
 

ANÁLISE DE AMOSTRAS FIXADAS EM CARTÃO COMERCIAL PARA A 

DETECÇÃO DE DNA DE LEISHMANIA POR PCR EM TEMPO REAL 

Fernanda dos Santos Rolim
1
 

Gessilí Santana
2
 

Maria Lucia Rossetti
3
 

 

 

Resumo 

As leishmanioses representam um grupo de doenças causadas por mais de 20 espécies de 

protista do gênero Leishmania. São transmitidas por meio da picada de insetos vetores 

(flebotomíneos). O aspecto clínico da leishmaniose no homem pode apresentar diferentes 

formas: cutânea, mucocutânea, cutânea difusa e visceral. 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. A detecção 

de Leishmania pode ser por métodos parasitológico, sorológico ou moleculares. Cartões 

comerciais para fixar amostras, tem sido relatado para o diagnóstico de várias doenças. O 

cartão com a amostra fixada, facilita o transporte e o armazenamento. O objetivo deste 

trabalho foi analisar a obtenção de DNA de Leishmania a partir de plasma fixado em cartão 

comercial para amplificação por PCR em tempo real. Quarenta amostras de plasma canino 

com diagnóstico de leishmaniose foram fixadas no cartão comercial protein saver 903. O 

DNA extraído do cartão foi analisado por PCR em tempo real. Das 20 as amostras positivas, 

quatro delas não forma detectados DNA, e todas as 20 negativas, foram também negativas no 

PCR em tempo real. Este estudo demonstra pela primeira vez a possível detecção de 

leishmania sp. através do uso do cartão protein saver 903. 
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INTRODUÇÃO 

As leishmanioses representam um grupo de doenças causadas por mais de 20 espécies 

de protista do gênero Leishmania, ocorrendo em áreas tropicais e subtropicais. São 

transmitidas por meio da picada de insetos vetores, conhecidos como flebotomíneos, que 

infectam seus hospedeiros no repasto sanguíneo. As leishmanioses são reportadas nos 5 

continentes e consideradas endêmicas em 98 países (WHO, 2010). Em 2014, mais de 90% 

dos novos casos notificados à OMS ocorreram em seis países: Brasil, Etiópia, Índia, Somália, 

Sudão do Sul e Sudão. 

Os hospedeiros do protista podem ser o homem e diversas espécies de animais 

silvestres e domésticos (DESJEUX, 2004; WHO, 2010; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Porém, o principal reservatório relatado na literatura ainda é o cão, podendo este ser infectado 

também por várias espécies de Leishmania (WHO, 2010). 

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

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

O diagnóstico de Leishmania pode ser proporcionado por diferentes métodos como 

parasitológico, sorológico ou moleculares (TAYLOR, COOP & WALL, 2010). A reação em 

cadeia da polimerase (PCR) é um método muito sensível e tem sido utilizado para diagnóstico 

das leishmanioses em estudos epidemiológicos e para detecção de parasitos em vetores e 

reservatórios (SILVA et al., 2004). A coleta de amostras fixadas em cartões comerciais tem 

sido relatada nos estudos de campo por facilitar o transporte e o armazenamento das amostras 

por um longo período de tempo. Além de ser compatível com o uso de diversas amostras 

biológicas como sangue, medula óssea, aspirado de linfonodo, raspagem de pele 

(GONZÁLEZ-MARCANO et al., 2016). Isso facilita pesquisas em áreas remotas com poucos 

recursos, onde o processamento de sangue e manutenção de amostras congeladas é mais 

difícil. A coleta em cartão comercial pode representar uma forma alternativa de baixo custo 

para solucionar estas dificuldades. Com isso, este trabalho teve como objetivo analisar a 

obtenção de DNA de Leishmania a partir de plasma fixado em cartão comercial através da 

técnica de PCR em tempo real. 



METODOLOGIA 

AMOSTRAS 

Foram selecionadas 40 amostras sanguíneas de cães provenientes de um banco de 

amostras do laboratório de biologia molecular da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) 

sendo, 20 amostras positivas para leishmaniose e 20 negativas. As amostras foram testadas 

previamente através dos métodos sorológicos preconizados (Dual Path Platform e ELISA-

EIE®) e por PCR em tempo real. Foram fixados 50 µL de plasma de cada amostra nos cartões 

(Whatman 903 Protein Saver Cards) e secados a temperatura ambiente por pelo menos quatro 

horas. Em seguida foram colocados em embalagem do tipo zip lock com dois dessecantes por 

cartão e congelados a -20°C. Para cada amostra fixada no cartão foram retirados dois discos 

de 3 mm de diâmetro com o auxílio do cortador Harris Uni-Core
TM

 e transferidos para um 

microtubo eppendorf de 1,5 mL para a extração. Para cada extração foram retirados dois 

círculos sem amostras fixadas para o controle negativo. 

EXTRAÇÃO DE DNA 

O DNA foi extraído utilizando o mini-kit comercial QIAamp DNA (Qiagen) de acordo 

com as instruções do fabricante. As amostras de DNA extraídas foram mantidas a -20 ° C até 

análise posterior. 

PCR EM TEMPO REAL 

A PCR em tempo real foi realizada como descrito por Rolim et al., 2016 para 

identificar o gênero Leishmania. O alvo para amplificação era uma sequência de 120 pb da 

região conservada do minicírculo cinetoplástico. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Das 20 amostras positivas analisadas através do PCR em tempo real foi possível 

confirmar a presença de DNA de Leishmania em 16 amostras, sendo que em apenas 4 

amostras não foi possível a detecção. Dentre as amostras negativas, nenhuma apresentou 

resultado positivo.  

As amostras de sangue têm sido utilizadas para a análise do material genético, pois 

fornecem grandes quantidades de células que contém não só DNA, mas também uma 

variedade de agentes (HANSEN et al., 2007). Porém o volume de amostra contido no disco 

perfurado pode representar menos de 1% da amostra de sangue total capturada no cartão. 

COX et al. (2010) afirma que o DNA fica onde é colocado no cartão e não se espalha 

uniformemente pela matriz. Além disso, os animais podem estar com baixa carga parasitaria. 

Sendo assim a probabilidade de perfurar discos com DNA, em uma amostra com baixa 



parasitemia, pode diminuir. No nosso trabalho, é possível que, estes fatos justifiquem as 4 

amostras em que não foi possível a detecção de DNA de Leishmania. 

Todavia, a detecção de DNA de leishmania por meio de cartões comerciais tem demonstrado 

bons resultados para o diagnóstico em humanos. Estudos com amostras de sangue (OSMAN 

et al., 1997; CAMPINO et al., 2000; SILVA et al., 2004) e de medula óssea (ALAM et al., 

2009) fixadas no cartão foram relatadas maior sensibilidade no diagnóstico de LV quando 

comparadas com métodos de cultura e exame direto. Semelhantes resultados também foram 

encontrados no diagnóstico da LC foram relatados por FATA et al. (2009) ao utilizar 

amostras de pele fixadas em cartão, porém era o cartão FTA. 

CONCLUSÕES OU CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este estudo demonstra pela primeira vez a detecção de DNA de leishmania sp. A 

partir de amostras de plasma fixadas em cartão protein saver 903. 
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