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Roteiro Pratico

A leishmaniose é uma doenca causada por protozodrios parasitas do género Leishmania que
afetam cdes e podem ser transmitidos aos seres humanos (Yasur-Landau et al., 2017). O ciclo de
vida desses parasitas inicia-se no momento que um individuo infectado é picado por vetores
flebotomineos. No flebotomineo, o parasita sofre alteracées, assumindo uma forma potencialmente
infectante. Uma vez infectado, o mosquito pode transmitir o parasita através da picada, de modo
que o protozoario é liberado no sangue do mamifero através do repasto sanguineo (Sunter & Gull,
2017). Existem dois tipos principais de leishmaniose: a cutanea e a visceral, que se diferenciam pela
espécie de parasita, bem como pelo quadro clinico apresentado pelos animais. A forma cutanea é
causada por L. major e L. mexicana enquanto que a forma visceral por L. donovani e L. chagasi.

Nos ultimos trés anos, a cidade de Floriandpolis registrou alguns casos de leishmaniose
visceral em humanos. Segundo o Jornal Hora de Santa Catarina (15 de setembro de 2017): “Homem
de 34 anos recebeu tratamento no Hospital Nereu Ramos e obteve alta na ultima quarta-feira
(13/09/2017). Segundo o levantamento da Secretaria de Satide de Floriandpolis, a leishmaniose
visceral canina, que antes se concentrava na regido da Lagoa da Conceigdo, agora estd distribuida em
34 bairros da capital. Desde 2010, o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) investigou mais de 7.000
cdes, em especial nas regides onde jd foi confirmada a presenga de animais infectados. Em 2017, foram
testados 713 cdes e detectados 62 casos da doenga, seqgundo tltimo levantamento divulgado pelo CCZ.
A maioria localizada na Lagoa da Conceigdo, no Canto da Lagoa e na Costa da Lagoa, mas bairros
como Rio Tavares, Pantanal, Cérrego Grande e Itacorubi também estdo na lista”.

Atualmente, o diagnéstico realizado no CCZ é por meio de ensaios imunolégicos
(imunofluorescéncia indireta e ELISA), seguindo as recomendagdes do Manual de Vigilancia do
Ministério da Satude. Porém, a fim de confirmar os resultados obtidos, amostras de sangue de 3
(trés) animais foram enviadas ao seu laboratério para extracao de acidos nucleicos e realizacdo dos

seguintes testes:

PCR para o diagnostico molecular de parasitas do género Leishmania.

PCR para distin¢do da espécie de Leishmania: L. major x L. chagasi.

RT-PCR para a analise da expressdo do gene ACTB (-actina).

RT-PCR para analise da expressdo do gene NOS (6xido nitrico sintase).

PCR para identificacdo de um alelo especifico do gene DEF (defensina)
potencialmente envolvido na resisténcia a leishmaniose.
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PCR # Data:
Reagentes PCR convencional Volume (pL)
Reagente [ ] inicial []final 1 reacgao 5 reacgoes
Tampao 10 x 1 x
dNTP Mix 10 mM 0,4 mM
MgCl; 50 mM 2 mM
Iniciador Senso 10 uM 0,2 uM
Iniciador Antissenso 10 uM 0,2 uM
Taq DNA Polymerase 5U/uL 1U
Agua gsp 20 pL
Amostra 5 uL
Volume final por reagao = 25 uL
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