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(orientador).  59 f.. Dissertação (Mestrado) - PPG-BC (Programa de Pós-Graduação em
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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma zoonose transmitida através da picada de
flebotomíneos infectados pelo protozoário do gênero Leishmania da família
Trypanosomatidae e representa uma preocupação significativa para a saúde pública em
áreas endêmicas. Este estudo teve como objetivo desenvolver um ensaio qualitativo para
a detecção de Leishmaniose Visceral Canina por meio da reação isotérmica mediada por
loop  (LAMP). Considerando amostras de sangue de 53 cães sintomáticos, o ensaio foi
padronizado  utilizando  um  protocolo  pré-estabelecido  e  comparado  com  a  técnica
molecular padrão ouro (qPCR). Durante o processo de padronização, identificaram-se
desafios relacionados  à  reprodutibilidade,  fenômeno  amplamente  documentado  na
literatura  científica, estes desafios foram enfrentados através da implementação de
práticas laboratoriais apropriadas. Apesar dos desafios, os resultados destacam o
potencial do método LAMP como uma abordagem eficaz e precisa para o diagnóstico de
cães sintomáticos, contribuindo para o  controle  da  Leishmaniose  Visceral  Canina  e
prevenção da transmissão zoonótica. A análise revelou que o método LAMP evidenciou
uma sensibilidade de 100% (IC 95%) e especificidade de 100% (IC 95%) para amostras
de sangue. A análise da Curva ROC reforçou a capacidade do LAMP em distinguir entre
cães com Leishmaniose Visceral Canina e controles saudáveis, consolidando sua eficácia
como uma ferramenta diagnóstica confiável.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina; diagnóstico; LAMP (Reação Isotérmica
Mediada por Loop); zoonose; protozoário.
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RESUMEN

La  Leishmaniasis  Visceral  Canina  (LVC)  es  una  zoonosis  transmitida  a  través  de  la
picadura de flebotomos infectados por el protozoo del género Leishmania de la familia
Trypanosomatidae y representa una importante preocupación para la salud pública en
zonas endémicas. Este estudio tuvo como objetivo desarrollar un ensayo cualitativo para
la detección de la leishmaniasis visceral canina mediante la reacción isotérmica mediada
por bucle (LAMP). Considerando muestras de sangre de 53 perros sintomáticos,  el
ensayo se estandarizó utilizando un protocolo preestablecido y se comparó con la técnica
molecular  estándar  de  oro  (qPCR).  Durante  el  proceso  de  estandarización,  se
identificaron desafíos relacionados con la reproducibilidad, un fenómeno ampliamente
documentado en la literatura científica. Estos desafíos se enfrentaron mediante la
implementación de prácticas de laboratorio adecuadas. A pesar de los desafíos, los
resultados resaltan el potencial del método LAMP como un enfoque eficaz y preciso para
diagnosticar perros sintomáticos, lo que contribuye al control de la leishmaniasis visceral
canina y a la prevención de la transmisión zoonótica. El análisis reveló que el método
LAMP tenía una sensibilidad del 100% (IC del 95%) y una especificidad del 100% (IC del
95%) para las muestras de sangre. El análisis de la curva ROC reforzó la capacidad de
LAMP para distinguir entre perros con leishmaniasis visceral canina y controles sanos,
consolidando su eficacia como una herramienta de diagnóstico fiable.

Palabras clave: Leishmaniasis visceral canina; diagnóstico; LAMP (Reacción Isotérmica
Mediada por Bucle); zoonosis; protozoos.
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ABSTRACT

Canine  Visceral  Leishmaniasis  (CVL)  is  a  zoonosis  transmitted  through  the  bite  of
sandflies infected by the protozoan of the genus Leishmania of the Trypanosomatidae
family and represents a significant concern for public health in endemic areas. This study
aimed to develop a qualitative assay for the detection of Canine Visceral Leishmaniasis
through  the loop-mediated  isothermal  amplification  (LAMP)  technique.  Blood samples
from 53 symptomatic dogs were considered for the assay, which was standardized using a
pre-established  protocol  and  compared  with  the  gold  standard  molecular  technique
(qPCR). During the standardization process, challenges related to reproducibility were
identified, a phenomenon widely documented in the scientific literature. These challenges
were addressed through the implementation of appropriate laboratory practices. Despite
the challenges, the results highlight the potential of the LAMP method as an effective and
accurate approach for diagnosing symptomatic dogs, contributing to the control of Canine
Visceral Leishmaniasis and the prevention of zoonotic transmission. The analysis revealed
that the LAMP method had a sensitivity of 100% (95% CI) and 100% specificity (95% CI)
for blood samples. The ROC Curve analysis reinforced the ability of LAMP to distinguish
between dogs with Canine Visceral Leishmaniasis and healthy controls, consolidating its
effectiveness as a reliable diagnostic tool.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis; diagnosis, LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Reaction); zoonosis; protozoan.
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1 INTRODUÇÃO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença negligenciada provocada por

protozoários da espécie Leishmania infantum (L. Infantum). A transmissão dessa zoonose

ocorre por  meio da picada de um vetor  do subgênero  Phlebotomus,  conhecido como

"mosquito-palha" e que carrega o parasito em seu organismo. Essa enfermidade pode

afetar  seres  humanos  e  outros animais,  predominando  nos  órgãos  internos,

manifestando-se como uma condição sistêmica. Quando não tratada adequadamente, a

Leishmaniose Visceral Canina pode resultar em complicações, como feridas na pele e

perda de pêlos e podendo levar o animal até mesmo ao óbito.

Os  métodos  diagnósticos  mais  convencionais  para  identificar  a  Leishmaniose

Visceral Canina incluem imunoensaios, microscopia e testes moleculares. No entanto,

essas abordagens apresentam limitações, sendo geralmente mais dispendiosas devido aos

equipamentos e reagentes utilizados, além de demandarem tempo. Métodos diagnósticos

mais ágeis,  com elevada sensibilidade e especificidade,  têm o potencial  de aprimorar a

conduta médica, permitindo tratamentos mais precisos. Essa técnica é conduzida a uma

única temperatura,  e  sua  interpretação  ocorre  por  meio  da  mudança  instantânea  na

coloração ou turbidez do meio, facilitando sua aplicação em condições de campo.

Assim,  a  LAMP  assume  relevância  significativa  no  diagnóstico  de  doenças

endêmicas no Brasil, como a Leishmaniose Visceral Canina. Até o momento, não há kits

de diagnóstico molecular baseados em LAMP registrados no Ministério da Agricultura e

Pecuária e Abastecimento  (MAPA)  para  uso  veterinário  no  país.  O  que  existe  são

estudos em fase de desenvolvimento em universidades (in house), carecendo de uma

padronização efetiva (MAPA, 2022).

1.1 Referencial teórico

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças causadas por protozoários

do gênero Leishmania, transmitidos principalmente pela picada de flebotomíneos,

também conhecidos como "mosquitos-palha" (AKHOUNDI  et  al., 2016). Essas

enfermidades têm uma distribuição geográfica abrangente e afetam tanto seres humanos

quanto  animais,  constituindo um desafio  significativo  para  a  saúde  pública  em várias

regiões do mundo (JAIN; JAIN., 2015).

As diversas formas clínicas incluem a leishmaniose cutânea, que se caracteriza por
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úlceras na pele, e a leishmaniose mucocutânea, que pode envolver as mucosas do nariz,

boca e garganta (MASOUDZADEH et al., 2020). A Leishmaniose Visceral, a variante mais

grave, atinge órgãos internos como fígado, baço e medula óssea, podendo ser fatal se

não tratada de maneira adequada (VAN GRIENSVEN; DIRO., 2019).

A leishmaniose cutânea (tegumentar),  dependendo da espécie e da região e pode

evoluir para lesões cutâneas difusas (L. amazonensis), recidivas (L. tropica) ou leishmaniose

mucocutânea (L. braziliensis). A Leishmaniose Visceral (calazar), é causada por L. donovani,

eventualmente pode se disseminar para a derme ocasionando a Leishmaniose Pós-Calazar

(BURZA  et  al., 2019).  A  leishmaniose também pode ser  classificada quanto  às  espécies

susceptíveis: a forma zoonótica (LVZ) que é transmitida para animais e a forma antroponótica

(LVA) que é transmitida entre humanos (BI et al., 2018).

Esta doença negligenciada atinge principalmente os países que sofrem com a falta

de saneamento básico. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), há uma

estimativa de que ocorram entre 200 a 400 mil novos casos da doença ao ano, sendo que

90% destes casos afetam países subdesenvolvidos, dentre eles o Brasil (DE RUITER et

al., 2014)  como  podemos  observar  na  (Figura  1).  O  primeiro caso  de  leishmaniose

visceral  Canina ocorreu na cidade brasileira  de Foz do Iguaçu no ano de 2015 e foi

identificado por meio de ferramentas moleculares (DIAS et al., 2019).

Figura 1. Número de casos de Leishmaniose Visceral ocorridos entre o ano de 2006 até o ano de 2016 em
países subdesenvolvidos

Fonte: Bi et al., 2018.
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Os sintomas mais  comuns observados no aspecto clínico são febre, palidez,

fraqueza,  perda  de  peso,  esplenomegalia  e hepatomegalia  (JAIN;  JAIN.  2015).  O

diagnóstico preciso e específico é de suma importância pois,  dessa forma é possível

definir um tratamento direcionado. A Leishmaniose Visceral Canina ainda não tem cura,

entretanto, existem no mercado tratamentos com medicamentos e imunoterápicos.

Após a inoculação na pele ocorre a infecção sistêmica. Existem duas formas

evolutivas do  parasito,  a  promastigota  flagelada e  a  amastigota  (CLOS  et  al., 2022),

ambas necessárias para completar um ciclo de vida do parasito , como mostra o esquema

abaixo (Figura 2).

Figura 2. Ciclo de Vida de Leishmania spp. 

Fonte: Adaptado de Jain & Jain, 2015. 

O  ciclo  de  vida  da  L.  infantum,  agente  causador  da  Leishmaniose  Visceral,

compreende uma sequência de eventos entre o vetor (flebotomíneo) e o hospedeiro

vertebrado  (humano).  Inicia-se  quando  o  flebotomíneo  infectado  com formas

promastigotas ao se alimentar do sangue de um hospedeiro vertebrado contamina-se com
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o parasita. No interior do vetor, essas formas se desenvolvem em formas amastigotas e

depois em promastigotas novamente, tornando-se infectantes para o próximo hospedeiro.

Ao picar um novo hospedeiro, o flebotomíneo inocula as formas promastigotas, que são

fagocitadas por células do sistema imunológico, transformando-se em amastigotas. As

amastigotas se reproduzem  nas  células  hospedeiras  e  podem  disseminar-se  para

diversos  órgãos.  Se  um flebótomo  picar  um  hospedeiro  infectado,  ingere  as  formas

amastigotas,  reiniciando o  ciclo. Essa complexa interação destaca as adaptações do

parasita para sobreviver nos ambientes  distintos do vetor e do hospedeiro,

desempenhando um papel crucial na transmissão da Leishmaniose Visceral  (VAN

GRIENSVEN; DIRO, 2019).

1.2 Imunopatologia

Os parasitas causadores das Leishmanioses são transmitidos por meio de picadas

de flebotomíneos infectados, estabelecendo-se nos macrófagos do hospedeiro e

causando infecção ao evadir as defesas imunológicas. Essas células têm a capacidade

de apresentar os parasitas aos linfócitos T CD4+ (T-helper) e CD8+ (citotóxicos)(VIANA

et al., 2019). Os macrófagos ativados tornam-se refúgios seguros para o crescimento do

parasita, porém, contraditoriamente também desempenham papel na destruição por meio

da liberação de IFN-γ e intermediários tóxicos como o ácido nítrico (JAIN; JAIN., 2015).

A interação da Leishmania com o sistema imunológico é crucial para compreender

a patogênese  da  doença.  De  acordo  com  De  Abreu  e  colaboradores  (2023),  essa

afinidade explica a frequente infecção da medula óssea e dos linfonodos. A infecção por

Leishmania se caracteriza por respostas imunes do tipo Th1 e supressão das respostas

Th2, evidenciada pela redução de IL-4 e IL-10 (OSTOLIN et al., 2022). A gravidade da

infecção leishmaniose é influenciada pela espécie causadora e pela resposta imunológica.

A  mediação  das  respostas  imunológicas  pelos  Receptores  Toll-Like  (TLRs) regula  a

resposta inata a padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs). TLR4 e TLR9

desempenham papel crucial na resposta imune contra Leishmania (DE OLIVEIRA et al.,

2021).

Ambos os órgãos são ricos em macrófagos, células responsáveis pela fagocitose e

eliminação de patógenos. Em última análise, a compreensão desses mecanismos de

disseminação da Leishmania e de sua interação complexa com os órgãos do sistema

imunológico  é  essencial  para  a  compreensão  da  complexidade  clínica  dessa  doença
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(JAIN; JAIN., 2015).

1.3 Diagnóstico de Leishmaniose Visceral Canina

A leishmaniose é comumente detectada por microscopia, imunoensaios e técnicas

moleculares. As amostras mais utilizadas são: sangue, swab do conjuntivo e mucosa oral

ou do focinho, medula óssea e aspirados do baço (VAN GRIENSVEN; DIRO.,  2019).

Apesar de serem ferramentas úteis para a identificação da  Leishmania,  a maioria dos

testes apresentam limitações (THAKUR  et al., 2020). 

1.3.1 Microscopia

O critério de referência para o diagnóstico de Leishmaniose Visceral consiste

principalmente  na  análise  microscópica  de  culturas.  Apesar  da  notável  especificidade

desses métodos,  a  sensibilidade  varia  conforme  o  tipo  de  amostra,  situando-se

aproximadamente entre 93% e 99% para o baço, 53% a 86% para a medula óssea e 53%

a 65% para os linfonodos (RUITER et al., 2014). Adicionalmente, a eficácia dos testes

parasitológicos também está sujeita à habilidade do técnico em interpretá-las.

1.3.2 Imunoensaios

Os testes sorológicos baseados em anticorpos mais utilizados para identificação da

Leishmaniose Visceral Canina são, principalmente : reação de imunofluorescência indireta

(RIFI)  e  o  ensaio  de  imunoabsorção  enzimática  (ELISA).  A  técnica  ELISA  apresenta

diversas variações mas, de maneira geral, ocorre a reação entre uma enzima e o seu

substrato ligado ao anticorpo, fazendo com que um cromógeno mude de cor. Esta técnica

é  capaz  de  detectar antígenos ou anticorpos específicos para a L. infantum. A

sensibilidade e especificidade da técnica é alta, podendo chegar a 100%. No ensaio de

Silva e colaboradores (2016), a técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI)

apresentou  sensibilidade de  99%  e  uma  especificidade  aproximada  de  85%  para

Leishmaniose Visceral Canina. A principal desvantagem destes testes é avaliar se um

tratamento está sendo efetivo, visto que a titulação de anticorpos é alta e permanecem

muito tempo após o desaparecimento dos sintomas. Além disso, nestes testes é comum

ocorrerem reações cruzadas com outros parasitas que  também infectam  cães  (DE
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RUITER et al., 2014).

1.3.3 Diagnóstico molecular

As técnicas moleculares utilizam em grande parte o DNA do cinetoplasto de

Leishmania (kDNA), a literatura também aponta outros alvos que são utilizados como a

glicoproteína-63- 18S  do  rRNA  (SALARI  et  al., 2022).  Neste  contexto,  o  gene  K26,

amplamente  utilizado  para diagnóstico  da  Leishmaniose  Visceral  Canina,  sendo

específico para L. infantum (BARBOSA et al., 2016). Devido a sua especificidade o gene

K26 foi selecionado para a escolha dos primers deste projeto (LI, Hao et al., 2019).

A especificidade dos testes moleculares geralmente é alta (95 a 100%) devido a

utilização de primers altamente específicos. A desvantagem da utilização da PCR para o

diagnóstico de Leishmaniose Visceral Canina é o preço dos equipamentos e

reagentes  onerosos,  além  da  técnica  demandar  a  necessidade  de  uma  estrutura

laboratorial (DE LIMA CELESTE et al., 2019).A PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

apresenta uma sensibilidade mais alta que a reação da cadeia da polimerase (PCR)

convencional e por isso é considerada o método molecular mais confiável (FREIRE et al.,

2017).

No Brasil não há kits comerciais de LAMP para diagnóstico molecular canino

registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). O MAPA é o

órgão  responsável  pela  aprovação  para  a  produção  e  comercialização  de  kits  de

diagnóstico para uso veterinário, de acordo com a Instrução normativa nº 4, de 19 de

fevereiro de 2008 (MAPA, 2022).

1.3.4 Reação isotérmica mediada por loop (LAMP)

De  acordo  com  Ribeiro  e  colaboradores  (2021),  a  Reação  de  Amplificação

Isotérmica Mediada  por  Loop  (LAMP)  teve  sua  origem  no  Japão  em  1998,  sendo

desenvolvida pela empresa Eiken Chemical Company e foi posteriormente descrita por

Notomi e colaboradores (2000). A principal enzima envolvida no processo LAMP é a DNA

polimerase Bst (Bacillus stearothermophilus), responsável pela extensão das fitas do DNA

alvo. Essa enzima, que possui resistência ao calor, possibilita a amplificação isotérmica

em temperaturas constantes e possui a propriedade singular de deslocamento de fita em

comparação a outras polimerases que não a possuem (YAN et al., 2014).
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A técnica de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) difere da reação em

cadeia da polimerase (PCR) tradicional, pois não requer helicase nem primase. Ela foi

projetada para operar em condições isotérmicas, a LAMP realiza a amplificação do DNA

em temperatura constante, eliminando a necessidade de ciclos térmicos e equipamentos

onerosos (MUKHTAR et al., 2018). Enzimas adicionais, como a exonuclease (Exo) podem

ser empregadas para otimizar a reação em diferentes variações do LAMP (GHASEMIAN

et al., 2014).

A introdução de dNTP pela polimerase resulta na produção de pirofosfato e íons de

hidrogênio, ocasionando uma transição do pH inicial básico para um ambiente ácido e

também torna a reação mais  turva devido  ao acúmulo  desse pirofosfato  (ZEN  et  al.,

2022). A Betaína é um aditivo muito utilizado no mix de LAMP e desempenha um papel

crucial ao estabilizar a estrutura da dupla hélice do DNA, especialmente em temperaturas

elevadas, minimizando a formação de estruturas secundárias indesejadas, aumentando a

especificidade da reação e reduzindo amplificações inespecíficas e reações cruzadas,

elementos fundamentais para obter resultados precisos em diagnósticos (VERMA et al.,

2013).

A amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) requer um componente

fundamental denominado "primers". Diferentemente da reação em cadeia da polimerase

(PCR), a LAMP necessita de pelo menos quatro primers para sua realização, podendo ser

utilizados primers  adicionais,  comumente  entre  4 a  6  (SÁNCHEZ  et  al., 2014).  Estes

primers demandam parâmetros específicos, como a temperatura de melting, a quantidade

de pares de bases CG e a formação de estruturas de Hairpin. A interação desses primers

com o DNA ocorre  de maneira  distinta  da  PCR (GIRARDON  et  al., 2016),  conforme

esquematizado na (Figura 3).

Os quatro primers principais, denominados CORE, compreendem o Forward Inner

Primer (FIP) e o  Backward Inner Primer (BIP), que são primers internos, e o  Forward 3

Primer (F3) e o  Backward 3 Primer (B3) (ABBASI  et al., 2016), capazes de ligar-se a

regiões específicas do DNA, sendo cada um complementar a uma região da fita alvo.

Inicia-se o processo quando o primer interno Forward liga-se à sua sequência

complementar e a Bst polimerase inicia a síntese da nova fita. Simultaneamente, o primer

externo conecta-se a montante do primer interno, a Bst Polimerase sintetiza uma nova

fita, liberando-a da fita molde (DE LIMA CELESTE et al., 2019).

Essa fita recém-sintetizada forma um loop devido à auto complementaridade da

extremidade  da  fita,  repetindo-se  o  processo  com  os  primers  internos  e  externos
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Backward até a formação de uma estrutura em formato de haltere. Os primers internos,

então, se ligam aos loops presentes nos halteres, gerando novas sequências de DNA

(VERMA et al., 2013).

Figura 3. Representação esquemática do funcionamento dos primers da Amplificação Isotérmica Mediada
por Loop (LAMP)

Fonte: Nzelu, 2019. 

1.4 Justificativa

A maioria dos métodos diagnósticos atualmente disponíveis para a detecção da

Leishmaniose  Visceral  Canina,  embora  possuam  elevada  sensibilidade  e/ou

especificidade, apresentam  desafios,  como  o  tempo  demandado,  custos  elevados  e

propensão a reações cruzadas, resultando em falsos positivos. Nesse cenário, destaca-se

a vantagem do diagnóstico baseado na reação isotérmica mediada por Loop (LAMP) por

sua rapidez, precisão e custo acessível, visando possibilitar o tratamento precoce para a

recuperação dos animais infectados.

Essa abordagem diagnóstica dispensa a necessidade de uma infraestrutura

laboratorial extensa,  o  que  é  especialmente  relevante  para  o  enfrentamento  de  uma

doença endêmica na região, como é o caso de Foz do Iguaçu. A cidade, situada em uma

região de fronteira com significativo fluxo populacional e que apresenta um elevado índice

de  infecção  causada  pelo parasita.  Portanto,  o  desenvolvimento  dessa  metodologia

assume importância crucial para a saúde pública em Foz do Iguaçu.

Os resultados deste estudo almejam contribuir para embasar futuros programas de

controle  da  Leishmaniose  Visceral  Canina,  direcionar  estratégias  de  tratamento  e

promover  a qualidade de vida dos animais. Ressalta-se que o presente projeto é
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financiado pelo programa Bolsa  Técnico  da  Fundação  Araucária  de  Apoio  ao

Desenvolvimento Científico e Tecnológico do Estado do Paraná (FA).

1.5 Pergunta norteadora de hipótese

A técnica de Amplificação Isotérmica Mediada por loop (LAMP) demonstra

sensibilidade, especificidade no diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Desenvolver um teste capaz de detectar a presença de  L. infantum  doravante a

técnica reação isotérmica mediada por loop (LAMP) em amostras de sangue de cães

infectados. 

2.2 Específicos

 padronizar a Reação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP);

 avaliar a especificidade e a sensibilidade da técnica de LAMP qualitativa para

diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina com amostras clínicas de sangue

provenientes de cães naturalmente infectados por L. infantum; e

 comparar os resultados da LAMP e da qPCR.
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3 MATERIAL E MÉTODOS
3.1 Caracterização das amostras

Foram avaliadas amostras de cultura de  L.  Infantum  (utilizadas como controles

positivos e nos ensaios de validação) de 53 amostras de sangue obtidas do laboratório

DEVAX® localizado na cidade de Foz do Iguaçu (Anexo A e Quadro 1).

Todas as amostras de sangue foram previamente testadas por qPCR (laboratório

terceirizado), onde destas 15 foram confirmadas como verdadeiramente positivas e 38

como verdadeiramente negativas.  As 53 amostras de sangue (verdadeiras positivas e

verdadeiras negativas na qPCR) também foram submetidas aos exames ELISA e RIFI.

As cepas de  Leishmania  selecionadas foram MHOM/BR/1972/BH46 de  L. infantum,

MHOM/BR/1989/Ba199 de L. amazonensis e MHOM/BR/75/M2904 de L. braziliensis, as quais

foram empregadas como controle positivo do controle positivo para amostras de sangue.

3.2 Cultivo dos parasitos

Os protozoários foram cultivados em meio Drosophila schneider suplementado com

20% de soro fetal bovino e antibiótico (pH 7.4) e foram centrifugados a 6.000 rpm para

obtenção dos pellets. Em seguida, foram ressuspendidos em tampão de fosfato salino

(PBS) e quantificados em câmara de Neubauer (VIANA, 2012). As amostras de sangue

foram coletadas com tubos contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) como

anticoagulante. Foi atribuído um número interno aos cães para garantir o sigilo, e todas as

amostras foram acondicionadas em freezer a -80°C.

3.3 Primers LAMP e PCR

Foram utilizados um conjunto de primers LAMP a partir da sequência do gene

K-26 presente no cinetoplasto de Leishmania infantum e um par de primers  de PCR

convencional para L. infantum (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Primers que foram utilizados na PCR convencional 
Espécie Primer Referência

F3 L. infantum GTGGGGGAGGGGCGTTCT AZAMI-CONESA, Iris et al.,
2021

B3 L.infantum ATTTTACACCAACCCCCAGTT AZAMI-CONESA, Iris et al.,
2022 

Fonte: da autora, 2024.

Tabela 2. Conjuntos de primers usados para amplificação de genes do kDNA no ensaio LAMP para L.
infantum

Espécie Primer Referência

FIP L. infantum CCACGTTGTGTCCATCTTCGTCTAAGGAGGAT
GA GAATCTGC

AVELAR, Daniel et al.,
2019

BIP L. infantum CGGCAATGAGGATGGTAACGATGACGCAGTG
CA CTAGTTG

AVELAR, Daniel et al.,
2019

F3 L. infantum GACGGCCGTACACAGAAA AVELAR, Daniel et al.,
2019 

B3 L. infantum GGTTCACATGCGAGGATG AVELAR, Daniel et al.,
2019 

FLP L. infantum TCTTCTCCTGCGCATTCC AVELAR, Daniel et al.,
2019 

BLP L. infantum GATCAGCCGAAGGAGCAG AVELAR, Daniel et al.,
2019 

Fonte: da autora, 2024.

3.4 Extração do material genético
3.4.1 Extração e quantificação

A extração do material genético foi realizada com dois kits de extração:  Miniprep

Plus Quick-DNA™ e kit de extração Biogene™, ambos utilizam coluna de sílica para o

procedimento. A extração utilizou o protocolo direcionado para fluidos pois as amostras

utilizadas foram:  sangue e culturas  de  Leishmania (L.  infantum,  L.  amazonensis  e L.

braziliensis).  Os  pellets  das  culturas  de  Leishmania  spp. foram previamente

ressuspendidos em tampão fosfato salino (PBS). Foram utilizados 200µl de cada amostra

e a extração foi  realizada conforme a descrição do protocolo dos fabricantes dos Kits. A

quantificação do DNA foi realizada utilizando o Nanodrop One™ (Thermofisher®) nas

absorbâncias 260/280 e 260/230 para avaliar a presença de contaminantes no DNA.
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3.4.2 Limite de detecção

Para determinação do Limite de detecção do ensaio LAMP foi utilizado diluições de

L.  infantum  entre  107 e  101 parasitos/ml  em Tampão de  Fosfato  Salino  Tamponada

(PBS). A água MilliQ foi utilizada como controle negativo.

3.4.3 Validação e especificidade dos primers através da PCR Convencional

A reação da PCR convencional foi constituída de: 12,5μl de  Taq 2X Master Mix

(New England Biolabs®), 1,25μl de cada primer (10mM), 9μl de água, foi adicionado 1μl

de DNA molde (aproximadamente 10 ng) miliQ, totalizando 25μl de mix. As condições

estabelecidas no termociclador (Figura 4) foram: 98°C por 30 segundos, 30 ciclos de 98°C

por 5 segundos seguidos por 65°C por 15 segundos, 72°C por 15s, para a extensão final

foi  realizado 1  ciclo  a  72°C por  2  minutos e 4°C durante 24  horas.  O equipamento

utilizado foi o termociclador T960 Touch EVEN® (GHASEMIAN et al., 2014; REIS, 2013)

(Anexo B e Quadro 2).

Figura 4. Parâmetros utilizados na PCR convencional de L. infantum

Fonte: da autora, 2024.

3.4.4 Eletroforese em gel de agarose

Após a amplificação, 5 μL do produto da PCR foi ressuspendido em tampão da

amostra (azul de bromofenol 0,25%; xilenocianol 0,25% e 15% de ficoll) e aplicados em

gel de agarose 1,2% (AZAMI-CONESA et al., 2021) e a 2% para a LAMP (SHARMA et

al., 2020) e corados com Gelred. A corrida foi realizada em tampão TAE 0,5X (Tris-
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Acetato-EDTA) em uma cuba eletroforética durante 30 minutos a 100V. Foi utilizado como

marcador de peso molecular (Ludwig Biotec 1 Kpb DNA Ladder). Após a corrida, o gel foi

levado para o transiluminador (LOCCUS® LHC 13X15) e o padrão de bandas analisado.

3.5 Reação isotérmica mediada por Loop

Foi realizado um ensaio piloto antes de padronizar o protocolo no qual utilizou-se

primers criados pelo software Primer Explorer V5 utilizando o gene K-26, sendo utilizado o

Core. Entretanto as tentativas utilizando diversos parâmetros não obteveram sucesso,

portanto  optamos  por  seguir  utilizando  um  protocolo  pré-estabelecido,  modificando

algumas variáveis e reagentes.

A reação de LAMP foi composta por tampão 1X (20 mM Tris-HCl, pH 8.8), 8 mM de

MgSO4, 1,0 mM de cada trifosfato de desoxinucleotídeo (dNTP), 8 unidades de Bst

Polymerase Turbo 2.0 (Cellco®), 40 pmol de cada primer FIP e BIP, 5 pmol de cada

iniciador F3 e B3, 20 pmol de cada FLP e BLP, e 3 μl de amostra de DNA, totalizando 25

μl por reação. O eppendorf foi incubado a 65°C por 30 minutos e, em seguida, aquecido a

90°C por 2 minutos para encerrar a reação.

Após o período de incubação, realizou-se a detecção colorimétrica usando 3μl de

SYBR Green® diluídos na proporção de 1:10 e adicionados à tampa do microtubo. Ao

final da reação, a mistura foi manualmente agitada para evidenciar o resultado do teste

diagnóstico. Resultados  positivos  para  L.  infantum  foram identificados  pela  coloração

verde, enquanto os negativos permaneceram na cor laranja (DIXIT et al., 2018).

O esquema acima (Figura 5) ilustra a metodologia do projeto: realizou-se a

extração do DNA das amostras clínicas. Posteriormente, implementou-se a reação

LAMP, compreendendo a preparação de um mix de reagentes, seguido pela utilização de

um termobloco, mantendo a reação a temperatura constante. Subsequentemente, para

validar os resultados dessa reação, introduziu-se um corante revelador no teste. A etapa

final consistiu na realização da eletroforese em gel de agarose a 2%. Este procedimento

foi executado para validação dos resultados obtidos.
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Figura 5. Metodologia do ensaio LAMP para Leishmaniose Visceral Canina

Fonte: da autora, 2024.

3.6 Testes de validação e especificidade dos primers LAMP

O  ensaio  de  especificidade  compreendeu  testes  de  reação  cruzada  e

especificidade dos primers de PCR direcionados a Leishmania infantum e outras duas

espécies, L. braziliensis  e  L.  amazonensis.  Essa avaliação  foi  realizada por  meio  da

técnica  de  PCR convencional  utilizando  DNA  extraído  da  cultura  de  L.  infantum.  A

validação das amostras de DNA foi conduzida mediante PCR convencional, seguida por

eletroforese em gel de agarose (seção 3.3.4). Essa metodologia foi aplicada às amostras

de sangue afim de garantir a precisão e confiabilidade dos resultados (Anexo C e Quadro

3).

3.7 Ensaio padronizado

Neste estudo, realizamos a padronização da técnica de Amplificação Isotérmica

Mediada por Loop (LAMP) para posteriormente ser utilizada no diagnóstico molecular da

Leishmaniose Visceral Canina. Nesse contexto, foram selecionadas como controles
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positivos amostras de cultura de L. infantum devidamente avaliadas por meio da PCR

convencional.  Paralelamente,  amostras  constituídas apenas por água foram utilizadas

como controles negativos durante as reações de amplificação mediadas por loop (LAMP).

A padronização do ensaio LAMP utilizou os primers e protocolo estabelecido por

AVELAR  e  colaboradores  (2019)  com  algumas  alterações,  incluindo  a  utilização  de

reagentes de marcas distintas, tais como dNTPs, tampão e Bst polimerase. Além disso, o

tempo final de reação foi ajustado para otimizar a eficiência do processo e a forma de

utilização  do  SYBR Green foi modificada para minimizar contaminações

(SUKPHATTANAUDOMCHOKE et al., 2020).

A otimização do protocolo foi realizada visando garantir não apenas a

reprodutibilidade dos resultados, mas também adequar o procedimento à disponibilidade

prática dos insumos  e confere uma perspectiva prática e aplicável às nuances

específicas do contexto experimental.

3.8 Análise de dados

As Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) foram utilizadas como método

de avaliação da acurácia diagnóstica dos testes realizados no presente estudo. Essas

curvas, amplamente aplicadas em análises diagnósticas, oferecem uma representação

gráfica da relação entre sensibilidade e especificidade (HUANG et al., 2018).

No âmbito estatístico, a significância baseou-se no valor de p<0,001 contribuindo

para a validação dos resultados provenientes das análises das Curvas ROC (DIXIT et

al., 2018). Essa abordagem estatística robusta fortalece a interpretação confiável e sólida

da acurácia diagnóstica dos testes conduzidos nesta pesquisa.

3.9 Considerações éticas

O projeto foi submetido ao Comitê de ética no uso de animais com número de

protocolo 02/2021 e faz parte do Projeto Guarda-Chuva: “Bioprospecção de

Imunobiológicos Destinados à Saúde Animal e Humana”. Foi realizado no laboratório de

Bioquímica e Microbiologia (LABMIC) localizado na Universidade Federal da Integração

Latino-Americana (UNILA), no município de Foz do Iguaçu.
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4 RESULTADOS
4.1 Otimização da padronização LAMP para o diagnóstico de Leishmaniose 

Visceral Canina

Nesta pesquisa, conduzimos o refinamento da reação de Amplificação Isotérmica

Mediada  por  Loop  (LAMP),  visando  sua  aplicação  no  diagnóstico  molecular  da

Leishmaniose Visceral Canina para amostras de sangue. A otimização da padronização

da  técnica  foi essencial  para  obter  melhores  resultados. A manipulação de variáveis

experimentais, tais como concentrações de reagentes, temperatura e tempo de reação,

desempenharam um papel importante na obtenção de resultados confiáveis.

Nesse contexto, verificou-se que, a 60 graus Celsius, ocorreu uma amplificação

inespecífica, elucidada pelo insucesso tanto dos controles positivos (utilizando amostras

de DNA de cultura de L. infantum) quanto dos negativos (utilizando apenas água ultrapura

livre de  nuclease).  Em  contrapartida,  ao  estabelecer  a  temperatura  de  65°C  por  30

minutos,  a reação desdobrou-se conforme as expectativas. Os controles positivos,

utilizando amostras de DNA de cultura  de  L.  infantum,  mantiveram-se coerentemente

positivos, enquanto os negativos, utilizando apenas água ultrapura, subsistiram com sua

negatividade inalterada, proporcionando uma clara visualização do experimento.

4.2 Validação dos controles positivos da Reação

A validação dos controles positivos de uma técnica molecular  é  essencial  para

confirmar que a técnica pode produzir resultados precisos e consistentes, além disso ela

garante  que  seus  resultados  sejam  reproduzíveis  em  diferentes  ambientes,  como

observado na (Figura 6).

Na coluna 2 e 3, observa-se amostras de sangue. A coluna 4 representa o Controle

Negativo (CN) da reação,  utilizando apenas água. A amplificação ocorreu conforme o

esperado,  validando  dessa  forma  os  controles positivos  utilizados  no  experimento.  A

visualização em gel  de  agarose  forneceu informações valiosas sobre a qualidade da

amplificação e foi, portanto, uma etapa fundamental na validação da técnica LAMP.
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Figura 6. Produtos da PCR convencional observados na eletroforese em gel de agarose 

Fonte: da autora, 2024.

4.2.1 Validação do protocolo de otimização do ensaio LAMP

A análise do gel de agarose das amplificações da Lamp padroniza controle positivo

utilizando DNA de cultura de  L.  infantum  e CN utilizando água ultrapura,  revelou  um

padrão característico do ensaio LAMP. Como evidenciado na (Figura 7), observa-se uma

escada de múltiplas bandas, conforme demonstrado no estudo de Salari e colaboradores

(2022).  A visualização dos padrões de amplificação nas imagens A e B não apenas

validaram a presença de L. infantum, mas também sinalizam o sucesso na otimização da

técnica LAMP.

Na Imagem A, na coluna 1 encontra-se o marcador de escada de DNA de 1 Kbp

(New England Biolabs®) utilizado como referência. As colunas 2-3 ilustram os controles

positivos, apresentando duplicatas originárias de DNA de cultura de L. infantum, enquanto

as colunas 4-5 representam os controles  negativos,  constituídos apenas por  água.  A

imagem B exibe a mesma disposição, porém utilizando um filtro de SYBR Green para
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realçar a fluorescência proveniente da amplificação.

Figura 7. Eletroforese de LAMP (agarose a 2%) para as amostras de DNA de cultura de L. infantum

 
Fonte: da autora, 2024. 

4.3 Ensaio padronizado

Após a padronização do teste, procedeu-se à realização dos ensaios de

disgnóstico LAMP com os controles validados nos ensaios anteriores. Esses controles,

consistentemente, incluíam um controle positivo, um controle negativo e as amostras a

serem analisadas. Abaixo (Figura 8), a título de  exemplificação, evidenciam-se seis

amostras de sangue testadas juntamente com seus respectivos controles. No entanto,

vale ressaltar que o ensaio LAMP abrangeu um total  de 58 amostras testadas, sendo

estas sempre comparadas a outros testes diagnósticos. Este procedimento rigoroso visou

assegurar a precisão e a confiabilidade dos resultados obtidos, fornecendo uma avaliação

abrangente da eficácia do teste em questão.
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Figura 8. Resultados da LAMP utilizadas no diagnóstico de LVC

Legenda:  as amostras da linha A e B representam resultados negativos (coloração alaranjada) para o
ensaio LAMP, já uma das amostras da linha C apresenta positividade (coloração verde/amarelada) devida a
presença do intercalante de DNA.

Fonte: da autora, 2024.

4.3.1 Ensaio especificidade dos primers

As amostras avaliadas para o ensaio de espécie específica incluíram material de

PCR convencional  de diversas espécies, sendo elas:  L. infantum, L. brasiliensis,  e L.

amazonensis e o Controle Negativo, utilizando apenas água. A figura 9 revela o resultado

da  eletroforese para o ensaio de especificidade dos primers utilizados. Cada coluna

representa a amplificação obtida  a  partir  de  um  primer  específico  para  L.  infantum,

evidenciando a seletividade e a eficácia do ensaio na identificação específica do alvo de

interesse.

Uma  das  amostras  de  L.  infantum  revelou  uma  banda  de  leve  intensidade,

entretanto sua duplicata não demonstrou amplificação. Em contrapartida, as outras

espécies e o controle negativo  não  apresentaram  nenhuma  banda,  corroborando  a

especificidade  dos  primers  de PCR utilizados  e a  validação do  controle positivo,

constituído pela cultura de L. infantum.
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Figura 9. Eletroforese para avaliação da especificidade dos primers no ensaio LAMP

Legenda: 1 e 1.1 L. infantum, 2 e 2.2 L. brasiliensis, 3 e 3.3 L. amazonensis e Controle Negativo (CN
água).

Fonte: da autora, 2024.

4.3.2 Limite de detecção

O limite de detecção das reações de LAMP detectou até 100 picogramas

(equivalente a 0,1 ng) do DNA de Leishmania infantum.

4.4 Sensibilidade e especificidade e valores preditivos

Foram analisadas 58 amostras que foram previamente submetidas à avaliação por

meio  de  qPCR,  considerada  a  técnica  padrão  ouro  no  diagnóstico  de  Leishmaniose

Visceral Canina  (LVC).  Apenas  amostras  de  sangue  foram  submetidas  a  testes

imunoenzimáticos (ELISA e RIFI). Tanto a qPCR quanto a LAMP identificaram para as

amostras de sangue 15 animais verdadeiramente positivos e 38 animais verdadeiramente

negativos, resultando em uma sensibilidade de 100% (IC 95%) para o total  de amostras.

As amostras negativas tanto da LAMP como da qPCR apresentaram uma especificidade

de 100% (IC 95%).

As análises estatística de sensibilidade e especificidade das amostras de sangue

objetivou avaliar o desempenho diagnóstico ao realizar a comparação entre os dois testes
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(LAMP e qPCR). A comparação entre diferentes técnicas diagnósticas foi essencial para

avaliar a eficácia e a sensibilidade entre os métodos (Tabela 3).

A fórmula para a sensibilidade é:

Sensibilidade= VerdadeirosPositivos
Verdadeiros Positivos+Falsos Negativos

E a fórmula para a especificidade é:

Especificidade= Verdadeiros Negativos
Verdadeiros Negativos+Falsos Positivos

Tabela 3. Sensibilidade e Especificidade da Técnica de Amplificação Isotérmica Mediada por Loop
(LAMP) e na PCR na  detecção de L. infantum

LAMP gene k-26
Resultado do teste Doentes Saudáveis Se. % (IC 95%) Sp. % (IC 95%)

Verdadeiros
Positivos 15 0 15 38

Verdadeiros
Negativos 0 38 15/(15+0) 38/(38+0) 

Total 15 38 100% 100%
PCR

Resultado do teste Doentes Saudáveis Se. % (IC 95%) Sp. % (IC 95%)
Verdadeiros

Positivos 15 0 15 38

Verdadeiros
Negativos 0 38 15/(15+0) 38/(38+0) 

Total 15 38 100% 100%
Fonte: da autora, 2024.

Foram  calculados  os  valores  de  prevalência,  o  valor  de  prevalência  positivae

negativa, além da proporção dos positivos e negativos, no estudo em questão, para um

total de 53 amostras de sangue.

A tabela 4 exibe uma representação gráfica da distribuição das amostras para as

amostras de sangue em ambos os testes diagnósticos.

Tabela 4. Variação entre o número de amostras para cada tipo de tecido no ensaio LAMP e qPCR
Teste Diagnóstico LAMP PCR

Verdadeiros Negativos 38 38
Verdadeiros Positivos 15 15

Total 53 53
Fonte: da autora, 2024.



37

A prevalência,  é a proporção de indivíduos doentes na população,  levando em

consideração o mesmo numero de cães verdadeiros positivos e verdadeiros negativos

para ambos os testes (LAMP e PCR).

A fórmula para prevalência é:

Prevalência=VerdadeirosPositivos+Falsos Negativos
Totalde amostras

Aplicando na fórmula, temos:

Prevalência=15+0
53

=0,2830(28,30%)

O valor preditivo positivo (VPP) é a probabilidade de que um indivíduo com teste

positivo realmente esteja doente. Sua fórmula é dada por:

VPP= Sensibilidade x Prevalência
(Sensibilidade x Prevalência )+(1−Especificidade ) x (1−Prevalência)

Substituindo os valores de sensibilidade, especificidade e prevalência, temos:

VPP= 1x 0,2830
(1x 0,2830 )+(1−1 ) x (1−0,2830 )

=0,2830
0,2830

=1(100%)

O valor preditivo negativo (VPN) é a probabilidade de que um indivíduo com teste

negativo realmente não esteja doente. Sua fórmula é dada por:

VPN=
Especificidade x(1−Prevalência)

(Especificidade x (1−Prevalência ) )+(1−Sensibilidade ) x Prevalência

Substituindo os valores, temos:

VPN=
1 x (1−0,2830 )

(1x (1−0,2830 ))+ (1−1 ) x 0,2830
= 0,72
0,72

=1 (100% )

A proporção de falsos positivos (PFP) indica a fração de indivíduos não doentes
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que testam positivo. Ela é complementar ao VPP:

PFP=1−VPP

Como o VPP é de 100%, a PFP é de:

PFP=1−1=0(0%)

A proporção de falsos negativos (PFN) representa a fração de indivíduos doentes

que testam negativo. Ela é complementar ao VPN:
PFN=1−VPN

Como o VPN é de 100%, a PFN é de:

PFN=1−1=0(0%)

Com  base  nos  cálculos  realizados,  o  teste  LAMP  para  o  diagnóstico  de

Leishmaniose  Visceral  Canina  apresentou  sensibilidade  e  especificidade  de  100%,

resultando em valores  preditivos  positivo  e  negativo  igualmente  de 100%. Não foram

observados falsos positivos ou falsos negativos, corroborando a elevada acurácia do teste

nos parâmetros avaliados.  Em análise comparativa entre os dois testes diagnósticos

(LAMP e qPCR), não foi  possível observar diferenças significativas  para  ambos  os

testes.  O Gráfico 1 representa visualmente  a distribuição das amostras e destaca as

discrepâncias e semelhanças nos resultados obtidos por ambas as técnicas.

Gráfico 1. Comparação percentual entre amostras de Sangue nos testes LAMP e qPCR para o diagnóstico
da Leishmaniose Visceral Canina

Fonte: da autora, 2024.
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Ao  examinar  o  tecido  sanguíneo,  observamos  que  o  teste  LAMP  detectou

positividade em 28,3% das amostras de sangue (dentre o total de 53 amostras), assim

como no ensaio qPCR. Essa porcentagem mencionada não necessariamente reflete a

sensibilidade  do  teste em relação  ao  tecido  sanguíneo,  pois  as  amostras  analisadas

dependeram da  demanda  e abrangiam diferentes quadros clínicos e distintas cargas

parasitárias. Portanto, a percentagem positiva observada pode ser influenciada por essa

diversidade clínica.

4.5 Análise de curva ROC

Foi gerada a curva ROC para avaliar a acurácia dos testes diagnósticos LAMP e

PCR para o grupo de 53 amostras de sangue.  Para  tanto  utilizou-se  o  programa

estatístico  JROCFIT  disponível  em

<http://www.rad.jhmi.edu/jeng/javarad/roc/JROCFITi.html> específico para gerar imagens

de curva ROC, capaz de comportar dados discretos e contínuos. A análise da curva ROC

para as amostras de sangue no intervalo de confiança (IC) de 95% atingiu a mesma área

sob a curva (AUC) de 1,0 (Figura 10) tanto para o teste LAMP, quanto para o ensaio da

PCR.

Figura 10. Análise da curva ROC para a LAMP e PCR em amostras de sangue

Fonte: da autora, 2024.
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5 DISCUSSÃO

A implementação da técnica LAMP, embora promissora, enfrenta  os  mesmos

desafios em diversos estudos publicados para a detecção de diferentes doenças (MELLO

et  al., 2022;  LACERDA  et  al., 2021;  GHASEMIAN et  al., 2014)  não  sendo  achados

exclusivos deste trabalho, como a influência da quantidade de primer na formação de

auto-dímeros e o excesso de tempo no termociclador que implicam  em amplificações

inespecíficas. Durante a padronização do experimento, na qual foram utilizadas diversas

variáveis  em diferentes  concentrações,  evidenciou-se  que concentrações elevadas  de

reagentes como a betaína e MgSO4 prejudicaram a atividade enzimática, culminando em

potenciais resultados falsos positivos. Por outro lado, concentrações mais baixas desse

componente  proporcionaram  as  condições  ideais  para  a  eficácia  da  reação,

demonstrando a sensibilidade da enzima a variações na composição do meio reacional.

A complexidade na concepção dos primers se deve ao comprimento dos primers

internos e a quantidade elevada de primers específicos utilizados na técnica (6 primers),

mas que são necessários para garantir a especificidade do ensaio e o tempo de reação

pode implicar na formação de dímeros de primers (MEAGHER et al., 2018; SAHOO et al.,

2016), por isso foi realizada a aferição de um gradiente de tempo e assim encontramos o

que melhor se aplicou a técnica.

Na determinação do tamanho e da sequência dos primers é importante determinar

a temperatura de fusão (Tm) dentro da faixa de temperatura adequada (entre 60ºC e

65ºC), considerada ótima para a atividade da maioria das Bst DNA polimerases, como

demonstrado por TAKAHASHI et al.  (2014). Segundo Ribeiro et al. (2021), ao analisar o

padrão de bandas da eletroforese de LAMP, é necessário analisar se ela se assemelha a

um esfregaço ou a um padrão de múltiplas bandas, pois esta pode indicar uma reação

inespecífica. A  contaminação   através da dispersão de aerossóis do produto da

amplificação  da  LAMP  é  uma  etapa  de  controle  muito  importante  para  evitar  a

contaminação sistemica. Neste trabalho o corante foi adicionado na tampa do tubo e a

reação foi revelada por mistura manual, evitando dessa forma resultados falsos-positivos,

recomendamos portanto que o tubo permaneça fechado até o final da reação.

Caso seja inevitável a abertura do tubo para outros ensaios, como a execução do

gel de eletroforese, é necessário conduzir essa etapa em uma sala isolada daquela onde

a reação foi originalmente realizada, como foi demonstrado no trabalho de MOEHLING et

al. (2021). Durante a execução da técnica, a contaminação ambiental foi reconhecida
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como um fator de extrema relevância.  Assim,  a utilização de um conjunto distinto  de

pipetas e luvas foi adotada para garantir práticas de higiene adequadas, além disso, a

eficácia na prevenção de contaminações foi aprimorada por meio da limpeza de bancadas

e  materiais  utilizando  hipoclorito,  enfatizando  a necessidade de  adotar  precauções

rigorosas.

A validação dos resultados da técnica  de Amplificação Isotérmica  Mediada por

Loop (LAMP) em gel de agarose representou uma etapa indispensável no processo de

garantia da confiabilidade diagnóstica. Este procedimento compreendeu uma análise dos

padrões  de bandas de DNA gerados durante a amplificação, visando confirmar a

presença do fragmento genético específico em questão. No ensaio de validação dos

controles positivos da reação LAMP, a Identificação da L. infantum no produto de PCR em

gel de agarose foi observada e confirmado por meio do padrão de bandas característico,

com um produto amplificado entre 150 a 300 pares de base de acordo com DA SILVA et

al.  (2015). Esse padrão valida a presença de  L. infantum  demonstrando o sucesso na

otimização da técnica LAMP.

Na análise de reações cruzadas destacou-se a capacidade do ensaio LAMP em

discriminar  entre  as  diferentes  espécies  alvo,  reforçando  sua  utilidade  como  uma

ferramenta de alta especificidade na detecção e identificação de  L. infantum.  A falta da

banda na  replicata  pode  ter  ocorrido  devido  a  problemas no  preparo  dos  reagentes,

descalibragem das  pipetas  ou  até  mesmo  problemas  no  poço  do  equipamento

termociclador. O limite de detecção do teste foi avaliado mas, se comparado a outros

trabalhos, apresentou-se muito baixo. Gao e colaboradores (2015) obtiveram um limite de

detecção (para isolado de cultura de L. infantum e outras espécies de Leishmania) de 1

fg de DNA. Eles também mostraram que essa quantidade ínfima de DNA é 10 vezes mais

sensível que a capacidade de detecção da PCR.

A  sensibilidade  e  especificidade  do  ensaio  LAMP  foram  semelhantes  às

encontradas em outros trabalhos envolvendo a mesma técnica. Ghasemi e colaboradores

(2014) também realizaram o diagnóstico de L. infantum, para um número de 47 amostras

revelou resultados semelhantes aos encontrados no presente projeto. O mesmo tipo de

disgnóstico conduzida no Iran, em uma região altamente endêmica para Leishmaniose

Visceral, também utilizando primers do cinetoplasto (kDNA) de L. infantum e amostras de

sangue  de  pacientes  humanos,  evidenciou  uma sensibilidade de 93,6% e uma

especificidade de 100% (obtidos de 44 dos 47 casos confirmados por  DAT e  PCR

convencional). Como tanto a sensibilidade quanto a especificidade foram de 100%, o VPP
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e o VPN são 1.0 para todas as prevalências,  isso indica que,  independentemente da

prevalência  da  doença,  o  teste  LAMP é  completamente  preciso,  sem  erros  de  falso

positivo ou falso negativo (GUIMARÃES, 1985; COHEN et al., 2016).

Enquanto que no sudeste da Colômbia, Adams e colaboradores (2018) avaliaram a

sensibilidade da técnica para amostras de sangue de pacientes humanos suspeitos para

Leishmaniose Visceral (para o gene 18S do rDNA) e obtiveram a sensibilidade de 92% e

especificidade de 100% no sangue total (IC 95%), ambos em concordância com outros

trabalhos, como o de Verma et al. (2017). Estes achados reforçam que sensibilidade e

especificidade obtidas nesta pesquisa envolvendo o diagnóstico da Leishmaniose Canina

apresentaram resultados promissores.  Vale  ressaltar  que cães  contaminados  pela

Leishmaniose Visceral  também podem transmitir  a doença para os seres humanos e,

portanto, os resultados desta pesquisa contribuem para o entendimento da relação entre

a nfecção passada entre essas  duas espécies.

Foi utilizada uma quantidade reduzida de amostras devido à natureza invasiva da

coleta e aos custos associados ao procedimento e a autorização do tutor do animal como

é  indicado  no  trabalho  de  KANOMATA  (2022). Um estudo realizado  por  Khan  e

colaboradores  (2021),  teve  por  objetivo  correlacionar  a  carga  parasitária  com  a

quantidade DNA de L. donovani em um contexto específico com potencial na aplicação

desse ensaio para um monitoramento mais preciso dos níveis de parasitas em

pacientes humanos, cada qual com distintas manifestações  clínicas. Eles calcularam a

equivalência de 1 parasita a 100 fentogramas, através de um método quantitativo com

a finalidade específica de monitorar os níveis de patógenos. Esta nova abordagem pode

fornecer  informações  valiosas  quanto  a  sensibilidade  e  especificidade  da  técnica  na

detecção de L. Infantum.

 Uma análise comparativa entre diferentes tecnicas não apenas traça as diferenças

nos resultados entre elas, mas também sinaliza a influência nas taxas de detecção. Essa

compreensão é fundamental para aplicação em pesquisas futuras.  Gao et  al. (2015)

utilizaram em sua pesquisa amostras não invasivas de de swab do tecido conjuntivo, soro

e medula óssea de Cães, e todos os tecidos foram eficazes na detecção da Leishmaniose

Visceral  Canina,  entretanto,  dentre  as  amostras  utilizadas  a amostra de swab do

conjuntivo foi a que apresentou a maior sensibilidade devido ao tropismo que a L.

infantum possui por este tipo de tecido.

Esses  resultados  ressaltam  a  importância  de  considerar  o  número  amostral

utilizado em uma pesquisa e as características específicas de cada tipo de tecido ao
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interpretar os resultados dos testes diagnósticos. A variabilidade no DNA total extraído na

etapa da extração de DNA também pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles

outros parasitas coexistentes ou com sintomas similares (tais como as hemoparasitoses)

e com respostas imunes específicas dos hospedeiros (ESTEVAM et al., 2023).

Os resultados obtidos por meio da curva ROC para as amostras de sangue (53

amostras) com AUC de 1,0 e IC 95% sensibilidade e especificidade de 100%, demonstra

a capacidade do teste em distinguir com precisão casos positivos dos casos negativos. A

significância estatística, com um valor de 0,001 (p < 0,001) e indicou a obtenção de uma

AUC precisa (VIEIRA, 2018).

Estes resultados estão em concordância com resultados de Dixit e colaboradores

(2018) e Xavier, Edineide Maria (2014) e   indicam uma alta precisão na discriminação

entre os dois testes diagnósticos (LAMP e qPCR). O intervalo de confiança (IC) para a

área sob a curva (AUC), com limites inferiores e superiores denota uma estimativa precisa

da verdadeira AUC da população, destacando a estabilidade da medida (VIEIRA, 2018).

Além do que já foi exposto, a detecção da Leishmaniose Visceral Canina apresenta

uma série de desafios moleculares. Um dos principais desafios é a variação genética

das diferentes cepas de Leishmania, que pode influenciar diretamente na sensibilidade e

especificidade  do  diagnóstico  (SAMPAIO,  2016).  Além  disso,  a  expressão gênica

diferencial durante os estágios do ciclo de vida do parasita e a baixa carga parasitária,

frequentemente observada em animais infectados, pode impactar diretamente no sucesso

da detecção molecular (CAVALCANTI et al., 2014). Outro ponto é a presença de DNA de

outros  organismos nas amostras  clínicas  utilizadas no ensaio.  Esse material genético

pode interferir nos resultados do diagnóstico, tornando essencial o desenvolvimento de

estratégias de purificação ou redução desses interferentes (COVA et al., 2015).

A exploração de avanços biotecnológicos na detecção de leishmaniose visceral

canina a  partir  da  técnica  LAMP oferece  perspectivas  promissoras  para  aprimorar  a

eficiência dos diagnósticos. Uma abordagem que vem sendo bastante utilizada são as

vesículas extracelulares, que podem fornecer informações adicionais e até mesmo novos

alvos para utilizar no diagnóstico (MENEZES, 2023). Outra ferramenta que vem sendo

utilizada para o diagnóstico são os biossensores, eles oferecem a oportunidade de

desenvolver métodos rápidos e precisos para a detecção da Leishmaniose Visceral

Canina. O uso de técnica LAMP multiplex também é inovadora e permite a identificação

simultânea de múltiplos alvos, aumentando a eficiência do diagnóstico (SAMSAMI et al.,

2023). Isso é especialmente relevante no contexto da diversidade genética do parasita,
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pois pode-se direcionar diferentes regiões do genoma para aumentar a sensibilidade e

especificidade do teste.

Existe ainda a possibilidade de integração de técnicas, como a CRISPR-Cas9 com

LAMP, que pode direcionar sequências específicas do genoma do parasita e reduzir a

probabilidade de resultados falso-positivos ou falso-negativos (BAO et al., 2020). Todas

essas abordagens podem contribuir significativamente para uma detecção mais precisa

da leishmaniose visceral canina em pesquisas futuras.
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS

A Reação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) foi utilizada neste estudo como

ferramenta diagnóstica da Leishmaniose Visceral Canina. A sensibilidade e especificidade

do método para detecção do parasita  L. infantum  em amostras de sangue apresentou

uma sensibilidade e especificidade de 100% (IC 95%). Foi traçada uma curva ROC para

avaliar a acurácia diagnóstica do ensaio para amsotras de sangue, esta que obteve uma

AUC de 1,00, evidenciando que o ensaio LAMP foi capaz de discriminar entre animais

doentes e controles saudáveis. O teste de especificidade dos primers destinados ao gene

K- 26 da L. infantum demonstrou ser seletivo para a espécie alvo e não revelou reação

cruzada com  outras  espécies  de  Leishmania  (L.  braziliensis  e  L.  amazonensis).  A

exploração  de avanços biotecnológicos e o desenvolvimento de novas abordagens

diagnósticas, como a utilização de novos alvos genéticos,  biossensores  e  técnicas

multiplex  e  ainda  ensaios  envolvendo  a  integração  de LAMP  com  CRISPR-Cas9,

representam  uma  oportunidade  para  aprimorar  a  detecção  da leishmaniose  visceral

canina.  Em síntese, o método LAMP permitiu a detecção molecular de L. infantum com

alta acurácia, dispensou a necessidade de equipamentos complexos e onerosos. Este

progresso representa não apenas uma contribuição técnica valiosa, mas também uma

promissora ferramenta para a abordagem de desafios em saúde pública, especialmente

em regiões endêmicas e com recursos limitados.
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ANEXOS
Anexo A – Amostras utilizadas no presente estudo

Quadro 1. Amostras utilizadas no presente estudo
Tipo de amostra Data da extração Resultado kit de extração Número

interno
Sangue 07/07/2023 Positivo Miniprep Plus Quick-DNA 1 
Sangue 12/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 2 
Sangue 12/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 3
Sangue 12/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 4 
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 5
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 6
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 7
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 8
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 9
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 10
Sangue 25/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 11
Sangue 31/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 12
Sangue 31/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 13
Sangue 31/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 14
Sangue 31/07/2023 Positivo Miniprep Plus Quick-DNA 15
Sangue 31/07/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 16 
Sangue 02/08/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 17
Sangue 02/08/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 18 
Sangue 02/08/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 19
Sangue 02/08/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 20
Sangue 03/08/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 21
Sangue 07/08/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 22
Sangue 07/08/2023 Negativa Miniprep Plus Quick-DNA 23
Sangue 07/08/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 24
Sangue 07/08/2023 Positivo Miniprep Plus Quick-DNA 25 
Sangue 07/08/2023 Negativa Biogene 26
Sangue 07/08/2023 Negativa Miniprep Plus Quick-DNA 27
Sangue 24/08/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 28
Sangue 24/08/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 29
Sangue 03/09/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 30
Sangue 14/09/2023 Negativa Miniprep Plus Quick-DNA 31
Sangue 18/09/2023 Negativa Miniprep Plus Quick-DNA 32
Sangue 18/09/2023 Negativa Miniprep Plus Quick-DNA 33
Sangue 22/09/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 34
Sangue 22/09/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 35
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Sangue 22/09/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 36
Sangue 22/09/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 37
Sangue 25/09/2023 Negativo Miniprep Plus Quick-DNA 38
Sangue 27/09/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 39 
Sangue 28/09/2023 Positiva Miniprep Plus Quick-DNA 40
Sangue 04/10/2023 Positiva BioGene 41 
Sangue 04/10/2023 Negativo BioGene 42
Sangue 20/09/2023 Negativo BioGene 43
Sangue 20/09/2023 Negativo BioGene 44
Sangue 20/09/2023 Negativo BioGene 45
Sangue 20/09/2023 Positiva BioGene 46
Sangue 09/10/2023 Positiva BioGene 47
Sangue 09/10/2023 Positiva BioGene 48
Sangue 09/10/2023 Negativo BioGene 49
Sangue 09/10/2023 Negativo BioGene 50
Sangue 09/10/2023 Negativo BioGene 51
Sangue 16/10/2023 Negativo BioGene 52
Sangue 23/11/2023 Negativo BioGene 53

Fonte: da autora, 2024.
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Anexo B – Equipamentos e reagentes da PCR convencional

Quadro 2. Equipamentos e reagentes da PCR convencional 
Material Volume do reagente em 1 reação

Kit Taq Polimerase, 250 unid. com tampão, MgSO4 e dNTP, da 
empresa Biolabs

40µL 

Água para biologia molecular, 1 Litro, da empresa Sigma 40µL 

Oligo Forward (2µM) e Reverse (2 µM), da empresa Extend 1µL 

Agarose, 25g, da empresa Sigma - 

Gel red, da empresa Uniscience 2µL 

Padrão de peso Molecular, 01 Kpb, da empresa Biolabs 2µL 
Fonte: da autora, 2024.
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Anexo C – Equipamentos e reagentes da LAMP

Quadro 3. Equipamentos e reagentes da LAMP
Material Volume do reagente em 1 reação

Bst DNA polimerase 2.0 Cellco 10.000X (POL-133L) 1µL
F3 e B3 (purificados por dessalinização) 1µL
FLP e BLP (purificados por dessalinização) 1µL
FIP e BIP (purificados por HPLC) 1µL 
Água para biologia molecular Sigma, 1 Litro 40µL 
Betaína (Sigma) 15µL 
SYBR Green ™ (marca) 3µL 
dNTP 10 mM (Cellco) 15µL 

Fonte: da autora, 2024.
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