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Resumo 

As leishmanioses estão entre as doenças mais negligenciadas do mundo. Pertencem a um 

grupo de doenças causadas por mais de 18 espécies de protozoários do gênero Leishmania. 

A transmissão ocorre através da picada do fletobomínio. O hospedeiro do protozoário pode 

ser o homem ou o cão. O animal pode ir a óbito em poucas semanas de acordo com a 

evolução da doença. As técnicas usadas para o diagnóstico de leishmaniose são variadas, 

desde métodos rápidos como imunocromatográficos até métodos moleculares, como a 

reação em cadeia da polimerase (PCR). Uma forma alternativa para transporte de amostras 

clínicas para o diagnóstico de leishmaniose por PCR, escolhida para avaliação neste estudo 

foi o cartão FTA Classic Cards, pois quando utilizado para  outras enfermidades 

proporcionou facilidades no transporte, armazenamento e no manuseio das amostras. Além 

disso, outra vantagem do cartão seria que a própria coleta de sangue poderia ser através de 

punção digital, método menos invasivo que outras técnicas. Esse cartão possui um filtro 

impregnado, com alguns componentes químicos que produzem a lise das membranas 

celulares por desnaturação protéica, o que elimina o poder infectocontagioso dos 

microorganismos, e ao mesmo tempo os ácidos nucleicos são retidos no cartão e 

estabilizados para o armazenamento em temperatura ambiente. Dessa forma, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar por PCR a eficácia da extração de DNA de Leishmania 

de plasma e sangue de caninos fixados no cartão comercial FTA. 
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INTRODUÇÃO 

As leishmanioses estão entre as doenças mais negligenciadas do mundo. Estima-se que a 

cada ano 1,3 milhões de novos casos e entre 20 000 e 30 000 mortes ocorreram (OMS, 

2015). Pertencem a um grupo de doenças causadas por mais de 18 espécies de protozoários 

do gênero Leishmania. A transmissão ocorre através da picada do fletobomínio. Existem 

mais de 900 espécies de fletobomíneos, sendo que 70 estão envolvidas na transmissão da 

Leishmania sp (READY, 2013). O hospedeiro do protozoário pode ser o homem ou o cão, 

de acordo com seu ciclo de vida (BRASIL, 2014).    

O aspecto clínico da leishmaniose no homem pode apresentar diferentes formas: 

cutânea, mucocutânea, cutânea difusa e visceral. A leishmaniose visceral (LV), conhecida 

como calazar, é a forma mais letal, por haver o comprometimento dos órgãos internos. É 

caracterizada por manifestações clínicas como febre alta, perda de peso, anemia, aumento 

do baço e do fígado. A leishmaniose visceral canina (LVC), tem evolução lenta e o cão 
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pode desenvolver a forma aguda ou crônica. A frequência de sinais observados nos cães são 

o emagrecimento, surgimento de lesões cutâneas, úlceras na pele, entre outros. O animal 

pode ir a óbito em poucas semanas de acordo com a evolução da doença (ROELFSEMA et 

al., 2011; BRASIL, 2014).    

Um estudo realizado no Brasil concluiu que o tratamento nos cães não elimina 

completamente os parasitas, apenas promove a cura clínica, sendo estes ainda possíveis 

fontes de infecção (Ikeda-Garcia et al., 2010). Dessa forma, uma das recomendações para o 

controle de infecção, regulamentado pelo Decreto Federal n° 51.838, de 14 de março de 

1963, é a eutanásia nos cães soropositivos para Leishmania sp. Além da eutanásia, é 

indicado também  para o controle  de infecção, o controle de vetores por inseticidas e o 

tratamento de casos humanos.   

O diagnóstico de Leishmania pode ser realizado  por diferentes métodos como 

parasitológico, sorológico e molecular. Onde os métodos moleculares como PCR e PCR 

quantitativo tem se mostrado bastante promissores (TAYLOR, COOP & WALL, 2010; 

GOTO et al., 2006). Assis et al. (2010) demostraram os índices de positividade dos 

métodos PCR, ELISA, imuno-histoquimica (IMIQ), RIFI e histoquímica (HE) para o 

diagnóstico da LVC, que foram de 97%, 65%, 62%, 56% e 56%, respectivamente. O PCR 

foi o método que apresentou maior positividade, sendo o mais sensível e preciso para o 

diagnóstico definitivo da LVC. O PCR em tempo real tem sido muito utilizado pois  

elimina necessidade do processo pós-amplificação (eletroforese), que é necessário para a 

detecção da amplificação no PCR convencional. Além disso, diminui os riscos de 

contaminação que causariam falsos positivos (Maia e Campino, 2008; Paiva-Cavalcanti et 

al., 2009). No entanto, poucos são os laboratórios que realizam esta metodologia, o que 

exige que as amostras coletadas em regiões rurais e distantes sejam transportadas para 

grande centros, o que dificulta e praticamente inviabiliza o procedimento. Uma forma 

alternativa que tem sido descrita para  coleta e transporte  de amostras biológicas é fazer 

uso de cartão filtro como FTA (Whatmann), que utiliza um papel filtro impregnado com 

componentes químicos, que produzem a lise das membranas celulares por desnaturação 

protéica, eliminando o poder infectocontagioso dos microorganismos (WOLFGRAMM et 

al., 2009; PULIDO-LANDÍNEZ et al., 2012). Os ácidos nucléicos são retidos com 

facilidade no cartão, onde permanecem estáveis para o transporte, processamento imediato 

ou armazenamento em temperatura ambiente a longo prazo. Os cartões FTA foram 

desenhados para o transporte de amostras, que posteriormente servirão para extração de 

DNA ou RNA que serão utilizados em testes de análises moleculares como em reações de  

PCR. As amostras armazenadas no cartão apresentam alta qualidade de DNA e cada 

amostra pode ser utilizada como molde para 20 a 30 reações de PCR, permitindo a 

realização de diagnósticos rápidos, precisos e com aplicações em diferentes áreas (Beckett 

el at., 2008). O diagnóstico precoce e eficaz ainda é a melhor forma de controle da doença.  

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficácia de amplificação de DNA 

de Leishmania a partir de amostras de sangue de caninos em papel FTA em comparação 

com um uma extração de rotina. 

   

METODOLOGIA 

As amostras 
Para a padronização dos ensaios de PCR, foram utilizadas amostras de sangue (plasma) 

de caninos com resultado conhecido nos testes sorológicos para leishmaniose, provenientes 

do Laboratório Central (LACEN) da Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde 



 

 

do Rio Grande do Sul (FEPPS/RS), que é referência no Estado do Rio Grande do Sul, no 

Brasil, para este diagnóstico. Essas amostras eram provenientes de caninos suspeitos de LV 

de centros de controles de zoonoses e vetores, canis municipais, clínicas e, ainda, 

laboratórios de todo o Estado. O diagnóstico de LV foi definido conforme protocolo 

recomendado pelo Ministério da Saúde (Brasil). A nota técnica nº 01/2011- 

CGDT/CGLAB/DEVIT/SVS/MS) determina o Teste rápido (TR DPP® Leishmaniose 

Visceral) para triagem e ELISA para confirmatório (BRASIL, 2011). 

Extração de DNA das amostras de plasma canino  
O isolamento de DNA foi  realizado através do método comercial para purificação de 

ácidos nucleicos, Kit Nucleid Acid and Protein Purification (Macherey-Nagel).   

Extração de DNA das amostras de plasmas canino fixadas em cartão  
As amostras positivas foram fixadas no cartão FTA classic e a a extração de DNA das 

amostras de plasma foi realizada através do kit Whatman
TM

FTA
TM

Cards (Ge Healthcare 

Life Sciences).  

Amplificação por PCR em tempo real  
Foram utilizados os primers conforme descrito por Rodgers et al. (1990). A amplificação 

teve como alvo uma região de 120 pb de minicírculos do gênero Leishmania. Essas 

sequências de DNA estão presentes em cópias múltiplas em uma região conservada dos 

minicírculos de DNA do Cinetoplasto (kDNA).  

A amplificação por PCR em tempo real foi realizada em um termociclador StepOne Real 

Time PCR Systems (AB Applied Byosystems) e os produtos amplificados foram detectados 

por meio do marcador (fluoróforo) SYBR® Green. A reação foi padronizada em um 

volume final de 20 µL, contendo 15 µL de Fast SYBR® Green master mix, 10 pmol de 

cada primer e 5 µL de DNA extraído de soro canino. As condições da amplificação foram: 

ativação da enzima a 95°C por 20 segundos, desnaturação a 95°c por 1 segundo e, por fim, 

anelamento e extensão a 61°C por 20 segundos.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Até o momento foi realizada a padronização da reação de PCR em tempo real com 100 

amostras de plasma de caninos com diagnóstico de leishmaniose positivo e negativo e com 

DNA extraídos com a técnica Kit Nucleid Acid and Protein Purification.  

O PCR confirmou 35 amostras das 50 consideradas positivas nos testes sorológicos . Das 

50 negativas, 45 foram também  negativas no PCR e 5 foram positivas.  

36 amostras positivas em todos os testes foram aplicadas no cartão e estão armazenadas 

para serem processadas no PCR em tempo real.   

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo busca contribuir para a melhora do diagnóstico de leishmaniose em 

cães buscando formas que facilitem a coleta de sangue de animais e também facilite o 

transporte de DNA para laboratórios especializados em técnicas moleculares.  
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