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RESUMO 

 

Introdução: Leishmania infantum (sinonímia: Leishmania chagasi) é um dos 

agentes causadores da leishmaniose visceral (LV), doença que, quando não tratada, 

pode evoluir para óbito em mais de 90% dos casos. Estima-se que 200.000 a 

400.000 novos casos de LV ocorrem anualmente em todo o mundo. Caracterizada 

como doença de caráter eminentemente rural, a LV vem se expandindo para áreas 

urbanas de médio e grande porte e se tornou um crescente problema de saúde 

pública no Brasil e em outras áreas do continente americano, sendo uma endemia 

em franca expansão geográfica. O diagnóstico e tratamento dos pacientes devem 

ser realizados oportunamente e, para isso, é fundamental disponibilizar métodos e 

recursos para o pronto diagnóstico laboratorial que, na rede básica de saúde, 

baseia-se principalmente em exames imunológicos e parasitológicos, necessitando 

de procedimentos invasivos. A saliva e o esfregaço de células da mucosa oral têm 

sido cada vez mais utilizados como substratos para a técnica de Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) no diagnóstico de doenças infecciosas e para o diagnóstico da 

LV. Objetivo: Avaliar o potencial da saliva e do esfregaço de mucosa bucal como 

substratos no diagnóstico da leishmaniose visceral pela PCR. Material e Métodos: 

Materiais e Métodos: Participaram do estudo 30 pacientes, a partir de 18 anos de 

idade, internados no Serviço de Doenças Infecciosas e Parasitárias e Pronto 

Atendimento do NHU-UFMS, em Campo Grande/MS, com diagnóstico de 

leishmaniose visceral. As amostras de saliva e células da mucosa bucal foram 

coletadas com “swab” de Rayon e escova cervical, respectivamente, ambos estéreis, 

totalizando 60 amostras. A PCR foi realizada com os iniciadores P1: 5’ 

(C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3’ P2: 5’ GGG GAG 

GGG CGT TCT GCG AA 3’, que amplificam o fragmento conservado do minicírculo 

de KDNA de Leishmania, tamanho de fragmento de 120pb. Resultados: 60 

amostras foram analisadas, 30 de saliva e 30 de esfregaço bucal, das quais se 

obteve positividade de 73,3% (22/30) e 53,3% (16/30) respectivamente. Em 

pacientes coinfectados com HIV (9/30) a positividade foi de 66,7% (6/9) na saliva e 

55,5% (5/9) em células da mucosa bucal. No geral, 76,6% (23/30) dos pacientes 

apresentaram pelo menos uma amostra positiva pela PCR. Conclusão: A saliva e o 

esfregaço da mucosa bucal são obtidos de forma fácil por procedimento não 

invasivo, tendo melhor aceitação pelos pacientes e oferecem mais segurança para o 

profissional de saúde, pois elimina os riscos de acidentes com perfurocortantes. A 

saliva e o esfregaço de mucosa bucal apresentam-se como substratos úteis para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral quando empregada a PCR e poderiam ser 

utilizados como uma alternativa não invasiva de investigação em indivíduos com 

suspeita da doença. 

 

Palavras-chave: leishmaniose visceral; PCR; Leishmania infantum; saliva; esfregaço 

de mucosa bucal. 

 

 



9 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Leishmania infantum (synonymy: Leishmania chagasi) is a causative 

agent of visceral leishmaniasis (VL), a disease that, when left untreated, can 

progress to death in more than 90% of the cases. It is estimated that 200,000 to 

400,000 new cases of VL occur annually throughout the world. Characterized as a 

disease of character eminently rural, the VL is expanding to urban areas of medium 

and large size and has become a growing public health problem in Brazil and in other 

areas of the American continent, being an endemic disease in franca geographic 

expansion. The diagnosis and treatment of patients should be conducted in due time 

and, for this reason, it is essential to provide methods and resources for the ready 

laboratory diagnosis which, in the basic health network, mainly based on exams 

immunological and parasitological, requiring invasive procedures. The saliva and the 

smear of oral mucosa cells have been increasingly used as substrates for the 

technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) in the diagnosis of infectious 

diseases and for the diagnosis of LV. Objective: To evaluate the potential of saliva 

and the smear of buccal mucosa as substrates in the diagnosis of visceral 

leishmaniasis by PCR. Material and Methods: Materials and Methods: the study 

included 30 patients, from 18 years of age, admitted to the Service of Infectious and 

Parasitic Diseases and Emergency Care of the NHU-UFMS, in Campo Grande/MS, 

with diagnosis of visceral leishmaniasis. The samples of saliva and cells of the oral 

mucosa were collected using a swab of Rayon and cervical brush, respectively, 

totaling 60 samples. The PCR was performed with the initiators P1: 5' (C/G) (C/G) 

(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3 'P2: 5' GGG GAG GGG CGT 

TCT GCG AA 3 ', which amplify a fragment preserved in the minicírculo of KDNA of 

Leishmania, size of fragment of 120pb. Results: 60 samples were analyzed, 30 of 

saliva and 30 of buccal smear, which there was a positivity of 73.3% (22/30) and 

53.3% (16/30) respectively. In patients coinfected with HIV (9/30) the positivity was 

66.7% (6/9) in the saliva and 55.5% (5/9) in cells of the oral mucosa. Overall, 76.6% 

(23/30) of the patients had at least one sample was positive by PCR. Conclusion: 

The saliva and the smear of buccal mucosa present as substrates useful for the 

diagnosis of visceral leishmaniasis when employed the PCR and could be used as a 

noninvasive alternative research in individuals with the disease was suspected. 

 

Keywords: visceral leishmaniasis; PCR; Leishmania infantum; saliva; oral mucosa 

smear. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose que apresenta grande 

importância para a saúde pública devido à alta incidência, ampla distribuição e ao 

surgimento de formas graves que conduzem ao óbito se não tratadas. No Brasil, o 

agente etiológico é Leishmania infantum (sinonímia Leishmania chagasi). Os 

parasitos são transmitidos pela picada de insetos denominados flebotomíneos, que 

veiculam as formas promastigotas para animais suscetíveis, ou para o homem. 

Esses vetores pertencem a espécies do gênero Lutzomyia, destacando-se Lu. 

longipalpis e Lu. cruzi.  

Para fins diagnósticos da LV, os exames laboratoriais mais utilizados 

envolvem métodos parasitológicos, sorológicos e moleculares, havendo necessidade 

de procedimentos invasivos para a obenção dos materiais biológicos.  

Para a realização de exames sorológicos e imunológicos, o sangue é coletado 

por métodos invasivos, e há certa dificuldade na realização desse procedimento que 

frequentemente promove para o paciente um confronto com a dor e contribui com 

aumento do seu nível de tensão e medo. 

A punção aspirativa de medula óssea também é um procedimento invasivo 

que deve ser realizado por profissional devidamente treinado. Geralmente realizada 

no osso esterno, além de provocar dor ou incômodo para o paciente no local da 

punção, apresenta risco de ultrapassar-se a tábua óssea interna e atingir vasos 

nobres. Já na punção de crista ilíaca, existe a possibilidade, embora rara, de 

ultrapassar-se a tábua óssea interna e atingir a alça intestinal. 

O esfregaço de mucosa bucal e a saliva são agora importantes substratos 

para a utilização em testes laboratoriais, na realização de diversos diagnósticos, 

principalmente em doenças infecciosas. Na LV são escassos esses estudos, 

tornando-se necessário aprofundá-los, o que justifica o desenvolvimento do presente 

trabalho que visa avaliar o potencial da saliva e do esfregaço de mucosa bucal de 

pacientes com LV internados no Serviço de Doenças Infecciosas e Parasitárias do 

NHU-UFMS, como amostras biológicas para a reação em cadeia da polimerase 

(PCR) no diagnóstico da parasitose.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Leishmaniose visceral 

 

Em 1900, Leishman identificou a presença de um protozoário no baço de um 

soldado que foi a óbito em decorrência da febre “Dum Dum”. O agente etiológico foi 

descrito por Donovan em 1903, que demonstrou a presença dos parasitos em 

aspirados esplênicos de uma criança que apresentava febre irregular (MICHALICK; 

GENARO, 2005). 

A doença causada por esse protozoário, então chamada kala-azar, era a 

leishmaniose visceral humana. O nome da doença indicava hiperpigmentação, 

embora outros achem que estaria relacionado com sua gravidade (PRATA; SILVA, 

2005). 

Os primeiros casos da infecção no Brasil foram relatados por Penna em 1934, 

a partir de lâminas histológicas de fígado examinadas post mortem para diagnóstico 

de febre amarela. Durante estudos epidemiológicos da doença, Evandro Chagas 

suspeitou que o mosquito responsável pela transmissão aos humanos fosse o 

flebotomíneo Lu. longipalpis devido sua constante presença ao redor e no interior 

das residências de pacientes doentes (RANGEL; LAINSON, 2003). 

A LV tornou-se uma doença de grande importância para a saúde pública 

devido à sua ampla distribuição e alta letalidade, principalmente em crianças 

desnutridas, idosos, pacientes portadores de coinfecção com o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) e em pacientes não tratados (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015). É uma doença grave, potencialmente fatal para o homem, 

cuja letalidade pode alcançar 10% quando não tratada adequadamente (GONTIJO; 

MELO, 2004). 

 

2.1.1 Aspectos epidemiológicos 

 

 Estima-se que 200.000 a 400.000 casos novos de LV ocorrem no mundo a 

cada ano, com estimativas de mais de 20.000 mortes. Cerca de 90% dos casos de 

LV ocorrem em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão (Figura 1) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).  
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Figura 1 – Áreas endêmicas para a leishmaniose visceral, 2013. 

 

Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_2013_VL.png 

 

Nas Américas, 12 países já reportaram casos autóctones de LV, e destes, 

cinco notificaram em 2012 o total de 3.231 casos distribuídos em 781 municípios, 

sendo o Brasil o país que concentra 96,5% dos casos, seguido do Paraguai 2,4%, 

Argentina 0,7%, Colômbia 0,3% e México 0,1% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2014) (Figura 2). 

 

Figura 2 – Distribuição de casos de leishmaniose visceral nas Américas em 2012. 

 

Fonte: <file:///C:/Users/L/Downloads/Reporte-Leishmaniasis-OPAS-Junho2014%20(2).pdf> 
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No Brasil a LV está registrada em 21 das 27 Unidades da Federação (MAIA-

ELKHOURY et al., 2008), com aproximadamente 1.600 municípios apresentando 

transmissão autóctone (BRASIL, 2014). Restrita anteriormente às áreas rurais do 

Nordeste brasileiro, a LV avançou para outras regiões consideradas livres da doença 

alcançando inclusive a periferia de grandes centros urbanos. Dessa forma, os 

estados do Pará e Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e São Paulo 

passaram a influenciar significativamente nos números da LV no Brasil (GONTIJO; 

MELO, 2004). 

 Em Mato Grosso do Sul, de janeiro de 1999 até dezembro de 2014, foram 

confirmados 3.245 casos humanos de LV distribuídos em 58 municípios. No mesmo 

período, 273 óbitos pela doença foram registrados. De acordo com o Sistema 

Nacional de Agravos de Notificação (SINAN), de janeiro a dezembro de 2014 foram 

confirmados 151 casos, distribuídos em 29 municípios do Estado. Do total de casos 

no período, 92 (60,9%) são do município de Campo Grande, seguido por 

Aquidauana com 8 (5,3%) casos, Coxim com 6 (4%) e Anastácio com 5 (3,3%) 

casos (Figura 3) (MATO GROSSO DO SUL, 2015). 

 

Figura 3 – Distribuição de casos de leishmaniose visceral segundo município de 

residência com maior número de registros, Mato Grosso do Sul, 2014.  

 

 

 

Fonte: A autora. 
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2.1.2 Agente etiológico 

 

As leishmanioses têm como agentes etiológicos microrganismos que são 

parasitos intracelulares do sistema fagocítico mononuclear (SFM), capazes de 

infectar e se multiplicar em diferentes espécies de mamíferos. Apresentam-se sob 

duas formas durante seu ciclo evolutivo: amastigota e promastigota (BRASIL, 2014). 

Esses microrganismos foram sistematicamente organizados no grupo dos eucariotos 

protozoários e são taxonômicamente classificados na Ordem Kinetoplastida, Família 

Trypanosomatidae, Gênero Leishmania, divididos nos Subgêneros Leishmania e 

Viannia (SHAW, 1994)  

A leishmaniose visceral é causada por espécies de protozoários pertencentes 

ao subgênero Leishmania onde se incluem: L. donovani, L. infantum e L. chagasi 

(LAINSON; SHAW, 1987). Nas Américas, há uma tendência de denominação do 

protozoário responsável pela LV como Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. 

Espécies de Leishmania são compostas de populações clonais cuja estrutura varia 

de acordo com o método de caracterização. Uma solução taxonômica aceitável seria 

criar subespécies com as linhagens infantum e donovani (SHAW, 2006). Segundo 

Dantas-Torres (2006), L. infantum e L. chagasi devem ser considerados como 

sinonímia, até que uma nova classificação do gênero Leishmania seja proposta.  

 

2.1.3 Transmissão 

 

O principal meio de transmissão das formas infectantes para o homem e 

outros mamíferos é pela picada das fêmeas de flebotomíneos, conhecidos 

popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros (BRASIL, 2014). 

Geralmente tem a cor parda, por esse motivo possuem denominação popular de 

“mosquito palha”, e seu aparelho bucal está adaptado para picar a pele de 

vertebrados e sugar o sangue (CAMARGO; BARCINSKI, 2003). 

A adaptação deste vetor aos ambientes urbanos e em periferias de grandes 

centros possibilita seu encontro no peridomicílio, abrigos de animais domésticos, 

intradomicílio e entre outros ambientes, apresentando atividade crepuscular e 

noturna. Como consequência, o Brasil vem enfrentando a expansão da doença nos 

centros urbanos. O cão é considerado o principal hospedeiro no ambiente 

doméstico, assim como fonte de infecção para os vetores, tendo grande importância 
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nas estratégias de controle da doença (BRASIL, 2014). Outra forma de transmissão 

da LV foi descrita por Shaw (2007) que relatou casos de humanos com a doença, 

onde possivelmente a transmissão ocorreu após transfusão sanguínea. 

 

2.1.4 Ciclo biológico 

 

O ciclo de vida dos protozoários tem seu desenvolvimento em dois 

hospedeiros diferentes, um invertebrado e outro vertebrado. As espécies do gênero 

Leishmania possuem características biológicas que as permitem se apresentar sob 

duas formas quando presentes em seus diferentes hospedeiros: amastigotas – 

formas arredondadas e sem flagelo (ou com um curto flagelo), observadas dentro de 

macrófagos do hospedeiro vertebrado infectado (Figura 4) e promastigotas – formas 

extracelulares alongadas e flageladas presentes no sistema digestivo do hospedeiro 

invertebrado e nos meios de cultura (Figura 5) (BRASIL, 2014). 

 

Figura 4 - Formas amastigotas de Leishmania no interior de um macrófago. 

 

Fonte: http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=315&sid=32 
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Figura 5 – Formas promastigotas ou flageladas do parasito. 

 

Fonte: http://fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm 

 

A infecção do flebotomíneo ocorre quando as fêmeas, hematófagas, se 

alimentam em hospedeiros vertebrados infectados e ingerem macrófagos 

parasitados. No trato digestivo do inseto ocorre o rompimento dessas células, 

liberando as formas amastigotas que após divisão binária, diferenciam-se em formas 

promastigotas. Cerca de 48 a 72 horas após o repasto alimentar as formas 

promastigotas passam a colonizar o esôfago e a faringe do inseto onde se 

transformam em promastigotas metacíclicas, que são as formas infectantes 

(MICHALICK; GENARO, 2005). 

As fêmeas infectadas, ao realizarem um novo repasto sanguíneo no 

hospedeiro vertebrado, liberam as formas promastigotas metacíclicas juntamente 

com a saliva. Na epiderme do hospedeiro, estas formas são fagocitadas por células 

do SFM, onde se diferenciam em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o 

rompimento dessas células e liberação das formas que serão fagocitadas por novas 

células num processo contínuo, havendo a disseminação hematogênica 

principalmente para tecidos ricos em células do SFM, como baço, fígado, gânglios 

linfáticos e medula óssea (LAINSON et al., 1986) (Figura 6). 
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Figura 6 – Ciclo biológico de Leishmania infantum. 

 

Fonte: http://www.cruesp.sp.gov.br/?p=4543 

 

2.1.5 Imunopatogenia 

 

A resposta imune celular contra a Leishmania abrange os macrófagos e 

outras células do sistema imune, como os linfócitos T. Um subtipo específico de 

linfócito T, denominado linfócito T auxiliar (Ta ou Th ¨helper¨), estaria diretamente 

relacionado com a resposta contra esses parasitos. Linfócitos T CD4+, por suas 

características, podem ser subdivididos em duas subpopulações, Th1 e Th2, sendo 

a subpopulação Th1 capaz de eliminar os parasitos e conferir imunidade, prevenindo 

uma possível reinfecção. Após ativação via moléculas secretadas pelas células Th1, 

as células T citotóxicas ou CD8+ e as “Natural Killers” (NK) são adicionadas à 

resposta (ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003) (Figura 7). De forma oposta, a 

subpopulação Th2 favorece suscetibilidade à infecção e progressão da doença 

(MURRAY; BERMAN; SARAIVA, 2005). 
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Figura 7 - Células do sistema imune e citocinas envolvidas na resposta à 

Leishmania. 

 

 

Fonte: Adaptado de Roitt; Brostoff; Male (2003), p. 265. 

 

Outro componente importante da resposta imune são as citocinas, que 

funcionam na regulação da resposta contra patógenos e substâncias estranhas. 

Como as citocinas secretadas pelas células Th1 e Th2 são antagonistas mútuos, a 

subpopulação que predomina determina o resultado da infecção. No caso das 

leishmanioses, o interferon-gama (INF-γ), uma citocina produzida por Th1, induz a 

destruição desses protozoários que parasitam os macrófagos, conferindo resistência 

à infecção (COSTA et al., 1999; MURRAY; BERMAN; SARAIVA, 2005; ROITT; 

BROSTOFF; MALE, 2003).  

As leishmanioses em humanos caracterizam-se pela inibição da síntese de 

IFN-γ, consequência do aumento da expressão de IL-10, citocina associada às 

células Th2, responsáveis pela supressão da proliferação e função das células Th1 

(COSTA et al., 1999; ROITT; BROSTOFF; MALE, 2003). 
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2.1.6 Aspectos clínicos 

 

A LV apresenta período de incubação que varia entre dois e seis meses 

(BRASIL, 2014). Os sintomas clássicos são variados, fazendo-se necessário o 

diagnóstico diferencial com outras doenças febris, como malária, doença de Chagas, 

doenças hematológicas, entre outras. Geralmente, entre os sintomas apresentados 

estão a febre prolongada, hepatoesplenomegalia (Figura 8), tosse, diarreia, 

emagrecimento e astenia. As citopenias podem se apresentar em diferentes graus, 

sendo a anemia a mais frequente. A hiperglobulinemia policlonal e a inversão do 

padrão albumina/globulina podem estar presentes (GONTIJO; MELO, 2004). A 

desnutrição, principalmente em crianças, tem sido relacionada como um importante 

fator de risco para o desenvolvimento da doença (MACIEL et al., 2008). 

 

Figura 8 – Hepatoesplenomegalia na leishmaniose visceral. 

  
 
Fonte: Profª Drª Anamaria Mello Miranda Paniado  

 

O Ministério da Saúde divide a evolução clínica da LV clássica em três 

períodos: o período inicial, o período de estado e o período final. O período inicial 

caracteriza-se pelo inicio dos sintomas, que pode variar de acordo com cada 

paciente, podendo-se observar febre, palidez e hepatoesplenomegalia, onde o 

aumento do baço quase sempre é mais evidente que o aumento de fígado. Sinais e 

sintomas de coinfecções bacterianas podem confundir a apresentação clínica no 

momento do diagnóstico inicial. O hemograma apresenta anemia, leucócitos sem 



25 

 

alterações significativas e a contagem de plaquetas ainda pode estar normal. 

Proteínas totais e frações podem estar discretamente alteradas (BRASIL, 2014). 

No período de estado, observa-se febre irregular, normalmente associada a 

emagrecimento progressivo, palidez e aumento da hepatoesplenomegalia. O quadro 

clínico, já arrastado com mais de dois meses de evolução, associa-se ao 

comprometimento do estado geral do paciente. Exames complementares mostram 

anemia, leucopenia, trombocitopenia e inversão do padrão albumina/globulina. 

No período final, que ocorre quando não há diagnóstico e tratamento, 

observa-se febre contínua e comprometimento intenso do estado geral. Instala-se a 

desnutrição e edema dos membros inferiores, podendo evoluir para anasarca. 

Outras manifestações importantes incluem hemorragias, icterícia e ascite. Nestes 

casos, infecções bacterianas e/ou manifestações hemorrágicas podem levar o 

paciente a morte. 

 

2.1.7 Diagnóstico 

 

Em 2011, o Ministério da Saúde do Brasil adequou as definições de caso 

suspeito e caso confirmado de LV descritos a seguir: 

 São considerados casos suspeitos de LV: 

a. Todo indivíduo com febre e esplenomegalia, proveniente de área com ocorrência 

de transmissão de LV;  

b. Todo indivíduo com febre e esplenomegalia, proveniente de área sem ocorrência 

de transmissão, desde que descartados os diagnósticos diferenciais mais 

frequentes na região. 

São considerados casos confirmados de LV: 

a. Encontro do parasito em pesquisa direta ou em cultura; 

b. RIFI com títulos iguais ou superiores a 1/80, excluídos outros diagnósticos; 

c. Testes imunocromatográficos, comumente conhecidos como teste rápido, que 

utilizam antígenos recombinantes. 

Pacientes clinicamente suspeitos, sem confirmação laboratorial, procedentes 

de áreas endêmicas de LV, com resposta favorável à terapia serão considerados 

confirmados pelo critério clínico epidemiológico (BRASIL, 2011).  
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O diagnóstico clínico da LV é difícil de ser realizado devido à variedade de 

sinais que a doença pode apresentar. Esses sinais podem ser confundidos com 

outras enfermidades e por isso devem-se incluir exames baseados em métodos 

parasitológicos, sorológicos e moleculares para confirmação da doença (GONTIJO; 

MELO, 2004). 

 

2.1.7.1 Métodos parasitológicos 

 

Os métodos parasitológicos são considerados os padrões de referência no 

diagnóstico da LV e estão relacionados com a demonstração direta do parasito e no 

seu isolamento em cultivo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). As formas 

amastigotas de Leishmania sp. podem ser visualizadas através do exame direto 

após coloração (Giemsa ou Leishman) de esfregaços contendo tecidos do baço, 

medula óssea, fígado e linfonodos (DAVIES et al., 2003). O esfregaço esplênico 

apresenta sensibilidade de 93 a 98% e o da medula óssea de 52 a 85%. Aspiração 

esplênica deve ser evitada, pois pode acarretar hemorragia potencialmente fatal em 

cerca de 0,1% dos indivíduos (SRIVASTAVA et al., 2011). 

Pode-se realizar o isolamento do parasito em cultura in vitro de fragmentos ou 

aspirado de tecidos em meio bifásico, Novy-Mac–Neal–Nicole (NNN) onde 

posteriormente serão visualizadas formas promastigotas (SUNDAR; RAI, 2002). As 

culturas devem ser mantidas entre 24 e 26ºC e observadas em microscopia 

semanalmente, durante quatro semanas (BRASIL, 2014). Nos aspirados esplênicos 

e de medula óssea, a positividade do cultivo é bastante elevada, acima de 80%. O 

cultivo dos parasitos aumenta a sensibilidade da pesquisa, mas pode retardar em 

semanas o diagnóstico (SUNDAR; RAI, 2002). 

 

2.1.7.2 Métodos imunológicos 

 

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI) tem sido amplamente utilizada 

para o diagnóstico da LV desde 1964 (DUXBURY; SADUN, 1964), sendo 

disponibilizada pelo Sistema Único de Saúde no Brasil. A técnica consiste na 

aderência de antígenos constituídos de promastigotas mortas de Leishmania em 

lâminas de microscopia para fluorescência, onde se processa a reação com o soro a 

ser testado. A ligação antígeno-anticorpo pode ser visualizada por meio de um 
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conjugado fluorescente e os resultados são expressos em diluições, onde são 

considerados reagentes os títulos iguais ou superiores a 1:80. Para títulos iguais a 

1:40, recomenda-se a coleta de uma nova amostra em 30 dias (BRASIL, 2014). O 

teste apresenta sensibilidade e especificidade de 96 e 98% (SRIVASTAVA et al., 

2011).  

O ensaio de anticorpos ligados à enzima (Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay-ELISA) tem sido utilizado desde 1971. Este método detecta anticorpos 

especificos contra o parasito e seu desempenho está diretamente relacionado ao 

antígeno utilizado (HO et al., 1983). Os critérios de positividade dependem dos “cut-

offs”, que devem ser fixados para cada teste (MAALEJ et al., 2003).  

Uma desvantagem comum aos métodos que utilizam antígenos não 

purificados é a baixa especificidade, causada pela reatividade cruzada. Para tentar 

contornar este problema, alguns antígenos purificados recombinantes tem sido 

identificados e posteriormente avaliados por ELISA (MAALEJ et al., 2003). O ELISA 

apresenta sensibilidade e especificidade dependentes do antígeno utilizado. 

Resultados promissores têm sido demonstrados com o antígeno rk39 com 96% 

sensibilidade e 100% de especificidade (SRIVASTAVA et al., 2011). 

O teste de aglutinação direta (DAT) é um dos testes mais simples já 

desenvolvidos para o diagnóstico da LV e foi descrito em 1975 por Allain e Kagan. É 

de fácil realização e interpretação, entretanto, como os demais testes de detecção 

de anticorpos, não diferencia infecção ativa e passada (SILVA et al., 2005; HAILU et 

al., 2006). O teste é semi-quantitativo e nesse processo, soro, sangue ou urina 

diluídos são misturados às partículas antigênicas de promastigotas mortas em sua 

forma íntegra. Após um período de incubação a aglutinação se completa e, caso os 

anticorpos contra o protozoário estejam presentes, a reação de aglutinação fica 

visível a olho nu (EL HARITH et al., 1986; EL HARITH et al., 1988; FERREIRA; 

AVILA, 2001). Em estudos utilizando DAT, foram obtidas sensibilidade e 

especificidade de 94% e 85%, respectivamente. A desvantagem principal é a 

necessidade de múltiplas pipetagens, tempo de incubação relativamente longo e 

custo elevado do antígeno (SRIVASTAVA et al., 2011). 

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnóstico de LV humana são a RIFI e 

o ELISA, sendo considerado principalmente este último, teste de escolha para 

inquéritos populacionais (GONTIJO; MELO, 2004). 
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Utilizando a proteína rK39 como antígeno, um teste rápido foi inicialmente 

avaliado na Índia por Sundar et al. (1998). Entretanto, assim como outros métodos 

sorológicos, não diferencia infecção ativa e passada, devendo ser associado à 

clínica sugestiva da doença (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). O teste 

rápido é um método diagnóstico não invasivo, que possibilita a detecção de 

anticorpos com rapidez. Os anticorpos presentes no material biológico reagem 

contra o antígeno recombinante impregnado na fita teste, promovendo alguns 

minutos depois uma reação de cor. O teste é considerado positivo quando 

visualizamos as duas linhas, teste e controle, e negativo quando é possível 

visualizar somente a linha controle (SUNDAR et al., 1998; SUNDAR; RAI, 2002; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Sua sensibilidade e especificidade 

variam de 67 a 100% e 59 a 100%, respectivamente (SUNDAR et al., 1998). No 

Brasil, são disponibilizados os testes imunocromatográficos rápidos IT-Leish e 

Kalazar Detect ® para o diagnóstico da leishmaniose visceral humana em serviços 

de saúde pública (BRASIL, 2010). 

 

2.1.7.3 Métodos moleculares 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) constitui a principal abordagem 

molecular de pesquisadores e profissionais de saúde (REITHINGER; DUJARDIN, 

2007; SRIVASTAVA et al., 2011). A PCR baseia-se na síntese “in vitro” do DNA, 

permitindo um aumento exponencial do número de sequências específicas a partir 

de um único DNA alvo, sendo necessárias condições de desnaturação da fita molde, 

ligação dos iniciadores e extensão, em ciclos alternados, promovidos pela variação 

da temperatura na presença de componentes da reação (MULLIS; FALOONA, 

1987). 

A técnica da PCR possibilita a amplificação do DNA do parasito presente em 

diferentes tipos de amostras biológicas, tais como aspirados de baço, fígado, medula 

óssea, linfonodos, sangue periférico e soro (GONTIJO; MELO, 2004). Entre os alvos 

de amplificação do DNA, um dos mais utilizados é o DNA do cinetoplasto (kDNA), 

estrutura que contem uma região com grande homologia entre as espécies de 

Leishmania, a região conservada do kDNA (SCHALLIG; OSKAM, 2002). Utilizando a 

PCR em sangue periférico de pacientes imunocompetentes, de maneira geral, tem 

sido relatada sensibilidade variando entre 91 e 100% e especificidade variando entre 
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87 a 100% (MAURYA et al., 2005). Já a PCR utilizando DNA extraído a partir de 

lâminas de medula óssea coradas com solução de Giemsa para diagnóstico da LV 

foi considerada altamente sensível (92,3%) e específica (97,7%), mostrando-se útil 

na elucidação de casos difíceis (BRUSTOLONI et al., 2007). Essa mesma técnica, 

utilizando aspirado medular em pacientes imunocomprometidos, tem mostrado 

sensibilidade variando entre 82 e 100% (ANTINORI et al., 2007). Utilizando a PCR, 

foram identificadas espécies de Leishmania, a partir de aspirado medular e/ou 

biópsia de lesão, conforme a suspeita clínica (LIMA JÚNIOR et al., 2009) e também 

foi possível a amplificação do DNA da Leishmania (V.) braziliensis, obtido a partir da 

saliva de um paciente com leishmaniose tegumentar americana, que não 

apresentava qualquer lesão na mucosa oral (CORVALAN et al., 2011). 

 

2.1.8 Tratamento da leishmaniose visceral 

 

 Distribuído aos serviços pelo Ministério da Saúde, o antimoniato-N-metil 

glucamina (Glucantime®) é o medicamento de primeira escolha utilizado no 

tratamento dos pacientes no Brasil. O Glucantime® pode ser administrado por via 

endovenosa ou intramuscular durante um período mínimo de 20 dias. A droga é 

tóxica e nem sempre efetiva, sendo contra indicada para alguns grupos de 

pacientes, como gestantes nos dois primeiros trimestres de gestação e pacientes 

com insuficiência renal, hepática ou cardíaca (BRASIL, 2014). 

Os efeitos colaterais mais comuns ao Glucantime® são alterações 

cardiovasculares, vômito, náusea, dor de cabeça, dor abdominal, febre, entre outros. 

A via de administração, o longo esquema de tratamento e a toxidade da droga 

constituem causas importantes de não adesão ao tratamento. Além disso, a 

medicação requer monitoração cardiológica, renal e hepática, o que em muitas 

localidades só é possível com a hospitalização do paciente (BRASIL, 2014).  

O desoxicolato sódico de anfotericina B e suas formulações lipossomas 

(anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispersão coloidal) estão sendo utilizados 

como alternativas terapêuticas, entretanto diversos efeitos colaterais, tais como, 

cefaleia, febre, calafrios, dores musculares e articulares, vômitos e hipotensão, 

também têm sido relatados para estes de medicamentos (BRASIL, 2014).  
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2.2 Saliva 

 

2.2.1 Definição, composição e funções 

 

A saliva é um fluido aquoso, hipotônico, transparente, que é secretado 

diretamente na cavidade bucal pelos três pares de glândulas salivares maiores: a 

parótida, submandibular e sublingual e pelas glândulas salivares menores. Constitui-

se de um complexo de secreções multiglandulares, além de ser composta de fluido 

gengival, células epiteliais descamadas, microrganismos, leucócitos, resíduos 

alimentares e sangue. Entretanto, seu maior componente é a água – 99% 

(JENKINS, 1970; MANDEL, 1989; SAHINGUR; COHEN, 2004), e apenas 1 % de 

componentes inorgânicos e orgânicos (JENKINS, 1978; NIKIFORUK, 1985). As 

concentrações de cada componente são muito variadas, tanto no mesmo indivíduo 

como entre indivíduos (JENKINS, 1978). O principal fator que afeta a composição 

salivar é o fluxo, assim como a duração do estímulo (ERICSON; MÄKINEN, 1986). 

 Dentre os componentes inorgânicos, destacam-se os íons sódio, potássio, 

cloreto e bicarbonato, que são os principais contribuintes para a osmolaridade da 

saliva, que é sempre hipotônica em relação ao plasma. Os componentes orgânicos 

presentes na saliva apresentam diferentes funções: antimicrobiana, inibição de 

precipitação de cálcio e fosfato, efeitos bactericidas ou bacteriostáticos. As proteínas 

constituem os principais componentes orgânicos da saliva (NIKIFORUK, 1985; 

ERICSON; MAKINEN, 1986).  

 Tendo em vista a complexidade de sua composição, a saliva possui várias 

funções: contribuição no processo digestivo, através da amilase salivar; proteção 

dos tecidos duros e moles; lavagem da cavidade oral; neutralização e 

tamponamento dos ácidos provenientes dos alimentos, assim como do metabolismo 

bacteriano. A saliva também é responsável pela manutenção do equilíbrio ecológico 

na cavidade oral, através da remoção contínua de bactérias das superfícies 

dentárias e das mucosas com a ação do fluxo salivar. Além disso, a saliva interfere 

na aderência bacteriana impedindo a adesão das mesmas na superfície dentária, 

além de promover a manutenção do pH relativamente neutro na cavidade bucal 

(NIKIFORUK, 1985; MANDEL, 1989). 
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2.2.5 Saliva e esfregaço de mucosa bucal como substratos para diagnóstico 

 

Preferencialmente, o DNA utilizado em estudos moleculares é obtido de 

amostras de sangue, pois fornece um grande número de células e, 

consequentemente, um bom rendimento. No entanto, sendo a coleta realizada 

através de um procedimento invasivo, ocorre resistência por parte dos pacientes por 

ocasião de sua realização, além de necessitar de um profissional especializado para 

o procedimento (AIDAR; LINE, 2007). 

Nesse contexto, foram desenvolvidos diversos protocolos para a coleta de 

materiais que dispensam técnicas invasivas, como a utilização de células bucais, 

empregando escovas citológicas, saliva, bochecho com solução salina, dentre outros 

(FEIGELSON, 2001), considerados métodos alternativos e não invasivos. Para a 

obtenção de DNA de células bucais, estes métodos mostram que, além de práticos, 

apresentam resultados compatíveis com os de células sanguíneas (DE VRIES et al., 

1996), confirmando a eficiência da extração a partir da saliva. 

A extração de DNA genômico deve ser realizada por meio de procedimento 

simples, pouco invasivo, de baixo custo (AIDAR; LINE, 2007) e com bom rendimento 

para que seja possível realizar diversas avaliações laboratoriais. As células do 

epitélio oral têm sido apontadas como uma fonte alternativa e promissora desse 

DNA, uma vez que são obtidas por protocolos que envolvem baixo custo (HARTY et 

al., 2000). 

Diagnósticos baseados em saliva têm sido o principal foco de investigação 

para uma variedade de agentes infecciosos incluindo vários microrganismos 

endêmicos em todo o mundo. 

O Mycobacterium tuberculosis (EGUCHI et al., 2003) e muitos vírus são 

detectados na saliva utilizando como método a PCR, incluindo o vírus Ebola 

(FORMENTY et al., 2006), herpes simples vírus (HSV) (FURUTA et al., 1998), 

Epstein-Barr (EBV), herpes vírus humano (HHV) e citomegalovírus (CMV) 

(BLACKBOURN et al., 1998). 

 A detecção de CMV na saliva de recém-nascidos por PCR pode identificar a 

infecção congênita (BOPPANA et al., 2011). A técnica de PCR também tem sido 

utilizada para detectar CMV em saliva não estimulada e sangue periférico de 

pacientes com periodontite crônica (IMBRONITO et al., 2008) e foi relatado que a 
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saliva é tão confiável quanto a urina para detecção de CMV em grandes programas 

de rastreio (YAMAMOTO et al., 2006). 

A carga de DNA do EBV no sangue e saliva, detectada por PCR, tem 

mostrado resultados semelhantes em “coortes” de pacientes HIV positivos 

(IDESAWA et al., 2004; LING et al., 2003). A detecção de Papilomavírus humano 

(HPV) em amostras de saliva foi possível por meio da amplificação de seu DNA pelo 

método da PCR (CHUANG et al., 2008) e este método também tem sido utilizado 

para detectar diferentes tipos de HPV (ANDREWS et al., 2009).  

Análises comparativas de PCR utilizando saliva e amostras de sangue 

periférico têm detectado Varicela-Zoster vírus (HSV-1) com frequências semelhantes 

em ambos os tipos de amostras (GRANDE et al., 2008). Similarmente, foram 

reportadas a detecção e quantificação de ácidos nucleicos para o HSV-1, HSV-2 e 

VZV nos fluidos orais (RAGGAM et al., 2008). A detecção do HHV-8 na saliva 

também foi demonstrada utilizando PCR e imuno-histoquímica (WIDMER et al., 

2006), e a carga viral no sangue, soro e saliva, por meio da RT-PCR (Real Time 

PCR), mostraram títulos compatíveis (MANCUSO et al., 2008). 

A saliva pode ser um meio de análise útil para a detecção de HIV-1, quando 

os níveis de HIV-1 RNA são elevados, tal como nos casos de infecção aguda por 

HIV. Em respostas de monitorização à terapia antirretroviral, a carga viral na saliva 

tem sensibilidade reduzida e pode não refletir com precisão os valores da carga viral 

no plasma, mas, no entanto, poderia identificar alto nível de viremia durante a falha 

do tratamento. O uso de sequências de HIV-1 para controlar a resistência aos 

fármacos pode ser possível (BALAMANE et al., 2010). 

Em estudo realizado por Abdalla et al. (2010), foram encontrados resultados 

positivos da PCR para Mycobacterium leprae em amostras periodontais e saliva de 

pacientes paucibacilares e multibacilares. 

Métodos utilizados rotineiramente não permitem a detecção de bactérias 

patogênicas que causam doenças dos pulmões e vias respiratórias superiores e 

inferiores. Um estudo mostrou que M. tuberculosis foi detectado no fluido oral pelo 

método da PCR em 98% das amostras, mas pelo cultivo, somente 17,3% foram 

positivas (EGUCHI et al., 2003) 

Considerada como a causa mais comum de úlceras pépticas, Helicobacter 

pylori é também um fator de risco para o carcinoma e linfoma do tecido linfoide 

associado à mucosa. A detecção de DNA de Helicobacter pylori em amostras de 
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saliva de pacientes sintomáticos, por meio do método da PCR, permite o diagnóstico 

da infecção no seu estado ativo (TIWARI et al., 2005). 

O diagnóstico e a monitoração de infecções pelo vírus da hepatite B (HBV) e 

vírus da hepatite C (HCV) consistem principalmente em análises de sangue e 

sorologia, avaliando a carga viral, bem como anticorpos e antígenos virais. Estudos 

têm indicado que HBV e HCV DNA, anticorpos, antígenos virais, existem na saliva 

de indivíduos infectados, e os resultados são compatíveis com aqueles obtidos em 

amostras de sangue (CHEN et al., 2009; GONÇALVES et al., 2005), sugerindo um 

papel potencial para saliva como um modo não invasivo de diagnóstico para HBV e 

HCV, e monitoramento do estado da doença. O frequente diagnóstico da infecção 

pelo HCV em pacientes sem qualquer fator de risco parenteral sugere a existência 

de outras vias de transmissão (FERREIRO; DIOS; SCULLY, 2005).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial da saliva e do esfregaço de mucosa bucal como substratos no 

diagnóstico da leishmaniose visceral pela PCR. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

a. Descrever a técnica utilizada na coleta de saliva e esfregaço de mucosa bucal 

em pacientes com LV. 

b. Descrever a reação de PCR utilizada com os substratos acima; 

c. avaliar a positividade do método da PCR para cada amostra clínica utilizada; 

d. estabelecer o substrato mais adequado para o diagnóstico molecular da 

leishmaniose visceral. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Local e população 

 

Este estudo foi realizado no município de Campo Grande/MS, com pacientes 

acima de 18 anos de idade, internados no Serviço de Doenças Infecciosas e 

Parasitárias e Pronto Atendimento do NHU-UFMS, com diagnóstico de leishmaniose 

visceral e que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).  

 

a) Critérios de inclusão e exclusão 

 

Critérios de inclusão: 

 Ter idade igual ou maior que 18 anos de ambos os sexos; 

 Apresentar quadro clínico sugestivo de leishmaniose visceral, com 

diagnóstico confirmado por método parasitológico (mielograma e/ou cultura) 

e/ou teste rápido e/ou sorologia por imunofluorescência; 

 Assinar, antes da inclusão no estudo, o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). 

 

Critérios de exclusão: 

 Pacientes indígenas; 

 Pacientes gestantes. 

 

4.2 Desenho do Estudo 

 

Todos os pacientes a partir de 18 anos de idade internados no Serviço de 

Doenças Infecciosas e Parasitárias e Pronto Atendimento do NHU-UFMS em Campo 

Grande/MS com diagnóstico de leishmaniose visceral, foram convidados a participar 

do estudo. 

Trabalhou-se com o total de 30 pacientes, que após terem assinado o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A), foram entrevistados e 

seus dados registrados em um formulário de coleta de dados (APÊNDICE B) 

desenvolvido para o estudo.  
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Posteriormente, os pacientes foram submetidos à coleta de saliva e células da 

mucosa bucal. As amostras foram coletadas com “swab” de Rayon e escova 

cervical, respectivamente, ambos estéreis, e armazenadas em tubo Falcon 

separadamente, para posterior extração de DNA e realização da PCR. 

 

Figura 9 – Desenho do estudo.  
 

 

Fonte: A autora. 

 

4.3 Coleta de saliva e esfregaço de mucosa bucal 

 

Para a coleta, foram utilizados os seguintes materiais (Figuras 10 e 11): 

 1 “swab” de Rayon; 

 1 escova cervical; 

 2 tubos Falcon de 15mL; 

 Luva estéril; 

 Capote; 

 Gorro; 

 Máscara cirúrgica; 

 Lâmina de bisturi. 
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Figura 10 – Materiais utilizados para a coleta de saliva e esfregaço da mucosa bucal. 

 

 

As amostras dos pacientes foram obtidas no dia do diagnóstico, 

preferencialmente antes do início da terapia medicamentosa. Foram coletadas entre 

9h e 10h da manhã, para reduzir a interferência do ciclo circadiano em cada 

participante, além disso, durante a coleta, foi solicitado que ficassem sentados de 

forma ereta e relaxados por 5 minutos (FALCÃO, 2005). 

Os voluntários foram submetidos a dois diferentes métodos de coleta e 

orientados a permanecer sem ingerir alimentos, bebidas ou escovar os dentes por 

pelo menos 2 horas antes da coleta. 

O primeiro método utilizado foi a coleta de saliva não estimulada, utilizando o 

“swab” de Rayon e o segundo foi a coleta de células da mucosa bucal utilizando a 

escova cervical. Para a coleta de saliva (Figura 12), solicitou-se que os voluntários 

permanecessem de boca aberta, posicionando-se o “swab” de Rayon na região de 

fundo do sulco por aproximadamente 30 segundos, embebendo-se completamente o 

cotonete em saliva. Para a coleta do esfegaço de mucosa bucal (Figura 13), foi 

realizado o procedimento de escovação da região de mucosa jugal, friccionando-se 

a escova cervical durante 30 segundos com movimentos giratórios leves.  

Em seguida, tanto o “swab” quanto a escova tiveram a porção externa das 

hastes cortadas e colocadas em tubo Falcon de 15mL separadamente (Figura 14). 

As amostras colhidas foram armazenadas em geladeira e posteriormente 

congeladas a -80ºC até a extração da DNA. 
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Todos os procedimentos de biossegurança foram rigorosamente obedecidos 

durante as coletas, como o uso obrigatório de equipamentos de proteção individual 

(luvas descartáveis de borracha, máscara, gorro e capote), além de lavagem 

repetida das mãos com água e sabão, seguida de desinfecção com álcool 70%. 

Foram utilizados exclusivamente equipamentos e materiais estéreis e descartáveis, 

desprezados após a utilização em locais próprios (lixo hospitalar). 

 

Figura 11 – Materiais preparados para a coleta das amostras de saliva e esfregaço 
de mucosa bucal. a) material disposto em uma superfície de apoio; b) 
utilização do invólucro da luva estéril como campo. 

 

 

 
Figura 12 – Coleta de saliva. a) com “swab” de Rayon; b) corte do “swab”; c) quebra 

do “swab” para acondicionamento em tubo Falcon. 
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Figura 13 – Esfregaço da mucosa bucal. a) esfregaço da mucosa bucal com escova 

cervical; b) corte da escova cervical; c) quebra da escova cervical para 
acondicionamento em tubo Falcon. 

 

 

 

Figura 14 – Saliva e esfregaço da mucosa bucal acondicionados em tubos Falcon. 
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4.4 Extração do DNA para PCR  

 

A extração foi realizada segundo Sambrook et al. (1989) (modificado), nos 

tubos onde a saliva e as células da mucosa bucal foram colocadas separadamente; 

adicionou-se 300 μL de tampão de lise (NaCl 1 M; Tris-HCl pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M 

pH 8,0) e 200μL de SDS 10% seguido de homogeneização vigorosa em vórtex. 

Adicionou-se 20 μL de proteinase K (20mg/mL) e incubou-se a 65ºC por 1 hora, em 

seguida adicionou-se 400μL de clorofórmio procedendo-se a agitação vigorosa até 

completa homogeneização, centrifugando-se o material a 10.000 rpm por 10 

minutos. 

Transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo de 1,5µL e completou-se o 

volume com isopropanol 100%, homogeneizando-se por inversão até a precipitação 

do DNA. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado por 

inversão. Adicionou-se 1mL etanol 70% e centrifugou-se a 10000 rpm por 1 minuto e 

o sobrenandante foi descartado por inversão. O passo foi repetido mais duas vezes. 

O pellet seco foi ressuspendido com 50 µL de água ultrapura e incubado a 20ºC e 

posteriormente armazenado a – 4ºC.  

 

4.5 Reação em Cadeia da Polimerase 

 

A reação em cadeia da polimerase foi primeiramente padronizada. Cada 

reação possuía o volume de 25µL com as seguintes concentrações finais de 

reagentes: tampão 1X da Invitrogen, dNTPs 0,2 mM, MgCl2 1,5 mM, 0,16 pmol cada 

iniciador, TaqDNA polimerase 2U da Invitrogen, DNA 1 µL e água 19,75 µL. Foram 

utilizados os iniciadores P1:  5’  (C/G)(C/G)(G/C)  CC(C/A)  CTA  T(T/A)T  TAC  

ACC  AAC  CCC  3’   P2:  5’ GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’, que amplificam 

a região conservada do minicírculo de KDNA de Leishmania, tamanho de fragmento 

de 120pb.  

As reações foram realizadas em termociclador da marca BIORAD, modelo 

T100 thermalcycle; as condições de ciclagem dos reagentes utilizadas foram: 95 ºC 

por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 ºC por 1 minuto para desnaturação, 54,5 

ºC por 1 minuto para anelamento, 72 ºC por 30 segundos para extensão e mais uma 

extensão final de 72 ºC por 7 minutos.  Em todas as reações foi incluído um controle 

positivo (C+), a cepa referência Leishmania infantum (MHOM/BR/74/PP/75) 
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fornecida pelo Laboratório de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René 

Rachou/Fiocruz (Belo Horizonte, Brasil) e um controle negativo (C-) (mix + água). 

 

4.6 Eletroforese em gel de agarose 

 

A verificação da amplificação do fragmento de DNA de Leishmania foi 

realizada utilizando-se12 µL do produto da PCR acrescidos de 3L de tampão da 

amostra (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilenocianol e 30% de glicerol) por 

eletroforese submarina horizontal em gel de agarose a 2%, em tampão TBE (tris 

base, ácido bórico e EDTA). 

Após a eletroforese, o gel de agarose foi corado com brometo de etídeo 

(0,5μg/mL) e os produtos de amplificação visualizados sob a luz ultravioleta em 

transiluminador (Macrovue Uvis-20) da Amersham Pharmacia. Para a detecção da 

presença de um fragmento de 120 pb para o gênero Leishmania utilizou-se 

marcador molecular de DNA de 50 pb e controle positivo.  

 
 

4.7 Estatística descritiva e analítica 

 

 Os dados obtidos por meio de formulário específico para o estudo foram 

armazenados em um banco de dados e organizados em planilhas no programa 

Microsoft Excel ® (Office 2003). A análise descritiva está apresentada sob forma de 

tabela onde os dados são expressos por número (N) e percentual (%). 

 Com o objetivo de verificar se houve associação significativa entre PCR em 

saliva e PCR em esfregaço de mucosa bucal, foi aplicado teste de 2 ou exato de 

Fisher que foram considerados estatisticamente significantes com o nível de 

significância menor que 0,05 ou 5%. A análise foi processada pelo software 

estatístico BioEstat (versão 5.3). 

 

4.8 Aspectos Éticos 

 

Este projeto foi submetido à avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e aprovado em 4 de Julho 

de 2014, com parecer nº 709.560, protocolo 19312913.6.0000.0021 (ANEXO A). 
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Todos os pacientes que fizeram parte desta pesquisa tiveram o TCLE assinado 

antes de sua participação no trabalho.  

Quanto à questão da confidencialidade, todas as informações foram 

protegidas por códigos ou iniciais do entrevistado, e nenhum formulário do estudo, 

exceção feita ao TCLE, conteve a identificação completa do entrevistado. Os 

materiais da pesquisa foram todos guardados em local protegido, sob supervisão 

direta do investigador principal do projeto.  

O acesso aos dados foi de atribuição exclusiva do investigador principal. Os 

dados agregados do projeto foram armazenados em um único computador, com 

adequada capacidade de memória. Este computador é protegido por senha de 

entrada e de acesso a conteúdos específicos. 
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5 RESULTADOS 

 

Foram estudados 30 pacientes com diagnóstico confirmado de LV entre julho 

de 2014 e fevereiro de 2015. Verificou-se um claro predomínio do sexo masculino. 

No que se refere à faixa etária, a média de idade encontrada foi de 39 e variou entre 

18 e 83 anos. Observou-se uma maior incidência entre 20 a 39 anos; destaca-se 

ainda que a faixa etária de 40 a 59 também concentrou grande quantidade de casos. 

Os pacientes coinfectados LV/HIV/AIDS representavam 30% dos casos e eram 

predominantemente do sexo masculino (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Distribuição dos casos de leishmaniose visceral por faixa etária, gênero e 
coinfecção com HIV, Hospital Universitário/UFMS – 2014 (n= 30) 

 Feminino Masculino Total 

Variáveis   N    %    N    %    N    % 

Faixa etária       
    Até 19 anos 1 3,3 1 3,3 2 6,7 
    20 a 39 3 10,0 13 43,3 16 53,3 
    40 a 59 1 3,3 7 23,4 8 26,7 
    Acima de 59 3 10,0 1 3,3 4 13,3 
Coinfecção com HIV/AIDS       
    Sim 1 3,3 8 26,7 9 30,0 
    Não 7 23,3 14 46,7 21 70,0 

 

Na Tabela 2, entre as manifestações clínicas mais frequentes, destacaram-se 

febre, fraqueza, emagrecimento, palidez, esplenomegalia e hepatomegalia. O tempo 

decorrido entre o início dos sintomas e o início do tratamento variou de 5 a 180 dias, 

com média de 30,9 dias.  

 

Tabela 2 – Frequência das manifestações clínicas observadas na internação de 
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 2014 
(n= 30) 

 Pacientes 

Sintomas (1) N % 

    Fraqueza 26 86,6 
    Emagrecimento 25 83,3 
    Febre 24 80,0 
    Palidez 22 73,3 
    Esplenomegalia 21 70,0 
    Hepatomegalia 20 66,6 
    Tosse 13 43,3 
    Diarreia 11 36,6 
    Quadro infeccioso 9 30,0 
    Hemorragia 9 30,0 
    Icterícia 9 30,0 
    Edema 5 16,6 

(1) Cada paciente poderia apresentar um ou mais sintomas 
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Com relação ao tratamento, a droga mais utilizada foi a anfotericina B 

lipossomal, seguida de anfotericina B desoxicolato e antimoniato pentavalente 

(Tabela 3). 

  

Tabela 3 – Casos de leishmaniose visceral segundo terapia medicamentosa 
administrada, Hospital Universitário/UFMS – 2014 (n= 30) 

 Coinfecção HIV/AIDS  

 Sim Não Total 

Tratamento    N    %    N    %    N    % 

Antimoniato Pentavalente - - 4 13,3 4 13,3 
Anfotericina B Desoxicolato - - 8 26,7 8 26,7 
Anfotericina B Lipossomal 9 30,0 9 30,0 18 60,0 

Total 9 30,0 21 70,0 30 100,0 

 

Dos exames laboratoriais, o teste imunocromatográfico rápido foi o mais 

realizado e mostrou elevada positividade (Tabela 4). A pesquisa direta do parasito 

em aspirado de medula óssea foi realizada em 17 pacientes (56%), sendo positiva 

em 53% deles. A cultura de aspirado medular foi realizada em 16 dos 17 pacientes 

submetidos à coleta desse material e demonstrou o menor índice de positividade 

dos exames realizados. Em relação ao exame de reação de imunofluorescência 

indireta (RIFI), 69,2% tiveram resultados positivos para a doença (Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Resultados dos testes laboratoriais utilizados para confirmação da 
leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 2014 (n= 30) 

 Pacientes 

Testes diagnósticos (1) Nº Realizado Positividade % (N) 

Teste rápido 26 92,3 (24) 

Aspirado de medula óssea 17 53,0 (9) 

Cultura 16 25,0 (4) 

Imunofluorescência indireta 13 69,2 (9) 

(1) Cada paciente poderia realizar um ou mais testes diagnósticos 

 

 Nas amostras positivas para PCR em saliva e esfregaço de mucosa bucal 

(Figura 15 e 16), houve a amplificação de fragmentos de DNA de 120 pares de base 

(pb), utilizando-se o par de oligonucleotídeos para o gênero Leishmania. Na Tabela 

5 e Figura 17, pode-se observar a positividade de 73,3% (22/30) na saliva e 53,3% 

(16/30) em células da mucosa bucal. 
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Figura 15 – Produtos de amplificação da PCR em amostras de saliva com os 
iniciadores P1 e P2 em gel de agarose 2% - M – marcador de 50pb, 1 a 
15 - Amostras de saliva, 16 – cepa referência Leishmania infantum 
(MHOM/74/PP75), 17 – Controle negativo. 

 

 

 

Figura 16 – Produtos de amplificação da PCR com os iniciadores P1 e P2 em gel de 
agarose 2% - M – marcador de 50pb, 1 a 14 – Amostras de esfregaço da 
mucosa bucal, 15 – cepa referência Leishmania infantum 
(MHOM/74/PP75), 16 – Controle negativo. 

 

 

 

Tabela 5 – Resultado da PCR em saliva e células da mucosa bucal em pacientes 
com leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 2014 (n= 30) 

 Saliva Células da mucosa bucal 

 Positivo Negativo Positivo Negativo 

Pacientes       N     %       N      %       N      %       N      % 

Total 22 73,3 8 26,7 16 53,3 14 46,7 

 
 

Figura 17 – Positividade da PCR em saliva e células da mucosa bucal em pacientes 
com leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 2014 (n= 30) 
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Observa-se que a PCR utilizando esfregaço de mucosa bucal apresentou 

menor positivdade em relação a PCR em saliva, sendo a diferença estatisticamente 

significante (p=0,01). 

No geral, 76,6% (23/30) dos pacientes apresentaram pelo menos uma 

amostra positiva pela PCR; apenas um paciente (3,3%) apresentou positividade 

somente em células da mucosa bucal e sete pacientes (23,3%) apenas na saliva. 

A distribuição da positividade na PCR segundo o material biológico e 

coinfecção LV/HIV/AIDS está representada na tabela 6 e na figura 18. As amostras 

de pacientes coinfectados (9/30) tiveram uma positividade de 66,7% (6/9) na saliva e 

55,5% (5/9) em células da mucosa bucal. 

 

Tabela 6 – Positividade da PCR realizada em saliva e células da mucosa bucal em 
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 
2014 (n= 30) 

 Saliva Células da mucosa bucal 

Coinfecçaõ com HIV Realizado Positividade  Realizado  Positividade 

Sim 9  66,7% (6)  9   55,5% (5) 
Não 21  76,1% (16)  21   52,3% (11) 

 

 

Figura 18 - Positividade da PCR realizada em saliva e células da mucosa bucal em 
pacientes com leishmaniose visceral, Hospital Universitário/UFMS – 2014 
(n= 30) 
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6 DISCUSSÃO 

 

A suscetibilidade humana a LV é de fato bem conhecida, podendo atingir 

ambos os sexos e todas as faixas etárias (OLIVEIRA et al., 2008; ALVARENGA et 

al., 2010). A LV tem sido mais frequente em crianças com até quatro anos, 

entretanto, alguns autores têm identificado um grande acometimento entre adultos 

jovens (ALBUQUERQUE et al., 2009; XAVIER-GOMES et al., 2009), concordando 

com os dados do nosso estudo. 

Assim como verificado por Albuquerque et al. (2009) e Alvarenga et al. (2010), 

houve predomínio da doença no sexo masculino (53,3%). Esta maior incidência 

também foi igualmente identificada em outros estudos, como os realizados por 

Oliveira (2011) em Minas Gerais, no período de 2007 a 2010, por Silva et al. (2008), 

no Maranhão durante 2004 a 2006 e por Botelho e Natal (2009) no Mato Grosso do 

Sul, no período de 2001 a 2006. Na Espanha, um estudo realizado por Gil-Pietro et 

al. (2011) avaliando pacientes internados com leishmaniose identificou que a maioria 

era do sexo masculino (73%), com idade media de 33,5 anos.  

A maior suscetibilidade masculina à infecção tem sido atribuída 

principalmente a fatores comportamentais, como atividades de trabalho e lazer, com 

maior exposição ao vetor. Fatores genéticos e hormonais também têm sido 

considerados (XAVIER-GOMES et al., 2009; ALVARENGA et al., 2010).  

A LV nos últimos anos assumiu caráter de doença oportunista em pessoas 

infectadas com o HIV e a concomitância de ambas as infecções pode reduzir a 

sobrevida dos pacientes (CHOI; LERNER, 2001). Isso foi evidenciado em estudo 

realizado por Druzian et al. (2015), analisando fatores de risco para o óbito por LV 

onde a coinfecção  com HIV/SIDA esteve presente em 36,6% dos casos, e por Góes 

Melo e Sierpe (2012), relatando que a coinfecção pelo HIV tem sido descrita em 

21,2% dos casos de LV no mundo, podendo atingir índices de 15-30% como na 

Etiópia, concordando com valores do presente estudo. Entretando, o percentual de 

coinfecçao LV/HIV/AIDS encontra-se superior aos valores descritos para outros 

países endêmicos em desenvolvimento, que variam de 2,0 a 9,0% (SOUZA-GOMES 

et al., 2011).  

No Brasil, de acordo com os dados do SINAN, o número de casos de 

coinfecção LV/HIV/AIDS aumentou de 112 em 2007 para 282 em 2013. Essa 

associação foi notificada com maior frequência nos estados de Minas Gerais 
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(14,8%), Ceará (15,6%), Piauí (12,9%), Mato Grosso do Sul (12,2%) e São Paulo 

(10,7%). Estes dados indicam o risco cada vez mais presente de uma sobreposição 

das áreas de risco para LV e HIV (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). 

A distribuição dos casos de LV/HIV/AIDS nesse estudo foi predominante no 

sexo masculino, mantendo-se o padrão encontrado para os casos dessa coinfeção 

no Brasil, no período de 2001 a 2005 (MAIA-ELKHOURY et al., 2007). Esse achado 

assemelha-se ao encontrado em Uganda (ALVAR et al., 2008) e na Europa 

(DESJEUX; ALVAR, 2003).  

A LV é uma doença que pode apresentar um largo espectro de manifestações 

clínicas, desde formas assintomáticas até a forma clássica, com presença de 

hepatoesplenomegalia associada à febre, emagrecimento, pancitopenia e 

hipergamaglobulinemia, além de importante queda do estado geral (NUNES et al., 

2010; RIGO; RIGO; HONER, 2009). A esplenomegalia é um sinal clássico da LV, 

que pode levar à queixa de dor e distensão abdominal. Ela tem sido observada em 

mais de 90% dos casos de LV. No Brasil, 95% dos acometidos apresentam perda de 

peso. Segundo, outras manifestações como tosse e/ou diarreia têm sido menos 

frequentes (MACHADO DE ASSIS; RABELLO; WERNWCK, 2012). 

No presente estudo, praticamente todos os pacientes apresentaram os 

principais sinais e sintomas da doença descritos na literatura. Variações na 

sintomatologia podem ser ocasionadas por fatores ligados ao tempo de diagnóstico 

(NUNES et al., 2010).  

As manifestações clínicas mais frequentes nos pacientes coinfectados foram 

semelhantes àquelas observadas em pacientes com LV clássica, corroborando o 

estudo realizado por Souza-Gomes et al. (2011). Existem casos de indivíduos 

coinfectados LV/HIV/AIDS cuja leishmaniose evolui sem nenhum impacto aparente 

da infecção pelo HIV. A gravidade dos casos está diretamente associada à condição 

imunológica do paciente, avaliada por meio da contagem de linfócitos TCD4+, visto 

que a coinfecção acelera o desenvolvimento da LV, manifestando-se, 

principalmente, quando a contagem de linfócitos T CD4+ está menor do que 200 

(CRUZ et al., 2006; BRASIL, 2015).  

.A tríade clássica da LV é também a manifestação mais comum dessa doença 

na coinfecção: hepatoesplenomegalia, febre e pancitopenia são observadas em 75% 

dos casos. Relatos na literatura descrevem frequências relativas das manifestações 

clínicas nos pacientes, variando de 80% a 87% para febre, de 12% a 57% para 
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adenopatia, de 70% a 90% para astenia e emagrecimento, de 49% a 100% para 

anemia, de 54% a 90% para esplenomegalia, de 34% a 85% para hepatomegalia, de 

56% a 95% para leucopenia, e de 52% a 93% para plaquetopenia (BRASIL, 2015).  

Dados da literatura descrevem grande variabilidade em relação ao tempo de 

evolução da doença, com períodos que variam de dois a seis meses em média 

(OLIVEIRA et al., 2010; PASTORINO et al., 2002), observados também neste 

estudo. A presença dos sinais e sintomas que sugerem LV deve alertar o 

profissional de saúde para o diagnóstico da doença, pois o reconhecimento precoce 

e o tratamento oportuno são essenciais para o aumento da possibilidade de cura. 

Há uma grande limitação no arsenal terapêutico disponível para tratamento da 

leishmaniose, sendo os antimoniais pentavalentes os fármacos de 1ª escolha no 

Brasil. Embora apresentem registros de altos índices de cura da LV no país, os 

fármacos disponíveis apresentam eficácia limitada e algumas vezes toxicidade 

significativa e efeitos adversos (LINDOSO e GOTO, 2006). Cada vez mais tem sido 

ressaltada essa potencial toxicidade, que pode levar à falência renal, pancreatite 

aguda ou cardiotoxicidade, e em consequência, à morte. Pacientes com mais de 45 

anos e LV apresentam um maior risco de morte ou de reações adversas mais 

severas durante o tratamento com os antimoniatos do que os pacientes mais jovens 

(CHAPPUIS et al., 2011). 

Nos Estados Unidos e Europa mediterrânea a anfotericina B tem sido o 

fármaco de primeira escolha para LV (MURRAY, 2012). A melhor eficácia 

terapêutica da anfotericina B lipossomal, principalmente em áreas onde há 

resistência ao tratamento com os antimoniatos, vem aumentado o seu emprego em 

todo o mundo como tratamento para LV. Um grande obstáculo para o seu uso ainda 

é o alto custo (BERN et al., 2006). 

O Ministério da Saúde, em 2013, ampliou a indicação de uso desse fármaco 

para o tratamento da LV no Brasil, passando esta a ser considerada a droga de 

primeira escolha também para menores de um ano de idade, coinfectados com HIV, 

comorbidades, uso de medicamentos que comprometam a imunidade e falha 

terapêutica ao antimoniato de N-metil glucamina (BRASIL, 2013). 

Neste estudo, todos os pacientes com mais de 50 anos utilizaram anfotericina 

B lipossomal. Também seguindo as recomendações, todos os pacientes portadores 

da coinfecção LV/HIV/AIDS foram tratados com essa medicação. Os pacientes que 
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receberam antimoniato de N-metil glucamina foram os mais jovens do estudo, com 

idade variando entre 18 e 22 anos e aqueles que foram tratados com anfotericina B 

tinham idade entre 24 e 45 anos e não apresentavam indicações que justificassem o 

uso de anfotericina B lipossomal.  

O diagnóstico considerado padrão ouro na LV ocorre pelo encontro de formas 

parasitárias, principalmente pela pesquisa direta em AMO e/ou pela mielocultura. 

Em algumas localidades a pesquisa direta tem sido a técnica mais empregada, mas 

os métodos imunológicos têm sido cada vez mais utilizados pela maior praticidade. 

No presente estudo, o exame parasitológico direto e a cultura foram realizados em 

pouco mais da metade dos casos.  

A positividade da microscopia direta tem variado em diversos estudos, de 

66,0 a 91,8% (OLIVEIRA, 2011; XAVIER-GOMES et al., 2009). Apesar do relato de 

poucas complicações, o aspirado de medula óssea é um procedimento invasivo, 

com necessidade de treinamento e habilidade técnica, além de estar associado a 

dor e potenciais riscos de complicações (SRIVASTAVA et al., 2011). 

Neste estudo, a RIFI foi solicitada em menos da metade dos casos, embora 

seja a reação sorológica mais utilizada para o diagnóstico da LV no Brasil, com uma 

sensibilidade que varia de 55 a 96%, e especificidade de 70 a 98% 

(ALBUQUERQUE et al., 2009).  

Com o objetivo de agilizar o diagnóstico nas unidades de referência, o 

Ministério da Saúde implantou o teste rápido, que utiliza o antígeno rk39, que, além 

de ser um teste não invasivo, tem demonstrado boa sensibilidade (ROMERO; 

BOELAERT, 2010). O Kalazar-Dectect mostra sensibilidade e especificidade de 83 a 

92,3% e 82,3-96%, respectivamente. O It-Leish tem sensibilidade entre 89 a 96% e 

especificidade variando de 90 a 100% (ASSIS et al., 2008; PERUHYPE-

MAGALHÃES; ASSIS; RABELLO, 2012). Neste estudo, o teste rápido foi o exame 

mais empregado, com elevada positividade, indicando grande utilidade para o 

diagnóstico da LV. 

Diferentes métodos podem ser utilizados para o diagnóstico da LV, que 

rotineiramente é realizado por meio da associação de parâmetros clínicos e 

epidemiológicos a uma confirmação laboratorial por meio de exames parasitológicos, 

sorológicos e/ou moleculares. No presente estudo não foi possível a comparação 

entre os métodos diagnósticos dos pacientes e a PCR em saliva e em células da 
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mucosa bucal, pois os pacientes não foram submetidos a todos os testes 

diagnósticos tendo em vista que, frente a um resultado positivo em um deles, os 

outros exames não foram solicitados. 

O diagnóstico precoce é importante para evitar a gravidade dos casos e, 

consequentemente, a morte do paciente (SCHALLING; OSKAM, 2002). Nesse 

contexto, os métodos convencionais apresentam algumas limitações. A visualização 

do parasito em microscópio e a cultura são pouco sensíveis, além da cultura 

necessitar de maior tempo para a definição do diagnóstico. Já os ensaios baseados 

em sorologia, mesmo sendo úteis, possuem desvantagens ao apresentarem reações 

cruzadas e resultado diferenciado de acordo com o tempo de infecção, não sendo 

indicados para diagnóstico de pacientes assintomáticos e imunossuprimidos 

(GONTIJO; MELO, 2004). 

Considerando essas limitações e a necessidade de aprimorar técnicas para 

um diagnóstico seguro, os métodos moleculares vêm sendo utilizados para 

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

isolados de cultura, bem como em flebotomíneos (MICHALSKY et al. 2002; VERMA 

et al., 2010). 

Diferentes tipos de amostras biológicas, tais como aspirados esplênicos, de 

medula óssea, de linfonodos, sangue total, camada leucocitária, cultura e sangue 

coletado em papel-filtro, podem ser utilizados como fonte de material para a reação 

em cadeia da polimerase, com a finalidade de detectar DNA do parasito (TAVARES; 

FERNANDES; MELO, 2003), mostrando que a PCR é um método útil no diagnóstico 

da LV (PANDEY et al., 2009). 

Considerando que a biópsia esplênica e a punção de medula óssea não são 

técnicas de coleta adequadas para uso fora do ambiente hospitalar, muitos centros 

de pesquisas têm avaliado o uso da PCR em sangue periférico para o diagnóstico 

de LV (LACHAUD et al., 2001).  

O uso da PCR utilizando sangue periférico como material biológico 

demonstrou sensibilidade variando de 79% a 100% (CASCIO et al., 2002; CRUZ et 

al., 2006; KAOUECH et al., 2008; FRAGA et al., 2010). Segundo Cruz et al. (2006), 

a positividade em aspirado de medula óssea foi de 100% e de 79% em sangue 

periférico.  

A PCR de DNA extraído a partir de esfregaços de medula óssea mostrou ser 

uma ferramenta adequada para confirmar o diagnóstico em pacientes com LV e 
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pode também ser útil no diagnóstico de casos difíceis, com sensibilidade variando de 

69% a 97% (GANGNEUX et al., 2003; BRUSTOLONI et al., 2007; PANDEY et al., 

2010).  

A PCR também tem se mostrado uma ferramenta altamente sensível e 

específica para o diagnóstico da LV em pacientes imunocomprometidos. Em estudo 

realizado por Antinori et al. (2007) a sensibilidade da PCR  foi de 95,7% para 

amostras de aspirado de medula óssea e de 98,5% para amostras de sangue 

periférico. Em pacientes infectados pelo HIV, a sensibilidade da PCR em sangue 

periférico variou de 82-98% (PIZZUTO et al., 2001; PIARROUX et al., 1996; COSTA 

et al., 1996). 

Técnicas não invasivas, mais simples e sensíveis, já foram desenvolvidas 

para o diagnóstico da LV canina usando amostras de urina ou amostras de “swab” 

conjuntival, com sensibilidade variando entre 90 a 92% nos esfregaços conjuntivais, 

porém para seres humanos este método não é recomendado, pois está associado à 

possibilidade de danificação da córnea (LEITE et al., 2010; PILATTI et al., 2009; 

STRAUSS-AVALI et al., 2004). 

Amostras de “swabs” bucais seriam mais práticas para o diagnóstico da LV, 

especialmente em condições de campo (SINGH et al., 2009), uma vez que as 

mesmas têm uma vantagem distinta como espécime biológico porque não requerem 

equipamento especial para a amostragem, conservação e transporte especializado 

(KAUFMAN; LAMSTER, 2002). 

“Swabs” bucais têm sido utilizados como substrato em reações de PCR para 

o diagnóstico de LV. Vaish et al. (2011) avaliaram “swabs” bucais de 148 pacientes 

com exame parasitológico positivo para LV. Para o diagnóstico molecular foi 

utilizado um método não invasivo de coleta de células esfoliativas da mucosa bucal 

empregando-se o kit Hi-Media “swab” estéril. A sensibilidade da PCR foi de 83,11%. 

Estudo realizado por Galaï et al. (2011) foram incluidos 37 pacientes pediátricos com 

LV. Eles não apresentavam doenças imunossupressoras ou infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana. Fluidos orais foram coletados por meio de um dispositivo 

Oracol onde, resumidamente, a haste de espuma foi retirada do dispositivo de 

armazenamento e esfregada sobre as gengivas da criança até que ficasse 

completamente embebida em saliva. A sensibilidade do ensaio de PCR realizada em 

células desse fluido oral foi de 94,6%. 
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Amostras orais de pacientes HIV positivos também foram analisadas por 

PCR. Foi relatada, pela primeira vez, a presença de DNA de L. donovani em 

amostras de “swab” bucal de pacientes HIV coinfectados com LV em estudo 

realizado por Das et al. (2014), com células esfoliativas da mucosa bucal. A 

população do estudo consistiu de 22 pacientes, sendo que 19 dos 22 casos (86,3%) 

foram considerados positivos para este teste.  

No presente estudo, a positividade em esfregaço bucal de coinfectados foi 

menor do que em saliva, apontando para a possibilidade do uso desse último 

espécime biológico no diagnóstico molecular em casos de coinfecção LV/HIV/AIDS.  

Embora os ensaios da PCR tenham mostrado uma alta sensibilidade e 

especificidade na detecção de DNA de Leishmania em estudos que utilizaram 

métodos não invasivos de coleta (Vaish et al., 2011; Galaï et al., 2011; Das et al., 

2014), alguns pacientes do presente estudo não tiveram DNA de Leishmania 

detectável nas amostras aqui estudadas, devendo-se levar em conta que vários 

fatores podem estar relacionados com os resultados obtidos.  

Em sangue periférico, a eficiência da PCR em detectar a presença do parasito 

em indivíduos assintomáticos pode depender de fatores tais como tipo de amostra 

avaliada, método de extração, alvo e primers utilizados, quantidade de DNA 

detectável e a área de estudo (MORENO et al., 2006; VIANA et al., 2008). Indivíduos 

com teste sorológico positivo, mas que apresentam  kDNA negativo pela PCR, 

indicam que L. infantum circula de forma intermitente e com baixa densidade 

parasitária (CARDO et al., 2006; LE FICHOUX et al., 1999). Segundo Viana et al. 

(2008), em determinado momento pode não haver DNA detectável circulante, mas 

há  produção de anticorpos, e em outro momento, o parasito pode ser detectado 

justificando a PCR positiva. 

Sendo assim, a menor positividade aqui encontrada, tanto para saliva como 

em células da mucosa bucal, provavelmente se deve às diferenças metodológicas e 

de amostragem dos pacientes, devendo-se considerar ainda, a variação na 

quandidade de DNA celular que pode ser extraído a partir de fluidos orais e o não 

conhecimento da carga parasitária nesse material, assim como a fase de evolução 

da doença. 

 Sabe-se que a principal forma de transmissão da LV ocorre por meio da 

picada dos flebotomíneos fêmeas nos hospedeiros vertebrados. Entretanto, segundo 

estudos realizados por Fukutani et al. (2014) e França et al. (2013), a infecção 
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assintomática está presente entre a população de doadores de sangue, sendo 

necessário que se faça uma triagem destes também para LV, devido ao risco de 

infecção por meio da transfusão sanguínea.  

Questões sobre a transmissão de diversas patologias através de exposição à 

saliva, como, por exemplo, mononucleose infecciosa, rubéola, parotidite e hepatite B 

(BRASIL, 2006; BRASIL, 2010a), e a possível transmissão do HCV (ROY et al., 

1995), HPV (ANDREWS et al., 2009) e HHV-8 (BLACKBOURN et al., 1998; 

WIDMER et al., 2006) por meio de exposição a este fluido corporal já foram 

levantadas. Pode-se, portanto, especular se seria possível considerar a saliva como 

fonte do agente etiológico da leishmaniose visceral, já que a presença do DNA 

desse parasito tem sido demonstrada em fluidos orais, como já discutido.  Não se 

observa na literatura estudos que abordem esse tema, nem o uso frequente da PCR 

na saliva para o diagnóstico da LV, mostrando mais uma vez a necessidade de 

novas pesquisas nesse campo. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os resultados aqui descritos apontam para a possibilidade da utilização da 

saliva como substrato no diagnóstico da leishmaniose visceral quando empregada a  

PCR, podendo constituir uma alternativa não invasiva de investigação em indivíduos 

com suspeita de LV. No entanto, estes resultados, bem como os demais dados 

publicados em literatura sobre o uso de fluidos orais para diagnóstico da LV por 

PCR, são preliminares. 

Este estudo mostrou que a pesquisa de DNA de Leishmania por PCR na 

saliva com os iniciadores P1/P2 apresentou maior positividade do que quando se 

emprega esfregaço de mucosa bucal. Esses resultados são difíceis de serem 

interpretados, pela escassez de estudos que aplicaram substratos semelhantes em 

testes para diagnóstico da leishmaniose visceral e que possam servir de 

comparação com os dados obtidos. 

A coleta de saliva e/ou de esfregaço da mucosa bucal oferece vantagens 

sobre a coleta de sangue e de aspirado medular para o diagnóstico da LV, pois 

permite uma investigação não invasiva dos casos suspeitos. A coleta é menos 

dolorosa e estressante, oferece mais segurança para o profissional de saúde, 

eliminando os riscos de acidentes pérfuro-cortantes, tem melhor aceitação do 

paciente e proporciona facilidade para estudos de grandes populações, podendo ser 

realizada em locais onde a coleta por meios invasivos é inconveniente. 

Faz-se necessária a utilização de novos meios de diagnóstico na LV. O 

emprego de saliva e esfregaços de mucosa bucal no diagnóstico dessa patologia 

precisa ser mais estudado.  
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado a participar de uma pesquisa com o título “DNA de 

Leishmania sp. em saliva e mucosa bucal de pacientes com leishmaniose 

visceral”. Você precisa decidir se quer participar ou não. Por favor, não se apresse em 

tomar a decisão. Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsável pelo 

estudo qualquer dúvida que você tiver.  

Este estudo está sendo conduzido pelas pesquisadoras Luciana Nogueira de 

Almeida Guimarães e Yvone Maia Brustoloni. 

A finalidade deste estudo é avaliar a possibilidade detecção do DNA de 

Leishmania em secreção salivar de adultos com diagnóstico de leishmaniose visceral 

(LV) por meio de um exame chamado Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

portanto, é muito importante a sua participação neste estudo. 

A LV visceral é uma doença grave, transmitida pelo mosquito-palha ou birigui 

(Lutzomyia longipalpis) que, ao picar, introduz na corrente sanguínea do hospedeiro 

(homem) o parasito Leishmania. Os principais sintomas da LV são febre com semanas 

de duração, fraqueza, perda de apetite, emagrecimento, anemia, palidez, aumento do 

baço e do fígado, comprometimento da medula óssea, problemas respiratórios, diarreia 

e sangramentos. Quando não tratada, pode levar o paciente à óbito. 

O DNA (ácido desoxirribonucléico) é a parte mais importante da célula. Ele 

contém informações que coordenam o desenvolvimento e funcionamento de todos os 

seres vivos e produzem variações nas características de cada espécie.   

Para o estudo, serão coletadas algumas informações pessoais e sobre seu 

estado de saúde através de um formulário de coleta de dados que será preenchido pelo 

entrevistador. Antes de ingressar nesta pesquisa, você será submetido a exames de 

rotina médica para realização do diagnóstico de leishmaniose visceral.  

 

 

_____________________________                  ____________________________ 

Rubrica do Pesquisador                                    Rubrica do Participante 

http://ciencia.hsw.uol.com.br/celulas.htm
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Além disso, será requisitado para coleta de saliva (uma colher de chá) e células de 

dentro da bochecha através de cotonete estéril (swab), coletada pela pesquisadora, 

durante o atendimento médico realizado no serviço de referência para tratamento da 

leishmaniose visceral: Serviço de Doenças Infecto Parasitárias e Pronto Atendimento 

Médico do Núcleo Hospital Universitário/UFMS.  

A sua participação no estudo não acarretará em prejuízos. Os riscos para você 

poderão ser mínimos, como incômodo de pequena intensidade no local da coleta de 

saliva e do esfregaço da mucosa oral. Você poderá se beneficiar dos resultados desta 

pesquisa, assim como outras pessoas que possuem sua doença, pois este método é 

menos doloroso e estressante que os métodos diagnósticos já existentes, como por 

exemplo, o aspirado de medula óssea.  

Se você concordar em participar, seu nome e identidade serão mantidos em 

sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador (ou o seu médico ou outro 

profissional) a equipe do estudo, Comitê de Ética independente terão acesso aos seus 

dados para verificar as informações do estudo. Você será informado periodicamente de 

qualquer nova informação que possa modificar sua vontade de continuar participando do 

estudo. 

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Luciana Nogueira 

de Almeida Guimarães, telefone celular número (67)81680217. Para perguntas sobre 

seus direitos como participante no estudo chame o Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 3345 7187. 

A sua participação no estudo é voluntária. Você pode escolher não fazer parte do 

estudo, ou pode desistir a qualquer momento. Você não perderá qualquer benefício ao 

qual tem direito. Se desistir do estudo, isso não implicará na continuidade do tratamento. 

Você não será proibido de participar de novos estudos, porém poderá ser solicitado a 

sair do estudo se não cumprir os procedimentos previstos ou atender as exigências 

estipuladas. Você receberá uma via assinada deste termo de consentimento. As 

amostras de material serão descartadas após a investigação. 

Declaro que li e entendi este formulário de consentimento e todas as minhas 

dúvidas foram esclarecidas e que sou voluntário neste estudo. 

 

Assinatura do participante__________________________________________ 

telefone________________________ 

Assinatura do pesquisador__________________________________________ 

Campo Grande-MS ____/____/_____ 
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APÊNDICE B – FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS 

 

Nº_________                               Grupo_____________Data ____/____/_____ 

Iniciais do nome:____________________________________RGHU____________ 

Endereço_________________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

Telefones__________________________________________________________ 

DN___/___/___      Idade______      Sexo______      Peso___________ 

Escolaridade  (    )   

0-Analfabeto    1-1ª a 4ª série incompleta do EF (antigo primário ou 1º grau)    2-4ª série completa do 

EF (antigo primário ou 1º grau) 3-5ª à 8ª série incompleta do EF (antigo ginásio ou 1º grau)  4-Ensino 

fundamental completo (antigo ginásio ou 1º grau)  5-Ensino médio incompleto (antigo colegial ou 2º 

grau ) 6-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2º grau ) 7-Educação superior incompleta 8-

Educação superior completa 9-Ignorado 10- Não se aplica 

 

Raça (    ) 1-Branca  2-Preta  3-Amarela  4-Parda  5-Indígena  9- Ignorado  

 

Procedência_________________________________________________________ 

Naturalidade_________________________________________________________ 

Zona (   )   1 - Urbana   2 – Rural    3 - Periurbana    9 – Ignorado 

 

Ocupação___________________________________________________________ 

Diagnóstico da LV em ______/______/_____ 

Outros diagnósticos__________________ 

Antecedentes clínicos (descreva brevemente a história clínica do paciente como internações, exames 

laboratoriais anteriores, entre outros) 

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

__________________________________________ 

 

Manifestações clinicas: 

Febre (   )  fraqueza(   )     emagrecimento(   )    aumento do baço (   )    aumento do fígado(   )    

edema(   )    tosse e/ou  diarréia(   )     palidez(   )    quadro infeccioso(   )    icterícia (   )   fenômenos 

hemorrágicos(   )   outros (   ) Outra infecção associada (   ) 

especificar:________________________________________________________ 
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_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_______________________ 

 

Dados laboratoriais  

Mielograma P(  ) N(  )   Teste Rápido P(  )  N(  )    _________ RIFI P(  ) N(  )   

Elisa P(  ) N(  )         PCR P(  ) N(  )       Cultura P(  ) N(  )    Outro _________   

Co infecção HIV/AIDS  S(  ) N(   )     Outra DIP S(   ) N (  ) _____________________ 

 

 

Tratamento 

Anfo B-Dose total___________Anfo Lipossomal-dose total ______________ 

Anfo Coloidal-Dose total___________ 

Outra________________ 

Obs______________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________

_______________________________________ 

 

Evolução do caso (   ) 

1 - Cura     2 - Abandono     3 - Óbito por LV     4- Óbito por outras causas      5 transferência 

 

Exames laboratoriais 

Data         
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