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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença de grande importância em saúde 
pública, compreendendo zoonoses causadas por membros do gênero 
Leishmania, sendo de ocorrência em diversas regiões do mundo. Vários 
métodos já são utilizados para o diagnóstico dessas enfermidades, entre eles o 
ensaio imunoenzimático (ELISA), a reação de imunofluorescência indireta 
(RIFI) e o exame direto ao microscópio. Como nenhuma destas técnicas 
permite um diagnóstico sensível e rápido, métodos de diagnóstico molecular 
baseados na reação em cadeia pela polimerase (PCR) foram desenvolvidos. 
Recentemente, vários grupos têm mostrado que a PCR é um método sensível 
e específico para a detecção do DNA da Leishmania em uma variedade de 
amostras de humanos, cães e outros animais.  Os protocolos desenvolvidos 
até o presente para o diagnóstico deste parasito por PCR, apesar de serem 
eficazes na identificação do DNA genômico alvo, promovem algumas 
amplificações inespecíficas ou não são conclusivos na distinção de L. chagasi  
de outras espécies do gênero. O objetivo deste trabalho foi a construção de 
iniciadores espécie-específicos para a detecção de L. chagasi, assim como a 
avaliação de protocolos descritos por outros autores, visando o diagnóstico da 
LV. Os iniciadores foram selecionados a partir do alinhamento das seqüências 
do gene 18S rRNA e também do LSU rRNA. Foram selecionados seis novos 
pares de iniciadores espécie-específicos para L. chagasi. Além desses novos 
pares, foram avaliados outros sete pares de iniciadores descritos na literatura. 
Os resultados permitiram concluir que os novos pares de iniciadores 
LCS1/LCS3 e LCS2/LCS3 foram eficientes para a amplificação  espécie-
específica de fragmentos de DNA de L. chagasi de 259 pb e 820 pb, 
respectivamente. Já os os dois novos ensaios de PCR otimizados neste 
estudo, empregando os pares de iniciadores LCS1/LCS3 e LCS2/LCS3, foram 
efetivos para a detecção espécie-específica de até 1 pg/µL de DNA de L. 
chagasi. Os pares de iniciadores MC1/MC2 descritos por CORTES et al. (2004) 
assim como o par de iniciadores publicado por PIARROUX et al., (1994) foram 
efetivos para a discriminação espécie-específica de L. chagasi. Os outros pares 
de iniciadores avaliados não apresentaram resultados satisfatórios quanto a 
especificidade para L. chagasi.  

 

Palavras-chave: cães, diagnóstico, leishmaniose, pcr, iniciadores. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The visceral leishmaniasis (LV) is a very important disease in public 

health, including zoonosis caused by members of Leishmania gender, occurring 

in many regions of the world. Several methods are being used to diagnose 

these diseases; among these methods are the Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay (ELISA), indirect immunofluorescence reaction (RIFI) and direct 

examination by microscope. As none of these techniques allows a fast and 

sensitive diagnostic, methods of molecular diagnosis based on polymerase 

chain reaction (PCR) were developed. Recently, many groups have shown that 

PCR is a sensitive and specific method to Leshmania DNA detection in a variety 

of samples of humans, dogs and other animals. The protocols developed until 

these days to the parasite diagnose by PCR, although they be effective in the 

identification of the genomic DNA target, promote some inespecific 

amplifications or are inconclusive in the distinction of L.chagasi from other 

species of the gender. This work`s objective was the construction of species-

specific iniciadores to detection of  L.chagasi, and evaluation of protocols 

described by other authors, aiming LV diagnosis. The primers were selected 

from the alignment of 18S rRNA gene sequences and also of the LSU rRNA. 

Were selected six new pairs of species-specific primers for L. chagasi. Besides 

these new pairs were assessed seven other pairs of primers described in the 

literature. The results showed that the new primer pairs LCS2/LCS3 

LCS1/LCS3 were efficient for the species-specific amplification of DNA 

fragments of L. chagasi of 259 bp and 820 bp, respectively. In the other hand 

the two new PCR assays optimized in this study using the primer pairs and 

LCS1/LCS3 LCS2/LCS3 were effective for species-specific detection of up to 1 

pg / mL of DNA from L. chagasi. The pairs of primers MC1/MC2 as well as the 

pair of  primers PIA-94 were effective for the discrimination of species-specific 

L. chagasi.Other pairs of primers evaluated  didn´t showed a satisfactory results 

regarding the specificity for L. chagasi.  

Keywords: diagnosis, dogs, leishmaniasis, pcr, primers. 



 

 

 

 

  As leishmanioses são um conjunto de doenças causadas por 

protozoários do gênero Leishmania e da família Trypanosomatidae. Apresentam -

se sob duas formas clínicas principais: a leishmaniose tegumentar  e 

leishmaniose visceral. São doenças distribuídas por todos os continentes e 

segundo a Organização Mundial da Saúde, estima-se que 12 milhões de pessoas 

encontram-se infectadas; 350 milhões vivem em áreas de risco e 

aproximadamente 2 milhões de casos são registrados a cada ano (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2009). 

  A leishmaniose tegumentar trata-se de uma doença não contagiosa, 

de evolução crônica, que acomete as estruturas da pele, de forma localizada ou 

difusa, dependendo da espécie. É causada por várias espécies de Leishmania, 

sendo as mais importantes: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, 

Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi 

e L. (V.) lindenbergi, responsáveis por manifestações cutâneas, mucosas, 

disseminadas, e ainda pela forma difusa da doença (BRASIL, 2006). 

  A leishmaniose visceral (LV) pode ser considerada a forma mais 

grave da doença, estando associada à elevada mortalidade, quando não tratada. 

Esta forma acomete cerca de 500.000 novos indivíduos a cada ano (WHO, 2009), 

sendo responsável por cerca de 59.000 óbitos anuais. Alguns autores acreditam 

que o número de óbitos anuais devido à LV é subestimado, uma vez, que a 

doença é de notificação compulsória apenas em 32 dos 88 países em que ocorre 

(DESJEUX, 2004). 

  A leishmaniose visceral é uma zoonose causada por protozoários da 

ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e do gênero Leishmania que 

infectam canídeos e algumas outras espécies de animais, tendo uma larga 

distribuição nas regiões tropicais e subtropicais do planeta.  A doença já foi 

identificada no cão, gato, canídeos silvestres, marsupiais e roedores . Os cães, 

considerados os principais reservatórios; domésticos, são de grande importância 

na manutenção do ciclo da doença, constituindo-se no principal elo na cadeia de 

transmissão da leishmaniose visceral (BANETH, 2006).  

1 . INTRODUÇÃO 



 

 

    A LV é também considerada emergente em indivíduos portadores da 

infecção pelo vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), tornando-se uma das 

doenças mais importantes da atualidade (WHO, 2009)  . 

  Tem ampla distribuição ocorrendo na Ásia, na Europa, no Oriente 

Médio, na África e nas Américas. Na América Latina, a doença já foi descrita em 

pelo menos 12 países, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, 

especialmente na Região Nordeste (BRASIL, 2009). 

  No Brasil, a LV tem sido registrada como sendo resultante da 

infecção pela Leishmania (L.) chagasi estando envolvido os vetores Lutzomyia 

longipalpis e Lutzomia cruzi (MARCONDES, 2009). No passado a LV era descrita 

como uma doença de ambientes silvestres ou rurais, entretanto, as 

transformações ambientais provocadas pelo intenso processo migratório e o 

processo de urbanização crescente levaram a uma expansão das áreas 

endêmicas, com o aparecimento de novos focos, apontando a enfermidade como 

uma doença reemergente . 

  Os programas de vigilância e controle da LV baseiam-se em ações 

que atuam no inseto vetor,  no reservatório doméstico e no diagnóstico e 

tratamento  de casos humanos. Dessa forma, o diagnóstico laboratorial constitui 

uma ferramenta importante para que seja realizado o tratamento precoce dos 

casos humanos diagnosticados e a eliminação dos cães sororeagentes (BRASIL, 

2006). 

  A confirmação do diagnóstico da leishmaniose visceral pode se 

basear em métodos parasitológicos, sorológicos e moleculares. Apesar de 

discordâncias entre alguns autores, o exame parasitológico é considerado, ainda, 

o teste mais específico para a confirmação da doença. Porém, a sensibilidade 

deste método depende do grau de parasitemia, do tipo de material biológico 

coletado e do tempo de leitura da lâmina (BANETH, 2006).  

  A detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. circulantes utilizando 

técnicas sorológicas constitui-se no instrumento mais utilizado para o diagnóstico 

da LV. Entretanto, os testes sorológicos devem ser interpretados com cautela, 

uma vez que não são 100% sensíveis e falham em detectar cães infectados no 

período pré-patente e antes da soroconversão, cães que nunca farão 



 

 

soroconversão e cães soropositivos que se convertem em soronegativos mas 

ainda permanecem infectados. Existem, na literatura, inúmeros relatos da 

ocorrência de reação sorológica cruzada entre os membros da família 

Trypanosomatidae, envolvendo, principalmente, os protozoários L. chagasi, L. 

braziliensis e Trypanosoma cruzi, os quais possuem uma relação filogenética 

muito estreita (GREENE, 2006).  

  A Organização Mundial de Saúde (OMS) preconiza que o 

diagnóstico da LV seja realizado por meio das provas sorológicas, como a reação 

de imunofluorescência indireta (RIFI) e o teste imunoenzimático (ELISA) (WHO, 

2009). Porém, a literatura aponta para a ausência de um teste ideal para o 

diagnóstico da infecção por L. chagasi (MARCONDES, 2009). 

  Diante das limitações apresentadas pelos métodos de diagnóstico 

convencionais, existe a necessidade de se desenvolver ferramentas que sejam 

capazes de promover um diagnóstico preciso, de forma rápida e segura. Assim, 

cada vez mais, os métodos moleculares vem sendo desenvolvidos para 

identificação de grupos e espécies de Leishmania em variadas amostras clínicas, 

como também nos vetores envolvidos (SALAM et al., 2010). 

  Dentre essas técnicas, destaca-se a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), que a partir de 1998 passou a ser usada com mais freqüência 

para a identificação dos reservatórios de Leishmania (CORTES et al., 2004) . A 

PCR apresenta propriedades que mais se aproximam do ideal, pois com o uso de 

iniciadores apropriados a sensibilidade e a especificidade da técnica pode se 

aproximar de 100% (LACHAUD et al., 2001).  

  A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar o 

protozoário envolvido, e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras 

clínicas, produzindo um resultado confiável dentro de poucas horas, são 

vantagens significativas, da PCR em relação aos métodos de diagnóstico 

tradicionais (RODGERS et al., 1990). 

  Há diversos protocolos de PCR descritos na literatura para a 

detecção de L. chagasi, assim como inúmeros iniciadores testados, porém não há 

consenso entre um protocolo ideal para a detecção de L. chagasi e quais seriam 

os iniciadores mais indicados para a utilização (RODGERS et al., 1990,  



 

 

PIARROUX et al., 1994, SALOTRA et al., 2001, CORTES et al., 2004, AOUN et 

al., 2009). 

  Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi comparar diversos 

protocolos de PCR descritos na literatura, construir e avaliar novos iniciadores 

espécie-específicos assim como otimizar novos protocolos para a detecção de L. 

chagasi por PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 A primeira descrição dos parasitas que causavam a LV foi feita na Índia por 

Cunningham em 1885, em indivíduos acometidos pela doença. Em 1903 o agente 

etiológico foi descrito quase simultaneamente por William Leishman e Charles 

Donovan. Nesse mesmo ano, Ross denominou o parasita causador da LV de 

Leishmania donovani, criando então o gênero Leishmania (NEVES et al., 1997). 

 O registro do primeiro caso da doença adquirida no Brasil ocorreu em 

1913, quando Migone, no Paraguai, descreveu um caso em material oriundo de 

necrópsia de um paciente oriundo de Boa Esperança, Mato Grosso (ALENCAR et 

al., 1991). Henrique Penna em 1934, a partir  de um estudo realizado para o 

diagnóstico e distribuição da febre amarela no Brasil, verificou 41 casos positivos 

para Leishmania, identificados por histologia em lâminas de viscerotomias 

praticadas post-mortem, em indivíduos oriundos das regiões Norte e Nordeste 

(MARCONDES, 2009).  

 Em 1936, Evandro Chagas e seus colaboradores realizaram extensos 

estudos que foram capazes de demonstrar a doença no homem e em cães, além 

de definir como provável vetor Lutzomia longipalpis. O parasita causador da LV no 

Brasil foi classificado então como Leishmania chagasi (NEVES et al., 1997). Em 

1956, Leônidas e Maria Deane desenvolveram estudos no Ceará que foram 

capazes de elucidar  os aspectos epidemiológicos da doença, incluíndo vetores, 

reservatórios e distribuição geográfica (MARCONDES et al., 2009). 

 Desde então, a transmissão da doença vem sendo descrita em vários 

municípios, de todas as regiões do Brasil. A doença tem apresentado mudanças 

importantes no padrão de transmissão, inicialmente predominado pelas 

características de ambientes rurais e periurbanas e, mais recentemente, em 

centros urbanos como Rio de Janeiro (RJ), Corumbá (MS), Belo Horizonte (MG), 

Araçatuba (SP), Palmas (TO), Três Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre 

outros. Atualmente, está distribuída em 21 Unidades Federadas e nos últimos 
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2.1 Histórico  



 

 

anos foi registrada uma média anual de 3.357 casos humanos e 236 óbitos 

(BRASIL, 2009a). 

  

 

 

  O agente etiológico da LV é um protozoário pertencente ao filo 

Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida , família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania (BADARÓ & DUARTE, 2002).   

 As espécies causadoras das leishmanioses na América Latina são 

divididas em dois grupos taxonômicos. Um é o subgênero Viannia, que 

compreende principalmente as espécies L.(V)braziliensis, L.(V)panamensis e L. 

(V)guyanesis, responsáveis pelas lesões cutâneas ou mucocutâneas. O outro é o 

subgênero Leishmania, que compreende as espécies L.(L)mexicana e L.(L) 

amazonensis, responsáveis por lesões cutâneas localizadas ou difusas, e L. 

chagasi, causadora da LV (TAYLOR, 2010). 

 A espécie envolvida com a infecção na LV difere de acordo com a região 

geográfica, sendo a Leishmania donovani o agente etiológico na Ásia e África; a 

Leishmania infantum na Ásia, Europa e África, e a Leishmania chagasi nas 

Américas (BRASIL, 2006).  

 Apesar da discordância entre pesquisadores, semelhanças verificadas por 

meio de estudos moleculares sugerem que a L. chagasi e  L. infantum sejam a 

mesma espécie, o que motivou alguns autores a denominarem de L. infantum o 

agente etiológico desta enfermidade também nas Américas (MAURÍCIO et al., 

1999). Dessa forma, o termo L. chagasi e L. infantum são usados como 

sinônimos.  

  As leishmanias são protozoários pleomórficos que completam seus 

ciclos de vida em dois hospedeiros, sendo um vertebrado (canídeos, roedores ou 

humanos) e um invertebrado (KONTO;KOUTINAS, 1993). Apresentam duas 

formas; uma aflagelada ou amastigota, intracelular obrigatória, encontrada nas 

células do sistema fagocítico mononuclear dos hospedeiros vertebrados e, outra, 

flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestório dos insetos vetores 

(BANETH, 2006).  

2.2 Etiologia 



 

 

 

 

  A doença já foi identificada no cão, gato, canídeos silvestres, 

marsupiais e roedores (BANETH, 2006). Os cães, considerados os principais 

reservatórios domésticos, são de grande importância na manutenção do ciclo da 

doença, constituindo-se no principal elo na cadeia de transmissão da 

leishmaniose visceral. Essa importância baseia-se no fato da LV ser mais 

prevalente na população canina que na humana, pela constatação de que os 

casos humanos normalmente são precedidos por casos caninos e, pelo fato dos 

cães apresentarem uma maior quantidade de parasitas na pele do que o homem, 

o que favorece a infecção dos vetores (TAYLOR et al., 2010). 

  No ambiente silvestre, os reservatórios são os canídeos silvestres 

(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No 

Brasil, as raposas foram encontradas infectadas nas regiões Nordeste, Sudeste e 

Amazônica. Os marsupiais foram encontrados infectados no Brasil e na Colômbia 

(DEANE, 1956; LAINSON et al., 1990; BRASIL, 2006).  

  No passado a LV era descrita como uma doença de ambientes 

silvestres ou rurais, entretanto, as transformações ambientais provocadas pelo 

intenso processo migratório e o processo de urbanização crescente levaram a 

uma expansão das áreas endêmicas, com o aparecimento de novos focos, 

apontando a enfermidade como uma doença reemergente (BRASIL, 2006). 

 Os vetores da LV são insetos denominados flebotomíneos, conhecidos 

popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. No Brasil, 

duas espécies, até o momento, estão relacionadas com a transmissão da doença: 

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira é considerada a principal 

espécie transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil e, recentemente, L. cruzi foi 

incriminada como vetora no Estado de Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2006; 

MARCONDES, 2009). 

 

 

 

   

2.3 Reservatórios e vetores  

2.4  Patogenia e sinais clínicos 



 

 

  Durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro vertebrado 

infectado o flebotomíneo ingere macrófagos parasitados por formas amastigotas 

de Leishmania spp., as quais sofrem divisão binária, multiplicação e diferenciação 

em formas paramastigotas. Estas colonizam o tubo digestório do vetor e 

diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas, que são as formas 

infectantes. O ciclo biológico completa-se com a picada do flebótomo infectado e 

subseqüente inoculação de formas promastigotas do parasita na corrente 

sanguínea de um novo hospedeiro vertebrado, as quais diferenciam-se em formas 

amastigotas no interior de macrófagos. Ocorre então a disseminação linfática para 

outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitário. A infecção 

dissemina-se para linfonodos, baço e medula óssea dentro das primeiras horas 

(KONTOS & KOUTINAS, 1993; BANETH, 2006). 

  O quadro clínico dos cães infectados varia do aparente estado sadio 

a um severo estágio final, sendo os animais classificados, de acordo com os 

sinais clínicos apresentados, em assintomáticos – ausência de sinais clínicos 

sugestivos da infecção, oligossintomáticos – presença de adenopatia linfóide, pêlo 

opaco e pequena perda de peso e sintomáticos – todos ou alguns sinais mais 

comuns da doença (BRASIL, 2006). Nos animais sintomáticos, as principais 

manifestações clínicas incluem emaciação lenta e progressiva; alopecia local ou 

generalizada, sem prurido; lesões crostosas e ulcerativas, em geral no espelho 

nasal, orelhas e extremidades; descamação furfurácea; conjuntivite; febre 

irregular; apatia; tosse; linfadenomegalia; hepatoesplenomegalia e onicogrifose 

(FEITOSA et al.,  2000; BRASIL, 2006). 

 

 

 

  

  O cão doméstico é considerado o principal reservatório da LV. 

Porém, a correlação entre casos de leishmaniose visceral humana (LVH) e 

leishmaniose visceral canina (LVC) ainda é motivo de controvérsias.  Alguns 

autores não encontraram uma correlação direta entre a incidência da LVH e LVC 

em áreas endêmicas (COURTENAY et al., 2002; RIBEIRO, 2007). Por outro lado, 

2.5 Medidas de controle e prevenção da leishmaniose visceral 



 

 

foi observado que a ocorrência de surtos caninos tem precedido a ocorrência de 

casos humanos, além de constatação de que a infecção em cães tem sido mais 

prevalente (ALENCAR et al., 1987; ANTONIALLI et al., 2007). Portanto, há 

necessidade de mais estudos relacionados ao papel dos cães na manutenção da 

transmissão da LVH. Por estes motivos, uma das medidas preconizadas pelo 

Ministério da Saúde para o controle da LV é a eliminação dos cães soropositivos. 

Outras medidas são baseadas no diagnóstico e tratamento precoce dos casos 

humanos, na redução da densidade populacional do vetor, no uso de coleiras em 

cães com inseticidas e atividades de educação em saúde. 

   O tratamento utilizado com eficácia em humanos acometidos pela 

LV não é recomendado para cães, pois além de induzir uma aparente remissão 

dos sinais clínicos, não previne recidiva e parece ter efeito limitado na 

infectividade de vetores, podendo levar o risco de selecionar parasitas resistentes 

em relação às drogas utilizadas no tratamento de humanos (BRASIL, 2006). Por 

isso o tratamento canino no Brasil é proibido devido ao risco que esta conduta 

acarreta para a saúde humana (BRASIL, 2009b).   

 

 

 

 

 O diagnóstico clínico da LVC é difícil de ser realizado devido à 

variedade de sintomas da doença. Os achados clínicos não são patognomônicos 

e podem sugerir outras enfermidades, tornando o diagnóstico laboratorial 

necessário para a confirmação da suspeita (FEITOSA et al., 2000).  

  A confirmação do diagnóstico da LV pode se basear em métodos 

parasitológicos, sorológicos e moleculares (BANETH, 2006). 

 

 

 

   

  O diagnóstico parasitológico é o método considerado de alta 

especificidade e se baseia na demonstração do parasito obtido de amostra clínica 

2.6 Diagnóstico da leishmaniose visceral canina 

2.6.1 Diagnóstico parasitológico 



 

 

do animal suspeito. Porém, alguns desses  procedimentos são métodos invasivos, 

o que significa a ocorrência de riscos para o animal e também são impraticáveis 

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

ser avaliados em curto espaço de tempo (BRASIL, 2006). 

  Apesar de discordâncias entre alguns autores, o exame 

parasitológico é considerado, ainda, o teste ouro para o diagnóstico da doença 

(DYE et al., 1993; LEONTIDES et al., 2002; ALVES et al., 2004). Podem ser 

observadas formas amastigotas do parasita em esfregaços de aspirado de 

linfonodos, medula óssea, imprint de pele, aspirado esplênico, biópsia hepática e 

esfregaços sangüíneos corados com corantes de rotina, tais como Giemsa, 

Wright e Panótico.  

  As formas amastigotas são reconhecidas pela sua forma esférica a 

ovóide, medindo 2-5 µm e contendo um núcleo arredondado e um cinetoplasto 

alongado (SWENSON et al., 1988). A sensibilidade depende do grau de 

parasitemia, do tipo de material biológico coletado e do tempo dedicado à leitura 

da lâmina (WOLSCHRIJN et al.,1996). Na dependência do tempo dispendido 

procurando o parasita, a sensibilidade passa a ser de, no máximo, 80% em cães 

sintomáticos e menor em cães assintomáticos. Em alguns casos a visualização de 

parasitas é muito laboriosa e os resultados falso negativos não são incomuns 

(IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006). 

 

 

  

   

  A detecção de anticorpos anti-Leishmania spp. circulantes utilizando 

técnicas sorológicas constitui-se no instrumento mais utilizado para o diagnóstico 

da LVC. Animais doentes desenvolvem principalmente uma resposta imune 

humoral e produzem altos títulos de IgG anti-Leishmania spp. A soroconversão 

ocorre aproximadamente três meses após a infecção e os títulos permanecem 

elevados por, pelo menos, dois anos. Entretanto, os testes sorológicos devem ser 

interpretados com cautela, uma vez que não são 100% sensíveis e falham em 

detectar cães infectados no período pré-patente antes da soroconversão, cães 

2.6.2 Diagnóstico sorológico 



 

 

que nunca farão soroconversão e cães soropositivos que se convertem em 

soronegativos mas ainda permanecem infectados (FERRER, 2002; IKEDA-

GARCIA; FEITOSA, 2006). Animais com menos de três meses de idade não 

devem ser avaliados através de métodos sorológicos pois podem apresentar 

resultados positivos pela presença de anticorpos maternos (BRAGA et al., 1998). 

  As técnicas sorológicas recomendadas atualmente pelo Ministério da 

Saúde para o inquérito epidemiológico canino são a RIFI e o ELISA. As alterações 

dos valores do ponto de corte podem, conseqüentemente, alterar a sensibilidade 

e especificidade dos métodos sorológicos (FERRER, 1995). 

  A RIFI tem sido a técnica sorológica mais utilizada no diagnóstico da 

LV, particularmente em inquéritos epidemiológicos (BRASIL, 2006), entretanto, 

possui a desvantagem de que, quando da análise de um grande número de 

amostras, o tempo dispendido pelo profissional para a leitura das lâminas é muito 

grande (RACHAMIN et al., 1991). Existem, na literatura, inúmeros relatos da 

ocorrência de reação sorológica cruzada entre os membros da família 

Trypanosomatidae, envolvendo, principalmente, os protozoários L. chagasi, L. 

braziliensis e Trypanosoma. cruzi, os quais possuem uma relação filogenética 

muito estreita. Antígenos de superfície e antígenos dos microtúbulos do 

citoesqueleto do protozoário são comuns a todos os tripanosomatídeos o que 

justificaria a ocorrência de reação cruzada entre eles (BADARÓ et al., 1986). No 

entanto, a ocorrência de reação cruzada entre leishmaniose visceral canina e 

outros agentes etiológicos por meio dos métodos sorológicos ainda é motivo de 

discordâncias na medicina veterinária (ALVES; BEVILACQUA, 2004; METTLER 

et al., 2005) .   

  O teste de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. 

apresenta, dependendo do antígeno empregado, uma sensibilidade que varia 

entre 95% e 99,5% e uma especificidade entre 97,1% a 100% (LAURENTI et al., 

2005). Há, contudo, discordâncias entre alguns autores, os quais descreveram 

valores de sensibilidade e especificidade de 80 e 81%, respectivamente 

(ASHFORD et al., 1995) e outros que observaram valores de 100% para ambos 

os índices (VERCAMMEN et al., 1997). A sensibilidade e especificidade deste 

método dependem do tipo de antígeno empregado (espécie ou forma evolutiva do 



 

 

parasita) e de mudanças no protocolo experimental padrão (tempo de incubação 

ou tipo de microplacas utilizadas) (REITHINGER et al., 2000). As técnicas que 

utilizam antígenos totais são limitadas em termos de especificidade, apresentando 

reações cruzadas não somente com outras espécies da família 

Trypanosomatidae, mas também com organismos filogeneticamente distantes 

(RACHAMIN et al., 1991; MELO, 2004).  

  Enquanto alguns trabalhos apontam para a ocorrência de reação 

cruzada entre LVC e babesiose canina ou doença de Chagas por meio da técnica 

de ELISA (ROSÁRIO et al., 2005), outros afirmam não existir reação cruzada com 

erliquiose e babesiose (LIMA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008), toxoplasmose 

(LIMA et al., 2005) e doença de Chagas (VERCAMMEN et al. 1997). 

  Os métodos sorológicos apresentam algumas desvantagens como a 

dificuldade em diferenciar uma infecção parasitária atual de uma anterior. 

Também não conseguem correlacionar os níveis de anticorpos circulantes com o 

estágio da doença. O custo da produção de antígenos específicos purificados é 

geralmente muito alto e consequentemente preparações com antígenos brutos 

são frequentemente utilizadas, reduzindo a especificidade e sensibilidade 

(GREENE, 2006).  

 

 

 

   

  Os métodos de diagnóstico através de técnicas de biologia 

molecular também estão sendo utilizados para o diagnóstico da infecção por 

Leishmania chagasi (TELLEIRA et al., 1999, BRANDÃO FILHO et al., 2003, 

CORTES et al., 2004, GOMES, 2007; PILLATI et al., 2009; SALAM et al., 2010). 

Por volta de 1998 a PCR passou a ser usada com mais freqüência para a 

identificação dos reservatórios de Leishmania (TELLEIRA et al., 1999; 

BRANDÃO-FILHO et al.,  2003). 

  A PCR é o método que permite a amplificação de regiões 

específicas do DNA com o uso de uma enzima termoestável, a Taq DNA 

polimerase, isolada da bactéria termofílica Thermus aquaticus. Com essa enzima 

2.6.3 Diagnóstico molecular  



 

 

uma sequência alvo do DNA pode ser amplificada em até um milhão de vezes 

após sucessivos ciclos, sendo que estes consistem de três passos. No primeiro 

passo o DNA é desnaturado, produzindo duas fitas simples de DNA. No segundo 

passo ocorre o anelamento, onde os oligonucleotídeos iniciadores se ligam as 

sequências complementares do DNA alvo. O terceiro passo consiste na extensão 

das novas fitas formadas, é neste passo que a enzima adiciona as novas fitas os 

desoxinucleotídeos trifosfatos presentes na solução. Cada um destes passos 

ocorre em temperaturas bem definidas, a desnaturação ocorre a 94° C, a 

extensão ocorre a 72° C e a temperatura de anelamento vai depender do 

comprimento e do conteúdo dos oligonucleotídeos usados na PCR. Antes de 

fazer a reação é necessário obter o DNA do parasita, o que é realizado através de 

método de extração, que pode ser conduzido utilizando-se substâncias químicas 

ou simplesmente através da fervura (PERSING, 1993). 

  Uma das etapas fundamentais da técnica de PCR é o 

desenvolvimento de um par de iniciadores adequado para a região que se 

pretende amplificar. O desenvolvimento de iniciadores requer o conhecimento 

prévio da seqüência de nucleotídeos, ou pelo menos das extremidades do gene 

ou do segmento de DNA a ser amplificado. Este pré-requisito vem se tornando 

menos restritivo com o desenvolvimento de métodos automatizados de 

seqüenciamento e com o crescente desenvolvimento de programas de 

seqüenciamento do genoma de diversas espécies. Em virtude da conservação 

evolutiva dos genomas, quando a informação não é disponível para a espécie 

foco do trabalho, é possível utilizar informações de espécies relacionadas, 

optando-se pelo desenvolvimento de iniciadores para as seqüências de 

nucleotídeos mais conservadas entre duas ou mais espécies (COUTINHO e 

REGITANO, 2001). 

  Existem diferentes alvos de amplificação no genoma de Leishmania 

que já foram descritos para diagnóstico. Esses são normalmente seqüências 

repetitivas e/ou polimórficas. Como exemplos, tem-se os genes para o RNA 

ribossomal e seus espaçadores, β-tubulina, locus gp63, hsp70, cisteino 

proteinases e minicírculos do DNA de cinetoplasto (kDNA) (REITHINGER et al., 

2000;; 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 seqüências nucleotídicas potenciais de Leishmania para novos alvos 

de PCR.  

  Devido à elevada sensibilidade a técnica de PCR se torna muito 

adequada para procedimentos de diagnóstico. A sensibilidade e a especificidade 

da PCR estão diretamente ligadas ao conjunto de iniciadores utilizados para a 

amplificação do DNA alvo, ao número de cópias do DNA alvo a ser amplificado, 

ao método de extração de DNA utilizado, ao tipo de material a ser analisado e ao 

protocolo de PCR (ALVAR et al., 1994; CORTES et al., 2004; SALAM et al., 

2010).   

  A PCR tem sido amplamente utilizada na detecção do DNA do 

parasito em vários materiais biológicos como sangue, medula óssea, pele, 

amostra conjuntival e líquor (FERRER, 1999; LACHAUD et al., 2002; AOUN et al., 

2009). Pode ainda ser utilizada em amostras de tecidos que foram submetidos à 

avaliação histopatológica ou à técnica de imunoistoquímica e onde não foi 

possível a identificação do parasita. As amostras de tecidos fixadas em formol e 

incluídas em parafina são um importante recurso para estudos moleculares, 

embora a rotina histopatológica possa causar a degradação do DNA nos tecidos 

(COOMBS, 1999). 

  Além da possibilidade de utilizar várias amostras clínicas a PCR 

apresenta como outras vantagens a habilidade de trabalhar com pequenas 

quantidades de material a ser analisado e ser capaz de detectar níveis baixos de 

parasitas nas amostras (MELO, 2004).  

  Uma forma de aumentar a sensibilidade da PCR é o uso de alvos 

multicópias, como minicírculos do cinetoplasto (SMYTH et al., 1992). Utilizando os 

conhecimentos já obtidos referentes às seqüências de nucleotídeos do DNA 

genômico do parasita, diferentes pares de oligonucleotídeos vêm sendo propostos 

e testados para o diagnóstico da LV por meio da PCR com resultados 

promissores. Estes estudos mostraram que a técnica da PCR é sensível para o 



 

 

diagnóstico de pacientes infectados com L. donovani ou L. chagasi (GOMES et 

al., 2007). 

  Uma variedade de protocolos para detectar L. infantum tem sido 

desenvolvidos, e a técnica da PCR tem mostrado ser uma técnica sensível e 

altamente especifica para a detecção de infecções assintomáticas ou não 

provadas parasitologicamente (ASHFORD et al., 1995; QUINNELL et al., 2001; 

AOUN  et al., 2009). 

  O diagnóstico por PCR independe do status imunológico do animal e 

pode ser utilizado em caso de anergia ou de reações cruzadas em testes 

sorológicos convencionais. Além disso, a técnica pode ser utilizada em estudos 

epidemiológicos para auxiliar na determinação da prevalência em áreas onde a 

doença não está controlada. A PCR é capaz de detectar mais de 30% de 

infecções por Leishmania spp. em cães soronegativos (MILES et al., 1999) e é 

mais eficiente para detectar estágios iniciais da doença, enquanto que as técnicas 

sorológicas são mais eficazes para diagnosticar estágios avançados da infecção, 

embora muitos casos positivos possam se converter em soronegativos durante o 

curso da infecção (GRADONI, 2002). Estudos utilizando a PCR em cães de áreas 

endêmicas demonstraram prevalências maiores do que as obtidas em testes 

sorológicos clássicos (SOLANO -GALLEGO et al., 2001). 

  Diante do exposto a PCR parece ser a técnica que mais se aproxima 

do ideal, pois com o uso de iniciadores apropriados a sensibilidade e a 

especificidade da técnica pode se aproximar de 100% (REED 1996, MARQUES et 

al., 2001, CORTES et al., 2004). 

  ASHFORD et al. (1995) demonstraram, em estudo realizado na 

América do Sul, que a PCR apresentou maior sensibilidade que a sorologia e a 

cultura de parasitas para o diagnóstico da LVC. Esses autores indicam que a PCR 

pode tornar-se o principal método de diagnóstico na identificação de cães 

portadores de LVC. 

  Tem-se demonstrado a ocorrência de cães PCR positivos 

soronegativos (REALE, et al., 1999; SOLANO-GALLEGO, et al., 2001). 

RODRIGUES et al. (2002) demonstraram maior sensibilidade da PCR para 

detecção de Leishmania spp. em relação aos testes convencionais. CORTES et 



 

 

al. (2004) mostraram que a PCR é dotado de alta sensibilidade, sendo capaz de 

detectar quantidades tão pequenas quanto 1 fentograma do DNA de uma 

Leishmania, o equivalente a 1/10 do parasita e tem sido um dos testes mais 

empregados para busca de reservatórios de leishmaniose (OLIVEIRA et al. 2005). 

  MULLER et al. (2003) avaliaram 18 amostras de tecido cutâneo 

fixadas em formol e incluídas em parafina, e que já haviam sido submetidas à 

avaliação histopatológica e imunoistoquímica. Esses autores concluíram que a 

PCR é uma boa técnica para complementar o diagnóstico da LV, mas indicam ser 

indispensável verificar a ocorrência de degradação das amostras por meio da 

utilização de oligonucleotídeos iniciadores da espécie estudada. 

  SCHONIAN et al., (2003) avaliaram a sensibilidade e especificidade 

de dois métodos de PCR, sendo que um amplifica a região variável do gene SSU 

rRNA e o outro a ITS1. Foram analisadas amostras de sangue, aspirados de 

medula óssea, biópsia de pele e esfregaço de pele sobre papel filtro ou sobre 

lâminas de vidro. Foram utilizadas amostras de cães e humanos. Também foi 

realizada uma diluição seriada de cultura de promastigotas de L. donovani ou L. 

infantum. O método SSU rRNA – PCR foi mais sensível do que o ITS1-PCR. 

  SOLANO-GALLEGO et al., (2004) estudando a pele clinicamente 

sem alterações, correspondente à região do plano nasal de cães sintomáticos e 

assintomáticos, pelas técnicas de imunoistoquímica e PCR, observaram parasitas 

no tecido cutâneo de 70% dos cães sintomáticos, mas não observaram parasitas 

pela imunoistoquímica na pele dos cães assintomáticos. Já a PCR mostrou 

positividade de 100% em todos os cães sintomáticos e assintomáticos. 

  MOREIRA et al., (2007) compararam a eficácia de métodos 

parasitológicos, imunológicos e moleculares em diagnosticar cães com diferentes 

sinais clínicos. A PCR apresentou sensibilidade de 95% a 100%, mostrando ser a 

mais sensível das técnicas utilizadas e indicando ser um método muito eficiente 

para o diagnóstico da LVC.  

  A principal desvantagem das técnicas de biologia molecular é que 

são requeridos laboratórios bem equipados e habilidade técnica (BRASIL, 2006). 

Apesar do custo ainda ser elevado para realização da PCR, observa-se que há 



 

 

uma tendência de aumento de demanda e, com isso, é possível que ocorra 

redução de custos e a técnica torne-se mais acessível. 

  Embora muitas pesquisas estejam direcionadas a encontrar um 

protocolo padrão para o diagnóstico da LV, poucos estudos foram realizados com 

o intuito de comparar os métodos já disponíveis na literatura. Existem diversos 

iniciadores descritos, assim como variações entre os diversos protocolos de PCR 

utilizados. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi comparar diversos protocolos 

de PCR descritos na literatura e avaliar novos iniciadores espécie-específicos 

assim como otimizar novos protocolos para a detecção de L. chagasi por PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

  O presente trabalho teve como objetivos gerais a avaliação de 

iniciadores e a otimização de novos protocolos de ensaios de PCR para o 

diagnóstico específico de Leishmania chagasi. 

 

 

 

    

  - Selecionar novos iniciadores para serem utilizados como 

iniciadores na amplificação espécie-específica por PCR a partir de sequências 

dos genes 18S RNAr e LSU RNAr, incluíndo o primeiro e o segundo espaços 

transcritos (ITS1 e ITS2) de Leishmania chagasi; 

  - Otimizar e validar novos protocolos de PCR para a detecção 

específica de L. chagasi; 

  - Avaliar a especificidade analítica de diferentes iniciadores e 

protocolos de PCR específicos para L. chagasi descritos na literatura;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivos gerais 

3.2 Objetivos específicos 



 

 

 

  O projeto foi realizado no Laboratório de Diagnóstico de Doenças 

Parasitárias (L.D.D.P.) do Setor de Medicina Veterinária Preventiva, da Escola de 

Veterinária (EV) da Universidade Federal de Goiás (UFG), durante o período de 

janeiro a dezembro de 2009. 

 

 

 

   

  Para a realização dos ensaios de PCR foram utilizadas amostras de  

DNA genômico de Canis familiaris e dos seguintes microrganismos: Leishmania 

chagasi, Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania  

guyanensis, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Babesia canis e Ehrlichia 

canis. 

  As amostras de DNA genômico de Canis familiares, B. canis e E.. 

canis utilizado para as avaliações de especificidade foram procedentes do 

LDDP/EV/UFG. As amostras de DNA genômico de L. chagasi utilizadas foram 

provenientes do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Publica (IPTSP) da UFG , 

da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal (UNESP) e do 

LDDP/EV/UFG. As amostras de DNA genômico de L. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), L. amazonensis (cepa PH8), L. guyanensis (PLR6), 

Trypanosoma cruzi (cepa Y) e Toxoplasma gondii (cepa RH tipo I) utilizados neste 

estudo foram cedidas pelo Banco Imunobiológico das Leishmanioses da região 

Centro-Oeste do Laboratório de Imunobiologia das Leishmanioses do IPTSP da 

UFG. 

  

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local e período de realização 

4.2 Obtenção de amostras de DNA referência 



 

 

   

  A seleção de novos oligonucleotídeos foi realizada a partir de 

sequências de referência para para os genes 18S RNAr e LSU RNAr das 

diferentes espécies do gênero Leishmania, obtidas no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dessa forma, para o gene 18S RNAr foram 

utilizadas as sequências para as seguintes espécies e seus correspondentes 

números de acesso no GenBank: L. chagasi (acesso GenBank U42465), L. 

infantum (GQ332359), L. donovani (GQ332356), L. guyanensis (GQ332358), L. 

amazonensis (GQ332354), L. braziliensis (GQ332355). 

  Para os genes LSU RNAr foram utilizadas as seguintes sequências 

com seus respectivos números de acesso: L. chagasi (AJ000306),  L. lainsoni 

(DQ182542),  L. naiffi (DQ182543),   L. amazonensis (FJ753373),  L. braziliensis 

(FJ753385),  L. guyanensis (FJ753390). 

  As sequências foram identificadas, copiadas em arquivo digital, 

editadas no modelo fasta e submetidas ao alinhamento pelo método de múltipla 

progressão de Clustal W (THOMPSON et al., 1994), através do software Megalin 

(LaserGene, DNAStar, Inc.).  

  Os iniciadores L. chagasi-específicos foram então selecionados de 

regiões não conservadas ou semi-conservadas do gene. Para a definição das 

sequências dos oligonucleotídeos seguiram-se recomendações técnicas 

específicas (LISBY, 1999; UNIVERSITY OF NEBRASKA , 2008).  

  Após a seleção e antes da síntese, os iniciadores foram submetidos 

à avaliação de similaridade com as sequências do GenBank, utilizando-se o 

algoritmo BLAST-N® (Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotides) 

(ALTSCHUL et al., 1990). As sequências que apresentaram percentual de 

identidade específico para L. chagasi foram encaminhadas para a síntese dos 

oligonucleotídeos. 

  Foram construídos iniciadores anti-senso (reverse) e iniciadores 

senso (foward) tanto do gene 18S rRNA quanto da região do LSU RNAr. Os 

oligonucleotídeos selecionados da região do gene 18S rRNA foram os seguintes: 

LCS-1 (foward), LCS-2 (foward) e LCS-3 (reverse). Já do LSU RNAr selecionou-

4.3 Construção de iniciadores 



 

 

se os seguintes oligonucleotídeos: LCL-1 (foward), LCL-2 (foward),  LCL-3 

(reverse),  e LCL-4 (reverse).  

 

 

 

   

  A preparação do mix de reação de PCR e as condições de 

amplificação foram estabelecidas a partir de adaptações dos protocolos descritos 

por LINHARES et al. (2002) e otimizadas, segundo PERSING (1993). Dessa 

forma foi estabelecido o volume de 50 µL para o mix de reação, composto por 

38,25 µL de água ultra-pura (Dnase/Rnase-Free Distilled water - Invitrogen), 5 µL 

de Tampão para PCR 10X (PCR buffer 10X Invitrogen), 2,0 µL de Cloreto de 

Magnésio (MgCl2) 50nM (Invitrogen); 1 µL de dNTP 1m mM (Amersham 

Biosciences); 0,5 µL (10pM) do iniciador foward, 0,5 µL (10 pM) do iniciador 

reverse, 0,25 µL de Taq 5 U/µL (Invitrogen) e 2,5 µL do DNA genômico da 

amostra. 

  Foram utilizados as seguintes combinações de novos iniciadores 

visando a detecção específica de Leishmania chagasi: LCL-1/LCL-3; LCL-2/LCL-

3; LCL-1/LCL-4; LCL-2/LCL-4; LCS-1/LCS-3 e LCS-2/LCS-3. Além desses 

iniciadores, também utilizou-se pares de iniciadores descritos por outros autores. 

A mistura para a reação de PCR foi então imediatamente submetida ao processo 

de amplificação por PCR, em termociclador (Mastercycler Personal, Eppendorf), 

previamente programado , a um número de ciclos e temperaturas, conforme 

adaptado de LAUERMAN (1998): um ciclo inicial de desnaturação de 94 °C por 

dois minutos, seguido de 40 ciclos repetidos com as temperaturas de 94 °C por 30 

segundos, 30 segundos na temperatura de anelamento calculada para cada par 

de iniciador a ser utilizado na reação e um minuto a 72 °C, finalizando a reação 

com uma fase de extensão adicional a 72 °C por dois minutos. 

  A temperatura de anelamento para os iniciadores foi calculada a 

partir da seguinte fórmula: Ta: [ 2 °C (A + T) + 4 °C (G + C)] – 5 °C, onde: A = 

quantidade de bases adenina na sequência do iniciadores, T: quantidade de 

4.4 Ensaios de PCR 



 

 

bases timina, G: quantidade de bases guanina, C: quantidade de bases citosina 

(OGLIARI et al., 2000). 

  Cada ensaio de PCR utilizando os pares de iniciadores testados 

foram repetidos por pelo menos quatro vezes, tanto os testes referentes a 

sensibilidade quanto a especificidade. 

 

 

 

   

  Em todas as reações realizadas durante o presente trabalho foram 

incluídos controles positivo e negativo.  Como controle positivo nas reações em 

que se avaliou novos iniciadores quanto a eficácia, especificidade e sensibilidade, 

foram utilizados DNA genômico procedentes de diferentes laboratórios e 

instituições, conforme descrito no item 4.2.  

  Como controle negativo foi utilizada água ultra pura esterilizada, livre 

de dnases e rnases (Dnase/Rnase-Free Distilled water - Invitrogen). 

 

 

  

   

  A partir do protocolo de amplificação definido como padrão, foram 

executadas reações de PCR como testes de otimização, visando avaliar 

diferentes números de ciclos de amplificação e diferentes temperaturas de 

anelamento, conforme PERSING (1993) e BRENT et al. (1994). 

  

 

  As avaliações in vitro da especificidade para os novos iniciadores 

(LCL-1, LCL-2, LCL-3, LCL-4, LCS-1, LCS-2 e LCS-3) foram realizadas em 

ensaios de PCR com as amostras de DNA de referência descritas no item 4.5.  

 

4.5 Controles para as reações de PCR 

4.6  Otimização dos ensaios de PCR 

4.7 Avaliação da especificidade analítica dos oligonucleotídeos 



 

 

 

         Para a realização dos testes de limiar de detecção utilizou-se DNA 

genômico de L. chagasi com a concentração inicial conhecida de 10 ng/µL. Para 

estabelecer o limiar de sensibilidade da reação de PCR, foram feitas diluições 

seriadas com as respectivas concentrações: 10ng/µL; 1ng/ µL; 0,1 ng/µL; 0,01 

ng/µL; 1 pg/µL; 0,1 pg/µL; 10 fg/ µL; 1 fg/µL; 0,1 fg/µL. 

 

 

 As reações de PCR para as avaliações referentes aos iniciadores descritos 

na literatura foram realizadas seguindo os protocolos publicados pelos autores. 

Foram feitas reações de PCR para cada par de iniciador, utilizando as amostras 

de DNA dos seguintes microrganismos: L. chagasi, L. amazonensis, L. braziliensis 

e L. guyanensis. Em cada reação também foi incluído controle negativo.  

 Foram analisados um total de sete diferentes pares de iniciadores, cujos 

nomes, sequências e genes alvos constam no QUADRO 1.  

 Os fragmentos-alvo previstos para cada par de oligonucleotídeo foram, 

conforme os autores: 120 pb (13A/3B), 700 pb (Lm5/Lm3G), 600 pb (Ldl1/Ldl2), 

100 pb (PIARROUX et al., 1994), 260 pb (PIARROUX et al., 1995), 809 pb 

(SMYTH et al., 1992) e 447 pb (MC1/MC2).  

 

 

 

 

 

 

 

4.8  Determinação e avaliação da sensibilidade analítica duas reações  

4.9 Avaliação de iniciadores e protocolos descritos por outros autores 



 

 

QUADRO 1-  Sequências de iniciadores avaliados para o diagnóstico de L. 
chagasi por PCR e respectivos genes alvo 

Autor/ iniciadores Seqüências Gene alvo 
RODGERS et al., 

1990 
13A  e 13B 

5’- GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3’ 
5’- ATTTTACACCAACCCCCAGTT- 3’ 

mini-círculos do 
DNA do 

kinetoplasto 
RAVEL et al., 1995 

Lm5 e Lm3G 
5’-TGGTGTAAAATAGGCCAGGTGG-3’ 
5’- CCTACCCGCGGGACCAGAAAAG-3’ 

mini-círculos  DNA 
de L. infantum 

 
SALOTRA et al., 

2001 
Ldl1 e Ldl2 

5’- AAATCGGCTCCGAGGCGGGAAAC-
3’ 5’-GGTACACTCTATCAGTAGCAC -3’ 

 

mini-círculos do 
cinetoplasto de L. 

donovani. 

PIARROUX et al., 
1994 
------ 

5'-ACG AGGTCAGCTCCACTCC-3' 
5'-CTGCAACGCCTGTGTCTACG-3' 

região conservada 
de L. infantum 

PIARROUX et al., 
1995 
------ 

5’-CGGTCGCACCATGCGGTG-3’ 
5’- ACATCCCI’GCC-CACATACGC-3’ 

região conservada 
de L. infantum 

SMYTH et al., 
1992 
--------- 

5’- CCAGTTTCCCGCCCCG -3’ 
5’-GGGGTTGGTGTAAAATAGGGC-3’ 

mini-círculos do 
DNA do 

kinetoplasto 
CORTES et al., 

2004 
MC1 e MC2 

5’- GTTAGCCGATGGTGGTCTTG-3’ 
5’- CACCCATTTTTCCGATTTTG-3’ 

mini-círculos do 
DNA do 

kinetoplasto de L. 
infantum 

 

 

 

   

  Os produtos de DNA amplificado (amplicons) foram posteriormente 

aplicados em gel de agarose 1,2% (Agarose NA – Amersham Biosciences) em 

tampão TBE1x. 

  Um volume de 10 µL dos produtos de PCR, homogeneizados em 2,5 

µL de corante de corrida (25% Ficoll 400, 025% azul de bromofenol, 0,25% xileno 

cianol em 9 partes de glicerol) foram aplicados em cada poço do gel. Como 

marcador de massa molecular foi empregado o DNA Ladder 100pb (Invitrogen). 

As eletroforeses foram conduzidas em cuba (Horizon 11.14, Life Technologies), a 

90 V, durante 60 minutos. 

 
 

4.10 Leitura das reações de PCR 



 

 

  Após as corridas os géis foram corados por imersão em solução de 

brometo de etídio (0,4 µg/mL). A visualização foi feita pela utilização do aparelho 

transiluminador de UV (Electronic UV Transilluminator, Ultra-Lum), em ambiente 

escuro. 

 

 

 

  

  A documentação fotográfica dos resultados das eletroforeses foi 

realizada em equipamento fotodocumentador de géis (Vilber Lourmat) e 

armazenadas em arquivos digitais no formato JPG por meio de software 

processador de imagens (PhotoCapt, Viber Lourmat). 
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