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RESUMO 
 

Introdução: A leishmaniose tegumentar (LT) possui um arsenal diagnóstico limitado e 
envolve o uso de amostras coletadas de forma invasiva. A pesquisa de DNA de Leishmania 
no material coletado por swab pode ser uma estratégia minimamente invasiva e precisa para 

o diagnóstico molecular da LT. A acurácia dos ensaios moleculares pode variar dependendo 
do tipo de amostra e do método de extração de DNA utilizado. Os parâmetros de qualidade 
e rendimento do DNA extraído são pontos críticos para a detecção e a identificação de 
espécies de Leishmania por amplificação de ácidos nucleicos. Objetivo: Avaliar 

comparativamente dois métodos de extração de DNA: PureLink™ Genomic DNA mini kit e a 
técnica Direct Boil (DB) em amostras obtidas por swab de pacientes com leishmaniose 

cutânea (LC) e leishmaniose mucosa (LM) e avaliar a aplicabilidade dessas amostras para 
detecção molecular e genotipagem de Leishmania. Métodos: Vinte e seis pacientes 

confirmados para LT (13 LC e 13 LM) oriundos dos ambulatórios do Instituto René 
Rachou/FIOCRUZ e do Hospital das Clínicas/UFMG foram avaliados. Todos tiveram o 
diagnóstico confirmado por cPCR kDNA em amostras obtidas por biópsia. O rendimento e a 
qualidade do DNA, em amostras obtidas por swab e biópsia, foram medidos por 
espectrofotometria e a integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de 
poliacrilamida. O DNA extraído foi avaliado através de quatro testes moleculares de 
diagnóstico (cPCR kDNA, qPCR TaqMan® SSU rRNA; qPCR SYBR® Green kDNA; e LAMP-
RT 18S) e uma técnica molecular para genotipagem (hsp70 PCR-RFLP). Para quantificação 
indireta da carga parasitária foi realizada a análise dos valores de ciclo limiar (Ct) pelo qPCR 
SYBR® Green kDNA. Resultados: O protocolo DB resultou no maior rendimento de DNA 

(196 ng/µL – LM; 95,6 ng /µL – LC) em comparação ao kit comercial. O protocolo do kit 
comercial produziu a mais alta qualidade genômica usando a razão A260/A280 para a 
pureza do DNA (LM: 1,81 ng/µL; e LC: 1,93 ng/µL). Ambos os métodos de extração 
apresentaram valores de absorbância fora do padrão recomendado na análise da razão 
A260/A230 e a técnica DB teve o pior resultado (LM: 0,42; CL: 0,3). A integridade do DNA 
foi afetada em 92,3% das amostras (LC e LM) obtidas por swab e extraídas pela técnica DB. 
A integridade do DNA foi mantida na maioria das amostras obtidas por swab e extraídas 
pelo kit Purelink™, com desempenho idêntico ou mais alto em todas as técnicas 
moleculares realizadas na comparação com os testes com amostras obtidas por biópsia. 
Somente no cPCR kDNA com amostras de LC, o desempenho das amostras coletadas por 
swab e extraídas pela técnica DB foi idêntico quando comparado à extração do swab 
utilizando o kit comercial. O qPCR TaqMan® SSU rRNA realizado nas amostras obtidas por 
swab juntamente com a extração de DB mostrou os piores resultados de sensibilidade para 

LC (46%) e LM (23%). A única espécie encontrada em todas as amostras analisadas foi a 
Leishmania braziliensis, e a caracterização genotípica teve o melhor resultado em amostras 
coletadas por swab e extraídas pelo kit comercial para LC e em amostras obtidas por 
biópsia para LM. Conclusão: O uso do swab como método de amostragem minimamente 

invasivo pode ser uma alternativa de baixo custo para o diagnóstico molecular da LT, tendo 
grande aplicabilidade para regiões remotas. Para a LC, o uso do swab associado à extração 

por kit comercial apresentou elevado desempenho independente da técnica molecular 
utilizada; enquanto que para a LM esta associação apresentou melhor sensibilidade na 
cPCR kDNA. A utilização da técnica DB para extração de swabs requer atenção, pois a 

sensibilidade das técnicas moleculares avaliadas apresentou grande variação.  A precisão 
geral dos métodos de extração e técnicas moleculares usando swab deverá ser analisada 
em maior grupo amostral, o que poderá confirmar a aplicabilidade dessa estratégia não 
invasiva para o diagnóstico e caracterização das espécies causadoras da doença. 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea, Leishmaniose mucosa, Swab, Direct boil, 
Diagnóstico molecular, Qualidade do DNA. 

 



 
 

 
ABSTRACT 

 
Background: Tegumentary leishmaniasis (TL) has a limited diagnostic arsenal and involves 
the use of invasively collected specimens. The Leishmania DNA search on swab-collected 

material may be a minimally invasive and accurate strategy for the molecular diagnosis of 
TL. The accuracy of molecular assays can be affected depending on the type of sample and 
the DNA extraction method used. The extracted DNA quality and yield parameters are critical 
points for detection and identification of Leishmania species by nucleic acid amplification. 
Objective: To compare two DNA extraction methods (PureLink™ Genetic DNA Mini-Kit and 
Direct Boil - DB technique) in swab samples from patients with CL and ML, and the use of 
these samples for molecular detection and genotyping of Leishmania. Methods: Twenty-six 

patients with TL (13 CL and 13 ML) coming from outpatient clinics of the Instituto René 
Rachou /FIOCRUZ and the Hospital das Clínicas/UFMG were evaluated. All cases had their 
diagnosis confirmed by kDNA cPCR in biopsy samples. DNA yield and quality in swab 
samples were measured by spectroscopy and DNA integrity was assessed by 
polyacrylamide gel electrophoresis. The extracted DNA was tested by four molecular 
diagnostic tests (kDNA cPCR, SSU TaqMAN qPCR; kDNA SYBR-qPCR; and rRNA LAMP-
RT 18S) and a molecular test for genotyping (hsp70 PCR-RFLP). For indirect quantification 
of parasitic load, an analysis of threshold cycle (CT) values was performed by SYBR qPCR 
kDNA. Results: The DB protocol resulted in the highest DNA yield (196 ng/µL - ML; 95.6 ng 

/µL - CL) as compared to the commercial kit. The commercial kit protocol gave the highest 
genetic quality using an A260/A280 ratio for DNA purity (ML: 1.81 ng / µL; and CL: 1.93 
ng/µL). Both extraction methods presented non-standard absorbance values recommended 
in the A260/A230 ratio analysis, and DB technique had the worst result (ML: 0.42; CL: 0.3). 
The DNA integrity was affected in 92.3% of swab samples (CL and ML) extracted by DB 
technique. The DNA integrity was maintained in most samples obtained by swab and 
extracted by the Purelink ™ kit, with identical or higher performance in all molecular 
techniques performed in comparison with tests with samples obtained by biopsy. Only in 
kDNA cPCR with samples from CL cases, the performance of samples collected by swab 
and extracted by the DB technique was identical when compared to swab extraction using 
the commercial kit. TaqMan SSU rRNA qPCR performed using swab together with DB 
extraction showed the worse sensitivity results for CL (46%) and ML (23%). Leishmania 
braziliensis was the only specie found in all analyzed samples, and the genotypic 
characterization have a best performance in samples collected by swab and extracted by the 
commercial kit for CL and in biopsy samples for ML. Conclusion: The use of swab as a 

minimally invasive sampling method can be a low-cost alternative for the molecular diagnosis 
of TL, having great applicability to remote regions. For CL, the use of swab coupled with 
extraction by commercial kit showed high performance regardless of the molecular technique 
used; while for ML this association showed better sensitivity in cPCR kDNA. The use of the 
DB technique for swab extraction requires attention, as the sensitivity of the molecular 
techniques evaluated varied widely. The general precision of the extraction methods and 
molecular techniques using swab should be analyzed in a larger sample group, which may 
confirm the applicability of this non-invasive strategy for the diagnosis and characterization of 
the species causing the disease.  
 
Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Mucosal leishmaniasis; Swab; Direct boil; Molecular 
diagnostic; Quality of DNA. 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Esta dissertação de mestrado teve como objetivo geral avaliar dois métodos de 

extração de DNA em amostras obtidas por swab associados às técnicas moleculares 

de PCR convencional (kDNA e hsp70 RFLP), PCR em tempo real (TaqMan® SSU 

rRNA e SYBR® Green kDNA) e LAMP-RT 18S para o diagnóstico de pacientes com 

suspeita de leishmaniose tegumentar (LT).  A escolha do tema ocorreu devido à 

necessidade de se melhorar o arsenal diagnóstico atualmente disponível para LT, 

uma vez que os testes atuais são limitados e apresentam deficiência na acurácia. 

Além disso, as amostras clínicas são obtidas de forma invasiva.  

 

Em 2015, iniciei minhas atividades no Grupo de Pesquisa Clínica e Políticas 

Públicas (PCPP) do Instituto René Rachou (IRR/FIOCRUZ). Contratada como apoio 

técnico, participei do projeto intitulado “Estudos estratégicos para inovação e 

desenvolvimento tecnológico em diagnóstico e terapêutica em doenças 

negligenciadas”, coordenado pela Dra. Ana Rabello. Minhas atividades estavam 

relacionadas ao desenvolvimento e atualização de relatórios de doenças 

negligenciadas como filariose linfática, oncocercose, LT, dentre outras. Essa 

experiência foi de grande importância no meu amadurecimento profissional. Na 

pesquisa, minhas experiências anteriores a essa são ligadas a estudos 

experimentais com biologia molecular, na Fundação Ezequiel Dias (FUNED) e no 

Ministério da Agricultura (MAPA/Lanagro).  

 

Durante a realização deste trabalho no IRR, conheci outras pesquisas que vinham 

sendo realizadas pelo grupo. O coorientador deste mestrado, Dr. Daniel Avelar é 

pesquisador vinculado ao PCPP e atua, principalmente, nas pesquisas em 

diagnóstico molecular para leishmanioses. Logo, me despertou o interesse em 

trabalhar e realizar a pós-graduação sob a orientação dele nessa área.  

 

O PCPP está diretamente ligado ao ambulatório Alda Falcão e Centro de Referência 

em Leishmanioses do mesmo instituto. O diagnóstico da leishmaniose mucosa 

realizado no IRR acontece em parceria com a orientadora deste trabalho, Dra. 

Denise Utsch e que atua no ambulatório de otorrinolaringologia do Hospital das 

Clínicas/Universidade Federal de Minas Gerais, anexo São Geraldo. 
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Também devido a essa parceria, ingressei no programa de pós-graduação em 

Medicina Tropical da UFMG, no qual a Dra. Denise atua na linha de pesquisa 

“Leishmanioses”. Durante o desenvolvimento do mestrado, acompanhei 

atendimentos nos dois ambulatórios, nos quais tive a oportunidade de adquirir 

conhecimento da prática clínica, da história médica pregressa de cada paciente e, 

coletar pessoalmente grande parte das amostras utilizadas neste trabalho. Os testes 

experimentais foram realizados no PCPP/IRR por mim e por colegas colaboradores 

do mesmo grupo de pesquisa. 

 

O trabalho foi apresentado em encontros e congresso nacional. Além disso, 

possibilitou a produção de um artigo científico a ser submetido em revista de 

relevante impacto internacional, que será apresentado neste volume. Optamos por 

aguardar as contribuições da banca examinadora, que muito acrescentarão na 

qualidade do artigo, para posterior submissão. O artigo está formatado para ser 

submetido a revista Parasitology (Qualis A2). 

 

A apresentação deste documento foi realizada de acordo com a Resolução nº 

02/2013, de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos 

finais e de qualificação, estabelecendo condições para a marcação das defesas de 

teses e dissertações do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: 

Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

Conhecida como um complexo de doenças que acometem principalmente 

populações negligenciadas, a LT possui medidas de controle que envolvem 

questões políticas, ambientais e sociais, caracterizando-a como um grave problema 

de saúde pública. A doença possui ampla distribuição geográfica e no ano de 2018 

foram notificados mais de 46 mil casos novos nas Américas, sendo mais de 16 mil 

só no Brasil (PAHO - PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019).  

 

A LT possui alta morbidade, e na América Latina, a cura espontânea ocorre somente 

em 6% dos pacientes acometidos com a forma cutânea localizada causada pela 

espécie Leishmania braziliensis, o que acarreta para os pacientes extensos períodos 

com a lesão (COTA et al., 2016). Além de alta morbidade, a doença vem causando 

mortalidade, sendo essa condição não esperada, pois é uma doença com 

tratamento eficaz, apesar das drogas possuírem características tóxicas (GONZÁLEZ 

et al., 2009; ROMERO et al., 2017).  

 

Atualmente, o diagnóstico da doença realizado no país é baseado em critérios 

clínico-epidemiológicos e exames laboratoriais essencialmente parasitológicos, o 

que é um desafio, devido à variação da sensibilidade dos testes de acordo com as 

formas clínicas. Com o advento dos métodos moleculares abriram-se perspectivas 

para diagnósticos mais acurados e passíveis de resultados não só qualitativos, como 

quantitativos. Entretanto, apesar de serem técnicas amplamente utilizadas em 

laboratórios de pesquisa, ainda se restringem a grandes centros, devido à 

necessidade de laboratórios equipados com materiais e insumos de custo elevado 

(GOTO & LINDOSO, 2010).  

 

Além do problema relacionado à acurácia dos testes disponíveis, outra dificuldade 

se refere à coleta das amostras, que é realizada de modo invasivo, através de 

escarificação ou biópsia da lesão, sendo essa, permitida ser realizada apenas por 

profissionais médicos (GOTO & LINDOSO, 2010). Portanto, alternativas menos 

invasivas são necessárias, tendo em vista minimizar o desconforto dos pacientes e 

possibilitar a execução da coleta por outros profissionais da saúde em centros de 

saúde de menor infraestrutura. A utilização do swab para coleta das amostras 
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associada ao diagnóstico molecular vem sendo relatada com sucesso, mas ainda 

são imprescindíveis novos estudos de avaliação do desempenho desse método de 

coleta associados às técnicas diagnósticas na prática clínica (ADAMS et al., 2014; 

BONI et al., 2017; GOMES et al., 2017; SEVILHA-SANTOS et al., 2019). 

 

Os métodos moleculares trazem novas perspectivas para o diagnóstico das doenças 

infecciosas e parasitárias, mas exigem material genético de alta qualidade para a 

realização, visto que a integridade e a pureza do DNA estão diretamente ligadas ao 

desempenho dessas técnicas. São escassos na literatura estudos que avaliam 

métodos de extração e a qualidade do DNA, principalmente associados a métodos 

de coleta minimamente invasivos, como as amostras colhidas por swab. A literatura 

também é limitada no que se refere a estudos que abrangem o diagnóstico da LT, 

principalmente da forma mucosa. Além disso, a maioria dos estudos publicados até 

o presente se baseia em ensaios experimentais ou possuem baixo poder estatístico, 

o que afeta a reprodutibilidade do estudo. 

 

Considerando as limitações do diagnóstico laboratorial disponível atualmente para 

LT, o estabelecimento de um método molecular de elevado desempenho, que 

considere durante a sua padronização diferentes métodos de extração e análise da 

qualidade das amostras, é essencial para compor o arsenal diagnóstico da doença. 

Além disso, o uso de métodos de coleta minimamente invasivos resulta em aumento 

de acesso, descentralização do atendimento e maior conforto para os pacientes. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Aspectos gerais  

 

A LT é uma doença infecciosa, não contagiosa, que acomete pele e mucosas e 

ocupa lugar de destaque entre as doenças dermatológicas, devido a sua magnitude 

e morbidade associada (BERN,  MAGUIRE & ALVAR, 2008; MATHERS, EZZATI & 

LOPEZ, 2007). Esta doença é causada por protozoários do gênero Leishmania 

Ross, 1903, ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963, emend. VICKERMAN, 1976) 

e família Tripanossomatidae (DOFLEIN, 1901 emend. GROBBEN, 1905).  

 

Esses protozoários possuem ciclo de vida heteroxênico, envolvendo reservatório 

vertebrado e vetor artrópode. De acordo com o hospedeiro, estes parasitos se 

apresentam através de duas formas principais: amastigota intracelular obrigatória do 

sistema mononuclear fagocitário de hospedeiros vertebrados e promastigota 

flagelada presente no tubo digestivo do inseto vetor (PAHO/WHO, 2019; RANGEL & 

LAINSON, 2003).  

 

A doença é transmitida através da picada do vetor infectado (fêmea de 

flebotomíneo) no momento do repasto sanguíneo (BRASIL, 2017; RANGEL & 

LAINSON, 2003). Os insetos transmissores pertencem à ordem Diptera, família 

Psychodidae e à subfamília Phlebotominae. No Brasil, as principais espécies de 

flebotomíneos envolvidos na transmissão de Leishmania dermotrópicas são: 

Nyssomyia intermedia, Ny. neivai, Ny whitmani, Ny. umbratilis, Migonemyia migonei 

e Bichromomyia flaviscutellata (BRAZIL, RODRIGUES & ANDRADE-FILHO, 2015; 

RANGEL & LAINSON, 2003) 

 

No Brasil, as principais espécies de Leishmania envolvidas na etiologia da LT 

humana pertencem aos subgêneros Viannia e Leishmania, sendo elas: Leishmania 

(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. Outras espécies 

menos prevalentes são L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) naiffi (LAINSON et al., 

1979; LAINSON & SHAW, 1989). Entre estas espécies, L. braziliensis é a que 

apresenta maior relevância epidemiológica, devido à alta prevalência e espectro 

clínico variável, podendo causar a forma cutânea e mucosa da doença (BRASIL, 
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2017). Recentemente, tem sido relatados casos de L. (L.) infantum, espécie mais 

conhecida por seu tropismo visceral, causando também a forma tegumentar da 

leishmaniose (LYRA et al., 2015). 

 

A LT pode se apresentar através de diferentes manifestações clínicas, que serão 

influenciadas pela espécie de Leishmania causadora da infecção e pelo estado 

imunológico do indivíduo acometido (KEVRIC, CAPPEL & KEELING, 2015; 

MARZOCHI, 1992). Classicamente, é dividida em duas formas clínicas: leishmaniose 

cutânea (LC), que é a mais frequente e a leishmaniose mucosa (LM), considerada a 

mais severa.  A LC, de acordo com as diferentes apresentações clínicas, ainda se 

subdivide em: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea difusa 

(LCD), leishmaniose cutânea disseminada (LD) e leishmaniose cutânea recidivante 

(LCR) (GOTO & LINDOSO, 2012). 

 

A LT é endêmica em mais de 87 países, sendo registrada em toda a África, Ásia e 

sul da Europa (WHO, 2017). Nas Américas, há casos notificados do extremo sul dos 

Estados Unidos até o norte da Argentina, exceto no Uruguai e no Chile (PAHO - 

PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019). Novos focos da doença estão 

surgindo, provavelmente, devido a mudanças ecológicas no habitat do vetor, como: 

desmatamentos, mudanças climáticas e urbanização (ALVAR et al., 2012; 

BRANDÃO-FILHO et al., 1999; DESJEUX, 2004).  

 

Atualmente, o Brasil apresenta três padrões epidemiológicos definidos. Sendo eles: 

1) Silvestre: ocorre em área de vegetação primária acometendo animais silvestres e 

o homem, quando entra em contato com esse ambiente; 2) Ocupacional e lazer: 

está associado à exploração da floresta para construção civil, atividades 

agropecuárias e ecoturismo; e 3) Rural e periurbano em áreas de colonização: 

relacionado ao processo migratório e a centros urbanos próximos às matas residuais 

(BRASIL, 2017; MARZOCHI, 1992). 

 

Entre 2001 e 2018, 989.096 novos casos de LT foram relatados nas Américas, com 

média anual de 54.950 novos casos e taxa de incidência de 18,91 casos por 

100.000 habitantes (PAHO - PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2019). No 

Brasil, no período de dez anos (2008 a 2018) foram confirmados 230.794 casos de 
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LT (BRASIL, 2019a). Devido ao amplo espectro de gravidade dos sinais e sintomas, 

à elevada incidência da doença e a toxicidade do tratamento hoje disponível, a LT é 

uma doença que merece destaque no âmbito da pesquisa e da saúde pública no 

país.  

 

O tratamento da LT, definido pela Organização Mundial de Saúde (OMS) e adotado 

pelo Ministério da Saúde do Brasil (MS) como primeira linha, consiste na 

administração de antimoniato de meglumina (intravenoso ou intramuscular), na dose 

de 20 mg/Kg/dia (BRASIL, 2017; WHO, 2010). Opções secundárias a este 

tratamento incluem a anfotericina B e a pentamidina, também de administração 

intravenosa e com reações adversas graves (LIMA et al., 2010). Recentemente, no 

Brasil, um estudo clínico avaliou a eficácia da miltefosina no tratamento da LM e 

encontrou uma probabilidade de cura 2,08 vezes maior do que em pacientes 

tratados com antimoniato de meglumina, sugerindo que esta pode ser uma 

alternativa, especialmente devido à sua administração oral (SAMPAIO et al., 2019). 

Diversos estudos já descreveram a toxicidade do antimoniato de meglumina, e mais 

recentemente o tratamento na dose recomendada mostrou associação com a 

letalidade de pacientes com LT (SOUZA, 2018).  

 

O diagnóstico precoce da LT permanece como desafio para o Programa de Controle 

e Vigilância da Leishmaniose Tegumentar Americana do Ministério da Saúde, cujo 

objetivo consiste na redução da morbidade e dos óbitos associados à doença. 

(DINIZ, COSTA & GONÇALVES, 2011). A confirmação de um caso suspeito de LT 

pode ser realizada apenas baseando-se em critérios clínicos, epidemiológicos e 

laboratoriais. Dos casos de LT notificados pelo Sistema de Informação de Agravos 

de Notificação (Sinan) no Brasil, entre 2008 e 2018, aproximadamente 21% dos 

pacientes teve o diagnóstico confirmado segundo critério clínico-epidemiológico 

(BRASIL, 2019a). Esse alto percentual pode refletir a falta de acesso ao diagnóstico 

laboratorial adequado, principalmente nas regiões rurais, onde há baixa 

infraestrutura e alta prevalência da doença (BRASIL, 2017). A elevada toxicidade do 

tratamento e a gama de doenças infecciosas que apresentam similares 

manifestações clínicas e aspectos epidemiológicos, tornam necessário e seguro a 

associação de tais métodos para o diagnóstico preciso. Além disso, a ausência de 

um teste diagnóstico “padrão-ouro” e a dificuldade de acesso aos Centros de 
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Referência atrasam o início do tratamento, o que pode causar danos maiores e 

irreversíveis ao paciente.  

 

3.2 Diagnóstico clínico e imunopatogênese 

 

3.2.1 Diagnóstico clínico e imunopatogênese da LC  

 

No Brasil, no período de dez anos (2008 a 2018) foram notificados um total de 

216.777 casos de LC. Sendo que no ano de 2018 foram reportados mais de 16 mil 

casos e desses, 3.266 foram confirmados apenas por critério clínico-epidemiológico 

(BRASIL, 2019a).  

 

Embora o diagnóstico clínico-epidemiológico seja um importante aliado na suspeita 

de casos de LT, um dos desafios dessa prática são condições e doenças com 

manifestações similares e co-endêmicas. Além disso, essas outras infecções podem 

ocorrer de forma concomitante com a LT. O diagnóstico diferencial de LC inclui 

esporotricose, miíase, tuberculose cutânea, furúnculo, picada de insetos, dentre 

outros (HANDLER et al., 2015).  

 

Considerada a apresentação clínica mais comum e branda da doença, a LCL 

caracteriza-se por apresentar lesões únicas ou múltiplas, com fundo granulomatoso 

e bordas elevadas. As lesões geralmente ocorrem em forma de úlcera e em áreas 

expostas da pele, onde, provavelmente ocorreu a picada do vetor infectado 

(MARZOCHI, 1992). COTA et al. (2016) relataram apenas 6% de cura espontânea 

da LCL causada por L. braziliensis.  

 

A LCD se manifesta através do aparecimento de lesões do tipo pápulas, placas ou 

tubérculos, em geral, não ulceradas que se disseminam de forma lenta por grandes 

extensões cutâneas (COSTA et al., 2009; GOTO & LINDOSO, 2012). No Brasil é 

causada por L. amazonensis, mas também pode ser causada por L. mexicana e L. 

aethiopica, no Novo e Velho Mundo, respectivamente. Nessa forma clínica há uma 

exacerbada proliferação dos parasitos nas lesões, devido à fraca resposta das 

células T ao antígeno de Leishmania (CONVIT, PINARDI & RONDÓN, 1972).  
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No Brasil a LD ocorre, em apenas 2% dos casos de LT e está associada à L. 

amazonensis e L. braziliensis, sendo a última, espécie responsável pela maioria dos 

casos (CONVIT, KERDEL-VEGAS & GORDON, 1962; TURETZ et al., 2002).  Essa 

forma clínica é grave e tem como início da manifestação o aparecimento de lesão 

cutânea ulcerada. Entretanto, em pouco tempo, se dissemina por via linfática ou 

sanguínea, surgindo assim múltiplas lesões (dez ou mais) do tipo papulares e 

acneiformes por duas ou mais áreas não contínuas do corpo. O acometimento 

mucoso nos pacientes com LD ocorre em aproximadamente 25% dos casos 

(CARVALHO et al., 1994; MACHADO et al., 2011). 

 

Mais prevalente no velho mundo, a LCR também já foi observada no novo mundo e 

está associada às espécies L. braziliensis e L. amazonensis no Brasil e L. 

panamensis no Equador. Essa forma clínica caracteriza-se pelo aparecimento de 

uma lesão ativa na borda ou próxima da lesão cicatrizada, que se desenvolve após 

período variável de tempo e com ou sem tratamento anterior (GOTO & LINDOSO, 

2012). 

 

O processo de imunopatogênese está relacionado às diferentes manifestações 

clínicas da LC. Na imunopatogênese da LCL (quadro 1) as células T CD4, em 

presença de antígenos da Leishmania são ativadas e produzem interferon-γ (IFN-γ) 

e IL-2, que caracterizam a resposta do tipo Th1. A secreção de IFNγ exerce forte 

ativação sobre macrófagos infectados, que por sua vez produzem IL-1 e fator de 

necrose tumoral-inflamatória-α (TNFα). A tentativa exacerbada de contenção da 

inflamação resulta na destruição tecidual no local infectado, formando a úlcera 

dérmica. Os macrófagos além de secretarem TNFα que contribui para a lise tecidual  

produzem também fatores angiogênicos capazes de induzir a formação de novos 

vasos, que sustentam a inflamação permitindo que um maior número de células se 

direcionem ao local da lesão (BACELLAR et al., 2002; CARVALHO, PASSOS & 

JESUS, 2005; KUMAR et al., 2007). Ademais, os macrófagos são capazes de 

produzir citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGFβ. Essas citocinas são 

capazes de contra regular as citocinas pró-inflamatórias, diminuindo em parte a 

exacerbada resposta inflamatória. 
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3.2.2 Diagnóstico clínico e imunopatogênese da LM 

 

O Brasil, entre 2008 e 2018, notificou mais de 13 mil casos de LM, sendo que 

desses, aproximadamente três mil (23%) tiveram o diagnóstico baseado em critérios 

clínico-epidemiológicos (BRASIL, 2019a). No país, o maior número de casos de LM 

é notificado nas regiões norte (40%) e centro-oeste (21%) (BRASIL, 2019a), sendo 

causada mais frequentemente por L. braziliensis, mas casos da forma mucosa 

causada por L. amazonensis e L. guyanensis, também vêm sendo descritos no país 

(BARRAL et al., 1991, 1996; GUERRA et al., 2011; NAIFF, TALHARI & BARRETT, 

1988).  

 

Clinicamente, a LM caracteriza-se por apresentar lesões destrutivas e progressivas, 

localizadas nas mucosas das vias aéreas superiores. Estas lesões podem ocorrer 

simultaneamente com a manifestação cutânea (leishmaniose mucocutânea), seja de 

forma adjacente (forma contígua) ou à distância (forma concomitante).  Mas podem 

ocorrer também de forma isolada, ou ainda de forma tardia, meses ou anos após o 

aparecimento da LC. Em contraste com a LC, a LM pode conduzir a quadros clínicos 

desfigurantes e é potencialmente fatal. O que torna imprescindível o diagnóstico 

oportuno e tratamento precoce (GOTO & LINDOSO, 2012; SOUZA, 2018). 

 

Dentre as diversas manifestações e sinais clínicos da LM, os mais comuns ocorrem 

na mucosa nasal, sendo, enantema, infiltração, erosão, ulceração e 

consequentemente, perfuração do septo nasal. Essas manifestações variam de 

acordo com o tempo de evolução clínica e podem causar sintomas como: prurido, 

obstrução nasal e dor, sendo esse, normalmente associado a infecções secundárias, 

bacterianas e/ou fúngicas (BRASIL, 2019b). 

 

A doença acomete também a cavidade oral (faringe, laringe, palatos mole e duro, 

lábios e língua), o que pode causar diversos outros sintomas, como a disfonia, 

odinofagia, disfagia, rouquidão, dispneia, tosse e dificuldade na deglutição e na fala, 

necessitando inclusive de reabilitação (RUAS et al., 2014). E mais raramente, afeta 

outras mucosas como a região genital e conjuntiva ocular (BRASIL, 2017).  
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O diagnóstico diferencial de LM inclui paracoccidioidomicose, carcinoma 

epidermoide, carcinoma basocelular, linfomas, rinofima, rinosporidiose, 

entomoftoromicose, hanseníase virchowiana, sífilis terciária, perfuração septal 

traumática ou por uso de drogas, rinite alérgica, sinusite, sarcoidose, granulomatose 

de Wegener, dentre outras doenças.  

 

Os fatores associados à ocorrência da LM não estão completamente elucidados na 

literatura. Tratamento inadequado ou inexistente e condições do sistema imune do 

indivíduo são frequentemente relacionados à ocorrência do acometimento mucoso. 

MACHADO-COELHO et al. (2005) também identificaram a idade, sexo, peso, 

extensão e duração da doença, como fatores associados. Correlação positiva entre 

a gravidade da LM, a idade e o período de tempo entre lesão cutânea, também 

foram verificadas por CINCURÁ et al. (2017). Além desses fatores, pequenas 

diferenças encontradas no genoma da L. braziliensis em relação a outras espécies 

podem contribuir no tropismo metastático e no aumento da virulência dessa espécie 

causadora de LM (ALVES-FERREIRA et al., 2015; ASHFORD, 2000; VON STEBUT, 

2015). 

 

Condições relacionadas às coinfecções também são relatadas com possível 

influência no curso clínico da LM (AKUFFO et al., 2018; AZEREDO-COUTINHO et 

al., 2016; GARCÍA BUSTOS et al., 2016).  Segundo Martínez et al. (2018), os casos 

de coinfecção são frequentes e podem levar a erros e atrasos no diagnóstico, além 

de influenciar na eficácia e segurança do tratamento. A coinfecção de Leishmania 

com o vírus da imunodeficiência humana (HIV), causando a forma mucosa, vem 

sendo descrita no Brasil desde a década de 90, com ocorrência de manifestações 

típicas e atípicas (DA-CRUZ et al., 1999; LINDOSO et al., 2009; MACHADO et al., 

1992). Lindoso et al. (2009) verificaram predomínio de lesões atípicas em pacientes 

com esta coinfecção, como, por exemplo, ocorrência de infiltração difusa na 

superfície mucosa do palato e ferida na região central. No Brasil, em 2018 foram 

registrados 168 casos de coinfecção LC/LM e HIV (PAHO - PAN AMERICAN 

HEALTH ORGANIZATION, 2019). A coinfecção de Leishmania com parasitos 

intestinais foi avaliada por Azeredo-coutinho et al. (2016) em um estudo de coorte 

retrospectivo. De acordo com os autores, os pacientes coinfectados por tais 

parasitos levaram significativamente mais tempo até a cura das lesões e tiveram 
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maior frequência de falha terapêutica e recidiva. Além disso, evidenciaram 

associação da forma mucosa com infecções intestinais causadas por nematoides, 

especialmente Ascaris lumbricoides.  

 

No final dos anos 80 foram descobertos vírus da família Totiviridae em diferentes 

espécies de Leishmania (GUILBRIDE, MYLER & STUART, 1992; TARR et al., 1988; 

WIDMER et al., 1989) O vírus (LRV1) de  L. guyanensis  foi o primeiro vírus de 

cinetoplastídeos totalmente caracterizado em termos moleculares e está sendo 

relacionado à patogênese dos parasitos (GRYBCHUK et al., 2018). Diversos 

estudos vêm sendo realizados a fim de se compreender a associação da presença 

do vírus com o acometimento mucoso (HARTLEY et al., 2012; IVES et al., 2011; 

SCOTT, 2011). Cantanhêde et al. (2015) demonstraram correlação entre a infecção 

por LRV1 e o risco relativo de o indivíduo desenvolver lesão na mucosa (2.93 vezes 

maior). Em estudo realizado com amostras de pacientes infectados por L. 

braziliensis no Peru e Bolívia os autores encontraram associação significativa com a 

presença do vírus LRV1 e o aumento do risco na falha do tratamento (odds ratio, 

3,99; p = 0,04) (ADAUI et al., 2016).  Entretanto, outras pesquisas demonstram baixa 

frequência e associação à infecção pelo vírus e a gravidade da doença (MACEDO et 

al., 2016; PEREIRA et al., 2013).  

 

A imunopatogênese da LM é caracterizada por apresentar uma resposta imune 

celular exacerbada do tipo Th1, com altos níveis de citocinas pró-inflamatória, como 

TNF-α, IFN-γ e baixos níveis de expressão de IL-10, TGF-β e da síntese de óxido 

nítrico. Esse processo inflamatório é marcado por vigorosa reação cutânea de 

hipersensibilidade do tipo tardia (FARIA et al., 2005; SILVEIRA, 2019). Este tipo de 

resposta imune desencadeada na infecção, pode ser a causa das manifestações e 

sinais clínicos e do baixo número de parasitos presentes na lesão (SCOTT, 2011). O 

Quadro 1 resume algumas características clínicas, histopatológicas e imunológicas 

de LT no Brasil.  
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Quadro 1 Características patogênicas da leishmaniose tegumentar no Brasil. 

Característica da doença LCL LM 

Espécie 
L. amazonensis /L. 

braziliensis 
L. braziliensis 

Carga parasitária +++/++ + 

Tipo de lesão Ulcerada Ulcerada 

Distribuição da lesão Única/múltiplas Nasofaringe 

Macrófagos +++/++ - 

Células plasmáticas +++/++ ++ 

Linfócitos ++/+++ ++++ 

Necrose -/+++ ++++ 

Granuloma Macrofágico / Epitelióide Tuberculóide 

DTH* +/+++ ++++ 

Linfoproliferação +/++ ++++ 

IFN-ɣ ++/+++ ++++ 

IL-4 ++/+ - 

CD4 Th1/Th2 Th1 > Th2 Th1 > Th2 

Tratamento com antimonial 
pentavalente 

+/+ + 

*DTH: hipersensibilidade imunológica.  
Fonte: Adaptado de SILVEIRA, 2019. 

 

3.3 Diagnóstico laboratorial  

 

3.3.1 Avaliação do paciente e obtenção de material biológico  

 

A avaliação do paciente deve ser realizada por médico especialista. Na forma 

cutânea as especialidades podem ser infectologistas e dermatologistas. Já para a 

forma mucosa o otorrinolaringologista é o profissional indicado e capacitado para 

essa função, que consiste na realização de exames como a rinoscopia, 

orofaringoscopia e laringoscopia. Além disso, em todos os atendimentos deve ser 

realizada anamnese completa do paciente e avaliação da necessidade da realização 

de escarificação, punção aspirativa ou biópsia. Essas técnicas são invasivas, sendo 

que a biópsia pode ser realizada apenas por profissional médico, por se tratar de um 

procedimento cirúrgico.  

 

O procedimento de escarificação envolve a confecção de esfregaço em lâmina, 

devendo ser utilizados lâmina de bisturi ou estilete para a coleta de linfa na borda 
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interna da úlcera ou da superfície da lesão fechada. Para a realização da 

escarificação e retirada de fragmentos por biópsia, é primeiramente realizada a 

limpeza do local da lesão e retirada de crostas. Para a biópsia, após a antissepsia 

da lesão é realizada anestesia local com lidocaína 1% ou 2%. Para a retirada dos 

fragmentos da lesão cutânea é utilizado um punch de 4 mm a 8 mm de diâmetro. E 

na forma mucosa é utilizada a pinça para biópsia, também conhecida como “saca-

bocado”. O aspirado da lesão é puncionado após aplicação de soro fisiológico na 

borda da lesão ou linfonodo (BRASIL, 2017). 

 

Os métodos invasivos, além de causarem desconforto e eminente risco ao paciente, 

são de difícil realização em populações pediátricas, em locais remotos com pouca 

infraestrutura e na ausência de profissionais capacitados. Considerando as 

limitações dos testes diagnósticos disponíveis para LT e outros agravos, a OMS 

estabeleceu um conjunto de critérios para o desenvolvimento de um bom teste 

diagnóstico, o acrônimo ASSURED (MABEY et al., 2004). Land et al. (2019), 

sugeriram uma atualização desses critérios com a inclusão de dois novos 

parâmetros de referência (REASSURED), sendo que um deles indica “Facilidade na 

coleta das amostras, de forma não invasiva”. 

 

Como alternativa ao panorama atual, vem sendo estudados alguns métodos para 

coleta de material de forma não invasiva. Dentre eles, testes utilizando escova 

citológica cervical, fita adesiva em formato de disco, papel filtro e swab  (BOGGILD 

et al., 2010; TASLIMI et al., 2017). Esses métodos, além da vantagem de fácil 

execução, podendo ser realizados por outros profissionais da saúde, são melhor 

tolerados pelos pacientes e ainda contribuem para a diminuição de custos no 

diagnóstico. Estudos sobre a utilização desses métodos serão apresentados nas 

seções seguintes, relacionados às diferentes técnicas diagnósticas.  

 

Sevilha-Santos et al. (2019), avaliaram em pesquisa recente no Brasil, qual a 

profundidade ideal para coleta das amostras de LT para subsequentes testes 

moleculares (n=59). Os pesquisadores analisaram diferentes camadas da pele, 

incluído a epiderme, derme superior e inferior e hipoderme. A melhor acurácia 

diagnóstica foi na derme superior (77,9%) e foi significativamente maior que na 
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hipoderme (63,3%; p= 0,039). Com isso, concluíram que a amostra coletada na 

camada mais superficial pode recuperar um maior número de parasitos.  

 

3.3.2 Métodos diagnósticos  

 

Em 2017, o MS publicou o Manual de Vigilância da Leishmaniose Tegumentar, onde 

constam fluxogramas com os testes (imunológicos, histopatológicos e 

parasitológicos) preconizados para a realização do diagnóstico laboratorial em caso 

de suspeita de LT (Figura 1).  

 

Figura 1 Fluxograma do diagnóstico das formas cutânea e mucosa da leishmaniose 
tegumentar. 

 

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017. 

 

3.3.2.1 Métodos imunológicos  

 

O teste imunológico indicado no manual do MS (2017) é a Intradermorreação de 

Montenegro (IDRM), que consiste em um teste baseado na resposta de 

hipersensibilidade tardia do paciente. O procedimento envolve a inoculação 
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intradérmica de 0,1 mL do antígeno total de Leishmania spp, preparado a partir de 

extrato de promastigotas, na face anterior do antebraço do paciente 

(MONTENEGRO, 1926; SHAW & LAINSON, 1975). A leitura do resultado deve ser 

realizada após 48 a 72 h da aplicação, e o teste é considerado positivo quando 

ocorre induração igual ou maior que cinco mm de diâmetro. IDRM apresenta alto 

valor preditivo, sendo positivo em mais de 90% dos casos de LT (GOTO & 

LINDOSO, 2010). Mas, dentre as limitações do teste, está a baixa especificidade e a 

não diferenciação de doença como atual ou pregressa e, portanto, o resultado deve 

ser interpretado em conjunto com os demais sinais apresentados (REITHINGER et 

al., 2007; WEIGLE et al., 2002). 

 

Entretanto, é importante ressaltar que atualmente o teste não está disponível no 

Brasil. No ano de 2016 ocorreu a interrupção da produção do antígeno pelo CPPI -

 Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos, localizado no Estado do 

Paraná, sul do Brasil, e único produtor no país. A interrupção deveu-se a exigências 

de adequação das dependências da área de produção pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária – ANVISA (BRAZ, 2019).  

 

Os testes sorológicos baseados na reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e 

ensaio imunoenzimático (ELISA) são recomendados pela OMS (WHO, 2010). 

Atualmente, no Brasil, a IFI Leishmaniose Humana, produzida por BioManguinhos 

(Fundação Oswaldo Cruz – FIOCRUZ), é o único teste disponível na rede pública, e 

apresenta desempenho variável (65 a 75,4% de sensibilidade e 70 a 89% de 

especificidade) (OLIVEIRA, 2018). Esse teste é indicado para o diagnóstico 

complementar da LM, pois pacientes acometidos por essa forma, em geral, 

apresentam níveis mensuráveis de anticorpos circulantes, ao contrário do que 

acontece na forma cutânea da LT.  

 

Ensaios imunoenzimáticos de ELISA vêm sendo amplamente empregados para 

avaliação de antígenos purificados ou recombinantes, visando a melhoria do 

desempenho dos testes sorológicos e a eliminação das reações cruzadas com 

outros agentes infecciosos (CERVANTES-LANDÍN et al., 2014). Coelho et al. (2016) 

avaliaram no mesmo estudo as proteínas Citocromo c oxidase VII (CcOx) e HRF 

(Fator liberador de histamina dependente de IgE) em ensaio imunoenzimático de 
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ELISA em um grupo de 24 pacientes com suspeita de LT e 20 controles saudáveis. 

Os pesquisadores utilizaram como critério de confirmação da doença, exame clínico, 

exame direto e reação em cadeia da polimerase (PCR). Foram reportadas 

sensibilidade e especificidade de 100%.  

 

Disponível comercialmente em outros países, o CL Detect Rapid Test (InBios 

International Inc., Seatle, WA, EUA) é um teste diagnóstico baseado em 

imunocromatografia de fluxo lateral e utiliza anticorpo anti-peroxidoxina na detecção 

desse antígeno em amostras de lesões cutâneas. De acordo com o fabricante essas 

lesões devem estar ulceradas e não devem ter mais de quatro meses de evolução. 

As amostras para realização do teste podem ser coletadas através de biópsia ou 

escova citológica (INBIOS INTERNATIONAL, 2020). Recentemente, no Suriname, 

foi realizado um estudo de avaliação do teste, onde a espécie prevalente no país 

também circula no Brasil, a L. guyanensis. Os pesquisadores encontraram baixa 

sensibilidade (35,8%) e especificidade de 83%, quando comparado à técnica de 

PCR (SCHALLIG et al., 2019).  

 

3.3.2.2 Métodos histopatológicos 

 

Dentre os testes indicados no manual estão ainda os exames histopatológicos, que 

consistem na análise microscópica do fragmento de biópsia, no qual são avaliadas 

alterações morfológicas no tecido. As características morfológicas encontradas na 

histopatologia são amplamente variadas, mas padrões sugestivos da infecção por 

Leishmania incluem reação exsudativa celular, granulomatosa, necrótica e 

tuberculóide (MAGALHÃES et al., 1986). Embora a análise histológica possa 

contribuir com o diagnóstico da LT, o resultado somente pode ser considerado 

positivo quando formas compatíveis com amastigotas são observadas no tecido 

analisado. Caso contrário, o resultado será liberado como inconclusivo ou sugestivo 

de alguma patologia granulomatosa.  

 

Devido à baixa sensibilidade dessa técnica para o diagnóstico da LT, outro método 

vem sendo estudado para contribuir e complementar ao diagnóstico histopatológico 

(MAGALHÃES et al., 1986). A técnica de imuno-histoquímica é baseada na 
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detecção do parasito ou antígeno em cortes histológicos por meio de ligações com 

anticorpos específicos. Com o objetivo de comparar métodos moleculares e imuno-

histoquímicos no diagnóstico da LC, Shirian et al. (2014) avaliaram os testes 

utilizando 100 amostras de lesões típicas e atípicas com suspeita clínica da doença. 

Os pesquisadores reportaram maior sensibilidade no teste cPCR-kDNA (lesões 

típicas 100% e lesões atípicas 94%) e 100% de especificidade em ambos tipos de 

lesões. O segundo melhor desempenho encontrado foi do teste de imuno-

histoquímica (sensibilidade de 97% nas lesões típicas e 94% nas atípicas) e também 

100% de especificidade.  

 

3.3.2.3 Métodos parasitológicos 

 

Os métodos classificados como parasitológicos podem ser divididos em métodos 

diretos, onde ocorre a visualização do parasito e os indiretos, onde há nos exames 

demonstração dos produtos desses parasitos.  

 

Na forma cutânea, para pesquisa direta do parasito realiza-se a aposição do 

fragmento da lesão (obtido por biópsia) em lâminas (imprint), e o exame é baseado 

na visualização em microscópio do parasito, na forma amastigota, em lâminas 

coradas com Giemsa. Estudo demonstra que a sensibilidade dessa técnica varia 

entre 70 a 75% (DE MELLO et al., 2011).  

 

Além dos testes realizados com a utilização de amostras obtidas por forma invasiva, 

um método de coleta minimamente invasivo foi avaliado em estudo realizado no Irã. 

Os pesquisadores utilizaram amostras sabidamente positivas e compararam dois 

métodos de obtenção de amostra, um invasivo (fragmento de biópsia para cultura) e 

outro não invasivo (material obtido através de fixação de fita adesiva em formato de 

disco na lesão). Ambos os métodos foram comparados através do teste diagnóstico 

de microscopia. A maior sensibilidade diagnóstica, 100% (IC 95%) foi obtida com a 

técnica da fita adesiva. A cultura de biópsia detectou apenas 16 dos 31 pacientes, 

apresentando 51% de sensibilidade, com diferença estatisticamente significativa (p 

<0,05) (TASLIMI et al., 2017). 
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Outra forma de visualização do parasito é através do cultivo in vitro, que consiste em 

inocular os fragmentos de biópsia ou aspirado da lesão em meio bifásico, sendo 

Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) associado à Liver Infusion Triyptose (LIT) ou solução 

salina, e incubar em temperatura aproximada de 25 °C. Essa cultura é então 

avaliada ao microscópio semanalmente, a fim de verificar a existência de formas 

promastigotas viáveis (BRASIL, 2017). Dentre as limitações deste método, a 

principal delas é a baixa sensibilidade encontrada, principalmente para a forma 

mucosa, o que pode ser justificado pela escassez de parasitos presentes na lesão, 

devido à exacerbada reação inflamatória do hospedeiro. Além disso, a técnica é 

bastante susceptível a contaminações por bactérias e fungos e a liberação do 

resultado é demorada, podendo chegar a 30 dias (VEGA-LÓPEZ, 2003). 

 

Por ser objeto de estudo deste trabalho, os métodos moleculares apesar de serem 

classificados como parasitológicos serão descritos em seção destacada.  

 

3.3.2.4 Métodos moleculares 

 

Os métodos moleculares vêm sendo cada vez mais utilizados para o diagnóstico de 

doenças infecciosas e identificação de patógenos. Esses métodos consistem na 

amplificação in vitro de sequências de DNA ou RNA alvo através da utilização de 

iniciadores de regiões específicas. Cada alvo tem uma característica particular, 

podendo ter sequencias variáveis ou conservadas entre as espécies de Leishmania 

(CONTER et al., 2019). Portanto, a escolha correta do alvo para o desenho dos 

iniciadores influencia diretamente no desempenho da técnica. 

 

Entre as diversas regiões gênicas de Leishmania amplamente estudadas estão às 

regiões ITS (Internal transcribed spacer), citocromo B, genes de Miniexón (SL-RNA), 

entre outras. As regiões classificadas como altamente conservadas, e, portanto 

bastante utilizadas na projeção de iniciadores são as regiões Gp63, conhecida como 

leishmanolisina e principal protease de superfície da Leishmania (YAO, DONELSON 

& WILSON, 2003), genes do RNA ribossomal (Small subunit ribosomal- SSU rRNA) 

(VAN EYS et al., 1992), rRNA 18S (ADAMS et al., 2010; SRIWORARAT et al., 2015) 

e principalmente diferentes regiões do minicírculo do cinetoplasto (kDNA), que é 
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uma estrutura conservada nos tripanosomatídeos e  que tem apresentado elevada 

sensibilidade  nos testes moleculares (> que 94%) (BORST & HOEIJMAKERS, 

1979; DE PAIVA CAVALCANTI et al., 2013; ROMERO et al., 2001). Além disso, 

genes codificadores das proteínas de choque térmico como hsp70 têm sido 

largamente utilizados para estudos filogenéticos e taxonômicos de Leishmania 

(GONÇALVES, 2018; MONTALVO et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; WEIRATHER 

et al., 2011). 

 

Dito isso, testes baseados na amplificação de ácidos nucléicos (NAATs) podem 

contribuir efetivamente no diagnóstico da LT e na genotipagem das espécies 

causadoras da doença. 

 

a) Métodos de extração e qualidade do material genômico 

 

O isolamento dos ácidos nucleicos (DNA e RNA) é pré-requisito para amplificação 

por técnicas moleculares e uso subsequente. O primeiro relato de isolamento de 

DNA foi em 1869 na Suíça. O médico e professor Friedrich Miescher realizou a 

extração a partir de leucócitos presentes em secreção de ataduras cirúrgicas, com o 

objetivo de determinar a composição química das células (DAHM, 2005).  

 

Nas últimas décadas, com o advento das técnicas moleculares em diferentes áreas, 

como na saúde, perícia forense, agronomia, entre outras, emergiram também 

diversos métodos de extração de DNA.  A extração pode ser realizada a partir de 

fluidos corporais ou amostras clínicas (sangue, urina, fragmentos de tecido) ou de 

materiais os quais foram utilizados diretamente na coleta das amostras, como 

exemplo, o swab. Em geral, extrações produtivas são realizadas em locais livres de 

contaminantes, e em duas principais etapas: 1) ruptura eficiente de tecidos ou 

células; e 2) purificação do DNA obtido (TAN & YIAP, 2009).  

 

São descritos na literatura e nas páginas eletrônicas de diversas empresas, 

diferentes protocolos para extração de DNA, desde técnicas mais simples e de baixo 

custo, até kits e equipamentos de alta tecnologia.  A escolha do método de extração 

ideal depende de fatores como: tipo de amostra, tempo e recurso disponíveis, grau 
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de pureza e rendimento esperados, e para qual finalidade será utilizado o produto 

extraído.  

 

Dentre os métodos convencionais de extração estão os métodos manuais que 

podem ser realizados através da lise das células/tecidos por ruptura mecânica e 

extração com solventes, como fenol e clorofórmio. A técnica salting-out baseia-se na 

utilização de sais orgânicos em altas concentrações, como o perclorato de sódio que 

precipita as moléculas orgânicas, e após centrifugação e adição de álcool é possível 

extrair o DNA da solução aquosa (JOHN et al., 1991; LAHIRI & NUMBERGER, 

1991). Outra forma ainda mais simples, de baixo custo e rápida de extração é a 

partir da submissão do material bruto à elevadas temperaturas (~100 ºC) acrescidos 

ou não de detergentes, como o triton-x (MIKITA et al., 2014; SRIWORARAT et al., 

2015). 

 

Disponíveis comercialmente estão os kits baseados na utilização de Proteinase K, 

que é uma enzima que possui boa ação desnaturante, realizando a digestão de 

proteínas; associada à coluna com membrana de sílica, que retém e concentra o 

DNA. Esses kits são amplamente utilizados em laboratórios de médio porte 

(WOODARD; HOWARD & DOWN, 1993). Além deles, também são comercializados 

beads magnéticas, que consistem em partículas com carga magnética com afinidade 

por ácidos nucleicos (BERENSMEIER, 2006). Ainda mais tecnológico, atualmente 

estão disponíveis equipamentos automatizados para extração. Entretanto, a 

automação do processo é cara, complexa e, por isso, utilizada apenas por 

laboratórios de grande porte (TAN & YIAP, 2009).   

 

A inclusão de novas tecnologias moleculares e o aumento da demanda trouxe a 

necessidade de equilibrar tempo e custo da extração sem comprometer a qualidade 

e integridade do DNA extraído (SCHIEBELHUT et al., 2017). A concentração, pureza 

e integridade do DNA estão diretamente ligadas ao desempenho dos testes 

posteriormente realizados com a utilização do material genômico. 

 

Para avaliação da qualidade do DNA são realizados alguns métodos. A 

quantificação e pureza podem ser avaliadas com a utilização de aparelho 

espectrofotômetro, que através da mensuração da quantidade de luz absorvida 
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(absorbância) é capaz de calcular a concentração em nanogramas (ng) no 

comprimento de onda de 260 nanômetros (nm). Além disso, através da 

espectrofotometria é possível realizar análise de pureza do DNA utilizando o cálculo 

260 nm/280nm. Pois, mesmo nos métodos de extração contendo etapa de 

purificação é possível e comum que as amostras de ácido nucleico estejam 

contaminadas por outras moléculas como proteínas, compostos orgânicos, 

polissacarídeos e fenóis (RIEMANN et al., 2007; SANTELLA, 2006). 

 

A integridade do DNA pode ser avaliada através de eletroforese em gel de agarose 

ou poliacrilamida. A análise das bandas no gel, que correspondem ao DNA, 

permitem essa avaliação. Amostras com DNA íntegro apresentam-se na forma de 

bandas únicas e altas. Já nas amostras degradadas as bandas apresentam-se no 

gel em forma de arrastes verticais. A degradação pode ocorrer devido a 

contaminação por DNAses e RNAses (MARDAN‐NIK et al., 2019; NASIRI et al., 

2005).  

 

Essas análises são de grande importância no que se refere à otimização dos 

resultados, tempo e custo despendidos por serviços de saúde.  

 

b) Técnicas moleculares  

 

PCR convencional (cPCR) 

 

A PCR proporciona à amplificação de regiões específicas a partir de iniciadores de 

oligonucleotídeos pareados por complementaridade nas margens da região alvo 

(SINGH, 1997). Embora não existam protocolos de PCR definidos para a detecção 

de LT, essa técnica molecular é uma ferramenta de grande importância na pesquisa 

e no diagnóstico, pois é capaz de detectar DNA do parasito mesmo em lesões com 

baixa carga parasitária resultando em elevada sensibilidade diagnóstica 

(REITHINGER et al., 2007). 

 

Em estudo realizado com amostras de área endêmica no Acre/Brasil, no ano de 

2005, os pesquisadores avaliaram o uso da PCR com o alvo de kDNA no 

diagnóstico da LM. Neste estudo foram incluídos 35 fragmentos de biópsia de 
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pacientes confirmados, nos quais 34 foram positivos no teste, obtendo uma 

positividade de 97,1%. Resultado esse superior a outras técnicas avaliadas na 

pesquisa. Na imuno-histoquímica foi encontrada positividade de 68,6% e apenas 

57% no exame histopatológico (OLIVEIRA et al., 2005).  Ainda em 2005, Disch et al. 

(2005) avaliaram PCR kDNA em um grupo de 13 casos de LM e dez não casos. Os 

autores encontraram elevado desempenho, sendo 86,4% de sensibilidade e 100% 

de especificidade. 

 

Bracho et al. (2007) avaliaram a PCR convencional com dois diferentes alvos no 

diagnóstico da LM. Com a utilização de um padrão de referência composto, foram 

incluídos no estudo 61 pacientes, dos quais 36 eram casos e 25 não casos. Com o 

alvo de kDNA o desempenho encontrado foi de 68,6% de sensibilidade e 92% de 

especificidade em amostras de fragmentos de biópsia. Já com a utilização com alvo 

ITS rDNA a técnica demonstrou baixa sensibilidade (40%) e elevada especificidade 

(96%).  Ainda de acordo com os autores, os valores de sensibilidade encontrados no 

estudo podem ter sido afetados por inibidores e contaminantes presentes em 20% 

das amostras avaliadas. Em estudo publicado por Fagundes et al. (2010), os 

pesquisadores reportaram alta de positividade (93,3%) quando avaliaram PCR 

kDNA em amostras obtidas por biópsia de um pequeno grupo de pacientes (n=15).  

 

Além dos testes realizados com a utilização de amostras obtidas por forma invasiva, 

métodos de coleta minimamente invasivos vêm sendo avaliados associados a 

técnicas moleculares e tem demonstrado elevado desempenho. A utilização de 

escova citológica cervical na coleta das amostras demonstrou alto desempenho no 

diagnóstico da LM por PCR convencional de kDNA, sendo 95,7 % de sensibilidade e 

90,0% de especificidade (BOGGILD et al., 2011). 

 

Boggild et al. (2010) compararam métodos tradicionais para a detecção da LC 

(cultura, PCR de aspirados e raspados de lesões, esfregaço e teste cutâneo de 

Leishmania – LST) com a PCR a partir de amostras obtidas de forma não invasiva, 

com a utilização de papel filtro. O estudo foi realizado no Peru e foram recrutados 45 

pacientes, sendo 66 lesões de LC no total. Dessas, 48 lesões foram positivas por 

PCR utilizando as impressões das lesões em papel filtro, obtendo 92,3% (IC 95%, 

85,1% –99,5 %) de sensibilidade e 100,0% de especificidade. A PCR das 
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impressões da lesão em papel de filtro obteve a mesma sensibilidade da PCR 

realizada com amostras invasivas (p = 0,930).  

 

Com objetivo de avaliar o desempenho da cPCR kDNA associado a amostras 

obtidas de forma menos invasivas, Gomes et al. (2014), recrutaram 17 pacientes 

confirmados com LM, 19 com LC e 33 controles negativos. Foram obtidas amostras 

de saliva, raspado de mucosa oral com a utilização de papel filtro e exsudato nasal 

obtido por swab. No diagnóstico do grupo LM, a PCR kDNA realizada com 

exsudatos nasais obtidos por swab  demonstrou maior acurácia (86%) e 

sensibilidade (58,82%).  

 

Comercialmente disponível em outros países, o Leishmania OligoC-Test é um teste 

molecular que consiste na amplificação do alvo 18S ribossomal no qual a leitura do 

resultado é realizada por cromatografia. O teste é produzido pela Coris 

BioConcept/Bélgica, e de acordo com o fabricante possui alto  desempenho, sendo 

93% de sensibilidade e 100% de especificidade (CORIS BIOCONCEPT, 2020). No 

Peru, Espinosa et al. (2009) avaliaram o teste em 45 amostras de pacientes 

sabidamente positivos para LC. Os pesquisadores encontraram sensibilidades de 

92% quando avaliado em raspado da lesão e 74% em aspirado de lesão.  

 

Mesmo sendo reportados bons desempenhos com a técnica, a PCR ainda está 

limitada a pesquisa e a centros de referência, pois é necessário infraestrutura 

adequada, insumos e equipamentos de alto valor agregado, como o termociclador, 

visto que a reação ocorre em três etapas e em distintas temperaturas. Além disso, 

para visualização dos resultados é necessário a realização de eletroforese em gel de 

agarose ou poliacrilamida, que consiste em um processo de migração de uma 

partícula, sob influência da eletricidade.  

 

PCR em tempo real (qPCR) 

 

Uma técnica variante da PCR já descrita é a PCR em tempo real (qPCR). A qPCR 

além de minimizar os riscos de contaminação, permite rápida detecção dos alvos e 

acompanhamento em tempo real da amplificação, suprimindo a necessidade da 

eletroforese.  
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Essa técnica é baseada na utilização de fluoróforos ou sondas fluorescentes e 

também requer equipamentos, como termociclador com sensor para captação da 

emissão da fluorescência gerada. A intensidade do sinal reflete a quantidade de 

produto amplificado e para que a fluorescência da reação seja detectável é 

necessário que o número de ciclos atravesse o limiar estabelecido (cycle threshold - 

CT) pelo software da qPCR (HEID et al., 1996; KUBISTA et al., 2006; NICKLAS & 

BUEL, 2003). 

 

Dos sistemas de fluorescência existentes, dois são amplamente utilizados, seja para 

o diagnóstico de doenças ou quantificação direta e indireta de material genético. O 

sistema TaqMan® utiliza um fluorocromo ligado a uma sonda projetada 

especificamente para uma sequência de DNA e, portanto, detecta apenas esta 

sequência específica em todos os produtos gerados pela PCR. Já na tecnologia 

SYBR® Green, esse fluorocromo não é específico para uma determinada região alvo 

do DNA, e, portanto, ele se liga e detecta qualquer produto de fita dupla da PCR, 

sendo que a especificidade dessa reação ocorre apenas devido à especificidade dos 

iniciadores utilizados (ALONSO et al., 2003; NICKLAS & BUEL, 2003). 

 

Em 2013, com objetivo de avaliar a técnica de qPCR kDNA no diagnóstico da LT, foi 

realizado no Peru um estudo prospectivo com amostras obtidas por biópsia de 156 

participantes. Os autores encontraram 97,9% de sensibilidade e 87,5% de 

especificidade ao comparar com a técnica cPCR (JARA et al., 2013).  

 

Em estudo publicado por Adams et al. (2014), os pesquisadores avaliaram a 

associação de amostras obtidas de forma menos invasiva com diferentes métodos 

de extração de DNA e a técnica diagnóstica de qPCR (18S;TaqMan®). Foram 

obtidos exsudatos de swab e aspirado da lesão de 105 pacientes com suspeita de 

LC. Os autores reportaram maior desempenho quando associaram amostras 

coletadas por swab, extraídas pelo kit comercial e submetidas à qPCR (98% e 84% 

de sensibilidade e especificidade, respectivamente).  

 

Recentemente, com o objetivo de avaliar a acurácia da qPCR kDNA utilizando os 

sistemas SYBR® Green e TaqMan® associada às amostras coletadas de forma 
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menos invasiva (swab) e invasivas (biópsia), GOMES et al. (2017) recrutaram 91 

participantes, sendo 36 não casos e 55 casos (18 de LM e 37 LC). Chama atenção o 

resultado encontrado, pois tanto com a utilização de swab como com a utilização da 

biópsia, os autores reportaram maior sensibilidade com a qPCR SYBR® Green 

(87,88% e 84,72% respectivamente) quando comparado com a tecnologia TaqMan® 

(78,79 % com swab e 73,61% com fragmento de biópsia). Em ambas as técnicas de 

qPCR, a especificidade encontrada foi de 100%.  

 

Ainda em 2017, Boni et al. (2017) avaliaram a acurácia de métodos moleculares 

associados à coleta das amostras através de swab. Dos 25 participantes do estudo, 

14 eram positivos para LM e 11 para LC.  Os pesquisadores reportaram uma 

sensibilidade de 92,6% e 80% de especificidade na cPCR-kDNA com amostras 

coletadas por swab. Além disso, encontraram uma taxa de concordância de 86,2% 

entre amostras obtidas por swab e biópsia.  

 

Técnicas de amplificação isotérmicas 

 

Além das técnicas baseadas na reação em cadeia da polimerase, os testes 

baseados na amplificação isotérmica vêm sendo considerados como um avanço 

entre os métodos moleculares, pois são capazes de contornar algumas das 

limitações das PCRs. Notomi et al. (2000) desenvolveram uma nova técnica 

molecular denominada Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP). Essa 

técnica é baseada na amplificação de sequências de DNA sob condições 

isotérmicas, entre 60 e 65 °C por um curto período, sendo em torno de uma hora.  

 

A reação do LAMP envolve um processo cíclico com síntese e deslocamento da fita 

de DNA através da função helicase executada pela enzima BST Polimerase. Além 

disso, são utilizados um conjunto de dois iniciadores internos (FIP e BIP) e dois 

externos (F3 e B3). Com objetivo de acelerar a reação são acrescidos dois 

iniciadores denominados loop forward e loop backward que são responsáveis pela 

formação do loop da reação, onde a estrutura do DNA fica semelhante a um haltere 

(DENG et al., 2019; NZELU, KATO & PETERS, 2019).  
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Essa técnica pode ser considerada superior às técnicas de PCR devido a maior 

especificidade, atribuída ao maior número de iniciadores utilizados; a simplicidade e 

redução de custos na execução, por não necessitar de aparelhos de alto valor, 

podendo ser realizado em aparelhos simples, como banho-maria; a amplificação 

também pode ser realizada com RNA bastando acrescentar a enzima transcriptase 

reversa; além da visualização do resultado, que pode ser realizada a olho nu, com a 

adição de corantes (NZELU, KATO & PETERS, 2019). A associação da 

simplicidade, rapidez e precisão desse teste vem possibilitando sua aplicação em 

vários tipos de análise, inclusive no diagnóstico da LT (MORI & NOTOMI, 2019). No 

diagnóstico da forma LC da doença, através da utilização do alvo DNA ribossômico 

(rDNA) 18S, Adams et al. (2010) reportaram elevada sensibilidade da técnica, 94%.  

 

Desenvolvido por uma empresa japonesa, o kit Loopamp Leishmania Detection 

(Eiken Chemical Co. Tokyo, Japan) utiliza como alvo as regiões kDNA e 18S rDNA. 

Em 2018, o kit foi avaliado em um estudo prospectivo de coorte com 105 pacientes 

no sudoeste da Colômbia. Amostras das lesões foram coletadas com swab e 

avaliadas com a utilização do LAMP. Os pesquisadores concluíram que o teste é 

sensível para o diagnóstico de LC, pois encontraram elevado desempenho (95% de 

sensibilidade e 86% de especificidade) (ADAMS et al., 2018).  

 

No Brasil, são escassos os estudos que abordam a técnica de LAMP associado ao 

diagnóstico da LT, mas, recentemente em 2019, Celeste et al. (2019) 

desenvolveram reação de LAMP específica para  kDNA de L. amazonensis 

(CELESTE et al., 2019). Essa espécie pode causar LC, LM, LCD e até leishmaniose 

visceral. Os autores encontraram 89% de sensibilidade e 100% de especificidade 

quando comparado a PCR convencional. No mesmo ano, mas para leishmaniose 

visceral, em estudo realizado pela FIOCRUZ/MG os pesquisadores também 

desenvolveram e avaliaram um novo ensaio LAMP para detecção do gene 

codificador do antígeno K26 do complexo L. donovani e compararam com PCR 

convencional para o alvo kDNA. Foram reportados elevado desempenho (98,2% de 

sensibilidade e 98,1% de especificidade) e excelente concordância entre os ensaios 

(K = 0,96) (AVELAR, CARVALHO & RABELLO, 2019). 
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Ainda dentre as técnicas isotérmicas que vêm sendo estudadas para o diagnóstico 

da LT, estão a Amplificação Baseada na Sequência de Ácidos Nucléicos (NASBA) e 

a Amplificação Isotérmica da Recombinase Polimerase (RPA). O NASBA consiste 

especialmente na amplificação de RNA com a utilização de transcriptase reversa e 

outras duas enzimas e iniciadores específicos para o alvo de RNA. Essa técnica foi 

avaliada em associação com o teste de oligocromatografia no diagnóstico da LC no 

Sudão. Saad et al. (2010) reportaram 100% de especificidade e sensibilidade entre 

95,7% e 100%.  

 

A RPA é um método simples, de rápida realização (em torno de 20 min) e que se 

baseia na utilização de proteínas que evitam a etapa de desnaturação na PCR, e 

assim como no LAMP, utiliza uma enzima DNA polimerase com atividade de 

deslocamento de fita para extensão dos iniciadores (PIEPENBURG et al., 2006). Em 

2016, a RPA foi avaliada para o diagnóstico da LT. A técnica demonstrou um limite 

de detecção de 0,1 parasito por reação. Além disso, os pesquisadores avaliaram 13 

amostras clínicas obtidas por biópsia e relataram 100% de concordância do ensaio 

com a qPCR SYBR® Green (SALDARRIAGA et al., 2016). 

 

Atualmente, as técnicas de amplificação isotérmicas descritas anteriormente 

possuem reivindicação de patentes relacionadas a elas. A patente de código 

US20080182312/ Todd Denison Pack está relacionada ao LAMP e expirou 

recentemente, em 02/01/2020 (CINCINNATI & CINCINNATI, 2008). Em relação ao 

teste NASBA está publicada a patente US7803579B2 (validade: 29/10/2023) 

(MITANI et al., 2010). Para o teste RPA estão registradas duas proteções 

patentárias, sendo US7270981/Alere San Diego Inc. com validade até 31/03/2024 e 

US20120129173A1/ Alere San Diego Inc. com vigência até 13/01/2032 (LONDON; 

ALBANS, 2007). 

 

No Quadro 2 consta uma visão geral de estudos anteriores, onde os autores 

avaliaram técnicas moleculares para o diagnóstico da LT no Novo Mundo. Os artigos 

foram selecionados na base de dados Medline do PubMed, entretanto a busca 

realizada não consiste em uma revisão sistemática.  
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Quadro 2 Visão geral dos métodos moleculares para diagnóstico de leishmaniose cutânea e mucosa utilizados em estudos 

anteriores no Novo Mundo. 

Doença 
Técnica 

molecular 
Alvo 

Amostra  
(n) 

Método de extração 
DNA 

Sensibilidade 
(%) 

Especificidade 
(%) 

Teste de referência Referência 

L
E

IS
H

M
A

N
IO

S
E

 T
E

G
U

M
E

N
T

A
R

 

cPCR 

kDNA 

Fragmento de 
biópsia 
(168) 

Kit comercial 92,3 93,3 
1 ou + entre: imprint, 

cultura e histopatologia 
Fagundes 

 et al. (2010) 

Urina 
(108) 

in house 
(sedimentação) 

20,9 100 
Exame direto, cultura e 
PCR (raspado de pele 

e mucosa) 

Veland et al. 
(2011) 

qPCR 

Fragmento de 
biópsia 
(156) 

Kit comercial 97,9 87,5 qPCR-G6PD 
Jara et al. 

(2013) 

Escarificação 
(14); 

Fragmento de 
biópsia  
(192) 

Kit comercial 92 77 cPCR kDNA 
Tsukayama et 

al. (2013) 

qPCR
1
 

Aspirado de lesão 
(58) 

Kit comercial  68,4 95 

1 ou +: histopatologia, 
cultura, esfregaços e 
PCR convencional de 

amostras de biópsia ou 
swab 

Osiro 
Bergmann et 

al. (2019)  

Polymorphism-
Specific 
PS-PCR 

- 
Raspado de lesão 

(63) 
In house 

fenol-clorofórmio 
81 84,2 

Exame clínico, exame 
direto e teste cutâneo 

de Montenegro 

Marco et al. 
(2012) 

 OligoC-TesT
2
  18S 

Biópsia 
 (56) 

Kit comercal 92,9 100 
Exame direto e/ou 

cutura 
Deborggraeve 
et al. (2008) 



43 
 

Doença 
Técnica 

molecular 
Alvo 

Amostra  
(n) 

Método de extração 
DNA 

Sensibilidade 
(%) 

Especificidade 
(%) 

Teste de referência Referência 

L
E

IS
H

M
A

N
IO

S
E

 C
U

T
Â

N
E

A
 

cPCR 

kDNA 

Escarificação da 
lesão 
(170) 

Tampão Tris EDTA 100 82,84 

Exame direto 
Neitzke-Abreu 
et al. (2013) 

Sangue  
(89) 

Guanidina-fenol 
(VENAZZI et al., 

2007) 
65,63 92,98 

Papel filtro 
in house 

(fenol:clorofórmio) 
98,7 57,1 

Cultura ou exame 
direto positivo ou 2 ou 

+ PCRs 

Bensoussan et 
al. (2006) 

Fragmento de 
biópsia  
(119) 

 

Kit comercial 

95,4 
(subgênero) 

88,2 
(gênero) 

100,0 

Clínico, 
epidemiológico, 

resposta terapêutica e 
1 ou + entre: 

parasitológico, 
histopatológico, cultura 

e RIFI 

Rodrigues et al. 
(2002) 

kDNA 

 (De Bruijn & 
Barker, 1992) 

Fragmento de 
biópsia  
(383) 

Feno/clorofórmio/álc
ool isoamílico  

75,7 96,4 
1 ou +: exame direto, 

cultura e PCR 
Weigle et al. 

(2002) 

kDNA  

(Vergel;Walker; 
Saravia, 2005) 

Escarificação em 
papel de filtro 

 (200) 

Chelex 100 resin  94,0  88,0 

1 ou +: exame direto, 
cultuvo e/ou PCR de 

escarificação em 
tampão 

Miranda et al. 
(2012) 

 Kit comercial 60,0  62,0  
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Doença 
Técnica 

molecular 
Alvo 

Amostra  
(n) 

Método de extração 
DNA 

Sensibilidade 
(%) 

Especificidade 
(%) 

Teste de referência Referência 

L
E

IS
H

M
A

N
IO

S
E

 C
U

T
Â

N
E

A
 cPCR 

ITS 

Cultivo  
(75) 

Kit comercial 

98,8 100,0 

Parasitológico 
Shahbazi  

et al. (2008) Aspirado  
(75) 

80,0 100,0 

ITS1 

Papel filtro 
in house 

(fenol:clorofórmio) 
91,0 100,0 

Cultura ou exame 
direto positivo ou 2 ou 

+ PCRs 

Bensoussan  
et al. (2006) 

Fragmento de 
biópsia (99) 

Kit comercial 81,4 - PCR-kDNA 
Graça et al. 

(2012) 

SLME Papel filtro 
in house 

(fenol:clorofórmio) 
53,8 100 

Cultura ou exame 
direto positivo ou 2 ou 

+ PCRs 

Bensoussan  
et al. (2006) 

hsp70 
Fragmento de 
biópsia (99) 

Kit comercial 

73,2 - 

PCR-kDNA 
Graça et al. 

(2012) 
G6pd 41,6 - 

LAMP 
18S 

Amostras 
coletadas por 
swab (105) 

DNeasy  blood and 
tissue Kit (Qiagen, 

USA) 
95 86 

Exame direto e/ou 
cultura 

Adams et al. 
(2018) 

Esfregaço direto 
da lesão (50) 

Kit comercial 

100 71,4 Microscopia  

León et al. 
(2018) 

100 90,9 qPCR 
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Legenda: 
1
Os valores de desempenho se referem aos resultados da qPCR e/ou cultura); 

2
Teste comercial; 

3
Forma clínica descrita no artigo como 

leishmaniose cutaneomucosa. 

Doença 
Técnica 

molecular 
Alvo 

Amostra  
(n) 

Método de extração 
DNA 

Sensibilidade 
(%) 

Especificidade 
(%) 

Teste de referência Referência 

L
E

IS
H

M
A

N
IO

S
E

 M
U

C
O

S
A

 

cPCR 

kDNA 

Fragmento de 
biópsia

3
  

(21) 
Kit comercial 100 100 Exame clínico e cultura  

Thomaz-
SoccoL et al. 

(2011) 

Fragmento de 
biópsia 
 (13) 

Kit comercial 86,4 100,0 Resposta terapêutica 
Disch et al. 

(2005) 

kDNA 

(Rodgers  
et al., 1990) Fragmento de 

biópsia  
(61) 

fenol:clorofórmio 
(ISAZA’ et al., 2002) 

68,6 92 
Clínico, 

histopatológico, 
resposta terapêutica e 

1 ou + entre: IDRM, 
presença de cicatriz 

cutânea e 
epidemiológica 

compatível 

Bracho et al. 
(2007) ITS 

(Cupolillo  
et al., 1995) 

40 96 
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Identificação de espécies por PCR-RFLP 

 

A técnica Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ou polimorfismo de 

comprimento dos fragmentos de restrição é baseada na restrição de um fragmento 

de DNA por enzimas endonucleases. Essas enzimas clivam a molécula em sítios 

específicos gerando assim, perfis de restrição (ROTUREAU et al., 2006; VOLPINI et 

al., 2004). Esta técnica associada a PCR, conhecida como PCR-RFLP é baseada na 

amplificação de um fragmento específico e a sua subsequente restrição com as 

enzimas endonucleases (GARCIA et al., 2007). 

 

Dentre os fatores associados às manifestações clínicas da LT, um fator relevante é a 

espécie do parasito causador da infecção. Com isso, visando auxiliar o diagnóstico, 

a conduta terapêutica e estudos epidemiológicos, a identificação de espécies por 

PCR-RFLP tornou-se uma importante ferramenta, principalmente em regiões do 

Brasil onde a espécie L. guyanensis é predominante. O desempenho da PCR-RFLP 

depende não apenas da própria técnica, mas também dos métodos de amostragem 

e extração de DNA(GARCIA et al., 2007). 

 

Diversas regiões gênicas de Leishmania têm sido empregadas como alvo em 

estudos de genotipagem. Dentre elas, as regiões de kDNA e ITS, e os genes que 

codificam as proteínas de choque térmico como o hsp70 (GONÇALVES, 2018; 

MONTALVO et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; WEIRATHER et al., 2011).  

 

A utilização da PCR-RFLP (alvo hsp70) foi avaliada na identificação de cepas de 

Leishmania em fragmentos de tecidos de 99 pacientes confirmados para LC. Os 

autores reportaram o gene hsp70 (234 pb) como um alvo válido e sensível para 

detecção de Leishmania. Após restrição por PCR-RFLP, o ensaio de PCR foi 

comparado com outros alvos utilizados para o diagnóstico molecular de 

leishmaniose: hsp70 (região de 1400 pb), (ITS) 1 e desidrogenase de glicose-6-

fosfato (G6pd). Foi observada uma boa concordância entre os métodos quanto à 

identificação das espécies de Leishmania (GRAÇA et al., 2012).  

 

Garcia et al. (2007) avaliaram o uso da PCR-RFLP (alvo hsp70) para identificação 

de espécies de Leishmania em amostras (n=44) de raspados de pele coletadas das 
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lesões com auxílio de palitos de madeira. A espécie Leishmania braziliensis foi 

identificada em 93% das amostras, enquanto L. lainsoni foi identificada em 7%. Os 

autores ressaltam ainda a importância da coleta realizada de forma menos invasiva 

e suas vantagens, como poder ser realizada a nível ambulatorial e em menor espaço 

de tempo, além da economia em recursos. Para LM, em casos de lesões profundas, 

os pesquisadores sugerem no estudo a realização de aspiração do exsudato. Não 

foram encontrados na literatura estudos que avaliaram identificação de espécies de 

Leishmania a partir de amostras obtidas por swab.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar dois métodos de extração de DNA em amostras obtidas por swab associados 

às técnicas moleculares de PCR convencional (kDNA e RFLP-hsp70), PCR em 

tempo real (TaqMan® SSU rRNA e SYBR® Green kDNA) e LAMP-RT 18S para o 

diagnóstico de pacientes com suspeita de LT. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a integridade e o rendimento do DNA genômico extraído de amostras de 

pele e mucosa nasal coletadas por swab utilizando duas diferentes técnicas de 

extração de DNA; 

 

 Comparar o desempenho da PCR convencional (kDNA), qPCR (TaqMan® SSU 

rRNA e SYBR® Green kDNA) e LAMP-RT 18S extraídas por diferentes técnicas 

para o diagnóstico de LT; 

 

 Avaliar a aplicabilidade de amostras clínicas obtidas por swab para a 

identificação de espécies de Leishmania por PCR-RFLP. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento do estudo e considerações éticas 

 

Este estudo foi projetado para comparar a metodologia de coleta de amostras por 

swab associada a duas técnicas de extração de DNA, sendo elas, kit comercial 

PureLink™ Genomic DNA Mini kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, EUA) e 

“Direct Boil” (DB). Quatro ensaios moleculares (cPCR kDNA; qPCR SYBR® Green 

kDNA; qPCR TaqMan® SSU rRNA; LAMP-RT 18S) foram avaliados na amplificação 

do DNA de Leishmania a partir dessas amostras e a identificação das espécies foi 

realizada com PCR-RFLP hsp70. 

 

O grupo amostral do estudo foi composto por 26 participantes adultos com LT (13 

LC e 13 LM). O diagnóstico foi confirmado por PCR kDNA que é considerada uma 

técnica de referência para leishmaniose (DISCH et al., 2005). A Figura 2 mostra o 

fluxograma geral do estudo.  

 

Figura 2 Fluxograma geral do delineamento do estudo 
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Esse trabalho foi conduzido seguindo as normas de pesquisas envolvendo seres 

humanos presentes nas Resoluções 466/2012 e 510/2016 do Conselho Nacional de 

Saúde. Todos os indivíduos participaram voluntariamente do estudo e o termo de 

consentimento livre e esclarecido (APÊNDICE A) foi assinado individualmente por 

cada participante. O Comitê de Ética em Pesquisa do IRR/FIOCRUZ aprovou este 

estudo (CAAE: 44545315.7.0000.5091), assim como o Comitê de Ética em Pesquisa 

da UFMG (CAAE: 32343114.9.0000.5149). Os documentos de aprovação estão no 

ANEXO A. 

 

O processamento das amostras, assim como os testes avaliados no presente estudo 

foram realizados no PCPP/IRR (FIOCRUZ) de Belo Horizonte/MG.  

 

5.2 Coleta e preparação das amostras clínicas  

 

A coleta das amostras foi realizada nos ambulatórios do Centro de Referência em 

Leishmanioses do IRR/FIOCRUZ e no de Otorrinolaringologia do Hospital das 

Clínicas, anexo São Geraldo (UFMG). De cada paciente (n=26) foram coletadas 

duas amostras de exsudatos da lesão de pele/mucosa nasal por swab e um 

fragmento de pele/mucosa por biópsia. 

 

Inicialmente, foi realizada a limpeza da lesão com solução fisiológica 0,9% e a 

retirada de crostas, com ajuda de gaze úmida e pinça. As coletas por swab foram 

realizadas por profissionais da saúde não médicos, como biólogo e enfermeiro.  A 

coleta foi realizada através da fricção suave do swab e giro de 360° em toda a lesão 

por cinco vezes. Os swabs foram colocados em dois microtubos distintos (um de 1,5 

mL e outro de 0,6 mL) estéreis contendo 200 µL de solução salina a 0,9%, onde 

tiveram suas hastes cortadas e foram imediatamente armazenados a -20 ºC por até 

três semanas antes da extração do DNA. 

 

Após a coleta das amostras por swab foi realizada a anestesia do local, através da 

aplicação de cloridrato de lidocaína a 2 %. A coleta do fragmento da lesão foi 

realizada por meio de biópsia por profissional médico.  Nos pacientes com lesão 

cutânea, o fragmento de tecido foi coletado na borda interna da lesão, com a 

utilização de um instrumento cirúrgico cortante circular (punch) de quatro milímetros 
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de diâmetro. Esse material foi dividido em duas partes, na qual uma foi utilizada para 

confecção de lâminas para o exame parasitológico direto (imprint) e em seguida foi 

armazenada em freezer a -20ºC até a extração do DNA. A outra parte do fragmento 

foi colocada em microtubo estéril de 1,5 mL contendo cerca de 200 µL de 

formaldeído e enviado para análise histopatológica (exame realizado na rotina do 

CRL/IRR/FIOCRUZ). 

 

Já nos pacientes que apresentavam a forma mucosa, a coleta dos fragmentos da 

mucosa nasal foi realizada com a utilização de uma pinça cirúrgica para biópsia do 

tipo “saca-bocado”. Foram coletados três fragmentos, no qual um foi colocado em 

microtubo de 1,5 mL vazio e seco, para extração de DNA; o segundo foi colocado 

em tubo contendo cerca de 200 µL de solução fisiológica para realização de cultura 

para diagnóstico diferencial (fungos); e o terceiro fragmento foi colocado em 

microtubo de 1,5 mL contendo cerca de 200 µL de formaldeído para análise 

histopatológica (teste realizado na rotina do diagnóstico da LM nos Centros de 

Referência).  

 

5.3 Métodos de extração de DNA 

 

Para avaliar o impacto do método de extração de DNA, dois diferentes protocolos 

foram testados e avaliados em todas as amostras: o Kit comercial PureLink™ 

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, EUA) usado nas 

amostras coletadas por biópsia e em uma das amostras coletadas por swab e a 

técnica DB usado na outra amostra coletada por swab. 

 

A extração usando o kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen/Thermo Fisher 

Scientific, EUA) foi realizada de acordo com as instruções do fabricante, e consistiu 

nas seguintes etapas sequenciais: no microtubo de 1,5 mL contendo um dos swabs 

foi adicionado 200 µL de solução fisiológica 0,9 %; 20 µL de Proteinase K; 400 µL do 

tampão Purelink™ Genomic Lysis/Binding, e em seguida todo material foi 

homogeneizado durante 5 s com a ajuda de vortex (Genie 2, São Paulo, SP, Brasil) 

e incubado em termobloco (Dry Bath Incubator/Boekel Scientific, Feasterville, PA)  a 

56°C durante 10 minutos. Após o tempo de incubação, com o auxílio de uma pinça 
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metálica, o swab foi pressionado contra a parede do tubo e em seguida transferido 

para um microtubo novo e armazenado em freezer a - 20°C. No microtubo com o 

conteúdo e agora sem o swab, foi adicionado 200 µL de álcool etílico absoluto (LS 

Chemicals, Mumbai, Maharashtra, Índia) e homogeneizado por 5 segundos. Com 

auxílio de uma pipeta de 1000 µL, o conteúdo do microtubo foi transferido para 

coluna com filtro e submetido à centrifugação (Centrifuge 5425/Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha) a 12.000 rpm durante 1 minuto. Após centrifugação o tubo 

coletor foi substituído por um novo e foi adicionado na coluna com filtro, 500 µL do 

tampão Genomic Wash 1 e novamente centrifugado a 12.000 rpm durante 1 minuto; 

o tubo coletor foi mais uma vez substituído por um novo e foi adicionado 500 µL do 

segundo tampão de lavagem, Genomic Wash 2 e centrifugado a 13.200 rpm durante 

3 minutos. Após a etapa de lavagem, o tubo coletor foi substituído por um microtubo 

novo e estéril de 1,5 mL com tampa, e então foi acrescido sobre a coluna com filtro 

100 µL do tampão de eluição (Genomic Elution). O conteúdo foi incubado em 

temperatura ambiente por 1 minuto; em seguida o sistema de tubos (coluna de filtro 

inserida no microtubo com tampa) foi centrifugado a 13.200 rpm durante 1 minuto. 

Ao término, a coluna com filtro foi descartada e o microtubo com o conteúdo, agora 

eluído, foi identificado e armazenado em freezer a -20 °C até os procedimentos 

subsequentes. Para a extração dos fragmentos coletados por biópsia, a única 

diferença no protocolo descrito acima consiste no tempo mais prolongado de 

incubação em termobloco a 56°C, sendo o mínimo de 4 horas.   

 

A técnica DB foi realizada a partir de um protocolo modificado baseado em Imai et 

al. (2018). Em microtubo de 0,6 mL contendo swab foi adicionado 100 µL de solução 

fisiológica com triton x-100 (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) a 1%. O tubo com o 

conteúdo foi submetido à incubação em termobloco (Dry Bath Incubator/Boekel 

Scientific, Feasterville, PA) a 100°C durante 10 minutos. Após o tempo de incubação 

o aparelho de termobloco foi desligado para diminuição da temperatura e 

subsequente manuseio (aproximadamente 5 min). Em capela de segurança 

biológica, com auxílio de uma pinça metálica, o swab foi pressionado contra a 

parede do tubo e descartado. Posteriormente, para fins de padronização o volume 

final foi normalizado para 100 µL. Ao fim, o microtubo de 0,6 mL contendo o material 

extraído foi identificado e armazenado em freezer a -20°C até o momento do uso.  
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Para evitar a contaminação cruzada, diferentes conjuntos de pipetas, tubos e 

insumos, além de diferentes áreas de trabalho foram designados para a extração do 

DNA, para preparação da mistura de reação e à amplificação do DNA. Para 

contribuir na confirmação da ausência de contaminantes, foram realizados controles 

negativos de extração de DNA para cada experimento através da adição de todos os 

reagentes, exceto a amostra.  

 

Uma comparação do custo dos reagentes e materiais utilizados e dos aspectos 

operacionais (tempo de processamento das amostras, equipamentos necessários) 

foi realizada entre os dois métodos de extração. O custo da extração utilizando o kit 

comercial foi estimado a partir do preço do kit (lista do fabricante de 2019) dividido 

pelo número de amostras processadas (250) e outros reagentes necessários. Para o 

método DB o custo foi estimado a partir dos reagentes necessários para realização 

da extração. O custo final foi apresentado por reação. O tempo de processamento 

das amostras foi calculado utilizando-se um cronômetro durante a execução dos 

ensaios. A contagem foi iniciada a partir da adição do primeiro reagente e finalizada 

após a etapa de eluição do DNA. O tempo total calculado corresponde ao 

processamento de 10 amostras.  

 

5.4 Controle de qualidade do DNA 

 

A concentração e a pureza do DNA foram determinadas usando o espectrofotômetro 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). As razões de 

absorbância A260/280 e 260/230 foram analisadas para verificar a pureza do DNA 

obtido: A260/280 nm para contaminação por proteínas e A260/230 nm para 

contaminação por sais. A integridade do DNA extraído das amostras foi analisada 

por eletroforese em géis de poliacrilamida 6%, corados em nitrato de prata. As 

amostras foram diluídas para uma concentração de 10 ng e submetidas à 

eletroforese de forma direta, sem passar por amplificação.  

 

5.5 Métodos moleculares para amplificação do DNA de Leishmania e 

identificação de espécies  
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5.5.1 Condições gerais utilizadas nas técnicas moleculares. 

 

As quatro técnicas moleculares (cPCR kDNA; qPCR SYBR® Green kDNA; qPCR 

TaqMan® SSU rRNA e LAMP-RT 18S) foram realizados com todas as amostras 

(fragmentos coletados por biópsia e exsudatos coletados por swabs) para avaliar o 

desempenho dos dois métodos de extração na amplificação do DNA de Leishmania. 

Todos os ensaios incluíram controles negativos (sem DNA e controle para o 

processo de extração de DNA) e positivos (DNA genômico extraído da cepa de 

referência dos controles L. (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903). Todos os 

testes foram realizados em duplicada. As informações sobre os alvos dos testes e 

sequencia dos iniciadores estão descritas no Quadro 3.  

 

Quadro 3 Informações dos alvos e oligonucleotídeos utilizados nas técnicas moleculares. 

Técnica 
molecular 

Iniciadores Alvo Sequência do nucleotídeo (5´- 3´) 
Amplicon 

(pb) 

cPCR
a
 L150/L152 kDNA 

Senso:  
GGG(G/T)AGGGG CGT TCT (G/C)CG AA 
Antisenso: 
(G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC 

120 

qPCR
b
 

SYBR
®
 

Green 
L150/L152 kDNA 

Senso:  
GGG(G/T)AGGGG CGT TCT (G/C)CG AA 
Antisenso: 
 (G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC 

120 

qPCR
b
 

TaqMan
®
 

U1, L1, 
LeishP1 

SSU 
rRNA 

Senso:  
AAGTGCTTTCCCATCGCAACT 
Antisenso:  
ACGCACTAAACCCCTCCAA 
Sonda (FAM/TAMRA): 
CGGTTCGGTGTGTGGCGCC 

67 

LAMP-RT
c
 - 18S 

F3: CGCGAAAGCTTTGAGGTTAC 
B3: ACAAATCACTCCACC GACC 
FIP:  
CCACGTCTTGTGGTGCCATTCC-GG GGAGTAC 
BIP: 
CGGGGAACTTTACCAGATCCGGACCACCATTCA
GGGAATCGA 

- 

Legenda: 
a
PCR convencional; 

b
PCR em tempo real;

 c
Amplificação Isotérmica de DNA mediada por 

loop. 

 
5.5.2 Condições de amplificação dos testes moleculares  

 

Para a PCR convencional kDNA, a reação foi realizada usando os seguintes 

iniciadores gênero-específicos de Leishmania: (i) um iniciador senso 150 (5′-GGGG / 

TAGGGGCGTTCTC / GCGAA-3 ′); (ii) um iniciador antisenso152 (3′-C / GC / GC / 
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GA / TCTATA / TTTACACCAACCCC-5′) direcionados para amplificação da região 

conservada dos minicírculos de kDNA de Leishmania, gerando um produto de 120 

pares de base (pb) (DEGRAVE et al., 1994). A PCR foi realizada em um volume total 

de 25 μL contendo 0,75 U de Taq DNA polimerase em Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM, 

solução MgCl2 2 mM, 0,4 mM de cada nucleotídeo (Promega Corp., Madison, WI, 

EUA), 0,6 μM de cada iniciador (Integrated DNA Technologies, Iowa, EUA) e 10 ng 

de amostra de DNA. As condições utilizadas na reação foram: desnaturação inicial a 

95 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos de amplificação a 95 °C por 30 segundos, 60 

°C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos e uma extensão final de 72 °C por 5 

minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador ProFlexTM (Applied 

Biosystems/Thermo Fischer Scientific, EUA).  

 

A PCR em tempo real baseada em SYBR® Green foi realizada com os mesmos 

iniciadores utilizados na PCR convencional. A mistura da reação consistiu em Power 

SYBR® Green Master Mix 1x (Applied Biosystems, EUA), 0,3 μM de cada iniciador, 

10 ng de DNA molde e água livre de nucleases em quantidade suficiente para um 

volume final de 25 µL. As reações foram realizadas utilizando-se uma placa de 

reação óptica de 96 poços no sistema de PCR em tempo real StepOnePlus (Thermo 

Fisher Scientific, EUA). A ciclagem no termociclador foi programada com uma etapa 

a 95 ºC por 10 min para a ativação da enzima Taq DNA polimerase, seguido de 30 

ciclos de amplificação de 15 s a 95 ºC e 1 min a 60 ºC. As leituras de fluorescência 

foram realizadas durante a etapa de extensão (60 °C). Após atingir o Ct foi realizada 

a análise da curva de melting sob as seguintes condições: uma etapa de 

desnaturação inicial a 95 °C por 15 s, seguida por 1 min a 60 °C e aquecimento 

contínuo a 0,1 °C/segundo a 95 °C. A temperatura de melting (Tm) foi definida como 

o pico da curva. O cálculo da Tm para cada amplificação foi realizado pelo software 

do equipamento. O Ct e o baseline foram determinados automaticamente usando o 

StepOne™ Software v2.1. 

 

Na realização da qPCR TaqMan® SSU rRNA foram utilizados o par de iniciadores 

LEIS.U1 (5'-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3') e LEIS.L1 (5'-

ACGCACTAAACCCCTCCAA -3'), desenhados para amplificar um fragmento de 67 

pb e a sonda fluorescente utilizada foi a LEIS.P1 (FAM 5'-

CGGTTCGGTGTGTGGCGCC -3 'TAMRA). As reações de qPCR foram realizadas 
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em um volume total de 20 μL, incluindo 10 ng de DNA molde, 10 μL de TaqMan® 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 0,3 µM de cada iniciador e 

0,25 µM da sonda. As condições de amplificação foram de 50 ºC por 2 min, 95 ºC 

por 10 min e 40 ciclos de 95 ºC por 15 se 60 ºC por 1 min. O Ct e o baseline foram 

determinados automaticamente usando o StepOne™ Software v2.1. 

 

As condições do ensaio LAMP-RT 18S incluíram incubação a 50 ºC por 10 min para 

ativação da enzima transcriptase reversa, seguidas de 64 ºC por 90 min e aquecidas 

a 80 ºC por 2 min para inativar a enzima e finalizar a reação. Os iniciadores 

utilizados foram F3 (5'-CGCGAAAGCTTTGAGGTTAC-3'), B3 (5'- 

ACAAATCACTCCACC GACC-3'), FIP (5'-CCACGTCTTGTGGTGCCATTCC-

GGGGAGTAC') BIP (5'-CGGGGAACTTTACCAGATCCGG-

ACCACCATTCAGGGAATCGA-3') (ADAMS et al., 2010). O mix da reação (25 µL) 

consistiu em 2,5 µL de tampão isotérmico de amplificação (New England BioLabs, 

Ipswich, Massachusetts, EUA), 1,6 µM de cada iniciador FIP e BIP, 0,2 µM de F3 e 

B3, 8U da enzima DNA polimerase Bst-WarmStart (New England BioLabs, Ipswich, 

Massachusetts, EUA); 1,4 mM de Trifosfatos desoxinucleotídeos, 1,0 M de betaína, 

8 mM de MgSO4, 1 U da enzima transcriptase reversa (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) e 5 μL de DNA molde. O equipamento utilizado foi o termociclador ProFlexTM 

(Applied Biosystems/Thermo Fischer Scientific, EUA).  

 

5.5.3 Análise dos produtos amplificados 

 

Os resultados da amplificação da cPCR foram visualizados através de eletroforese, 

nas seguintes condições: após amplificação, 5 μL do produto obtido foram 

ressuspendidos em 2 μL de tampão da amostra 5x (Promega, Madison, Wisconsin, 

EUA) e aplicados em gel de poliacrilamida 6%. A corrida eletroforética foi realizada 

inicialmente a 90 V e 150 mA por 10 min e em seguida, por 20 min a 150V em TBE 

(Tris-base a 89 mM pH 8,0; ácido bórico a 89 mM e EDTA a 2 mM) em um sistema 

de cubas e placas de vidro com pentes para 15 amostras. Foi utilizado como 

marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, 

Waltham, Massachusetts, EUA). Em seguida, os géis foram corados pelo nitrato de 

prata 0,2% (Santos et al. 1993).  
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Os resultados das amplificações por LAMP-RT 18S foram visualizados a olho nu, 

com base na fluorescência após adição de 1 µL (1:10) de SYBR® Safe (Invitrogen, 

Califórnia, CA), sendo que a coloração laranja indica resultado negativo e a verde 

fluorescente, resultado positivo. A visualização da fluorescência também foi 

realizada em um transiluminador (Loccus, São Paulo, SP, Brasil). Para confirmação 

adicional os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese e visualizados 

em geis de poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata. 

 

5.5.4 Identificação de espécies 

 

A PCR-RFLP hsp70 foi realizada para identificar as espécies de Leishmania nas 

amostras de fragmento de biópsias e exsudatos coletados por swab (adaptado de 

(GRAÇA et al., 2012). A reação de PCR foi realizada em um volume total de 25 μL, 

incluindo 10-50 ng de DNA molde, 2 U da enzima Taq DNA Polimerase Platinum 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), tampão para PCR 1x (Tris-HCl 200 mm, pH 8,4 e 

KCl 500 mM), 0,4 µM de cada iniciador hsp70 (senso 5'-

GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3' e antiseno 5'-TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-

3'), 2,0 mM MgCl2 e 0,2 mM dNTPs (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). O 

protocolo de ciclagem consistiu em uma etapa de desnaturação a 94 °C por 4 min, 

seguida por 33 ciclos a 94 °C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos e 72 ° C por 

30 segundos. Uma etapa final de extensão a 72 °C por 10 minutos foi realizada. 

Para a análise de RFLP, as enzimas de restrição HaeIII (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) e BstUI (Bio Labs, Nova Inglaterra) foram usadas em reações independentes, 

de acordo com as instruções do fabricante. Os produtos de restrição obtidos foram 

visualizados em géis de poliacrilamida 6%, corados com nitrato de prata, conforme 

descrito no item anterior. Foram utilizadas as seguintes cepas referências de DNA 

de Leishmania: L. (V.) braziliensis (M2903), L. (V.) guyanensis (M4147), L. (V.) naiffi 

(M5533), L. (L.) amazonensis (PH8) e L. (L.) infantum (PP75), gentilmente cedidas 

pelo Grupo de Estudos em Leishmanioses (GEL) do IRR/FIOCRUZ.  

 

5.6 Análise estatística 
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Os dados foram analisados no Medcalc (Medcalc Software, Stata Software). O teste 

de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para determinar a distribuição paramétrica ou 

não paramétrica dos dados quantitativos. Os dados foram expressos em mediana ± 

DP. Os testes de Mann-Whitney foram utilizados para comparar o rendimento e a 

qualidade do DNA obtidos em amostras de swab. O teste t de duas amostras foi 

usado para determinar se os valores médios de Ct das amostras de Leishmania na 

qPCR SYBR® Green kDNA eram os mesmos entre os dois protocolos de extração 

avaliados. A sensibilidade dos testes moleculares foi calculada considerando os 

diferentes tipos de métodos de extração associados às amostras de coletadas por 

biópsia ou swab. A sensibilidade foi calculada usando a tabela de contingência 2 a 2 

com intervalo binomial exato de confiança de 95% (IC 95%). O teste de McNemar foi 

usado para estimar diferenças estatísticas entre pares de testes. A significância 

estatística foi definida como p <0,05. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Artigo  
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7 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 

 

Os resultados desse estudo indicaram que o uso de swab como método 

minimamente invasivo na coleta das amostras pode ser uma alternativa de baixo 

custo a ser aplicado na prática médica para o diagnóstico molecular da LT. As 

técnicas moleculares mostraram melhor desempenho quando associadas ao DNA 

extraído pelo kit comercial. Para a LC, o uso do swab associado à extração por kit 

comercial apresentou elevado desempenho independente da técnica molecular 

utilizada; enquanto para a LM esta associação apresentou melhor sensibilidade na 

cPCR kDNA. A utilização da técnica DB para extração de swabs requer atenção, 

pois a sensibilidade das técnicas moleculares avaliadas apresentou grande variação.   

 

Considerando os resultados encontrados, tem-se como perspectiva a realização de 

um estudo de acurácia diagnóstica de LC e LM com o uso do swab e os diferentes 

métodos de extração associados às técnicas moleculares em um maior grupo 

amostral, além de avaliação de custo-efetividade das novas alternativas.  
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O diagnóstico da LT é ainda um desafio de saúde pública no Brasil. Atualmente, o 

diagnóstico é baseado em critérios clínico-epidemiológicos e exames laboratoriais 

essencialmente parasitológicos.  Além disso, a coleta das amostras é realizada de 

modo invasivo, através de escarificação ou biópsia da lesão. Alternativas 

diagnósticas acuradas, acessíveis e menos invasivas são necessárias.  

 

O uso de swab como método de coleta minimamente invasivo para o diagnóstico de 

LT associado a um protocolo eficiente de extração de DNA genômico, pode ser uma 

alternativa tão eficiente quanto à biópsia para a obtenção de amostra a ser utilizada 

no diagnóstico molecular. Além disso, a coleta por swab pode facilitar o diagnóstico 

nas áreas remotas, onde os recursos médicos e laboratoriais são limitados. Em 

cenários com recursos escassos, a técnica DB para extração de swab pode ser 

utilizada preferencialmente associada com o cPCR kDNA, desde que os 

profissionais de saúde estejam atentos às limitações dessa técnica de extração, 

principalmente quando os testes moleculares apresentarem resultados negativos. 
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APÊNDICE A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAÇÃO NO PROJETO: 

Desenvolvimento, avaliação e custo- f   v  a    a  écn ca “L   -mediated isothermal 

am l f ca   n”  a a   diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana. 

 

* O presente termo deverá ser emitido e assinado em duas vias. Todas as páginas deverão 

ser rubricadas 

INFORMAÇÕES AO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL PELO PACIENTE 

Você, ___________________________________________________, está sendo convidado a 

participar como voluntário de uma pesquisa que envolve a avaliação de diferentes testes diagnósticos 

para leishmaniose tegumentar e tem o direito de estar ciente dos procedimentos que serão realizados 

durante sua participação. 

PESQUISADOR RESPONSÁVEL. Dr. Daniel Moreira de Avelar, biólogo, doutor em Parasitologia, 

tecnologista do Centro de Referência em Leishmaniose - Centro de Pesquisas René Rachou - 

CPqRR, FIOCRUZ.  

INFORMAÇÕES GERAIS. A leishmaniose tegumentar é uma doença causada por um microrganismo 

chamado Leishmania que é transmitido ao ser humano pela picada de um inseto chamado flebótomo. 

Esta doença causa lesões na pele e mucosas. Outras doenças podem ter sintomas parecidos e por 

isto os médicos precisam de exames de laboratório para confirmar a leishmaniose. O exame que dá 

mais certeza do diagnóstico é a procura da Leishmania em pequenos fragmentos retirados das 

lesões. Mas este exame pode ser desconfortável e nem sempre é possível encontrar a Leishmania, 

por isto são necessários outros exames. Nesta pesquisa três testes para o diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar serão avaliados: 1) Teste LAMP-LT kDNA, 2) Teste LAMP-RT 18S rRNA  e 

3) Reação em cadeia da polimerase (PCR). 

OBJETIVO DA PEQUISA. Avaliar se os testes LAMP-LT kDNA, LAMP-RT 18S rRNA e PCR 

convencional vão dar resultados positivos nos pacientes com leishmaniose tegumentar e negativo em 

pacientes que tem doença parecida com leishmaniose tegumentar, mas de outras causas e comparar 

os resultados destes testes. Além disso, verificar o custo destes testes.  

DESCRIÇÃO DO ESTUDO. Os pacientes que procurarem o ambulatório do Centro de Referência em 

Leishmanioses – Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR-FIOCRUZ) serão convidados a 

participar deste estudo e se aceitarem, assinarão este Termo de Consentimento. Os pacientes serão 

submetidos à avaliação clínica completa e será realizada coleta de informações por meio de 

questionário. Serão coletados dados de identificação, história da doença atual e de doenças 

anteriores e apresentação clínica. Após avaliação clínica, serão coletadas amostras de fragmento de 

lesão (biópsia), aspirado de lesão e líquidos liberados naturalmente pela lesão dos pacientes com 
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suspeita de leishmaniose tegumentar. Também será realizado o teste de Montenegro, que consiste 

na aplicação de uma injeção no antebraço e que após 48 horas deverá ter sua leitura realizada, 

indicando resultado positivo ou negativo. O paciente deverá retornar ao ambulatório do 

CPqRR/FIOCRUZ para que os profissionais de saúde realizem a leitura desse teste. Todos os 

pacientes com leishmaniose tegumentar confirmada serão tratados a critério do médico assistente, de 

acordo com as recomendações para o tratamento da leishmaniose tegumentar atualmente vigentes 

no Brasil. Pacientes portadores de outras doenças serão tratados de acordo com orientações dos 

médicos assistentes. 

BENEFÍCIOS. Sua participação neste trabalho não lhe trará benefício direto, além do que já lhe é 

assegurado pelo seu atendimento neste serviço e não trará benefício direto ao profissional de saúde. 

RISCOS POTENCIAIS. Todos os procedimentos médicos a serem realizados já seriam feitos no caso 

dos sintomas que você apresenta. Pode ocorrer desconforto (dor local) na aplicação da injeção (teste 

de Montenegro) e coleta de fragmento da lesão (biópsia). Para realização da biópsia será utilizado 

anestésico. A coleta de líquidos liberados pela lesão com swab (cotonete laboratorial) é uma 

metodologia não invasiva que não traz riscos ao paciente. 

Armazenamento de amostras biológicas para uso em pesquisas futuras  

 As amostras de fragmento de lesão (biópsia), aspirado de lesão e líquidos liberados pela 

lesão coletados com swab (cotonete laboratorial) serão utilizadas para confirmar o diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar. Essas amostras serão guardadas no laboratório do Centro de Referência 

em Leishmanioses do CPqRR/FIOCRUZ. Existe a possibilidade de essas amostras serem utilizadas 

em novas pesquisas que precisem de amostras de pacientes com diagnóstico confirmado de 

leishmaniose tegumentar, principalmente para desenvolver novos métodos de diagnóstico que 

permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem com essa doença no Brasil e em outras partes 

do mundo. Nesse caso, você será procurado novamente e sua amostra só será utilizada em uma 

nova pesquisa se você concordar e assinar novo termo de consentimento livre e esclarecido.  

PERMISSÃO PARA REVISÃO DOS DADOS /CONFIDENCIALIDADE. Todas as informações da 

pesquisa serão sigilosas. Ninguém divulgará o nome dos participantes e os resultados dos exames 

identificados com o nome dos participantes, a não ser para os pais ou responsáveis, no caso dos 

menores de idade. Você não será identificado em qualquer relatório ou publicação que resulte deste 

estudo.  

ENTENDIMENTO POR PARTE DOS PARTICIPANTES. Eu pude fazer perguntas relacionadas com 

todos os exames e objetivo da pesquisa e os pesquisadores estavam aptos a respondê-las. Autorizo, 

por este documento, ao Dr. Daniel Moreira de Avelar e sua equipe a me incluir neste projeto. Fui 

informado que posso retirar meu consentimento e interromper minha participação neste projeto a 

qualquer momento e que isto não impedirá que eu continue a receber a assistência necessária. 

Posso discutir as questões relacionadas com minha participação neste projeto, durante ou depois de 

sua realização, com Dr. Daniel Moreira de Avelar e/ou sua equipe, pelo telefone (31) 33497783 ou no 
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CPqRR, situado à Av. Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, Belo Horizonte. Também posso entrar em 

contato pelo telefone (31) 33497825 com o Comitê de Ética do Centro de Pesquisas René Rachou 

para obter informações sobre esse projeto, situado à Av. Augusto de Lima, 1715, Barro Preto, Belo 

Horizonte. O Comitê de Ética é responsável pela avaliação e acompanhamento dos aspectos éticos 

de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, garantindo os interesses e a segurança dos 

participantes.  Estou ciente de que tenho o direito de obter informações sobre os resultados dessa 

pesquisa. Esse termo deverá ser emitido e assinado em duas vias, sendo que uma delas ficará 

comigo. Com base no exposto acima, dou meu consentimento para participar voluntariamente desta 

pesquisa.  

______________________  ____________________________ 

Nome do participante    Nome do pesquisador 

______________________  ____________________________ 

Assinatura do participante              Assinatura do pesquisador 

 

  

 

 

 

 

Local e data: ____________________________________ 

Impressão do 

dedo polegar caso 

não saiba assinar. 
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ANEXO A – Aprovação dos Comitês de Ética em Pesquisa  
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ANEXO A – Aprovação dos Comitês de Ética em Pesquisa 
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