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RESUMO 

 

Aplicação do Exame sorológico (ELISA) e do PCR na detecção de Leishmania chagasi 

em doadores de sangue na cidade de Salvador. A leishmaniose é causada por protozoários 

do gênero Leishmania e constitui um problema grave de saúde pública na Bahia. A 

transmissão do protozoário pela transfusão de sangue já foi relatada e existe a possibilidade 

dos hemoderivados serem um potencial risco para a manutenção da doença. O presente 

trabalho teve como objetivo avaliar positividade sorológica contra Leishmania e a presença 

deste parasita no sangue periférico de doadores, na cidade de Salvador, BA. Para estipulando 

a soroprevalência de leishmaniose em doadores de sangue, foram coletadas amostras de 

sangue periférico de 700 indivíduos, no Hemocentro da Bahia (HEMOBA/SESAB), de 

janeiro a setembro de 2010. As amostras foram processadas para a obtenção de plasma e de 

DNA. A sorologia anti-Leishmania foi feita por ELISA, empregando antígeno solúvel de 

Leishmania chagasi (SLA). A presença de parasitas foi determinada por PCR qualitativo e 

por PCR quantitativo (qPCR). A população amostral foi composta por 74.5% de indivíduos 

masculinos, com média de idade de 34 anos. A partir de uma curva ROC, empregando soros 

de pacientes com leishmaniose visceral e soros de pacientes residentes em área não endêmica, 

o ponto de corte para o teste sorológico foi estabelecido em 0,0167 (DO em 405nm). A 

sorologia anti-Leishmania foi positiva em 5.4% (38/700) das amostras. Destes indivíduos, 

73% (28/38) apresentaram amplificação para uma região repetitiva do genoma de Leishmania, 

empregando-se o PCR qualitativo. Empregando o qPCR, foi possível determinar a presença 

de parasitas em 0.4% (3/700) amostras e, nestas, a quantificação foi inferior a 10 parasitas. 

Nossos resultados mostram a prevalência de sorologia anti-Leishmania é de 5.4%, em 

doadores do HEMOBA/SESAB, similar ao encontrado em outras área onde ocorre a 

leishmania. 

 

Palavras Chaves: Leishmania, banco de sangue, leishmaniose. 
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ABSTRACT  

 

Application of serological examination (ELISA) and PCR detection of Leishmania 

chagasi infection in blood donors in Salvador. Leishmaniasis is caused by protozoa of the 

genus Leishmania and is a serious public health problem in Bahia. The transmission of the 

parasite by blood transfusion has been reported and the possibility of blood products being a 

potential risk for disease transmission currently exists. This study aimed to evaluate 

seropositivity against Leishmania and the presence of parasites in peripheral blood from blood 

donors in Salvador, Bahia. To assess the prevalence of anti-Leishmania antibodies in blood 

donors, we collected peripheral blood samples from 700 individuals in the Blood Bank of 

Bahia (HEMOBA/SESAB), from January to September 2010. The samples were processed to 

obtain plasma and DNA. The anti-Leishmania serology was performed by ELISA employing 

Leishmania chagasi soluble antigen (SLA). The presence of parasites was determined by 

qualitative PCR and quantitative PCR (qPCR). The sample population comprised 74.5% of 

males with a mean age of 34 years. From a ROC curve, using sera from patients with visceral 

leishmaniasis and sera from patients residing in non-endemic areas, the cutoff for the 

serologic test was set at 0.0167 (OD at 405nm). The anti-Leishmania serology was positive in 

5.4% (38/700) samples. Of these, 73% (28/38) showed amplification of a repetitive region of 

the genome of Leishmania, using the qualitative PCR. Using the qPCR, we determined the 

presence of parasites in 0.4% (3 / 700) samples, and in these, the amount was less than 10 

parasites. Our results show the prevalence of anti-Leishmania serology is 5.4% in donors, 

similar to that found in other areas where Leishmania is. 

 

Keywords: Leishmania, Blood Supply, Leishmaniasis. 
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I. INTRODUÇÃO 

 
I.I. Leishmaniose 
 

 A leishmaniose é causada por protozoários unicelulares, do gênero Leishmania, 

pertencentes à ordem Kinetoplastida e à família Trypanosomatidae. O gênero Leishmania 

pode ser dividido em dois subgêneros: o subgênero Leishmania, que engloba o complexo 

Leishmania donovani e o complexo Leishmania mexicana, e o subgênero Viannia, que 

engloba apenas o complexo Leishmania braziliensis.  Estes protozoários são parasitos 

digenéticos (heteroxenos), encontrados nas formas: promastigotas, no trato digestivo dos 

hospedeiros invertebrados, e amastigotas, em células do sistema fagocítico mononuclear dos 

hospedeiros vertebrados (GRIMALDI & TESH, 1993). 

A leishmaniose constitui um crescente problema de saúde pública, não somente no 

Brasil, onde é considerada uma das endemias de interesse prioritário (COSTA, 2005). De 

fato, a leishmaniose afeta cerca de 12 a 15 milhões de indivíduos em todo o mundo, 

principalmente aqueles residentes em áreas tropicais e subtropicais do planeta (OMS, 2010): é 

endêmica em 88 países abrangendo a América do sul, a África, a Europa e a Ásia (Figura 1) e 

é considerada a segunda doença mais importante causada por protozoários (OMS, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mapa de Distribuição da leishmaniose visceral no mundo. Em marrom observa-

se a distribuição da leishmaniose visceral. Fonte: OMS, http://www.who.int/leishmaniasis, 

realizado em 7/12/2010. 

 

A leishmaniose apresenta um amplo espectro de formas clínicas, que variam desde 

uma infecção assintomática até a forma tegumentar (cutânea e/ou mucosa) ou visceral 
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(ROBERTS, 2005). As manifestações clínicas da leishmaniose dependem de interações 

complexas que abrangem o parasita e o hospedeiro, tais como: a espécie de Leishmania, sua 

capacidade infectiva e até o estado imunológico e nutricional do hospedeiro (PEARSON & 

SOUSA, 1996). A leishmaniose tegumentar apresenta duas manifestações clínicas clássicas: 

A leishmaniose cutânea localizada (LCL) e leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM). A LCL é 

caracterizada por lesões isoladas no local da picada do inseto vetor e pela formação de úlceras 

com fundo necrótico e bordas elevadas. Alguns casos evoluem para a cura espontânea, porém, 

a maioria dos casos requer tratamento com drogas leishmanicidas.  

A droga de primeira escolha recomendado pelo ministério da saúde é o antimônio tetra 

valente e a droga de segunda escolha é a anfotericina B, em ambas as drogas existe uma 

toxidade elevada e devem ser ministradas sobre observação medica (COSTA et al., 1990; 

MARSDEN et al., 1984). Os Pacientes com LCL apresentam reação positiva ao teste cutâneo 

com antígeno de Leishmania (Teste de Montenegro), indicando que há uma resposta imune 

celular contra o parasita (CASTES et al., 1983; SARAVIA et al., 1989). A leishmaniose 

cutâneo-mucosa se caracteriza por lesões mucosas agressivas, levando à destruição de tecido 

epitelial principalmente das narinas e da cavidade oral (OMS, 2010). 

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma mais grave 

da doença, apresentando índices altos de letalidade quando não tratada adequadamente 

(COSTA, 2005). O diagnóstico clínico é complexo, pois a doença no homem pode apresentar 

sinais e sintomas que são comuns a outras patologias presentes nas áreas onde incide a LV, 

como, por exemplo: doença de Chagas, malária, esquistossomose, febre tifóide e tuberculose. 

Os Pacientes com LV podem apresentar febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, 

leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso e 

caquexia. O diagnóstico rápido nos casos humanos é realizado rotineiramente com base em 

parâmetros clínicos e epidemiológicos. Entretanto, um diagnóstico definitivo requer a 

demonstração do parasita por métodos parasitológicos (GONTIJO; MELO, 2004). 

A forma assintomática da leishmaniose visceral é conhecida por não apresentar 

qualquer tipo de sinal clínico e só é reconhecida pelo exame sorológico positivo, sendo estes 

indivíduos portadores de uma carga parasitária baixa (8 parasitas por mL de sangue) (MARY 

et al., 2004; SELVAPANDIYAN et al., 2008). A forma assintomática no Brasil é descrita 

como uma forma que pode ser detectável por PCR, pela sorologia e comumente não evolui 

para doença (MORENO et al., 2006). Um estudo em Natal, realizado em crianças entre 0-5 

anos com suspeita de leishmaniose, classificou as formas clínicas da LV em: sintomática, 

oligossintomática, subclínica e assintomática. Esta última foi detectada em pelo menos 18% 
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dos indivíduos e só foi identificada por meio do ELISA positivo (GAMA et al., 2004). Em 

outra área endêmica localizada em Teresina, no Piauí, 71% da população foi classificada 

como assintomática pelo Teste de Montenegro (COSTA et al., 2002).  

 

I.II. Leishmaniose visceral no Brasil 

O Brasil está entre os cinco países com número maior de casos de LV, com destaque 

para as regiões norte, centro-oeste e nordeste (Figura 2). 

 
Figura 2. Mapa de distribuição da leishmaniose visceral no Brasil. Fonte: SINAN- 

COVEV/ CGDT/DEVEP/SVS/MS (Brasil, 2006). 

  

 A LV é encontrada em quatro das cinco regiões brasileiras, sendo a região nordeste a 

mais atingida, com aproximadamente 70% dos casos em 2006 (VIEIRA et al., 2007). Em 25 

anos de notificação (1980-2005), os casos de LV somaram 60.969 e os estados do nordeste 

apresentaram o maior número de casos, liderando com a Bahia (32,5 %) seguida pelo 

Maranhão (16,9%), Ceará (14,1%) e Piauí (14%). Nestes estados, o coeficiente de incidência 

da doença atingiu 20,4 casos /100.000 habitantes (VIEIRA et al., 2007). 

No ano de 2010, os casos de LV notificados somaram 1.630 no Brasil e os estados do 

nordeste apresentaram o maior número de casos (50%), liderando com o Ceará (274 casos) 

seguido pela Bahia (188 casos), Maranhão (137 casos) e Paraíba (64 casos) (Figura 3). 
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Figura 3. Número de casos de leishmaniose visceral no Brasil em 2010. Destacando-se a 

região do Nordeste (Ministério da Saúde, 2010) (acessado: dia 20/01/2011 

http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/index.php).  

 

 Nos últimos anos (2006-2009), tem-se constatado o crescimento no número de casos 

de leishmaniose, especialmente na região Nordeste, onde os determinantes sócio-econômicos 

favorecem a expansão da doença. Provavelmente, as estratégias de prevenção não têm sido 

suficientes para o controle desta endemia, uma vez que as diferentes formas clínicas da 

leishmaniose e as mudanças constantes dos seus padrões epidemiológicos dificultam as ações 

de controle (GAMA et al.,  2004). 

 

I.III. Diagnóstico da leishmaniose 

O diagnóstico por meio da demonstração do parasito pode ser feito em material de 

biópsia ou em punção aspirativa do baço, fígado, medula óssea ou linfonodo. O material é 

utilizado para a confecção de esfregaço ou impressão em lâminas, para o isolamento em meio 

de cultura ou para a inoculação em animais de laboratório (CARDO, 2006b; VIEIRA et al., 

2007). Estes métodos apresentam alta especificidade, mas a sensibilidade é muito variável, 

pois a distribuição dos parasitas não é homogênea no mesmo tecido (GONTIJO & MELO, 

2004). As punções esplênicas e de medula óssea são consideradas procedimentos invasivos e 

exigem ambientes apropriados para a coleta, não sendo procedimentos adequados para 

estudos epidemiológicos em larga escala. Os testes sorológicos apresentam limitações, podem 

permanecer positivos durante longo tempo após o tratamento e podem apresentar reações 

cruzadas com outras doenças (MORENO et al., 2006). No Brasil, os testes mais utilizados no 
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diagnóstico de LV humana e canina são o RIFI (reação de imunofluorescência indireta) e a 

ELISA (Ensaio imunoenzimático), sendo considerado, sobretudo este ultimo como o teste de 

escolha para inquéritos populacionais. Uma das principais limitações da técnica é a ocorrência 

de reações cruzadas com leishmaniose tegumentar, doença de Chagas, malária, 

esquistossomose e tuberculose pulmonar. Isto dificulta a interpretação dos dados 

epidemiológicos, pois no Brasil ocorre superposição da LV com a leishmaniose tegumentar e 

a doença de Chagas (GONTIJO & MELO, 2004; MORENO et al., 2006; VIEIRA et al., 

2007). 

A partir da década de 80, as técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para a 

detecção e identificação precisa dos parasitos do gênero Leishmania, sem necessidade de 

isolamento do parasita em cultura. Métodos de hibridização com sondas específicas e técnicas 

de amplificação de ácidos nucléicos, incluindo a PCR, para detecção de DNA, estão 

disponíveis para identificação do parasito. Diferentes tipos de amostras biológicas tais como 

aspirados esplênicos, de medula óssea, de linfonodos, sangue total, camada leucocitária, 

amostras de cultura e sangue coletado em papel-filtro podem ser utilizados como fonte de 

material para as reações (GONTIJO & MELO, 2004). Esta técnica tem sido descrita como um 

método sensível para a detecção do parasita, independente da imunocompetência ou da 

história clínica do paciente (SELVAPANDIYAN et al., 2008; TUPPERWAR et al., 2008). 

Apesar de ser um método sensível para a detecção de Leishmania, a PCR é mais usada em 

estudos epidemiológicos do que no diagnóstico de rotina (GONTIJO & MELO, 2004).  

 

I.IV. PCR 

Com o avanço do diagnóstico molecular e com a possibilidade de utilização de 

diversos tipos de tecidos tais como: biópsias de pele, aspirado de medula óssea, aspirados de 

linfonodo e sangue periférico, a PCR se tornou um método de escolha na identificação 

molecular do parasita e no diagnóstico da LV nos laboratórios de pesquisa (GONTIJO & 

MELO, 2004). A sua sensibilidade pode variar a depender do alvo utilizado como, por 

exemplo, G6PDH (CASTILHO et al., 2003), DNA Polimerase (BRETAGNE et al., 2001), 

cisteína proteinase (QUISPE-TINTAYA et al., 2005) ou genes de cópias múltiplas como 

GP63 (YAO et al., 2003), SSU-rRNA (WORTMANN et al., 2001) e kDNA (MARY et al., 

2006; OLIVEIRA et al., 2005; MARY et al., 2004). Em ambas as abordagens ocorre a 

amplificação do material genético da Leishmania, determinando assim a sua presença. Para o 

diagnóstico da LV, a PCR convencional do aspirado da medula óssea e do linfonodo, 

utilizando o kDNA (gene de cópias múltiplas),  tem demonstrado uma sensibilidade elevada, 
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por volta de 90% a 100%. No entanto, a utilização de sangue periférico como material inicial 

diminui esta sensibilidade para 70%-90% (SCHALLIG & OSKAM, 2002). 

Com os avanços das técnicas de PCR atualmente é possível acompanhar a 

amplificação do material genético em tempo real, através do aumento do sinal de 

fluorescência gerado quando o DNA é sintetizado (HIGUCHI et al., 1992). Este método de 

detecção possibilita a quantificação do número de moléculas de DNA, a partir de uma 

concentração de DNA inicial conhecido. A PCR em tempo real ou PCR quantitativo é uma 

técnica de PCR mais sensível do que o PCR convencional, pois reconhece a variação de 

fluorescência de uma determinada amostra. Esta técnica é comumente utilizada na 

quantificação de DNA e na análise da expressão gênica. Diversos autores publicaram 

protocolos para a aplicação do PCR em tempo real na quantificação de Leishmania 

(CASTILHO et al., 2003; MARYet al., 2004; SCHULZ et al., 2003), tanto para o 

acompanhamento da doença como para avaliar a eficácia do tratamento (TUPPERWAR et al., 

2008). A dificuldade atual é a possibilidade de contaminação e a quantificação de poucos 

parasitas. No entanto, é um excelente método para condições experimentais e o 

acompanhamento da fase crônica da doença (MARY et al., 2004). Deve-se levar em 

consideração também a escolha do gene alvo, o qual pode ser de cópia única ou um gene de 

cópias múltiplas, como colocado acima. 

 

I.V. Ciclo de vida da Leishmania, transmissão natural e transmissão não natural  

 A transmissão do parasita é classicamente descrita quando a Leishmania é inoculada 

(forma promastigota metacíclica) pelas fêmeas dos insetos vetores, durante o repasto 

sangüíneo (Figura 4). Uma vez inoculadas na derme, as promastigotas metacíclicas se 

transformam em amastigotas e estas, por sua vez, infectam macrófagos. Já no interior dos 

macrófagos o parasito torna-se capaz de desenvolver-se e multiplicar-se, por divisão binária. 

Após sucessivas multiplicações, o macrófago rompe-se e as amastigotas liberadas são 

fagocitadas por outras células hospedeiras, propagando a infecção no hospedeiro vertebrado. 
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Figura 4. Ciclo biológico da Leishmania (REITHINGER et al., 2007). 

 

 Porém, atualmente já são conhecidos outros métodos de transmissão como, por 

exemplo: o compartilhamento de seringas entre os usuários de drogas (CRUZ et al., 2002), 

pela transfusão de sangue e de hemoderivados (CARDO, 2006a; RIERA et al., 2008) e em 

transplante de órgãos (BASSET et al., 2005; COHEN et al., 1991; CUMMINS et al., 1995; 

MPAKA et al., 2009). A circulação do parasito em sangue periférico já foi documentada em 

indivíduos assintomáticos (GUEVARA et al., 1993) e a transmissão da LV a partir da 

transfusão de sangue contaminado tem sido relatada em países com prevalência elevada da 

infecção (DEY & SINGH, 2006; SINGH et al., 1996).  

 Observou-se em uma área endêmica da França, 13% pessoas apresentam sorologia 

positiva para Leishmania e quatro destas apresentaram PCR positivo (LE FICHOUX et al., 

1999). Na Espanha, observou-se soroprevalência de 3.1% em doadores de sangue 

assintomáticos, por Western blot com o SLA de L infantum (RIERA et al., 2008). Em 

trabalhos realizados aqui no Brasil, observou-se que, no Rio Grande do Norte, 9% da 

população doadora de sangue apresentam anticorpo anti-Leishmania, detectado pelo FML-

ELISA (LUZ et al., 1997; OTERO et al., 2000), que consiste em um ELISA utilizando a 

fucose manose ligante, e 22% dos pacientes que fazem hemodiálise também apresentaram 

anticorpos anti-Leishmania na cidade de Natal, detectados pelo RIFI (SOUZA et al., 2009).  

Os parasitas que se encontram no sangue, no interior de monócitos infectados, ou como 

amastigotas liberados de macrófagos infectados podem causar uma infecção silenciosa e pode 

ser transmitidos entre os doadores de sangue (DEY & SINGH, 2006; RIERA et al., 2008).  
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II. JUSTIFICATIVA 

 

Já foi demonstrado que a PCR é capaz de detectar a presença do DNA de Leishmania 

em indivíduos assintomáticos, residentes em uma área endêmica, positivos para o teste de 

Montenegro (DE OLIVEIRA CAMERA et al., 2006; SCARLATA et al., 2008a; 

SCARLATA et al., 2008b; SOUZA et al., 2009). No presente momento, não é feita a triagem 

sorológica em doadores de sangue no Brasil e o anticorpo anti-Leishmania possui circulação 

desconhecida no nosso meio. Sua ocorrência apresenta um aumento nos centros urbanos 

(SOUZA et al., 2009) e sabe-se que as condições de armazenamento dos hemoderivados 

permitem a sobrevivência e manutenção da infectividade da Leishmania (Estudos 

experimentais demonstraram que a Leishmania consegue resistir no interior de macrófagos 

por até 30 dias, em sangue conservado a 4ºC (DEY & SINGH, 2006; GROGL et al., 1993; 

SINGH et al., 1996)). Assim, existe a possibilidade dos hemoderivados serem um potencial 

risco para a transmissão da Leishmania (SHULMAN, 1994). 
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III. OBJETIVOS 

 
III.I. Geral: 

 

Avaliar a prevalência de leishmaniose em doadores de sangue assintomáticos na cidade de 
Salvador. 
 

III.II. Específicos: 

 

1. Validar um teste sorológico para detecção do anticorpo anti-Leishmania; 

2. Determinar a presença de sorologia anti-Leishmania em doadores de sangue; 

3. Avaliar a presença de DNA do parasita em doadores de sangue. 
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IV. DESENHO EXPERIMENTAL 

IV.I Desenho experimental 1. 

Padronização ELISA e PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
IV.II Desenho experimental 2. 

Coleta de amostras e experimentos 
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V. MATERIAL E MÉTODOS 

 

V.I. DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Trata-se de um estudo observacional, transversal e descritivo.  

 

V.II. CASUISTICA 

A casuística foi composta por doadores voluntários de sangue, adultos, recebidos na 

HEMOBA/SESAB. Estimando-se prevalência de 13% (OTERO et al. 2000), com um 

intervalo de confiança de 99%, o tamanho amostral foi calculado em pelo menos 664 

doadores, levando-se em conta a população doadora de sangue no estado da Bahia, a qual 

equivale a 1% da população do estado. Como critérios de inclusão no estudo foram 

considerados a aptidão para a doação voluntária de sangue e a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice 1). Como critérios de exclusão foram 

considerados a não aplicação às exigências acima e/ou a não assinatura do TCLE. O trabalho 

foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentação da Bioética no Brasil, Resolução 196/96 

de 10 de Outubro de 1996 e resoluções complementares do Conselho Nacional de Saúde, o 

qual determina as diretrizes a serem adotadas nas pesquisas que envolvem seres humanos. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz 

– FIOCRUZ/BA (Parecer N° 215/2010; Protocolo: 322; Título: Pesquisa de prevalência de 

leishmaniose em doadores de sangue assintomáticos na cidade de Salvador (Apêndice 2), sob 

responsabilidade da Dra Camila Indiani de Oliveira 

 

V.III. COLETA E FRACIONAMENTO DAS AMOSTRAS 

Foram coletadas alíquotas de 5ml de sangue periférico, em tubos do tipo vacutainer 

com anticoagulante EDTA. A coleta de sangue no HEMOBA/SESAB é feita por punsão 

venosa em bolsas de doação de sangue com anticoagulante CPD (citrato, fosfato e dextrose) 

ou CPD-SAG-M (salina, adenina, glicose e manitol), estas bolsas possuem capacidade para 

450 mL de sangue com variação de mais ou menos 45 mL. As amostras coletadas neste 

trabalho foram provenientes das bolsas de triagem, anexadas às bolsas de coleta, de onde são 

retiradas amostras para os exames sorológicos de rotina, realizados pelo HEMOBA/SESAB. 

A coleta das amostras ocorreram no período de 12/01/2010 a 30/07/2010m cerca de 12 

amostras foram coletados por dia, totalizando 700 amostras. As amostras foram encaminhadas 

ao Laboratório de Imunoparasitologia (LIP) do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz 

(CPqGM/FIOCRUZ), onde foram separadas em dois tubos do tipo eppendorf de 1.5 mL: um 
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tubo contendo 200µl de sangue foi utilizado para a extração de DNA e o segundo tubo 

contendo 1.5mL de sangue foi utilizado para a obtenção do plasma. O plasma foi obtido por 

centrifugação a 405 x g por 10 minutos e as amostras foram armazenadas em banco de 

material biológico, a -20°C, sob responsabilidade da Dra. Camila Indiani de Oliveira. As 

amostras foram mantidas de acordo com os critérios na resolução CNS 347/2005, etiquetadas 

com código numérico, garantindo o sigilo e a confidencialidade dos doadores. 

 

V.IV. EXTRAÇÃO DE DNA 

Para a extração de DNA, utilizou-se o Kit Illustra blood genomicPrep Mini Spin Kit 
TM (GE Healthcare - EUA), seguindo o protocolo do fabricante. O DNA foi eluído em 100µL 

de água estéril livre de contaminantes e ácidos nucléicos, logo em seguida quantificamos as 

amostras em espectrofotômetro (NANODROP, ND-2000) (Thermocientific). A pureza do 

DNA foi avaliada por meio da razão do comprimento de onda de 260/230nm e 260/280nm, 

considerando-se adequada a amostra cuja razão foi maior ou igual a 1.7. As amostras de DNA 

foram armazenadas em banco de material biológico, a -20°C, sob responsabilidade da Dra 

Camila Indiani de Oliveira. As amostras estão mantidas de acordo com os critérios da 

resolução CNS 347/2005, etiquetadas com código numérico, garantindo o sigilo e a 

confidencialidade dos doadores. 

  

V.V. CULTIVO DE LEISHMANIA, OBTENÇÃO DO SLA E DO ANTIGENO BRUTO 

DE T.cruzi. 

As cepas de Leishmania utilizadas foram Leishmania chagasi 

(MHOM/BR/00/BA262) e Leishmania amazonensis (MHOM/BR/1985/BA32). Os parasitas 

foram cultivados a 26°C, em meio Schneider, suplementado com 10% de soro bovino fetal e 

1% de penicilina e estreptomicina. Para a obtenção do antígeno solúvel de Leishmania (SLA), 

a cultura de parasitas, em fase estacionária, foi centrifugada para a obtenção de um 

precipitado (equivalente a 15mL em um tubo de 50mL). O SLA foi então gerado por meio do 

congelamento em nitrogênio líquido seguido de descongelamento do precipitado de parasitas, 

conforme descrito anteriormente (IBORRA et al., 2005). A amostra resultante foi 

ressuspendida em PBS 1x e centrifugada a 405 x g, por 15 minutos. A porção solúvel foi 

separada e quantificada, utilizando-se o kit Quick Start TM Bradford Protein Assay (BIO-

RAD), seguindo o protocolo do fabricante. O antígeno bruto de T. cruzi foi gentilmente 

cedido pela Dra Aldina Barral (FIOCRUZ-BA). 
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V.VI. ELISA 

Para quantificação dos anticorpos específicos para Leishmania foi adotado o protocolo 

de ELISA descrito por CUBA CUBA e colaboradores (1980) e repetido por BOAVENTURA 

e colaboradores (2006). Brevemente, placas de 96 poços (Linbro/Titertek) foram 

sensibilizadas com 10 µg/mL de antígeno (SLA de L. chagasi, SLA de L. amazonensis e ou 

antígeno bruto de T. cruzi) e incubadas por 12h a 4°C. As placas foram então lavadas quatro 

vezes com PBS/Tween 0.05% (250 µl por poço) e bloqueadas com PBS/Tween 0.05% + 1% 

Soro Bovino Fetal. Em seguida, as placas foram lavadas novamente e foram adicionadas 

100µl das amostras de plasma diluídas 1:100 em PBS/Tween 0.05% + 0.25% BSA. Todas as 

amostras foram testadas em duplicata. As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 

1 hora e em seguida lavadas. Foi adicionado o anti-IgG humano (Sigma), diluído em 

PBS/Tween 0.05% + 0.25% soro bovino fetal. As placas foram novamente incubadas a 

temperatura ambiente por 1 hora. Após nova lavagem, foi adicionado o substrato p-NN (p-

Nitrofenilfostato, Sigma: 1mg/mL) diluído em tampão carbonato-bicarbonato (CaHCO3-

Ca(HCO3)2). A revelação foi feita por 30 minutos e foi parada com NaOH 3M. A densidade 

óptica foi avaliada no comprimento de onda de 405 nm, utilizando-se o software Softmax® 

Pro (Version 5; Molecular Devices) e o aparelho Spectramax 190. As amostras previamente 

caracterizadas como verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, para determinar a 

sensibilidade e especificidade através da curva ROC, foram gentilmente cedidas pela Dra. 

Aldina Barral. 

 

V.VII. PCR EM TEMPO REAL 

Para a reação de PCR em tempo real foram utilizados iniciadores baseados no gene 

G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase) (Código do Genebank: DQ212794.1), de cópia única 

(CASTILHO et al., 2003). Os iniciadores (G6PD Fwd – 5’-CCCGAGGGCAGCACTTG-3’ e 

G6PD Rev 3’-CCACCGGTCGTTGTTGATG-5’) foram  desenhados empregando-se o 

programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, EUA), seguindo as recomendações do 

programa para quantidade de C+G, tamanho do amplicon e tamanho dos oligonucleotídeos. 

Os iniciadores foram submetidos à análise de BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

e as seqüencias apresentaram 100% de identidade com  L. chagasi. As reações de PCR 

seguiram o seguinte protocolo: 12.5 µl de SYBR Green (Invitrogen), 0.5µM de cada iniciador 

e 10µL de cada amostra (concentração de 50 ng de DNA). Para a quantificação dos parasitas, 

empregamos uma curva padrão variando de 106 até 100 parasitas. As amostras foram testadas 

em duplicata, em paralelo à curva padrão para quantificação. As corridas foram feitas em um 
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equipamento ABI 7500, utilizando o software SDS 2.0 (Applied Biosystems - EUA) e a 

termociclagem padrão do sistema ABI 7500: com uma desnaturação a 95ºC por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto, onde é feita a captação da 

fluorescência. 

 

V.VIII. CURVA PADRÃO 

A curva padrão para a quantificação dos parasitas foi construída por meio do número 

de parasitas presentes em uma determinada concentração de DNA submetidas a diluída 

seriada a partir de um estoque de DNA extraído de uma solução estoque. O volume de 1µL, a 

concentração de 10.9ng de DNA corresponde ao ponto de 105 parasitas, 10 µL desta mesma 

concentração equivale ao ponto de 106 parasitas (109.0ng de DNA). Os demais pontos da 

curva foram por diluição seriada do ponto de 106 parasitas até o ponto de 100 parasitas, com a 

utilização de 10µL para de cada ponto da curva na placa. 

  Para avaliar a influência do DNA humano na quantificação dos parasitas, extraímos 

DNA de L. chagasi, sob diferentes condições: adicionando parasitas ao sangue humano 

realizando a extração (spiking) ou extraindo o DNA dos parasitas e realizando as reações 

acrescidas de DNA humano. 

 

V.IX. PCR CONVENCIONAL 

Para a reação de PCR convencional, utilizou-se iniciadores baseados na seqüência 

conservada do minicírculo de DNA do cinetoplasto (kDNA) que está presente cerca de 10.000 

vezes por parasita, como descrito por Oliveira e colaboradores ( 2005): 150 (5´-

GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA-3´) e 152 (5´-

(G/C)(G/C)(G/C)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC-3´). Estes iniciadores também 

foram submetidos ao BLAST e o amplicon gerado é específico para detecção do DNA de 

Leishmania. A amplificação com esses iniciadores gera o produto de PCR com 120 pares de 

bases(b.p.). As condições de termociclagem compreenderam uma etapa de desnaturação a 

94ºC por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos e 

extensão a 72ºC por 45 segundos, depois da ciclagem foi realizado a extensão final a 72ºC por 

10 minutos. As reações foram feitas empregando-se PCR supermix (Invitrogen - EUA), DNA 

equivalente a 50ng e 0.2uM de cada iniciador em um volume final de 20 µL. O produto de 

amplificação foi analisado em gel de poliacrilamida a 12%, corado com nitrato de prata.  
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V.X. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todas as distribuições foram analisadas quanto a sua normalidade pelo Programa 

Bioestat 5.0 (Manuel Ayres, 2007, Brasil) levando em conta sua curtose, média, mediana e 

histograma. Para a obtenção das curvas ROC utilizamos o software Graphpad Prism versão 

5.0 (GraphPad Prism Inc., San Diego, CA) para estipular o ponto de corte e os valores de 

especificidade e sensibilidade. O teste de hipótese não paramétrico de Mann-Whitney foi 

utilizado para a comparação entre as freqüências dos soropositivos que apresentaram a reação 

de PCR positiva e PCR negativa. O valor de p foi considerado significante quando menor ou 

igual a 0,05.  
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VI. RESULTADOS 
 

VI.I. Caracterização da população estudada 

Inicialmente caracterizamos a população amostral dos 700 doadores que participaram 

do projeto separando-os em intervalos de freqüências, recomendado pelo Bioestats®, cuja 

predominância foi do sexo masculino (74.5%) e a idade média de 34 anos, cujo intervalo de 

freqüência compreendeu jovens entre 19-43 anos (Tabela 1). O “n” total da amostragem foi 

de 695 devido à perda de alguns dados no termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

Tabela 1. Dados demográficos dos doadores de sangue da Fundação HEMOBA/SESAB, no 

período de 12/01/2010 a 31/07/2010, HEMOBA/SESAB/Salvador/BA. 

  

Sexo   
 n (700) Porcentagem (%) 

Masculino 521 74,5% 
Feminino 179 25,5% 

   
Idade   

 Média IC (95%) 
 34 (34 – 35) 
   

Freqüências das Idades   
 n Porcentagem 

19 |— 23 96 13,9 % 
23 |— 28 122 17,7% 
28 |— 33 111 16,5% 
33 |— 38 113 16,3% 
38 |— 43 93 13,4% 
43 |— 47 66 9,4% 
47 |— 52 52 7,4% 
52 |— 57 28 3,8% 
57 |— 62 12 1,4% 
62 |— 67 3 0,1% 

Total 695 100,0% 
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VI.II. Padronização do ELISA 

O primeiro passo realizado para se avaliar a soropositividade para Leishmania, nos 

doadores de sangue, foi à padronização do ELISA. Para tanto, utilizaram-se 20 soros de 

pacientes com leishmaniose visceral, armazenados na soroteca do Laboratório de 

Imunoparasitologia (Fiocruz/BA), proveniente de outros trabalhos realizados no laboratório. 

Estes soros foram previamente caracterizados como alto e baixo respondedores por 

apresentarem ELISA positivo com D.O. alta (CTR+ alto; D.O. > 0.330) ou D.O. baixa (CTR+ 

baixo; D.O. < 0.260), para se estipular a quantidade correta do segundo anticorpo. Em 

paralelo, foram testados soros sabidamente negativos, isto é, residentes de área não endêmica, 

como controles negativos.  

O primeiro teste para se estabelecer o ensaio de ELISA foi determinar a concentração 

do anticorpo de detecção. Para isso utilizamos diferentes concentrações do mesmo, como 

mostrado na Figura 5. A melhor diluição do segundo anticorpo foi de 1:2500, a qual nos 

permitiu distinguir os controles positivos alto e baixo e a qual não apresentou reação com 

soros controles negativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Teste do SLA de Leishmania chagasi e padronização da concentração do 

anticorpo de detecção. Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 10 µg/ml de SLA e 

incubadas com os soros controle diluídos 1:100 e, em seguida, com concentrações diferentes 

do anticorpo de detecção (1:5000, 1:2500, 1:2000 e 1:1000). Os resultados estão 

representados pela mediana e intervalo interquartil, com tamanho amostral de n=20. 
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VI.III. Estabelecimento do ponto de corte empregando a curva ROC 

Para se estabelecer a D.O. que diferencia os resultados positivos e os negativos, 

determinamos o ponte de corte da reação: para isso utilizamos o cálculo da média da D.O. 

Dos controles negativos acrescido de 3 desvios padrões, sendo este valor o ponto de corte. Ao 

total foram utilizados 20 soros negativos e o ponto de corte estipulado foi uma D.O. de 

0.0217. No entanto, a fim de determinarmos a sensibilidade e a especificidade do teste de 

ELISA, empregamos a análise da curva ROC. Esta curva permite selecionar o ponto de corte 

de acordo com a especificidade e a sensibilidade, diminuindo a possibilidade dos resultados 

falso-positivos (amostras negativas detectáveis como positivas no teste) e falso negativo 

(amostras positivas detectáveis como negativas no teste).  

Para isso, foi realizado um novo ensaio de ELISA com 20 soros provenientes de 

pacientes com leishmaniose visceral e 20 soros identificados como verdadeiros negativos, 

provenientes de voluntários de uma área não endêmica. As D.Os. resultantes foram utilizadas 

para construir a curva ROC. Observamos que a melhor especificidade encontrada foi de 90% 

junto com uma sensibilidade de 95%, e o ponto de corte foi de 0.01685 (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estabelecimento do ponto de pela da curva ROC, utilizando o SLA de 

Leishmania chagasi. Foram utilizados 20 soros verdadeiramente positivos e 20 soros 

verdadeiramente negativos, totalizando 40 soros, testados em duplicata. As D.Os. obtidas por 

meio do ELISA foram utilizadas para a construção da curva ROC que apresentou  área sob a 

curva de 0.99 e (p<0.0001. 
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VI.IV. Comparação entre o SLA de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis 

Em paralelo realizamos ensaios de ELISA com SLA obtido de L. amazonensis (agente 

etiológico da leishmaniose tegumentar). Estudos demonstram a existência de diferenças na 

reação do ELISA, em termos de detecção de anticorpos, conforme a cepa de Leishmania 

utilizada na preparação do SLA (GOMES-SILVA et al., 2008). Assim, o ensaio realizado 

com o SLA da espécie de Leishmania causadora da doença (L. chagasi - LV) pode gerar 

resultados mais específicos e sensíveis. A partir das D.Os. obtidas com o SLA de L. 

amazonensis também construímos uma curva ROC. O SLA de L. amazonensis apresentou 

uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 80% (Figura 7), o que permitiu 

identificar as amostras positivas, porém apresentando menor exatidão quanto às amostras 

negativas, quando comparado ao SLA de L. chagasi (Figura 6).  

De fato, a sobreposição dos dois resultados (Figura 8) demonstra que a utilização do 

SLA proveniente de L. chagasi fornece resultados mais sensíveis e específicos quando 

comparado  ao SLA de L. amazonensis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estabelecimento do ponto de corte pela curva ROC, utilizando o SLA de 

Leishmania amazonensis. Foram utilizados 20 soros verdadeiramente positivos e 20 soros 

verdadeiramente negativos, totalizando 40 soros, testados em duplicata. As D.Os. obtidas por 

meio do ELISA foram utilizadas para a construção da curva ROC que apresentou a área sob a 

curva de  0.97 e p<0.0001. 
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Figura 8. Sobreposição da curva ROC obtida com o SLA de L. chagasi e com o SLA de 

L. amazonensis. (A) As curvas foram geradas empregando o SLA derivado de cada espécie 

em ensaios de ELISA, realizados com 20 soros verdadeiramente positivo e 20 soros 

verdadeiramente negativos. A área preenchida representa o incremento na área sob a curva 

dos resultados obtidos com SLA de L. chagasi. As amostras foram testadas em duplicata. (B) 

Informação detalhada obtida com cada curva ROC.  

  

Com o estabelecimento do ponto de corte, iniciamos a avaliação sorologia das 700 

amostras dos doadores de sangue, empregando o SLA de L. chagasi. Como resultado (Figura 

9), detectamos 38 indivíduos soropositivos, o que equivaleu a 5,4% de soro positividade na 

amostra. 

 Área sob a 

curva 

Valor de P Ponto de corte Sensibilidade 

(95% IC) 

Especificidade 

(95% IC) 

SLA L.a 0.97 0.0001 0.1100 100% 80% 

SLA L.c 0.99 0.0001 0.0168 95% 90% 
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Figura 9. Detecção de anticorpos anti_Leishmania em doadores de sangue de Salvador. 

As amostras (n=700) foram obtidas no HEMBOA e foram testadas para reatividade contra 

SLA de L. chagasi. Como controle, foram utilizados soros positivos com baixa reatividade ao 

SLA (CTR+ baixo) e com alta positividade ao SLA (CTR+ alto). Os controles negativos 

consistiram de amostras de voluntários de uma área não endêmica. Todas as amostras foram 

testadas em duplicata e o ponto de corte (cut-off) equivale a 0.01685. 

 

VI.V. Distribuição dos soros positivos para leishmaniose 

Por meio dos dados obtidos no TCLE, localizamos a residência dos indivíduos 

soropositivos. Como mostrado na Figura 10, há uma grande dispersão dos doadores por 

diferentes bairros de Salvador e também por diferentes municípios do estado sem se 

concentrar em um único local. 
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Figura 10. Mapa com a localização dos doadores soro positivo para Leishmania. A. 

Mapa com menor aumento mostrando todos os doadores, inclusive os não residentes na região 

metropolitana de Salvador. B. Mapa que permite a visualização dos soropositivos da cidade 

de Salvador. Estrelas representam o local de residência dos doadores 

 

VI.VI. Soro positividade anti-Leishmania e reatividade cruzada com doença de Chagas 

 

Como descrito na literatura, existe a possibilidade do SLA de Leishmania apresentar 

reação cruzada com antígenos de outros patógenos (OLIVEIRA et al., 2008; VEXENAT et 

al., 1996). Para investigar esta possibilidade, obtivemos os resultados da sorologia do 

HEMOBA/SESAB de todos os doadores aqui avaliados. Como mostrado na Figura 11, 

verificamos que 3 doadores (0.44%) da população estudada é reagente para HIV, 11 doadores 

(1.62%) sãoreagentes para sífilis, 2 doadores (0.29%) apresentaram reação reagente para 

hepatite C, 16 doadores (2.36%) reagiram para hepatite B e 1 doador (0.14%) é reagente para 

doença de Chagas.  
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Figura 11. Sorologia do HEMOBA/SESAB. Resultado dos exames sorológicos de todos os 

doadores incluídos no trabalho, coletados durante o período de 12/01/2010 a 31/07/2010, n= 

700.  

 

Cruzando os dados da sorologia da HEMOBA/SESAB com a sorologia para 

Leishmania, dois doadores apresentaram positividade para doença de Chagas ou sífilis 

(Tabela 2). 
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 Tabela 2. Comparação dos resultados da sorologia dos 38 doadores soros positivos para 

Leishmania com a sorologia para outros patógenos, realizada na HEMOBA/SESAB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-, resultado negativo na sorologia proveniente da HEMOBA/SESAB. 

 

Número do 
Doador Data Sexo ELISA 

Anti-LSH 
Exame sorológico 

(HEMOBA/SESAB) 
14 1/12/2010 M P - 
29 13/1/2010 M P - 
32 15/1/2010 M P - 
33 15/1/2010 M P - 
49 19/1/2010 M P - 
65 25/1/2010 M P - 
74 25/1/2010 M P - 
93 27/1/2010 M P - 
101 28/1/2010 M P - 
123 2/2/2010 M P - 
172 19/2/2010 F P - 
204 3/2/2010 M P - 
208 3/2/2010 M P - 
242 3/8/2010 M P - 
256 3/9/2010 M P - 
278 22/3/2010 M P - 
292 24/3/2010 M P - 
331 20/4/2010 M P - 
365 26/4/2010 F P - 
367 26/4/2010 M P - 
370 26/4/2010 M P - 
372 28/4/2010 M P - 
405 5/5/2010 M P Chagas 
413 5/7/2010 M P - 
422 5/12/2010 M P - 
432 5/12/2010 M P - 
439 14/5/2010 M P - 
446 17/5/2010 M P - 
464 19/5/2010 F P - 
483 6/1/2010 M P - 
503 6/2/2010 F P Sífilis 
505 6/2/2010 F P - 
513 6/8/2010 M P - 
524 14/6/2010 M P - 
559 18/6/2010 F P - 
632 20/7/2010 M P - 
669 27/7/2010 M P - 
687 29/7/2010 F P - 
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No mesmo período que esperávamos o resultado da sorologia da Fundação 

HEMOBA/SESAB, para os demais patogenos, decidimos testar as nossas amostras 

soropositivas para Leishmania em um novo ensaio de ELISA, empregando antígeno bruto de 

T. cruzi, obtido no laboratório. Antes, porém, determinamos o ponto de corte para este ensaio. 

Para isso, construímos uma nova curva ROC com 20 soros verdadeiramente positivos e 20 

soros verdadeiros negativos, obtidos do banco de soros do Laboratório de Imunoparasitologia 

da Fiocruz/BA (Figura 12). Neste ensaio, o ponto de corte estabelecido foi a D.O. de 0.07175 

(Figura 13), apresentando 95% de sensibilidade e 95% de especificidade (AUC  0.98, 

p<0.0001).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estabelecimento do ponto de corte pela curva ROC, utilizando o antígeno 

bruto de T. cruzi. Foram utilizados 20 soros verdadeiramente positivos e 20 soros 

verdadeiramente negativos para leishmania, totalizando 40 soros, testados em duplicata. As 

D.Os. obtidas por meio do ELISA foram utilizadas para a construção da curva ROC. A linha 

pontilhada representa a linha de identidade e a área sob a curva continua é equivalente 0.98 

(AUC) (<0.0001). 

 

A partir do ponto de corte estabelecido, as amostras (38/700) cuja sorologia foi 

positiva para Leishmania foram testadas no ELISA anti-Chagas. Como mostrado na Figura 

13, somente um doador apresentou positividade para doença de Chagas, corroborando o 

resultado inicial fornecido pela HEMOBA/SESAB, que utiliza o Kit ELISA cruzi 

(Biomérieux – Brasil). 
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Figura 13. Detecção de anticorpos antiChagas em doadores de sangue com sorologia 

positiva para Leishmania. As amostras (n=38) foram obtidas no HEMOBA/SESAB e foram 

testadas para reatividade contra SLA de T. cruzi. Como controle positivo foram utilizados 20 

soros de pacientes com doença de Chaga e 20 soros de voluntarios residentes de uma área não 

endêmica (controles negativos). Todas as reações foram realizadas em duplicata e o ponto de 

corte selecionado (cut-off) foi 0.07175. 

 

VI.VII. Padronização do PCR quantitativo 

Em paralelo ao ensaio de ELISA, também realizamos o ensaio de PCR para a detecção 

de DNA de Leishmania. Optamos por utilizar o gene G6PDH, o qual se apresenta em cópia 

única no genoma da Leishmania e que já foi empregado em ensaios diagnósticos 

(CASTILHO et al., 2003). Em primeiro lugar, fizemos padronização do ensaio com relação a 

concentração de iniciadores a ser utilizada (Figura 14).  
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Figura 14. Determinação da concentração de iniciadores a ser utilizada na amplificação 

por PCR em tempo real. A reação de PCR foi realizada com diferentes concentrações de 

iniciadores (0.1µM a 0.6µM, representadas pelas linhas coloridas) e com DNA de Leishmania 

chagasi equivalente a 104 parasitas. As amostras foram testadas em duplicata.  

 

 Independente da concentração de iniciadores empregada (de 0.1 uM a 0.6 uM),  foi 

possível gerar um pico de amplificação específico (Figura 15), decorrente do aumento da 

incorporação de SYBR Green na amostra amplificada. A concentração de iniciadores 

escolhida foi a de 0.2 uM, por não ser um fator limitante da reação, por gerar uma 

amplificação especifica e por ser mais econômica na quantidade utilizada. 
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Figura 15. Curva de dissociação utilizando diferentes concentrações de iniciadores. Os 

produtos de amplificação gerados pela reação de PCR com diferentes quantidades de 

iniciadores foram analisados quanto à sua especificidade. As linhas coloridas mostram o 

produto único gerado, decorrente da dissipação da fluorescência incorporada após o aumento 

gradual da temperatura.  

 

 A partir do estabelecimento da concentração de iniciadores, foi feita uma curva padrão 

para possibilitar a quantificação de parasitas nas amostras dos doadores. A curva padrão foi 

construída com DNA de L. chagasi, como descrito nos materiais e métodos. O primeiro ponto 

da curva equivale a 106 parasitas (109.0 ng de DNA) e os demais pontos foram obtidos a 

partir da diluição seriada (1:10) do ponto mais concentrado (Figura 16A). O slope da curva 

resultante foi de -3.204, r2 = 0.993, apresentando 105% de eficiência (Figura 16B). 



 46 

 

Figura 16. Curva padrão para a quantificação de Leishmania por PCR em tempo real. 

A. A reação de PCR foi realizada com  iniciadores na concentração de 0.2µM e 10µl de DNA, 

equivalendo a diferentes concentrações de parasita (linhas coloridas). B. A curva apresentou o 

slope de -3.204, r2=0.993 e 105% de eficiência. Todas as amostras foram testadas em 

duplicata.   

 

A fim de se analisar a interferência do DNA humano na quantificação da carga 

parasitária na reação de PCR em tempo real, foram feitos ensaios de amplificação em 

diferentes condições, empregando DNA extraído da cultura de parasitas somente, empregando 

DNA extraído de sangue humano acrescido de L. chagasi em diferentes concentrações (106 a 

102) e empregando DNA de cultura de parasitas suplementado com DNA humano (spiking). 

Como mostrado na Figura 17, obtivemos o mesmo padrão de amplificação, independente das 

condições de amplificação empregadas. Assim optamos por utilizar a curva padrão 

empregando DNA extraído da cultura de Leishmania. 
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Figura 17. Curva padrão para a quantificação de Leishmania, empregando diferentes 

combinações de amostra de DNA. A. A reação de PCR foi realizada com  iniciadores na 

concentração de 0.2µM e 10µl de DNA, equivalendo a diferentes concentrações de parasita 

(linhas coloridas). A. Curva obtida a partir da extração de DNA da cultura de Leishmania, 

apresentou slope de -3.024, R2 de 0.99 e eficiência de 114%. B. Curva obtida a partir da 

extração conjunta de DNA de sangue humano e de Leishmania, apresentou slope de -3.206, 

R2 de 0.97 e eficiência de 105%. C. Curva de DNA de parasita acrescentada de DNA humano 

(spiking), slope de -2.800, R2 de 0.98 e eficiência de 120%. Todas as amostras foram testadas 

em duplicata.   

 

VI.VIII. Detecção de Leishmania chagasi em amostras de doadores por PCR em tempo 

real.  

Empregando a curva padrão padronizada como descrito acima, realizamos o PCR em 

tempo real nas 700 amostras dos doadores do HEMOBA/SESAB. Observamos que somente 

três doadores apresentaram amplificação da reação de PCR Realtime com o número de 

parasitas inferior a 100. No entanto, a curva padrão para a quantificação de parasitas partindo 

do ponto de 106 parasitas até o ponto de 10 parasitas apresentou baixa eficiência: o ponto de 

10 parasitas apresentou amplificação próxima ao ponto de 100 parasitas (Figura 18). Assim, a 

eficiência alcançada foi de 200% (slope de -2.000, R2 de 0.92), o que poderia nos levar a 

superestimar o número de parasitas presente nas amostras.  
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Figura 18. Curva padrão para a quantificação de Leishmania, empregando 

concentrações diferentes de parasita (106 - 10) A reação de PCR foi realizada com 

iniciadores na concentração de 0.2µM e 10µl de DNA, equivalendo a diferentes 

concentrações de parasita: 106 (vermelha), 105 (laranja), 104 (verde claro), 103 (verde escuro), 

102 (azul claro), 101 (azul escuro). Todas as amostras foram testadas em duplicata.   

 

VI.IX. PCR convencional utilizando kDNA, gene de cópia múltipla 

 

 Em paralelo ao PCR quantitativo, resolvemos também testar as amostras soro positivas 

(38/700) por PCR qualitativo, cujo alvo de amplificação é uma região do genoma repetitiva, 

isto é, presente em múltiplas cópias. Surpreendentemente, dos 38 indivíduos soropositivos, 

conseguimos produtos de amplificação por PCR convencional em 28, o que representa 73% 

dos doadores possuem o DNA do parasito circulando no sangue (Figura 19).   
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Figura 19. Amplificação por PCR 

convencional para detecção de 

parasita em doadores de sangue com 

sorologia positiva para Leishmania. 

MW, 100pb, 1, Controle negativo e 2, 

controle positivo com o DNA de 

leishmania chagasi, 3-40, amostras 

soropositivas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A fim de avaliar uma possível associação entre a sorologia anti-Leishmania e a 

amplificação de DNA do parasita pelo PCR convencional, comparamos as D.Os das amostras 

cujo PCR foi positivo e a D.Os das amostras cujo PCR foi negativo: como mostrado na Figura 

20, não há diferença significativa entre as D.Os. 
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Figura 20. Comparação entre as D.Os. dos doadores de sangue cujo PCR foi positivo ou 

negativo para Leishmania. Os resultados das D.Os. obtidas no ELISA foram comparados 

com o resultado do PCR convencional, positivo ou negativo (n=38). Os resultados estão 

mostrados pela mediana e os intervalos interquartil.  
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VII. DISCUSSÃO 

 

O relato de transmissão de Leishmaniose por meio da doação de sangue de indivíduos 

assintomáticos já foi descrito na literatura. Um dos primeiros trabalhos a descrever esta 

possibilidade no Brasil foi o de Luz e colaboradores (1997), na região do Rio Grande do 

Norte. Neste trabalho, os autores observaram a presença de anticorpo anti-Leishmania nos 

doadores de sangue da cidade de Natal, concluindo que seria necessária a implementação de 

medidas de monitoramento nos bancos de sangue das áreas endêmicas para leishmaniose no 

Brasil. Na Bahia este tipo de transmissão ainda é indefinido, apesar de a região nordeste 

constituir uma importante área endêmica para leishmaniose (COSTA, 2005). Desta maneira, 

no presente trabalho nosso objetivo foi estipular a prevalência de anticorpos anti-Leishmania 

na população de doadores de sangue da região metropolitana de Salvador. Para isso, 

coletamos amostras de sangue de doadores voluntários no HEMOBA/SESAB, realizamos a 

sorologia utilizando o SLA de L. chagasi e, em paralelo, quantificamos a presença de 

parasitas nas amostras por PCR em tempo real. 

Inicialmente, avaliamos a presença de anticorpos anti-Leishmania em uma amostra de 

doadores de sangue da população de Salvador. A soroprevalência foi estipulada em 5,4% 

(38/700). O perfil do doador de sangue é predominante do gênero masculino e mais de 50% 

desta população amostral pertence à faixa etária entre 19 a 43 anos. O sexo masculino é mais 

presente por apresentar valores mais constantes de hemoglobina, enquanto que as mulheres 

por passar pela fase fértil esses valores de hemoglobina se alteram no decorrer do mês, 

impossibilitando a doação de sangue durante este período, enquanto que a idade 

economicamente ativa 19-43 anos é mais presente no ato da doação.  

Na literatura, existem trabalhos que relatam valores maiores de soroprevalência para 

leishmania, tais como o trabalho de Luz e colaboradores (1997) e o de Otero e colaboradores 

(2000). Em ambos os trabalhos os autores avaliaram a soroprevalência na população doadora 

de sangue em Natal. Utilizando a metodologia do FML-ELISA, que emprega o antígeno 

Fucose Manose Ligante, proveniente da L.donovani. Este antígeno é uma glicoproteína de 

membrana presente nas formas amastigota e promastigota e quando utilizado no ensaio de 

ELISA, apresenta 100% de sensibilidade e 96% de especificidade, podendo reagir com 

portadores da doença de Chagas, encontraram a soroprevalência de 9%. O nosso resultado foi 

de 5,4% que pode ser explicado pelo fato de termos avaliado doadores do banco de sangue de 

Salvador que poderiam ser provenientes de áreas onde ocorre a leishmaniose ou não, e a 

migração dessas pessoas entre áreas urbanas e não urbanas, pode refletir no encontro do 
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anticorpo anti-leishmania. Vale ressaltar que ambos os autores encontraram 9% de soro 

positividade na população doadora de sangue assintomática e quando ampliada a amostragem 

para a inclusão da população peri urbana, este número aumentou para 25%. A cidade de Natal 

é uma área endêmica para leishmaniose, diferente da cidade de Salvador.  

No Brasil não é feita a triagem sorológica para Leishmania e como rotina se faz a 

triagem para HIV1, HIV2, sífilis, doença de Chagas, hepatite B, hepatite C, HTLV1 e HTLV2 

(ANDRADE et al., 1989). Outro dado interessante surgiu a partir da comparação do resultado 

sorológico para Leishmania versus os demais patógenos, testados na rotina sorológica do 

HEMOBA/SESAB. A soropositividade contra leishmaniose que encontramos foi de 5.4%, 

superior à encontrada para as demais doenças que possuem uma transmissão por via 

parenteral (0.44% HIV, 1.62% sífilis, 0.29% hepatite C, 2.36% para hepatite B e 0.14% 

doença de Chagas). Provavelmente, a alta soroprevalência para leishmaniose, encontrada em 

nosso estudo, é devida à centralização da HEMOBA/SESAB, que recebe doadores de todo o 

estado da Bahia que possui áreas endêmicas para diferentes tipos de doenças, inclusive para a 

Leishmaniose. Assim podemos sugerir que os anticorpos anti-Leishmania estão mais 

prevalentes do que os demais anticorpos, demonstrando a importância da inclusão de um teste 

sorológico anti-Leishmania nos bancos de sangue. 

Camargo & Rebonato (1969) demonstraram no seu trabalho que existe associação 

cruzada no ensaio de anticorpo fluorescente em soros humanos de portadores de leishmaniose 

e de doença de Chagas. Quando estes soros apresentam positividade somente para 

Leishmania, o resultado pode ser confirmado ao excluir a reatividade para doença de Chagas, 

sendo assim fidedignos para o anticorpo anti-Leishmania. Urias e colaboradores (2009) em 

uma população 400 amostras de doadores proveniente de Minas Gerais, encontraram a mesma 

proporção de soro positividade de nossa amostragem, com cerca de 5,5% e também encontrou 

dois doadores com resultado positivo para doença de Chagas, estes autores atribuíram os 

resultado da reação cruzada à necessidade de se otimizar os kits de detecção quando aplicados 

aos pacientes assintomáticos. Oliveira e colaboradores (2008) estudaram a sorologia de cães 

provenientes de área endêmica em Minas Gerais e encontraram a possibilidade de uma co-

infecção entre Leishmania, Ehrlichia e Babesia. Neste mesmo trabalho, o ELISA apresentou 

reação cruzada, e ao longo de 6 meses de acompanhamento, esses animais manifestaram a 

doença, indicando que se tratava, de fato, de uma infecção por Leishmania.  

A fim de se avaliar a possibilidade de reação cruzada do teste de ELISA para a 

detecção de anticorpos anti-Leishmania, analisamos, em paralelo ao resultado fornecido pelo 

HEMOBA/SESAB à sorologia anti-Chagas e encontramos apenas um doador positivo. A 
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possibilidade de ocorrer uma reação cruzada entre L. chagasi e T. cruzi existe já que ambos 

pertencem à mesma família de parasitas e dividem o mesmo clado da arvore filogenético 

(GONTIJO & MELO, 2004; VEXENAT et al., 1996). Em ambos os testes sorológicos 

padronizados (L.chagasi e T.cruzi), os pontos de cortes estipulados apresentaram valores 

maiores que 90% de sensibilidade e especificidade, com razão de verossimilhança positiva 

“Likelywood” de 18 e Razão de verossimilhança negativa próximo a zero (0.001). Assim, 

podemos concluir que, em situações reais, o teste tem baixa possibilidade de encontrar falsos 

positivos, falsos negativos e exatidão para acertar o diagnostico, sugerindo uma co-infecção 

Leishmania/T. cruzi. 

Brígida (2004) em sua dissertação de mestrado testou diferentes antígenos de 

Leishmania para a identificação de soropositividade na leishmaniose visceral e concluiu que, 

na forma de extrato protéico solúvel, o antígeno de L.amazonensis e o de L.chagasi são 

equivalentes, com uma maior reatividade quando o antígeno de L.chagasi é empregado. No 

nosso trabalho, observamos um melhor reconhecimento no ELISA quando testamos o 

antígeno protéico solúvel de L.chagasi, em comparação com o antígeno protéico solúvel de 

L.amazonesis, confirmando, portanto os dados de Brígida. 

O ELISA é um método complementar para o diagnóstico humano da leishmaniose e 

junto com a cultura de parasitas pode ser um excelente parâmetro de confirmação da doença, 

sendo muito utilizado em inquéritos populacionais de doenças (GONTIJO & MELO, 2004; 

OLIVEIRA et al., 2005; VEXENAT et al., 1996). A ELISA é uma técnica indireta que mede 

a presença do anticorpo anti-Leishmania e, portanto, esta técnica não consegue quantificar a 

presença do parasita no indivíduo. Sendo assim, a sorologia não permite saber se a infecção 

ocorreu recentemente ou há algum tempo (GRIMALDI & TESH, 1993; SCHULZ et al., 

2003). A técnica de PCR, por sua vez, amplifica um fragmento de DNA do parasita, 

identificando sua presença e é considerada um dos métodos mais sensíveis e específicos para 

o diagnóstico das Leishmanioses (REITHINGER & DUJARDIN, 2007). A sensibilidade da 

técnica de PCR depende diretamente do alvo a ser amplificado (TUPPERWAR et al., 2008), 

como também da qualidade da extração do DNA (MARY et al., 2004).  

Sendo assim, optamos por avaliar os doadores de sangue quanto à presença de 

parasitas. O nosso alvo de amplificação por PCR em tempo real foi um gene de cópia única, a 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), um enzima metabólica responsável pela fosforilação 

da glicose durante a glicólise (CASTILHO et al., 2003). Este ensaio nos permitiu quantificar 

os parasitas em três indivíduos soropositivos. Em todos eles, o número de parasitas obtido foi 

inferior a 10 cópias. Mary e colaboradores (2004), no trabalho realizado com um gene de 
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cópias múltiplas discutem a grande dispersão de dados durante a quantificação de DNA de 

Leishmania por PCR em tempo real: quando a carga parasitaria foi igual ou menor a 100 

parasitas, houve uma dispersão de 60,8% na quantificação do DNA do parasita. Os autores 

argumentam que apesar de ser uma técnica sensível, a mesma ainda precisa de ajustes na 

exatidão dos seus resultados. Provavelmente por causa da relação entre DNA de 

Leishmania:DNA de hospedeiro que é muito baixa. Ainda segundo Mary e colaboradores 

(2004), o PCR em tempo real funciona muito bem na detecção de cargas parasitárias elevadas, 

não sendo o melhor método para estudos da população assintomática. 

Selvapandiyan e colaboradores (2008) padronizaram um método de identificação da 

espécie de Leishmania presente em amostras de sangue dos militares que serviram no oriente 

médio. Os autores conseguiram detectar a carga parasitária em assintomáticos, utilizando o 

kDNA e o PCR em tempo real. Tupperwar e colaboradores (2008), descreveram um método 

para quantificar o DNA de Leishmania por PCR em tempo real ao mesmo tempo em que se 

identifica a espécie de Leishmania. Os autores dos dois trabalhos discutem qual é a melhor 

metodologia para se detectar DNA de leishmania por PCR e qual o melhor gene (copia única 

ou copia múltipla): a utilização de um alvo de cópia única possibilita a quantificação precisa 

do número de parasitas, porém sua detecção em concentrações baixas de parasita torna esta 

possibilidade mais difícil. Por outro lado, a utilização de genes presentes em cópias múltiplas 

torna a técnica mais sensível. Selvapandiyan e colaboradores (2008) ainda ressaltam a 

importância de selecionar o gene adequado de acordo com o objetivo do trabalho, quantificar 

o parasita ou detectar a presença do seu DNA. Já que a carga parasitária em pacientes 

assintomáticos é descrita como baixa, cerca de 8 leishmanias/mL. O PCR em tempo real com 

um gene de poucas cópias tende a falhar na hora de detectar cargas parasitárias baixas, por 

apresentar uma dispersão randômica e gerando um sinal que é detectado junto ao 

“background” das amostras (SCHULZ et al., 2003).  

Oliveira e colaboradores (2005) utilizaram como alvo o kDNA (que apresenta 10.000 

cópias por parasitas) em PCR convencional e conseguiram amplificar o DNA de Leishmania 

em amostras de pacientes com leishmaniose mucosa. De fato, o kDNA foi empregado como 

alvo de amplificação em diferentes estudos de diagnóstico de Leishmania (MARY et al., 

2004; OLIVEIRA et al, 2005; SCHALLIG & OSKAM, 2002; TUPPERWAR et al., 2008). 

Então resolvemos testar a positividade das amostras soropositivas no PCR convencional, 

empregando-se o kDNA. No nosso resultado de PCR convencional demonstrou que entre os 

doadores soro positivos, 73% amplificaram o kDNA do parasita. Moreno e colaboradores 

(2006), estudando a população assintomática de Minas Gerais detectaram uma 
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soropositividade de 6.4% para o ELISA junto com RIFI. Os autores também avaliaram a 

amplificação do kDNA por PCR convencional e consideraram falso positivo todos os 

resultados cuja sorologia positiva foi acompanhada de PCR negativo. Considerando-se o PCR 

baseado na amplificação de kDNA um método mais sensível na detecção dos assintomáticos, 

teríamos, no presente estudo, 10 doadores falso positivos, ou seja, cujo resultado de ELISA 

foi positivo mas o resultado do PCR convencional.  

A D.O do teste sorológico comparado com o resultado do PCR demonstra que não 

existe uma correlação entre o nível de anticorpo anti-Leishmania produzido e a presença do 

DNA do parasito. Mary e colaboradores (2004) estabeleceram a correlação entre “score 

clinico” e carga parasitária, cujos pacientes assintomáticos apresentavam carga parasitária 

baixa e o DNA de Leishmania muitas vezes não foi identificado pelo Westernblot,  podendo 

estas pessoas estarem entrando em contato com parasito desenvolvendo uma resposta imune e 

não apresentar o parasito circulante, uma vez que o DNA de parasitas mortos também pode 

ser amplificado por PCR. Isto torna necessário um estudo maior sobre a sorologia e a pesquisa 

do DNA do parasito na população assintomático. 

Scarlat e colaboradores (2008a), em estudo com doadores de sangue assintomáticos na 

Sicilia recomendaram que, independente do resultado do PCR, as amostras de doadores soro 

positivas sejam filtrados por leucodepleção antes de serem transfusionadas, para evitar 

possíveis riscos de infecção. Cardo e colaboradores (2006b), sugeriram inativação das bolsas 

de sangue por radiação ultravioleta. Urias e colaboradores (2009) recomendaram o descarte de 

amostras soro positivas ou a utilização das bolsas de forma autóloga, pois o risco de infecção 

ainda não é conhecido. Mendes-Takao e colaboradores (2010), em seu estudo da legislação 

(ANVISA RES-153 de 2004) sobre a utilização de sangue do cordão umbilical mencionou 

que o Estado tem como uma de suas missões essenciais a proteção e a preservação da saúde 

publica, sendo a utilização de sangue não comprovado como sadio não recomendado. No 

entanto, o sistema de triagem não inclui Leishmania, o que impossibilita a classificação dos 

doadores e possível descarte das bolsas sob este aspecto. 

Costa e colaboradores (2000) estudaram a possibilidade de existir reservatórios 

humanos assintomáticos no nordeste do Brasil: dos 151 indivíduos positivos para o teste de 

Montenegro, 28 apresentaram PCR positivo. Outro dado importante deste trabalho é que entre 

indivíduos positivos para a reação de PCR, nenhum apresentou xenodiagnóstico positivo, ou 

seja, não foi possível infectar flebótomos. Segundo o autor, os indivíduos não possuíam carga 

parasitária elevada e capaz de infectar o inseto vetor. No entanto, uma possível 

imunosupressão poderia elevar a carga parasitária desses indivíduos e os mesmos atuariam 
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então como reservatório da doença.  

A transmissão por transfusão de sangue já foi estudada experimentalmente por: Grogl 

e colaboradores (1993) repassaram o sangue de hamsters infectados para animais sadios e, 

assim, transmitiram a doença. Por Palatnik e colaboradores (1996) também conseguiram 

confirmar este método de infecção em hamster. Owens e colaboradores (2001) estabeleceram 

a infecção transfusionando sangue de cães soro positivo para cães anêmicos. Todos os autores 

demonstraram que é possível estabelecer uma infecção em modelos experimentais. Este tipo 

de transmissão por transfusão de sangue já foi relatada em humanos por DEY & SINGH 

(2006), na Índia durante a transfusão de sangue de uma mãe para o seu filho. Depois de 2 

meses a mãe foi a óbito por calazar e o filho apresentou parasitas na medula óssea. No Brasil, 

LUZ e colaboradores (1997), acompanharam os soros positivos para Leishmaniose por 5 

meses em seu trabalho, viram que 4 doadores que apresentavam o anticorpo anti-Leishmania 

contraíram leishmaniose visceral. 

Almeida e colaboradores (1996) descrevem em modelos experimentais murinos, que 

para o organismo desenvolver uma resposta celular contra a Leishmania é necessário um 

inoculo mínimo de pelo menos 100 parasitas. Corroborando a estas idéias Aebischer e 

colaboradores (1993) comprovaram que o desenvolvimento de sinais clínicos na leishmaniose 

cutânea depende de uma quantidade mínima de parasitas, podendo os animais experimentais 

viverem assintomáticos por um longo período de tempo, caso sejam inoculados com baixo 

número de parasitas. 

 Apesar de termos quantificado o DNA de Leishmania por PCR Realtime em três 

doadores, cuja carga parasitária foi muito baixa e, portanto, não é possível determinar com 

exatidão se seria capaz de estabelecer a doença em um doador. Segundo Grogl e 

colaboradores (1993), seriam necessários pelo menos 12 parasitas ou 4 monócitos infectados 

para contaminar uma bolsa de sangue resistindo por até 30 dias, em sangue conservado a 4ºC. 

Além disso, não temos como determinar se os parasitas estão vivos dentro das bolsas de 

sangue. 

A população de doadores do presente estudo apresenta um perfil epidemiológico 

diferente das demais áreas endêmicas do mundo, pois os doadores assintomáticos 

apresentaram uma carga parasitária pequena e, em paralelo, anticorpos específicos contra 

Leishmania e positividade para a reação de PCR utilizando o kDNA. Assim, os riscos de 

contaminação por transfusão de sangue ainda precisam ser investigados, existindo a 

necessidade de se discutir a triagem sorológica contra leishmania nos bancos de sangue pelo 

menos nas áreas endêmicas do Brasil.  
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VIII. CONCLUSÕES 

 

• A soro prevalência do anticorpo anti-Leishmania na população doadora de sangue da 

HEMOBA/SESAB é de 5,4%; 

 

• O SLA de Leishmania chagasi é mais especifico e sensível que o SLA de Leishmania 

amazonensis, na detecção do anticorpo anti-Leishmania pelo ELISA indireto; 

 

• A aplicação do gene de cópia múltipla é mais sensível na detecção de cargas 

parasitárias baixas, sendo possível a amplificação do DNA de Leishmania em 

doadores assintomáticos. 

 
• Devido ao risco de contaminação dos bancos de sangue, a prevalência de 5,4% do 

anticorpo anti-leishmania na população doadora de sangue e a presença do DNA do 

parasito em nosso meio, torna se necessário o estabelecimento de medidas 

preventivas, informativas e estudos, para elucidar a possibilidade de transmissão de 

leishmania nas áreas endêmicas do Brasil. 
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X. APENDICES 
 

X.I. Apendice 01. 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Você está sendo convidado a participar do estudo chamado: Avaliação do risco de 

transmissão de Leishmania por doadores de sangue com infecção assintomática, em 

áreas endêmicas para leishmaniose na Bahia”, que será realizado no Centro de Pesquisas 

Gonçalo Moniz – FIOCRUZ-BA. 

 

A leishmaniose visceral é uma doença causada pelo protozoário Leishmania. A infecção pode 

ocorrer sem manifestações clínicas e tem sido descrita transmissão por transfusão. Nosso 

trabalho tem como objetivo detectar a presença de Leishmania em doadores de sangue, na 

Bahia. Nesta pesquisa vamos fazer dois exames laboratoriais para detectar portadores de 

leishmaniose assintomáticos.  

 

A sua participação é totalmente voluntária. Os registros da sua participação serão mantidos 

confidencialmente, sendo do conhecimento apenas da equipe participante do projeto. As 

amostras coletadas serão identificadas por código, bem como os dados individuais do teste, 

que serão do conhecimento somente dos pesquisadores. Desta forma, a sua identidade será 

mantida em segredo e nenhum outro grupo terá acesso às informações coletadas, tais como 

seguradoras, empregadores ou superiores, de acordo com a resolução CNS 340/2004, item 

V.1.e. 

 

A sua anuência sobre a participação no estudo implica na permissão para a retirada de 5 ml de 

sangue, quantidade igual a uma colher de sopa cheia, para que possamos realizar as dosagens 

e o estudo do DNA.  Também queremos que você concorde ou não que as amostras colhidas 

sejam armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde que estes estudos 

adicionais sejam analisados por um Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos e sigam 

os aspectos éticos determinados nas resoluções 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de 

Saúde, além de contribuir para conhecimentos novos relacionados à doença.  

 

A sua participação no estudo poderá trazer benefícios futuros tais como a implantação 

medidas de proteção para os hemocentros.  Caso consinta com a participação no estudo e 
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diante da sua concordância, você deverá assinar uma cópia do presente termo. Você teve 

todas as explicações sobre o projeto e receberá uma cópia deste termo de consentimento livre 

e esclarecido.  

Esse estudo será desenvolvido na FIOCRUZ e HEMOBA/SESAB, Instituições públicas 

brasileiras 

Assinatura do responsável ___________________________________     

Data ___/___/___ 

RG:  

Nome do responsável (letra de forma) ______________________________________ 

Endereço_________________________________________________________ 

Testemunha 1_____________________________________________________ 

RG _________________ 

Testemunha 2__________________________________________________ 

RG _________________ 

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso você necessite de maiores 

esclarecimentos: 

Drª Camila Indiani de Oliveira - Coordenadora do projeto - Laboratório de 

Imunoparasitologia do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz - FIOCRUZ.    Fone (71) 3176-

2211. 

Kiyoshi Ferreira Fukutani - Laboratório de Imunoparasitologia do Centro de Pesquisa 

Gonçalo Moniz - FIOCRUZ.    Fone (71) 3176-2286. 

Marcelo Ramos- Comitê de Ética em Pesquisas em Seres Humanos- Centro de Pesquisa 

Gonçalo Moniz- FIOCRUZ-BA. Fone (71) 3176-2285. 
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X.II. Apêndice 02. 

 


