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RESUMO 

 
As leishmanioses correspondem um complexo de doenças negligenciadas causadas por 
protozoários do gênero Leishmania que possuem as fêmeas dos flebotomíneos como vetores dos 
parasitos entre hospedeiros mamíferos. A doença pode se manifestar em duas principais formas 
clínicas: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). A LV pode acometer 
humanos e cães, sendo estes últimos considerados reservatórios do parasito no meio urbano. A 
LV apresenta um elevado impacto na saúde pública devido sua elevada letalidade. O 
reconhecimento da ocorrência de espécies de Leishmania em uma determinada região, bem como 
a relação destas com o vetor e com os hospedeiros vertebrados, são essenciais para um melhor 
entendimento sobre o ciclo de transmissão e as formas de controle das leishmanioses. Sendo 
assim, uma investigação rigorosa da presença dos parasitos e vetores é importante para uma 
descrição epidemiológica clara das leishmanioses. Investigações epidemiológicas em municípios 
da região sul de Minas Gerais foram iniciadas recentemente para se obter mais informações sobre 
o agravo. Um destes municípios foi Ribeirão Vermelho, onde ocorrem pesquisas preliminares 
desde 2017 as quais já demonstraram a presença de cães soropositivos e do vetor Lutzomyia 
longipalpis. Porém, ainda há poucas informações sobre as leishmanioses no local, apontando a 
necessidade de mais estudos epidemiológicos para esclarecer a distribuição e identificação de 
vetores e de espécies de Leishmania que possam estar presentes. Sendo assim, objetivo foi avaliar 
a presença de DNA de Leishmania spp. em flebotomíneos capturados no município de Ribeirão 
Vermelho, Minas Gerais e avaliar primers para os subgêneros Leishmania e Viannia específicos. 
Para isto, foi utilizada a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores 
específicos para os subgêneros Viannia e Leishmania endereçados para sequências de DNA de 
cinetoplasto (kDNA). Uma amostra constituída de 19 flebotomíneos fêmeas foi analisada e estes 
insetos pertenciam as seguintes espécies e gênero: Lutzomyia longipalpis, Migonemyia migonei, 
Expapillata firmatoi, Evandromyia cortelezzii, Pintomyia fischeri e Brumptomyia spp. Através da 
análise molecular, foi detectada uma positividade de 100% das amostras para o subgênero 
Leishmania. Devido a alta prevalência das espécies Leishmania infantum e Leishmania 
amazonensis na região, isso indica a possibilidade dessas espécies estarem presentes nos 
flebotomíneos analisados deste estudo. Além disso, a presença do DNA do subgênero 
Leishmania em flebotomíneos de Ribeirão Vermelho sugere uma capacidade vetorial dos 
parasitos, o que necessita, porém de mais estudos para confirmação. Outro resultado analisado foi 
a contaminação das reações com primer do subgênero Viannia, o que inviabilizou a análise 
dessas amostras. De acordo com as informações obtidas neste trabalho, é necessário a 
identificação das espécies de Leishmania circulantes e a continuação da investigação 
epidemiológica sobre as leishmanioses na região de estudo.  
 
Palavras chave: detecção da infecção, epidemiologia, leishmanioses, PCR, Ribeirão Vermelho. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

As leishmanioses se constituem em um complexo de doenças infectoparasitárias causadas 

por parasitos do gênero Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) que possuem como 

insetos vetores os flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). A doença acomete os 

seres humanos, mamíferos domésticos e silvestres, sendo considerada, portanto uma zoonose. As 

leishmanioses são responsáveis por um elevado impacto na saúde pública e podem se manifestar 

em diferentes formas clínicas, sendo as principais a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose 

tegumentar (LT). 

As leishmanioses estão presentes em quase todos os continentes e o número de casos do 

agravo está em crescente expansão geográfica. No Brasil, as leishmanioses também estão 

amplamente distribuídas por todo território nacional, por isso as medidas de controle devem ser 

reforçadas e aperfeiçoadas, o que exige mais estudos sobre a doença. 

Após a demonstração de transmissão ativa das leishmanioses no município de Lavras, no 

Sul de Minas Gerais, Prefeitura de municípios vizinhos começaram a demonstrar maior 

preocupação e necessidade em expandir as ações de educação em saúde, além de realizar estudos 

epidemiológicos sobre as leishmanioses. Um desses municípios foi Ribeirão Vermelho que até o 

ano de 2017, não contava com nenhum estudo sobre leishmanioses. A partir de um inquérito 

sorológico realizado em 2017, confirmaram-se os primeiros casos autóctones de leishmaniose 

visceral canina (LVC), além disso flebotomíneos também foram coletados no local. 

A compreensão sobre as espécies de Leishmania presentes em uma determinada região, 

bem como a relação destes com o vetor e com os hospedeiros vertebrados, é essencial para 

elucidar o ciclo de transmissão. A correta identificação das espécies de parasito presentes nos 

insetos é um fator importante para a determinação de vetores de Leishmania. Ademais, é 

importante se conhecer as espécies de parasitos, pois estas estão relacionadas com as formas 

clínicas manifestadas pelas leishmanioses. Conhecer os dados epidemiológicos do município são 

essenciais para auxiliar a implementação de ações de controle e prevenção da doença 

Devido aos poucos dados sobre as leishmanioses em Ribeirão Vermelho, há necessidade 

de mais estudos que descrevam a distribuição e identificação das espécies vetoras e 

principalmente a identificação das espécies de Leishmania que estão presentes. Desta forma, o 
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objetivo deste estudo foi a investigação da presença de DNA de Leishmania em flebotomíneos 

coletados no município de Ribeirão Vermelho, Minas Gerais.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Agente etiológico 
 

As leishmanioses compreendem um conjunto de doenças parasitárias causadas por 

protozoários do gênero Leishmania (família Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida) 

(FIGURA 1), transmitidos por insetos vetores e que possuem as fêmeas de flebotomíneos como 

transmissoras entre hospedeiros mamíferos (ROGERS, 2012).  

Para a manutenção do ciclo de vida de Leishmania sp. é essencial a presença de 

flebotomíneos, insetos pertencentes à ordem Diptera, subordem Nematocera, família 

Psychodidae, e subfamília Phlebotominae.  

As fêmeas de flebotomíneos se infectam durante o repasto sanguíneo. Neste caso, elas 

ingerem macrófagos de hospedeiros reservatórios infectados pelas formas amastigotas que se 

transformam em promastigotas no intestino do vetor. Posteriormente, os parasitos multiplicam-se 

e se tornam infectantes de 8 a 20 dias após a hematofagia (DESJEUX, 2004). Apenas as formas 

promastigotas metacíclicas do parasito são capazes de desenvolver a infecção nos hospedeiros 

mamíferos (LAINSON; SHAW, 1987).  

A leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) são classificadas como 

doenças tropicais negligenciadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) e representam 

umas das principais doenças transmitidas por vetores nas Américas (WHO, 2019).  

O gênero Leishmania forma um grupo monofilético com quatro subgêneros, L. 

(Leishmania), L. (Viannia), L. (Sauroleishmania) e L. (Mundinia). As espécies de Leishmania 

que acometem os mamíferos estão divididas entre os subgêneros Mundinia, Leishmania e 

Viannia. O subgênero Sauroleishmania agrupa as espécies de Leishmania que acometem répteis 

e estão presentes principalmente no Velho Mundo (DOMINGUÉZ 2015). E o novo subgênero 

Mundinia agrupa espécies de parasitos que acometem seres humanos e cangurus (ESPINOSA et 

al, 2016; DESBOIS et al, 2014).  

As espécies do subgênero Leishmania possuem o ciclo de vida no inseto hospedeiro 

limitado aos intestinos médio e anterior (LAISON 2010). Elas são responsáveis em sua maioria 

pelo desenvolvimento de lesões cutâneas e eventualmente lesões cutâneo-difusas (MARZOCHI, 

SCHUBACH; MARZOCHI 1999). 
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As espécies pertencentes ao subgênero Viannia, durante o ciclo de vida no inseto vetor, 

passam uma fase de desenvolvimento que apresenta formas paramastigotas arredondadas e 

ovaladas bem como algumas formas promastigotas aderidas à parede do intestino posterior 

(LAINSON: SHAW, 1987; LAISON 2010). A maioria destas espécies causam lesões cutâneas e 

mucosas, e algumas raramente acometem o homem (MARZOCHI, SCHUBACH; MARZOCHI 

1999). 
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Figura 1-  Classificação dos subgêneros de Leishmania relacionados a sua localização de ocorrência.

 
Fonte: Adaptado de Bates, 2007; Espinosa e colaboradores, 2016.
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2.2 Histórico da Leishmaniose Tegumentar 
 

O primeiro relato de LT no Brasil ocorreu em 1827 e foi registrado no documento da 

Pastoral Religiosa Político- Geográfica, que está no livro intitulado “Antiguidad de la syfilis em 

el Perú” (CAMARGO; BARCINSKI, 2003).  

Em 1895, Juliano Moreira relatou a primeira observação clínica da LT no país, 

denominando a lesão como “Botão da Bahia” ou “Botão de Biskra”. Em 1909, Lindenberg 

encontrou o parasito em amostras de lesões cutâneas e nasobucofaríngeas de indivíduos que 

trabalhavam em áreas de desmatamentos na construção de rodovias em São Paulo, confirmando 

as formas amastigotas de Leishmania e nomeando as lesões de “Úlcera de Bauru”. Gaspar 

Vianna, em 1911, ao descrever um caso de leishmaniose cutânea disseminada de um paciente de 

Paraíba do Sul, identificou o parasito como Leishmania brasilienses, nome posteriormente 

corrigido por Alfredo da Mata para L. braziliensis (VIANNA, 1911) em 1916 (FURUSAWA; 

BORGES, 2014). Apenas em 1922 Aragão comprovou a importância do flebotomíneo como 

vetor do parasito (BRASIL, 2010). 

No ano 1950 a LT já estava distribuída por todo o território nacional, com novos casos 

coincidindo com regiões em que o desmatamento era causado para construção de estradas e 

apresentando maior número de casos em São Paulo, Paraná, Minas Gerais, Ceará e Pernambuco. 

Em 1960, esse quadro era predominante entre populações rurais dos estados mais populosos da 

década (VALE; FURTADO, 2005).  

2.3 Histórico da Leishmaniose Visceral 
 

O primeiro relato registrado de LV no Brasil aconteceu em 1934, quando Henrique de 

Azevedo Penna encontrou formas amastigotas de Leishmania em lâminas de cortes histológicos 

de fígado de pacientes que foram a óbito com suspeita de febre amarela (PENNA, 1934). Após 

20 anos deste registro, ocorreu o primeiro surto da doença no município de Sobral no Ceará 

(DEANE, 1956). 

Entre os anos de 1908 a 1986, foi registrada uma epidemia de LV no estado do Piauí, 

com uma alta prevalência entre crianças menores de cinco anos e menor prevalência entre 

adultos acima de 40 anos, com um total de 1509 indivíduos acometidos (COSTA; PEREIRA; 
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ARAÚJO, 1990). Na década 80, constatou-se uma mudança na distribuição geográfica da LV no 

país. A doença que antes era restrita a ambientes rurais e silvestres, principalmente do nordeste 

brasileiro, avançou para outras regiões alcançando inclusive a periferia de grandes cidades 

(GONTIJO; MELO, 2004).  

No Brasil, entre os anos de 1990 a 2018 um total de 91.085 casos de leishmaniose 

visceral humana (LVH) foram reportados, além de 4.476 óbitos no período de 2000 a 2018. O 

aumento do número de casos de LVH nos últimos anos em todo o mundo se deve a vários fatores 

principalmente relacionados a globalização, as mudanças climáticas, ao aumento de viajantes 

internacionais, além do aumento de infecções por Leishmania através de transfusão sanguínea 

em países estrangeiros (SHAW, 2007; MANSUETO et al, 2014; STEVERDING, 2017). 

A participação dos canídeos na epidemiologia da LV foi mencionada pela primeira vez 

em 1908 por Nicolle e Comte que observaram o parasito na pele de cães infectados (ALVES, 

2006). Em 1914, Laveran e Franchini realizaram a infecção experimental em 25 cães com 

Leishmania infantum (NICOLLE, 1908) e encontraram parasitos na pele e em outros órgãos 

destes animais.  

Devido ao crescimento da área de abrangência deste agravo e ao aumento no número de 

casos, a LV é atualmente considerada pela Organização Mundial da Saúde (2019), uma das 

prioridades dentre as doenças tropicais. 

2.4 Aspectos clínicos da Leishmaniose Tegumentar 
 

Nas Américas já foram descritas cerca de 12 espécies de Leishmania causadoras da forma 

tegumentar em humanos, e oito espécies causadoras da doença em outros animais (BRASIL, 

2017). No Brasil, atualmente já foram identificadas sete espécies (BRASIL, 2017), sendo as mais 

prevalentes L. braziliensis, Leishmania amazonensis (LAINSON; SHAW, 1972) e Leishmania 

guyanensis (FLOCH, 1954).  

A LT se subdivide em cutânea localizada, disseminada, mucocutânea e difusa. Na forma 

cutânea localizada, a manifestação mais frequente é o desenvolvimento de uma única lesão no 

local da picada do flebotomíneo. Também pode se apresentar na forma disseminada com 

múltiplas lesões ulceradas distribuídas pelo corpo. No caso da forma mucocutânea, surgem 

lesões destrutivas na mucosa nasal, faríngea e laríngea o que pode levar a extensa destruição 

tecidual com ocorrência de infecções secundárias (AHLUWALIA, et al 2010; PALUMBO, 



	 8	

2010). A forma difusa caracteriza-se pelo surgimento de múltiplos nódulos não ulcerados 

espalhados pela pele (ANVERSA et al, 2018). 

2.5 Aspectos clínicos da Leishmaniose Visceral 
 

A leishmaniose visceral também conhecida como Calazar, é uma doença sistêmica, 

causada pelo parasito Leishmania donovani (LAVERAN; MESNIL, 1903) que prevalece na 

África Oriental, Índia e em partes do Oriente Médio, e pela espécie L. infantum presente na 

Europa, Norte da África e América Latina (LUKES, 2007).  

A espécie L. infantum também é responsável pela forma visceral da doença em cães 

(BRASIL, 2014). Os cães desempenham um papel importante na epidemiologia da LV, sendo 

considerados o principal reservatório urbano do parasito em localidades como Bacia do 

Mediterrâneo, Oriente Médio, Ásia Central, China, América Central e do Sul (GRAMICCIA; 

GRADONI, 2005). 

No Brasil a L. infantum possui como principais vetores o flebotomíneo Lutzomyia 

longipalpis (LUTZ; NEIVA, 1913) e Lutzomyia cruzi (MANGABEIRA, 1938; BRASIL, 2014). 

Outras espécies envolvidas na transmissão de L. infantum no Brasil são Pintomyia fischeri 

(PINTO, 1926) e Migonemyia migonei (FRANÇA, 1920) (GALVIS-OVALLOS et al., 2017; 

MOYA et al., 2015; GUIMARÃES, 2016).  

O período médio de incubação do agravo em cães é de 3 a 7 meses (BRASIL, 2017). As 

principais manifestações clínicas encontradas nos exames físicos dos cães com leishmaniose 

visceral canina (LVC) são: linfadenopatia generalizada, esplenomegalia, ulcerações cutâneas, 

perda de peso, perda de apetite, onicogrifose, epistaxe, febre, lesões oculares, diarreia e vômito 

(CIARAMELLA, et al 1997). Porém, grande parte dos cães infectados exibem a forma 

assintomática da leishmaniose e ainda atuam como reservatórios (DANTAS-TORRES et al., 

2006). 

A LV é uma doença zoonótica e com alta letalidade, pois, quando não tratada, pode levar 

o paciente a óbito em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2017). O período médio de incubação 

nos humanos dura em média de 2 a 6 meses e no cão de 3 a 7 meses (BRASIL, 2017). Em 

relação aos sinais clínicos mais frequentemente observados em humanos infectados destacam-se: 

febre alta, pancitopenia, hepatoesplenomegalia, perda de peso, tosse, diarreia e astenia 

(BADARO et al 1986; DAHER, et al 2008). 
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As manifestações clínicas das leishmanioses dependem de diferentes fatores, tais como as 

espécies de Leishmania infectantes, a interação parasito-hospedeiro, o estado imunológico do 

hospedeiro, a genética do hospedeiro, a idade e condição nutricional (BADARÓ et al, 1986; 

BOGDAN, 2012; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). 

2.6 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar 
 

A LT é uma doença que está amplamente distribuída pelo globo e a maioria dos casos 

relatados desta doença, ocorrem no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, República Islâmica 

do Irã, Paquistão, Peru, Arábia Saudita e República Árabe da Síria (WHO, 2019) (FIGURA 3). 

A Organização Mundial de Saúde (2019) estima que 1 milhão de novos casos foram 

diagnosticados nos últimos cinco anos.  

 

Figura 2 - Situação epidemiológica da Leishmaniose Tegumentar no mundo. 

 
Fonte: Organização Mundial da Saúde (2016). 

 
Em 2017, dos 200 países que reportaram casos de leishmanioses para a OMS, 65 destes 

eram endêmicos para LV e LT, sendo o Brasil um dos países incluído nesta lista (WHO, 2019). 

Segundo a OMS (2019), o Brasil se destaca entre os países que mais reportam casos de LT. 
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A leishmaniose cutânea (LC) e mucocutânea (LM) são endêmicas em 18 países das 

Américas. No período de 2001-2017 foram registrados 940.396 casos novos de LC, distribuídos 

em 17 países endêmicos, com uma média anual de 55.317 casos (PAHO, 2019). 

Em 2017, 72,6% do total de casos foram reportados pelo Brasil (17.526), seguido pela 

Colômbia (7.764), Peru (6.631) e Nicarágua (4.343) (PAHO, 2019). Dos casos registrados nesse 

ano, 3,78% (1.882) foram casos da forma LM, considerada a mais grave dentre as formas da LT, 

por causar complicações clínicas como deficiências e mutilações. Além disso, cerca de 94% dos 

casos relatados de LT na América Latina, então concentrados no Brasil (PAHO, 2019). 

No Brasil, a LT é uma doença que possui diferentes agentes etiológicos, reservatórios e 

vetores. Apresenta diferentes padrões de transmissão e a epidemiologia da doença é complexa, o 

que aponta para a necessidade de mais estudos para melhor esclarecê-la (BRASIL, 2017). 

Até o ano de 2017, todos os estados brasileiros já haviam registrado casos autóctones de 

LT, com uma grande concentração de casos na região Norte (44,7%). Em 2018, foram 

reportados 16.432 casos de LT no país, sendo a região Sudeste responsável pelo quarto maior 

número de casos registrados (1.646). Em Minas Gerais no ano de 2018, o número de pessoas 

acometidas pela LT foi 1.434, sendo o estado com maior concentração de registros de casos da 

doença na região (BRASIL, 2018). 

No município de Lavras, localizado na região Sul de Minas Gerais, cinco casos de LT 

foram registrados no período de 2004 a 2013, sendo dois de área rural e três de área urbana 

(BARÇANTE, et al 2018). Atualmente, há onze casos registrados da doença no município 

(SINAN, 2019). Deste registro, destacam-se positivamente os dois últimos casos que evoluíram 

para cura clínica e negativamente um caso que foi a óbito um mês após o início do tratamento 

(SINAN, 2019). Em Lavras, estudos preliminares já identificaram vetores ou possíveis vetores 

de espécies de Leishmania que causam a forma tegumentar da doença como: Nyssomyia 

whitmani (ANTUNES; COUTINHO, 1939), Migonemyia migonei e Pintomyia fischeri 

(BARÇANTE, et al 2018; CASTRO, 2017; BARCELOS et al, 2015). 

Ribeirão Vermelho, município vizinho de Lavras não possui até o momento, casos 

humanos registrados de LT. Em 2017 iniciaram-se estudos nesta região onde foram encontrados 

e coletados flebotomíneos. Posteriormente, foi detectado a presença de DNA do gênero 

Leishmania nestes insetos (ALVARENGA, 2019). 
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2.7 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral 
 

As leishmanioses são doenças negligenciadas que prevalecem principalmente em regiões 

de clima tropical e subtropical e afetam mais de um bilhão de pessoas, principalmente na faixa 

tropical do globo onde se concentram as populações mais vulneráveis dos países em 

desenvolvimento (WHO, 2019). As populações que vivem em condições financeiras menos 

favoráveis, sem saneamento básico adequado, em contato com vetores, com animais domésticos 

e outros animais como gado e galinhas são as mais afetadas (BORGES, et al 2009; WHO, 2019). 

A LV é considerada a segunda doença parasitária causada por protozoário que mais mata no 

mundo, depois da malária (JHA, et al 2012). 

A leishmaniose visceral humana (LVH) é uma doença amplamente distribuída em todo o 

mundo exceto na Antártida e Oceania (WHO, 2016) (FIGURA 2). No ano de 2017, 94% dos 

novos casos relatados à Organização Mundial de Saúde (WHO) ocorreram em sete países, sendo 

eles o Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. Estima-se que 300.000 

novos casos são diagnosticados por ano, além de mais de 200.000 mortes anuais (WHO, 2019).  

 

Figura 3  - Situação epidemiológica da Leishmaniose Visceral no mundo. 

 
Fonte: Adaptado de Burza et al., 2018. 
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Nas Américas, a LVH é endêmica em 12 países e no período de 2001-2017 foram 

registrados 59.769 casos novos, resultando em uma média de mais de 3.000 casos novos por ano. 

Em 2017, o Brasil foi o país que mais reportou casos de LV, com um percentual de 72,6%. Além 

disso, cerca de 96% dos casos relatados na América Latina, estão concentrados no Brasil 

(PAHO, 2019).  

No Brasil, a LVH é considerada um grande problema de saúde pública devido à elevada 

letalidade dos casos não tratados ou diagnosticados tardiamente (BRASIL, 2014). No ano de 

2017, 23 estados brasileiros apresentavam casos de LV, distribuídos nas 5 regiões brasileiras e 

com uma letalidade de 8,8% (BRASIL, 2017). Em 2018, foram reportados 3.466 casos de LVH 

no país e 289 óbitos, sendo a região Sudeste responsável pelo terceiro maior número de casos 

registrados. Em Minas Gerais o número de casos confirmados foi de 324 com letalidade de 

10,1% e 34 óbitos no mesmo ano (BRASIL, 2018). 

Atualmente vários municípios de Minas Gerais são considerados endêmicos para LV e 

têm sido alvos de estudo. Alguns destes são: Montes Claros (MONTEIRO et al., 2005) e 

Porteirinha (BARATA et al., 2004) no Norte de Minas, Paracatu (DIAS et al., 2011) na 

mesorregião Noroeste de Minas e Belo Horizonte (LOPES et al., 2010; ARAÚJO et al., 2013). 

Porém, relatos de novos casos têm sido reportados em outras localidades do estado como a 

região Sul que já é considerada uma área de transmissão recente de LV.  A expansão da LV pode 

estar associada a diversos fatores tais como: mudanças ambientais e climáticas, descontinuidade 

ou ausência das ações de controle, adaptação do vetor aos ambientes modificados por ações 

antrópicas, dificuldades de controle da doença em grandes centros urbanos onde problemas de 

desnutrição, moradia e saneamento básico são frequentes (GONTIJO; MELO, 2004). 

Dentre os municípios da região Sul de Minas Gerais, Lavras se destaca por ser 

identificado como área de transmissão recente de LVH. Um estudo preliminar demonstrou a 

ocorrência de cães positivos para infecção por L. infantum em vários bairros do município, 

porém nenhum caso ainda havia sido notificado até 2013 (NARCISO, 2016). A partir da triagem 

de cães em um abrigo de Lavras, detectou-se uma taxa de positividade de 20% dos 32 cães 

avaliados (SANTOS et al., 2014). Também foram encontrados flebotomíneos da espécie L. 

longipalpis em diferentes bairros e no campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) 

(BARCELOS et al., 2015). Esses achados levaram à realização de inquéritos sorológicos no 

município. No período de junho de 2013 a junho de 2018, foram realizados 6.782 testes DPP® 
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(teste imunocromatográfico - Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e destes, 443 foram positivos 

confirmados pelo ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) (BLANCO, 2019). 

A presença de L. longipalpis foi registrada a primeira vez em 2015 em Lavras 

(BARCELOS et al., 2015) e em 2016 foi detectada sua infecção natural por Leishmania spp. 

(CASTRO et al, 2019). Em janeiro de 2017, foi notificado o primeiro caso humano do município 

(NARCISO, et al 2018), totalizando, até o presente momento, oito casos notificados com dois 

óbitos por LVH (SINAN, 2019).  

O município de Ribeirão Vermelho até o ano de 2017 não contava com nenhum estudo 

sobre leishmanioses. A partir de um inquérito sorológico canino realizado em 2017, 

confirmaram-se os 14 primeiros casos autóctones de LVC. A partir destes resultados, iniciaram-

se, estudos no município no mesmo ano, onde foram encontrados e coletados flebótomos. Em 

2019 foi detectado a presença de DNA do gênero Leishmania em flebetomíneos da região 

(ALVARENGA, 2019). 

2.8 Diagnóstico da infecção por Leishmania 
 

O diagnóstico precoce de uma doença parasitária é de fundamental importância para se 

tomar decisões adequadas, que permitirão um tratamento correto e rápido do paciente infectado. 

Métodos de diagnóstico mais rápidos e precisos auxiliam a vigilância epidemiológica, pois 

doenças infecciosas que apresentam relevante impacto para a saúde pública poderão ser 

identificadas precocemente e controladas de forma mais eficaz (CAVALCANTI; LORENA; 

GOMES, 2008). 

Atualmente, há três principais formas de se realizar o diagnóstico da infecção por 

Leishmania em cães e humanos através dos métodos: parasitológico, sorológico e molecular. O 

diagnóstico parasitológico pode ser realizado de forma indireta que inclui o xenodiagnóstico e a 

observação de parasitos em cultura. Há a forma direta que leva em conta a observação de 

amastigotas em lâminas coradas de amostras clínicas como: medula óssea, linfonodo, baço, 

fígado, pele e sangue (LAURENTI, 2009). 

O método sorológico visa a detecção de anticorpos anti-Leishmania no soro de 

hospedeiros infectados. No Brasil, o Ministério da Saúde (2014) preconiza a realização do teste 

rápido imunocromatográfico de plataforma de via dupla (Dual path plataform - DPP® - Bio-

Manguinhos/FIOCRUZ) como teste de triagem e o ensaio de imunoadsorção enzimática ELISA 
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(EIE-LVC®) como teste confirmatório para o diagnóstico de leishmaniose visceral canina LVC 

(BRASIL, 2016). 

Os métodos moleculares visam a a detecção e amplificação de sequências de DNA do 

parasito. A reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction - PCR) se destaca por 

ser a técnica mais utilizada para diagnóstico molecular (DUTHIE; LISON; COURTENAY, 

2018). Esta é uma metodologia que consiste em realizar ciclos repetidos de desnaturação, 

anelamento com iniciadores específicos e extensão enzimática de uma sequência alvo do 

genoma. Esta técnica visa a síntese in vitro de milhares de cópias de um determinado segmento 

de DNA na presença da enzima DNA polimerase (SAIKI et al., 1985). 

A PCR como técnica de detecção do parasito apresenta várias vantagens como a elevada 

sensibilidade e especificidade quando comparada a métodos parasitológicos e sorológicos 

convencionais (ROSSI et al., 2008). A PCR possibilita a identificação de sequências genéticas 

específicas de Leishmania mesmo a partir de quantidades mínimas como 50fg de DNA do 

parasito (FU; PERONA-WRIGHT; BARKER, 1998). Esta técnica também conta com a 

necessidade de infraestrutura laboratorial adequada e pessoas com experiência para minimizar os 

riscos relacionados à contaminação ou inibição da reação (CAÑADAS, et al. 2006).  

Outra vantagem da PCR é sua versatilidade, pois permite detectar o parasito em vários 

hospedeiros como cães (RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990), humanos (COSTA, 2014) e 

animais silvestres utilizando-se um mesmo protocolo (RICHINI-PEREIRA, et al 2014). Também 

é uma técnica robusta para fazer detecção de DNA de parasitos em vetores (SILVA, 2016; 

RÊGO et al 2015; BRUIJN; BARKER 1992). 

A metodologia mais tradicional utilizada para a identificação do parasito no intestino de 

flebotomíneos tem sido a dissecção do aparelho digestivo seguido da montagem em lâmina com 

o material amostrado e posterior visualização direta de promastigotas. O diagnóstico também é 

concluído quando os parasitos amostrados crescem em meios de cultura ou quando realiza-se sua 

inoculação em animais de laboratório dos quais os parasitos são posteriormente isolados 

(COSTA, 2016). Porém, as desvantagens deste processo são: a suscetibilidade à contaminação, 

baixa sensibilidade, dificuldade de processamento de um grande número de amostras, 

necessidade de habilidade técnica para o manuseio, além de ser um procedimento de lenta 

realização (PEREIRA, 2010; OLIVEIRA-PEREIRA, et al 2006). 
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O uso da biologia molecular se destaca por auxiliar nas investigações epidemiológicas, 

no controle e tratamento de doenças parasitárias (CAVALCANTI; LORENA; GOMES, 2008). 

Os primeiros trabalhos de PCR na fauna flebotomínica foram descritos nas Américas (BRUIJN; 

BARKER, 1992). Segundo Perez e colaboradores (1994), a técnica de PCR permite detectar 

DNA de protozoários em flebotomíneos independentemente do número de parasitos, do estágio 

de desenvolvimento ou da localização dos mesmos dentro do vetor. 

Vários pesquisadores têm se dedicado a estudar e a compreender melhor a infecção de 

flebotomíneos por Leishmania. A classificação das espécies como vetoras seguem os critérios 

sugeridos por Killick-Kendrick (1990). Alguns destes critérios são: ser uma espécie 

antropofílica; se alimentar de alguma espécie vertebrada que possua o papel de reservatório; sua 

dispersão deve coincidir com a distribuição da doença nos humanos; as espécies de Leishmania 

isoladas dos flebótomos devem ser as mesmas isoladas dos hospedeiros vertebrados; os insetos 

devem ser permissivos à infecção por Leishmania spp. e também serem capazes de transmitir o 

parasito entre mamíferos através do repasto sanguíneo (Killick-Kendrick, 1990, WHO, 2010). 
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3 OBJETIVOS 

31. Objetivo geral 
 

Avaliar a presença de DNA de Leishmania spp. em flebotomíneos capturados no 

município de Ribeirão Vermelho, Minas Gerais, Brasil. 

3.2 Objetivo Específico 
 

Testar iniciadores para os subgêneros Viannia e Leishmania específicos a partir dos 

flebotomíneos coletados na área de estudo.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



	 17	

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Área de Estudo 
 

Ribeirão Vermelho é um município vizinho de Lavras e localizado ao Sul do estado de 

Minas Gerais (FIGURA 4). Possui uma população estimada de 4.033 habitantes (IBGE, 2019) e, 

de acordo com dados da Vigilância em Saúde de Ribeirão Vermelho a partir das últimas 

campanhas de vacinação antirrábica, a população de cães é de aproximadamente 1200 animais 

(RIBEIRÃO VERMELHO, 2017).  

Está localizado há cerca de 12 km de Lavras e 270 km de Belo Horizonte. É um dos 

menores municípios do Estado, com apenas 49.251 km² de área total. O município está 

localizado na Mesorregião do Campo das Vertentes e na Microrregião de Lavras. O bioma 

predominante é a Mata Atlântica e o Rio Grande compõe sua principal bacia hidrográfica. O 

crescimento, tanto populacional quanto econômico, está ligado à implantação da ferrovia na 

região (IBGE, 2019; RIBEIRÃO VERMELHO, 2019). 

 

Figura 4 - Mapa do município de Ribeirão Vermelho.

Fonte: Google Earth (2019). 
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4.2 Extração de DNA 
 

As extrações foram realizadas a partir de flebotomíneos coletados por Alvarenga (2019). 

As coletas foram realizadas em Ribeirão Vermelho utilizando armadilhas luminosas tipo HP, 

uma tecnologia adaptada da armadilha CDC (Centers for Disease Control – EUA – CDC, 2008). 

As coletas foram mensalmente realizadas, no período entre fevereiro de 2018 a maio de 2019, 

onde armadilhas eram instaladas e permaneciam ligadas nos locais de coleta por três dias 

consecutivos, das 18h às 6h do terceiro dia (ALVARENGA, 2019).  

O flebotomíneos também foram identificados por Alvarenga (2019), no qual os 

espécimes eram pertencentes à cinco espécies e um gênero: Lutzomyia longipalpis, (FRANÇA; 

PARROT, 1921), Migonemyia migonei, Expapillata firmatoi (BARRETO, MARTINS; 

PELLEGRINO, 1956), Evandromyia cortelezzii (BRÈTHES, 1923), Pintomyia fischeri e 

Brumptomyia spp. (ALVARENGA, 2019). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Imunologia e Genômica de 

Parasitos no Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

Um inseto por vez foi macerado em microtubos autoclavados de 1,5mL. Depois 

acrescentou-se 50µL de tampão de lise contendo NaCl (0,08 M), sacarose (0,18 M), EDTA 

(0,06), SDS a 0,5%, Tris-CL (0,1), pH 8,6. As amostras foram colocadas em banho maria a 65ºC 

durante 30 minutos e depois foram adicionados 7,1µL de acetato de potássio (8 M). As amostras 

foram agitadas em vórtex e incubadas por 30 minutos em geladeira a 4ºC. As mesmas foram 

centrifugadas por 10 minutos a 13.000g e o sobrenadante foi transferido para novos tubos que 

receberam 100µL de etanol a 95%.  

Em seguida, foi realizada outra centrifugação por 10 minutos a 13.000g. Após este passo, 

o sobrenadante foi descartado e o tubo foi colocado invertido contra um papel absorvente para 

secar. Em seguida, adicionaram-se 100µL de etanol 70% ao tubo já seco, passando pela 

centrífuga a 13.000g por 10 minutos. Por fim, foi descartado o sobrenadante e o tubo foi 

colocado novamente invertido em um papel absorvente para secar. Ao final, adicionaram-se 

30µL de água ultrapura estéril para a hidratação do DNA de cada amostra.  
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Após a extração, todas as amostras foram submetidas à espectrofotometria (A260/280) no 

aparelho NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer, a fim de se verificar a concentração e 

qualidade do DNA das amostras.  

4.3 PCR subgênero específico 
 

A presença de DNA de Leishmania foi detectada por PCR usando iniciadores subgênero 

específicos desenhados por Cardoso e colaboradores (2019), cujo alvo foi uma sequência de 135 

pares de bases (pb) do DNA de cinetoplasto (kDNA) do subgênero Leishmania e 70 pb do DNA 

de cinetoplasto do subgênero Viannia. O delineamento da PCR também foi definido de acordo 

com o protocolo utilizado no trabalho de Cardoso e colaboradores (2019). 

A reação utilizando iniciadores para o subgênero Leishmania foi preparada para um 

volume final de 20µL contendo de 20ng DNA das amostras testadas, além de 4µL da solução 

tampão GoTaq Green 5x, 2,0µL de dNTP a 2,0 mM, 1µL dos iniciadores kDNA Leish F/R (5’ 

CGTGGGGGAGGGGCGTTCT 3’) e (5’ CCGAAGCAGCCGCCCCTATT 3’) a 10µM, 0,25µL 

de Taq DNA Polimerase a 5U/µL e volume complementar de água ultrapura.  

A reação utilizando os iniciadores subgênero Viannia específicos seguiu os mesmos 

procedimentos. Porém, os iniciadores usados foram MP1L (5’ TACTCCCCGACATGCCTCTG 

3’) e MP3H (5’ GAACGGGGTTTCTGTATGC 3’) a 10µM. 

A amplificação foi processada no aparelho termociclador Applied Biosystems™ da 

seguinte forma: desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturação 

a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 56ºC para as amostras com iniciadores subgênero 

Leishmania específicos e a 60ºC para iniciadores subgênero Viannia específicos por 30 segundos 

e extensão a 72ºC por 30 segundos. A extensão final foi a 72ºC por 7 minutos. 

Foi empregado como controle negativo a extração de DNA de flebotomíneos machos e 

criados em laboratório. Além desse controle negativo com flebotomíneos, foram utilizados 

controles negativos sem DNA, apenas com os reagentes da PCR. E como controles positivos 

foram empregadas duas cepas de laboratório com L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) e L. 

braziliensis (MHOM/BR/75/M2904).  
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Ao final, as amostras foram submetidas à eletroforese em um gel de agarose a 3,0% que 

foi preparado utilizando 160 mL de tampão TAE 1X, 4,8g de agarose e 7,5µL de brometo de 

etídio. Um padrão de peso molecular Kasvi de 100 pb foi utilizado. Após a solidificação da 

solução, esta foi colocada em uma cuba com TAE, submetidas a 140V por cerda de 40 minutos. 

Posteriormente, o resultado foi revelado no foto documentador Gel Doc™ EZ Imager. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As fêmeas dos flebotomíneos coletadas por Alvarenga (2019), foram submetidas a reação 

em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction - PCR) dirigida ao ITS 1 (EL TAI et al., 

2000) utilizando-se iniciadores gênero específicos, na qual 21 amostras foram positivas. 

Posteriormente as mesmas amostras foram submetidas à técnica do polimorfismo de 

comprimento de fragmento (RFLP) (CASTRO, 2017), obtendo-se resultados negativos para esta 

técnica. Devido a este fato, foi realizado no presente trabalho a PCR utilizando iniciadores para 

subgêneros específicos. 

Com fins didáticos, foi adotado o termo infecção como sendo a presença de DNA de 

Leishmania no flebotomíneo, ou seja, uma evidência da presença do parasito no vetor.  

Em duas das 21 amostras não foi possível realizar a PCR devido a concentração 

extremamente baixa de DNA (TABELA 1).  

Tabela 1 - Concentração de DNA das amostras. 

Código da amostra Concentração de DNA (ng/µL) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 

23,5 
8,6 
8,7 

14,9 
7,0 
17,4 
6,9 
5,6 
6,9 
9,7 
8,3 
6,0 
5,6 
6,1 
5,3 
8,5 
8,6 
9,0 
6,7 
1,9 
2,1 

Fonte: Do autor (2019). 
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Através da análise molecular, foi detectada uma positividade de 100% (19/19) das 

amostras referentes ao subgênero Leishmania conforme demonstrado nas Figuras 5, 6 e 7. Esses 

resultados confirmam a positividade das amostras pela técnica de PCR com ITS1 para o gênero 

Leishmania. Porém, também foi identificada uma contaminação nas amostras com primers para 

o subgênero Viannia, invalidando os resultados neste caso (FIGURAS 5, 6 e 7). A contaminação 

pode ser observada conforme a aparição de bandas espúrias evidenciadas nos controles negativos 

da Figura 1, nas canaletas BV e NL. Além disso, as últimas bandas ressaltadas na região inferior 

do gel, cerca de 50 pb, são dímeros de primer. 

Os espécimes foram codificados de 1 a 19 antes da realização da PCR para a facilitar a 

compreensão durante a realização dos procedimentos. 

 

Figura 5 - Gel de agarose representando os produtos da PCR utilizando iniciadores para os 
subgêneros Leishmania e Viannia. 

 
Legenda: PM: marcador de peso molecular (100pb);  

BL e BV: Controles negativos sem DNA (primers subgêneros Leishmania e Viannia específicos 
respectivamente);  

NL e NV: Controles negativos com flebotomíneos machos (primers subgêneros Leishmania e Viannia 
específicos respectivamente);  

LiL: Controle positivo com L. (L). infantum* (primers subgênero Leishmania específicos);  
LiV: Controle negativo com DNA de L. (L). infantum (primers subgênero Viannia específicos);   

LbL: Controle negativo com DNA de L. (V). braziliensis* (primers subgênero Leishmania específicos); 
LbV: Controle positivo com DNA de L. (V). braziliensis (primers subgênero Viannia específicos).  
1L a 5V: amostras de flebotomíneos alternadas com primers para os subgêneros Leishmania (L) e 

Viannia (V). 
*Cepas utilizadas para controles positivos: L. (L). infantum (MHOM/BR/1974/PP75); L. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2904). 
Fonte: Do autor (2019). 
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Figura 6 - Gel de agarose representando os produtos da PCR utilizando iniciadores para os 
subgêneros Leishmania e Viannia. 

Legenda: PM: marcador de peso molecular (100 pb);  
6L - 14V amostras de flebotomíneos alternadas com primers para os subgêneros Leishmania (L) e 

Viannia (V). 
Fonte: Do autor (2019). 

 

Figura 7 - Gel de agarose representando os produtos da PCR utilizando iniciadores para os 
subgêneros Leishmania e Viannia 

 
Legenda: PM: marcador de peso molecular (100 pb); 

15L - 19V amostras de flebotomíneos alternadas com primers para os subgêneros Leishmania (L) e 
Viannia (V). 

Fonte: Do autor (2019). 
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A relação dos códigos das amostras com o gênero ou as espécies identificadas das 

amostras analisadas estão representadas conforme na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Amostras dos flebotomíneos com sua respectiva espécie ou gênero identificados. 

Código da amostra Gênero/Espécie 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 

Lutzomyia longipalpis 
Brumptomyia sp. 
Brumptomyia spp. 

Lutzomyia longipalpis 
Migonemyia migonei 
Sem identificação* 
Expapillata firmatoi 

Evandromyia cortelezzi 
Sem identificação* 
Sem identificação* 
Brumptomyia spp. 

Lutzomyia longipalpis 
Expapillata firmatoi 
Sem identificação* 
Pintomyia fischeri 

Migonemyia migonei 
Expapillata firmatoi 
Migonemyia migonei 
Lutzomyia longipalpis 
Lutzomyia longipalpis 
Migonemyia migonei 

Legenda: *não foi possível realizar a identificação da espécie/gênero. 
Fonte: Do autor (2019). 

 

Atualmente, cerca de 53 espécies de Leishmania já foram descritas. Destas, 31 espécies 

são conhecidas por parasitarem mamíferos e 20 são de importância médica (AKHOUNDI, 

2016). Essas espécies estão divididas em dois subgêneros: Leishmania e Viannia, classificados 

de acordo com o desenvolvimento do parasito no intestino do flebotomíneo (LAINSON; SHAW, 

1987). 

Há duas espécies do gênero Leishmania que se destacam por serem as mais prevalentes 

na região: Leishmania infantum e Leishmania amazonensis (BRASIL, 2017; LUKES, 2007). Os 

resultados válidos da PCR indicam que o DNA do subgênero Leishmania detectado nos 
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flebótomos analisados, com base no conhecimento epidemiológico e taxonômico, possivelmente 

pertencem a L. infantum ou L. amazonensis. 

Leishmania amazonensis é uma importante espécie do subgênero Leishmania que causa 

as quatro formas clínicas da leishmaniose tegumentar (LT): a leishmaniose cutânea localizada, a 

disseminada, a mucocutânea e a difusa (ANVERSA et al, 2018). Está distribuída no Brasil, 

principalmente em áreas florestais da Amazônia Legal (Amazonas, Pará, Rondônia, Tocantins e 

Maranhão) e também em outros estados como Bahia, Minas Gerais e Goiás e Paraná (BASANO; 

CAMARGO, 2004; BRASIL 2017). A espécie de flebotomíneo apontada como vetor de L. 

amazonensis é Bichromomyia flaviscutellata (MANGABEIRA, 1942) (SILVEIRA, et al 1991).  

Embora não tenha sido encontrada esta espécie de vetor na área de estudo, espécies como 

Migonemyia migonei e Lutzomyia longipalpis já foram encontradas infectadas por L. 

amazonensis nos estados do Ceará e Bahia (NOGUEIRA, et al 2017).  Cardoso e colaboradores 

(2019) também encontraram o mesmo parasito nos flebotomineos L. longipalpis em Minas 

Gerais. Um estudo realizado por Silva (2019) detectou 48 flebotomíneos positivos para o gênero 

Leishmania, nas espécies L. longipalpis, dois de Lutzomyia renei, um de Evandromyia cortelezzii 

e de Expapillata firmatoi, sendo a taxa de infecção de 0,37% para o gênero. A detecção positiva 

para o subgênero Leishmania em flebotomíneos M. migonei e L. longipalpis achada neste estudo 

pode sugerir uma possível infecção por L. amazonesis, o que pode estar corroborando com os 

trabalhos descritos.  Não há relatos na literatura de infecção por L. amazonensis em E. 

cortelezzii, E. firmatoi e P. fischeri, podendo ser este o primeiro relato da infecção destas 

espécies por L.(Leishmania). 

Apesar deste ser um parasito que acomete os seres humanos, estudos têm detectado a 

presença de L. amazonensis em cães com sintomatologia clínica de leishmaniose visceral canina 

(LVC) em diversos lugares, como exemplo duas cidades de Minas Gerais, Paracatu e 

Governador Valadares (SILVA, 2009; VALDIVIA, et al 2017; CARDOSO, et al 2019).  

Um outro estudo realizado por Paz e colaboradores (2018) também demonstrou que pode 

ocorrer a reatividade cruzada da infecção por L. braziliensis e L. amazonensis em cães sem 

manifestações clínicas de LVC que foram positivos no teste imunocromatográfico (DPP-Bio-

Manguinhos). Esses resultados demonstram uma das dificuldades em aplicar ações de controle 

para a leishmaniose visceral (LV). A identificação das espécies de Leishmania é importante para 
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evitar a eutanásia desnecessária de cães. Portanto, os programas de controle das leishmanioses 

não devem se basear apenas em testes sorológicos, pois eles não permitem a identificação das 

espécies (SANCHES et al, 2016).  

O cão possui grande importância na epidemiologia da LV por ser a principal fonte de 

infecção de vetores em áreas urbanas e periurbanas, mantendo o ciclo de vida dos parasitos 

(BANETH et al, 2008). Há estudos investigando a importância do cão na epidemiologia das 

espécies dermatrópicas de Leishmania, porém, nada foi comprovado (DANTAS-TORRES, 

2007).  

A outra espécie possível para o subgênero Leishmania no contexto deste trabalho é L. 

infantum que é responsável pela LVC e pela leishmaniose visceral humana (LVH) (LUZ, et al 

2019). Este parasito possui como vetor o flebotomíneo L. Longipalpis (LAINSON; RANGEL, 

2005) e na sua ausência, o Lutzomyia cruzi (SANTOS et al, 1998).  

Um estudo avaliou pela primeira vez a susceptibilidade de M. migonei a duas cepas de L. 

infantum e comparou o desenvolvimento dos parasitos nesta espécie com L. longipalpis. Os 

resultados não demonstraram diferenças significativas em relação ao desenvolvimento em ambas 

as espécies de flebotomíneos. Como conclusão, foi analisado que a antropofilia da espécie, 

somado à abundância em focos de LV e à infecção natural por L. infantum, compõe uma 

evidência importante de que M. migonei pode ser outro vetor do parasito no Brasil 

(GUIMARÃES, 2016). 

Rêgo (2013) averiguou a presença de DNA de Leishmania em flebotomíneos coletados 

em Porto Alegre. Foram analisadas 113 amostras de flebotomíneos, sendo que cinco delas eram 

P. fischeri e foram positivas na PCR para L. infantum. Este estudo registrou a primeira detecção 

molecular de L. infantum em P. fischeri e levantou a possibilidade de que esta espécie possa 

estar envolvida no ciclo de transmissão do parasito na área estudada (RÊGO, 2013). Outro 

trabalho também demonstrou a presença de L. infantum em flebotomíneos coletados 

identificados e submetidos à PCR no município de Pains localizado no estado de Minas Gerais. 

Das 20 espécies de insetos identificados, duas eram E. cortelezzi e E. firmatoi que estavam 

infectadas com o parasito (SILVA, 2019). 

De acordo com o presente estudo, as espécies M. migonei, E. cortelezzii, E. firmatoi e     

P. fischeri foram positivas para o subgênero Leishmania, havendo possibilidade das mesmas 
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estarem infectadas por L. infantum. Os flebotomíneos do gênero Brumptomyia sp. indentificados 

entre as amostras neste trabalho foram positivas na PCR para o subgênero Leishmania. Porém, 

na literatura não há relatos da infecção por Leishmania neste inseto no Brasil, sendo este o 

primeiro relato da presença de DNA do subgênero Leishmania em Brumptomyia sp. Isto reforça 

a necessidade de mais estudos sobre o perfil epidemiológico da infecção por Leishmania em 

flebotomíneos. Nas Américas já foi confirmada a presença de Leishmania sp. em flebotomíneos 

Brumptomyia leopoldoi em um estudo no Equador (QUIROGA, et al 2017). 

Visto que o subgênero Leishmania abrange as espécies L. infantum e L. amazonensis de 

importância médica no país, estes resultados são importantes, pois podem auxiliar a elucidar os 

possíveis ciclos de transmissão na área de estudo, como ocorreu em Lavras. Através de estudos 

anteriores foi registrado sorologia positiva de cães para LVC (BLANCO, 2019), a presença de L. 

longipalpis (BARCELOS et al, 2015), a infecção natural de L. longipalpis por Leishmania spp. 

(CASTRO et al, 2019) e registrado casos de LVH (NARCISO, et al 2018; SINAN, 2019).  

Alvarenga (2019) desenvolveu um estudo em Ribeirão Vermelho em que foram 

realizados testes DPP® em 348 animais, e destes 14 foram positivos também para o ensaio de 

imunoadsorção enzimática (ELISA). Dois destes cães positivos foram eutanasiados e 

posteriormente a infecção foi confirmada pelos métodos parasitológico e molecular. Alvarenga 

(2019) também identificou a presença de L. longipalpis no município. Desta forma, há a 

possibilidade de ocorrência de um ciclo de transmissão de LV neste município. Vale ressaltar 

que a distribuição das espécies de Leishmania está entre vários fatores relacionados à presença 

dos seus vetores e de seus hospedeiros.  

Para a detecção de Leishmania em flebotomíneos, os métodos moleculares têm sido 

muito utilizados. A PCR é uma ferramenta eficiente em estudos epidemiológicos na detecção de 

DNA do parasito em diversos hospedeiros como o homem, animais silvestres e domésticos, e 

flebotomíneos. Porém, esta técnica não detecta necessariamente a infecção ativa pelo 

protozoário, mas é mais utilizada como evidência da presença do parasito nos seus hospedeiros. 

Outro resultado analisado neste estudo foi a contaminação dos controles negativos 

referentes ao subgênero Viannia. Consequentemente, todas as outras amostras apresentaram a 

banda alvo (70 pb), exceto na amostra 101V.  Provavelmente, o que aconteceu neste caso foi 
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uma inibição de reação, visto que devido a contaminação esperava-se que aparecesse uma banda 

em todas as amostras e neste caso não apareceu nenhuma. 

A contaminação cruzada entre ácidos nucleicos exógenos presentes no ambiente de 

trabalho é uma das principais razões de invalidação da PCR. Por ser esta técnica muito sensível, 

a PCR é vulnerável à contaminação. As fontes deste problema podem ser os reagentes, 

instrumentos descartáveis, transferência de amostras, procedimentos de manuseio inadequado 

entre outros (ASLANZADEH, 2004). 

A inibição da PCR pode ser resultado de uma manipulação inadequada das amostras ou 

da presença de inibidores nos reagentes, nos tubos e nos jalecos. Outro motivo para a inibição 

pode ser a extração de DNA baseada na utilização de fenol que, apesar de fornecer alto 

rendimento, comumente resulta em amostras com graus variáveis de pureza.  Isto pode 

comprometer a qualidade do DNA caso resíduos de fenol permaneçam na amostra. O fenol pode 

inibir a ação da enzima Taq DNA polimerase impedindo o processo de amplificação do DNA 

(MCCORD; PIONZIO; THOMPSON 2014).  

Outra importante origem de contaminação é a não eliminação de amplicons que se 

acumulam no ambiente de trabalho. Quantidades mínimas de contaminantes podem levar a 

resultados falso-positivos e os produtos de amplificação podem contaminar reagentes de 

laboratório, equipamentos e até sistemas de ventilação. Esta é considerada a principal fonte de 

contaminação (ASLANZADEH, 2004).  

Outros fatores que prejudicam os resultados de PCR são: as condições inadequadas de 

armazenamento do DNA (STEPHEN, et al 2009), a realização de todas as etapas da reação no 

mesmo ambiente e várias pessoas manuseando as mesmas amostras. Geralmente, a fase de 

detecção dos produtos da amplificação é mais susceptível a contaminações. No entanto, é 

possível evitar essas fontes de contaminantes através da separação de ambientes, métodos 

químicos, físicos, entre outros (ASLANZADEH, 2004).  

Quanto a separação de ambientes, recomenda-se que a estrutura do laboratório deva ser 

dividida em áreas diferentes para a extração de DNA, preparação de master mix e amplificação/ 

revelação. Recomenda-se também que todas estas etapas sejam executadas em um fluxo 

unidirecional. Os métodos químicos envolvem as práticas gerais de limpeza, em que todas as 

superfícies devem ser rotineiramente descontaminadas para evitar contaminação cruzada. 
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Também é necessário que os instrumentos utilizados estejam limpos. O método de irradiação UV 

é um método físico fácil e prático que auxilia na eliminação de produtos de amplificação 

envolvidos na contaminação (ASLANZADEH, 2004).   

Outro problema potencial para a PCR é a inibição da reação. Para se certificar de que a 

inibição não aconteceu por perda do material genético, deve-se utilizar controles endógenos para 

a amplificação de genes constitutivos específicos, neste caso, de flebotomíneos. Isto permite a 

certificação adequada da extração de DNA e a identificação correta de resultados falsos-negativo 

(LINS et al, 2002).  

As bandas observadas ao final dos géis, são dímeros de primers. Eles geralmente 

possuem cerca de 30 a 50 pb e os primers utilizados no trabalho amplificam fragmentos de 70 ou 

135 pb, por isso, são facilmente distinguidos das bandas de interesse. Isso é comum de acontecer 

quando os primers estão em concentrações elevadas (RYCHLIK, 1995). Por tanto, para se evitar 

este acontecimento, é necessário analisar se as concentrações dos primers estão adequadas ou se 

deve realizar diluições. 

Conclusão, parasitos do subgênero Leishmania ocorrem em flebotomíneos de Ribeirão 

Vermelho. Os resultados deste trabalho demonstram a importância e a necessidade da 

investigação das espécies de Leishmania presentes na área de estudo, para se ter uma visão mais 

ampla sobre a situação epidemiológica da região. Apesar da presença do DNA de Leishmania em 

fêmeas de flebotomíneos não ser suficiente para garantir a competência vetorial das espécies 

analisadas, esta é uma condição que deve ser considerada e avaliada principalmente se os 

flebotomíneos forem antropofílicos.  

A correta identificação das espécies de flebotomíneos presentes em uma área, bem como 

as espécies de Leishmania que os infectam auxilia na compreensão da epidemiologia das 

leishmanioses e também no planejamento e adoção de medidas de prevenção e controle 

apropriadas do agravo. 
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PERSPECTIVAS 
 

O presente trabalho aponta para a necessidade de mais conhecimentos sobre os 

flebotomíneos e parasitos do gênero Leishmania presentes no município de Ribeirão Vermelho, 

Minas Gerais. Estudos em maior escala sobre as leishmanioses na área de estudo devem ser 

realizados para ser obter mais dados epidemiológicos sobre o agravo. Isto inclui mais inquéritos 

diagnósticos, coletas de flebotomíneos, identificação das espécies destes insetos e dos parasitos 

presentes. Além disso, as reações de PCR para o subgênero Viannia das amostras deste trabalho 

devem ser repetidas com maior rigor técnico, visando-se evitar contaminação das mesmas como 

aconteceu neste estudo. Assim, o resultado da infecção nos flebotomíneos por parasitos do 

gênero Viannia poderão ser analisados e complementarão os resultados encontrados. 

De maneira geral, este conjunto de estudos visa subsidiar as medidas de controle das 

leishmanioses em Ribeirão Vermelho. Visto que o conhecimento sobre o perfil epidemiológico 

de infecção de Leishmania em flebotomíneos pode auxiliar na implementação de ações de 

combate mais efetivas e direcionadas contra as leishmanioses que estão ocorrendo na região. 
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