficiência da curva foi de 105%, a 

inclinação da curva (slope) obtida foi de -3,20 e o ponto de intersecção no eixo Y de 57,44. 

Todas as amostras avaliadas foram positivas para o gene interno com um valor de Ct<41,10. 
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5.4 PCR CONVENCIONAL PARA DETECÇÃO DE Leishmania spp. (cPCR) 

 

 

Nesta etapa, realizou-se a cPCR com DNA extraído de suabe conjuntival (cPCR-SC) e 

de sangue (cPCR-SG). Nos dois tipos de amostra foram seguidos os mesmos protocolos de 

preparo da mistura para a reação e amplificação. Nas amostras de SC-cPCR o cão foi 

considerado positivo quando houve reação positiva em pelo menos um dos olhos. Para 

visualização dos produtos de cPCR, as amostras foram submetidas à corrida em gel de agarose 

2%, coradas com brometo de etídeo e visualizadas em transiluminador. 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 13A e 13B para 

Leishmania spp. descrito por Rodgers et al. (1990), o gel pode ser visualizado na figura 4. 

Dentre os cães avaliados na cPCR com amostras de DNA extraído de suabe conjuntival (SC-

cPCR), 10,78% (22/204) foram positivos. Enquanto na cPCR com amostras de DNA extraído 

do sangue total (SG-cPCR) obtivemos 13,23% (27/204) animais positivos. Seis cães (2,94%, 

6/204) foram positivos tanto na SC-cPCR quanto na SG-cPCR. Os cães positivos somente na 

SC-cPCR foram 7,84% (16/204) e 10,29% (21/204) foram positivos apenas na SG-cPCR. 

Encontramos 18,14% (37/204) de positividade em uma das duas técnicas isoladamente. 

 

 

Figura 4 - Gel confeccionado à 2% de agarose, com amostras testadas para o gene kDNA, com os primers 13A e 

13B 

Notas: L: padrão de pares de base, C+: controle positivos (DNA de L. infantum ), C- :controle negativo, A1 ao A5: 

amostras de suabe conjuntival dos cães: 01, 04, 07, 08, 11. 
Fonte: (PEREIRA, 2016) 
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5.5 VALIDAÇÃO DA PCR EM TEMPO REAL (qPCR) 

 

 

A eficiência da curva padrão construída para análise das amostras foi de 104%, e a 

inclinação da curva (slope) obtida foi de -3,22 e o ponto de intersecção no eixo Y de 34,17. 

Para otimizar a quantidade de DNA extraído disponível uma segunda curva padrão foi 

realizada. Esta curva seguiu o mesmo protocolo de diluição e execução, entretanto, ao invés de 

5µl de amostra de DNA, foi utilizado 1µl de amostra. A eficiência foi de 106%, a inclinação da 

curva (slope) foi de -3,17, a intersecção no eixo Y foi de 39,51, e o R2 foi de 0,99. O ciclo de 

corte do ensaio foi definido baseado no cálculo: média da triplicata da última diluição detectada 

na curva padrão + 3*DP (desvio padrão).   O teste é válido unicamente se a fluorescência do 

controle negativo (mix + água sem amostra) for negativo e o controle positivo apresentar um 

sinal não contestável (Ct<38,59). 

 

 

Figura 5 - Curva padrão com diluições seriadas de 5µL de DNA de L. infantum MCAN/BR/1984/CCC-17.481 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 
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Figura 6 - Curva padrão com diluições seriadas de 1µL de DNA de L. infantum MCAN/BR/1984/CCC-17.481 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 

 

 

5.6 qPCR PARA DETECÇÃO DE L. infantum 

 

 

As amostras de sangue e suabe conjuntival (204 amostras de sangue, 204 de suabe 

conjuntival do olho direito e 204 de suabe conjuntival do olho esquerdo) dos cães foram 

submentidas à qPCR em duplicata conforme descrito por Francino et al. (2006), com a finalidade 

de detectar a presença L. infantum. 

Dos cães amostrados 19,12% (39/204) foram positivos, com amostras de DNA extraído 

de suabe conjuntival (SC-qPCR). Na qPCR com amostras de DNA extraído do sangue total 

(SG-qPCR) obtivemos 12,74% (26/204) de animais positivos. Quatorze (6,86%, 14/204) 

animais foram positivos na SC-qPCR e SG-qPCR simultaneamente. Vinte e cinco (12,25%, 

25/204) cães foram positivos exclusivamente na SC-qPCR, enquanto 5,88% (12/204) animais 

foram positivos exclusivamente na SG-qPCR. Trinta e sete (18,14%, 37/204) cães foram 

positivos em uma das duas técnicas. 
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5.7 DETERMINAÇÃO DA SENSIBILIDADE ANALÍTICA DA cPCR E qPCR 

 

 

As reações de cPCR e qPCR, direcionadas ao kDNA de Leishmania spp. e L. infantum 

respectivamente, foram realizadas com concentrações que variaram de 32,8ng à 0,0032fg. 

Como o DNA de uma Leishmania spp. tem aproximadamente 50fg (NOYES et al., 1998), e a 

última concentração detectável foi de 0,032fg, a capacidade de detecção tanto da cPCR quanto 

da qPCR foi de aproximadamente 0,001 parasita por amostra. Portanto obtivemos o mesma 

sensibilidade analítica tanto na cPCR quanto na qPCR. 

 

 

5.8 PCR DA REGIÃO ITS1-rDNA 

 

 

Para o gene alvo da região ITS1 do rDNA foram testadas amostras de 71 cães que foram 

positivos em pelo menos um dos testes: RIFI, SG-cPCR, SC-cPCR, SG-qPCR, SC-qPCR. De 

cada animal positivo em um dos testes supracitados foi realizada a PCR do ITS1-rDNA com 

amostras de suabe conjuntival e sangue, portanto totalizaram 142 amostras testadas pelo gene 

ITS1. 

Dos animais testados 53,52% (38/71) foram positivos e 46,47% (33/71) foram 

negativas. Desses 38 cães que foram positivos no gene ITS1, 15,78% (6/38) dos cães foram 

positivos no suabe conjuntival e no sangue simultaneamente. Quinze (44,76%) cães foram 

positivos apenas no suabe conjuntival, enquanto dezessete cães (44,73%) foram positivos 

apenas no sangue. 

A partir dos resultados obtidos na PCR-ITS1 foram selecionadas 28 amostras para o 

sequenciamento, a seleção das amostras ocorreram com base na qualidade da banda observada 

no gel de agarose, sendo as bandas mais fortes selecionadas para o sequenciamento. 

Das 28 amostras selecionadas para o sequenciamento 19 apresentaram um padrão de 

banda de 300pb, 2 apresentaram padrão de banda de 400pb e 7 apresentaram padrão de banda 

de ~ 500pb. As figuras dos géis são visualizados nas figuras 6 e 7. 
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Figura 7 - Gel confeccionado à 1,5% de agarose, com amostras testadas para o gene ITS1, selecionadas para envio 

ao sequenciamento 

Notas: L: padrão de pares de base, C+: controle positivos (DNA de L. infantum ), A1 ao A10: amostras dos cães: 

01, 02, 55, 59, 04, 24, 27, 30, 32, 49, C- :controle negativo. 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 

 

 

5.9 SEQUENCIAMENTO 

 

 

As sequências obtidas com as amostras dos cães 01, 02, 04, 24, 27, 30, 32, 49, 51, 61, 

63, 95, 104, 131, 135, 143 e 199 mostraram 100% de identidade com a sequência de L. infantum 

disponível no GenBank com o número de acesso: KX580706.1 (Figura 8). As sequências 

identificadas como L. infantum eram idênticas, compostas de 273 nucleotídeos, enquanto as 

duas sequências identificadas como C. fasciculata apresentaram 382 nucleotídeos. As amostras 

17 e 23 foram 99% semelhantes à L. infantum com número de acesso: KX80814.1. As 

sequências obtidas com as amostras dos cães 55 e 59 apresentaram 99% de identidade com 

Crithidia fasciculata (número de acesso: HM004585.1) e não foram positivas para Leishmania. 

As sequências com ~500pb foram 99% semelhantes à Canis familiaris (número de 

acesso: AC186069.24) 
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Figura 8 – Busca de sequências similares às encontradas no presente estudo, através do programa BLASTN, 

ferramenta de comparação de sequências do GenBank do site NCBI 

 

 
 

Fonte: (PEREIRA, 2016)  
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Tabela 1 – Distribuição do animais positivos para o gene ITS1 e dentre estes, os selecionados para sequenciamento 

 

  Testes   

Animal ITS1-rDNA RIFI SC-cPCR SC-qPCR SG-cPCR SG-qPCR Sequenciamento 

1 + - + + - + L. infantum 

2 + + + + + + L. infantum 

4 + + + + + - L. infantum 

17 + + - + - - L. infantum 

23 + + + + - - L. infantum 

24 + - - + - + L. infantum 

26 + - - - - + Canis familiaris 

27 + - - - - + L. infantum 

30 + + - - - - L. infantum 

32 + - - - - + L. infantum 

48 + - - - - + Canis familiaris 

49 + + + + - + L. infantum 

51 + + + + - + L. infantum 

52 + - - + - - Canis familiaris 

53 + - - + - - Canis familiaris 

55 + - - - + - C. fasciculata 

56 + + - + + - Não realizado 

59 + - - - + - C. fasciculata 

61 + - - + + - L. infantum 

63 + - - + - - L. infantum 

86 + - - - + + Não realizado 

87 + + + + + - Não realizado 

88 + - - - + - Canis familiaris 

91 + - - - + - Não realizado 

95 + - + + + - L. infantum 

104 + + + + - + L. infantum 

108 + - - + + - Canis familiaris 

110 + - - - + - Não realizado 

112 + - - - + - Não realizado 

117 + - - - + - Não realizado 

118 + - + + - - Não realizado 

128 + + + + - + Não realizado 

131 + + + + - + L. infantum 

135 + + + + - + L. infantum 

143 + - + + - + L. infantum 

145 + - - - + - Não realizado 

152 + - - - + - Canis familiaris 

199 + + + + - + L. infantum 

Notas: o sinal (+) indica que animal foi positivo pelo testes, enquanto o sinal (-) indica que o animal foi negativo 

no teste. 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 
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5.10 ANÁLISE FILOGENÉTICA 

 

 

A história evolutiva foi inferida utilizando o método da máxima verossimilhança 

baseado no modelo de substituição de nucleotídeos de Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993). A 

árvore com a maior probabilidade de log (-247.7887) é visualizada na figura 9. A porcentagem 

em que os táxons associados estão agrupados na árvore são vistos ao lado dos ramos. Árvores 

iniciais para busca heurística foram obtidas automaticamente pela aplicação dos algoritmos 

Neighbor-Join e BioNJ para matriz de distâncias entre pares estimada utilizando a abordagem 

de composição de máxima verossimilhança (Maximum Composite Likelihood), selecionando 

assim, a topologia com valor de log com probabilidade superior. A árvore foi desenhada com o 

comprimentos dos ramos medidos pelo número de substituições por sítio. A análise envolveu 

20 sequências de nucleotídeos. Todas as posições contendo lacunas foram eliminadas. A análise 

evolutiva foi realizada no programa MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). 
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Figura 9 - Árvore filogenética com 20 sequências de nucleotídeos baseada no gene ITS1, construída pelo método 

de máxima verossimilhança, de acordo com o modelo Tamura-Nei, com 1000 réplicas de bootstrap. O 

conjunto de dados final contou com 167 posições. A porcentagem de inserção de cada clado analisado 

está ao lado do ramo. A árvore foi construída no programa MEGA7 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 

 

 

5.11 COMPARAÇÃO ENTRE OS TESTES DIAGNÓSTICOS 

 

 

Ao comparar a RIFI com a SG-cPCR, 6 cães (2,94%, 6/204) foram positivos nos dois 

testes simultaneamente, dezoito cães (8,82%, 18/204) foram positivos somente na RIFI e 21 

 Amostra cao 01 04 24 27 30 32 49 51 61 63 95 104 131 135 143 199

 L. chagasi (Brasil) AJ000306.1

 L. infantum (Brasil) AJ000304.1

 L. infantum (Brasil) KF985171.2
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 L. infantum (Italia) AJ634353.1
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 L. infantum (China) AJ634345.1
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cães (10,29%, 21/2014) foram positivos somente na SG-cPCR. Quarenta e cinco cães foram 

positivos em pelo menos uma das técnicas. A concordância entre a RIFI e a SG-cPCR foi de 

0,13 revelando uma leve concordância. 

Em relação à RIFI comparada à SG-qPCR, 11 cães (5,39%, 11/204) foram positivos nos 

dois testes simultaneamente, treze cães (6,37%, 13/204) foram positivos somente na RIFI e 15 

cães (7,35%, 15/2014) foram positivos somente na SG-qPCR. Trinta e nove cães foram 

positivos em pelo menos uma das técnicas. A concordância entre a RIFI e a SG-qPCR foi de 

0,36 revelando uma concordância razoável entre os testes. 

Comparando a RIFI com a SC-cPCR, 14 cães (6,86%, 14/204) foram positivos nos dois 

testes simultaneamente, dez cães (4,905%, 10/204) foram positivos somente na RIFI e 8 cães 

(3,92%, 8/204) foram positivos somente na SC-cPCR. Trinta e dois cães foram positivos em 

pelo menos uma das técnicas. A concordância entre a RIFI e a SC-cPCR foi de 0,56 revelando 

uma concordância moderada entre os testes. 

Ao comparar a RIFI com a SC-qPCR, 17 cães (8,33%, 17/204) foram positivos nos dois 

testes simultaneamente, 7 cães (3,43%, 7/204) foram positivos somente na RIFI e 22 cães 

(10,78%, 22/204) foram positivos somente na SC-qPCR. Quarenta e seis cães foram positivos 

em pelo menos uma das técnicas. A concordância entre a RIFI e a SC-qPCR foi de 0,46 

revelando uma concordância razoável entre os testes. 

Na comparação entre os dois testes com amostras de DNA de suabe conjuntival (SC-

cPCR e SC-qPCR), 20 cães (9,80%, 20/204) foram positivos tanto na SC-cPCR quanto na SC-

qPCR, dois cães (0,98%, 2/204) foram positivos somente na SC-cPCR e 19 (9,31%, 19/204) 

cães foram positivos apenas na SC-qPCR. Quarenta e um cães (20,09%, 41/204) foram 

positivos no suabe conjuntival em pelo menos uma das técnicas. 

Comparando os testes com as amostras de DNA de sangue total (SG-cPCR e SG-qPCR), 

seis cães (2,94%, 6/204) foram positivos tanto na SG-cPCR quanto na SG-qPCR. Vinte e um 

animais (10,29%, 21/204) foram positivos exclusivamente na SG-cPCR, enquanto na SG-qPCR 

foram exclusivamente 20 cães positivos. Quarenta e sete (23,04%, 47/204) cães foram positivos 

no sangue total em uma das duas técnicas. 

A concordância (kappa ajustado) entre os testes de SC-cPCR e SC-qPCR foi de 0,68, 

indicando concordância substancial. Em relação aos testes SG-cPCR e SG-qPCR, o índice 

kappa foi de 0,11, o qual revela uma leve concordância entre os testes. Tais dados estão 

descritos na tabela 2. 
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Tabela 2 - Frequência de cães positivos para Leishmania spp, nos diferentes testes avaliados (RIFI, cPCR-SG, 

cPCR-SC, qPCR-SG e qPCR-SC) 

Fonte: (PEREIRA, 2016) 

 

 

5.12 COMBINANDO OS RESULTADOS DA qPCR E cPCR 

 

 

Devido à dificuldade em alcançar uma sensibilidade satisfatória com apenas uma 

espécime clínica e também em função da dificuldade em encontrar um método diagnóstico mais 

eficiente, tendo em vista as variáveis inerentes ao curso da infecção e patogenia da doença, os 

resultados dos quatro testes (SC-cPCR, SC-qPCR, SG-cPCR, SG-qPCR) foram combinados à 

fim de se obter melhores resultados. 

A SC-qPCR detectou o maior número de animais (p<0,05) em relação à SC-cPCR.  A 

partir da combinação de três testes aumenta o número de animais detectados para LVC quando 

comparado aos testes isolados. A combinação dos três testes SC-qPCR, SG-cPCR e SG-qPCR 

foi capaz de detectar 65 (31,86%) cães com LVC, enquanto os testes isolados detectaram em 

média 28,5 (13,97%) cães. Isso representa um aumento de 128% na detecção da infecção. Ao 

aumentar a combinação para quatro testes, ou seja, acrescentando o teste SC-cPCR, aumenta a 

detecção em apenas um animal (0,49%), o que pode justificar o menor número de animais 

positivos observados nesta técnica (Gráfico 1). 

 

 

 

 

 

 

Testes   Positivos     

1 2   1 2 Simultâneo Total    Kappa    

SC-cPCR SC-qPCR  0,98 (2/204) 9,31 (19/204) 9,80 (20/204) 20,10 (41/204)       0,68    

SG-cPCR SG-qPCR  10,29 (21/204) 9,80 (20/204) 2,94 (6/204) 23,04 (47/204)       0,11    

RIFI SG-cPCR  8,82 (18/204) 10,29 (21/204) 2,94 (6/204) 22,06 (45/204)  0,13 0    

RIFI SG-qPCR  6,37 (13/204) 7,35 (15/204) 5,39 (11/204) 19,12 (39/204)       0,36 0    

RIFI SC-cPCR  4,90 (10/204) 3,92 (8/204) 6,86 (14/204) 15,69 (32/204)       0,56    

RIFI SC-qPCR   3,43 (7/204) 10,78 (22/204) 8,33 (17/204) 22,55 (46/204)       0,46    
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Gráfico 1 – Porcentagem de animais positivos detectados em cada técnica (SC-cPCR, SC-qPCR, SG-cPCR, SG-

qPCR) e suas associações 

 
Notas: Um asterisco (*) indica diferença significativa (P<0,05) entre os testes especificados. 

Fonte: (PEREIRA, 2016). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A principal medida de controle da LV canina e humana no Brasil é a eutanásia dos cães 

soropositivos, entretanto para obtenção do sucesso no controle da doença é necessário o 

diagnóstico adequado dos animais. Apesar de ter sido reformulado pelo ministério da saúde o 

esquema de detecção de cães com LVC, o qual até 2011, utilizava o ELISA como teste de 

triagem, e a RIFI como teste confirmatório, e desde estão passou-se à utilizarem o teste rápido 

DPP kit (Dual-Path Platform), como triagem e o ELISA como teste confirmatório, este novo 

sistema possui algumas críticas em relação à sensibilidade e especificidade, bem como a 

maioria dos métodos utilizados na pesquisas sobre LV (GRIMALDI JR. et al. 2012). Diante 

desta preocupação o presente estudo buscou comparar testes que são rotineiramente utilizados 

em pesquisas sobre a doença, e avaliar a presença de reação cruzada com outros 

tripanossomatídeos infectando cães em área endêmica para LVC, os quais podem dificultar o 

diagnóstico correto da doença. 

Ao comparar os testes diagnósticos empregados neste estudo, algumas discrepâncias 

foram observadas mesmo quando os testes foram realizados com o mesmo tecido. No caso dos 

testes com amostra de sangue (SG-cPCR e SG-qPCR), a SG-cPCR detectou um animal a mais 

em relação à SG-qPCR, na SG-cPCR foram 27 (13,23%, 27/204) animais positivos, enquanto 

na SG-qPCR foram 26 (12,74%, 26/204) positivos.  

Apesar de estudos anteriores sugerirem que amostras de sangue total não serem o tipo 

de tecido mais adequado para detecção de LVC através de PCR convencional, pois geralmente 

o número de animais detectados nesta técnica é inferior em relação a outros testes (PAIVA 

CAVALCANTI et al., 2009; MORAIS et al., 2013), no presente estudo este teste foi capaz de 

detectar maior número de animais em relação à SC-cPCR, e também detectou um número maior 

de animais em relação à RIFI. 

A justificativa para a SG-cPCR ter detectado um animal a mais em relação à SC-cPCR 

e três animais a mais em relação à RIFI pode ser explicada pelo fato de que a PCR convencional 

utilizando o kDNA como alvo ter uma sensibilidade elevada, inclusive parece ser o melhor alvo 

para detecção de Leishmania spp., de acordo com alguns autores, em função deste conter cerca 

de 10.000 cópias de DNA circular por protozoário (LACHAUD et al., 2002; STRAUSS-

AYALI et al, 2004; MOHAMMADIHA et al., 2013). Assim sendo, no caso deste trabalho, este 

alvo pode ter funcionado melhor na SG-cPCR, ao contrário do que já foi relatado por 
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Mohammadiha et al. (2013), o qual obteve melhores resultados com a SG-qPCR, utilizando 

também o kDNA. 

No caso dos testes com amostras de suabe conjuntival ocorreu o inverso, a SC-qPCR 

detectou maior número de animais em relação à SC-cPCR. Dos cinco testes analisados, a SC-

qPCR foi o teste que detectou o maior número de cães positivos para LVC (19,11%, 39/204), 

em contrapartida, a SC-cPCR foi teste que obteve a menor frequência de animais positivos, 

com 10,78% (22/204). Este resultado é próximo ao encontrado por Lombardo et al. (2012), que 

utilizando o mesmo alvo (kDNA), obteve 22,1% de cães positivos em uma área endêmica da 

Itália. Ceccareli et al. (2014) relatou a SC-qPCR como uma boa ferramenta para detectar 

animais positivos para LVC que estão no limite inferior de detecção (borderline) na RIFI, e que 

também teve maior sensibilidade e especificidade em relação à qPCR com papa de linfócitos. 

Solcà et al. (2012), ao contrário dos autores supracitados encontrou uma sensibilidade maior da 

cPCR frente à qPCR, utilizando amostras de aspirado esplênico. Mohammadiha et al. (2013) 

considerou que a qPCR apresenta vantagens em relação à outros testes como cPCR e teste de 

aglutinação direta (DAT), por ser mais sensível e permitir a detecção de LVC em animais 

assintomáticos. 

Comparado aos outros testes, a RIFI detectou maior número de animais apenas em 

relação à SC-cPCR, sendo que a RIFI detectou 24 cães com Leishmania spp. e a SC-cPCR 

detectou 22 cães infectados. No município de Ilha Solteira há relatos de 7,1% a 14,5%, de 

soroprevalência pela RIFI, dependendo da região  

(PAULAN et al., 2012). De forma semelhante, no presente estudo, foram obtidos 11,76% 

(24/204) de cães positivos, corroborando com o relato supracitado. Já na região denominada 

“Cinturão Verde”, assentamentos rurais no entorno do município, foi descrita uma 

soroprevalência de 31,25% de LVC (SPADA et al., 2014). Os autores atribuem este alto nível 

de infecção às condições do entorno das habitações, como presença de lixo, matéria orgânica, 

vegetação nativa, criação de animais, além de ser próximo à um canil municipal, no qual foi 

relatado 89% dos cães portadores de LVC (SILVA et al., 2014). 

Embora, neste estudo, a sensibilidade analítica tenha sido a mesma tanto para cPCR 

quanto para qPCR, a SC-qPCR detectou um maior número de animais infectados (p<0,05) em 

relação à SC-cPCR. Acredita-se que a maior capacidade de detecção de cães infectados pela 

SC-qPCR esteja realmente associada às vantagens inerentes a esta técnica. Visto que, dos 22 

animais detectados na SC-cPCR, 20 foram detectados pela SC-qPCR, com uma concordância 

de 0,68, considerada substancial. Esta questão da sensibilidade analítica ter sido igual, pode ser 

explicada pelo fato dos testes terem sido realizados em condições laboratoriais, onde a amostra 
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padrão foi diluída em água, em fator logarítmico na base 10, podendo não ser capaz de 

mimetizar o comportamento de uma amostra biológica de campo. 

Autores tem descrito sobre a superioridade diagnóstica da qPCR em relação à cPCR 

(FRANCINO et al., 2006; MOHAMMADIHA et al., 2013). Posto que a qPCR é uma técnica 

mais sofisticada e precisa (pois a leitura é feita eletronicamente), necessita menos da 

manipulação humana, podendo assim diminuir os riscos de contaminação e reações falso 

positivas da cPCR. Dentre suas vantagens, estão maior sensibilidade, rapidez e 

reprodutibilidade. Além da possibilidade de acompanhar a evolução da doença através da 

quantificação da carga parasitária (MORAIS et al., 2013). 

Outro pressuposto que contribui para confirmação da superioridade diagnóstica da SC-

qPCR, foi que tanto na cPCR quanto na qPCR utilizou-se o kDNA como alvo, uma vez que o 

protocolo descrito por Francino et al. (2006) utiliza os mesmos oligonucleotídeos descrito por 

Rodgers; Popper e Wirth (1990), e mesmo assim a qPCR foi capaz de detectar um maior número 

de animais em relação à cPCR. Vale ressaltar que a adaptação da qPCR a partir da cPCR 

supracitadas, contou com adição da sonda de hidrólise, a qual pode ter contribuído para 

melhoria da técnica e com o aumento expressivo na detecção. 

Embora a parasitemia com menos de 1 parasita/ml seja inferior ao teórico limiar 

detectável, presente em uma amostra clínica submetida à extração, resultados semelhantes 

foram descritos em amostras humanas (MARY et al., 2004; FRANCINO et al., 2006). No 

presente estudo, detectamos uma quantidade ainda menor de parasitos, o limite de detecção foi 

de 0,001 parasita por reação. Isso pode ser devido à presença de DNA residual do parasita que 

persistiu dentro de macrófagos após a destruição do parasita (MARY et al. 2004). 

Somando-se ao fato do teste com amostras de suabe conjuntival apresentar melhores 

resultados quando comparado aos outros tecidos, tem a questão de que amostras não-invasivas 

são muito desejáveis, já que sua obtenção é menos complexa, não requer mão-de-obra 

especializada e facilitaria a coleta em massa de amostras caninas. Como o presente estudo foi 

conduzido juntamente com o inquérito municipal, 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. 

No sequenciamento utilizou-se o gene ITS1, o qual se trata da região não codificada 

entre as região ribossômicas 18S e 5.8S, a fim de buscar diversidade interespecífica e 

intraespecífica e inferir relações filogenéticas entre possíveis espécies de leishmanias 

infectando cães em área endêmica para LVC bem como outras coinfecções com 
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tripanossomatídeos. Como a região ITS1 é bastante variável é uma ferramenta útil para 

identificação e caracterização de novas espécies. O sequenciamento das 28 amostras revelou 

que a maioria dos protozoários (60,71%, 17/28) infectando os cães eram 100% similares com 

L. infantum, duas amostras (7,14%, 2/28) foram 99% similares à L. infantum, e 7,14% (2/28) 

foram 99% foram similares à C. fasciculata, 25,00% (7/28) sequencias foram 100% similar à 

Canis familiaris. 

Das dez amostras que não foram selecionadas para o sequenciamento, devido à 

qualidade da banda apresentada no gel de agarose, sete amostras apresentaram o padrão de 

banda semelhante às que foram identificados como L. infantum, com aproximadamente 300pb. 

Portanto, sugere-se que estas amostras sejam Leishmania spp. 

As outras três que não foram enviadas ao sequenciamento, pelo mesmo motivo 

apresentaram padrão de bandas semelhante ao encontrado nas amostras que foram identificadas 

como Canis familiaris, com aproximadamente 500pb. As amostras que foram identificadas 

como C. fasciculata apresentaram um padrão de banda de 400pb aproximadamente, por isso 

sugere-se que estas três amostras sejam Canis familiaris e não C. fasciculata.  

O ITS1 como alvo foi utilizado por outros autores tanto para diferenciar cepas de 

leishmania de uma mesma região, quanto para identificar espécies de tripanossomas (YANG et 

al., 2010; TENÓRIO et al., 2014). O sequenciamento deste gene detectou L. infantum 

semelhantes a outros isolados do Brasil e de outros países, e também detectou C. fasciculata, 

espécie de tripanossomatídeo, parasita de culicídios, a qual poderia estar atuando como fator de 

confusão no diagnóstico de LVC. A hipótese mais óbvia para detecção de C. fasciculata nestes 

cães, é que este protozoário habita o aparelho digestivo de culicídios, e pode ter infectado os 

cães no repasto sanguíneo. Inclusive, há relatos de infecção por tripanossomatídeos monoxenos 

em humanos imunossuprimidos, com quadro semelhante à LV (JIMÉNEZ et al., 1996; 

PACHECO; MARZOCHI; PIRES, 1998; BOISSEAU-GARSAUD et al., 2000). 

Considerando que os dois cães que apresentaram 99% de similaridade com Crithidia 

fasciculta no sequenciamento foram positivos exclusivamente na SG-cPCR, a questão 

intrigante diante dos resultados, é se esta reação está detectando apenas Leishmania spp. ou 

pode estar detectando outros tripanossomatídeos. 

Outro fato que reforça a possível reação cruzada com outros tripanossomatídeos na SG-

cPCR foi a discordância entre os animais positivos na SG-cPCR e SG-qPCR, 21 animais foram 

positivos exclusivamente na SG-cPCR enquanto 20 positivos exclusivamente na SG-qPCR. A 

concordância entre a SG-cPCR e a SG-qPCR foi de 0,11, considerada uma leve concordância, 

uma vez que apenas 6 animais foram positivos nos dois testes simultaneamente. 
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Portanto, sugere-se que a frequência de detecção pela SG-cPCR esteja associada à 

capacidade do teste em detectar outros tripanossomatídeos presente no sangue do animal, como 

Crithidia, por exemplo. 

Relatos de reação cruzada entre Leishmania e Crithidia são descritos desde 1982, 

quando (SEHGAL; AIKAT; PATHANIA, 1982) usou Crithidia luciliae como antígeno do 

diagnóstico de LV humana e observou que não teve nenhuma diferença entre o substrato de C. 

luciliae e de L. infantum na detecção pela RIFI.  

Em relação à filogenia da família dos tripanossomatídeos, a Crithidia fasciculata é 

considerada como proximamente relacionada com espécies dos gêneros Leishmania, 

Endotrypanum, Leptomonas e Wallaceina (BORGHESAN, 2013).  Esses protozoários do 

gênero Crithidia (LÉGER, 1902) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) são parasitas exclusivos 

de insetos, não sendo patogênicos ao homem ou animais. Particularmente, a Crithidia 

fasciculata pode infectar várias espécies de mosquitos, principalmente culicídios (ALCOLEA 

et al., 2014). 

 López-Brea (1983) também utilizou antígeno de Crithidia sp. como antígeno para 

diagnóstico de LV humana com sucesso. Ferreira et al. (2014) cita que as afinidades entre os 

membros da família Trypanosomatidae tem levado os pesquisadores à investigar sobre a 

biologia, imunologia e bioquímica dessas espécies não patogênicas como modelo para os 

membros patogênicos como tripanossoma e leishmania. 

Inclusive na comunidade médica vem se pesquisando há algum tempo sobre a 

possibilidade da utilização de antígenos heterólogos provenientes de tripanossomatídeos não 

patogênicos, como a Crithidia fasciculata, para o diagnóstico sorológico de infecções causadas 

por espécies patogênicas (FERREIRA et al., 2014). Além disso, a facilidade de cultivo dos 

mesmos, menor risco, pouca exigência técnica e baixo custo tem estimulado seu estudo, e os 

tem estabelecido como organismos modelo (SANTOS et al., 2006). 

Saraiva (2015) em sua tese de doutorado encontrou, em Minas Gerais, fêmeas de 

flebotomíneos das espécies Evandromyia sallesi e Psathyromyia lutziana infectados por C. 

fasciculata. As amostras foram sequenciadas e apresentaram 100% de similaridade com C. 

fasciculata. Este achado pode contribuir para elucidação de como se deu a infecção dos cães, 

utilizados neste estudo, por C. fasciculata. Diante disso, sugere-se que a transmissão aos cães 

pode ter ocorrido durante o repasto sanguíneo, e como estes protozoários não tem tanta 

especificidade por hospedeiro, pode ter se mantido durante um período na corrente sanguínea. 

Outra observação, que corrobora com as explanações acima, é que a concordância da 

SG-qPCR foi maior com a RIFI e com a SC-qPCR do que a concordância da SG-cPCR com a 
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SG-qPCR. A concordância entre a RIFI e a SG-qPCR foi de 11 cães (5,39%, 11/204), bem 

como a concordância da SC-qPCR com a SG-qPCR foi de 14 animais (6,86%, 14/204) positivos 

simultaneamente. Sugerindo, assim, que a SG-qPCR pode apresentar maior especificidade em 

relação à SG-cPCR. 

De acordo com trabalhos anteriores, nenhum teste diagnóstico, que utilizado 

isoladamente, pode detectar perfeitamente todos os animais infectados (GRADONI, 2002; 

ASSIS et al., 2010). Tendo em vista os problemas inerentes a cada técnica combinamos os 

resultados dos testes realizados, a fim de verificar a possível contribuição dessa combinação no 

diagnóstico da doença. Ao se combinar três testes moleculares, independentemente do tecido, 

como por exemplo: cPCR-SC, qPCR-SC e qPCR-SG, ou PCR-SC, cPCR-SG e qPCR-SG, a 

capacidade de detecção foi maior (p<0,05) em relação à qualquer técnica isolada. Quando a 

combinação dos testes é qPCR-SC, cPCR-SG e qPCR-SG, a frequência detectada mais que 

dobrou em relação aos testes isolados, de 28,5 cães detectados em média, sobe para 65 cães 

detectados. 

Aschar et al. (2016) também encontrou um aumento significativo ao combinar os testes 

em relação à cada teste isolado. Neste caso eles avaliaram o potencial da qPCR com amostras 

de suabe oral (SO-qPCR) frente à SC-qPCR e RIFI na detecção de L. infantum. A combinação 

dos três testes aumentou em 30% a detecção de LVC em cães assintomáticos, em relação à SO-

qPCR isoladamente. A combinação de testes diagnósticos pode ser interessante quando cada 

teste detecta melhor uma fase da doença. Podendo assim, diminuir a quantidade de animais 

falso negativos negligenciados. De acordo com Aschar et al. (2016), a combinação dos três 

testes pode detectar 95,2% de cães sintomáticos, e 83,3% de cães assintomáticos. Neste estudo 

eles utilizaram 92 cães infectados com L. infantum.  

Ressalta-se o fato que, no caso deste estudo, deve-se atentar em relação a quais testes 

serão combinados, no tocante à possibilidade de reação cruzada, como ocorreu com a SG-cPCR, 

que detectou C. fasciculata no sangue dos cães. Portanto a combinação dos testes deve levar 

em consideração essa possibilidade e ter cautela na escolha dos testes.  

Neste estudo, a inferência filogenética foi realizada pelo método de máxima 

verossimilhança, seguindo o modelo proposto por Tamura e Nei (1993), este método foi 

utilizado no intuito de apresentar a melhor topologia, uma vez que leva em consideração a soma 

das probabilidades. Na análise foram incluídas 38 sequências de nucleotídeos, sendo 21 

amostras dos cães utilizados neste estudo, e 17 sequências recuperadas da base de dados do 

GenBank, no site NCBI. A sequências selecionadas apresentaram 98% ou mais de similaridade 

com as sequências obtidas neste trabalho. 
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As amostras que foram semelhantes à L. infantum, permaneceram no mesmo clado, 

assim como ocorreu com as amostras similares à C. fasciculata. 

Assim como descrito por outros autores (TAI et al., 2001; YANG et al., 2010; 

TENÓRIO et al., 2014) o gene ITS1 foi relevante na caracterização das espécies que estavam 

acometendo os cães em Ilha Solteira – SP, região endêmica para LVC. Das 19 amostras 

caracterizadas como L. infantum, a maior parte das amostras (84,21%, 16/19) eram positivas na 

SC-qPCR, seguido pela SG-qPCR e SC-cPCR que tinham 12 (63,15%) cães positivos nestes 

testes. Na RIFI, dos 19 cães, 11 foram positivos por este teste, (57,89%), e por último a SG-

cPCR, que teve 4 cães dos 19, positivos neste teste. 

Diante do exposto, os dados apresentados neste trabalho reforçam a eficiência da SC-

qPCR em detectar LVC em cães provenientes de região endêmica para a doença, podendo ser 

uma ferramenta em áreas de risco, aonde muitas vezes a infecção é subestimada. Além de 

apresentar uma aplicação prática, podendo ser utilizado juntamente com outros testes, ajudaria 

na confirmação do diagnóstico, principalmente no Brasil aonde a prática da eutanásia é a 

principal medida de controle utilizada. 

Com base em tudo o que foi discutido, fica claro que o diagnóstico molecular associado 

a amostras clínicas não invasivas tem grande potencial de aplicabilidade na triagem de cães. 

Além disso, o desempenho verificado destas amostras biológicas no diagnóstico da LVC por 

qPCR também abrem perspectivas para o uso em larga escala 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 validade destas amostras obtidas por meio de suabe para o 

diagnóstico da LVC em um contexto epidemiológico. 

O presente estudo também abriu uma nova perspectiva sobre a reação cruzada com 

outros tripanossomatídeos na detecção de LVC por cPCR com amostras de sangue. Pela 

primeira vez foi descrito o tripanossomatídeos C. fasciculata infectando cães em área endêmica 

para LVC. Neste sentido se fazem necessários estudos mais aprofundados sobre esse tipo de 

reação cruzada e em quais circunstancias ocorre, pois esse tipo de reação pode interferir no 

diagnóstico adequado da doença. 

Em suma, a combinação dos testes diagnósticos 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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7 CONCLUSÕES 

 

 

 A SG-cPCR detectou um animal a mais em relação à SG-qPCR, entretanto a 

concordância entre os testes foi leve (kappa: 0,11); 

 Apesar da SG-cPCR ter detectado maior número de animais em relação à SG-

qPCR, SC-cPCR e RIFI, isto provavelmente deve-se à reação cruzada com 

outras espécies. 

 Na comparação entre as cinco técnicas, a capacidade de detecção da SC-qPCR 

foi superior à outras técnicas utilizadas; 

 Foi detectada a espécie Crithidia fasciculata, tripanossomatídeos não 

patogênicos, infectando cães em área endêmica para LVC. 

 A utilização do PCR convencional com amostras de sangue total pode apresentar 

reação cruzada com outro tripanossomatídeo. 

 Usar técnicas combinadas, como SG-cPCR, SG-qPCR, SC-qPCR pode ser uma 

alternativa na detecção de LVC, uma vez que nenhuma técnica é cem por cento 

sensível e específica. 
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