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APRESENTAÇÃO

Ao longo dos anos, o perfil do profissional das agrárias vem sofrendo mudanças 
contínuas e dinâmicas, associada as crescentes modificações no campo e mercado. Dessa 
forma, o profissional necessita ser mais versátil para acompanhar as transformações sofridas 
pelo setor agrário, de maneira a empregar os conhecimentos adquiridos na academia, de 
uma forma mais proativa possível, para estreitar uma boa relação de serviços prestados, 
promovendo um melhor desenvolvimento rural, priorizando fortalecer o cenário agrícola. 

Dessa forma, o novo perfil de profissional tem que ser aquele voltado para a 
pluridisciplinaridade. Envolvendo tecnologias, sejam elas de precisão, inovadoras, 
sustentáveis, mercadológicas, empreendedoras, entre outras, associadas com a tecnologia 
da informação e comunicação, visando agregar valor às cadeias produtivas. Sendo o 
papel do engenheiro agrônomo prestar serviços, apresentar propostas e respostas para os 
problemas presentes no campo, como também orientar os produtores sobres as práticas 
mais adequadas de acordo com suas necessidades, visando produção responsável, rentável 
e sustentável, afim de suprir a demanda por alimentos no mundo.  

De acordo com essas modificações crescentes do quadro das agrárias e as necessidades 
por profissionais mais capacitados para suprir as dificuldades presentes no campo, o livro “A 
Transformação da Agronomia e o Perfil do Novo Profissional” aborda artigos com conteúdo 
amplos que visam elucidar essas lacunas presentes no meio agrícola. A obra apresenta 
14 trabalhos sobre análises, técnicas, práticas e inovações que são fundamentais para o 
acompanhamento do desenvolvimento agrícola. Nesse contexto, busca-se proporcionar ao 
leitor materiais técnicos e científicos que contribuam para o desenvolvimento, formação e 
entendimentos, visando melhorias para a agricultura. Desejamos uma excelente leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Analya Roberta Fernandes Oliveira

Kleber Veras Cordeiro
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CAPÍTULO 11

DIAGNÓSTICO MOLECULAR QUALITATIVO POR PCR 
PARA DETECÇÃO DE Leishmania sp. EM CÃES

Data de submissão: 05/03/2020
Data de aceite: 10/06/2020

Mariana Bibries Carvalho Silva
Universidade de Sorocaba, Graduanda em 

Medicina Veterinária
Sorocaba – São Paulo
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RESUMO: INTRODUÇÃO: A Leishmaniose 
é uma doença de caráter zoonótico causada 
por um protozoário intracelular e transmitida à 
mamíferos por um vetor invertebrado. O aumento 
da incidência desta enfermidade é vinculado 
a fatores como a dificuldade em eliminar 

reservatórios, diversidade epidemiológica 
das regiões afetadas, altos custos financeiros 
para sustentação de ações de controle e alta 
capacidade de adaptação do vetor. Por este 
motivo, vem sendo necessário maiores estudos 
e pesquisas relacionados a esta doença. Em 
busca de um diagnóstico seguro e rápido, 
técnicas moleculares como a PCR vêm sendo 
estudadas já que os exames diagnósticos mais 
utilizados, entre eles a sorologia, comumente 
apresentam resultados falsos positivos devido 
sua alta sensibilidade. OBJETIVOS: Utilizar a 
técnica de PCR para detectar Leishmania sp. 
em amostras de mucosa ocular e linfonodo 
de cães participantes do inquérito sorológico 
das cidades de Sorocaba e Salto de Pirapora. 
MÉTODOS: Foram coletados aspirados de 
linfonodos reativos e fricção de um SWAB estéril 
na mucosa ocular, passando por extração de 
DNA seguido por análise em PCR, com seu 
produto corrido em eletroforese utilizando 
gel de agarose para a visualização dos 
resultados. RESULTADOS: Das 109 amostras 
conjuntivais analisadas, 22 apresentaram 
resultados positivos. Esta ocorrência se dá 
devido ao grande fluxo sanguíneo local que 
propicia a permanência da Leishmania dentro 
de macrófagos. Em relação as amostras de 
linfonodo, estas não apresentaram nenhum 
resultado positivo, mesmo sabendo-se que o 
protozoário possui tropismo por tecido linfóide. 
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A PCR como método diagnóstico é válida e pode ser associada a outros testes, assim 
como pode ser utilizada em pesquisas de campo de larga escala, visto que o teste proposto 
utiliza amostras de fácil e rápida coleta, além de não invasiva. Este teste também se mostra 
importante ao permitir o diagnóstico precoce de animais assintomáticos ou imunossuprimidos.
PALAVRAS-CHAVE: Leishmania sp. PCR. Cães. 

QUALITATIVE MOLECULAR DIAGNOSIS USING PCR TO DETECT VISCERAL 
LEISHMANIA IN DOGS

ABSTRACT: INTRODUCTION: Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by an 
intracellular protozoan and transmitted to mammals by an invertebrate vector. The increase 
in the incidence of this disease is linked to factors such as difficulty in eliminating reservoirs, 
epidemiological diversity in affected regions, high financial costs to support control actions 
and high capacity to adapt the vector. For this reason, further studies and research related 
to this disease have been necessary. In search of a safe and fast diagnosis, molecular 
techniques such as PCR have been studied since the most used diagnostic exams, including 
serology, false results are commonly found that affect their high sensitivity. OBJECTIVES: 
To use PCR technique to detect Leishmania sp. in samples of ocular mucosa and lymph 
node from dogs participating in the serological study in the cities of Sorocaba and Salto 
de Pirapora. METHODS: Reactive lymph node was aspirated, and the ocular mucosa was 
collected by rubbing a sterile SWAB, undergoing DNA extraction after PCR analysis, with 
its product corrected in electrophoresis using agarose gel to answer the results. RESULTS: 
Of the 109 samples analyzed, 22 obtained positive results. This occurrence is due to the 
large local blood flow that allows Leishmania to remain within macrophages. Regarding the 
lymph node samples, these did not present any positive results, even though they know that 
the protozoan has tropism by lymphoid tissue. A PCR as a diagnostic method is valid and 
can be associated with other tests, as well as it can be used in large-scale field research, 
since it is a test used using easy and fast collection applications, in addition to being non-
invasive. This test also shows the importance of allowing the early diagnosis of asymptomatic 
or immunosuppressed animals.
KEYWORDS: Leishmania sp. PCR. Dogs.

1 | 	INTRODUÇÃO

A Leishmaniose canina é um problema atual, sendo necessário novas pesquisas sobre 
sua investigação e diagnostico. A utilização de técnicas moleculares vem sendo estudada 
nos últimos anos na tentativa de se obter um diagnóstico mais seguro e rápido. Devido à 
falha de detecção de alguns métodos existentes, a utilização da técnica de PCR pode trazer 
uma contribuição na detecção mais precisa em inquéritos a serem realizados. 
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2 | 	REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

A Leishmaniose visceral (LV) é considerada uma das principais zoonoses 
potencialmente fatais distribuídas nas Américas (BANETH, et al., 2008), inicialmente 
caracterizada por ser uma doença de áreas rurais, e que nos últimos anos vem se alastrando 
por áreas urbanas em vários estados no Brasil (GUIMARÃES E SILVA, 2017). Tem sido 
considerada uma doença reemergente por possuir fatores epidemiológicos que auxiliam 
para o aumento da sua ocorrência, por exemplo, a urbanização constante, o convívio íntimo 
entre cães e o homem, a migração, desmatamento e ocupação de matas residuais, e no 
hospedeiro, as doenças imunossupressoras são os principais fatores de risco (ORYAN e 
AKBARI, 2016, ABRANTES et al., 2018). 

Dados estatísticos mostram a ocorrência da doença em humanos em 73 municípios, 
com 505 casos e 40 óbitos do ano de 2014 a 2017 (Superintendência de Controle de 
Endemias – SUCEN). Dados epidemiológicos mostram a expansão geográfica da LV em 
cães nos vários estados brasileiros, que vem sendo atribuída a fatores como dificuldades 
em eliminar reservatórios, diversidade epidemiológica das regiões afetadas, altos custos 
financeiros para sustentação de ações de controle e alta capacidade de adaptação do vetor 
ao peridomicílio (OLIVEIRA et al., 2008). 

A enfermidade é causada pelo protozoário intracelular, que inicialmente era 
denominado Leishmania chagasi, mas que foi reclassificado como Leishmania infantum 
com base na sua origem nas cepas do Velho Mundo (KUHLS et al., 2011). O ciclo deste 
parasita envolve hospedeiros mamíferos susceptíveis e um vetor. Este apresenta sua forma 
promastigota em desenvolvimento no interior do aparelho digestivo dos vetores e amastigota 
no sistema monocítico fagocitário dos hospedeiros (AWASTHI, 2004). A transmissão da L. 
infantum de cães domésticos pela picada de insetos foi mostrada por volta dos anos 30 e 
estudos posteriores mostram a alta prevalência de infecção e alta morbidade nos cães e 
sua importante participação como reservatório deste parasita (QUINNELL e COURTENAY, 
2009). 

No cão a Leishmaniose é uma doença sistêmica e pode acometer qualquer órgão, 
sistema ou fluídos orgânicos. Sinais dermatológicos são os mais comumente observados e 
podem estar acompanhados de outros sinais clínicos e de anormalidades clínicopatológicas 
(KASZAK et al., 2015), esta pode se apresentar de diversas formas, desde enfermidade 
subclínica ou manifestada apenas como uma doença auto-limitante; e em outros casos, como 
doença severa e até levado o animal ao óbito. A presença ou ausência de manifestações 
clínicas estão diretamente relacionadas ao tipo de resposta imune desenvolvida pelo 
hospedeiro. O complexo quadro clínico e laboratorial da Leishmaniose Visceral Canina 
motivou o formação de um sistema de 4 estágios da enfermidade, muito utilizado para 
decisão da terapia e na determinação do prognóstico. O animal é considerado no estágio 
I se apresentar linfadenomegalia ou dermatite papular que sugerem leishmaniose e níveis 
baixos de anticorpos, já o animal que apresentar além desses sinais, lesões dermatológicas 
mais acentuadas, sinais inespecíficos como anorexia, perda de peso, febre e epistaxe, e 
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ainda discretas alterações hematológicas, pode estar no estágio II. Os estágios III e IV são 
estágios nos quais o animal apresenta sinais clínicos de lesões imuno-mediadas, como 
vasculite, uveíte, glomerulonefrite, além de alterações laboratoriais importantes, mostrando 
acometimento renal, e são diferenciados pela intensidade dos sinais e das alterações 
clinicopatológicas (SOLANO-GALLEGO et al, 2017).

As opções de diagnósticos laboratoriais da Leishmaniose nos cães incluem testes de 
detecção direta através da citologia, imunohistoquímica (FARIA e ANDRADE, 2012) e cultura 
da Leishmania infantum, xenodiagnóstico, testes moleculares como PCR; e de detecção 
indireta através de testes sorológicos (SRIVASTAVA et al., 2011; SINGH and SUNDAR, 
2015; SOLANO-GALLEGO, et al., 2017). O teste sorológico por ELISA é o mais utilizado, 
em geral apresenta boa sensibilidade, porém alguns estudos mostraram que podem ocorrer 
reações cruzadas não sendo tão preciso como o esperado, muitas vezes não detectando 
casos subclínicos ou existindo casos de falso-negativos devido à supressão imunológica dos 
pacientes (CRUZ et al., 2006). 

Desta forma nos últimos anos a técnica de PCR vem sendo cogitada como uma possível 
forma de diagnóstico, podendo ser realizada a análise molecular, podendo esta ser realizada 
com diferentes tecidos, como sangue, pele, medula óssea e linfonodos (MONDAL et al., 
2010). Diferentes técnicas de PCR já foram utilizadas para amplificação do DNA de espécies 
do gênero Leishmania, e para tais reações sangue total, aspirados de linfonodo e de medula 
óssea (KHATUN et al., 2017), swab conjuntival (OLIVEIRA et al. 2015) e swab oral (ASCHAR 
et al., 2016) já foram utilizadas e mostraram-se viáveis para o diagnóstico da infecção nos 
cães.  É um método de escolha para analises de amostras com pequena quantidade de 
parasitas como sangue e células conjuntivais (OLIVEIRA et al., 2015). Em áreas endêmicas, 
a interpretação dos resultados dos testes sorológicos para Leishmaniose é dificultada pela 
alta soroprevalência dos animais sub-clínicos, e muitos veterinários recorrem a PCR para a 
confirmação do diagnóstico (FRANCINO et al., 2006). 

Minicirculos de DNA contidos no cinetoplasto (kDNA) da Leishmania tem sido utilizado 
como alvo da maioria dos testes moleculares desenvolvidos para detecção de indivíduos 
do gênero, apesar da descrição de outras regiões já testadas como Internal Transcribed 
Spacer-1 (ITS-1), 18SrRNA e glicoproteína-63 (gp-63) (TRAVI et al. 2018). 

Estudos comparando a PCR em diferentes amostras, mostrou que swabs orais podem 
detectar positividade em animais doentes ou até assintomáticos, porém para estes é indicada 
a associação de testes sorológicos (ASCHAR et al., 2016). Células epiteliais da conjuntiva 
também são viáveis para a detecção de DNA de Leishmania, com alta sensibilidade para 
o diagnóstico em cães sintomáticos (PILATTI et al., 2009) ou assintomáticos (ALMEIDA 
FERREIRA et al., 2012). 

A desvantagem de se utilizar a PCR é a ocorrência de falsos positivos, obtidos por 
DNA contaminante, técnicas que são padronizadas realizadas de formas diferentes nos 
laboratórios de diagnóstico, não da informações sobre a imunidade do animal e portanto 
não pode ser utilizado de forma isolada no diagnóstico da doença (SOLANO-GALLEGO 
et al, 2017). Por ser um método muito utilizado para confirmar a infecção, seus resultados 
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são utilizados para confrontar com resultados de sorologia (QUEIROZ; 2010; FARIA et al., 
2017; SOLANO-GALLEGO et al., 2017, TRAVI et al., 2018). Em 2017, a análise do impacto 
orçamentário dos testes diagnósticos para a Leishmaniose humana no Brasil mostraram 
vantagens econômicas e de sensibilidade em se utilizar a PCR em substituição a citologia 
da punção de medula em humanos, e a implantação do teste rápido imunocromatográfico (IT 
LEISH) em substituição ao teste ELISA (KALAZAR DETECT). 

Resultados em estudos que comparam a PCR com o ELISA Teste com multiepítopos 
proteicos apresentaram concordância entre 80 e 100%, porém a sorologia apresenta 
vantagens no diagnóstico precoce da leishmaniose, além de ser de fácil execução e de 
custo acessível (FARIA et al., 2017). MEKUZAS et al. (2009), observaram alta positividade 
pela PCR quando comparada a sorologia em animais naturalmente expostos a L. infantum, 
e atribuiu a demorada, ou até mesmo ausência de soroconversão de alguns animais 
infectados. Entretanto, no Brasil, testes sorológicos são decisivos na determinação no 
diagnóstico de animais infectados (ARRUDA et al., 2016) e são empregados em inquéritos 
amostrais ou censitários em municípios com transmissão canina e/ou receptivos, ou seja 
onde já foi detectada a presença do flebotomíneo (COORDENADORIA DE CONTROLE 
DE DOENÇAS, SECRETARIA DA SAÚDE DO GOVERNO DO ESTADO DE SÃO PAULO, 
2006). A PCR com amostras de sangue total, medula óssea e linfonodos mostrou ser uma 
importante técnica de diagnóstico na rotina do atendimento da clinica veterinária. Entretanto, 
a coleta das amostras para o diagnóstico em larga escala, como nos casos de levantamento 
epidemiológico, deve ser facilitada, pois tem que ser rápida, simples e indolor, e técnicas não 
invasivas estão sendo cada vez mais procuradas. Mais estudos são necessários visando 
estabelecer a sensibilidade e especificidade da PCR em amostras colhidas pelos swab, 
técnica que apresenta vantagens principalmente quando realizada em áreas endêmicas onde 
frequentemente são necessários a realização de testes num grande número de animais para 
levantamento epidemiológico da infecção. 

3 | 	OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar avaliação molecular qualitativa para Leishmania sp. em cães utilizando 
amostras de linfonodos e mucosas.

3.2 Objetivos específicos

Utilizar a técnica de PCR para a detecção de Leishmania sp. em cães, e se possível 
comparar os resultados obtidos com resultados de testes rápidos.

•	 Coletar material de cães em inquérito sorológico

•	 Fazer a extração de DNA

•	 Identificar amostras positivas para Leishmania sp. utilizando a técnica de PCR 
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simples

4 | 	DELINEAMENTO DO ESTUDO

Neste trabalho foi realizado um estudo experimental utilizando amostras de material 
coletado em linfonodos e mucosas de cães para triagem de Leishmaniose. Foram realizadas 
as extrações de DNA das amostras obtidas seguido de análise simples de PCR para detecção 
do patógeno Leishmania sp.

5 | 	MÉTODOS
5.1 Coleta de material

O material foi coletado com a supervisão da prof. Dra. Andrea Cristina Higa Nakaghi 
nos Inquéritos Sorológicos nas cidades de Salto de Pirapora e Sorocaba. Para a coleta de 
mucosa, foi utilizado SWAB estéril que, após friccionado na mucosa ocular, foi acondicionado 
em Eppendorfs individuais com 600 microlitros de solução de NaCl 50mM. Para a coleta dos 
linfonodos reativos, foi feito o aspirado do mesmo e acondicionado em tubos tipo Eppendorfs 
com solução de EDTA. 

5.2 Extração de DNA

A seguir para a extração do DNA genômico a partir de células de mucosa oral, o material 
contido em cada tubo tipo eppendorf foi submetido a agitação em alta rotação no vórtex por 
10 segundos. Em seguida o material foi incubado a 95°C por 5 minutos, a swab foi retirada 
com auxílio de uma pinça e submetido novamente a uma agitação em alta rotação no vórtex 
por 10 segundos. Nesta solução foram adicionados 60 μl de Tris HCl pH 8,0 na concentração 
de 1M para que pudesse ocorrer a neutralização. A seguir uma nova agitação em alta rotação 
no vórtex por 10 segundos foi realizada e o DNA foi conservado a -20°C.

Já para a extração de DNA genômico a partir de celulas de aspirado de linfodo, submeteu-
se cada tubo de eppendorf ao kit Ilustra TM blood genomicPrep Mini Spin Kit, utilizando o 
protocolo fornecido pelo fabricante, sendo as amostras armazenadas a -20°C.

5.3 Realização da análise por PCR

Para a detecção baseada em PCR, três conjuntos de pares de iniciadores foram utilizados 
(Tabela 1). Os primers foram projetados por Srivastava et al.(2011) alinhando as sequências 
de DNA de minicírculo de kinetoplasto de duas Leishmanias, as espécies: L. donovani e L. 
infantum (acessos GenBank: AF169137.1, AF103739.1, AF190476.1, Y11401.1, X84844.1,e 
Z35273.1).
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PCR TARGET PRIMER SEQUÊNCIA 5’-3’ Tam.
pb

Temp 
oC 

a Minicircles of kinetoplastic 
DNA of Leishmania

MK1F CCC AAA CTT TTC TGG TCC TC 102 45
MK1R GAG CCG ATT TTT GGC ATT T

b Minicircles of kinetoplastic 
DNA of Leishmania

LD1F AAA TCG GCT CCG AGG CGG 
GAA AC 600 45

LD1R GGT ACA CTC TAT CAG TAG 
CAC

c Nuclear rRNA gene of 
Leishmania

BHUL18SF CGT AAC GCC TTT TCA ACT 
CAC 311 62

BHUL 18SR GCC GAA TAG AAA AGA TAC 
GTA AG

a Khatun et al., 2017; b Maurya et al.,2005; c Srivastava et al.,2011.

Tabela 1: Primers utilizados para a detecção

Para as PCR utilizou-se mix com as seguintes concentrações: tampão de PCR 1X, 
MgCl 1,5 uM, 10 uM de cada um Primer, 2,5U de taq polimerase, 0,25mM de dNTP e em 
torno de 100 ng de DNA em volume final de de 25 uL. As temperaturas do ciclo utilizado 
foram: aquecimento a 95 ° C durante 7 min seguido por 40 ciclos, cada um consistindo de 
45 s a 95°C, 45 s a 62°C e 1 min a 72°C e um passo de extensão final de 6 min a 72 ° C. Os 
produtos foram analisados por eletroforese utilizando gel de agarose 1,5% (p/v) e ao final do 
procedimento os géis foram fotografados em equipamento específico.

6 | 	RESULTADOS 
6.1 Extração de DNA

Após a extração de DNA realizou-se uma corrida do material em gel para verificar a 
qualidade de extração. Em geral a extração realizada de material de mucosa não apresenta 
excelente qualidade, o que faz necessário ajustes de quantidade de material a ser utilizado na 
PCR. Os resultados desta análise de qualidade (Tabela 2) mostrou que seriam necessários 
ajustes de nas quantidades de material para análise de PCR. O material para análise da 
PCR foi ajustado para 10uL. 

Qualidade da 
Amostra Número das amostras Total

Ruim 
5; 6; 9; 10; 11; 16; 28; 29; 30; 31; 32; 33; 34; 35; 36; 37; 38; 39; 40; 

41; 42; 43; 44; 45; 46; 47; 48; 299; 300; 301; 302; 303; 304; 305; 306; 
307; 308; 309; 310; 311; 312; 313; 315; 316; 317; 318; 319; 320.

Boa 1; 2; 3; 4; 7; 8; 12; 13; 14; 15; 17; 18; 19; 20; 21; 22; 23; 24; 25; 26; 
27.

Tabela 2: Comparação entre qualidade da banda e visualização de amostras.
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6.2 Análise por PCR

A análises prévias de PCR foram realizadas para se avaliar o melhor primer a ser 
utilizado nas futuras análises. Dos diferentes primers propostos BHUL, MK1 e LD1, o que 
apresentou melhor resultado foi o BHUL com banda de 311pb (Figura 1). Este primer tem 
como alvo o gene nuclear rRNA da Leishmania (Srivastava et al, 2011). Como controle 
foi utilizado um material positivo doado pela Universidade Júlio de Mesquita fi lho UNESP/
Jaboticabal e o. material coletado de um animal, onde foi comprovado a contaminação.

Figura 1: Análise de avaliação de primers utilizados para análise de PCR vistos em gel de agarose 
1,5%. Uma amostra controle positivo foi utilizada com diferentes primers para escolha do melhor primer 

a ser utilizado.

Após a identifi cação do melhor primer a ser utilizado no estudo, foi realizada a PCR 
das 109 amostras, 100 amostras de DNA de mucosa e 9 amostras de linfonodos além dos 
controles positivos. 

Para a visualização do produto da PCR, 5 μl de cada produto foi colocado em gel 
de agarose 1% contendo brometo de etídeo e sendo submetido à eletroforese em seguida 
(Figura 2).
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Figura 2: Exemplo de visualização de produtos da PCR em gel de Agarose 1,5%. O ladder é utilizado 
para indicar o tamanho do fragmento amplifi cado. Controle é o material positivo contendo Leishmania. 
Amostra 36, 38 e 40 exemplos de amostras negativas e amostras 316, 296 e 294, amostras positivas.

Dentre as 109 amostras, 22 apresentaram banda de 311bp, correspondente ao 
fragmento característica do gene procurado, sendo que todas as amostras de DNA de 
aspirado de linfonodo foram negativas (Figura 3). 

Figura 3: Resultados das análises de PCR de acordo com o tipo de amostra

Os resultados positivos da PCR do DNA foram organizados no Quadro 1. Não foram 
encontrados resultados positivos nas amostras coletadas de linfonodo. As amostras de 
mucosa de animais que possuiam também amostras de coleta de linfonodos foram todas 
com resultados negativos, concordando com os resultados obtidos nos linfonodos.
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AMOSTRAS QUE APRESENTARAM BANDA
295, 296, 297, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 
305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 

314, 315, 316, 317

Quadro 1: Amostras que forma positivas

7 | 	DISCUSSÃO

Considerada uma das principais zoonoses potencialmente fatais presente nas Américas 
(BANETH, et al., 2008), a Leishmaniose Visceral necessita de um diagnóstico preciso. Técnicas 
de diagnósticos moleculares vêm sido empregadas como uma ferramenta importante neste 
processo devido sua alta sensibilidade e especificidade além da possibilidade de uso de 
diversos tipos de amostras como aspirado de medula óssea, linfonodo, urina, sangue, swabs 
conjuntivais, nasais, orais e biópsias de pele (FERREIRA, et al. 2012). Visto isso, uma coleta 
de amostra não invasiva, simples e indolor é fundamental para o melhor aceitamento do 
exame por parte do tutor e também para pesquisas em larga escala (LEITE, et al. 2010). 
No presente estudo foi utilizado amostras de células epiteliais da conjuntiva coletadas 
com swab que, em estudos anteriores, se mostraram viáveis para a detecção de DNA da 
Leishmania, com alta sensibilidade para o diagnóstico em cães sintomáticos (PILATTI et al., 
2009; STRAUSS-AYALI, et al. 2004) ou assintomáticos (ALMEIDA FERREIRA et al., 2012; 
LEITE, et al. 2010). 

A Leishmania alcança a região ocular através de disseminação hematógena 
(REITHINGER R., et al. 2002) em sua forma amastigota que, infectando macrófagos, consegue 
permanecer no tecido epitelial da conjuntiva (STRAUSS-AYALI, et al. 2004; FERREIRA, et 
al. 2012). Apesar de, durante a infecção por Leishmania, a densidade do parasita ser variável 
entre os diferentes tecidos (REIS, A.B. et al. 2005) e a densidade parasitária no tecido das 
pálpebras internas ser baixa, o diagnóstico molecular qualitativo utilizando swabs conjuntivais 
mostrou o melhor resultados com maior quantidade de positivos em comparação com outras 
amostras de mucosas (FERREIRA, et al. 2012). 

A frequência elevada da presença de sinais clínicos em animais infectados permite 
a conclusão de que a doença se desenvolve gradualmente de um quadro assintomático 
para um intermediário podendo evoluir para um severo e terminal OLIVEIRA, et al. 1993). 
Por se tratar de uma enfermidade de curso crônico com um longo período de incubação, o 
diagnóstico clínico pode atrasar ou apresentar erro (CARDOSO e CABRAL, 1998) e assim, 
a alta sensibilidade demonstrada pela PCR de swab conjuntival em cães assintomáticos 
é uma ferramenta essencial e promissora em pesquisas de larga escala, tendo em vista 
a prevalência de animais assintomáticos em áreas endêmicas (LEONTIDES, et al. 2002; 
LEITE, et al. 2010). A PCR do swab conjuntival também proporciona um diagnóstico positivo 
antes da soroconversão, favorecendo um diagnóstico precoce para o controle da zoonose, 
evitando aumentar o risco de exposição para a população humana próxima (STRAUSS-AYALI, 
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et al. 2014). Também de acordo com o experimento de Ferreira et al. (2012), a frequência 
de positivos ao analisar amostras de swabs conjuntivais não pareceram ter relação com o 
estado clínico de animal, transformando a PCR em um método útil para identificar infecçoes 
subclínicas.

Apesar do diagnóstico potencial através de amostras conjuntivais, PCR de aspirados 
de linfonodos mostraram a maior taxa de positividade (ALMEIDA, et al. 2013; RAMOS, et 
al. 2013). Isso pode ocorrer já que L. infantum tem tropismo por tecido linfóide (ASCHAR, 
et al. 2016) e também por amostras de swab conjuntivais poderem variar na quantidade 
de material biológico coletado (CECCARELLI, et all. 2014). De acordo com Aschar et al 
(2016). a positividade encontrada em diagnósticos moleculares qualitativos está intimamente 
relacionado com a carga parasitária existente, sendo a de linfonodos maior que a de 
conjuntivas. 

A utilização do diagnóstico por meio da PCR em combinação com outros métodos 
diagnósticos poderia ajudar a determinar a extensão de infecções subclínicas assim como 
fornecer um número mais preciso de animais assintomáticos  (QUARESMA, et al. 2009). 
É recomendado a associação da PCR com testes sorológicos como o kit ELISA para uma 
detecção mais eficiente da Leishmaniose Visceral Canina, principalmente pela sorologia 
apresentar maiores limitações como falsos positivos devido reaçoes cruzadas ou falso 
negativos por baixa titulação de anticorpos causada por imunossupressão (FERREIRA, et 
al. 2012). 

O presente estudo revelou que o diagnóstico para Leishmaniose Visceral é possível a 
partir de amostras de aspirado de linfonodo e swabs conjuntivais. Entretanto, é necessário 
lembrar que apesar de nenhum resultado positivo neste trabalho, a Leishmania tem tropismo 
por tecido linfóide e pode ser a melhor opção de amostra para o diagnóstico. Em contrapartida, 
a coleta de amostra conjuntival por meio de swab é considerada mais aplicável em pesquisas 
de campo em larga escala por ter uma coleta fácil e rápida, apesar de poder conter diferentes 
quantidades de material biológico para análises assim como menor densidade parasitária. 
A PCR como método diagnóstico pode ser associada a outros tipos de testes e também 
se mostra importante para o diagnóstico precoce, que possui extrema importância para o 
controle da doença. 

8 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

Tendo em vista os objetivos deste trabalho concluímos que é possível realizar a coleta 
e extração de mucosa canina, assim como de linfonodos, embora este seja um método 
invasivo. A identificação de Leishmania sp foi possível através da técnica de PCR, isto abre 
possibilidade de diagnóstico simples e rápido. Logo a utilização da biologia molecular deve 
ser melhor investigada para que sua utilização seja viabilizada.
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