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DIAGNÓSTICO MOLECULAR DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: 

AVALIAÇÃO DO SWAB CONJUNTIVAL EM CÃES ASSINTOMÁTICOS E CÃES 

VACINADOS 

Rodrigo Souza Leite 

RESUMO 

O controle epidemiológico da leishmaniose visceral (LV) no Brasil envolve a eliminação de 

cães infectados, portanto, métodos diagnósticos confiáveis são essenciais para evitar a 

transmissão da doença ou o sacrifício desnecessário de animais. O programa de controle da 

LV no Brasil é baseado em inquéritos sorológicos. Os métodos sorológicos, no entanto, 

apresentam problemas de sensibilidade e especificidade. A Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) demonstrou ser uma técnica rápida e sensível para a detecção de Leishmania, no 

entanto amostras não invasivas representam um instrumento essencial, neste contexto, uma 

vez que elas são mais simples, indolores e mais facilmente aceitas pelos proprietários de 

cães. Um método útil é o swab conjuntival (SC) que utiliza um swab estéril para a realização 

de um esfregaço das conjuntivas do cão. O SC mostrou-se altamente sensível para o 

diagnostico da LV por PCR. O objetivo deste estudo foi avaliar através do SC a prevalência 

de animais infectados em dois grupos de cães: assintomáticos e vacinados contra a LV. O 

primeiro grupo foi composto por 30 animais assintomáticos, positivos nos diagnósticos 

sorológico e parasitológico. Os resultados do SC foram comparados com os obtidos através de 

duas amostras pouco invasivas, sangue (S) e biopsia de pele (BP). As amostras foram 

analisadas por dois métodos diferentes de PCR: kDNA PCR-hibridização e ITS-1 nPCR. O 

volume de amostra de DNA utilizada para o kDNA PCR-hibridização foi de 1,0 L e para o 

ITS-1 nPCR o volume foi de 10,0 L. Utilizando-se o SC o método kDNA PCR- 

hybridização detectou DNA de Leishmania em 24/30 cães (80%) através da conjuntiva direita 

(CD) e 23/30 cães (76,6%) utlizando-se a conjuntiva esquerda (CE), 17/30 cães (56,7%) por 

meio de BP e 4/30 cães (13.3%) com S. A positividade do SC  obtida combinando-se ambas 

as conjuntivas foi de 90% (27/30 cães). A análise das amostras de SC pelo método ITS-1 

nPCR revelou que 25/30 cães (83,3%) foram positivos utilizando-se a CD e 20/30 cães 

(66,6%) foram positivos via a CE. Pelo mesmo método 15/30 cães (50,0%) foram positivos 

através de BP e 17/30 cães (56,7%) com S. A positividade obtida combinando-se ambas as 

oculares foi de 83,3%. Para o método kDNA PCR- hybridização as positividades do SC para a 

CD e CE foram significantemente superiores (p<0.05) as obtidas com BP e S. Diferença 

estatística em relação a BP e S foi verificada pelo método ITS-1 nPCR apenas para CD. Os 
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métodos kDNA PCR-hibridação e ITS-1 nPCR apresentaram sensibilidade semelhante para 

SC e amostras BP. Por outro lado, a positividade do ITS-1 nPCR para amostras de S, foi 

significativamente maior que a obtida pelo kDNA PCR-hibridização, indicando que a 

sensibilidade dos métodos de PCR pode variar de acordo com o tecido examinado. A melhor 

sensibilidade neste estudo (90%) foi obtido através de amostras SC (combinando-se as duas 

conjuntivas) associada ao kDNA PCR-hibridização. Este nível de sensibilidade foi semelhante 

ao obtido em outros estudos utilizando SC para o diagnóstico da LV em cães sintomáticos. O 

segundo grupo foi de 42 cães militares, todos vacinados contra a LV. Neste grupo os 

resultados do SC foram comparados aos obtidos por testes sorológicos. Os testes sorológicos 

foram realizados de forma independente por três laboratórios. Os laboratórios 1 e 2 (Lab1 e 

Lab2) foram laboratórios comerciais. O laboratório 3 (Lab3) foi o Laboratório de Referência 

Nacional. A primeira triagem sorológica realizada pelo Lab1 mostrou 15 cães reativos e 4 

cães foram classificados como indeterminados. Devido à alta positividade encontrada neste 

ensaio, animais com sorologia reativa e indeterminada, diagnosticados pelo Lab1, foram 

submetidos a novos testes sorológicos pelos Lab2 e Lab3. O Lab2 confirmou apenas 3 cães 

reativos e 2 animais foram indeterminados. O Lab3 confirmou 7 cães reativos e 3 cães foram 

classificados como indeterminados. Os cães que foram confirmados como reativos no 

diagnóstico sorológico do Lab3 foram submetidos à eutanásia. O diagnóstico molecular por 

PCR, utilizando o SC em todos os 42 animais foi capaz de detectar o DNA de Leishmania em 

17 cães. Comparando os resultados da PCR com os obtidos através do teste sorológico do 

Lab1, a PCR foi positiva para 10 casos reativos e um caso indeterminado, mas foi negativo 

para 5 reativos e 3 casos indeterminados. Além disso, a PCR foi positiva em 5 casos não 

reativos. Os casos reativos e indeterminados, de acordo com o Lab1 que foram PCR 

negativos, apresentaram resultados negativos nos testes sorológicos dos Lab2 e Lab3. Para o 

Lab2, a PCR confirmou os 3 casos reativos e foi positiva para os 2 casos indeterminados. Em 

relação ao Lab3, a PCR confirmou todos os 7 casos reativos e foi positiva para os 3 casos 

indeterminados. O ensaio de PCR confirmou todos os casos, simultaneamente reativos nos 

testes sorológicos de dois laboratórios. Nossos resultados mostraram que o SC é um método 

sensível e prático para coleta de amostra permitindo diagnósticos confiáveis por PCR, além de 

apresentar sensibilidade superior a outras amostras pouco invasivas. Concluímos que o uso do 

SC deve ser considerado para os inquéritos caninos rotineiros para a LV. 

Palavras chave: Leishmaniose visceral canina; diagnóstico; PCR; cães assintomáticos; cães 

vacinados, swab conjuntival. 
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS: 

CONJUNCTIVAL SWAB EVALUATION IN ASYMPTOMATIC DOGS AND 

VACCINATED DOGS 

 

Rodrigo Souza Leite 

ABSTRACT 

The epidemiological control of visceral Leishmaniasis (VL) in Brazil involves the elimination 

of infected dogs. Therefore, reliable diagnostic tests are essential to prevent the transmission 

of the disease or unnecessary culling of dogs. The VL control in Brazil is based on serological 

surveys, nevertheless serologic assays present problems related to sensitivity and specificity. 

Polymerase chain reaction (PCR) proved to be a rapid and sensitive technique for detection of 

Leishmania. However, non-invasive samples are an essential tool in this context, since they 

are simpler, painless and more easily accepted by dog owners. A useful method is the 

conjunctival swab (CS) that uses a sterile swab to sample the dog conjunctiva. The SC was 

highly sensitive for the VL diagnosis by PCR. The objective of this study was to evaluate by 

CS the prevalence of infected animals in two groups of dogs: asymptomatic and vaccinated 

against VL. The first group had 30 asymptomatic dogs with positive serological and 

parasitological tests. The SC samples were compared with two non-invasive samples: blood 

(B) and skin biopsy (SB). The samples were analyzed by two different PCR methods: kDNA 

PCR-hybridization and ITS-1 nPCR. The volume of DNA sample used for kDNA PCR-

hybridization was 1.0  L and ITS-1 nPCR volume was 10.0 L. The DNA sample volume 

used was of 1.0 L and 10.0 L respectively. Using CS samples the kDNA PCR- 

hybridization was able to detected parasite DNA in 24/30 dogs (80%) using the right 

conjunctiva (RC) and 23/30 dogs (76.6%) with the left conjunctiva (LC), 17/30 dogs (56.7%) 

by means of SB and 4/30 dogs (13.3%) with B. The CS positivity obtained combining RC and 

LC results was of 90% (27/30 dogs). The assay of CS samples by ITS-1 nPCR revealed that 

25/30 dogs (83.3%) were positive when using RC and 20/30 dogs (66.6%) were positive 

when using LC. Via the same method 15/30 dogs (50.0%) were positive by SB and 17/30 

dogs (56.7%) with B. The CS positivity obtained by ITS-1 nPCR combining RC and LC was 

of 83.3%. The CS positivities for RC and LC were significantly higher (p<0.05) than SB and 

B for kDNA PCR- hybridization method. Statistical difference in relation to SB and B was 

verified by ITS-1 nPCR only for RC. Methods kDNA PCR-hybridization and ITS-1 nPCR 

showed similar sensitivities to CS and SB samples. Moreover, the positivity of ITS-1 nPCR 
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for B samples, was significantly higher than that obtained by kDNA PCR-hybridization, 

indicating that the sensitivity of the PCR may vary with the tissue examined. The best 

sensitivity in this study (90%) was obtained from CS samples (by combining both 

conjunctivas) associated with kDNA PCR-hybridization. This level of sensitivity was similar 

to that obtained in other studies using CS for the VL diagnosis in symptomatic dogs. The 

second group was of 42 military dogs, all of them vaccinated against VL. In this group CS 

and compared with the results obtained by serological tests. The serological tests were carried 

out independently by three laboratories. Laboratories 1 and 2 (Lab1 and Lab2) were private 

laboratories. Laboratory 3 (Lab3) was the National Reference Laboratory. The first 

serological screening performed by the Lab 1 showed 15 reactive dogs and 4 dogs were 

classified as indeterminate. Due to the high positivity found in this test, animals with reactive 

and indeterminate serology according Lab 1 were subjected to new serological tests by Lab 2 

and Lab 3.  Lab 2 confirmed only 3 reactive dogs and 2 animals were undetermined. The Lab 

3 found 7 reactive dogs and 3 dogs were classified as indeterminate. Dogs that were 

confirmed as reactive by Lab 3 were euthanized. The molecular diagnosis by PCR, using CS, 

was performed in all 42 animals and was able to detect Leishmanial DNA in 17 

dogs. Comparing the PCR results with those obtained by serological test of Lab 1, PCR was 

positive for 10 reactive and one indeterminate case, but was negative for 5 reactive and 3 

indeterminate cases. In addition, the PCR was positive in 5 non-reactive cases. The reactive 

and indeterminate cases according to Lab 1 that were PCR negatives, tested negative in the 

serologic assays of Lab 2 and Lab 3. For the Lab 2, the PCR confirmed the 3 reactive cases 

and was positive for the 2 indeterminate cases. In relation to Lab 3, the PCR confirmed all 7 

reactive cases and test positive for the 3 indeterminate cases. The PCR assay confirmed all 

cases simultaneously reactive in the serologic tests of two laboratories. Our results showed 

that the SC is a sensitive and practical method for collecting samples, allowing reliable 

diagnostic tests by PCR and showed higher sensitivity than other low invasive samples. We 

conclude that the use of CS for the regular screenings of dogs by PCR should be considered. 

Keywords: Canine visceral Leishmaniasis; diagnosis; PCR; asymptomatic dogs; vaccinated 

dogs; swab conjuntival. 
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Um programa de combate e controle da LV surgiu no Brasil na década de 1950 e tinha 

como principal objetivo interromper a cadeia de transmissão da doença, no entanto, tal 

iniciativa mostrou-se ineficiente ao longo das últimas décadas, o que levou o Ministério da 

Saúde e a Fundação Nacional de Saúde (FUNASA, 2002) a convocarem um comitê para 

reexaminar seu plano de ação (COSTA, 2001). Essa reavaliação vem sendo orientada por 

estudos científicos e outros fatores de ordem operacional como: constatação de que outros 

reservatórios como raposas e marsupiais podem ser fontes de transmissão dos parasitos; 

conflitos entre os estudos a respeito do real impacto do sacrifício de cães sobre a infecção 

humana; existência de pouco conhecimento sobre o impacto das estratégias de combate ao 

vetor; inexistência de uma padronização dos métodos diagnósticos da doença em humanos e 

em cães (GONTIJO, et al., 2004). 

Neste contexto, tem sido ressaltada nos últimos anos a necessidade de uma maior 

aproximação e sinergia entre pesquisadores e agentes de saúde pública no combate à doença. 

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 estas medidas devem ser integradas de 

modo que elas possam ser mais efetivas (ELKHOURY, 2005). 

A pesquisa de diagnósticos alternativos mais sensíveis, práticos e específicos deve ser 

prioritária para auxiliar a prevenção, vigilância e controle das leishmanioses. O investimento 

em procedimentos de diagnóstico vem sendo apontado como necessário para redução da 

morbidade, mortalidade e da letalidade da LV, bem como para a diminuição dos riscos de 

transmissão (ELKHOURY, 2005). 

Esta dissertação relata a avaliação da eficácia do swab conjuntival (SC) como um 

método de amostragem para o diagnóstico da leishmaniose visceral canina (LVC) por PCR. 
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Para isto foram estudados dois grupos independentes de cães: o primeiro composto por cães 

assintomáticos e o segundo por cães militares vacinados contra a LVC. Vale ressaltar que este 

estudo foi inédito visto que a metodologia do SC nunca havia sido testada nos grupos citados. 

No primeiro grupo, o SC foi comparado a biópsias de pele (BP) e amostras de sangue 

(S), dois tipos de amostras pouco invasivas potencialmente úteis para a triagem em massa de 

cães. Foram avaliados 30 cães assintomáticos, simultaneamente positivos em testes 

sorológicos e parasitológicos. As amostras foram analisadas por dois métodos diferentes de 

PCR: kDNA PCR-hibridização e ITS-1 nPCR.  No segundo grupo, o objetivo foi avaliar a 

prevalência de animais infectados em um grupo de cães militares, todos vacinados contra a 

LV, usando o SC para coleta de amostras para a PCR e comparar os resultados com aqueles 

obtidos por testes sorológicos. Os testes sorológicos foram realizados de forma independente 

por três laboratórios. Os laboratórios 1 e 2 (Lab1 e Lab2) foram os laboratórios comerciais. O 

Laboratório 3 (Lab3) foi o Laboratório de Referencia Nacional. 

Este estudo visa contribuir para disponibilizar para a sociedade uma ferramenta 

valiosa no controle da Leishmaniose Visceral. 
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A leishmaniose é uma doença parasitária de caráter zoonótico e representa hoje um 

grande problema de saúde pública mundial. Seus aspectos epidemiológicos são complexos, 

dada a grande variedade de fatores envolvidos. Exemplos destes fatores são: a diversidade de 

hospedeiros, as diferentes espécies do agente etiológico e a dinâmica dos processos 

ecológicos e sociais que determinam a distribuição geográfica dessa enfermidade. 

Em relação ao agente etiológico são conhecidas cerca de 30 espécies heteroxênicas 

pertencentes ao gênero Leishmania (Figura 1). Deste total, 13 ocorrem no continente 

americano (GRIMALDI; TESH, 1993). Esses parasitos são intracelulares obrigatórios quando 

presentes nos hospedeiros vertebrados, se apresentando sob a forma amastigota. Nos 

hospedeiros invertebrados, as células de Leishmania se transformam nas formas 

promastigotas, as quais passam por dois estágios de desenvolvimento bem distintos. O 

primeiro se caracteriza por células de alta capacidade de divisão chamadas de promastigotas 

procíclicas. No segundo estágio, as células de Leishmania passam a apresentar formato 

alongado e um longo flagelo, sendo chamadas promastigotas metacíclicas que se constituem 

na forma infectante para os hospedeiros vertebrados (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 

2005). 

O modo mais importante de sua transmissão se dá através da picada de insetos fêmeas 

da ordem Díptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, conhecidos como 

flebotomíneos. No Velho Mundo, as espécies transmissoras do parasito se incluem no gênero 

Phlebotomus, enquanto que, no Novo Mundo, predomina o gênero Lutzomyia (GRIMALDI; 

TESH, 1993; DESJEUX, 1996). As espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi estão 

diretamente relacionados com a transmissão da doença. A primeira é considerada a principal 

transmissora de L.(L.) chagasi no Brasil. A segunda espécie foi posteriormente apontada 

como vetor no estado do Mato Grosso do Sul (SANTOS, et al.,1998). 
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Trypanosomatidae

Leishmania

Leishmania Viannia

L. lainsoniL. guyanensisL. braziliensisL. mexicanaL. tropicaL. aethiopicaL. majorL. donovani

Espécies

Complexos

Subgêneros

Gênero

Família

L. pifanoi

L. amazonensisL. killicki

L. mexicanaL. tropicaL. aethiopicaL. major

L. chagasi

L. archibaldi

L. infantum

L. donovani

L. naiffi

L. peruviana

L. braziliensis

L. venezuelensis

L. garnhami

L. lainsoni

L. shawi

L. panamensis

L. guyanensis

  Indefinido:

  L. colombiensis

  L. equatoriensis
 

Figura 1 - Diagrama da classificação das diferentes espécies de Leishmania (RODRIGUES, 2006) 
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2.1 Reservatórios da Leishmaniose Visceral e o papel do cão 

A Leishmania (Leishmania) chagasi possui como reservatórios silvestres as raposas e 

marsupiais. Estes animais possuem hábitos sinantrópicos e isto provavelmente está 

relacionado à ligação entre os ciclos silvestre e doméstico da doença. Entretanto, mais estudos 

são necessários para elucidar o real papel desses animais no ciclo de transmissão da LV. No 

ambiente domiciliar, o cão é o principal hospedeiro de L. (L.) chagasi (SANTOS, et al., 

1998). 

Em relação aos diversos hospedeiros da L. (L.) chagasi, o cão assume um papel central 

na manutenção do ciclo da enfermidade dada à grande susceptibilidade deste animal e a sua 

proximidade com o homem. Nas regiões brasileiras endêmicas da doença, os cães são muito 

expostos ao flebótomo, pois frequentemente dormem ao relento e próximos às aves 

domesticadas, as quais são refratárias à moléstia, mas atraem fortemente os insetos vetores 

(NEVES, 2006). A pele canina, uma vez infectada, passa a apresentar altos níveis de 

amastigotas o que aumenta a chance de contaminação de outros flebotomíneos. 

Em geral, a doença no cão é crônica e sistêmica. Porém, a forma aguda e grave pode 

ocorrer levando o animal à morte em poucas semanas. Após a infecção da pele em cães 

susceptíveis, há a disseminação do parasito para vários órgãos e posteriormente surgem os 

sintomas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2003). As manifestações clínicas clássicas incluem 

lesões na pele como dermatite exfoliativa e ulcerações, alopécia, perda de peso, caquexia, 

onicogrifose, linfadenopatia, esplenomegalia e falência renal, sendo esta última uma das 

principais causas de óbito (MORENO; ALVAR, 2002). A alopecia gerada pela infecção 

expõe maiores áreas da pele extensamente parasitadas o que facilita ainda mais a infecção de 

outros flebotomíneos. A extensão dos sinais clínicos está intimamente relacionada com o tipo 

de resposta imunológica apresentada pelo animal infectado. 
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Estudos com infecções experimentais em cães mostraram que o período de incubação 

é bastante variável, girando em torno de três meses a vários anos (ANDRADE, 2000). Então, 

é comum muitos animais infectados não apresentarem sintomas clínicos durante um longo 

tempo, o que prejudica os levantamentos epidemiológicos e o combate à doença. De acordo 

com dados estatísticos, cerca de 52% dos cães infectados assintomáticos podem evoluir para 

cura espontânea, 12% permanecem longo tempo parasitados e sem sintomas e 36% 

manifestam a doença mais tarde (NEVES, 2006). 

Tem sido amplamente relatado que o fluxo de transmissão da LV é independente da 

extensão dos sintomas apresentados pelo cão. Há relatos de que cães soropositivos 

assintomáticos permitiram a transmissão do parasito para flebotomíneos (SOLANO-

GALLEGO, et al., 2001), (SOUZA, et al., 2001), (ALVAR, et al., 2004). Sendo assim, os 

cães são um reservatório competente e importante do protozoário em questão. Esta relevância 

foi confirmada mediante observações especialmente nas zonas urbanas com transmissão 

recente onde os casos caninos da doença precederam os casos humanos. Nestas regiões, foi 

comprovada uma associação na distribuição espacial da LV em cães e no homem (DI 

LORENZO; PROIETTI, 2002). 

O Ministério da Saúde recomenda três medidas básicas de controle: (1) tratamento 

precoce das pessoas infectadas, (2) combate ao vetor e (3) eliminação dos cães infectados 

(PALATNIK-DE-SOUZA, et al., 2001), (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). Portanto, o 

diagnóstico da leishmaniose canina é uma etapa fundamental no controle da enfermidade e 

inquéritos extensivos para a sondagem de animais contaminados têm sido preconizados. O 

diagnóstico deve ser feito, de preferência, de uma maneira precoce através de um método 

suficientemente confiável e robusto. Ainda hoje, o desenvolvimento e a padronização de uma 

técnica enquadrada nestes critérios e que seja rápida, barata e de simples manuseio 

permanecem como objetivos a serem alcançados. 
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2.2 Manifestações clínicas em Humanos 

A leishmaniose é uma doença polimórfica para os humanos apresentando diferentes 

manifestações clínicas (Figura 2) sendo as principais formas da doença: 

 Leishmaniose visceral (LV):  É também chamada de calazar e é considerada uma 

doença crônica e sistêmica. Nesta modalidade, os parasitos demonstram tropismo pelas 

células do sistema fagocitário mononuclear do fígado, baço, medula óssea e tecidos linfóides. 

Os sintomas clássicos que podem ocorrer nos indivíduos afetados são acessos febris 

irregulares, palidez cutâneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. A LV é considerada a forma 

mais grave da doença, sendo fatal em 95% dos casos não tratados; 

 Leishmaniose tegumentar: Existem duas formas principais que dependem da 

espécie do agente etiológico e da resposta imune do hospedeiro: 

a) Leishmaniose cutânea (LC): Nesta forma, uma lesão bem delimitada, ulcerada ou 

não, se desenvolve no local da picada do inseto vetor e pode se curar 

espontaneamente ou persistir por longo tempo. Em algumas situações, a lesão pode 

se difundir especialmente nos pacientes imunodeprimidos. 

b) Leishmaniose mucocutânea (LMC): Essa manifestação caracteriza-se por 

progressão lenta e crônica. Implica em metástases da lesão primária, as quais 

podem atingir as mucosas nasobucal e faringiana, causando destruição extensiva e 

desfigurante de tecidos moles e cartilagens, o que pode incapacitar o indivíduo 

para o trabalho e o convívio social. 

c) Leishmaniose dérmica pós-Calazar (LDPC): Esta forma da doença é frequente na 

Índia e no Sudão. A LDPC manifesta como múltiplas máculas hipocrômicas 

pápulas eritematosas e nódulos (ZIJLSTRA, et al., 2000). Normalmente uma 
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erupção macular eritematosa nas bochechas é a primeira manifestação da doença 

(RAMESH, et al., 1995). 

Todas as formas da doença podem começar com uma pequena lesão cutânea, mas o 

subseqüente desenvolvimento e prognóstico são determinados, em grande parte, pela espécie 

de Leishmania envolvida (GRIMALDI; TESH, 1993). 
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Figura 2 - Sinais Clínicos da Leishmaniose. 

a) Leishmaniose cutânea; b) Leishmaniose mucocutânea; c) Leishmaniose visceral; d) 

Leishmaniose dérmica pós-Calazar (CHAPPUIS, et al., 2007) 
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2.3 Vacinas contra a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 

A busca por uma vacina eficaz tem sido uma das principais preocupações de vários 

grupos de pesquisa. O trabalho pioneiro de Genaro et al. (1996), avaliando a eficácia das 

vacinas produzidas com diferentes antígenos bruto de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis 

e L. (L.) chagasi, em comparação ao placebo em uma população de cães na cidade de Montes 

Claros, Minas Gerais, mostrou a ausência de proteção, mas um fator limitante importante 

nesse estudo foi o número elevado de perdas de sequência nos grupos avaliados (Oliveira, et 

al., 2008). 

Palatnik-de-Sousa et al. (1993; 1996), propôs uma vacina baseada em fucose ligada 

manose (FML), obtido a partir de uma cepa de L. (L.) donovani. Esta vacina agora está sendo 

comercializada pelo laboratório Fort Dodge Animal Health (Overland Park, E.U.A.), sob o 

nome comercial de Leishmune®. Borja-Cabrera et al. (2006) mostraram em uma área 

endêmica no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, que esta vacina é imunogênica, com uma 

forte resposta humoral. Estudos mais recentes demonstraram que menos de 3% dos animais 

vacinados seriam soropositivos nas reações de ELISA e IFI realizadas com os kits de 

Biomanguinhos, recomendados pelo Ministério da Saúde e utilizados pelos laboratórios 

oficiais. 

Novas vacinas produzidas a partir de DNA foram avaliadas. Ghosh et al. (2001) 

observaram que a vacina de DNA contra proteína A2 de L. (L.) donovani aumenta a resposta 

celular e humoral. Fernandes et al. (2008) investigaram a imunogenicidade e imunidade 

protetora contra L. (L.) chagasi induzidas pela vacinação com uma formulação contendo a 

proteína recombinante A2, um antígeno amastigota específico, e saponina. Os animais 

vacinados produziram níveis significativamente elevados de IgG total e IgG2, mas não IgG1 

anti-A2, e mantiveram-se negativos nos métodos convencionais de diagnóstico sorológico 
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para leishmaniose. Uma vacina, com nome comercial Leishtec® está sendo comercializada 

pela Hertape Calier Saúde Animal S.A. 

Apesar das várias propostas de vacinas produzidas com diferentes técnicas, os ensaios 

clínicos ainda são necessários para provar a sua eficácia (Oliveira, et al., 2008). Neste 

contexto, em 2007 o Ministério da Saúde junto com o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) publicaram a Instrução Normativa Interministerial 31 (IN-31) que 

regulamenta a pesquisa, desenvolvimento, produção, avaliação, registro e renovação de 

licenças, comercialização e uso de vacinas contra a LV. Com isso, o desenvolvimento de 

vacinas anti-LVC deve contemplar a realização de testes para determinar a segurança, a 

eficácia, a inocuidade, a proteção a infecção e a imunogenicidade das vacinas conduzidas por 

meio de ensaios de fases I, II e III. As duas vacinas citadas possuem resultados para os 

ensaios de fase I e II e, por já estarem em comercialização, as empresas fabricantes deverão 

apresentar os estudos de fase III até agosto de 2010 para continuar ou não a comercialização. 

Embora as vacinas sejam autorizadas pelo MAPA, o Ministério da Saúde ainda não 

recomenda o seu uso em Saúde Pública (Ministério_da_Saúde, et al., 2009). 

2.4 Epidemiologia  

Em termos globais, a leishmaniose é a terceira moléstia mais importante dentre as 

veiculadas por vetores, ficando aquém apenas da malária e da filariose linfática (DAVIES; 

REITHINGER, 2002). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a leishmaniose é 

endêmica em 88 países, aproximadamente 14 milhões de pessoas são consideradas infectadas 

e outras 350 milhões estão expostas a situações de risco. São notificados, por ano no mundo, 

cerca de 2 milhões de novos casos dessa enfermidade sendo que a LC contribui com 

aproximadamente 1,5 milhão enquanto a forma visceral tem 500 mil registros (OMS, 2007). 
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A LV pode ser provocada por três espécies. No Sudão, Kênia, Nepal, Bangladesh, 

China Oriental, Paquistão e Índia, predomina a Leishmania (Leishmania) donovani e nessas 

regiões a doença tem caráter antroponótico. No sudeste asiático, nordeste da China, norte da 

África e Europa mediterrânea, prevalece Leishmania (Leishmania) infantum enquanto que 

Leishmania (Leishmania) chagasi está presente nas Américas (TAVARES; FERNANDES; 

MELO, 2003). Nestes dois últimos casos, a LV assume um perfil zoonótico. 

Sessenta e cinco países são considerados endêmicos para LV e estima-se que 200 

milhões de pessoas estão sob condições de risco de contaminação. O número de óbitos anuais 

registrados chega a 59 mil e este é somente ultrapassado pelo número de mortes causadas pela 

malária dentre as doenças parasitárias (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006). Dada a ampla 

abrangência e o significativo aumento de casos da doença, o Programa Especial de Pesquisas 

e Treinamento em Doenças Tropicais (TDR), vinculado à OMS, considera a leishmaniose 

uma prioridade em suas pesquisas dentre as 10 principais endemias tropicais do mundo 

(OMS, 2007). 
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Figura 3 - Distribuição mundial da Leishmaniose Visceral (LV). 

A maioria dos casos ocorre em apenas seis países - Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e Sudão (DESJEUX, 2004). 
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2.4.1 A leishmaniose visceral no Brasil 

O Brasil detém a maior parte de casos registrados de LV na América Latina (MILES, 

et al., 1999). Seu comportamento epidemiológico é cíclico, com elevação do número de casos 

em intervalos médios de 5 anos (ELKHOURY, 2005). 

Especificamente em relação ao Brasil, a LV demonstra ampla distribuição atingindo 

todas as regiões (Figura 4). Por isso, a LV possui aspectos geográficos e sociais bem 

diferenciados e complexos. Das 27 unidades federativas do país, 20 possuem casos autóctones 

registrados da doença, atingindo as cinco regiões do país. A região Nordeste concentrou mais 

de 90% dos casos humanos na década de 90 e atualmente responde por 56% do total de casos 

no país, seguida pela região Sudeste (19%), região Norte (18%) e Centro-Oeste (7%) 

(MINISTÉRIO SAÚDE, 2010). 

A partir dos anos 90, novos surtos e focos da doença foram registrados nos estados do 

Pará e Tocantins (região Norte), Mato Grosso do Sul (região Centro-Oeste), Minas Gerais e 

São Paulo (região Sudeste). Essas regiões passaram então a influir significativamente nas 

estatísticas da LV no Brasil. A partir daí, tem-se observado uma tendência crescente da 

incidência de casos de LV. Este aumento vem ocorrendo de maneira mais pronunciada desde 

1999 (FUNASA, 2002). Cerca 3500 casos de LV são notificados, em média, a cada ano no 

país. As taxas de letalidade, segundo registros oficiais, chegam a 10% em algumas localidades 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007a). 

A LV ocorre tipicamente em regiões caracterizadas por baixo nível socioeconômico, o 

que é muito comum em áreas rurais e periurbanas do Brasil. No entanto, esse quadro vem se 

modificando especialmente nos estados das regiões Centro-Oeste e Sudeste, onde a LV vem 

sofrendo um processo de urbanização (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2003).
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Figura 4 - Distribuição dos casos de leishmaniose visceral por unidade federativa de 1983 a 

2006. 
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O estabelecimento de uma doença parasitária em uma determinada região depende 

fundamentalmente da presença de hospedeiros e vetores igualmente susceptíveis. No passado, 

a leishmaniose possuía um caráter essencialmente silvestre uma vez que o vetor vive 

naturalmente em regiões de mata e de florestas. No entanto, a colonização humana abrupta, 

descontrolada e intensa reduziu drasticamente o hábitat natural dos flebotomíneos bem como 

a disponibilidade de seus hospedeiros naturais. Tais fatores somados a uma adaptação bem 

sucedida do inseto vetor ao ambiente peridomiciliar permitiram que ele passasse a infectar, 

via repasto sangüíneo, o cão e o homem. Isto fez com que a leishmaniose adquirisse um 

caráter tipicamente rural. 

Por outro lado, a enfermidade vem se urbanizando cada vez mais. Isto se deve a 

diversos fatores como a globalização econômica, a concentração de riquezas, êxodo rural 

proveniente de regiões mais pobres, desmatamentos, alta densidade populacional e à grande 

susceptibilidade da população à doença. Em 1950, menos de um terço da população mundial 

vivia nas cidades. Hoje, mais de 50% desta está nas grandes metrópoles e é estimado que mais 

de 5 bilhões de pessoas estejam nas regiões urbanas dentro de 50 anos (DAULAIRE, 1999). 

Na América do Sul, mais de 70% da população é urbana. Isto tende a levar endemias rurais 

para áreas metropolitanas onde a concentração humana e a presença de vetores aumentam a 

incidência de doenças. Ao mesmo tempo, houve grande proliferação de subúrbios pobres 

onde os cães vadios são numerosos e as condições sanitárias e nutricionais são precárias. As 

restrições alimentares graves associadas à presença de indivíduos imunossuprimidos, como os 

portadores do vírus HIV, expõem uma parcela significativa de pessoas extremamente 

vulneráveis ao avanço da leishmaniose (DESJEUX; ALVAR, 2003). 

Paralelamente, o flebótomo acabou por encontrar no ambiente urbano um hábitat 

favorável à sua reprodução. Como resultado, o Lutzomyia. longipalpis, por exemplo, tornou-
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se muito numeroso nessas regiões, o que tem aumentado o número de casos da doença (OMS, 

2002b). 

Todo este panorama se deve a mudanças comportamentais de caráter sócio-ambiental, 

as quais têm provocado impactos sem precedentes. O aumento e a expansão da LV para áreas 

urbanas e periferias estão também relacionados às migrações humanas, envolvendo o 

transporte de cães infectados para regiões onde o inseto vetor já existia (ARIAS, et al., 1996). 

A partir disso, criaram-se condições concretas para a transição efetiva do ciclo rural da doença 

para o ciclo em grandes metrópoles e regiões periféricas. 

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 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007a). 

Desde 1993, Belo Horizonte vem sofrendo com o acréscimo de casos humanos e 

caninos da LV. Sabe-se hoje que a doença foi introduzida nesta capital a partir de Sabará, um 

município vizinho (GONTIJO; MELO, 2004). De fato, na região metropolitana de Belo 

Horizonte, houve um aumento no número de municípios com notificação da doença de 6 no 

biênio 94/95 para 15 no biênio 98/99 (LUZ, et al., 2001), (SILVA, et al., 2001a). De acordo 

com dados da Secretaria de Vigilância em Saúde, Belo Horizonte é hoje o terceiro município 

brasileiro mais afetado pela LV, ficando atrás somente de Fortaleza e Campo Grande 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007b). 
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Por ser a urbanização da LV, no Brasil, um evento relativamente recente, pouco se 

sabe sobre sua epidemiologia no meio urbano. As relações entre os componentes da cadeia de 

transmissão da doença nas cidades e regiões adjacentes brasileiras parecem ser bem mais 

complexas e diversificadas do que no ambiente rural e carecem de mais estudos para serem 

inteiramente explicadas (GONTIJO; MELO,2004). 

2.5 Diagnóstico da leishmaniose visceral canina 

Para um diagnóstico mais seguro da LV, recomenda-se a combinação de diferentes 

métodos, uma vez que essa doença apresenta um amplo espectro clínico tanto em humanos 

(REITHINGER; DUJARDIN, 2007) quanto em cães (GONTIJO; MELO, 2004) e ainda não 

existe um teste 100% específico e sensível (ALVAR, et al., 2004). Sendo assim, é muito 

importante considerar conjuntamente dados laboratoriais, clínicos e epidemiológicos para a 

realização do diagnóstico do Calazar. 

Um diagnóstico definitivo da LV canina (LVC) exige a detecção direta do parasito. 

Para sua demonstração, são comumente utilizados materiais de biópsias ou aspirados de 

medula óssea, linfonodos, baço ou fígado (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Com o 

material coletado são feitos esfregaços e colorações específicas em lâminas para análise 

microscópica e detecção de formas amastigotas do parasito. Para isto, a lâmina deve ser 

exaustivamente examinada antes de ser considerada negativa (DIETZE, 2006). 

Podem ser feitos também cortes histológicos, inoculação de aspirados em animais de 

laboratório ou cultura in vitro em meio bifásico (GOMES, et al., 2006). Esta modalidade de 

diagnóstico é considerada um padrão ouro, pois apresenta alta especificidade e, diante da 

positividade, não há dúvida quanto à presença da infecção. No entanto, a forma de coleta de 

amostras envolvida nesses procedimentos é invasiva, possui contra-indicações e pode causar 

complicações mais sérias em algumas ocasiões (GUERIN, et al., 2002). 
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Devido à frequente ausência de sintomas clínicos nos cães e à dificuldade da detecção 

direta do parasito, o diagnóstico rápido e indireto da infecção canina tem se transformado em 

uma parte essencial dos programas de controle (BADARÓ, 1988). Muitos métodos de 

diagnóstico sorológico frequentemente utilizados nesses programas apresentam sensibilidades 

variando de 80% a 100%, e especificidades que vão de 80% a 98% (REED, et al., 1990). Tais 

testes partem do pressuposto de que a maioria, ou todos os animais infectados, desenvolvem 

uma resposta imunológica humoral específica que pode ser detectada pelas metodologias 

disponíveis. 

Nas áreas endêmicas do Brasil, onde a prevalência da LV é a maior das Américas, os 

cães são periodicamente analisados por sorologia, pela reação de imunofluorescência indireta 

(RIFI) e o imunoensaio enzimático (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay), 

(BADARÓ; REED; CARVALHO, 1981) (DIETZE, 2006). Ambos os testes envolvem a 

utilização de antígenos brutos e possuem algumas limitações quanto à sua especificidade e 

reprodutibilidade (SUNDAR; RAI, 2002), (SINGH, 2006). Nos últimos anos, novos 

antígenos purificados e recombinantes contendo epítopos específicos de L.(L.) chagasi e 

L.(L.) donovani têm sido obtidos e, com eles, melhores sensibilidades e especificidades vêm 

sendo apresentadas (GOMES, et al., 2006). O teste RIFI é considerado menos sensível e mais 

específico do que o método de ELISA (GONTIJO; MELO, 2004). Estas metodologias são as 

utilizadas para nos inquéritos populacionais. 

Os resultados da RIFI são normalmente expressos em diluições em que se considera 

um resultado positivo com um título igual ou superior a 1:40. No caso do ELISA, os 

resultados são medidos em unidades de absorbância com base em espectrofotometria na qual 

podem ser utilizadas diluições fixas (resultado quantitativo) ou somente presença ou ausência 

de reação (resultado qualitativo), (DIETZE, 2006). 
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Badaró e colaboradores (1996), desenvolveram o Teste Rápido Anticorpo Leishmania 

donovani (TRALd) que se baseia num método imunocromatográfico no qual a proteína 

recombinante de L. (L.) chagasi rK39 é fixada em membrana de nitrocelulose. Este 

procedimento se revelou simples e rápido e permitiu a obtenção de bons resultados no 

diagnóstico em cães e humanos. No entanto, a mesma técnica foi incapaz de detectar infecção 

em animais com baixos títulos de RIFI (GENARO, et al., 1997). 

Outro tipo de diagnóstico é baseado em testes moleculares os quais permitem a 

detecção de sequências de DNA específicas do parasito. A Reação em Cadeia da Polimerase 

(Polymerase Chain Reaction - PCR) é um importante exemplo e é um procedimento que 

permite a amplificação de segmentos de DNA em até 1 milhão de vezes. Existem diferentes 

alvos de amplificação no genoma de Leishmania que já foram descritos para diagnóstico. 

Esses são normalmente sequências repetitivas e/ou polimórficas. Como exemplos, tem-se os 

genes para o RNA ribossomal e seus espaçadores, -tubulina, locus gp63, hsp70, cisteino 

proteinases e minicírculos do DNA de cinetoplasto (kDNA), (REITHINGER; DUJARDIN, 

2007; SINGH, 2006). Este último tem sido considerado um dos melhores alvos para PCR 

sendo que podem ser amplificados os minicírculos completos ou somente suas regiões 

conservadas (GONTIJO; MELO, 2004). Na era pós-genômica, vem ocorrendo a identificação 

e a caracterização de um número cada vez maior de sequências nucleotídicas potenciais de 

Leishmania para novos alvos de PCR. Isto contribui para aumentar a versatilidade dessa 

técnica. 

Vários sistemas de detecção baseados na PCR foram desenvolvidos (SCHALLIG; 

OSKAM, 2002), e a busca de sua padronização é tida como um importante objetivo para os 

programas de controle da leishmaniose (OMS, 2002a). Muitos trabalhos já demonstraram a 

aplicabilidade da PCR para o diagnóstico da leishmaniose canina, indicando ser, esta, uma 
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técnica mais sensível e específica do que os métodos tradicionais (MANNA, et al., 2004), 

(REALE, et al., 1999), (SILVA, et al., 2001c), (STRAUSS-AYALI, et al., 2004). 

Diagnósticos, com resultados mais precisos, são obtidos quando a PCR é combinada 

com outros métodos moleculares, como a hibridização de sondas de DNA (HEADINGTON, 

et al., 2002). Este foi o primeiro procedimento em biologia molecular a ser desenvolvido para 

fins diagnósticos e hoje, já se dispõe de diferentes sondas específicas, tanto para sequências 

genéticas nucleares, quanto para regiões do genoma mitocondrial de Leishmania 

(DEGRAVE, et al, 1994). Foi demonstrado em alguns estudos que o uso de sondas de kDNA 

permitiu a distinção entre os complexos L.(V.) braziliensis e L.(L) mexicana. Junto a essas 

pesquisas, percebeu-se que os minicírculos de kDNA contêm regiões com diferentes 

especificidades taxonômicas. Com esta evidência, sugeriu-se que as sequências de kDNA vêm 

sofrendo diferentes taxas de divergência evolutiva. Esta característica pode ser útil para 

diagnósticos, na medida em que ela pode auxiliar a identificar e diferenciar, com mais 

segurança, os subgêneros de Leishmania. Também, foi relatado que, com essas sondas, foi 

possível realizar estudos de caráter epidemiológico (ROGERS; WIRTH, 1987). 

Para o processo de hibridização, as técnicas Dot-Blot e Southern Blot são, comumente, 

utilizadas. A primeira consta da aplicação dos produtos de PCR desnaturados em uma 

membrana, normalmente de nylon a qual recebe, posteriormente, as sondas marcadas, por 

exemplo, com radioisótopos como o 
32

P. Quanto ao Southern blot, as amostras de DNA 

presentes num gel de agarose são desnaturadas. Em seguida, uma membrana de nitrocelulose 

ou nylon é colocada e pressionada sobre o gel, permitindo que o DNA passe para ela por 

capilaridade. Após isso, o ácido nucléico é fixado e a membrana é tratada com sondas 

marcadas complementares à seqüência alvo do DNA do parasito. Após a auto-radiografia é 

feita a revelação e a verificação dos resultados. Estas técnicas têm se mostrado adequadas 
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para a detecção de fragmentos de DNA de Leishmania (BOZZA, et al, 1995), (SILVA, et al, 

2004). 

Neste trabalho a reação de PCR, no grupo de cães assintomáticos, foi utilizada com 

iniciadores endereçados para a região conservada dos minicírculos de kDNA (DEGRAVE, et 

al., 1994). Os produtos amplificados foram hibridizados com sondas constituídas de 

minicírculos clonados de L. chagasi e marcados com 
32

P. Os resultados foram comparados 

com a reação de PCR utilizando iniciadores endereçados para a região espaçadora interna 

transcritível 1 (ITS-1) dos genes do RNA ribossomal.  No grupo de cães vacinados, foi 

realizada apenas a metodologia para a região ITS-1. 



43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 JUSTIFICATIVA 
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O cão é considerado o principal reservatório de L.(L.) chagasi e fonte importante de 

infecção para o vetor, portanto, é fundamental que os cães sejam monitorados rotineiramente. 

O diagnóstico correto é muito importante para evitar a disseminação da doença ou a 

eliminação de cães não infectados. Esta medida se constitui em um dos fundamentos para o 

controle da LV. 

As metodologias usualmente utilizadas para o diagnóstico da LVC ainda apresentam 

deficiências, de forma que, ainda hoje, permanece o desafio para obtenção de um método 

sensível, específico, simples, rápido e de baixo custo. 

A análise clínica apresenta uma dificuldade recorrente relacionada ao fato de vários 

sinais da enfermidade, no cão, serem muito parecidos com os de outras doenças infecciosas 

(GRIMALDI; TESH, 1993). Outro problema está no amplo espectro de sinais clínicos 

apresentados pelos cães. Neste caso, os animais vão de uma faixa de aparentemente saudáveis 

(assintomáticos) até estágios severos da doença (sintomáticos), perpassando por estágios 

intermediários com poucos sintomas (oligossintomáticos) (GONTIJO; MELO, 2004). 

Os exames parasitológicos baseados em microscopia e cultura de parasitos são 

laboriosos, demorados, requerem formas invasivas de amostragem e apresentam sensibilidade 

baixa ou muito variável (SILVA, et al., 2006). A baixa sensibilidade se deve à ocorrência 

comum de animais assintomáticos e ao fato da distribuição dos parasitos ser heterogênea num 

mesmo tecido (GONTIJO; MELO, 2004), (IKONOMOPOULOS, et al., 2003), 

(REITHINGER, et al., 2003). 

Os testes sorológicos de diagnóstico estão bem estabelecidos e são de uso mais 

freqüente. No caso canino, os métodos comumente empregados são a RIFI e a técnica de 

ELISA. Com a utilização de antígenos brutos, tais técnicas têm apresentado problemas quanto 
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à especificidade e reprodutibilidade. Melhores resultados têm sido apresentados a partir da 

utilização de proteínas antigênicas purificadas e/ou recombinantes. No entanto, sua obtenção 

é, muitas vezes, demorada e requer procedimentos laboratoriais muito sofisticados 

(TAVARES, FERNANDES; MELO, 2003). Tais métodos têm se mostrado efetivos em 

detectar leishmaniose ativa na qual grandes quantidades de anticorpos estão presentes nos 

hospedeiros. No entanto, a eficiência pode diminuir quando essas técnicas são utilizadas em 

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

2001). Além do mais, cães sintomáticos usualmente produzem altos níveis de anticorpos que 

podem ser facilmente detectados (DEPLAZES et al., 1995), mas a sensibilidade da detecção 

de anticorpos é geralmente baixa em infecções recentes e animais assintomáticos 

(LEONTIDES et al., 2002). Com isso, pode-se não detectar os baixos níveis de anticorpos 

presentes nesses animais e resultados falsos negativos podem ocorrer, o que subestima a 

prevalência da infecção nos cães (SILVA et al., 2001). 

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, 

além da possibilidade da imunossupressão, podem existir alguns animais capazes de 

desenvolver imunidade celular predominante sobre a imunidade humoral (CABRAL, et al., 

1998; PINELLI, et al., 1994). Também é comum que muitos cães desenvolvam resposta 

imunológica detectável somente algumas semanas depois da infecção (ANDRADE, 2000). 

Logo, um teste sorológico feito dentro deste intervalo de tempo implica em falso negativo. 

Existe ainda a possibilidade de ocorrência de reações cruzadas nos testes RIFI e ELISA com 

outras enfermidades como doença de Chagas, erliquiose, riquetsiose e toxoplasmose 

(BARBOSA-DE-DEUS, et al., 2002). 

A PCR vem a suprir algumas lacunas importantes presentes nos métodos tradicionais 

de diagnóstico. Por exemplo, permite detectar, de maneira específica, sequências exclusivas 
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do genoma do parasito sem necessidade de seu isolamento em cultura. Isso representa mais 

rapidez para geração de resultados. A PCR vem sendo descrita como um procedimento 

altamente sensível para a identificação do parasito. Dessa forma, tem sido possível a detecção 

de infecção em cães antes da soroconversão (STRAUSS-AYALI, et al., 2004) e em animais 

assintomáticos (LACHAUD, et al., 2002b), (ANDRADE, et al., 2006). 

Um dos exemplos de sequências genéticas alvo para a amplificação por PCR são as 

regiões conservadas de minicírculos de kDNA de Leishmania. Tais sequências possuem pelo 

menos 120 pares de base (FERNANDES, et al., 1996) e apresentam uma grande vantagem: 

são abundantes, pois chegam a ocorrer em até 10 mil cópias por célula, aumentando a 

sensibilidade da técnica. 

Tem-se demonstrado a ocorrência de cães PCR positivos soronegativos (REALE, et 

al., 1999), (SOLANO-GALLEGO, et al., 2001). A PCR também se revelou superior à RIFI e 

à microscopia óptica no diagnóstico em cães independentemente dos órgãos utilizados para 

retirada de amostras ou das manifestações clínicas presentes nesses animais (ANDRADE, et 

al., 2006). 

A sensibilidade e a especificidade do diagnóstico da leishmaniose por PCR podem ser 

aumentadas com o uso complementar da hibridização com sondas de DNA marcadas, 

especialmente com o 
32

P (DEGRAVE, et al., 1994). Estudos mostram que com esse método é 

possível reconhecer até 0,1pg do DNA alvo. De uma maneira geral, as técnicas de marcação 

isotópica de DNA apresentam uma sensibilidade significativamente superior e são mais 

baratas quando comparadas aos procedimentos convencionais (DAR; KHAN. 2004). Outra 

vantagem é a simplicidade da detecção do sinal emitido pela radiação. O 
32

P, por exemplo, 

emite partículas com energia máxima de 1,7 MeV (TURNER, 1995) o que facilita a leitura 
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dos resultados pela autorradiografia. Como esse radioisótopo tem meia vida curta de 14,7 

dias, seu decaimento é breve o que minimiza o problema da disposição do rejeito radioativo. 

Para a realização da PCR não é necessária grande quantidade de material e diferentes 

amostras clínicas podem ser utilizadas como fonte de DNA. São exemplos os aspirados 

(esplênicos, de linfonodos e medula óssea), células de cultura, camada leucocitária e sangue 

coletado em papel filtro (FISA, et al, 2001), (TAVARES, FERNANDES; MELO, 2003). 

Outro aspecto, muito importante neste contexto, é a utilização de metodologias de 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. 

Em um trabalho anterior, desenvolvido pelo nosso grupo, foi padronizada a técnica do 

swab conjuntival para a coleta de amostras para a reação de PCR. Neste método um swab 

esterilizado é utilizado para realização de um esfregaço na conjuntiva ocular dos animais. O 

procedimento é simples, rápido e não invasivo e apresentou uma sensibilidade de 91,3% para 

cães sintomáticos (FERREIRA et al. ,2008). No presente trabalho, avaliamos esta 

metodologia para cães assintomáticos, grupo em que o diagnóstico é geralmente mais difícil 

devido à baixa carga parasitária. Avaliamos, ainda, a eficácia do swab conjuntival para 

estimar a prevalência da infecção em um grupo de cães vacinados contra a LVC, no qual um 

resultado positivo na sorologia pode ser inconclusivo devido à interferência dos anticorpos 

induzidos pela vacinação. No grupo dos animais assintomáticos a sensibilidade do swab 

conjuntival, técnica de coleta de amostra não invasiva, será comparada com a sensibilidade 



48 

obtida em amostras pouco invasivas, sangue e biópsia pele, potencialmente úteis para os 

levantamentos massivos rotineiros. No grupo dos animais vacinados a sensibilidade do swab 

conjuntival será comparada à obtida pela sorologia. 



49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 OBJETIVOS 
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4.1 Objetivo Geral 

Avaliar o swab conjuntival como um método de coleta de amostras para o diagnóstico 

da leishmaniose visceral canina (LVC) por PCR em cães assintomáticos e cães vacinados 

contra a LVC. 

4.2 Objetivos Específicos 

 

a) Comparar a sensibilidade do swab conjuntival na detecção de DNA de Leishmania por 

PCR com as sensibilidades obtidas a partir de amostras de sangue e pele em cães 

assintomáticos. 

b) Comparar em amostras de swab conjuntival, sangue e pele de cães assintomáticos a 

sensibilidade dos métodos kDNA PCR-hibridização e ITS-1 nPCR. 

c) Avaliar através do swab conjuntival a prevalência da infecção por Leishmania em um 

grupo de cães vacinados. 

d) Comparar a sensibilidade do swab conjuntival com a obtida por sorologia no diagnóstico 

da LVC em grupo de cães vacinados. 

e) Identificar, por RFLP, a partir do método ITS-1 nPCR as espécies de Leishmania 

infectando os cães nos grupos avaliados. 
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5 METODOLOGIA 
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5.1 Animais 

5.1.1 Cães assintomáticos 

Trinta cães assintomáticos com diagnóstico sorológico positivo, destinados à 

eutanásia, foram cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Belo Horizonte, 

Minas Gerais. Apenas animais com exame parasitológico positivo foram utilizados neste 

estudo. Os cães foram avaliados clinicamente e classificados segundo Mancianti et al. (1988).  

Seis animais soronegativos de área não endêmica foram utilizados como grupo 

controle negativo. 

5.1.2 Cães vacinados contra a LVC 

Quarenta e dois cães da 4ª Companhia do Batalhão de Polícia de Eventos do Comando 

de Policiamento Especializado da Polícia Militar de Minas Gerais (PMMG) foram utilizados. 

Os animais são mantidos sobre condições adequadas ao trabalho militar, recebendo 

alimentação, treinamento e acompanhamento veterinário. Os cães foram avaliados 

clinicamente e classificados segundo Mancianti et al. (1988). 

5.1.3 Ética na experimentação animal 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) 

da Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo número 183/2008. 
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5.2 Coleta de amostras 

5.2.1 Sangue 

Para amostragem sanguínea foram colhidos aproximadamente 4,0 mL de sangue de 

cada cão por meio de punção venosa, sendo o material imediatamente acondicionado e 

homogeneizado em tubos com EDTA. Os tubos foram mantidos no banho de gelo até o 

processamento. 

5.2.2 Biopsia de pele 

As biopsias de pele foram coletadas do lado interno da orelha esquerda com o auxílio 

de um punch de 5 mm de diâmetro. As biopsias com massa aproximanda de 15,0 mg foram 

estocadas a -20°C até o momento da extração. 

5.2.3 Medula óssea 

Os cães assintomáticos foram sedados com associação de xilazina e tiopental. Após 

atingirem o estado de anestesia profunda, com auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha 40 

x12 mm, foi aspirado aproximadamente 1 mL de medula óssea do esterno. Após a coleta 

desse material, os animais foram eutanasiados com injeção letal (endovenosa) de solução de 

sulfato de magnésio (solução saturada) até a parada cardíaca. Este procedimento foi realizado 

no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Belo Horizonte. 

5.2.4 Swab conjuntival 

Após o exame clínico, amostras foram coletadas da conjuntiva inferior de ambas as 

oculares dos animais. Para o esfregaço foram utilizados swabs esterilizados manufaturados 

para isolamento de bactérias (Figura 5). As extremidades contaminadas dos swabs foram 

separadas e acondicionadas em microtubos de poliestireno esterilizados, livres de 
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endonucleases com capacidade para 1,5 mL. Estes foram armazenados a -20°C até o 

momento de uso. 

5.3 Exame sorológico 

Os exames sorológicos foram realizados por três laboratórios independentes. 

Laboratórios 1 e 2 (Lab1 e Lab2) foram laboratórios comerciais e o laboratório 3 (Lab3) foi o 

Laboratório de Referência Nacional para o diagnóstico das leishmanioses humana e caninas 

da Fundação Ezequiel Dias (Funed). Os três laboratórios usam os mesmos kits de diagnóstico, 

produzidos por Bio-Manguinhos/ Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), e validados pela Funed. 

Dois testes sorológicos são usados: o ensaio imuno-enzimático (ELISA) e a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI). Em caso de divergência entre o resultado das duas 

técnicas, a RIFI é usada como teste confirmatório, conforme determinação do Ministério da 

Saúde (MINISTÉRIO-DA-SAÚDE, 2006). 

5.4 Exame parasitológico 

A comprovação da infecção foi realizada mediante a demonstração da presença de 

Leishmania em amostras de medula óssea. Para isto, foi feito o exame direto dos aspirados 

medulares a partir de rigorosa análise de lâminas por microscopia óptica. Este material foi 

preparado conforme Marques et al. (2001). 

A mielocultura foi realizada segundo Schuster, et al.(2002). Em tubo tipo Falcon foi 

adicionado meio MEN, acrescido de 20% de Soro Fetal Bovino inativado, ao qual foram 

acrescentadas mais 2 gotas de liquemine. Em seguida, em duplicata, foram acrescidos aos 

tubos aproximadamente 50 L de punção de medula óssea. A incubação foi realizada a 26ºC 

em estufa BOD (estufa de demanda bioquímica de oxigênio). Após 7 dias de incubação foi 

retirada uma alíquota da cultura para leitura em microscópio ótico. Um novo repique foi feito 

e o procedimento repetido nos dias 14 e 21. As culturas que apresentaram parasitos em um 
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dos repiques foram consideradas positivas. Quando não foi observada a presença de parasitos 

em nenhum dos repiques a cultura foi considerada negativa. 
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Figura 5 - Coleta de amostra pelo método do swab conjuntival. (FERREIRA et al., 2008). 
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5.5 Extração de DNA  

A extração de DNA a partir dos swabs foi conduzida de acordo com Ferreira et al. 

(2008). Uma mistura de 300 L de proteinase K (250 g/mL) e Triton X-100 (1%) em tampão 

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

poliestireno esterilizados contendo as extremidades contaminadas artificialmente dos swabs. 

Tais amostras foram incubadas por 2h a 56ºC. A remoção dos contaminantes foi realizada 

mediante três lavagens com 500 L de fenol e clorofórmio - álcool isoamílico (24:1) em tubos 

Phase Lock Gel Heavy (PLG-H). 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. No final, 50 L de 

acetato de sódio 3M foram adicionados em cada amostra. O DNA foi precipitado com 50 L 

de isopropanol e foi lavado com 250 L 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. 

Para a extração de DNA de sangue total foi utilizado o kit para purificação de DNA 

genômico Illustra™ Blood GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare), onde 1,0mL de sangue 

foi adicionados 3,0mL de solução de lise celular. Essa mistura foi incubada por 5min a 

temperatura ambiente para lise de hemácias e centrifugada a 500g por 2min. O sobrenadante 

foi descartado e o precipitado de células sanguíneas suspendido por agitação. A suspensão foi 

transferida para microtubo de poliestireno de 1,5 L esterilizado e livre de endonucleases. Em 

seguida foram adicionados, a cada tubo, 20 L de Proteinase K mais 400 L de solução de lise. 

Os microtubos foram agitados em vortex por 15 segundos e incubados a temperatura ambiente 

por 10 minutos (com agitações intermitentes em vortex). O lisado foi totalmente aplicado na 

coluna de ligação e centrifugado a 11000g por 1min. O líquido eluído foi desprezado e a 
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coluna de purificação reacoplada a um novo tubo coletor. Com 500 L de solução de lise e 

centrifugação a 11000g por 1min, a coluna de purificação foi lavada a fim de eliminar o 

restante de proteínas contaminantes. Uma segunda lavagem foi realizada adicionando-se 

tampão de lavagem na coluna e centrifugar a 11000g por 3min. Logo após, a coluna de 

purificação foi transferida para um novo microtubo de centrifugação. Por fim, 200 L de 

tampão de eluição foi acrescido à coluna de purificação que foi incubada por 1min a 

temperatura ambiente e em seguida centrifugada a 11000g por 1min para recolher o DNA 

genômico. O produto de extração foi armazenado a -20ºC. 

O procedimento para o isolamento de DNA de amostras de punção de medula foi o 

mesmo empregado para a extração nas amostras de sangue, porém a etapa de lise de hemácias 

foi suprimida. 

O DNA de pele foi extraído com o kit de extração Wizard
®
 Genomic DNA Purification 

segundo instruções do fabricante. Primeiramente, os fragmentos de biópsia de pele 

acondicionados em tubos tipo eppendorf esterilizados, onde receberam 600 L de solução de 

lise nuclear. As amostras receberam 3,0 L de RNAse e foram incubadas a 37°C por 15min. 

Estas receberam 200 L de solução de precipitação protéica, foram homogeneizadas em 

vórtex e mantidas em gelo por 5min. As amostras foram então centrifugadas a 14.000g por 

8,0min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos onde recebeu 600 L de isopropanol. 

Nova centrifugação foi realizada a 14.000g por 1,0min e o sobrenadante foi descartado. O 

precipitado foi lavado com 600 L de etanol a 70% e centrifugado a 14.000g por 1,0min. Em 

seguida, removeu-se a fase líquida, secou-se o precipitado a 56°C por 15min e finalmente 

foram adicionados 100 L de solução de reidratação. O produto final da extração foi então 

mantido a -20°C até o momento de uso. 
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5.6 Reação da Cadeia de Polimerase (PCR) 

Dois métodos de PCR foram utilizados neste estudo: kDNA PCR- hibridização e o 

ITS-1 nPCR. 

5.6.1 kDNA PCR- hibridização 

O método de PCR para amplificação da região conservada dos minicírculos de kDNA 

de Leishmania foi realizado segundo descrito por Degrave et al. (1994). Para sua realização, 

1,0 L de cada amostra com DNA purificado foi adicionado a 24 L de uma solução contendo 

2,5 L de desoxinucleotídeos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) a 1,0mM, 0,2nmol de 

cada oligonucleotídeo iniciador 

2,5 unidades da DNA polimerase AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems), 2,5 L de solução 

tampão (Tris-HCl 50mM, [pH 8,3], KCl 50mM), 1,5 L de  a 1,5 mM e um volume 

complementar de água deionizada autoclavada. O mesmo foi feito para os controles negativos 

sem, no entanto, acrescentar DNA. Para os controles positivos, foi adicionado 1,0 L de 

solução contendo DNA genômico purificado de L.(L.) chagasi, cepa MHOM/1973/BH46, na 

concentração de 1,0ng/ L. As condições para a reação foram: 95°C por 15min para a 

desnaturação inicial, seguindo-se 30 ciclos de amplificação (30 segundos a 94ºC, 30 segundos 

a 50ºC e 30 segundos a 72ºC). Foi realizado ainda um passo para a extensão final a 72°C por 

10min. Depois disto, o sistema permaneceu a 4°C. 

5.6.1.1 Eletroforese em gel de agarose 

Para analisar os produtos de PCR, 5,0 L de tampão de amostra (Tris 10mM, EDTA 

10mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v) foram acrescentados a 10 L da 

amostra e em seguida submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, com brometo de 
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etídio, em uma diferença de potencial de 90V. Um marcador de peso molecular com 

fragmentos múltiplos de 100pb foi utilizado e a corrida realizada em tampão TBE 1X. 

Para visualizar o resultado o gel foi exposto à luz ultravioleta em um transluminador. 

A sequência alvo amplificada deve apresentar 120pb. 

5.6.1.2 Dot Blot e Hibridização 

Um total de 10 L dos produtos de PCR foi aquecido a 100°C por 5,0min e resfriados 

em gelo. A ele foram acrescentados 11 L de solução desnaturante (NaOH 0,4M, EDTA 

25mM [pH 8,0]). Em seguida, as amostras foram aplicadas, sob vácuo, a uma membrana de 

nylon utilizando-se o aparelho Bio Dot (Hybri-dot manifold -BRL®). Cada poço recebeu mais 

100 L da solução desnaturante e o aparelho foi submetido novamente a um novo ciclo de 

vácuo. A membrana foi lavada com solução SSC 2X (NaCl 0,3M, citrato de sódio, 0,3mM), 

deixada secar sobre papel filtro e submetida a luz ultravioleta no aparelho Stratalinker para 

fixação do DNA com energia de 0,12J/cm
2
. 

Sondas de minicírculos clonados de L.(L.) chagasi foram utilizadas. Estas foram 

marcados com 
32

P dCTP utilizando-se o método dos iniciadores aleatórios (Invitrogen®). 

As condições de hibridização foram como descritas por Andrade et al. (2001). A membrana 

de nylon, contendo as amostras, foi pré-incubada a 58ºC por 30min em solução de leite 

desnatado 0,5%, sulfato dodecil de sódio (SDS) 1% e SSC 2X. A solução foi trocada 

utilizando-se um volume suficiente apenas para cobrir a membrana. As sondas marcadas 

foram adicionadas à solução, após terem sido previamente aquecidas por 3min a 100ºC. As 

membranas foram incubadas por 14h a 58ºC com agitação e depois lavadas em solução SSC 

0,5X, SDS 0,5% a 65°C por 30min. A membrana foi deixada secar a temperatura ambiente. 
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Ao final, ela foi exposta ao cassete BAS 2325 (Fujifilm®) por 2h. A imagem foi obtida 

através do analisador de imagem Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm®). 

5.6.2 ITS-1 nPCR (Internal transcribed spacer 1 nested PCR) 

Utilizamos uma variação do método original descrito por SHÖNIAN et al, 2003. 

Nesta variação o alvo ITS-1, da região dos genes do RNA ribossomal (rRNA), passa por duas 

amplificações. Na primeira amplificação, 10 L de amostra de DNA foi misturado a 5,0 L de 

solução tampão 10x (Tris-HCl 50mM [pH 8,3], KCl 50mM), 2,0 L de MgCl2 a 2mM, 1,0 L 

de dNTPs a 10mM, 1,4 unidades da enzima DNA polimerase AmpliTaq Gold
®

 (Applied 

Biosystems), 15pmol de cada oligonucleotídeo iniciador 

 e um 

volume complementar de água ultrapura autoclavada totalizando um volume final de 50 L. 

Uma alíquota de 25 L dos produtos de PCR da primeira amplificação foram diluídos 

em 1mL de água ultrapura autoclavada, sendo utilizado 10 L dessa solução para amostra de 

DNA na segunda amplificação. Os demais constituintes da reação foram: 2,5 L de solução 

tampão 10x, 1,0 L de MgCl2 a 2mM, 0,5 L de dNTPs a 10mM, 0,7 unidades da enzima 

DNA polimerase AmpliTaq Gold
®
 (Applied Biosystems), 15pmol de cada oligonucleotídeo 

iniciador  e um 

volume complementar de água ultrapura autoclavada totalizando um volume final de 25 L. 

Nas duas etapas, as condições de amplificação foram as seguintes: desnaturação inicial 

a 94ºC por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de amplificação de 30 segundos a 94ºC, 30 

segundos a 53ºC e 30 segundos a 72ºC, e uma etapa de extensão final a 72ºC por 5 minutos. 

A visualização dos produtos de amplificação foi realizada como descrito na seção 

5.6.1.1, mas utilizando um volume de 20 L dos produtos de amplificação de PCR e 5,0 L da 
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solução tampão de amostra (Tris 10mM, EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,005% e glicerol 

10% v/v).O produto de PCR para a primeira reação deve apresentar 300 a 350pb e o da 

segunda reação 280 a 330pb. Foi utilizado como controle positivo DNA genômico L. (L.) 

chagasi, cepa MHOM/1973/BH46, e como controle negativo água ultrapura. 

5.6.2.1 RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism) 

Esta técnica permite a identificação das espécies de Leishmania. Os produtos de PCR 

foram digeridos com HaeIII, sem purificação prévia. Para isso, 17 L dos produtos de 

amplificação da segunda reação do método ITS-1 nPCR foram misturados a 3,0 L de uma 

solução de digestão contendo 10 unidades da enzima Hae III em tampão de enzima (10mM 

Tris-HCl, 50mM de NaCl, 10mM de MgCl2, 1,0mM de DTE [pH 7,5]). Os fragmentos de 

restrição foram submetidos a eletroforese em gel de agarose de alta resolução a 2% (SIGMA-

ALDRICH). A corrida foi realizada a 100V em tampão TBE 0,5x e visualizada em luz 

ultravioleta após coloração por 15min em brometo de etídio (0,5 g/mL). 

Este procedimento foi realizado segundo metodologia utilizada por (SHÖNIAN, 

2003). Foram utilizados como controles DNA genômico de L. (L.) chagasi (cepa 

MHOM/1973/BH46), L. (L.) amazonenis (cepa IFLA/BR/67/PH8) e L. (V.) braziliensis (cepa 

MHOM/BR/75/M2903). 

5.7 Análise estatística 

Para análise estatística dos resultados, foi utilizado o método o Qui-quadrado de 

Pearson com nível de significância de 5%. Todas as análises matemáticas foram processadas 

pelo programa Minitab, versão 15. 
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6 RESULTADOS 
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6.1 Cães assintomáticos 

6.1.1 PCR kDNA-hibridização 

Neste experimento, através do método kDNA PCR-hibridização, foi avaliada a 

sensibilidade das amostras de swab conjuntival em comparação com duas amostras pouco 

invasivas: biopsia de pele e sangue. 

Os produtos de PCR foram submetidos à hibridização com sondas marcadas com 
32

P. 

As sondas consistiam de minicírculos clonados de kDNA de L. (L.) chagasi. A hibridização 

aumenta em dez vezes a sensibilidade da técnica (FERREIRA et al, 2008) e garante a 

especificidade evitando que bandas espúrias possam ser erroneamente contabilizadas. Além 

disso, a etapa de hibridização, permite a identificação do sub-gênero de Leishmania. 

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos a partir de amostras de sangue. Foram 

verificados 5 cães positivos representando 16,7% do total de animais. A Figura 7 mostra os 

resultados obtidos a partir de amostras de BP. Neste caso, foram verificados 15 cães positivos 

que correspondem a 50% do total. Na Figura 8 foram apresentados os resultados obtidos com 

amostras de SC para as oculares direita e esquerda. Para a ocular direita (Figura 8A) foram 

obtidas 25 amostras positivas, correspondendo a 83,3% e para a ocular esquerda 23 amostras 

positivas que representam 76,6%. A positividade obtida, combinando-se os resultados de 

ambas as conjuntivas foi de 90%, representando 27 animais em um total de 30. Os resultados 

estão sumarizados na (Tabela 1). 

As positividades obtidas com amostras de SC, tanto para a ocular direita quanto para a 

esquerda foram significativamente superiores as obtidas utilizando-se amostras de BP e S 

(p<0,05). Por sua vez a sensibilidade das amostras de pele foi superior a obtida com amostras 

de sangue. (p<0,05). 
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Embora a conjuntiva direita tenha apresentado um número de amostras positivas 

superior a ocular esquerda, não houve diferença significativa entre as duas (p>0,05). 

As amostras dos cães controle negativos foram todas negativas. 

6.1.2 ITS-1 nPCR 

Neste experimento, o DNA foi amplificado com um conjunto de iniciadores 

endereçados a região alvo ITS-1 do gene codificador do rRNA. Os produtos da primeira 

reação foram amplificados com um segundo par de iniciadores (nested) amplificando uma 

região mais interna da região alvo. 

A Figura 9 representa os resultados obtidos a partir de amostras de sangue. Foram 

verificados 17 cães positivos representando 56,6% do total de animais. Na Figura 10 estão 

representados os resultados obtidos a partir de amostras de pele. Neste caso, foram verificados 

15 cães positivos que correspondem a 50% do total. Na Figura 11 são apresentados os 

resultados obtidos com amostras de swab conjuntival, para as oculares direita e esquerda. Para 

a ocular direita (Figura 11 A) foram obtidas 25 amostras positivas, correspondendo a 83,3% e 

para a ocular esquerda (Figura 11 B) 20 amostras positivas que representam 66,6%. A 

positividade obtida, combinando-se os resultados de ambas as conjuntivas foi de 83,3%, 

representando 25 animais infectados em um total de 30. Os resultados estão sumarizados na 

Tabela 2. 

A positividade obtida com amostras de swab conjuntival para a ocular direita foi 

significativamente superior as obtidas utilizando-se amostras de pele e sangue (p<0,05). Já os 

resultados para a conjuntiva esquerda não apresentaram diferença significativa em relação às 

demais amostras (p>0,05). Também não houve diferença significativa entre os resultados das 

amostras de biopsia de pele e sangue (p>0,05). 
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Os produtos de PCR das amostras positivas de swab conjuntival foram digeridos com 

a enzima HaeIII, sem purificação prévia, para identificação das espécies de Leishmania pelo 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Os resultados podem ser visualizados na 

Figura 12. 

Os resultados demonstraram que todos os cães analisados estavam infectados com L. 

(L.) chagasi, com exceção do animal 1 que apresentou perfil característico de infecção por L. 

(V.) braziliensis. O resultado do animal 13 é sugestivo de co-infecção. 
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Figura 6 - Autorradiograma de amostras de sangue de cães assintomáticos pelo método kDNA 

PCR-hibridização. 

A hibridização foi realizada utilizando-se sondas marcadas de minicírculos clonados 

marcados com 
32

P[ ]dCTP. Controle Negativo (N); amostra de cão controle positivo (D+); 

amostra de cão controle negativo (D-); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa 

MHOM/1973/BH46, (Lc); controle positivo de L. (V.) braziliensis, cepa 

MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de cães analisadas (1-30). Autorradiograma obtido 

usando o analisador de imagens Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm). 
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Figura 7 - Autorradiograma de amostras de pele de cães assintomáticos pelo método kDNA 

PCR-hibridização. 

A hibridização foi realizada utilizando-se sondas de minicírculos clonados marcados 

com 
32

P[ ]dCTP. Controle Negativo (N); amostra de cão controle positivo (D+); amostra de 

cão controle negativo (D-); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, 

(Lc); controle positivo de L. (V.) braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de 

cães analisadas (1-30). Autorradiograma obtido usando o analisador de imagens Bio-Imaging 

Analyzer (Fujifilm). 
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Figura 8 - Autorradiograma de amostras de swab conjuntival de cães assintomáticos por 

kDNA PCR-hibridização. 

Conjuntiva direita (A); Conjuntiva direita (B).A hibridização foi realizada utilizando-

se sondas marcadas de minicírculos clonados marcados com 
32

P[ ]dCTP. Controle Negativo 

(N); amostra de cão controle positivo (D+); amostra de cão controle negativo (D-); controle 

positivo de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); controle positivo de L. (V.) 

braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de cães analisadas (1-30). 

Autorradiograma obtidos usando o analisador de imagens Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm). 
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Tabela 1 - Resultado das analises realizadas pelo método kDNA PCR-hibridização em amostras de sangue, pele e swab conjuntival em cães 

assintomáticos. 

Amostra 

Cães 

Total 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

S - + - - - - + - - - - - - - - + - - - - + - - - + - - - - - 5/30 

BP - + - - + - - + - - + - - + + + - - - - + + + + + + + - - + 15/30 

SC 

D + + + + + - + + + + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + + 25/30 

E - + + + + + + + + + + + + - - + + - - - + + + + + + + + - + 23/30 

C + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - + + + + + + + + + + 27/30 

Amostra positiva (+); amostra negativa (-); Sangue (S); Biopsia de pele (BP); Swab conjuntival (SC); Conjuntiva direita (D); Conjuntiva 

esquerda (E); Conjuntivas combinadas (C).  
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Figura 9 – Amostras de sangue de cães assintomáticos amplificadas pelo método ITS-1 nPCR. 

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio visualizadas em luz 

ultravioleta. Padrão de Peso Molecular - 100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo 

de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cães analisadas (1-30). 
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Figura 10 - Amostras de pele de cães assintomáticos amplificadas pelo método ITS-1 nPCR. 

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio visualizadas em luz 

ultravioleta. Padrão de Peso Molecular - 100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo 

de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cães analisadas (1-30). 
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Figura 11 - Amostras de swab conjuntival de cães assintomáticos amplificadas pelo método 

ITS-1 nPCR. 

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio visualizadas em luz 

ultravioleta. Conjuntiva direita (A); Conjuntiva esquerda (B). Padrão de Peso Molecular - 

100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa 

MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cães analisadas (1-30). 
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Tabela 2 - Resultado das analises realizadas pelo método ITS-1 nPCR em amostras de sangue, pele e swab conjuntival em cães assintomáticos. 

Amostra 
Cães 

Total 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

S - + - - + - + + - - - - - + + + - - + + + + + - + + + + - + 17/30 

BP - + - - - - - + - - + + - + + + - - - - + + + + + + + - - - 15/30 

SC 

D + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + - + 25/30 

E + + + + + + - + + + + - + - + + - - - - - + + - + + + + - + 20/30 

C + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - + + + + + + + + - + 25/30 

Amostra positiva (+); amostra negativa (-); Sangue (S); Biopsia de pele (BP); Swab conjuntival (SC); Conjuntiva direita (D); Conjuntiva 

esquerda (E); Conjuntivas combinadas (C).  



75 

 

 

 

 

 

Figura 12 - RFLP de amplicons de ITS-1 nPCR de swab conjuntival de cães assintomáticos. 

Padrão de peso molecular – 100pb (M); controle L. (L.) chagasi (Lc) (cepa 

MHOM/1973/BH46); L. (V.) braziliensis (Lb) (cepa MHOM/BR/1975/M2903); controle 

L.(L.) amazonensis (La) (IFLA/BR/67/PH8); amostras analisadas (1 a 30). A amostra 1 foi 

identificada como L.(V.) braziliensis. Todas as outras foram identificadas com L. (L.) chagasi. 

As amostras 17 a 20 e 29 foram negativas no ITS-1 nPCR. 
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6.1.3 Comparação entre os métodos kDNA PCR-hibridização e ITS-1 

nPCR 

Ao comparar os resultados obtidos para as três amostras analisadas pelos dois 

métodos, pôde-se observar que em amostras de S a sensibilidade da técnica ITS-1 nPCR 

(50%) foi surpreendentemente maior (p<0,05) quando comparada com kDNA PCR-

hibridização (16,6%). 

Em amostras de BP não houve diferença nas analises dos dois métodos em questão 

(p>0,05). Nos dois casos foi encontrada uma positividade de 50%. 

Também nas amostras de SC, não houve diferença significativa para as analises com 

material das conjuntivas direita e esquerda (p>0,05). A Conjuntiva direita apresentou 25 

amostras positivas(83,3%) em ambos os métodos e a conjuntiva esquerda apresentou 23 

(76,7%) e 20 (66,7%) amostras positivas para os métodos kDNA PCR-hibridização e ITS-1 

nPCR, respectivamente. 

 Quando aos resultados das conjuntivas direita e esquerda são combinados, não foi 

verificada diferença significativa na sensibilidade dos dois métodos (p<0,05). A analise com 

kDNA PCR- hibridização apresentou 90% de positividade e com ITS-1 nPCR 83,3%. 

Os resultados comparativos estão sumarizados na Figura 13. 
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Figura 13 – Comparação das positividade dos métodos kDNA PCR- hibridização e ITS-1 

nPCR para as diferentes amostras clínicas. 

Positividade de amostras de Sangue (S), biopsia de pele (BP) e  Swab conjuntival (SC) 

(CD - conjuntiva direita; CE- conjuntiva esquerda). *p<0,05; ‡p>0,05. 
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6.2 Cães vacinados 

A triagem sorológica, realizada nos 42 cães, pelo Lab1 apresentou 15 cães reativos e 4 

cães foram classificados como indeterminados. Apenas três cães reativos (PM01, PM03 e 

PM04) e um cão indeterminado (PM08) eram sintomáticos (Tabela 3, 4, e 6). Devido ao 

número elevado de cães diagnosticados como reativos e indeterminados, novo teste 

sorológico foi realizado pelo Lab2 nas amostras positivas e indeterminadas do Lab1. O Lab2 

encontrou apenas três cães reativos e dois animais foram indeterminados. Devido à baixa 

concordância entre os resultados do Lab1 e Lab2, todos os animais reativos e indeterminados, 

de acordo com o Lab1 foram submetidos a contra prova pelo Lab3 (Laboratório de Referência 

Nacional). O Lab3 confirmou 7 cães reativos e 3 cães foram classificados como 

indeterminados. 

Os cães que foram confirmados como reativos no diagnóstico sorológico da Lab3 

foram sacrificados. A necropsia dos animais sacrificados mostrou que órgãos e tecidos 

apresentavam alterações morfológicas relacionadas com LV, com exceção do animal PM05 

que não apresentava nenhuma alteração nos órgãos alvo. As alterações observadas foram baço 

aumentado e nefrite intersticial (Tabela 3). 

O diagnóstico molecular por PCR, utilizando o procedimento do SC, foi realizado em 

todos os 42 animais e foi capaz de detectar o DNA de Leishmania em 17 cães (Figura 

14). Comparando os resultados da PCR com os obtidos através do teste sorológico do Lab1, a 

PCR foi positiva 10 casos reativos e um indeterminado, mas foi negativa para 5 casos reativos 

e 3 indeterminados. Além disso, a PCR foi positiva em 5 casos não-reativa (cães PM17, 

PM18, PM21, PM24 e PM27). Os casos reativos, de acordo com o Lab1 que foram negativos 

na PCR (cães PM13, PM14, PM15, PM25 e PM29), apresentaram resultados negativos nos 

testes sorológicos dos Lab2 e Lab3, e podem representar casos falsos positivos. O mesmo 
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ocorreu com os três casos indeterminados do Lab1 que foram PCR negativos (cães PM23, 

PM28 e PM30). 

Para o Lab2, a PCR confirmou todos os 3 casos reativos (cães PM03, PM07 e PM09) e 

foi positiva para os dois casos indeterminados (cães PM02 e PM04). 

Em relação aos resultados obtidos pelo Lab3, a PCR confirmou todos os casos reativos 

(cães PM01 a PM07) e foi positiva para os três casos indeterminados (cães PM08, PM09 e 

PM10). O ensaio de PCR confirmou todos os casos, simultaneamente reativos nos testes 

sorológicos de dois laboratórios (cães PM01, PM02, PM03, PM04, PM05, PM06, PM07 e 

PM09) (Tabela 3 a 6). 

O diagnóstico molecular por PCR utilizando o SC foi capaz de identificar 17 cães 

positivos, sendo mais sensível que os ensaios sorológicos que identificaram 15 sororreativos 

no Lab1 (Figura 16). 

Os produtos de PCR das amostras positivas de SC foram digeridos com HaeIII, sem 

purificação prévia, para identificação das espécies de Leishmania que infectavam os cães, por 

RFLP. 

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que todos os animais possuíam infecção 

por L. (L.) chagasi. Os animais PM02 e PM38 apresentaram resultado sugestivo de co-

infecção (Figura 15). 

Um aspecto interessante verificado neste estudo foi que o diagnostico molecular 

identificou um número maior de cães infectados assintomáticos. O diagnóstico sorológico do 

Lab1 foi reativo para 3 cães sintomáticos e 12 assintomáticos. Três cães sintomáticos e 8 

assintomáticos foram simultaneamente positivos nos dois testes. 
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Figura 14 - Análise de Swab Conjuntival de cães vacinados pelo método ITS-1 nPCR. 

Eletroforese em gel de agarose a 2%. Padrão de Peso Molecular (M); Controle 

Negativo (N); controle positivo de L.(L.) chagasi,cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras 

(1-42). Foram observadas 17 amostras positivas 
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Figura 15 - RFLP de amplicons de ITS-1 nPCR dos cães vacinados. 

Padrão (M); controle L. (L.) chagasi (Lc) (cepa MHOM/1973/BH46); L. (V.) braziliensis (Lb) (cepa MHOM/BR/1975/M2903); controle 

L.(L.) amazonensis (La) (IFLA/BR/67/PH8); amostras analisadas (1 a 38). Todas as outras foram identificadas com L. (L.) chagasi. Cães 3 e 38 

apresentam perfil sugestivo de co-infecção.
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Figura 16 – Comparação das taxas de positividade encontradas nos diagnósticos clínico, 

sorológico e molecular para um grupo de cães vacinados. 

 

As analises sorológicas foram realizadas em três laboratórios independentes, Lab1, 

Lab2 e Lab3. Os dois primeiros são laboratórios comerciais e o terceiro é o Laboratório de 

Referência Nacional. Os laboratórios Lab2 e Lab3 realizaram as analises dos animais que 

foram reativos e indeterminados nas analises do Lab1. O diagnóstico molecular, por ITS 1 

nPCR, foi realizado em todos os 42 animais. Positivo (+); Indeterminado (I) 
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Tabela 3 – Comparação dos diferentes métodos de diagnóstico em animais vacinados PM01 a PM07. 

Animal Sexo Raça 

Diagnóstico 

Clínico 

Sorológico Molecular 

Dados da necrópsia 

L1 L2 L3 ITS 1- nPCR 

PM01 M Pastor Alemão S R NR R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

PM02 M Labrador A R I R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

PM03 F Pastor Belga de Mallinois S R R R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

PM04 F Pastor Belga de Mallinois S R I R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

PM05 F Pastor Alemão A R NR R + 
Nenhuma alteração nos órgãos alvo (fígado, baçoe e 

rim) 

PM06 M Pastor Belga de Mallinois A R NR R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

PM07 M Pastor Belga de Mallinois A R R R + Baço aumentado, nefrite intersticial 

Masculino (M); Feminino (F); Assintomático (A); Sintomático (S); Reativo (R); Não reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-). 
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Tabela 4 - Comparação dos diferentes métodos de diagnóstico em animais vacinados PM08 a 

PM22 . 

Animal Sexo Raça 

Diagnóstico 

Clínico 

Sorológico Molecular 

Lab1 Lab2 Lab3 ITS1 - nPCR 

PM08 M Pastor Alemão S I NR I + 

PM09 F Pastor Alemão A R R I + 

PM10 M Pastor Alemão A R NR I + 

PM11 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM12 M Pastor Belga de Mallinois A NR U U - 

PM13 M Pastor Alemão A R NR NR - 

PM14 F Pastor Alemão A R NR NR - 

PM15 F Pastor Alemão A R NR NR - 

PM16 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM17 F Pastor Belga de Mallinois A NR U U - 

PM18 F Pastor Alemão A NR U U + 

PM19 f Pastor Alemão A NR U U + 

PM20 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM21 M Labrador A NR U U - 

PM22 M Pastor Alemão A R NR NR + 

 

Masculino (M); Feminino (F); Assintomático (A); Sintomático (S); Reativo (R); Não 

realizado (U); Não reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-) 
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Tabela 5 - Comparação dos diferentes métodos de diagnóstico em animais vacinados PM23 a 

PM46 . 

Animal Sexo Raça 

Diagnóstico 

Clínico 

Sorológico Molecular 

Lab1 Lab2 Lab3 ITS1 - nPCR 

PM23 M Pastor Alemão A I NR NR + 

PM24 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM25 F Pastor Belga de Mallinois A R NR NR + 

PM26 F Pastor Alemão A NR U U - 

PM27 M Pastor Alemão A NR U U + 

PM28 M Pastor Alemão A I NR NR - 

PM29 F Pastor Alemão A R NR NR - 

PM30 F Pastor Belga de Mallinois A I NR NR - 

PM31 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM32 M Labrador A NR U U - 

PM33 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM34 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM35 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM36 M Springer A NR U U - 

 

Masculino (M); Feminino (F); Assintomático (A); Sintomático (S); Reativo (R); Não 

realizado (U); Não reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-). 
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Tabela 6 - Comparação dos diferentes métodos de diagnóstico em animais vacinados PM37 a 

PM42 . 

Animal Sexo Raça 

Diagnóstico 

Clínico 

Sorológico Molecular 

Lab1 Lab2 Lab3 ITS1 - nPCR 

PM37 M Labrador A NR U U - 

PM38 M Pastor Belga de Mallinois A NR U U + 

PM39 F Labrador A NR U U - 

PM40 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM41 M Pastor Alemão A NR U U - 

PM42 M Mestiço A NR U U - 

 

Masculino (M); Feminino (F); Assintomático (A); Sintomático (S); Reativo (R); Não 

realizado (U); Não reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-). 
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7 DISCUSSÃO 
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7.1 Cães assintomáticos 

Neste estudo apenas amostras não invasivas (SC) ou pouco invasivas (BP e S) foram 

comparadas, pois nosso principal objetivo foi escolher métodos de amostragem úteis para 

levantamentos epidemiológicos em larga escala. Procedimentos invasivos não são adequados 

para esta finalidade devido à dificuldade de se obter amostras invasivas fora de clínicas 

veterinárias e a oposição da maioria dos proprietários de cães em permitir os exames. 

O SC apresentou sensibilidade superior a obtida em amostras de BP e S. Alguns 

trabalhos apresentaram resultados satisfatórios para o diagnóstico da LV usando amostras de 

S (REALE et al., 1999; HU et al., 2000; 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, 2002b). 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. Porém, o inconveniente no uso da pele é que sua coleta 

é relativamente dolorosa e provoca sangramento. 

A sensibilidade obtida neste estudo com SC combinando ambas as conjuntivas, foi 

similar ao obtido em outros estudos usando SC para o diagnóstico da VL em cães 

sintomáticos. Strauss-Ayali et al. (2004) obteve 92% de positividade usando SC, 65% em BP, 

57% em concentrado de leucócitos e 17% usando S. Ferreira et al., (2008) detectou parasitos 

em 91,7% dos cães usando SC, 30,4% usando sangue em papel de filtro e 21,7% usando S. 

Pilatti et al. (2009) obteve entre 73,9% e 95,6% de positividade em SC, de acordo com o 
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método de PCR usado. Nossos resultados demonstram que o SC é igualmente efetivo para 

cães assintomáticos. 

A alta sensibilidade em cães assintomáticos destaca este método de amostragem como 

uma ferramenta promissora para inquéritos de triagem em massa por PCR. Principalmente, 

em vista da alta prevalência de cães assintomáticos em áreas endêmicas e a baixa 

sensibilidade de testes baseados na detecção de anticorpos em infecções assintomáticas 

(Leonides et al., 2002). Além disso, SC é não invasivo, indolor, rápido, de fácil repetição e 

aceitação por parte dos proprietários de cães. 

Dois métodos de PCR foram usados neste estudo: kDNA PCR-hibridização e ITS 1 

nPCR. Em estudo anterior (Pilatti et al., 2009), foi demonstrado que a kDNA PCR-

hibridização foi significativamente mais sensível que o ITS 1 nPCR. Para compensar a baixa 

sensibilidade da ITS-1 nPCR, o volume de amostra de DNA usado neste método foi 

aumentado no presente estudo. Para ITS 1 nPCR foram usados 10,0 L de amostra de DNA e 

para PCR-hibridização foi usado 1,0 L. Nestas condições não foram verificadas diferenças 

na sensibilidade de ambos os métodos para as amostras de SC e BP. Surpreendentemente, 

para amostras de S a sensibilidade da ITS-1 nPCR foi significativamente maior (56,7%) que a 

verificada para PCR-hibridização (13,3%), demonstrando que as sensibilidades dos métodos 

de PCR podem variar de acordo com o tecido examinado. Além disso, ITS nPCR pode ser 

uma metodologia alternativa para o diagnóstico molecular em laboratórios que não disponham 

de pessoal e infra-estrutura para o trabalho com radioisótopos. 

7.2 Cães Vacinados 

Os ensaios de PCR têm melhorado grandemente a sensibilidade e especificidade do 

diagnóstico da infecção por Leishmania em cães. Contudo, para tornar esta técnica viável, são 
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necessários métodos de amostragem não invasivos. O SC apresentou todas estas 

características associadas a uma alta sensibilidade. No presente estudo, o método de 

amostragem do SC foi utilizado para a triagem de um grupo de cães militares. Este grupo foi 

escolhido porque os animais são continuamente monitorados e submetidos a testes 

sorológicos regulares. Além disso, todos eles são vacinados contra leishmaniose visceral. 

O diagnóstico por PCR usando amostras de SC detectou 17 cães infectados 

demonstrando uma sensibilidade maior que os testes sorológicos realizados pelo Lab1, o qual 

detectou 15 animais positivos. A PCR foi positiva para 5 animais soronegativos, todos 

assintomáticos, demonstrando a maior sensibilidade desta técnica e seu potencial para 

identificação de animais infectados soronegativos. 

Os 4 casos sororreativos e os 2 indeterminados obtidos pelo Lab1, que foram PCR 

negativos, foram também negativos nos testes sorológicos do laboratórios 2 e 3. Todos os 

casos reativos e indeterminados obtidos pelo Lab3 (Laboratório de Referência Nacional) 

foram PCR positivos. Estes resultados ressaltam a necessidade de métodos moleculares como 

ferramentas complementares para um diagnóstico preciso da leishmaniose visceral canina. 

Segundo alguns estudos cães vacinados com Leishmune® poderiam apresentar teste 

positivo em ensaios sorológicos convencionais (Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al., 

2002: Oliveira Mendes et al., 2003), tornando estes testes inúteis para os programas de 

vigilância ou controle envolvendo animais vacinados. Estes estudos usaram o antígeno ligante 

a fucose manose (FML) na reação de ELISA, o mesmo usado na formulação da vacina 

Leishmune®. No entanto, um estudo recente demonstrou que usando o lisado total de 

promastigota de L. (L.) major e L. (V.) braziliensis, que são os antígenos presentes no teste 

ELISA oficial recomendado pelo Ministério da Saude, apenas 1,3% dos cães vacinados 

apresentaram sorologia positiva (Palatnik-de-Sousa et al., 2009). Nossos resultados 
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confirmam este estudo, sendo que apenas 15 dos 42 animais vacinados eram positivos no teste 

realizado pelo Lab1 e 10 deles tiveram a infecção por Leishmania confirmada por PCR. Cinco 

cães poderiam ser classificados como falso positivo, embora não tenham sido reativos nos 

ensaios sorológicos realizados pelos laboratórios 2 e 3. 

Embora os três laboratórios utilizem os mesmos kits de diagnóstico oficiais para a 

realização de ensaios sorológicos, uma diferença significativa nos resultados foi verificada 

entre eles. Por esta razão apenas os casos confirmados pelo Lab3 (Laboratório de Referência 

Nacional) foram considerados para eutanásia. Os sete cães confirmados pelo Lab3 foram 

eutanasiados, 4 deles eram assintomáticos (Tabela 3). Na necrópsia foi observado que todos 

os animais possuíam baço aumentado e nefrite intersticial, com exceção do cão PM05 que não 

apresentou nenhuma alteração morfológica relacionada à leishmaniose visceral. 

A analise por RFLP mostrou que todos animais estavam infectados por L. (L.) chagasi. 

No entanto, dois animais (PM02 e PM38) apresentaram um padrão de bandas sugestivo de co-

infecção. No estudo com cães assintomáticos foi verificado um cão infectado com L. (V.) 

braziliensis (cão 1) e um caso sugestivo de co-infecção (cão 13). Estes resultados confirmam 

estudos prévios que também encontram animais infectados com L. (V.) braziliensis na região 

metropolitana de Belo Horizonte. Andrade et al.(1996) e Quaresma et al (2009), identificaram 

animais infectados com L.(V.) braziliensis, porém não observaram cães com RFLP sugestivo 

de co-infecção. 

Este foi o primeiro estudo realizado utilizando-se SC para o diagnostico da LVC por 

PCR em cães assintomáticos e em cães vacinados. Nossos resultados demonstraram que SC é 

um método sensível e superior, em sensibilidade e praticidade, a outras amostras pouco 

invasivas. Demonstrou-se também o SC permite a realização de diagnósticos confiáveis de 
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alta especificidade.  Concluímos que o uso do CS como ferramenta de diagnóstico por PCR 

para os inquéritos caninos rotineiros deveria ser seriamente considerado. 
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8 CONCLUSÕES 
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 Para o método kDNA PCR-hibridização as amostras de SC, tanto para a conjuntiva 

direita quanto esquerda, apresentaram sensibilidade significativamente superiores ás 

obtidas com BP e S. 

 Para o método ITS 1 nPCR diferença estatística do SC em relação as amostras de BP e S 

foi verificada apenas para a conjuntiva direita. 

 Não há diferença na sensibilidade entre os métodos kDNA PCR-hibridização  e ITS 1 

nPCR para as amostras de SC e BP quando o volume de DNA, no segundo métodos é 10 

vezes maior que no primeiro. 

 Nestas condições o método ITS 1 nPCR apresentou sensibilidade superior ao kDNA PCR-

hibridização para as amostras de S. 

 As sensibilidades dos métodos de PCR testados podem variar de acordo com o tecido 

examinado; 

 Os estudos realizados com cães assintomáticos permitem concluir que SC é um método 

sensível e superior, em sensibilidade e praticidade, a outras amostras pouco invasivas 

testadas. 

 Os estudos realizados com os cães da Policia Militar permitem concluir que o diagnóstico 

molecular através do SC apresenta maior sensibilidade que os testes sorológicos. 

 O diagnostico molecular via SC foi capaz de identificar animais soronegativos infectados. 

 Os testes sorológicos realizados por diferentes laboratórios apresentaram baixa 

concordância entre si. 
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 Os cães vacinados contra a LVC não apresentaram reação positiva significativa nos testes 

sorológicos utilizados. 

 Os diagnósticos sorológico e molecular, realizados nos cães vacinados, identificaram uma 

proporção maior de cães infectados assintomáticos em relação aos sintomáticos. 

 A utilização do diagnostico molecular como ferramenta complementar aos testes 

sorológicos é recomendada. 

 Além de L. (L.) chagasi foram identificados cães infectados com L. (V). braziliensis nos 

grupos avaliados. 

 Com base nos resultados obtidos conclui-se que a utilização do SC para os levantamentos 

caninos massivos rotineiros deveria ser seriamente considerada. 

 Os resultados negativos obtidos no grupo de cães controle negativo demonstram a alta 

especificidade do diagnóstico molecular em discriminar animais positivos e negativos 

(REMOVER). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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