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As leishmanioses estao entre as doencas mais negligenciadas do mundo. Estima-se que a cada ano ocorram 1,3
milhdes de novos casos e mais de 20 000 mortes. Pertencem a um grupo de doencas causadas por mais de 18
espécies de protozoarios do género Leishmania. O diagnostico por métodos moleculares como PCR tem se
mostrado bastante promissor. O PCR em tempo real tem sido muito utilizado. No entanto, poucos sao 0s
laboratorios que realizam esta metodologia, o que exige que as amostras coletadas em regides distantes sejam
transportadas para grande centros, dificultando o procedimento. Uma forma de facilitar esse processo seria
coletar as amostras de sangue diretamente em cartao filtro, que por serem impregnados com componentes
gquimicos podem reter a amostra facilitando o transporte. Além disso, possibilita a recuperacao do DNA para a

analise por PCR.
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Até o momento foi realizada a padronizacao da reacao de
PCR em tempo real com 100 amostras de plasma de
caninos com diagnostico de leishmaniose positivo e
negativo e com DNA extraidos com a técnica Kit Nucleid
Acid and Protein Purification. O PCR confirmou 35 amostras
das 50 consideradas positivas nos testes sorologicos. Sendo
gue das 50 negativas, 45 foram também negativas no PCR
e 5 foram positivas. Por enquanto 6 amostras com
resultados positivos foram armazenadas no cartao FTA para
a analise por PCR em tempo real. Destas 6 amostras foram
feitas as amplificacdes, por meio do termocilador StepOne
Real Time, que por sua vez gerou uma curva de dissociacao
(Melting curve), onde se mostrou resultados inespecificos,
gquando comparados ao controle positivo, necessitando de
adequacoes na padronizacao do metodo.

WHO.WORLD HEALTH ORGANIZATION. Leishmaniasis. Disponivel em:

O presente estudo tem como objetivo avaliar a eficacia
do método de extracao de DNA de plasma a partir de
cartao comercial para amplificacao por PCR

Extracao de DNA das amostras de plasma canino, foi
realizado através do método comercial para purificacao
de acidos nucleicos, Kit Nucleid Acid and Protein
Purification(Macherey-Nagel).

Extracao de DNA das amostras de plasmas canino
positivas fixadas fixadas no cartao FTA Classic, e a
extracao de DNA das amostras de plasma foi realizada
através do kit Whatman™FTA™Cards (Ge Healthcare
Life Sciences).

Amplificacao por PCR em tempo real teve como alvo
uma regiao de 120 pb de minicirculos do género
Leishmania. A amplificacao por PCR em tempo real foi
realizada em um termociclador StepOne Real Time PCR
Systems e os produtos amplificados foram detectados
por meio do marcador (fluoroforo) SYBR® Green.

O presente estudo busca contribuir para a melhora do
diagnostico de leishmaniose em caes buscando formas
gue facilitem a coleta de sangue de animais e também
facilite o transporte de DNA para l|aboratorios
especializados em técnicas moleculares.

<http://http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nImcatalog?term=Experimental%20parasitology%5BTitle%5DhtmI&gt>. Acesso em 29 Mai. 2016.
BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Manual de Vigilancia e controle da

leishmaniose visceral. Brasilia:MS, p.120, 2014.
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