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RESUMO 

A leishmaniose visceral canina (LVC), conhecida como leishmaniose visceral 

americana (LVA) ou calazar é uma antropozoonose, causada pelo protozoário 

flagelado do gênero Leishmania, com ampla distribuição mundial. No Brasil, o 

agente responsável pela doença é a Leishmania (Leishmania) chagasi, 

transmitida pela picada da fêmea do flebotomínio da espécie Lutzomyia 

longipalpis, e o principal reservatório doméstico é o cão. É uma doença sistêmica 

grave, de curso lento e crônico, de diagnóstico complexo. Entre as estratégias 

de controle da LVC está o inquérito sorológico canino, com a eliminação dos 

cães reagentes, sendo que diferentes técnicas podem ser utilizadas para o 

diagnóstico desta enfermidade. Muitos avanços têm ocorrido nos últimos anos, 

mas a respeito dos testes disponíveis para o seu diagnóstico, nenhum apresenta 

100% de sensibilidade e especificidade. Neste contexto, o presente projeto teve 

como objetivos determinar a prevalência de anticorpos para L. chagasi, em 164 

cães capturados pelo CCZ de Bauru, SP, área epidêmica para LVC, comparar 

as técnicas de imunofluorescência indireta, ensaio imunoenzimático (ELISA) e 

aglutinação direta (DAT); determinar a carga parasitária pela técnica de PCR em 

tempo real, a partir da punção de linfonodo poplíteo e de medula óssea; e 

identificar possíveis variantes genotípicas de Leishmania. spp a partir do 

sequenciamento e genotipagem, a fim de contribuir para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral canina, a partir da análise obtida nos diferentes testes, 

bem como pela avaliação dos sintomas apresentados pelos animais. A 

sensibilidade apresentada pelas provas DAT e ELISA tendo a RIFI como padrão-

ouro foi respectivamente, de 94% e 87%, enquanto a especificidade foi de 28% 

e 93%. Do total de amostras de sangue, linfonodo e medula óssea submetidas 

a PCR gênero e espécie- específica, 20 foram positivas somente para gênero, e 

estas foram sequenciadas e caracterizadas, obtendo perfil de clivagem de 

bandas e sequencias comuns as espécies pertencentes ao complexo 

L.donovani. 
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ABSTRACT 

The canine visceral leishmaniasis (LCV), known as American visceral 

leishmaniasis (LVA) or kala-azar is a anthropozoonosis caused by the flagellate 

protozoan of the genus Leishmania, with worldwide distribution. In Brazil, the 

agent responsible for the disease is Leishmania (Leishmania) chagasi, 

transmitted by the bite of the female of the species Lutzomyia longipalpis, and 

the main reservoir is the domestic dog. It is a severe systemic disease, with 

chronic and slow course and complex diagnostic. Among the strategies for control 

of LVC are the canine serological survey, with the elimination of reagents dogs 

and different techniques can be used to diagnose this disease. Many advances 

have occurred in recent years, but about the tests available for diagnosis, none 

had 100% sensitivity and specificity. In this context, this project aimed to 

determine the prevalence of antibodies to L. chagasi in 164 dogs captured by the 

CCZ, Bauru, SP, epidemic area for LVC, to compare the techniques of indirect 

immunofluorescence, enzyme immunoassay (ELISA) and direct agglutination 

(DAT) to determine the parasite burden by PCR in real time from peripheral blood 

puncture, popliteal lymph node and bone marrow of animals serologically 

positive, and identify potential genotypic variants of Leishmania. spp. from the 

sequencing in order to contribute to the diagnosis of canine visceral 

leishmaniasis, from the analysis obtained for the different tests as well as for 

assessment of symptoms presented by the animals. The sensitivity shown by 

DAT and ELISA with IFA as the gold standard were respectively, 94% and 87%, 

while specificity was 28% and 93%. Of the total sample of blood, lymph node and 

bone marrow subjected to PCR genus and species-specific, 20 were positive only 

for gender, and these were sequenced and characterized, yielding cleavage 

bands profile and common sequences belonging to the species L.donovani 

complex. 
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1. Introdução 

A leishmaniose é uma enfermidade infecciosa zoonótica de caráter 

crônico e de distribuição mundial, causada por diferentes espécies de 

protozoários digenéticos da Ordem Kinetoplastidae, Família 

Trypanossomatidae, gênero Leishmania 1,2.3. Apresenta-se como uma das mais 

complexas doenças tropicais, de ampla diversidade clínica e epidemiológica.4 

Encontra-se entre as seis doenças endêmicas parasitárias de prioridade 

para a Organização Mundial de Saúde5, amplamente distribuída pelo mundo (21 

espécies patogênicas para o homem), ocorrendo em 98 países, com mais de 

2.000.000 de casos novos em seres humanos por ano, e mais de 350 milhôes 

de pessoas com risco de infeçcão.1 

Apresenta duas classificações epidemiológicas importantes: zoonose, 

que inclui animais hospedeiros como reservatórios no ciclo de transmissão, e 

antropozoonose, na qual o homem se apresenta como fonte de infecção para o 

mosquito vetor. 6 

Considerada anteriormente uma enfermidade comum em áreas rurais, 

sofreu ao longo dos anos, uma alteração marcante nesse perfil epidemiológico, 

com grande número de casos em grandes centros urbanos7,8, onde o cão acaba 

por exercer um papel extremamente importante na manutenção da doença9, 

sendo considerado o principal reservatório doméstico.10,11  

A ocorrência de leishmaniose em países em desenvolvimento é alta, 

sendo os aspectos sociais, econômicos e ambientais extremamente importantes 

para a sua manutenção e propagação12. Devido a isso, recomendações ligadas 

aos cuidados em áreas peridomésticas, mantendo o ambiente limpo e livre de 

matéria orgânica, tem sido muito útil na redução da incidência da doença em 

áreas de ocorrência em humanos.13 

Dentre os diferentes fenótipos associados a doença estão: leishmaniose 

visceral (LV), geralmente letal quando não tratada; leishmaniose muco-cutânea 

(LMC), caracterizada como uma doença mutiladora; leishmaniose cutânea difusa 

(LCD), doença provocada por uma resposta imune celular deficiente; e 

leishmaniose cutânea (LC), que causa o aparecimento de inúmeras ulcerações 

na pele dos pacientes. O Continente Americano é local de ocorrência de três das 



2 
 

 
 

quatro síndromes clínicas da doença, entre elas, a forma visceral, cutânea e 

muco-cutânea.14 

A leishmaniose visceral (LV) é considerada a mais severa dentre todas as 

formas clínicas da doença, conhecida também como calazar ou febre dum-dum. 

É caracterizada por febre intermitente, hepatoesplenomegalia, anemia e 

debilidade progressiva, levando frequentemente a óbito. Duas espécies do 

complexo donovani transmitem a doença para o homem: Leishmania donovani 

e Leishmania infantum (syn. L.chagasi)15,16. Alguns pesquisadores acreditam 

que a L. chagasi e a L. infantum sejam a mesma espécie 17 em função de suas 

características bioquímicas e moleculares semelhantes. Rioux et al 18 em sua 

proposta de uma nova classificação para o gênero Leishmania já haviam 

sugerido que L.chagasi passasse a ser sinonímia de L.infantum por respeito às 

regras de nomenclatura. Thomaz-Soccol19 em sua classificação geral para 

Leishmania do Novo Mundo propuseram a manutenção de sinonímia.  Assim 

como estudos recentes, que apontam ser indistinguíveis as espécies L.chagasi 

e L.infantum, reafirmando-se a manutenção da sinonímia já proposta 

anteriormente20,21.  

A doença tem distribuição geográfica mundial, com ocorrência em 47 

países, concentrando-se em seis: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Nepal e 

Sudão 22. A prevalência da LV é estimada em 400.000 a 600.000 casos novos 

por ano, com 50.000 mortes. 23. No sudoeste da Europa, no norte e leste da 

África, a LV é causada por L.infantum. Na Etiópia, Sudão, Índia e Ásia é causada 

principalmente pela L.donovani, sendo que no Sudão alguns casos também são 

relatados por L.infantum 24. Nas Américas há registro da doença e do parasito 

tanto na América do Sul como na América Central. 25,26   

Dentre os países da América Latina, o Brasil representa 90% dos casos 

reportados de leishmaniose visceral com incidência de dois casos por 100 mil 

habitantes 14, sendo considerada endêmica em 21 estados com notificações de 

3.187 casos por ano, principalmente na região Nordeste, vindo a seguir a região 

norte com a maior notificação de casos humanos em 2009, representados 

principalmente pelo estado do Tocantins, com 428 casos, e do Pará com 275 

casos e por último o Centro-Oeste do país 4. Estudos têm relatado também a 

ocorrência de casos na região Sul do país. 19,8,27       
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No estado de São Paulo, a doença canina foi identificada no município de 

Araçatuba em 1998, e desde então, já foi descrita em 100 municípios, difundindo-

se para outras regiões do estado, inclusive com casos autóctones identificados 

na região metropolitana da cidade de São Paulo a partir do ano de 2005 28. Entre 

2.500 e 5.000 casos são reportados da doença, sendo que 600 deles encontram-

se no estado de São Paulo 29. De acordo com a Secretaria do Estado, 291 

pessoas foram diagnosticadas com a doença, com 23 óbitos no ano de 2008 28, 

enquanto que do ano de 2010 a 2013, este número foi de 579, com 40 óbitos 29. 

Apresenta como hospedeiros vertebrados os cães e o homem e, como 

hospedeiro invertebrado insetos pertencente ao gênero Lutzomyia nas Américas 

e Phebotomus no Velho Mundo. Nos hospedeiros vertebrados parasitam as 

células do sistema fagocitário mononuclear de órgãos profundos e, sendo que o 

cão desempenha papel fundamental na epidemiologia, principalmente devido á 

riqueza do formas amastigotas na pele30. O cão doméstico (Canis familiares) é 

o principal reservatório da Leishmania infantum (syn. L. chagasi) no meio urbano 
31, cujas enzootias costumam preceder a ocorrência em humanos, sendo um 

importante parâmetro na estimativa de casos humanos.  

Discute-se também o papel do gato na manutenção da infecção, visto que 

Silva et al. 32 registraram o primeiro caso de leishmaniose visceral em um gato 

em Belo Horizonte detectado pela reação em cadeia pela polimerase (PCR) e 

xenodiagnóstico. Outros dois estudos de vigilância conduzidos em áreas 

endêmicas no Sudeste do Brasil mostraram resultados expressivos, sendo 6/200 

(6,5%) e 8/200 (4%) gatos positivos para leishmaniose 33,34 e Vides et al.35 ao 

realizarem estudo em 55 gatos do município de Araçatuba encontraram 27 

animais (49%) positivos para leishmaniose visceral.  

Já no ambiente silvestre as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) 

e os marsupiais (Didelphis marsupialis) representam as principais fontes de 

infecção para o vetor. 36 

As alterações clínicas mais frequentemente observadas em cães são a 

linfadenopatia, alterações dermatológicas, hepato e esplenomegalia, emaciação 

e onicogrifose, sendo constatados quadros de artrite, alterações neurológicas e 

respiratórias 10. Em estudo realizado por Troncarelli et al. 37   em 100 amostras 

de cães positivos para LVC, no município de Bauru-SP, os sinais relacionados a 

emaciação (60%), esplenomegalia (57%) e alopecia (51%) obtiveram mais 
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destaque, enquanto Moreira et al. 38 e Feitosa et al. 39 observaram maior 

prevalência de linfadenomegalia ao estudarem cães naturalmente infectados da 

região de Araçatuba-SP. 

O período de incubação é bastante variável tanto para seres humanos 

como para cães. Em humanos varia de 10 dias a 24 meses, em média de dois a 

quatro meses. No cão varia de três a sete meses, sendo que, em alguns casos 

a doença pode ocorrer anos após a infecção. 28  

No Brasil, a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) foi originalmente 

considerada uma endemia das áreas rurais, porém desde 1980 a doença teve 

um avanço gradual para os grandes centros 40. A urbanização da LVC foi 

resultado de: destruição das florestas em larga escala com posterior adaptação 

do flebotomínio a nichos nos centros urbanos 41   e a intensa migração das áreas 

rurais para grandes centros ocorrida entre 1960 e 1970, que levou a agregação 

de cães da área rural no ciclo de transmissão no meio urbano 42. O Centro de 

Controle de Doenças do estado de São Paulo indica que cerca de 1.227 animais 

foram infectados por Leishmania chagasi de 2006 a 2010. 43   

Bauru é considerada uma região endêmica para LVC, e se destaca pelo 

número alto de casos, tanto em cães, como em humanos. No ano de 2007, um 

total de 4325 cães foram eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses, 

sendo que destes, 78,77% possuíam sorologia positiva. De janeiro a março do 

ano de 2008, 84,76% cães eutanasiados possuíam sorologia positiva 28. O que 

se nota é que apesar dos altos índices da enfermidade, a região ainda apresenta 

uma lacuna em estudos sobre a prevalência de LVC37, convergindo para a 

necessidade de mais pesquisas que possam elucidar pontos importantes sobre 

sua epidemiologia e transmissão. 

O diagnóstico clínico é difícil e inconclusivo, tendo em vista a presença de 

sinais comuns a outras enfermidades, além do fato de uma grande porcentagem 

de animais serem assintomáticos ou oligoassintomáticos 44 destacando-se ainda 

que estes cães mesmo assintomáticos são fontes de infecção para os 

flebotomíneos e, consequentemente, têm papel ativo na transmissão da doença 
36 .Em torno de 60% a 80% de cães vivendo em áreas consideradas endêmicas 

podem ter contato com o parasito e não desenvolver sinais clínicos da doença, 

ficando inaparentes por longos períodos 45.  
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Estudos dos fatores de risco para a LVC no Brasil, até o momento, não 

evidenciaram predisposição sexual, racial ou etária relacionada com a 

infecção.46 

Métodos laboratoriais confiáveis se tornaram extremamente importantes 

para acurácia do diagnóstico 47 e para o processo de eliminação de reservatórios 

infectados 48.  As técnicas empregadas para este fim devem ser providas de 

certas propriedades, como: capacidade de detecção da infecção em sua fase 

inicial, resultados precisos, fácil execução, baixo custo e repetibilidade. A escolha 

do teste deve ser feita após cuidadosa avaliação, levando em consideração 

variáveis como características epidemiológicas da doença, dados de prevalência 

e incidência, hospedeiros envolvidos, modo de transmissão e período de 

incubação.49 

Entretanto, o desempenho insatisfatório dos métodos de diagnóstico para 

LVC, tem subestimado o número de cães infectados, dificultando assim o 

controle da doença. Atualmente, apesar da grande variedade de métodos, ainda 

não está disponível um antígeno altamente específico e que seja empregado 

com método fácil de execução 48. Por essa razão, o diagnóstico correto da LVC 

ainda é um desafio 50, e a confiabilidade será proporcionada pela combinação 

de técnicas. 49 

Atualmente, realizam-se testes parasitológicos, testes sorológicos e 

moleculares, que apresentam pontos positivos e negativos intrínsecos a cada 

técnica.  

No Brasil, a eliminação de cães infectados é recomendado pelo Ministério 

da Saúde como medida de controle da LV, devido a isso um diagnóstico de baixo 

custo e alta confiabilidade se mostra necessário. Com o intuito de se evitar a 

utilização de métodos invasivos e levando em consideração que a resposta 

humoral na LVC se apresenta de maneira intensa, com altos níveis de 

imunoglobulinas, focou-se então no diagnóstico a partir de métodos sorológicos. 
51 

Dentre estes métodos, destaca-se a Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI), empregada desde a década de 1960. É um método que utiliza o 

parasita íntegro com antígeno52, e foi preconizado pelo Ministério da Saúde para 

a confirmação da infecção. 53  
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Este método apresenta limitações, sua aplicação requer alto nível de 

habilidade e experiência, utilização de aparelhagem específica e de alto custo 

para leitura, no caso o microscópio de imunofluorescência. Além disso, as 

diluições seriadas tornam o teste laborioso e inviável para uma triagem com 

grande número de amostras54. Destacando também, a possibilidade de 

ocorrência de reações cruzadas com outros tripanossomatídeos 55 a 

soronegatividade de cães positivos e a inconclusão da doença ativa a partir de 

um resultado positivo 36. Entretanto, era considerado o teste de eleição para 

inquéritos epidemiológicos por fornecer diagnóstico rápido, e por apresentar 

sensibilidade de 72-100% e especificidade de 100% 56. No Brasil, títulos iguais 

ou superiores a 1:40 obtidos na RIFI são considerados positivos. 5 

A hemaglutinação ou teste de aglutinação direta (DAT), desenvolvido na 

década de 1980 por Tomizawa 57, permite a detecção de imunoglobulinas contra 

uma variedade de parasitos, dentre eles do gênero Leishmania.   Inicialmente, 

foi desenvolvido para o diagnóstico humano, mas tem sido muito usado 

atualmente na LVC 49. É um teste simples, de alta sensibilidade, especificidade, 

de fácil manuseio e que não requer equipamentos especializados 58. Suas 

limitações são notadas pelo longo tempo de incubação (18 h), a incapacidade de 

distinção entre infecções e dificuldades na padronização e controle de qualidade 

do antígeno. Muitos pesquisadores obtêm elevadas sensibilidades ao usar esta 

técnica, de 91 a 100%, porém os valores de especificidade são frequentemente 

baixos, de 58% até 72%. 59  

O teste de ELISA também muito utilizado na rotina laboratorial e a campo, 

foi desenvolvido por Engvall & Perlmann 60 e consiste na reação entre o soro do 

animal e os antígenos solúveis e purificados de Leishmania, obtidos a partir de 

cultura in vitro. Os anticorpos específicos das amostras se fixam aos antígenos 

e em seguida é adicionado uma anti-imunoglubina de cão marcada com a 

enzima peroxidase, que se liga aos anticorpos presentes.61  

Pode ser realizado com diferentes antígenos, desde antígenos brutos, 

sintéticos ou recombinantes 41 que fornecem resultados diferentes quanto à 

especificidade e sensibilidade 62. Pode ser aplicado para grande número de 

amostras em curto espaço de tempo, por isso muitos esforços foram e estão 

sendo concentrados para melhoria dos antígenos utilizados neste teste. 48   
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Vários antígenos recombinantes de Leishmania tem sido testados como 

forma de melhorar o diagnóstico da LVC, como p. ex., a proteína recombinante 

K39, que tem sido estudada amplamente sob a forma recombinante (rK39). Os 

antígenos recombinantes, de uma maneira geral, aumentam a especificidade 

dos testes quando comparado aos antígenos brutos 41. Entretanto, o 

desempenho do teste no diagnóstico da LVC não está relacionado somente com 

o tipo de antígeno utilizado, mas também com o estado clinico apresentado pelo 

animal testado. 63  

O único kit ELISA comercializado, ELISA/S7®, tem como base um 

peptídeo recombinante, produzido por engenharia genética, que permite 

segundo o fabricante, a detecção de anticorpos na fase mais precoce da 

infecção. 

Trata-se de um ensaio relativamente simples e rápido, considerado uma 

alternativa para a RIFI. É reconhecido pelo MAPA como tendo elevadas 

especificidade e sensibilidade, o emprego do antígeno no kit confere 

aproximadamente 95% de especificidade e sensibilidade ao teste. Devido a isso, 

tem sido extensamente adotado para o sorodiagnóstico do calazar canino no 

Brasil 64. Assim como o ELISA rK39, o teste possui grande potencial para ser 

usado a campo, por ser facilmente aplicável e interpretado visualmente; todos 

os passos serem conduzidos em temperatura ambiente e apresentar reagentes 

estáveis por um longo período de tempo.  

Apesar da grande variedade de métodos diagnósticos disponíveis no 

Brasil, os testes sorológicos RIFI e ELISA (disponíveis na forma de kits 

produzidos pelo Instituto de Tecnologia e Imunobiológicos Bio-Manguinhos) 

eram recomendados e distribuídos pelo Ministério da Saúde (MS) para avaliar a 

soroprevalência em inquéritos caninos.  

O ELISA era recomendado para a triagem dos cães e a RIFI para teste 

confirmatório dos cães reagentes no teste de ELISA 5. Aguiar et al.65 

descreveram que o uso dos dois métodos é interessante, pelo fato do ELISA 

permitir simultaneamente a análise de um grande número de animais de modo 

rápido e a RIFI poder ser usada para confirmar a especificidade das amostras 

positivas, o que é essencial para o diagnóstico da leishmaniose.  

Entretanto, no ano de 2011, por meio de nota técnica conjunta 01/2011, o 

MS substituiu o protocolo de diagnóstico para a LVC existente, utilizando o DPP 
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(teste rápido) para a triagem e o ELISA como teste confirmatório. O teste 

sorológico Dual Path Plataform (DPP®R) é um teste rápido qualitativo, 

imunocromatogográfico com antígenos recombinantes. É recomendado pelo 

Ministério da Saúde como rotina para todos os Centros de Controle de Zoonoses 

a nível nacional 66. O teste DPP® utiliza a proteína recombinante K39 (rK39) 

como antígeno, uma sequência de 39 aminoácidos clonada da região quinase 

específica de L. chagasi que tem sido amplamente avaliada no diagnóstico da 

LV canina. É caracterizado por ser rápido, e de fácil manipulação, pois não 

precisa de pessoa especializada para a sua execução. Os graus de sensibilidade 

e especificidade de testes imunocromatográficos mostram sensibilidade que 

variam de 89-98% e especificidade que variam de 97-100% 67. 

O diagnóstico parasitológico é realizado a partir da observação direta de 

formas amastigotas do parasito em esfregaços de órgãos linfóides (linfonodos 

ou medula óssea), biopsias de baço e fígado ou de escarificações de pele 68.  

Alguns desses procedimentos, embora ofereçam a vantagem da simplicidade, 

são métodos invasivos, gerando riscos para o animal e dificuldades de execução 

em programas de saúde pública, em que um grande número de animais deve 

ser avaliado em curto espaço de tempo. Pode-se considerar que a detecção do 

parasito constitui o padrão ouro no diagnóstico da LVC 49, por apresentar 

especificidade que chega a 100%, apesar da sensibilidade ser variável, uma vez 

que a distribuição tecidual não é homogênea 44.  

O tipo de material biológico coletado, o tempo de leitura da lâmina, e o 

grau de parasitemia também são fatores importantes para a sensibilidade do 

teste, que fica em torno de 80% para cães sintomáticos e inferiores para cães 

assintomáticos. 5,69  

Os aspirados de medula e linfonodos são os mais usados pelos médicos 

veterinários para diagnosticar a doença, porém estes métodos podem gerar 

resultados falso-negativos devido ao baixo grau de parasitos presentes nas 

amostras 51. A sensibilidade pode ser de 50 a 83% em amostras de medula 

óssea, entre 30 a 85% em amostras de linfonodo e entre 71 a 91% quando 

ambos os tecidos estão combinados . Quando utilizados aspirados do baço, fica 

em torno de 98%, entretanto, o risco de coleta é muito maior, inviabilizando sua 

utilização. 70  
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Na presença de parasitismo intenso, a prova parasitológica oferece um 

diagnóstico rápido e seguro; contudo, em muitos casos, especialmente em 

animais assintomáticos, nos quais apenas poucas formas amastigotas estão 

presentes nos tecidos, o diagnóstico torna-se difícil e duvidoso.  A utilização de 

técnicas mais sensíveis para a detecção de parasitos, tais como a 

imunofluorescência direta (RIFD) e a imunoistoquímica, pode ser uma maneira 

de solucionar esse problema 70 . 

Outros métodos parasitológicos consistem na cultura in vitro de 

fragmentos de tecidos ou aspirados e também na inoculação em animais de 

laboratório (hamsters). A cultura de parasitos pode apresentar sensibilidade de 

77%, e por serem necessários meses para se verificar a positividade da amostra, 

são testes que normalmente não são empregados na rotina 50. Variantes do 

método parasitológico são a imunoistoquímica e os métodos moleculares. 48 

Diante das limitações dos métodos sorológicos e parasitológicos 

apresentadas, as técnicas moleculares adquirem destaque no cenário atual. É 

realizada pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), com amplificação e 

identificação seletiva da seqüência de DNA de interesse, constituindo assim uma 

nova perspectiva para o diagnóstico da LV 71.  

A detecção do DNA do parasito é possível em uma variedade de tecidos, 

incluindo medula óssea, biópsias cutâneas, aspirados de linfonodos, sangue, 

urina, soro, cortes histológicos de tecidos parafinados e também no vetor. 72 

Vários pesquisadores têm enfatizado a utilidade da PCR, devido à alta 

sensibilidade e especificidade, em torno de 100% 73, além da possibilidade de 

identificar e determinar de forma rápida a carga parasitária presente pela PCR 

em tempo real (qPCR), aspecto de suma importância quando se pretende 

estudar a imunopatologia e comparar testes sorológicos em um mesmo animal74, 

além de servir como uma ferramenta muito útil tanto para epidemiologistas 

quanto para os clínicos. 75 

O diagnóstico da LV utilizando a PCR convencional tem avançado nos 

últimos anos por características importantes como: o aumento da sensibilidade 

do teste com a otimização de protocolos que permitem a detecção do parasita 

mesmo antes do aparecimento de qualquer sintoma clínico; utilização da PCR 

para monitorar a carga parasitária e a tipificação da espécie envolvida.16 



10 
 

 
 

Os métodos moleculares tem contribuído enormemente também para o 

desenvolvimento epidemiológico, a partir da diferenciação das espécies, método 

previamente só possível pela análise bioquímica (perfil isoenzimático) 76. Essa 

habilidade em se distinguir as espécies de Leishmania é crucial para o correto 

diagnóstico e prognóstico da doença. 77  

Dentre as várias abordagens moleculares utilizadas na caracterização de 

variantes genéticas em espécies do gênero Leishmania, pode ser citado o 

sequenciamento do DNA a partir do término do crescimento da cadeia, 

desenvolvido por Sanger e colaboradores na década de 70. Além do 

polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) 78; análise por polimorfismo 

de tamanho de fragmentos de restrição RFLP de regiões ITS de DNA ribossomal 

e de DNA do cinetoplasto 79; análise de regiões amplificadas de seqüência 

confirmada 80; análise por hibridização de sondas de DNA (Southern blotting) 81, 

e análise de regiões de DNA com marcadores microssatélites. 82,83,84,85  

 A ITS1-RFLP (espaço de transcrição interna) é a técnica mais utilizada 

para a detecção e identificação de espécies de Leishmania no Novo Mundo. Em 

protocolo descrito por Schonian e colaboradores 86, mostrou-se possível o 

diagnóstico diferencial da maioria das espécies de Leishmania de importância 

médica pela digestão com a enzima de restrição HaeIII do fragmento amplificado 

pela PCR. Apesar de representantes do complexo L. donovani (L.donovani e 

L.infantum) ou do complexo L.braziliensis (L.braziliensis, L.guyanensis, 

L.panamensis, L.peruviane) apresentarem quase o mesmo padrão entre si, o 

sequenciamento dos produtos de 350 bp da PCR ITS1 pode elucidar a espécie 

final envolvida. 86 

 Devido ao padrão epidemiológico diversificado, nota-se uma grande 

dificuldade no controle desta enfermidade, sendo necessária a adoção de várias 

medidas entre as quais podem ser citadas a redução de vetores, eliminação de 

reservatórios, proteção pessoal e ações de vigilância, devendo-se considerar 

ainda a dificuldade na obtenção de diagnóstico rápido e seguro 87. Neste 

contexto é importante a associação de técnicas diagnósticas, nas condições a 

campo para que o diagnóstico seja o mais preciso possível. 88 

Considerando-se, portanto, o impacto negativo da leishmaniose visceral 

canina para a saúde pública, a importância do seu diagnóstico, e a correlação 

de provas utilizadas para este fim, incluindo-se a carga parasitária, o 
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sequenciamento e caracterização do agente, o presente estudo pretendeu obter 

melhor entendimento da epidemiologia da doença, melhorar a sensibilidade 

diagnóstica assegurando-se a decisão correta quanto ao destino final de cães 

encaminhados para exame,  sequenciar e caracterizar os amplicons, 

contribuindo para o controle da LVC em áreas endêmicas. 
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2.Justificativa 
 

 Contribuir para a escolha e utilização de testes diagnósticos precisos, de 

fácil e rápida execução, e de baixo custo, que possam ser utilizados na rotina 

diagnóstica da LVC, um problema crescente em todo país e relevante em saúde 

pública. A associação da resposta imune humoral com a carga parasitária 

permitirá compreender melhor os aspectos de imunopatologia desta 

enfermidade, assegurando ainda a indicação de testes diagnósticos com melhor 

sensibilidade. Além disso, o sequenciamento e identificação de isolados de 

Leishmania permitirão identificar possíveis variantes genotípicas de Leishmania 

spp. presentes em área endêmica do Estado do São Paulo. 
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3.Objetivo Geral 

Determinar a prevalência de cães positivos para leishmaniose visceral 

canina (LVC) no Município de Bauru, pela utilização de três métodos sorológicos; 

associar a PCR convencional espécie-especifica á carga parasitária obtida pela 

qPCR, e determinar os perfis genotípicos dos prováveis isolados de Leishmania 

spp. 

 
3.1 Objetivos Específicos 

 Comparar as provas sorológicas de RIFI e ELISA-antígeno recombinante 

e DAT; 

 Realizar PCR convencional gênero e espécie-específica (Leishmania 

chagasi) das amostras de sangue, punção de linfonodo e medula óssea; 

 Determinar a carga parasitária de amostras de sangue, punção de 

linfonodos e de medula óssea positivas para Leishmania chagasi, pela da 

técnica de Real-time PCR. 

 Sequenciar as amostras positivas para Leishmania spp. na PCR 

convencional e caracterizar os agentes isolados analisando-se a 

homologia com sequências disponíveis em bancos de dados do 

GenBanK. 

 Caracterizar pela RFLP as amostras de Leishmania spp. 
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4.Materiais e Métodos 
4.1 Área de Estudo  

A cidade de Bauru se localiza na região centro-oeste do estado de São Paulo, 

possui uma área total de 702 Km2, com 120 km 2 de perímetro urbano (17% da 

área total) (Figura 1). As coordenadas geográficas do município são: latitude 22° 

18' 55'' e longitude 49° 3' 41'' Oeste. Possui vegetação natural conservada que 

consiste de Cerrado e Mata Atlântica, totalizando 3771 hectares. Os índices 

pluviométricos variam de 33 a 286 mm por ano, a temperatura média anual é de 

22,6 °C. 89     

 

 

 

 

 

Figura 1. Mapa do município de Bauru 

4.2 Animais  
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 Utilizou-se o programa Epi Info 90 para se determinar o cálculo do número 

de amostras (n). Considerando-se uma população humana de 344.039 

habitantes no município de Bauru, SP, segundo o último censo 91, e uma 

proporção da população humana em relação a canina de 5:1, estimou-se a 

população canina de 61.593 animais no município de Bauru, SP, e utilizando 

como referência uma prevalência esperada de LVC (diagnóstico clínico e 

laboratorial) de 70,1% 92, nível de significância (α) de 5%, nível de confiança de 

95% e margem de erro de 5%, obteve-se um n de 164 animais. 

 Os cães estudados foram capturados pelo Centro de Controle de 

Zoonoses de Bauru, SP, sem predileção por sexo, raça ou idade. Amostras de 

sangue foram coletadas previamente a eutanásia dos mesmos, bem como 

punção de linfonodo poplíteo e de medula óssea. Todas as provas diagnósticas 

foram realizadas nos laboratórios do Núcleo de Pesquisas em Zoonoses, 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu, 

SP.  

O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Experimentação 

Animal – CEUA, da FMVZ, UNESP, protocolo n˚260/2011- CEUA. 

 

4.3 Obtenção das amostras 

  As amostras de sangue total foram obtidas por venopunção jugular ou 

cefálica, utilizando-se seringas e agulhas (ou scalpes) descartáveis, para coleta 

de 5 a 10 ml de sangue em tubo de vidro sem EDTA e com EDTA.  

 No caso das amostras de sangue utilizadas para a obtenção do soro, foi 

realizada a centrifugação a 1600 x g por 10 minutos, com posterior 

acondicionamento em microtubos plásticos devidamente identificados com o 

número de protocolo e data da coleta, e armazenamento a –20oC para a 

realização das provas sorológicas DAT, RIFI e ELISA.  

 Do material obtido do sangue coletado com EDTA, da punção aspirativa 

da medula óssea (na crista ilíaca ou na ponta do esterno, em seringa de 10 ml, 

com anticoagulante EDTA), e do linfonodo poplíteo (movimentos de leque e 

homogeinizados em solução salina tamponada de fosfatos (SST), 0,01M, pH 7,2 

estéril), foram realizadas a extração do DNA, PCR convencional e em tempo real 

(qPCR), e caracterização e sequenciamento do agente. 
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4.4 Procedimentos laboratoriais 

Para a pesquisa de anticorpos para Leishmania pelos métodos de 

Imunofluorescência indireta (RIFI), Imunoensaio Enzimático (ELISA) e 

Aglutinação Direta (DAT) utilizou-se o soro dos animais obtidos a partir das 

amostras de sangue sem EDTA.  

Com o material obtido da punção de linfonodo e aspirado de medula óssea 

realizou-se a PCR convencional e qPCR com posterior sequenciamento e 

caracterização das amostras positivas. 

 

4.4.1 Provas sorológicas 

4.4.1.1 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI-IgG) 
 A pesquisa de anticorpos para Leishmania chagasi foi realizada pela 

Reação de Imunofluorescência Indireta 93, sendo utilizadas as diluições 1:40, 

1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. As amostras foram diluídas em microplaca, 

pipetando-se 190 µL de Solução Salina Tamponada (SST) e 10 µL de soro a ser 

testado no primeiro orifício (diluição 1:20). A seguir distribui-se 100 µL de SST 

nas cinco cavidades, pipetando-se 100 µL da primeira diluição para a seguinte, 

após homogeneização, procedendo-se assim até a quinta cavidade, 

desprezando-se os 100 µL desta última diluição. Tal procedimento foi repetido 

com amostra do soro positivo (controle positivo) e outro negativo (controle 

negativo). Seguindo-se o protocolo, indicando a posição de cada soro em teste, 

incluindo-se os controles positivos e negativos, na lâmina fixada com o antígeno, 

foi distribuído 10 µL de cada diluição do soro nos orifícios. 

 A seguir as lâminas foram incubadas a 37° C, em câmara úmida por 30 

minutos, e lavadas com SST por 10 minutos em coplin, procedendo-se duas 

lavagens após secagem em estufa 37°C.  

O conjugado específico foi diluído segundo o seu título previamente 

estabelecido, em solução de azul de Evans, diluída em SST na proporção de 1:5, 

distribuindo 10 µL do conjugado para cada diluição nas lâminas, incubando-se 

por 30 minutos, a 37° C em câmara úmida. Após a realização de duas lavagens 

com SST pH 7,2, e secagem em estufa, as lâminas foram montadas com 
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glicerina tamponada pH 8,5 e lamínula 24 mm X 60 mm, examinando-se em 

microscópio de Imunofluorescência (aumento de 40 X).  

Após a leitura dos controles, foi considerado como título final a maior 

diluição do soro com fluorescência completa na borda de pelo menos 50 % das 

promastigotas, sendo o ponto de corte de positividade (diluições iguais ou 

superiores a 1:40), equivalente ao título de 40 UI. 

 O antígeno para a sensibilização das lâminas foi produzido com 

promastigotas de L. major mantidas em tubos rosqueados contendo 9 ml de meio 

LIT e 5 ml de meio NNN no Núcleo de Pesquisa em Zoonoses. As lâminas foram 

sensibilizadas com a suspensão de promastigotas e mantidas em laminário à -

20ºC, até o momento do uso.  

 

4.4.1.2 Imunoensaio enzimático com antígeno recombinante S7 (ELISA-S7)  
As amostras de soro foram armazenadas a -20ºC, e no momento da 

análise submetidas ao teste sorológico, utilizando os “kits” para diagnóstico de 

leishmaniose canina do laboratório Biogene (ELISA/S7®, Biogene Indústria e 

Comércio Ltda).  

O Imunoensaio enzimático baseia-se no reconhecimento de anticorpos 

específicos por antígenos solúveis fixados em um suporte plástico, sendo 

revelado por meio de uma proteína conjugada a uma enzima (peroxidase) 

permitindo a visualização da reação. O kit é composto de uma placa de ELISA e 

de todos os reagentes necessários à realização de 96 reações, sendo utilizada 

para a leitura das placas, a leitora por espectrofotômetro com filtro de 450nm, da 

marca MULTISKAN EX. 

Foram consideradas positivas as amostras de soros que tiveram as 

densidades ópticas acima do ponto de corte. Segundo validação do Laboratório 

Biogene, é indicado que a DO do controle reagente se apresente sempre 

superior a 0,300 e os valores dos controles não reagentes sempre abaixo de 

0,100. O cálculo do ponto da análise foi feito a partir da média das DO dos soros 

não reagentes, somado ao fator R=0,142, determinando assim a amplitude da 

zona cinza (faixa de indeterminados) e subtraído do ponto de corte 0,03. 

Em casos de animais na faixa cinza, o fabricante do Kit do ELISA S7 indica 

a coleta de nova amostra após 30 dias à primeira, a fim de confirmar o resultado.  

 



21 
 

 
   

4.4.1.3 Teste de Aglutinação Direta (DAT) 

O teste de aglutinação direta (DAT) foi realizado conforme descrito por 

Garcez et al. 94, com algumas modificações. Formas promastigotas de L. (L.) 

major foram cultivadas em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino 

até atingir a fase estacionária de crescimento. Os parasitos foram lavados cinco 

vezes com solução de Locke. O sedimento foi suspenso a 1/20 em solução de 

Locke contendo 0,4% de tripsina e incubado durante 45 minutos, a 37oC. Os 

parasitos foram novamente lavados e ressuspendidos para a concentração de 

2x108 promastigotas/ml. Adicionou-se igual volume de formaldeído 2% em 

solução de Locke e a suspensão foi mantida a 4oC overnight. Os parasitos foram 

lavados três vezes com solução fisiológica e ressuspendidos em solução 

fisiológica contendo 0,02% do corante Comassie Brilliant Blue, de modo a conter 

1x108 promastigotas/ml, mantendo-se sob agitação moderada durante 90 

minutos. A seguir foi centrifugado a 3200g/4˚/10min e novamente lavado três 

vezes com solução fisiológica. A concentração foi ajustada finalmente para 1x108 

promastigotas/ml em solução fisiológica contendo 1% de formaldeído, e a seguir 

filtrada em nylon. A suspensão final foi estocada a 4oC em frasco âmbar até 

utilização como antígeno.  

Os soros foram inicialmente diluídos a partir de 1/20 em solução diluente 

em microplacas com poços em V, e incubadas por uma hora à temperatura 

ambiente. A seguir foi adicionado igual volume da suspensão de antígeno, 

mantendo-se à temperatura ambiente, overnight. Como controle sabidamente 

utilizou-se solução diluente e também amostras de soros controles sabidamente 

positivos e negativos.  

O valor de corte para positividade (títulos significativos) foi o mesmo 

utilizado na RIFI. 

 

4.4.2 Provas moleculares 

 

4.4.2.1 Extração de DNA 

A extração e purificação de DNA foram realizadas a partir dos materiais 

oriundos da coleta de sangue, das punções de linfonodos e de medula óssea, 

utilizando-se kit de extração Ilustra blood genomic Prep. Mini spin kit (GE 
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Healthcare Life Sciences do Brasil Ltda.®), conforme instrução do fabricante. 

Sendo realizada para todos os animais independente do resultado sorológico. 

 

4.4.2.2 PCR para Leishmania spp. ITS1-DNA (gênero-específico) 
 O protocolo utilizado para a amplificação da região ITS1 do DNA ribossomal 

se baseou na análise dos genes codificadores da ssU rRNA e 5.8S rRNA (Figura 

2), pelos primers: LITSR (sense) e L5.8S (antisense) segundo protocolo de El 

Tai et al 95. 

 Toda reação da PCR foi otimizada a partir da utilização da temperatura de 

anelamento, das concentrações dos primers, dos DNTP’s, dos íons Mg, da Taq 

Polimerase e da quantidade correta e adequada de ciclos.  

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Esquema representativo do espaço de transcrição interno (ITS) da 

região ribossomal utilizando os primers específicos para Leishmania. Fonte: El 

Tai et al 95. 

As condições de amplificação em termociclador (Thermocylcer EP 

Gradient) foram: a desnaturação inicial de 95ºC por 2 minutos, seguido de 34 

ciclos a 95ºC durante 20 segundos, 53ºC durante 30 segundos e 72ºC durante 

60 segundos e uma extensão final de 72ºC durante 6 minutos. 

 As informações a respeito dos primers e das condições de ciclagem podem 

ser observadas no quadro 1. 
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Quadro 1. Sequência, número de pares de base do produto e condições de 

ciclagem no protocolo ITS1-PCR. Fonte: Schonian et al.86  

 

 

  

 As amostras com resultado negativo, foram submetidas a nested-PCR, 

seguindo protocolo de Schonian et al 86. Utilizou-se 2 microlitros do produto da 

ITS1-PCR, sob a mesma combinação de primers e condições da PCR da 

primeira amplificação, a fim de aumentar a sensibilidade da prova.  

 A identificação dos produtos amplificados tanto na PCR, quanto na 

nested-PCR, foi realizada em eletroforese em gel de agarose 1,5%. Para isso, 

alíquotas de 10 μL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 2 μL 

de solução de azul de bromofenol, submetida à eletroforese horizontal em gel de 

agarose 1,5% em tampão Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X, contendo 0,1mg/mL de 

brometo de etídio. 

 

4.4.2.3 PCR para Leishmania chagasi (espécie-específico)  

 Em sequência as amostras foram submetidas a PCR convencional 

espécie-específica. Foram utilizados os oligonucleotídeos: LC14 250-273 (5’ 
CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG3’) e LC15 416-439 (5’ 
TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA3’, desenhados a partir de estudos 

realizados no Laboratório de Biologia Molecular –Departamento de Higiene 

Veterinária e Saúde Pública-UNESP-Botucatu.  
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 Para o desenho dos oligonucleotídeos iniciadores foram usados os 

programas Primer3 e PrimerBLAST, direcionados para o gene “Leishmania 

chagasi kinetoplast minicircle DNA”, AF169138.1 [GenBank].  

 As condições de amplificação em termociclador (Thermocylcer EP Gradient) 

foram: a desnaturação inicial de 94ºC por 4 minutos, seguido de 40 ciclos a 94ºC 

durante 30 segundos, 59ºC durante 30 segundos e 72ºC durante 30 segundos e 

uma extensão final de 70ºC durante 10 minutos. 

 

 4.4.2.4 Real-time PCR: determinação de carga parasitária 
 

 As amostras de sangue, aspirado de linfonodos e medula óssea 

positivas na PCR convencional foram submetidas à qPCR. Para a determinação 

da carga parasitária foi utilizado o sistema SYBR®Green, por meio do 

equipamento StepOne™ Plus Real Time PCR System (Life Technologies). Para 

a realização da curva-padrão foram utilizadas amostras de DNA de cepa 

Leishmania chagasi IOC 2906 (nas concentrações decrescentes de 106, 105 104 

103 102 101 100 parasitas/ml. Foram utilizados os primers Lc14 e Lc15 para L. 

chagasi.  

Para cada amostra de DNA, foi utilizado 12,5 µL de Power SYBR® Green 

PCR master Mix (Life Technologies), 5 µM de cada primer, 8,5 µL de água 

ultrapura e 2 µL de amostra totalizando um volume final de 25 µL. As seguintes 

condições foram utilizadas: 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C 

por 15 s, 60°C por 1 minuto e uma etapa para a curva de dissociação de 95°C 

por 15s, 60°C por 1 minuto e 95ºC por 15s.  

O sinal de fluorescência foi adquirido nos passos de extensão do ciclo de 

amplificação. Todas as amostras foram processadas em triplicata. A quantidade 

de DNA presente nas amostras foi expressa em relação à curva-padrão que foi 

adicionada em cada ensaio. Os resultados foram visualizados e analisados no 

programa StepOne™ Software v2.0. 

 

4.4.2.5 Sequenciamento 
 
 Os amplicons foram purificados empregando-se o Montage® PCR 

Centrifugal Filter Devices, P36461 (Millipore, EUA) e a seguir quantificados por 

eletroforese em gel de agarose. O sequenciamento foi realizado para confirmar 
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a identidade dos amplicons na reação de PCR com sequências de Leishmania 

spp. depositadas na base de dados do GenBank.  

As reações de sequenciamento foram feitas em sequenciador automático 

Applied Biosystems 3100 (Applied Biosystems) empregando-se o ABI BigDye kit 

e GE DYEnamic ET terminator kit (GE Healthcare) e analisadas pelo software 

Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12. As seqüências sense 

e antisense obtidas foram alinhadas e visualizadas em software BioEdit 

Sequence Alignement Editor 7.0.9.0, na forma de eletroferograma, submetidas 

ao BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), comparadas com as 

seqüências depositadas nos bancos de dados. Para a correlação das 

sequencias de interesse entre si, foi utilizado o programa Multiple Sequence 

Alignent by Clustalw para a confecção de dendograma. 

Todo o processo do sequenciamento foi realizado no Instituto de 

Biociências, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Campus de Botucatu. 

 
4.4.2.6 ITS1-RFLP 

Análise pela RFLP de amplificado ITS1-DNA 

Os produtos positivos na ITS1-PCR e negativos para Leishmania chagasi 

foram submetidos a digestão pela enzima de restrição HaeIII, segundo protocolo 

descrito previamente por Schonian et al 86. Os fragmentos foram separados em 

gel de agarose 2%, em torno de uma a duas horas, de maneira a obter os 

diferentes padrões de bandas para cada espécie, podendo assim caracterizar 

aquelas presentes no município de Bauru. 

 

4.5. Análise dos resultados 

Análise estatística 

Todos os dados foram tabulados em planilha Excel. A relação entre os 

testes com variáveis dicotômicas (positivo, negativo) foram analisados pela força 

de sua concordância pelo teste de kappa (), assim como determinado o desvio 

padrão e o intervalo de confiança 95%. A correlação entre os títulos de 

anticorpos na RIFI e DAT foi analisada pelo coeficiente de correlação de 

Spearman (rs). As correlações entre os títulos de anticorpos na RIFI e a carga 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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parasitária determinada pela qPCR em cada amostra estudada foram analisadas 

pelo coeficiente de correlação linear de Pearson (r). Estatísticas associadas à 

performance dos resultados obtidos pelo ELISA (desconsiderando-se a zona 

cinza e DAT foram calculadas tendo a RIFI como padrão-ouro, utilizando-se a 

planilha descrita por Mackinnon 96.Todas as análises foram realizadas utilizando-

se os programas Epi Info 3.5.1 e BioEstat 5.0. 97 

 

 

  



      
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 
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5. RESULTADOS 

5.1 RIFI, DAT e ELISA 
Das 164 amostras analisadas, 112 (68,29%) foram positivas á RIFI e 143 

(87,2%) á DAT. Em ambas as provas utilizou-se como ponto de corte o título 

40UI. As amostras positivas na DAT, com títulos de 640, foram testadas para 

diluições superiores, sendo 20480 a maior realizada (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Prova de aglutinação direta (DAT). Fileira1, representada pelo 

antígeno puro, fileiras 2 e 3 pelos controles positivos, fileiras 4 e 5 pelos controles 

negativos e o restante correspondem as amostras número 2, 3 e 5. 

 

A prova de ELISA apresentou positividade de 74,39% (122/164), com 12 

animais categorizados na faixa cinza (inconclusivos). Entretanto, apesar da 

indicação do fabricante de realização de novo exame, durante o estudo não foi 

possível tal protocolo, devido ao fato destes animais terem sido eutanasiados 

imediatamente após a coleta dos materiais, pelo Centro de Controle de 

Zoonoses, e por isto desconsiderados, no momento da avaliação estatística. 

O soro controle reagente no ELISA apresentou Densidade Óptica de 

0,393 e os valores dos controles não reagentes de 0,058 e 0,048, confirmados 



29 
 

 
 

pelo critério de validação do Laboratório Biogene. A média dos controles 

negativos ou não-reagentes foi 0,052, e os valores para diagnóstico sorológico 

das amostras para ponto de corte foi 0,194 e para faixa de indeterminados 0,164. 

As variáveis sensibilidade e especificidade das provas sorológicas foram 

avaliadas utilizando-se a RIFI como prova-padrão ouro. Os resultados obtidos 

para a DAT foram 94,6% e 28,8%, respectivamente e para o ELISA de 86,9% e 

93,3%, podendo ser observados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Estimativa ± erro padrão (EST±EP) e intervalo de confiança 95% 

(IC95%) da avaliação estatística para as técnicas sorológicas de imunoensaio 

enzimático (ELISA), desconsiderando-se as zonas cinzas, e teste de aglutinação 

direta (DAT), em soros de cães do CCZ do município de Bauru, SP. 

 ELISA DAT 

Estatística EST±EP IC95% EST±EP IC95% 

Sensibilidade 86,9 ± 3,1 79,6 – 92,3 94,6 ± 2,1 88,7 – 98,0 

Especificidade 93,3 ± 4,6 77,9 – 99,2 28,8 ± 6,3 17,1 – 43,1 

Eficiência* 88,2 ± 2,6 81,9 – 92,8 73,8 ± 3,4 66,4 – 80,3 

Valor preditivo positivo 98,2 ± 1,3 93,5 – 99,8 74,1 ± 3,7 66,1 – 81,1 

Valor preditivo 
negativo 

63,6 ± 7,3 47,8 – 77,6 71,4 ± 3,7 47,8 – 88,7 

Falso positivo 6,7 ± 4,6 0,8 – 22,1 71,2 ± 6,3 56,9 – 82,9 

Falso negativo 13,1 ± 3,1 13,1 – 3,1 5,4 ± 2,1 2,0 – 11,3 

Kappa () 68,2 ± 6,8 54,9 – 81,5 28,0 ± 7,5 13,2 – 42,7 

Concordância positiva 92,2 ± 1,8 88,6 – 95,8 83.1 ± 2.5 78,2 – 88,1 

Concordância negativa 75,7 ± 5,6 64,8 – 86,6 41.1 ± 7.3 26,9 – 55,3 

 

Legenda: * índice de classificação correto 

Ao correlacionar os dados referentes aos títulos de anticorpos na DAT e 

RIFI, observou-se pela análise do coeficiente de Spearman (rs=0,3667; 

P<0,0001) uma diferença significativa, com concordância positiva e moderada 
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entre as duas provas, ou seja, à medida que os títulos dos animais aumentaram 

na prova da RIFI aumentaram também na DAT. (Tabela 2) 

 

Tabela 2. Correlação entre os títulos de anticorpos obtidos pela RIFI e DAT em 

amostras de soros de cães do CCZ de Bauru-SP. 

RIFI 
DAT 

TOTAL 
0* 20* 40 80 160 320 640 

0* 14 1 6 5 10 3 13 52 

20* 0 0 0 0 0 0 0 0 

40 1 0 0 0 0 1 2 4 

80 2 0 1 0 2 7 3 15 

160 3 0 2 1 2 4 10 22 

320 0 0 1 0 4 3 14 22 

640 1 0 0 9 3 9 27 49 

TOTAL 21 1 10 15 21 27 69 164 

Estatística: Coeficiente de correlação de Spearman (rs) = 0,3667; P < 0,0001; 
Interpretação: correlação moderada 

Legenda: * considerado resultado negativo  

 

5.2 PCR convencional gênero e espécie-específico 

A análise das amostras de sangue, linfonodo e medula óssea pela PCR 

foi realizada, inicialmente, para gênero-específico (Figura 4), e posteriormente 

para espécie-específico, em particular para Leishmania chagasi, com o intuito de 

encontrar as amostras que seriam positivas somente para gênero, podendo 

caracterizar a espécie envolvida. 
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Figura 4. Padrão de amplificação pela PCR-ITS1 de diferentes espécies de 

Leishmania. 1) Leishmania major IOC 581, 2) Leishmania infantum IOC 2906, 3) 

controle negativo da PCR, 4) Leishmania donovani IOC 2272, 5) Leishmania 

chagasi IOC 2906, 6) Leishmania braziliensis IOC L0566, 7) Leishmania 

amazonensis IOC R1142 e 8) Leishmania guyanensis IOC L0565.  

Todas as amostras foram submetidas a ITS1-PCR para gênero e no caso 

de resultado negativo, realizou-se a Nested- PCR, visando aumentar a 

sensibilidade da prova.  

Das 164 amostras de sangue avaliadas pela PCR, 56 (34,15%) foram 

positivas para gênero e 46 (28%) para Leishmania chagasi. Com relação as 

amostras de linfonodo, 102 (62,2%) foram positivas para gênero e 94 (57,3%) 

para espécie. Nas amostras de medula óssea, obteve-se 70,1% (115/164) e 

69,5% (114/164) de positividade, para gênero e espécie respectivamente. 

Das 56 amostras de sangue positivas para gênero, somente 12 (21,4%) 

apresentaram positividade após a realização da Nested-PCR. Enquanto, que 

para as amostras de linfonodo e medula óssea, esse procedimento se mostrou 

imprescindível em 13/102 (12,7%) e 4/115 (3,47%). 
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Do total de amostras positivas para gênero independente do material 

analisado, 10 amostras de sangue, 9 de linfonodo e uma de medula óssea não 

foram positivas para Leishmania chagasi. Estas amostras foram submetidas a 

caracterização pela RFLP- ITS1 e sequenciadas, a fim de se identificar a espécie 

envolvida na infecção e presente na região de Bauru. 

Ao correlacionar a PCR para gênero e a RIFI utilizou-se o índice Kappa.  

Este teste visou avaliar a concordância nos resultados das duas provas, 

analisando se um serviria de triagem ou não para a outra.  

Quando testadas as amostras de sangue a concordância obtida foi baixa, 

mostrando que a PCR de sangue não seria, neste caso, e para este tipo de 

amostra, uma boa prova para a triagem em inquéritos soroepidemiológicos, no 

caso o teste sorológico se mostrou mais fidedigno, pois do total de animais 

positivos na RIFI (112), somente 52 apresentaram positividade na PCR (Tabela 

3).  

Tabela 3. Concordância entre os resultados da RIFI e PCR para Leishmania spp. 

para sangue em animais do CCZ de Bauru, SP. 

RIFI 
PCR – Leishmania spp. 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 52 60 112 

Negativo 4 48 50 

TOTAL 56 108 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,3006  0,0549 (IC95% 0,1930 – 0,4083) 

No caso das amostras de linfonodo a concordância apresentada foi mais 

forte que no anterior, e assim considerada moderada. O número de animais 

positivos e negativos para ambas as técnicas ao mesmo tempo aumentou, e 

diminuiu o número de positivos em uma técnica e negativos em outra. Esse 

padrão foi semelhante para as amostras de medula óssea. (Tabelas 4 e 5) 
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Tabela 4. Concordância entre os resultados da RIFI e PCR para Leishmania spp. 

para linfonodo em animais do CCZ de Bauru, SP. 

RIFI 
PCR – Leishmania spp. 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 86 26 112 

Negativo 14 38 52 

TOTAL 100 64 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,4696  0,0710 (IC95% 0,3305 – 0,608 

Tabela 5. Concordância entre os resultados da RIFI e PCR para Leishmania spp. 

para medula óssea em animais do CCZ de Bauru, SP. 

RIFI 
PCR – Leishmania spp. 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 97 15 112 

Negativo 18 34 52 

TOTAL 115 49 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,5281  0,0718 (IC95% 0,3873 – 0,6689) 

5.3 PCR convencional e qPCR 

 Além da PCR convencional, as amostras de sangue, linfonodo e 

medula óssea, foram avaliadas de modo a quantificar a carga parasitária pela 

PCR em tempo real. Esta prova como já citado, foi realizada, utilizando os 

mesmos primers específicos para Leishmania chagasi, objetivando-se obter a 

correlação entre estas duas provas, observando assim a eficácia de cada uma 

quanto a sensibilidade e especificidade, visto que o limiar de detecção da qPCR 

convergia com positividade observada na PCR convencional 

 Por se tratar de números contínuos, no momento da análise foi 

necessário estipular como positivo aqueles animais que apresentavam acima de 

um parasito, e como negativo a ausência do parasita.  A carga parasitária em 

sangue periférico não ultrapassou 126 parasitas/ml sendo mais comumente 
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detectado 1 a 50 parasitas/ml. Por outro lado, em medula osséa e linfonodos a 

carga parasitária passou de 5000 parasitas/ml, além disso, as quantidades de 

DNA detectadas se distribuíram com maior freqüência na categoria acima de 

1000 parasitas/ml. 

 A concordância com a PCR foi de 0,8759 (Índice kappa () = 0,8759   

0,0427 /IC95% 0,7922 – 0,9595) para as amostras de sangue, 0,8902 (Índice 

kappa () = 0,8902  0,0354 /IC95% 0,8210 – 0,9595) para linfonodo e 0,8368 

(Índice kappa () = 0,8368  0,0447/IC95% 0,7492 – 0,9245) para medula óssea. 

Estes valores apresentados mostraram praticamente uma concordância perfeita.  

 No caso das amostras de sangue, o resultado de oito animais foram 

discordantes na análise das duas provas. Para linfonodo em nove animais e para 

medula óssea em 12 animais. (Tabelas 6, 7 e 8) 

Tabela 6. Concordância entre os resultados da PCR e qPCR para sangue em 

animais do CCZ de Bauru, SP. 

PCR – L. chagasi 
PCR quantitativa 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 40 6 46 

Negativo 2 116 118 

TOTAL 42 122 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,8759  0,0427 (IC95% 0,7922 – 0,9595) 

Tabela 7. Concordância entre os resultados da PCR e qPCR para linfonodo em 

animais do CCZ de Bauru, SP. 

PCR – L. chagasi 
PCR quantitativa 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 82 9 91 

Negativo 0 73 73 

TOTAL 82 82 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,8902  0,0354 (IC95% 0,8210 – 0,9595) 
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Tabela 8. Concordância entre os resultados da PCR e qPCR para medula óssea 

em animais do CCZ de Bauru, SP. 

PCR – L. chagasi 
PCR quantitativa 

Positivo Negativo TOTAL 

Positivo 103 12 115 

Negativo 0 49 49 

TOTAL 103 61 164 

Estatística: Índice kappa () = 0,8368  0,0447 (IC95% 0,7492 – 0,9245) 

 Os valores de sensibilidade e especificidade apresentadas pela qPCR 

para sangue foram de 86,9% e 98,3%. Para as mostras de linfonodo, encontrou-

se 90,1% e 100%, respectivamente. Para medula óssea a especificidade 

observada também foi de 100% e a sensibilidade de 89,56%. 

5.4 RIFI e qPCR 

 A correlação entre os títulos obtidos na RIFI e a carga parasitária 

avaliada pela real time mostrou não haver diferença significativa entres estas 

variáveis, ou seja não há correlação entre títulos altos ou baixo na sorologia e a 

carga parasitária, pois os valores de p obtidos foram todos superiores a 0,05. 

Portanto, não necessariamente um animal com título alto de anticorpos, terá 

também alta carga parasitária e vice versa.  

Tabela 9. Correlação entre os resultados da pesquisa de anticorpos pela RIFI e 

a carga parasitária pela qPCR para as diferentes amostras nos animais 

amostrados do CCZ de Bauru, SP. 

Amostra testada Correlação de Pearson 
(r) 

Intervalo de confiança 
95% 

Valor de 
P 

Sangue -0,0073 -0,16 a 0,15 0,9256 

Linfonodo 0,0254 -0,13 a 0,19 0,7469 

Medula óssea 0,1300 -0,02 a 0,28 0,0976 
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       5.5 RFLP e Sequenciamento 

As amostras positivas para ITS1-PCR e negativas para a PCR espécie-

específica foram caracterizadas pela RFLP-ITS1. Destas, 10 de sangue, 9 de 

linfonodo e uma de medula óssea, foram submetidas a digestão pela enzima de 

restrição HaeIII, a fim de se observar o padrão de clivagem das bandas para 

cada amostra, pela comparação com controles de variadas espécies de 

Leishmania utilizadas no estudo (Figura 5). 

 

 
Figura 5.  A) Reação de digestão com a enzima HaeIII dos produtos de PCR 

amplificados com os primers LITRS e L5.8S. Padrão de peso molecular (100 pb), 

colunas de 1 a 7 correspondem a digestão dos produtos amplificados de 7 

controles de Leishmania. 1- L. major IOC 581, 2- L.guyanensis IOC L0565, 3- L. 

amazonensis IOC R1142, 4- L.braziliensis IOC L0566, 5- L.donovani IOC 2272, 

6- L.infantum IOC 2906 e 7- L.chagasi IOC 2906.  B) Aumento da reação de 

digestão destacando os produtos amplificados dos controles L.donovani, 

L.infantum e L.chagasi, mostrando padrão semelhante no perfil de clivagem das 

bandas. 
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Ao se avaliar as amostras de sangue, linfonodo e medula óssea, 

observou-se que todas as amostras testadas, apresentaram padrão semelhante 

de clivagem de bandas das espécies L. donovani, L. chagasi e L.infantum, sendo 

estas responsáveis pela forma visceral da doença, e apresentando entre si, o 

mesmo padrão de clivagem (Figuras 5 e 6). Devido a isso, a partir da RFLP só 

foi possível caracterizar as amostras testadas como pertencentes a uma dessas 

três espécies.  

RFLP amostras s70-s160

1    2     3     4     5     6      7     8     9    10

Figura 6. Reação de digestão com a enzima HaeIII dos produtos de PCR 

amplificados com os primers LITRS e L5.8S. (M) Padrão de peso molecular (100 

bp), colunas de 1 a 10 correspondem a digestão dos produtos amplificados em 

diferentes amostras de cães positivos somente para a PCR gênero, 

apresentando o mesmo perfil de bandas dos controles correspondentes do 

complexo L.donovani. 

 

Após a identificação pela RFLP, foi realizado o sequenciamento de 

maneira a se obter a sequência de nucleotídeos em cada uma delas 

comparando-as com outras pré-existentes no GenBank. Entretanto, da mesma 

forma que na RFLP, a análise pelo sequenciamento das 20 amostras, mostrou 



38 
 

 
 

alta porcentagem de similaridade (em torno de 100%), com sequências comuns 

e correspondentes as três espécies de Leishmania viscero-trópicas (Tabela 10), 

como na RFLP, não foi possível identificar somente uma única espécie. 

 Tabela 10.  Sequenciamento das amostras positivas para gênero quando 

comparadas a sequências de Leishmania depositadas no GenBank. 

Amostra Acesso Blast Max Identidy 
Sangue   

70, 71,73,74,76,130,156,160 KC998879.1 100% 
Medula Óssea JQ730002.1 100% 

47 GU045591.1 100% 
Linfonodo   

32,64,65,68,100,141,154   
   
 JQ730002.1 99% 

Sangue 77 HQ830353.1 99% 
 GU045591.1 99% 
   

   
 HQ830353.1 100% 

Linfonodo 82 HM130608.1 100% 
 GU045591.1 100% 
   

   
 HM130608.1 100% 

Linfonodo 145 KC998879.1 98% 
 KC998879.1 99% 
   
   

 HQ830353.1 100% 
Sangue 94 JQ730002.1 100% 

 GU045591.1 100% 
   

 

Estes resultados, entretanto, indicam de certa maneira que a grande 

maioria de cães, da região de Bauru, com leishmaniose estão provavelmente 

parasitados com espécies de Leishmania responsáveis pelas formas viscerais 

da doença, já que todas as amostras estudadas não mostraram semelhança com 

os padrões de espécies responsáveis pela forma cutânea. 

 



      
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Discussão  
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6. DISCUSSÃO 
 

 A leishmaniose visceral canina se apresenta como umas das 

enfermidades com maior crescimento ao longo do anos. Este fato ocorre 

principalmente devido ao grande aumento da migração de humanos e animais 

domésticos para regiões com baixas taxas ou mesmo ausência de infecção, 

contribuindo dessa maneira para a dispersão da infecção23, quando presente o 

vetor transmissor. 

 A infecção canina é o principal indicador prévio da ocorrência da infecção 

em humanos, sendo considerada nestes animais uma importante zoonose de 

caráter potencialmente fatal em regiões da Europa, África, Ásia e principalmente 

na América do Sul.22 

 A prevalência da LVC, em algumas regiões da América do Sul encontra-

se em torno de 63-80%, sendo que a região de Bauru se encaixa nesse cenário, 

juntamente com outras cidades de destaque do Estado de São Paulo 22,68. Como 

visto em estudo realizado em Bauru, Troncarelli et al 98 ao analisarem 100 

amostras de soro de cães recolhidos pelo CCZ, encontraram uma prevalência 

de 65% de positividade para a leishmaniose. 

  Devido a este perfil, a realização de diferentes inquéritos epidemiológicos 

é considerada de suma importância, evidenciando a ocorrência da LVC em 

regiões antes consideradas não endêmicas para a doença99,100. O diagnóstico 

rápido e acurado é de extrema importância, no tocante a detecção precoce do 

parasita e do ciclo de transmissão. 

 Entre as técnicas sorológicas comumente utilizadas na LVC, a RIFI era 

considerada padrão-ouro. Entretanto, o ELISA e a DAT tem sido reportados 

como testes mais sensíveis e práticos para estudos epidemiológicos.101  

 No presente estudo, do total de 164 animais analisados, 112 (68,29%) 

foram positivos á RIFI, 143 (87,2%) á DAT e 122 (74,39%) ao ELISA. Camargo 

et al.102 ao realizar em estudo na mesma região, encontraram 82% de 

positividade na RIFI e 80% no ELISA, mostrando prevalências ainda maiores do 

que as observadas no presente estudo. 

  É importante ressaltar que apesar de Bauru ser considerada uma região 

endêmica para a doença, principalmente devido á baixa taxa de eutanásia devido 

a recusa dos proprietários. Existe, portanto, uma lacuna muito grande de 
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estudos, que visem avaliar a prevalência, transmissão e evolução da doença ao 

longo dos anos, o que justifica e reafirma a importância do estudo realizado.  

 Ao avaliar a prevalência em outras regiões endêmicas, a DAT e o ELISA 

apresentaram maior positividade frente a RIFI, como observado neste estudo. 

Ferreira et al.103 confirmaram tal fato, ao analisarem amostras provenientes da 

região de Belo Horizonte, sendo que de um total de 234 animais, 148 foram 

positivos no ELISA, 138 na DAT, e 121 na RIFI.  Ressalta-se que o ponto de 

corte utilizado na DAT foi o mesmo utilizado no presente estudo, ou seja diluição 

1:40 ou título de 40UI.  

Na avaliação da especificidade e sensibilidade pela correlação dos 

resultados da DAT e ELISA, tendo a RIFI como padrão-ouro, observou-se que a 

sensibilidade das duas provas, foi alta, mesmo ao se desconsiderar os animais 

inconclusivos. Por outro lado, um valor muito baixo para a especificidade, ao 

redor de 29%, foi observado na DAT, enquanto que para o ELISA foi ao redor de 

94%. Ao se avaliar os dois testes, portanto, o ELISA mostrou-se muito mais 

acurado, frente a baixa capacidade da DAT na detecção de animais 

verdadeiramente negativos, contribuindo para aumentar o número de falso-

positivos. 

 No que se refere a especificidade, esta foi inferior a de outros estudos 

para a DAT. Da Silva et al.104 obtiveram 100% de sensibilidade e 91% de 

especificidade ao estudarem amostras de cães da região de Belo Horizonte. 

Resultados semelhantes foram observados por Terán-Angel et al.105 em 

amostras de cães na Venezuela, obtendo valores de sensibilidade de 92,59% e 

especificidade de 100%.  

 A sensibilidade baixa pode ser explicada pelo uso de diferentes 

antígenos, somado a características particulares dos parasitas circulantes em 

cada área, influenciando nos resultados obtidos. 

A especificidade muito baixa, pode ser interpretada, pelo fato de que 

diferentemente da RIFI e do ELISA, a DAT não necessita a utilização de 

conjugado espécie-específico. Desta forma, este fato torna a DAT extremamente 

útil em estudos com animais silvestres, como o realizado, por Garcez et al.106 em 

macacos experimentalmente infectados. Além de ser mais prática quanto a não 

utilização de equipamentos sofisticados, é menos onerosa. 
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 Fatores como a escolha do ponto de corte também podem influenciar na 

especificidade desta prova. Mohebalo et al.107 avaliaram a diluição de 1:320 

como melhor ponto de corte para análise de amostras ao utilizar a DAT, 

otimizando assim, principalmente os resultados da especificidade.  

No presente estudo optou-se por utilizar para DAT o mesmo ponto de 

corte da RIFI (diluição de 1:40), o que facilitou no momento da correlação entre 

as duas provas. Além disso, com ponto de corte menor observou-se maior 

sensibilidade para esta prova quando comparada a RIFI, o que a torna 

recomendável, principalmente para inquéritos soroepidemiológicos, pela 

necessidade de se realizar uma triagem rápida, muitas vezes de grande número 

de animais.  

Aliado aos fatores já elencados, a baixa especificidade da DAT no 

presente estudo, pode estar relacionada à presença de reações cruzadas com 

outros parasitas, e também a limitada especificidade da DAT em animais 

assintomáticos, fato ressaltado por Mohammadiha et al 108. Este aspecto deve 

ser considerado pois sabe-se que na LVC há um grande percentual de animais 

assintomáticos e que podem ser sorologicamente positivos. 

 O teste de ELISA S7 utilizado no presente estudo, mostrou-se eficiente, 

entretanto, há poucos estudos, principalmente no Estado de São Paulo, 

empregando-se este kit.  Tanto a especificidade e sensibilidade foram altas, 

mesmo desconsiderando-se os animais inconclusivos.  

Em estudo realizado na região de Rio Verde- Goiás utilizando o ELISA 

S7, em 263 cães, 70 (26,62%) foram positivos e 35 (13,30%) permaneceram na 

faixa cinza109. No presente estudo a porcentagem de animais inconclusivos foi 

de 9,83% (12/122), sendo que 7 (58,33%) foram negativos na RIFI e positivos 

na DAT, 4 (33,33%) positivos em ambas, e somente um (8,33%) negativo nas 

duas provas sorológicas, quando comparados ao ELISA.  

Em contrapartida, Azevedo et al. 110 observaram prevalência de 7,8% na 

cidade de Poxoréo-MT, e resultados ainda inferiores foram encontrados por 

Barbosa et al.111 em Salvador – BA, Batista 112 em Caicó – RN, Alves et al.52 

Fortaleza – CE, que obtiveram 0,7%, 5,02% e 1,59%, de positividade 

respectivamente, utilizando o ELISA S7. 
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O ELISA S7 é um teste novo no mercado, entretanto ao se comparar os 

valores de sensibilidade e especificidade obtidos no presente estudo com os 

citados na literatura, também utilizando antígenos recombinantes, como o RK39 
41, ele não se mostrou inferior, podendo-se recomendar a sua utilização como 

teste diagnóstico para LVC.  

Ao se avaliar as provas sorológicas, pode-se, portanto afirmar que uma 

das maiores dificuldades na execução de métodos diagnósticos para LVC se 

baseia no fato de que não há um prova padrão-ouro que possa ser considerada 

extremamente confiável para a comparação entre as técnicas 113. Além disso a 

grande maioria destes testes apresentam problemas de reação-cruzada com 

outros antígenos, principalmente no caso da RIFI114,57, diminuindo assim a 

especificidade dos testes. Nesse sentido sugere-se que no diagnóstico de LVC, 

deve haver associação de várias técnicas disponíveis 102. Este aspecto é mais 

importante ainda quando está em jogo o destino do animal, como por exemplo a 

indicação de eutanásia. 

No presente estudo, na PCR gênero-específica utilizou-se primers que 

amplificavam o espaço de transcrição interna (ITS1-PCR) do DNA ribossomal, 

dos genes SSU e 5.8S rRNA, de acordo com El Tai et al95. Esta prova mostrou 

melhor resultado para medula óssea, com positividade de 70,1%, enquanto que 

para linfonodo e sangue foi de 62,2% e 34,15% respectivamente. A menor 

positividade para o sangue, pode ser explicada pela menor carga parasitária 

circulante, as vezes insuficiente para ser detectada 115. Ressalta-se ainda a 

degradação do DNA, seja pela excesso de hemoglobina interferindo na atuação 

da taq polimerase, ou pelo armazenamento inadequado da amostra. 80 

 Schonian et al.116 obtiveram em torno de 64% de positividade em 

amostras de medula óssea de cães, resultado pouco inferior ao obtido no 

presente estudo que foi de 70,1%.  

Por outro lado, Srivastava et al.117 observaram que a positividade na 

medula óssea, utilizando a ITS1-PCR foi significativamente maior comparando-

se a com a kDNA PCR, corroborando com os resultados de Reithinger et al. 118 

que mostraram que a região ssUDNA-PCR, conhecida por amplificar várias 

partes do gene 18rRNA em todas as espécies de Leishmania, é altamente 

eficiente no diagnóstico da LVC. 
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A sensibilidade observada pela ITS1- PCR comparada à RIFI, foi de 

46,42% para o sangue, 76,78% para linfonodo e 86,60% para medula óssea. A 

baixa sensibilidade nas amostras de sangue, indica que este teste não é 

adequado para triagem em inquéritos epidemiológicos, pela baixa capacidade 

de detectar os verdadeiros positivos. A especificidade, para o sangue foi de 

92,31% no sangue, para linfonodo de 73,08% e medula óssea de 65,38%.   

Em estudo realizado por Mohammadiha et al. 108, com amostras de 

sangue e utilizando a ITS1-PCR, em comparação com a DAT, a sensibilidade e 

especificidade foi em torno de 72,2% e 89,3%. A sensibilidade no presente 

estudo quando comparada a RIFI, entretanto foi inferior, em torno de 46,42%. 

Os autores citados observaram ainda que ao utilizar o primer kDNA, tanto a 

sensibilidade como a especificidade foram superiores ao ITS1-PCR. Entretanto, 

a grande vantagem, da utilização do ITS1-PCR é que o produto amplificado é 

similar entre todas as espécies de Leishmania e os sítios específicos de restrição 

identificam regiões dos complexo L. donovani e L.braziliensis, fato não 

observado para o kDNA PCR. 119 

Troncarelli et al.37 ao analisarem amostras de fígado e baço para 

Leishmania spp. em cães do município de Bauru, obtiveram 100% de acurácia 

no teste.  Enquanto valores inferiores foram observados por Troncarelli et al 98 

ao avaliarem cães da mesmo região, obtendo 76% e 72% de positividade para 

a PCR, em amostras de fígado e baço respectivamente, utilizando-se o protocolo 

LINR4 e LIN19. É importante ressaltar que estes resultados, apesar de não 

serem provenientes da análise dos mesmos materiais utilizados no presente 

estudo, evidenciaram a eficácia da PCR na região em comum estudada. 

confirmando, portanto, que a sensibilidade dos métodos da PCR pode variar de 

acordo com o tipo de técnica utilizada e com a amostra biológica examinada 120.  

É válido acrescentar também que a PCR utilizando o protocolo com os primers 

LINR4 e LIN19 foi utilizada neste estudo, entretanto, após a realização do 

sequenciamento obtive-se como resultado osequencias semelhantes ao DNA de 

cão, ou seja este primer não apresentou-se específico para Leishmania spp. no 

para esta espécie animal, por isso, optou-se por utilizar do protocolo ITS1-PCR. 

A positividade somente após a NESTED-PCR foi observada em 12 

amostras de sangue, 13 de linfonodo e quatro de medula óssea. Sreenivas et 

al.81 demonstraram em seus estudos, que a sensibilidade da NESTED é maior 
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do que a PCR primária, permitindo assim resultados ainda mais confiáveis.  

Corroborando com os dados de Schonian et al. 77, ao utilizarem o protocolo de 

nested ITS1-PCR em amostras humanas e de cães, associadas a comparação 

entre dois ensaios de PCR, mostrando maior sensibilidade para PCR-ITS1, 

quando realizada a nested das amostras. 

A quantificação da carga parasitária foi de extrema importância no 

presente estudo, para a comparação entre o limiar de detecção com a PCR para 

Leishmania chagasi. A avaliação da correlação entre estas duas provas, mostrou 

sensibilidade e especificidade elevadas em todos os materiais analisados. Para 

linfonodo e medula óssea a especificidade foi de 100%, indicando excelente 

capacidade de detecção de verdadeiros negativos. 

A qPCR oferece rápida identificação e quantificação das espécies de 

Leishmania a um nível mais complexo, sendo uma ferramenta molecular que 

pode auxiliar tanto na epidemiologia quanto na clínica 16. Pelo fato de permitir a 

quantificação do parasita, pode auxiliar na confirmação do diagnóstico da LVC 

nos casos em que a sorologia é inconclusiva, seja por estes animais ainda não 

apresentarem níveis suficientes de anticorpos detectáveis, ou mesmo nos casos 

de anergia. 76 

A complexidade, o tempo de realização e custo das técnicas moleculares 

no geral, principalmente no caso da qPCR, restringem a utilização destas 

técnicas a campo 16. A sua viabilidade, em pesquisas cientificas, por outro lado, 

é extremamente adequada, como visto no presente estudo, onde a 

especificidade da prova para dois tipos de amostras foi de 100%, superior aos 

resultados obtidos nas provas sorológicas bem como na PCR convencional. 

O objetivo maior do presente estudo foi, entretanto, caracterizar as 

espécies de Leishmania presentes na região de Bauru. Desta forma, a utilização 

de duas abordagens de PCR foi extremamente importante, pois num primeiro 

momento, a PCR para gênero selecionou todas as amostras positivas, enquanto 

a PCR para Leishmania chagasi indicou quais amostras deveriam ser 

caracterizadas e sequenciadas afim de se chegar na espécie responsável pela 

doença animal.  

Sabe-se que diferentes espécies de Leishmania podem ocasionar a 

enfermidade, algumas inclusive coexistindo em uma mesma região. Desta forma 
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a distinção das espécies é importante 121. Em áreas não-endêmicas, onde 

qualquer espécie de Leishmania pode ser importada, e em áreas endêmicas 

onde mais de uma espécie pode ser encontrada, ferramentas diagnósticas são 

requeridas, a detecção do parasita em amostras clínicas e a utilização de 

protocolos diagnósticos para distinguir todas as espécies relevantes são 

extremamente importantes.  

Muitos estudos epidemiológicos sobre leishmaniose tem utilizado a 

abordagem de PCR-RFLP, por meio da análise, por exemplo, dos espaços 

intergênicos do operon ribossomal 122,116 e do minicírculo do kinetoplasto 
123,124,125,126,79. Estas abordagens são consideradas simples e rápidas, podendo 

ser usadas diretamente em isolados do agente.124 

Estudos mostram que a identificação de espécies pela PCR seguida da 

RFLP, hibridização ou sequenciamento se apresentam como métodos menos 

laboriosos e onerosos, em relação a utilização de outras técnicas. 82 

A vantagem de se utilizar a ITS1 –PCR é a digestão do amplicon com 

apenas uma enzima de restrição (HAE III), sendo suficiente para distinguir todas 

as espécies de leishmanias de relevância médica, somente dificultando a 

identificação da espécie L.aethiopica, problema que pode ser resolvido com a 

utilização de outra enzima de restrição, a CfoI.86   

O perfil genotípico encontrado com a RFLP- ITS1 mostrou que das 20 

amostras analisadas, todas pertenciam ao complexo L.donovani (L.infantum, 

L.donovani e L.chagasi). O fato das espécies pertencentes a este complexo 

serem caracterizadas como viscero-trópicas, elucidam informações a respeito da 

forma da doença principalmente encontrada nos animais daquela região, 

associando-se ao importante potencial zoonótico.  

 A ausência de estudos em Bauru, justifica e reafirma a importância do 

presente estudo, pois o esclarecimento com relação as espécies predominantes 

é importante no direcionamento de medidas de controle mais adequadas, de 

eliminação dos reservatórios positivos e de adequação de técnicas diagnósticas. 

Além disso, estas informações poderão ser utilizadas em novos estudos que 

vierem a ser realizados, de modo a possibilitar o acompanhamento das 

alterações no perfil genotípico desta região ao longo do tempo.  

 O sequenciamento foi importante pois possibilitou análise das sequências 

presentes nas amostras caracterizadas pela RFLP, comparando-as com as já 
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existentes no GenBank.  A análise mostrou que todas as amostras possuíam 

sequências semelhantes, em torno de 100%, com as espécies L.chagasi, 

L.infantum e L.donovani. 

As espécies encontradas tanto na RFLP como no sequenciamento foram 

as mesmas, caracterizando-se como pertencentes a espécies do complexo L. 

donovani.  
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Considerações Finais 
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7.CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 A DAT e ELISA mostraram alta sensibilidade frente a RIFI, sendo 

importantes alternativas para a utilização em inquéritos 

epidemiológicos, considerando-se a praticidade, tempo de 

realização, mão-de-obra e reagentes utilizados. 

 A DAT não detectou efetivamente os verdadeiros negativos, 

apresentando baixa especificidade, indicando que o seu uso, seria 

mais fidedigno se associado a uma outra prova, como o ELISA. 

 A qPCR mostrou-se muito eficiente nos três tipos de amostras 

analisadas. A especificidade chegou a 100% para linfonodo e 

medula óssea. Apesar da alta sensibilidade e especificidade, esta 

técnica ainda é onerosa, para utilização em inquéritos 

epidemiológicos. 

  A correlação entre a PCR e qPCR foi alta para todos os tecidos, 

mostrando consenso nos resultados entre as duas provas. 

 A caracterização e sequenciamento das amostras positivas para 

gênero e negativas para L.chagasi foi relevante para o 

esclarecimento das possíveis espécies de Leishmania envolvidas 

no surto da LVC na região de Bauru. 

 O perfil genotípico presente na região revelou que todos os animais 

analisados apresentavam LVC por espécies pertencentes ao 

complexo L.donovani, e portanto, causadores da forma visceral da 

doença. 

 O entendimento sobre o perfil genotípico pode influenciar 

diretamente nas medidas de eliminação desses animais doentes, 

assim como no esclarecimento de informações para estudos 

posteriores. 
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