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RESUMO 

A coinfecção Leishmania - HIV/aids é considerada uma doença emergente, devido à 

sobreposição geográfica das duas infecções em várias regiões no mundo. Tem sido observado 

em pacientes coinfectados uma diversidade clínica importante, pobre eficácia aos tratamentos 

leishmanicidas convencionais, além da dificuldade de um diagnóstico preciso. O objetivo 

desse estudo foi avaliar o uso da PCR-RFLP para identificação das espécies 

de Leishmania em pacientes com HIV/aids, fornecendo dados que auxiliem na correta 

abordagem clínico terapêutica.  Participaram do estudo pacientes com HIV/aids internados em 

três  Hospitais de Referência para HIV/aids da Região Metropolitana do Recife - PE no 

período de junho/2013 a dezembro/2014 que assinaram o TCLE; 5 mL de sangue periférico 

foram coletados para a pesquisa de DNA. A amplificação desse DNA foi realizada pela PCR, 

que teve como alvo a região ITS-1, utilizando os primers LITSR e L5.8S. A identificação das 

espécies, nos casos de coinfecção, foi realizada nos produtos amplificados pelo ITS-1PCR por 

análise do polimorfismo de fragmento de restrição (RFLP) e confirmadas por sequenciamento 

e alinhamento no GenBank. Foi encontrado em 21 pacientes DNA de Leishmania, utilizando 

a PCR - ITS1. Desses 66,% eram do sexo masculino, com faixa etária predominante de 25 à 

39 anos e 80,9% provenientes de áreas urbanas. A identificação das espécies, nos casos de 

coinfecção pela PCR- RFLP identificou a espécie L.infantum em 15 (71,4%) dos pacientes e o 

sequenciamento dos amplicons indentificou em 17 (80,9%) a mesma espécie.  Esse estudo 

sugere que a análise por RFLP do alvo ITS-1 da Leishmania spp. possa auxiliar no 

diagnóstico e na abordagem clínico-terapêutica dos casos de coinfecção Leishmania - 

HIV/aids, visto que na coinfecção, a leishmaniose pode não se apresentar na sua forma 

clássica. A RFLP-PCR destaca-se por ser mais simples e de baixo custo, comparada às 

técnicas de escolha, como eletroforese de isoenzimas e tipagem de microssatélites multilocus. 

A confirmação dos seus resultados pela análise de sequenciamento e alinhamento indica que a 

RFLP-PCR é uma técnica segura para identificar L. infantum em pacientes com HIV/aids. O 

uso da PCR-RFLP na rotina nos serviços de saúde pode auxiliar no desenvolvimento de 

estratégias de prevenção, controle e na assistência médica prestada aos pacientes coinfectados. 

 

Palavras chaves: Leishmanioses, Coinfecção, HIV, Aids, PCR, RFLP. 
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ABSTRACT 

Leishmania - HIV/AIDS coinfection is considered an emerging disease, due to the 

geographical overlap of the two infections in several regions in the world. It has been 

observed in patients coinfected an important clinical diversity, poor efficacy to conventional 

treatments antileishmanial, besides the difficulty of accurate diagnosis. The aim of this study 

was to evaluate the use of PCR-RFLP for identification of Leishmania species in patients with 

HIV / AIDS, providing data to assist in the correct clinical therapeutic approach. The study 

enrolled patients with HIV / AIDS admitted to three referral hospitals for HIV / AIDS in the 

Metropolitan Region of Recife - PE from June / 2013 to December / 2014 signed the informed 

consent form; 5 mL of peripheral blood were collected for the detection of DNA. 

Amplification of DNA was performed by PCR that targeted the ITS-1 region using the LITSR 

and L5.8S primers. The identification of species in cases of coinfection, the amplified 

products was performed by ITS1-PCR by analysis of restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) analysis and confirmed by sequencing and alignment of the sequences 

in GenBank. It was found in 21 patients Leishmania DNA using ITS1-PCR. Of these 66% 

were male, with predominant age range 25 to 39 years and 80.9% in urban regions. Species 

identification in cases of co-infection by PCR-RFLP identified L.infantum species in 15 

(71.4%) patients and the sequencing of amplicons indentificou in 17 (80.9%) the same 

species. This study suggests that RFLP analysis of the ITS-1 target of Leishmania spp. may 

assist in the diagnosis and clinical and therapeutic approach of cases of coinfection 

Leishmania - HIV / AIDS, whereas in coinfection, leishmaniasis can not stand in your way 

classic. The RFLP-PCR stands out due to its simplicity and low cost, compared to the choice 

of techniques such as electrophoresis of isoenzymes and microsatellite multilocus typing. 

Confirmation of results by sequence analysis and alignment indicates that the RFLP-PCR is a 

safe technique to identify L. infantum in patients with HIV /AIDS. The use of PCR-RFLP in 

the routine of health services can assist in developing strategies for prevention and control and 

medical assistance to co-infected patients. 

 

Key words: Leishmaniasis, Coinfection, Diagnostic, HIV, AIDS, PCR, RFLP. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

          As leishmanioses são endêmicas em 98 países no mundo e mais de 350 milhões de 

pessoas estão em risco de infecção (ALVAR et al, 2012). Existem ao menos 20 espécies de 

Leishmania no mundo patogênicas ao homem, caracterizando um quadro clínico tegumentar 

ou visceral, representados pela Leishmaniose Cutânea (LC) e Leishmaniose Visceral (LV) 

(PEARSON, 1996).  

      No Brasil, as leishmanioses representam um grave problema de saúde pública, a 

prevalência da LV  predominante na parte nordeste do país (MAIA-ELKHOURY et al, 2008). 

Em relação a LC no Brasil, que denomina-se Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), é 

considerado o país com  maior número de casos notificados na América do Sul, 

principalmente nos estados de São Paulo, Paraná, Minas Gerais, Ceará e Pernambuco 

(BRASIL 2010).  

           Um dos principais fatores que dificulta a erradicação das leishmanioses em algumas 

regiões do mundo é associação com outras doenças como a aids, doença que apresenta caráter 

pandêmico e é considerada de alta gravidade (NUNO-MARQUES et al, 2007).  

Desde meados da década de 1980, quando o primeiro caso de Leishmania / HIV foi 

relatado, a incidência de coinfecção tem aumentado e, no final da década de 90, havia sido 

confirmada em 35 países (WHO, 2010; LA LOMA et al, 1985) No Brasil, epicentro das 

leshmanioses na América, observa-se uma tendência do aumento da epidemia de HIV/aids nas 

pequenas cidades e nas zonas rurais do país e um aumento crescente de casos de LV e LTA 

em conglomerados urbanos. A associação entre essas doenças acarreta no aumento do número 

de casos de coinfecção no país (LUZ et al, 2001; RABELLO; ORSINI; DISCH, et al 2003).  

Em geral, indivíduos coinfectados Leishmania-HIV/aids apresentam baixos níveis de 

linfócitos CD4+ que podem impedir uma recuperação imunológica completa, o que leva a 

taxas mais baixas de cura, maiores taxas de toxicidade a drogas, maiores taxas de letalidade 

da leishmaniose e recaídas que os pacientes imunocompetentes  (ALVAR et al, 2008; 

PINTADO et al, 2001). O diagnóstico clínico-epidemiológico das leishmanioses é de difícil 

definição em coinfectados Leishmania-HIV/aids, devido à tendência de desenvolvimento de 

manifestações ectópicas, a presença de outras doenças oportunistas, e a coexistência de mais 

de um tipo de espécie de Leishmania spp. na região (COTA et al, 2012). 

 O diagnóstico laboratorial é tradicionalmente baseado nos resultados dos testes 

sorológicos, na demonstração direta de Leishmania spp. por exame microscópico e no 
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isolamento in vitro. O diagnóstico parasitológico, além de ser considerado um procedimento 

invasivo que pode acarretar complicações sérias ao paciente, exige-se ambiente apropriado e 

pessoal técnico treinado para a coleta e não permite a descrição entre espécies devido às 

semelhanças morfológicas (AVILES et al. 1999; SUNDAR, RAI 2002). Em coinfectados, os 

testes sorológicos tem valor limitado, devido a imunossupressão, além de não permitir a 

discriminação entre as espécies envolvidas (ALVAR et al, 1997). 

A eletroforese de enzimas Multilocus (MLEE) (RIOUX, et al. 1990), é considerado o 

padrão ouro para a identificação de Leishmania spp., entretanto, é considerada uma técnica 

laboriosa, cara e demanda tempo, pois requer isolamento prévio e cultura  dos parasitas 

(GRAÇA et al, 2012; SCHÖNIAN et al, 2003). Uma alternativa promissora é a utilização da 

técnica PCR que tem sido amplamente utilizada no diagnóstico de doenças infecciosas e em 

estudos epidemiológicos, devido à sua elevada sensibilidade e especificidade. Vários sistemas 

têm sido desenvolvidos para o diagnóstico de Leishmania spp. em amostras biológicas e 

muitas sequências-alvo (genes do rRNA, minicirculos do kDNA, gp63 e Hsp70) já foram 

identificadas (SILVA et al, 2010), como também um grande número de primers desenhados 

(ARORA et al, 2008; DEBORGGRAEVE et al, 2008;  SCHALLING; OSKAM 2002).  

A amplificação da subunidade interna do trascrito do rDNA (ITS) é um dos métodos 

mais utilizados para o diagnóstico e identificação de espécies de Leishmania spp. do Velho 

Mundo e Novo Mundo (SCHÖNIAN et al. 2011). Além disso, a digestão dos produtos de 

PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) com enzimas de restrição permite a identificação das 

espécies de Leishmania, permitindo, assim, a rápida caracterização direta do parasita 

(SCHÖNIAN, et al 2003; SCHÖNIAN, et al 2011). 

Em indivíduos coinfectados, é possível observar diferenças relevantes na apresentação 

clínica, na sensibilidade e especificidade dos ensaios de diagnósticos e na resposta à 

terapêutica específica baseada nas espécies de Leishmania que causa a infecção. O uso de 

uma ferramenta como a PCR (Reação em Cadeia da Polimerase)- (Polimorfismos de 

comprimento de fragmentos de restrição) justifica-se por ser considerada uma técnica de alta 

sensibilidade e especificidade, além da sua aplicabilidade na rotina do diagnóstico nos 

sistemas de saúde, permitindo a identificação de espécies de Leishmania spp., que é de 

extrema importância do ponto de vista epidemiológico por possibilitar o direcionamento de 

medidas mais exatas de controle da doença, além de favorecer o prognóstico e a prescrição 

adequada do tratamento aos pacientes, portanto acarretando uma melhoria na qualidade de 

vida dos mesmos. Além disso, a descoberta da associação de fatores genéticos intrínsecos às 
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espécies de Leishmania spp. que parasitam os coinfectados com HIV/aids e seu envolvimento 

clínico podem alicerçar novos mecanismos de controle na região.   

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2. 1 Histórico, Tendências epidemiológicas e situação atual 

2.1.1 HIV/aids 

O vírus da imunodeficiência humana (HIV) causador da Síndrome da 

imunodeficiência Adquirida (aids),  representa um dos maiores problemas de saúde da 

atualidade, em função do seu caráter pandêmico e gravidade (MOSS, 2013). O HIV pode ser 

transmitido por via sexual (esperma e secreção vaginal); pelo sangue (via parenteral e 

vertical); e pelo leite materno.  Os infectados pelo vírus evoluem para uma grave disfunção do 

sistema imunológico, à medida que vão sendo destruídos os linfócitos T CD4+, uma das 

principais células alvo do vírus. A contagem de linfócitos T CD4+ é um importante marcador 

dessa imunodeficiência, sendo utilizada tanto para estimar o prognóstico e avaliar a indicação 

de início de terapia antirretroviral, quanto para definição de casos de aids, com fins 

epidemiológicos (BRASIL, 2010). 

 

Até o final de 2013, haviam 35 milhões de pessoas vivendo com HIV no mundo, 91% 

delas estavam localizadas na África subsaariana, 6% nos países asiáticos e no pacífico e 3% 

em outras regiões no mundo (GREENE, 2012; UNAIDS, 2013). (Figura 1). Após 

implementação da terapia antiretroviral houve um declínio de 38% de novas infecções em 

relação a 2001 e uma redução de aproximadamente 1,6 milhões de mortes em relação a 2005 

(COHEN et al, 2011; UNAIDS, 2013). Houve avanços também em mulheres grávidas 

vivendo com HIV, no qual o uso de antiretrovirais (inibidores da trascriptase reversa, protease 

e integrase) evitou mais de 900. 000 novas infecções pelo HIV entre crianças desde 2009. 

Apesar de evidentes avanços nas últimas décadas, 22 milhões de pessoas vivendo com HIV 

no mundo, ainda não tem acesso a terapia antirretroviral, o que dificulta o controle da doença 

(MERSON et al, 2008; UNAIDS, 2013).  
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Figura 1: Prevalência global de pessoas vivendo com HIV 

 

Fonte: WHO, 2012 

 

 

Na América Latina até o final de 2013, 1,6 milhões de pessoas viviam com HIV, 75% 

dos casos estavam distribuídos entre cinco países: Argentina, Brasil, Colômbia, México e 

Venezuela (UNAIDS, 2013). Dentre esses, o Brasil se destaca por possuir o maior 

contingente de pessoas vivendo com HIV, com 39.185 casos notificados em 2012, uma média 

de 20,2 casos para cada 100.000 habitantes (BRASIL, 2013). Nos últimos 10 anos, a taxa de 

detecção de HIV no Brasil sofreu uma elevação de cerca de 2%. Porém, observam-se 

diferenças significativas entre as cinco regiões. No período de 2003 a 2012, observou-se uma 

diminuição de 18,6% na taxa de detecção na região Sudeste e 0,3% na região Sul, enquanto 

nas demais regiões observou-se um aumento nessa taxa: 92,7% na região Norte, 62,6% no 

Nordeste e 6,0% no Centro-Oeste. Dentre os estados do Nordeste, Pernambuco lidera o 

ranking de casos notificados e apresenta taxa de detecção e mortalidade acima da média 

nacional: 20,9 casos detectados para cada 100.000 habitantes e 6,0 óbitos/100.000 hab, a 

média nacional é de 20,2/100.000 hab e 5,5 óbitos/100.000 hab, respectivamente (BRASIL, 

2013). 

2.1.2 Leishmanioses 
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           As leishmanioses representam um complexo de doenças consideradas uma das mais 

negligenciadas doenças tropicais. Estima-se que mais de 12 milhões de pessoas estejam 

infectadas em todo o mundo, com aproximadamente 2 milhões de novos casos a cada ano, e 

350 milhões de pessoas vivem em risco de contrair a doença. As leishmanioses afetam as 

populações mais pobres, e estão distribuídas em 98 países (principalmente países em 

desenvolvimento) (ALVAR et al, 2012). 

           No ciclo natural, essa doença zoonótica é causada pelos protozoários intracelulares 

obrigatórios do gênero Leishmania, que circulam naturalmente entre animais silvestres. A 

doença é transmitida através dos insetos fêmeas do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e 

Lutzomyia no Novo Mundo, que infectam reservatórios silvestres e domésticos, sendo o 

homem um hospedeiro acidental. 

Várias espécies de flebotomíneos têm sido incriminadas na transmissão da LTA no Brasil, 

ressaltando-se como principais transmissores L. intermedia, L. migonei, L. whitmani, L. 

umbratilis, L. wellcomei, e L. flaviscutellata (RANGEL; LAINSON, 2003). O encontro de 

infecção natural de L. neivai (PITA-PEREIRA et al., 2009) e L. fischeri (ROCHA et al., 

2010), reforçaram a suspeita de participação destas espécies na veiculação de Leishmania (V.) 

braziliensis e, consequentemente, da transmissão da LTA.  No Brasil, os principais vetores 

são Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (HERWALDT, 1999; MURRAY et al, 2005; 

WHO, 2010). 

          O ciclo de transmissão inicia quando após o repasto sanguíneo dos vetores, há a 

ingestão de células infectadas pelo parasita. No estômago do inseto, as formas amastigotas 

ingeridas transformam-se em promastigotas que sofrem um processo de divisão binária. Essas 

formas migram para o intestino, transformam-se em formas paramastigotas que se fixam na 

mucosa.  Nessa região, se dividem e se transformam novamente em promastigotas, que 

migram para a faringe do inseto, onde se transformam em promastigotas metacíclicos, que são 

as formas infectantes. Durante um novo repasto, essas formas são inoculadas no mamífero e 

são fagocitadas por células mononucleares fagocíticas, onde se diferenciam em amastigotas 

que se multiplicam por divisão simples até ruptura da célula hospedeira. Fatores relacionados 

às espécies de parasitas e da resposta imune do hospedeiro determinarão um quadro 

sintomático, com o desenvolvimento da leishmaniose tegumentar ou visceral (Figura 2) 

(HARHAY, et al 2011; HAILU et al, 2005, ASHFORD 2000, MURRAY et al, 2005. 

GRIENSVEN, DIRO, 2012).        
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          O ciclo, predominantemente silvestre e rural, já se encontra presente em grandes 

cidades, como resultado da adaptação de vetores e reservatórios ao ambiente urbano, processo 

este conhecido como a urbanização das leishmanioses no Novo Mundo (HARHAY, et al 

2011). 

 

Figura 2: Ciclo biológico de Leishmania spp. 

Fonte: Harvey et al, 2011 

          As leishmanioses apresentam uma variedade de manifestações clínicas, que inclui: a 

leishmaniose visceral (LV), leishmaniose mucocutânea (LMC), leishmaniose cutânea difusa 

(LCD), leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose disseminada (LD). Na América, o conjunto 

de LC, LMC e LCD é denominado leishmaniose tegumentar americana (LTA) (WHO, 2010). 

As leishmanioses são causadas por pelo menos 20 espécies do gênero Leishmania que são 

patogênicas ao homem (GRIENSVEN, DIRO, 2012; GOTO, LINDOSO 2012). O gênero 

Leishmania é subdivido nos subgêneros Leishmania (ROSS, 1903) e Viannia (LAINSON; 

SHAW, 1987). As espécies pertencentes ao subgênero Leishmania desenvolvem-se na porção 

média e anterior do intestino (seção Suprapylaria) de insetos hematófagos da subfamília 

Phlebotominae, já as espécies do subgênero Viannia, desenvolvem-se tanto nas partes anterior 

e média, como também no intestino posterior, na região do piloro (seção Peripylaria) 

(LAINSON; SHAW, 1979). Essas espécies geralmente apresentam características 
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epidemiológicas e clínicas distintas e diferentes perfis genéticos e fenotípicos (BAÑULS, 

2007).  

          A distribuição geográfica das leishmanioses é subdividida no “Novo Mundo’’ (As 

Américas) e “Velho Mundo” (África, Ásia, Europa). As espécies do subgênero Viannia estão 

presentes apenas no Novo Mundo, enquanto que as espécies do subgênero Leishmania estão 

presentes tanto no Novo Mundo quanto no Velho Mundo (WHO, 2010; SCHÖNIAN et al 

2011). 

        Estima-se que de 0,2 a 0,4 milhões e 0, 7 a 1.2 milhões de novos casos ocorram 

anualmente no mundo pela leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV), 

respectivamente. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis países: Índia, Bangladesh, 

Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil (Figura 3). A leishmaniose tegumentar apresenta cerca 

de um terço dos casos de leishmanioses nas Américas, na bacia do Mediterrâneo e na Ásia 

ocidental e Ásia Central (WHO, 2010; ALVAR et al, 2012) (Figura 4). 

 

  Figura 3: Áreas endêmicas para Leishmaniose Visceral no mundo. 

 

Fonte: WHO, 2012 
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        Figura 4: Áreas endêmicas para Leishmaniose Tegumentar no mundo. 

 
Fonte: WHO, 2012 

 

               No Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é causada pela Leishmania (Leishmania) 

infantum (LAINSON, SHAW, 1987). Enquanto que as formas tegumentares caracterizam-se 

por uma diversidade de apresentações clínicas e de espécie. As principais espécies que 

causam a leishmaniose tegumentar são: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) 

guyanensise, Leishmania (L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, 

L. (V.) naiffi, L.(V.) lindenberg e shawi foram identificadas em estados das regiões Norte e 

Nordeste ( MARZOCHI, 1992; SHAW, LAINSON 1987; YOUNG; DUNCAN 1994).  

            No período de 1988 a 2009, a LTA apresentou média anual de 27.093 casos 

registrados e coeficiente médio de detecção de 16,0 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 

2013). Ao longo desse período, observou-se uma tendência ao crescimento da endemia no 

Brasil. São observados picos de transmissão da LTA a cada cinco anos, apresentando 

tendência de aumento do número de casos a partir de 1985 e uma expressiva expansão 

geográfica (ALVAR et al, 2012;BRASIL, 2013). 

           Em relação a leishmaniose visceral, no período de 2001 a 2011, foram notificados 

37.503 casos (COTA et al., 2014),  a média anual de casos foi de 3.349 e a incidência de 1,97 
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casos por 100 mil habitantes. Atualmente a LV está distribuída em 22 unidades federadas, 

atingindo as cinco regiões brasileiras. Na última década a doença vem se expandindo para as 

regiões Centro-Oeste, Norte e Sudeste, sendo que, ainda há um predomínio de casos na região 

Nordeste (HARHAY et al 2011; ALVAR et al, 2012) 

            Dentre os estados do nordeste, Pernambuco é considerado endêmico para LTA, com 

4.855 casos registrados no período de 2001 a 2010, e uma média de 485 casos por ano e esses 

casos são associados exclusivamente a L. (V.) braziliensis (ANDRADE et al., 2005; 

BRANDÃO FILHO, 2001; BRITO et al., 2012) . Em relação a LV, de 1990 a 2001, foram 

notificados 1.737 casos, concentrados principalmente nos municípios do Agreste e Sertão 

Pernambucano. É uma doença de caráter de expansão geográfica no estado devido, 

principalmente ao baixo impacto das medidas de controle (DANTAS-TORRES, 2006).   

 

2.1.3 A Coinfecção Leishmania-HIV   

 O primeiro caso da associação de Leishmania spp. com o HIV foi descrito em 1985 

no sul da Europa (LA LOMA et al, 1985). Posteriormente, o número de casos notificados 

aumentou rapidamente em várias partes do mundo e, aproximadamente, 35 países tem 

relatado casos de coinfecção envolvendo principalmente a LV (WHO, 2007; ALVAR et al, 

2008)  (Figura 5).  

         Após a introdução da terapia antiretroviral para o tratamento do HIV, houve uma 

redução do número de casos de coinfectados por Leishmania spp. relatados em países 

europeus. No entanto, por causa do aumento da sobreposição das duas doenças, a coinfecção 

se espalhou para os países que são grandes focos de leishmanioses no mundo. A situação é 

particularmente preocupante no sudoeste da Europa, no sul da Ásia, na África Subsaariana e 

na América do Sul, em que o Brasil surge como o país que mais requer atenção devido ao 

grande número de casos das duas infecções (LÓPEZ-VÉLEZ, 2003; ALVAR et al, 2008; 

BRASIL, 2011).   
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Figura 5: Países endêmicos para Leishmanioses e com coinfecção Leishmania-HIV.

          

Fonte: WHO, 2007. 

             Após relacionamento dos bancos de dados de notificação de leishmanioses e aids no 

período de 2001 a 2005, foi possível identificar 176 casos de coinfecção LV-HIV/aids e 150 

casos com coinfecção LT-HIV/aids,  que representa 1,1% dos casos de LV e 0,1% dos casos 

de LT, o que evidencia a necessidade e aprimoramento da vigilância desta coinfecção no 

Brasil (BRASIL, 2011). Estudos com base em dados nacionais reforçam que o aumento do 

número de casos de coinfectados Leishmania-HIV/aids é favorecida pela sobreposição 

geográfica das regiões que albergam estas infecções, evidenciado por focos urbanos e 

periubanos (COTA, 2014; LIMA et al, 2013; NASCIMENTO et al, 2011; CARRANZA-

TAMAYO, 2009). Segundo banco de dados do sistema nacional de notificação, 38,1% de 

todos os pacientes brasileiros LV-HIV/aids coinfectados entre 2007 e 2008 foram registrados 

no Nordeste, 38,1% no Sudeste, e 16,2% no Centro-Oeste  (SOUSA-GOMES et al, 2011).  

  

2.3 Apresentações Clínicas das Leishmanioses na Coinfecção Leishmania-

HIV/aids 
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 2.3.1 Leishmaniose tegumentar – LT 

          O primeiro caso de coinfecção LT-HIV/aids no Brasil foi publicado por Coura et al, 

1987 e após isso poucos relatos foram publicados de pacientes com HIV associados a 

leishmaniose tegumentar (MACHADO et al, 1992; DA-CRUZ et al, 1999). As manifestações 

clínicas da LT são caracterizadas pelo comprometimento cutâneo e/ou de mucosa. Nos 

pacientes com coinfecção LT-HIV/aids as lesões encontradas são semelhantes às observadas 

nos imunocompetentes (BRASIL, 2011; LINDOSO et al, 2009; MATTOS et al, 1998; 

COUPPIE et al, 2004).  

          O espectro das lesões cutâneas é variado, de pápulas a úlceras, podendo haver lesões 

únicas ou múltiplas, sendo que as mais comuns são úlceras. Entretanto, lesões atípicas 

caracterizadas por máculas ou pápulas disseminadas podem ser encontradas e associadas com 

leishmaniose visceral, semelhante à Leishmaniose Dérmica Pós Calazar (PKDL, do inglês 

Post-kala-azar dermal leishmaniasis). Frequente na Índia e Sudão, a PKDL pode ocorrer de 6 

a 20% dos casos LV, no período de seis meses a cinco anos após aparente cura terapêutica, e é 

caracterizada por múltiplas máculas hipocrômicas, pápulas eritematosas e nódulos (BRASIL, 

2011, SILVA et al, 2013, BITTENCOURT et al, 2002).  

Em pacientes coinfectados que apresentam imunossupressão severa, em geral com 

níveis de células T CD4 abaixo de 200 cel/mm
3
, é frequente modificações das características 

clínicas clássicas da doença com o aparecimento de placas infiltradas ou eritematosas, úlceras 

extensas em locais não usuais, tais como os lábios e áreas genitais (COUPPIE et al, 2004; 

LINDOSO et al, 2009; SANTOS-OLIVEIRA et al, 2011). 

2.3.2 Leishmaniose visceral – LV 

Em pacientes imunossuprimidos, o quadro clínico da LV é ainda menos específico e 

pode ser mascarado por outras infecções oportunistas (ALVAR et al, 1997). Salvo a 

frequência considerável dos casos assintomáticos e subclínicos, em pacientes sintomáticos, a 

tríade clássica (hepatoesplenomegalia, febre e pancitopenia) da LV é também a manifestação 

mais comum da coinfecção. A hepatoesplenomegalia, anemia e pancitopenia são observadas 

em 75% dos casos relatadas. A febre ocorre em 80 a 87%, adenopatia em 12 a 57%, astenia e 

emagrecimento, leucopenia (média de 2.300/ml) em 56 a 95% e plaquetopenia em 52 a 93% 

(BRASIL, 2011, 2014; PINTADO et al, 2001; PAREDES et al, 2003; SOUSA-GOMES et al, 

2011, MEDRANO et al, 1992).  
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As manifestações pouco usuais ocorrem em aproximadamente 10% a 16% dos casos 

devido, principalmente ao quadro de imunossupressão do indivíduo (ALVAR et al, 1997; 

2008). Achados ectópicos podem ser observados nos pacientes coinfectados, como o encontro 

de Leishmania spp. em pele íntegra e sobrepondo lesão de sarcoma de Kaposi ou em lesões de 

herpes simplex e herpes zoster (ROSENTHAL et al, 2000; RUSSO et al, 2003). Pode ainda 

haver acometimento do trato gastrointestinal (BRASIL, 2011; LAGUNA et al, 1994; DATRY 

et al. 1990; BAILEY et al, 1994, CORTES et al, 1997) e do trato respiratório (BRASIL, 2011; 

GRANT et al, 1994; MUNOZ et al. 1997) cutâneo e mucocutâneo (PINTADO et al, 2001; 

GRASA et al, 2000; CARNAÚBA et al., 2009; ROSELINO et al, 2008; ORSINI et al, 2002), 

além de renal (NUNO MARQUES et al., 2007; PAREDES et al, 2003). 

2.4 Diagnóstico laboratorial de Leishmania spp. em indivíduos com HIV/aids 

Acredita-se que o número real de casos de coinfecção seja subestimado devido a 

dificuldades no diagnóstico, deste modo, no reconhecimento da infecção por HIV, da 

leishmaniose ou de ambos, nos países em desenvolvimento (EZRA; OCHOA; CRAFT 2010; 

NUNO MARQUES et al., 2007). As elevadas taxas de falha terapêutica, recidivas, alta 

parasitemia, presença de outras infecções oportunistas e manifestações atípicas da doença 

dificultam o diagnóstico clínico em indivíduos com HIV/aids (CRUZ et al, 2006, WHO, 

2010). Portanto, a identificação das leishmanioses pelo diagnóstico laboratorial é de extrema 

relevância, a fim de que o detecção precoce possa reduzir a morbidade e letalidade desta 

coinfecção. O atraso no tratamento adequado pode acarretar um aumento da letalidade em até 

90% (BRASIL, 2006; CARRANZA-TAMAYO et al, 2009). 

Em relação ao diagnóstico da leishmaniose tegumentar em indivíduos com HIV/aids, os 

estudos publicados até o momentos restringem-se a relatos de casos e revisões e ainda não há 

um consenso em relação critério de definição desses casos de coinfecção LT e HIV/aids 

(CHAUDHARY et al, 2008; YUSUF et al, 2010; SAMPAIO et al, 2002; MEHTA et al, 2009; 

MATTOS et al, 1998; KRUCHTEN et al, 2014). 

Em relação ao diagnóstico de LV em indivíduos com HIV/aids,  segundo o Manual de 

Recomendações para Diagnóstico, Tratamento e Acompanhamento de Pacientes com a 

coinfecção Leishmania LV HIV/aids  do Ministerio da Saúde em 2011, a definição do caso de 

coinfecção LV HIV/Aids consiste no diagnóstico sorológico confirmado pelo HIV ou que 

preencha critérios de definição de caso de aids, e que apresente resultado positivo para LV por 

um ou mais dos seguintes métodos diagnósticos: pesquisa direta (aspirado de medula óssea, 

aspirado esplênico, sangue periférico ou qualquer tecido ou secreção obtidos para 
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diagnóstico), cultura,  PCR e sorologia. E como a coinfecção é uma entidade clínica pouco 

conhecida, recomenda-se em todos os casos a realização de todos os exames de diagnóstico 

parasitológicos disponíveis (BRASIL, 2011). 

2.4.1 Diagnóstico parasitológico 

O isolamento do agente etiológico é considerado o exame de primeira escolha, que 

consiste na visualização das formas amastigotas por microscopia e a especificidade é alta. 

Para LV geralmente é realizado em aspirado de medula óssea tendo sensibilidade entre 53% a 

86%. A pesquisa de Leishmania spp. pode ser realizada em outros órgãos com sensibilidades 

variadas: baço (93%–99%) e gânglio linfático (52%–58%) (WHO, 2010; GRIENSVEN; 

DIRO, 2012). Em coinfectados, o aspirado a partir da medula óssea tem sido frequentemente 

utilizado para o diagnostico, com sensibilidade variando de 67% a 97% (DEREURE et al, 

1995; PINTADO et al, 2001). A ausência de parasita na pesquisa direta ou em cultura do 

aspirado de medula indica eficácia de tratamento, entretanto não assegura ausência de 

reincidência do quadro (BRASIL, 2011). No caso da LT o diagnóstico parasitológico é 

realizado a partir da escarificação, biópsia com impressão por aposição e punção aspirativa de 

borda da lesão ulcerada (BRASIL, 2013). 

 Alguns fatores podem influenciar na sensibilidade do teste, como por exemplo: 

número reduzido de Leishmania spp., material hemodiluido devido uma coleta inadequada ou 

uso de antimoniais para o tratamento de micoses ou pneumocitoses (CRUZ et al, 2006). Além 

disso, são procedimentos invasivos que podem causar complicações sérias, exigindo ambiente 

apropriado e pessoal técnico treinado para a coleta e identificação do parasita (SUNDAR; 

RAI, 2002;FABER et al, 2003; SINGH, 2003; MARQUES et al, 2006). 

Para aumentar a sensibilidade do diagnóstico parasitológico direto, utiliza-se a cultura 

do material da biópsia ou do aspirado em meio de Nicolle-Novy-MacNeal (NNN) para 

identificação de formas promastigotas de Leishmania spp. (BRASIL, 2011; WHO, 2010). 

Porém, é uma técnica que demanda tempo, pois a duração média do crescimento do 

protozoário pode variar entre 2 dias a 6 semanas. Em pacientes coinfectados LV-HIV/aids a 

cultura do aspirado da medula óssea pode apresentar uma sensibilidade de 50% a 100% 

(ALVAR, et al, 2007; PINTADO et al, 2001). A cultura de sangue periférico possibilita o uso 

de uma amostra menos invasiva, porém estudos encontraram uma baixa sensibilidade, que 

variou de 42,1% a 67% em coinfectados (LÓPEZ-VELEZ et al,1995; 1998).  
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2.4.2 Diagnóstico sorológico 

O diagnóstico sorológico é baseado na presença de resposta humoral específica, sendo 

considerado simples e pouco invasivo (BOELAERT et al 2004). No entanto, a possibilidade 

de reações cruzadas com outros parasitas (Trypanosoma cruzi, Mycobacterium tuberculosis e 

Toxoplasma gondii) diminui a especificidade do teste (LOCKWOOD; SUNDAR, 2006). 

Portanto, é recomendável que utilize pelo menos dois testes sorológicos diferentes para cada 

paciente a fim de aumentar a sensibilidade e especificidade da detecção de anticorpos 

(PINTADO et al, 2001).  

Em casos de pacientes portadores de HIV-aids, esse diagnóstico tem valor limitado, 

pois há uma redução da resposta imune, ocasionando uma ausência de 40% na detecção de 

anticorpos anti-leishmania pelos testes (ALVAR et al, 1997; DIRO et al, 2014).  

Os testes sorológicos não devem ser usados para excluir um diagnóstico de 

Leishmania entre os infectados pelo HIV. Um resultado positivo em títulos baixos pode ter 

valor diagnóstico quando combinada com o perfil clínico-epidemiológico (COTA et al, 2012). 

A reação de Imunofluorescência Indireta (IFI) tem sido amplamente usada no 

diagnóstico da LV e é, atualmente, disponibilizada pelo Sistema Único de Saúde no Brasil 

(SUS) (BRASIL, 2011). É o teste sorológico mais utilizado para investigação da LV na 

América do Sul, mesmo entre os infectados pelo HIV (COTA et al, 2012). Ela apresenta baixa 

especificidade, exige na sua execução pessoal bem treinado e é um procedimento laborioso 

(SUNDAR; RAI, 2002; BRASIL, 2006). A sensibilidade e especificidade são de 88-92% e 

81-92%, respectivamente (BRASIL, 2006). Em pacientes coinfectados, relatos na literatura 

observaram uma sensibilidade de 11 a 67% (MEDRANO, et al 1998, MORENO et al, 2000).  

O ensaio imunoenzimático (ELISA) tem sido amplamente utilizado no diagnóstico da 

LV pela sua sensibilidade, considerada alta, mas sua especificidade depende do antígeno 

utilizado. O antígeno bruto solúvel, apresenta sensibilidade de 80 a 100% (PEDRAS et al, 

2008; WHO, 2010).  Resultados promissores têm sido obtidos com o uso do antígeno 

recombinate rK39 (antígeno que contém 39 aminoácidos codificados por um gene de 117 

pares de base em região altamente conservada da cinesina de L. chagasi). Anticorpos anti-

rK39 apresentam títulos diretamente correlacionados com a doença ativa, indicando um 

potencial uso na resposta à quimioterapia (SUNDAR et al, 2002). 

Porém, em casos de pacientes portadores da coinfecção LV/ HIV-aids, a pesquisa de 

anticorpos por ELISA apresenta, em geral, resultados menos satisfatórios, devido à baixa 

produção de anticorpos (COTA et al, 2012). Além disso, por ser um método que requer 
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equipamentos sofisticados e exige profissional especializado, e assim como os demais testes 

sorológicos utilizados, não permite a distinção de uma infecção passada e uma ativa, 

limitando seu uso como critério de cura (SRIVASTAVA et al., 2011). Em coinfectados 

observa-se uma sensibilidade de 76 a 89%, utilizado o antígeno bruto solúvel (DENIAU, et al, 

2003), e de 22 a 62% utilizando o antígeno rK39 (DENIAU et al, 2003; MEDRANO, et al 

1998). 

O Teste de Aglutinação Direta (DAT) é um dos testes mais simples e de baixo custo já 

desenvolvidos para o diagnóstico da LV. Neste teste, as formas promastigotas são 

tripisinizadas, fixadas com formalina e coradas com azul brilhante. O soro do paciente após 

diluições seriadas é incubado com o antígeno, e a aglutinação é observada no dia seguinte 

(SUNDAR; RAI, 2002). Um estudo de meta-análise avaliando o desempenho do DAT em 

pacientes com LV apresentou estimativas de sensibilidade e especificidade de 94,8% 

(ROMERO; BOELAERT, 2010). 

  O DAT que utiliza antígeno liofilizado (FD-DAT) e o que utiliza antígeno produzido 

localmente foram comparados com três outros testes sorológicos (rK39 ELISA, ELISA-

L.chagasi e IFI). Foi concluído que o FD-DAT foi o mais eficiente, com sensibilidade de 

96,6% e especificidade de 98,1% (PEDRAS et al., 2008). O teste apresenta elevada 

sensibilidade e especificidade, porém apresenta problemas no controle de qualidade do 

antígeno, além da necessidade de refrigeração e falta de padronização da leitura do teste 

(GONTIJO; MELO, 2004; SUNDAR; RAI, 2002). Uma sensibilidade de 95% em pacientes 

coinfectados LV/ HIV- aids foi observada na Etiópia (HAILU; BERH, 2002). Em estudo de 

meta análise foi observado que o DAT, dentre os testes sorológicos tradicionais, como a IFI e 

a ELISA-L.chagasi, apresentou um melhor  desempenho em coinfectados, mas seu 

desempenho pode ser influenciado pela diferença de região geográfica, ou seja, diferentes 

espécies de Leishmania spp. (COTA, et al 2012). 

No caso da técnica de Imunocromatografia, o teste rápido, baseado na reação com o 

antígeno rK39 fixado em papel de nitrocelulose,  utiliza-se uma gota de soro ou de sangue e 

em cerca de 15 minutos é possível fazer a leitura do teste. Portanto, é considerado como uma 

ferramenta simples e aplicável em trabalhos de campo (PASSOS et al, 2005). O desempenho 

diagnóstico do teste foi avaliado em um estudo prospectivo, no Brasil, apresentando 93% de 

sensibilidade em 213 casos confirmados de LV e 97% de especificidade em 199 controles 

com suspeita clínica de LV, mas com confirmação de outras doenças (ASSIS et al., 2008). O 

desempenho desse tipo de teste em população de coinfecção LV/ HIV- aids poderá ser 
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inferior ao observado na população HIV negativos, no entanto, já foram adquiridos pelo 

Ministério da Saúde e devem ser utilizadas com o objetivo de acelerar o diagnóstico dos casos 

suspeitos sem deixar de insistir no diagnóstico de LV nos casos em que as fitas mostrem 

resultado negativo (BRASIL, 2011). 

O diagnóstico sorológico para a Leishmaniose tegumentar tem valor limitado, uma vez 

que trata-se de uma doença que há uma maior indução da resposta imune celular. A IFI, 

ELISA, ainda não são utilizadas na rotina clínica. A IFI apresenta sensibilidade em torno de 

70% em indivíduos com lesões ulceradas por L.(V.) brasiliensis e o ELISA é de 

aproximadamente 92%, o teste de Aglutinação Direta (DAT) em LTA por L.aethiopica 

apresentou sensibilidade de 90,5% e especificidade 91,8% (HAILU, 2002; RYAN et al, 

2002). 

 O desempenho do diagnóstico sorológico para LTA em indivíduos com HIV/aids 

ainda não foi avaliado em estudos multicêntricos e com elevada amostragem, mas acredita-se 

que devido a imunossupressão limite ainda mais a utilização. Portanto a sorologia ainda não 

deve ser utilizado como critério isolado para o diagnóstico de LTA (VEGA-LÓPEZ et al, 

2003; REITHINGER et al, 2007; BRASIL, 2013) . A reação de Montenegro é uma reação 

intradémica de sensibilidade alta, que deve ser utilizada quando há a suspeita de LTA e o 

resultado positivo deve ser interpretado como indicador de exposição aos agentes do gênero 

Leishmania, entretanto um resultado negativo não deve ser utilizado para exclusão do 

diagnóstico.  Em estudo realizado com indivíduos considerados coinfectados com LT-

HIV/aids pelo diagnóstico parasitológico, a sorologia por IFI e ELISA apresentou 

positividade nos 10 dos 13 (77%) submetidos ao teste, enquanto que o teste de Montenegro 

apresentou positividade nos 3 dos 8 (37,5%) dos casos (LINDOSO et al, 2009).  

2.4.3 Detecção de antígenos 

A detecção de antígeno em urina por meio da aglutinação em látex (KAtex) é 

considerada um método promissor no diagnóstico da infecção. Esse antígeno é um carboidrato 

termoestável de baixo peso molecular que foi detectado em pacientes com LV (SARKARI et 

al, 2002). O KAtex tem um bom valor prognóstico, uma vez que, em pacientes  após 

tratamento para LV o antígeno não foi detectado (COTA et al, 2012).  

Em estudo realizado na Índia o teste mostrou uma especificidade que varia de 79,1 a 

94,1% e sensibilidade de 60,4 a 71,6% (BOELAERT et al, 2008). A detecção de antígenos é 

uma alternativa para pacientes imunocomprometidos, os quais apresentam baixos níveis de 

anticorpos circulantes, principalmente em casos avançados, onde a resposta imune é 
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prejudicada (ATTAR et al., 2001; GONTIJO; MELO, 2004). Em estudo realizado em 

Pernambuco, 10 pacientes com suspeita clínica para LV foram incluídos no estudo e cinco 

pacientes foram diagnosticados com coinfecção, sendo quatro com KAtex  positivo  

(CAVALCANTI et al, 2012). Outro estudo realizado por RIERA et al., (2004), na Espanha, a 

detecção de antígeno na urina de coinfectados obteve sensibilidade de 85,7% em amostras 

obtidas no primeiro episódio de LV. Para o desempenho do teste na monitorizarão da eficácia 

do tratamento, 23 pacientes coinfectados após cura clínica para LV foram acompanhados, 

utilizando o KAtex e a cultura de células do sangue periférico. E em 148 exames, os dois 

métodos apresentaram 94 resultados concordantes. Observou-se um bom desempenho do 

KAtex na detecção de LV em pacientes assintomáticos e na identificação de recidivas, porém 

ainda necessita-se de ajustes na sensibilidade da técnica e reprodutibilidade.  

 

2.4.4 Diagnóstico molecular 

Devido ao quadro de imunossupressão, a investigação sorológica não é considerada a 

forma mais adequada para a investigação de Leishmania spp, portanto o diagnóstico 

molecular surge como alternativa promissora (COTA et al, 2012; RUITER et al, 2014). 

Sistemas baseados em PCR (Reação em cadeia da Polimerase) em amostras de sangue 

periférico e medula óssea têm sido desenvolvidos para identificação de DNA de Leishmania 

spp. e diferentes sequências-alvo tem sido utlizadas, como o espaçador trascristo interno 

ribossomal (ITS) (CUPOLILLO et al. 1995; SCHÖNIAN et al. 2003; NASEREDDIN et al. 

2008), gene mini-exon (HARRIS et al. 1998), sequências repetitivas de DNA nuclear 

(PIARROUX et al. 1993) , gene da glucose-6-fosfato desidrogenase (CASTILHO et al. 2003), 

gene gp63 (VICTOIR et al. 1998), gene Hsp70 (GARCIA et al. 2004; FRAGA et al. 2010), 

gene do citocromo b (KATO et al. 2005)  e sequências de RNA (ZELAZNY et al. 2005; 

ARORA et al, 2008; DEBORGGRAEVE et al, 2008;  SCHALLING; OSKAM et al, 2002).  

O ensaio de PCR baseado na amplificação do kDNA é provavelmente o mais sensível, 

porque este alvo molecular está presente em cerca de 10.000 a 20.000 cópias por parasita com 

sequências de 500 a 2.500pb (NUZUM et al, 1995).  

Os alvos a partir do DNA ribossômico que apresentam cerca de 100 a 500 cópias do 

gene é composta por uma região promotora líder, o espaçador transcrito externo (ETS – 

External Transcribed Spacer), uma região codificadora do rRNA 18S, um espaçador não 

codificante interno (ITS-1), uma região codificadora de rRNA 5,8S, um outro espaçador não 

codificante interno (ITS- 2), uma região codificadora de rRNA 28S e, um segmento 
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intergênico espaçador não transcrito, IGS (MATEUS et al., 2006). Apesar do baixo número 

de cópias do rDNA em comparação ao kDNA, suas subunidades são bem exploradas no 

desenvolvimento de ferramentas moleculares para diagnóstico da infecção por Leishmania 

spp., sendo esse alvo um dos mais explorados na identificação de espécies (SCHÖNIAN et al, 

2003). 

  O diagnóstico baseado em PCR tem como vantagens a rapidez na execução, a isenção 

de interpretação subjetiva e a capacidade de monitoramento terapêutico (NUNO MARQUES 

et al, 2007;ASSIS et al, 2008). O uso da PCR em tempo real (qPCR) permite a quantificação 

da carga parasitária num tempo de ensaio reduzido e o acompanhamento de pacientes 

coinfectados para o diagnóstico das recidivas (WHO, 2007; REITHINGER; DUJARDIN, 

2007).  

  A PCR utilizando como substrato sangue periférico tem sido recomendada como um 

teste pouco invasivo de primeira escolha, tanto para pacientes imunocompetentes como 

imunocomprometidos (ANTINORI et al, 2007). Estudos com pacientes infectados pelo HIV 

têm mostrado que a sensibilidade da PCR para o diagnóstico de LV varia de 76% a 100% 

(ANTINORI S et al,  2007, BOSSOLASCO S, et al , 2003; BOURGEOIS et al, 2008; 

CAMPINO et al, 2000) Em estudo transversal realizado por COTA, 2013, ao comparar teste 

parasitológico, sorológico e molecular em 113 pacientes com HIV com sintomatologia 

característica para LV, concluiu-se que a PCR em tempo real, tendo como alvo a subunidade 

menor ribossômica em amostras de sangue total, apresentou sensibilidade semelhante ao teste 

parasitológico, o que torna-se é uma alternativa menos invasiva para exame parasitológico de 

confirmação dos casos de coinfecção. Há, no entanto, uma necessidade de normalização e 

validação de ensaios de PCR e de diagnóstico para as comparações da sensibilidade e 

especificidade das diferentes abordagens sob condições de rotina (GRIENSVEN; DIRO, 

2012; COTA, 2012). 

Assim como para LV, na LTA, a PCR é uma das mais promissoras técnicas utilizadas 

para o diagnóstico. Uma variedade de amostras clínicas já foram avaliadas para identificação 

de DNA: fragmentos de pele por punção ou biópsia, pele fixada em formalina ou embutidos 

em parafina, impressões da pele em nitrocelulose, papel filtro ou swab armazenadas em 

tampão de lise ou etanol, etc (MARQUES et al, 2001; MIMORI et al, 2002; SAFEI et al, 

2002; MOTAZEDIAN et al, 2002). Estudos que se utilizam da PCR para identificação de 

LTA em indivíduos com HIV/aids, ainda são escassos (KHANDELWAL et al, 2011; 

GUERRA et al, 2011). Os custos associados à técnica ainda são considerados um obstáculo 
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na sua utilização na rotina clínica. Portanto, a PCR pode ser um procedimento alternativo em 

casos onde há suspeita clínica, e tanto os resultados sorológicos e parasitológicos sejam 

negativos (BRASIL, 2013). 

A PCR e suas variantes é a principal ferramenta molecular utilizada no diagnóstico de 

doenças parasitárias, porém ainda requerem de recursos humanos qualificados, materiais e 

equipamentos de altos custos. Nas últimas décadas têm sido desenvolvidas novas técnicas 

para amplificação de ácidos nucléicos. Uma das ferramentas promissoras é a técnica de 

amplificação isotérmica de DNA (LAMP, do inglês, loop-mediated isothermal amplification) 

(SRIVASTAVA et al, 2011 PARIDA, et al 2008). A tecnologia LAMP constitui um método 

rápido para a amplificação específica de ácidos nucléicos, possuindo uma elevada 

especificidade, já que depende da hibridização dos “primers” a seis locais complementares, 

assim como sensibilidade elevada em comparação a outras metodologias baseadas em PCR 

convencional (GILL E GHAEMI, 2008). A LAMP já foi utilizada na identificação de LV no 

Sudão e LT no Suriname, a sensibilidade utilizando amostras de sangue foi de 83% para LV e 

98% para LT (ADAMS et al, 2008). Em 2013 a técnica estava sendo avaliada para o 

diagnóstico de LV em indivíduos coinfectados LV-HIV/aids na Etiópia, Leste Africano 

(DIRO, 2014). 

2.5 Identificação e caracterização de espécies de Leishmania spp. 

Devido à possibilidade de visceralização de espécies dermotrópicas ou de 

manifestação cutânea na LV, o isolamento e a caracterização da espécie são recomendados 

pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2011). A maioria dos casos de leishmanioses encontrados 

na coinfecção é causada pela L. infantum e L. donovani; outras espécies envolvidas, 

dependendo da região geográfica são L. braziliensis, L.aethiopica, L. tropica e L. major 

(WHO, 2007). 

O padrão ouro para a identificação de Leishmania a nível de espécies e subespécies é a 

eletroforese de enzimas Multilocus (MLEE), que é baseada na análise de 15 enzimas  para 

determinação de um perfil enzimático das espécies. Essa técnica tem sido aplicada em 

diversos estudos epidemiológicos e taxonômicos e permite a distinção entre todas espécies de 

relevância médica circulantes no Brasil (RIOUX et al., 1990; PRATLONG et al., 1991; 

OSKAM et al., 1998; NIMRI et al. 2002; BRAGA et al., 2003; CUPOLILLO et al., 1994; 

SILVEIRA et al,2002). No Brasil a análise de isoenzimas é baseada em 18 sistemas 

enzimáticos e é realizado na Fiocruz de acordo com Cupolillo et al. (1995). De acordo com a 

análise de isoenzimas, apesar de serem definidos cerca de 29 zimodemas, o zimodema 
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predominante tanto em cães como em humanos no Velho e Novo Mundo é o MON-1 

(CHICHARRO et al., 2002; MARTIN SANCHEZ et al., 2004; KUHLS et al., 2011). Porém, 

existem estudos que apontam uma alta variabilidade genética em amostras deste zimodema 

(BAÑULS et al., 1999a; BULLE et al., 2002; PRATLONG et al., 2004).  Apesar da análise 

de isoenzimas permitir a discriminação de espécies, é uma técnica considerada laboriosa, cara 

e que requer tempo, pois necessita de cultura e isolamento prévio do parasita (GRAÇA et al, 

2012; SCHÖNIAN et al, 2003).  Além disso, seu poder discriminatório no nível de espécie é 

limitado, pois não é capaz de distinguir espécies com o mesmo zimodema MON-1 

(HARALAMBOUS et al, 2008, TALMI-FRANK et al, 2010). 

Diferentes abordagens baseadas em DNA vêm surgindo para a identificação e 

caracterização de espécies de Leishmania, entre estas abordagens está a RFLP e o 

sequenciamento de vários alvos (CUPOLILLO et al., 1995; NOYES et al., 1998; SCHÖNIAN 

et al., 2001; MAURICIO et al., 2001; MORALES et al., 2001; GARCIA et al., 2005; 

LAURENT et al., 2007; EL-TAI et al., 2001).  

A RFLP é baseada na digestão dos produtos de PCR (amplicons) por endonucleases 

que clivam o DNA em sítios específicos gerando perfis de restrição distintos para cada 

Leishmania sp. Essa técnica permite a rápida caracterização direta do parasita, pois pode ser 

realizada a partir de amostras clínicas, sem a necessidade do isolamento prévio em cultura 

como MLEE (SCHÖNIAN, et al 2003; SCHÖNIAN, et al 2011). Apesar da alta sensibilidade 

observada no uso do alvo kDNA para diagnóstico molecular, ele não é considerado ideal para  

aplicação de enzimas de restrição, por ser considerado um alvo heterogêneo. Isso dificulta a 

construção de padrões por RFLP devido ao grande número de fragmentos, restringindo a 

utilização dos iniciadores entre isolados próximos ou apenas permite a identificação de grupos 

ou isolados de mesma área (SILVA et al, 2010). 

   A PCR-RFLP do espaçador interno transcrito (ITS), está entre os métodos mais 

utilizados para o diagnóstico e identificação de espécies de Leishmania spp. do Velho Mundo 

e Novo Mundo (SCHÖNIAN et al. 2011). Ele tem sido aplicado para a distinção de espécies 

simpátricas especialmente na região do Mediterrâneo, bem como para a identificação de casos 

importados (HARMS et al. 2003; AL-JAWABREH et al. 2004; RHAJAOUI et al, 2007). 

Representantes do complexo L. donovani (L. donovani e L. infantum) ou complexo L. 

brasiliensis (L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, etc). Geram padrões 

de RFLP quase idênticos com uma grande variedade de enzimas de restrição, dificultando a 

análise final. Esse problema pode ser resolvido pelo sequenciamento do produto da PCR da 
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região do ITS1, o qual no caso do complexo L. donovani, permite uma clara separação de L. 

infantum da L. donovani (KUHLS et al. 2005, SCHÖNIAN et al, 2011). Outro alvo promissor 

que já foi caracterizado foi o gene de choque térmico de 70 kDa (hsp70), que permite a 

discriminação espécies do Novo e Velho Mundo utilizando a enzima de restrição HaeIII 

(GARCIA et al., 2004, 2005; PEREZ et al., 2007). No entanto, L. braziliensis e L. Peruviana, 

ambas pertencentes ao complexo de L. braziliensis, bem como a L. naiffi e L. guyanensis e L. 

panamensis ambas do complexo L. guyanensis apresentam um padrão idêntico de RFLP por 

HaeIII e só pode ser distinguida usando uma segunda enzima de restrição (GARCIA et al. 

2004; DA SILVA et al. 2010, MONTALVO et al, 2010). Outro alvo para PCR-RFLP que 

apresenta bons resultados para diferenciação entre espécies em amostras clínicas é o mini-

exon, alvo altamente sensível e específico presente nos membros da ordem Kinetoplastida e 

ausente no hospedeiro vertebrado ou no vetor invertebrado (MARFURT et al., 2003a, 2003b; 

SERIN et al., 2005). 

Outra abordagem baseada em DNA é a técnica de RAPD (“Random Amplification of 

Polymorphic DNA) que utiliza-se de oligonucleótidos complementares a sítios específicos do 

genoma, mas não necessariamente conhecidos, que muitas vezes são polimórficos  que 

origina produtos de PCR com padrões característicos e com diferentes tamanhos; o padrão 

obtido pode ser utilizado para distinguir diferentes espécies de Leishmania spp., e para estudar 

a variabilidade intra-espécie (SCHÖNIAN et al., 1996; NOYES et al., 1996; TOLEDO et al., 

2002; ZEMANOVÁ et al.,2004). 

A técnica de tipagem de sequencias multilocus (MLST) é uma análise baseada no 

sequenciamento de DNA de múltiplos genes, e é considerada uma técnica de alta resolução, 

com resultados compatíveis ao padrão ouro (MLEE), e ainda possui a vantagem de identificar 

SNPs que permite a distinção entre cepas de L.infantum (MAURICIO et al. 2006). Além 

disso, não necessita necessariamente da cultura estéril de parasitas e não requer da tipagem 

simultânea de cepas de referência (SCHÖNIAN et al, 2011). 

A tipagem de microssatélites multilocus, do inglês “Mutilocus microssatelite typing” 

(MLMT), é uma ferramenta baseada na amplificação de sequências de microssatelites, 

também chamada de sequências curtas repetidas em tandem ou sequências simples repetidas, 

compostas por 1 a 6 pb, abundantes, altamente polimórficas, presente nos genomas de todos 

eucariotos e procariotos (TOTH et al. 2000; MRAZEK et al. 2007). Nos últimos anos, o 

desenvolvimento de abordagens baseadas em microssatélites foi testado para tipagem dentro 

do gênero Leishmania para superar a falta de poder discriminatório de MLEE e de outros 
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métodos de tipagem molecular (BULLE et al. 2002; JAMJOOM et al. 2002b; 

OCHSENREITHER et al. 2006). É uma ferramenta promissora para estudos taxonómicos, 

epidemiológicos e de genética populacional, que pode ser usado diretamente em material 

biológico, sem cultivo do parasita. O poder discriminatório do MLMT é maior do que outros 

marcadores genéticos utilizados para tipagem de Leishmania spp., e assim como a técnica de 

MLST tem a capacidade de discriminar a nível de zimodemas (KUHLS et tal, 2007; 

SCHÖNIAN et al, 2011). Apesar de MLMT e MLST apresentarem alto desempenho na 

identificação das espécies, não são considerados métodos de simples execução como PCR-

RFLP (SCHÖNIAN et al., 2008) e necessitam da realização da PCR em separado para cada 

par de iniciadores (GHATEE et al. 2014). 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

 Identificar e caracterizar as espécies de Leishmania spp. em pacientes com HIV/aids em 

Pernambuco 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar a população de estudo quanto aos aspectos clínicos e laboratoriais; 

b) Diagnosticar casos de coinfecção Leishmania– HIV/aids em pacientes portadores do 

vírus HIV; 

c) Identificar as espécies de Leishmania spp. em pacientes coinfectados Leishmania – 

HIV/aids; 
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ABSTRACT 

Background: In Brazil there is a large area of leishmaniasis and HIV infection, which 

favored an increased incidence of coinfection Leishmania-HIV/AIDS. This study aimed to 

evaluate the use of PCR-RFLP for identification of Leishmania species in patients with HIV / 

AIDS, providing data to assist in the correct clinical therapeutic approach of patients.  

Methods:  The study enrolled patients with HIV/ AIDS admitted to three referral hospitals for 

HIV / AIDS in the Metropolitan Region of Recife (RMR) - PE from June / 2013 to December 

/ 2014. PCR was performed on DNA from blood samples, which targeted the ITS-1 region. 

The identification of species was performed by PCR-RFLP ITS1 and confirmed by 

sequencing and alignment of the sequences in GenBank. 

Results: The study included 236 patients with HIV / AIDS, 21 of them was found Leishmania 

DNA using PCR - ITS1, of 66% were male, with predominant age range 25 to 39 years and 
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80.9% in urban regions. In VL/HIVco-infection cases, L.infantum was identified by PCR-

RFLP in 15 (71.4%) patients and  17 (80.9%) by sequencing of amplicons. 

 Conclusions: Confirmation of results by sequencing and alignment indicate that PCR-RFLP 

is a safe technique to identify L. infantum in patients with HIV / AIDS. The use of PCR-RFLP 

in the routine of health services can assist in developing strategies for prevention and control 

and medical assistance to co-infected patients, becoming an important indicator for follow-up 

need.    

Keywords: Leishmaniasis, Co-infection, Diagnostic, HIV, AIDS, PCR, RFLP. 

INTRODUCTION 

             In some regions of the world, one of the main factors thar become control of 

leishmaniasis a difficult task is its association with other diseases, such as immune deficiency 

syndrome-AIDS, pandemic disease and high severity
1
.  Leishmania-HIV /AIDS co-infection 

cases have been registered in 35 countries worldwide, with broad expansion in several 

countries 
2
. Brazil is the epicenter of the leishmaniasis in the Americas, commonly rural 

disease, presenting growing  incidence in urban conglomerates. In addition, HIV / AIDS is 

expanding to small towns and rural areas. Overlapping of these diseases leads to an increase 

number of coinfection in the country 
3.4

. 

 

             Leishmania-HIV / AIDS diagnose is particularly difficult task. Definig clinical and 

epidemiological features are tough due to the development of ectopic expression, presence of 

opportunistic diseases associated, and areas where more than one  Leishmania spp. co-exist
4
. 

In general, these patients have low levels of CD4 + lymphocyte counts, which mayprevent a 

complete immune recovery. Therefore, Leishmania-HIV / AIDS coinfected patients have 

lower rates of healing, higher rates of toxicity to drugs, increase mortality rates and relapses 

5.6
. 

Laboratory diagnosis is traditionally based on the results of serological tests, bone 

marrow cytology and in vitro isolation and in vitro isolation. In co-infected cases, serologic 

tests are limited, due to immunosuppression and to not allow discrimination between species
7
. 

The parasitological diagnosis is an invasive procedure that may cause serious complications, 

requiring appropriate environment and technical trained, and do not allow identification 

species due to morphological similarities 
8,9,10

. 
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The multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) is considered the gold standard for 

the identification of Leishmania spp., however, a laborious technique, expensive and time 

consuming .It requires prior isolation and culture of parasite
11

.  PCR assays are promising 

alternatives, been widely used for diagnosing infectious diseases and epidemiological studies 

due to its high sensitivity and especificity
12

. Internal transcribed spacer target (ITS) 

amplification is the most widely used for diagnosing and identification of Leishmania spp. of 

Old World and New World. Furthermore, digestion of the PCR products (amplicons) with 

restriction enzymes allows identification of Leishmania spp., thereby leading to rapid 

characterization of the parasite
13,14

. 

This study aimed to evaluate the use of PCR-RFLP for identification of Leishmania 

spp. in HIV/AIDS admitted to referral hospitals, providing data to assist in the correct clinical 

therapeutic approach. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Samples and Study Area 

 

A prospective study was conducted in three referral hospitals for HIV / AIDS in 

Pernambuco, Brazil, from June 2013 to December 2014.We included patients over 18 years, 

HIV positive confirmed by ELISA or Western blot
15

. 

After patients have written informed consent, blood samples were collected for 

molecular diagnosis. Demographic information, stage of infection HIV, previous Leishmania 

diagnosis, previous or concomitant infections associated, clinical features, laboratory and 

parasitological data, treatment, adverse effects and clinical course. 

   

DNA extraction 

  

DNA from blood samples was extracted using the commercial kit QIAamp DNA 

Blood Mini Kit
TM

 (USA) according to the manufacturer's instructions. 

 

PCR amplification 
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          PCR was performed using internal transcribed spacer (ITS1). Primers used in the 

reactions were: LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) and L5.8S (5’- 

TGATACCACTTATCGCACTT-3’)
13

. DNA amplification was performed in 50 ul reaction 

mix containing 2 μl  of template DNA, 25 μl of 2x GoTaq
®
 Green Master Mix (Promega 

Corp., Madison, WI) and 2.5 μl (10 pmol/ microl) of each primer. GoTaq
®
 Green Master Mix 

presents the following conditions: Green GoTaq 2x Reaction Buffer (pH 8.5), 400μM dATP, 

400μM dGTP, 400μM dCTP, 400μM dTTP, and 3 mM MgCl2. Amplification was performed 

under conditions described by SCHÖNIAN et al (2003), 94 º C initial denaturation for 5 min 

and 35 cycles: 94 º C for 1 min; 67 º C for 2 min; 72 º C for 1 min and a final extension at 72 

° C for 5 minute in Lifepro thermal Cycler (Bioer Technology). The expected final product 

was 300-350bp depending on Leishmania spp.  

  

          The PCR products were subjected to 2% agarose gel electrophoresis with 0.5 μg/ml 

ethidium bromide
16

 for 25 min at 90 V in TAE buffer and visualized by a transiluminator by 

ultraviolet light and photographed with the L-Pix EX Imaging System (Loccus Biotecnologia, 

São Paulo, Brasil). A 100 bp DNA ladder was used in each run as size standard. 

 

RFLP analysis of amplified ITS1 

 

         ITS1 PCR products (15µl) was digested with HaeIII 1μl for 1 hour and 30 minutes at 37 

° C using conditions recommended by the supplier (Invitrogen, CA, USA). The restriction 

fragments were subjected to electrophoresis in  3% agarose gel to 100V in 1.0 x TAE buffer 

and visualized and photographed in transluminator after staining in ethidium bromide (0.5 µg 

/ ml)
16

. Banding patterns were compared with each species defined by SCHÖNIAN et al. 

2003. 

 

ITS1 Sequencing 

 

The products obtained after amplification of the ITS-1 were purified using the 

PureLinkTM Quick PCR Purification Kit (Invitrogen, CA, USA). Sequencing reaction was 

carried out using the same primers used in PCR with the Big Dye kit reagents from Applied 

Biosystems (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1
®
) in automated 
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sequencer, ABI PRISM 3100 model (Applied Biosystems).The analysis sequencing was 

performed using the programs Colection 3100 Date version 1.1 and sequencing Analysis 

version 3.7 also from Applied Biosystems. The obtained sequences were analyzed and aligned 

using the programs SeqManTM II, EditSeqTM, MegalignTM, MapDrawTM, Lasergene 

software package, version 7.0., DNASTAR
®
 Inc., Madison, WI. 

 

Statistical Analysis 

 

         The degree of agreement between the PCR-RFLP and sequencing was determined by 

the Kappa index, using the Lands and Koch interpretation criteria
18

. 

 

Ethical issues 

 

        The project was approved by the Research Ethics Committee of the Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). This study was conducted accoding 

to the Helsinki Declaration and Resolution 196/96 of the National Health Council of the 

Ministry of Health, which regulates research involving human subjects in Brazil. 

 

RESULTS 

             During June 2013 and December 2014, a total of 236 individuals with HIV/AIDS 

were investigated, 159 (67.4%) were male and 77 (32.6%) were female, range 18-81 years, 

predominantly age 30 to 39 years (36.5%) (Table 1), most (172 (72.9%)) resident in the 

metropolitan region of Recife (RMR), Pernambuco. The average CD4 count was 221.05 cells 

/ mm
3
 (range 1-1460).   

ITS-1-PCR from blood was positive in 21 (8.9%) (Figure 1), being considered 

Leishmania-HIV/AIDS co-infected patients. 14 (66.6%) were male and 7 (33.3%) female, 

both sexes with predominant age ranging 25 to 39 years (Table 2). 17 (80.9%) lived in 

metropolitan region of Recife. None of them had Leishmaniasis previous episode. 

 

 



58 
 

 

 

 

   

           

             

      

 

Age                       

(years) 

Frequency            Percentage 

18-24 16 6.8% 

25-29 29 12.3% 

30-34 38 16.1% 

35-39 48 20.4% 

40-44 30 12.7% 

45-49 29 12.3% 

50-59 35 14.8% 

60+ 10 4.2% 

Total 236 100% 

Age                       

(years) 

Frequency Percentage 

18-24 2 9.5% 

25-29 5 23.8% 

30-34 3 14.3% 

35-39 4 19% 

40-44 2 9.5% 

45-49 2 9.5% 

50-59 2 9.5% 

60+ 1 4.8% 

Total 21 100% 

Figure 1.  Electrophoresis on 2%  agarose gel of  ITS-1 

region (350pb) from Leishmania spp. M: 100pb molecular 

weight ladder (invitrogen). Lanes 1-15: Clinical samples, 

Lane 16: Negative Control, Lane 17: Reference strain of 

L.infantum: MHOM/BR/1974/PP75. 

   M      1         2         3         4         5          6         7        8 

 M    17        

Table 2. . Age distribution of  Leishmania-

HIV/AIDS co-infected patients. 

 

Tabela 1: Distribuição de Idade dos 

pacientes com HIV/aids 

   M     9        10       11      12        13        14       15      16  

Table 1. Age distribution of HIV-infected patients. 

                               

300pb 

300pb 

300pb 
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The most frequent clinical features in this co-infected group was fever, weight loss and 

diarrhea (Table 3). Viral load was detectable in 90.9% and CD4 + cells, the average was 

132.6 cells / mm
3
 (range 12-614). In 72.7% CD4 + count was below 200 cells / mm

3
 (Table 

4). 

        

Signs and 
Symptoms 

Frequency/Total Percentage 

Fever 16/21 76.20% 

Weight loss 15/21 71.40% 

Diarrhea 12/21 57.1% 

Cough 11/21 52.4% 

Cutaneous lesions 7/19 36.80% 

Hepatomegaly 4/19 21% 
Eplenomegaly 2/19 10.50% 

 

 

Laboratorial data Frequency/Total Percentage 

Leucocytes(mm3) <5.000 11/20 55% 

Viral Load (cópias/ml) > 50 10/11 90.90% 

Platelets(mm3) < 150.000 8/21 30.10% 

CD4+ cell (cél/µl) < 200 8/11 72.70% 

Creatinin (mg/dL) >1.2 6/19 31.60% 

Urea (mg/dL)>50 2/19 10.50% 

 

 

HaeIII digestion of PCR products revealed the L.infantum patterns (55, 72, and 

184pb) to 15 samples (Figure 2). Sequencing was made to ascertain species by RFLP. In 17 

(80.9%) samples, significant homology was revealed by L.infantum sequence of NCBI 

BLAST database and 4 (19%) had no significant homology (Table 5). 

  

 

Table 3. Clinical data of  Leshmania-HIV/AIDS 

coinfected patients. 

 

Table 4. Laboratorial data of  Leshmania-HIV/AIDS co-

infected patients. 
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When the tests were compared, it was found agreement results in 13 (61.9%), 

L.infantum specie was identifies by both sequencing and PCR-RFLP. In 2 (9.5%), the results 

were discordant. According agreement analysis, tests showed moderate agreement (kappa 

0.22) (Table 6). 

 

 

                                                                         

 

 

                                                                                   Kappa index: 0,22  

         ITS-1 region of Nucleotide sequences of eight samples were aligned with the 

nucleotide sequence of L.infantum (GenBank Accession nth KC347301.1) intending to find 

SNPs showing no variations. The others sequences, despite the homology L.infantum, had 

several sequencing errors, not allowing the assessment of the SNPs (Figure 3). 

 PCR-RFLP-ITS1 SEQUENCING 

Total number of 

samples 

               21 21 

Leishmania infantum 15(71.4%) 17(80.9%) 

Unidentified samples             6 (28.6%) 4 (19%) 

  Sequencing  

  L.infantum Negativo Total 

PCR-RFLP L.infantum 13 2 15 

 Negative 4 2 6 

 Total 17 4 21 

  M       1          2           3            4            5           6            7           8 

Table 5. Results of PCR-RLP-ITS1 and sequencing in Leishmania-HIV/AIDS 

co-infected patients. 

 

Tabela 6. Comparison between  PCR-RFLP and sequencing on 

21 samples of  Leishmania-HIV/AIDS co-infected patients. 

 

Figure 2. RFLP banding patters analyzed on 3% agarose gel. Lanes 

1-7: Caracterization of Leishmania species in clinical samples. Lane 

8: Reference strain of L.infantum: MHOM/BR/1974/PP75. 

 

 

184pb 

72pb 
55pb 

200pb 
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Figura 3. Multiple alignment of nucleotide sequences of ITS-1 region and compared to the 

reference sequence of L.infantum. 

 

DISCUSSION 

           Leishmania-HIV/AIDS co-infection has been described around the world. This study 

described a clinical and laboratorial profile of co-infected, besides PCR-RFLP application to 

identification Leishmania spp. 

 

       In 8.9% of HIV / AIDS patients,  PCR detected Leishmania DNA  circulating in blood. 

This rate found herein is over the national rate, around 6%, which considers parasitological 

and/ or by indirect immunofluorescence as confirmatory diagnosis
18

. In a study conducted in 

endemic area for visceral leishmaniasis in Minas Gerais, using kDNA-PCR in 381 individuals 

with HIV, also was noted a prevalence of 6.3%, mean our study
19

. In another study, 163 

individuals with HIV/AIDS was analyzed and it was found a rate of 1.8% by PCR in blood
20

. 

 

       Prevalence rate varies according to the diagnostic method applied. It is observed that even 

in HIV-infected, when the criteria adopted are serological techniques, the rate is higher in 

relation to molecular techniques, being explained due to cross-reactions with other parasites 

and the detecting antibodies arising from previous infections 
19, 20, 21, 22

. ITS-1 - PCR 

technique has high specificity and sensitivity, with performance evaluated in a great number 
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of clinical samples, being possible to detect about 0.2 parasites per sample
13

. Therefore, a 

8.9% rate using this method becomes a  risk of transmission to VL in the region and can be an 

important indicator for the for follow-up needs and a regular screening in HIV/AIDS subjects, 

enabling the agility of correct treatment guidance in cases of disease reactivation. 

 

The  male gender was majority, in agreement with other studies published in Brazil in the 

Mediterranean area. This predominance is present in HIV/AIDS, leishmaniasis and 

Leishmania-HIV/AIDS coinfected cases as well 
4,8,19,23,24

. 

 

       Leishmaniasis are more frequent in children, in Leishmania-HIV/AIDS co-infection 

cases, the predominant population of young-adult, this is one of the main aspects that differ 

from immunocompetent individuals with Visceral Leishmaniasis and American Tegumentary 

Leishmaniasis 
2,8,20, 25,26

. Although we have not included herein patients under 18, the age of 

the co-infected population was matched to previous studies. 

 

HIV-infection in rural areas and the concomitant expansion of leishmaniasis to 

suburban and urban areas keep the occurrence of Leishmania-HIV/AIDS co-infection in many 

parts of the world 
27,28

. The results suggest that co-infection is prevalence in urban areas, 

because 80.9% of the cases were from this region, previously by others 
29, 30

. 

 

         It is suggested that Leishmania-HIV/AIDS co-infected patients develop a condition 

called "chronic active visceral leishmaniasis", due to the presence of relapses for several years 

and the continued circulation of the parasite in blood, even in asymptomatic periods
31

. It is 

therefore important one monitoring to prevent progression of the disease. However, the most 

appropriate diagnostic method for identifying asymptomatic cases and to detect the natural 

evolution of parasitaemia is still a challenge. Real-time PCR is a promising technique to 

identify such cases, but is still considered a high cost of technical and there is the need for 

inter-laboratory standardization 
32, 33

. Although most coinfected of our study have fever (76. 2 

%), only in 2 patients, the symptoms were folloed by pancytopenia and hepatosplenomegaly, 

classic triad of  VL. Cutaneous lesions present in 36.8% with  no typical pattern for ATL. It is 

suggested that the others co-infected individuals (90.5%)  had asymptomatic or subclinical 

VL expression. 
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       One of the main indicators of immunosuppression is the dosage of CD4 + cells. It was 

observed in 72.7% of cases, indexes less than 200 cells/mm
3
. The occurrence of leishmaniasis 

is more frequent in low levels of CD4+ cells, which predisposes to be a risk factor for 

reactivation of latent infection and the development of other opportunistic infections 
34,35, 36

. 

 

            Leishmania detection and identification in areas where there is more than one current 

species is especially useful for epidemiological studies and the correct treatment guidance 
23

. 

In Pernambuco L.infantum is responsible for VL and L.brasiliensis for ATL. Because of the 

possibility of visceralization of dermotropic species and cutaneous manifestation in VL, 

isolation and characterization of species in immunosuppressed individuals is of great 

relevance 
36, 37,38

. The multilocus isozyme electrophoresis is considered the gold standard for 

the identification of Leishmania species, but is considered a laborious technique and time- 

consuming, because previous isolation of the parasite in culture is needed. In the present 

study, we used PCR-RFLP described by Schönian, et al (2003) which is capable of 

distinguishing all clinically relevant species of Leishmania. Considering 21 positive cases by 

ITS-1-PCR, it was possible to identify L.infantum by RFLP in 71.4% of samples. 

 

DNA sequencing is a high precision laboratory technique that presents great 

performance foe species identification, being based on comparison of homologous sequences 

in databases (GenBank). It is not necessary isolation of reference strains for species 

identification, as well as in PCR-RFLP cultivation of parasite are not need
11

. Depending on 

the target, you can perform a molecular characterization by identifying variations (SNPs) 

between species in databases and determination different zymodemes . However, it is present 

only in reference laboratories, being still considered a high cost technique when compared to 

PCR-RFLP 
39, 40

. 

 

          Sequencing allowed the identification of L.infantum in 80.9% of cases. There was a 

moderate agreement between the tests (k = 0.22) when sequencing and PCR-RFLP were 

compared.  In a study using skin samples and mucosal found a correlation of 61% between 

sequencing and PCR-RFLP targeting the kDNA for species identification of cutaneous 

leishmaniasis 
41

. In Italy, a study with Leishmania-HIV/AIDS co-infected cases applied PCR-

RFLP targeting repetitive sequences present in the Old World Leishmania spp. PCR-RFLP 

showed 100% agreement with the electrophoresis multilocus enzymes for the 19 co-infected 
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patients, however this target does not allow the distinction of Leishmania species in the New 

World, as L.brasiliensis and L.peruviana 
32

. In the Mediterranean area and in Brazil where the 

ATL is common, the risk of visceralization typically dermotropic species can be considered a 

problem that has not been well investigated in individuals with HIV/AIDS, except for case 

reports 
33, 42

. Although not observe the presence of L.brazileinsis species in our study, there is 

the prospect of further research by PCR-RFLP, not only in blood but also in skin and mucosa 

samples. 

 

        The broad spectrum of clinical manifestations of leishmaniasis depends on genetics and 

parasite characteristics associated with the susceptibility of the host. Studies indicate that 

immune suppression may select certain subpopulations of Leishmania, conferring selective 

advantage to the parasite 
43,44,45

. In a study conducted in the Mediterranean was found that 

isolated from Leishmania- HIV/AIDS co-infected have a high level of enzyme 

polymorphism
46

. In a study conducted on the African east was found considerable 

polymorphisms between strains isolated from VL-HIV/AIDS coinfected patients of 

L.donovani using the repeating region HASPB (K26), however in L.infantum these variations 

were rare 
47

. 

 

       PCR-RFLP of the internal transcribed spacer 1 (ITS1) is among the most widely used 

methods for the diagnosis and identification of Leishmania spp. of Old World and New 

World
11

. ITS region in L.donovani complex has low levels of polymorphism when compared 

to other Leishmania complex
48

. The alignment of the sequences obtained ITS1 our study 

revealed no changes to the reference sequence for L.infantum (Figure 6). GELANEW et al 

(2010)
49

 reported a rare case in which it was observed variations both following ITS-1 and for 

Hsp70 to L.donovani in individual from Ethiopia that had a frame Post Kala-azar Dermal 

Leishmaniasis (PKDL) concomitantly with LV. 

CONCLUSIONS 

In conclusion, the use of PCR-RFLP can be considered a reliable tool for L.infantum 

identification in blood of patients with HIV/AIDS. PCR-RFLP is applicable in health services 

because it is a simple technique, high sensitivity and specificity, which may aid in the 

development of therapeutic strategies for prevention and control. 
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5. CONCLUSÕES 

 Esse estudo indica que os casos de coinfecção Leishmania-HIV/aids presentes em 

Pernambuco constitui um risco de transmissão para LV na região, por apresentar uma taxa de 

prevalência de coinfecção Leishmania-HIV/aids acima da média nacional. Esse dado pode ser 

um importante indicador para a necessidade do “follow-up” e de um “screening” periódico em 

indivíduos com HIV/aids, permitindo a agilidade do correto direcionamento terapêutico em 

casos de reativação da doença. Os casos coinfectados caracterizam-se por ser indivíduos 

adulto-jovens, predominantemente do sexo masculino e sem etiologia e características clínicas 

definidas. A confirmação dos resultados pela análise de sequenciamento e alinhamento indica 

que a PCR-RFLP é uma técnica segura para identificar L. infantum em pacientes com 

HIV/aids. Assim, O uso da PCR-RFLP na rotina nos serviços de saúde pode auxiliar no 

desenvolvimento de estratégias de prevenção e controle e na assistência médica prestada aos 

pacientes coinfectados. 
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6. PERSPECTIVAS 

Como perspectivas, será realizado um monitoramento dos casos identificados para o 

diagnóstico precoce de possíveis casos de reativação da leishmaniose; a investigação de 

Leishmania spp. em indivíduos com HIV/aids terá continuidade em amostras clínicas 

provenientes de pele e mucosa, além da utilização de alvos moleculares que permitam a 

identificação de variações inter-específicas de Leishmania spp. nesse grupo de pacientes.     
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Termo de consentimento livre e esclarecido para investigação de leishmaniose em 

pacientes portadores de HIV/Aids 

 

Convidamos o (a) Sr (a)_________________________________________, acompanhado (a) no 

Hospital ________________________________, para participar do projeto de pesquisa PREVALÊNCIA DE 

ESPÉCIES DE Leishmania spp. E SEU ENVOLVIMENTO NO QUADRO CLÍNICO DE 

LEISHMANIOSE EM PORTADORES DO VÍRUS HIV NO ESTADO DE PERNAMBUCO coordenado 

por Maria Almerice Silva, cujo objetivo é conhecer as espécies de Leishmania e seu envolvimento na 

leishmaniose visceral ou tegumentar em portadores do vírus HIV no estado de Pernambuco. 

Caso o médico que esta o (a) acompanhando (a) nesse Hospital indique, coletaremos 

cerca de 30 ml (6 colheres de chá) de urina para pesquisar substância liberada pelo micróbio 

(antígeno: teste de aglutinação do látex), e 10 ml (2 colheres de chá) de sangue coletado na 

veia para identificar substancias que o corpo humano produz contra o micróbio (exame de 

anticorpo: imunofluorescência indireta, teste de aglutinação direta e teste rápido) e para 

pesquisar material genético (DNA) do micróbio  da leishmaniose (reação em cadeia de 

polimerase - PCR). Caso também seja indicação clínica, faremos uma coleta do líquido 

presente dentro do osso, obtido por punção na medula óssea (medulograma), sendo esse 

recomendado pelo Ministério da Saúde como melhor exame no diagnostico do micróbio de 

Calazar. 

Na presença de lesões na pele, poderá ser coletado na ferida, caso o médico indique, 

material para pesquisar a presença do micróbio e poderá ser feito um teste para pesquisar 

substâncias contra o organismo, os anticorpos, através da injeção de 0,1 mL de substâncias 

produzidas pelo micróbio na minha pele. 

Informamos que todos os exames serão coletados com material estéril (“sem 

infecção”), sendo realizados por profissionais capacitados do próprio Hospital.O exame na 

veia não causa nenhum desconforto além da “picada” da agulha que pode algumas vezes 

causar uma pequena mancha roxa (hematoma) que desaparece em alguns dias sem qualquer 

tratamento.  É esperado que após a coleta do líquido presente dentro do osso possa haver um 

pequeno sangramento e dor no local da punção que desaparece em alguns dias sem qualquer 

tratamento ou apenas com o uso de remédio para dor. 

FIOCRUZ

Ministério da Saúde
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHÃES

APÊNDICE A – Termo de consentimento Livre e Esclarecido 
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Informamos que esses exames serão importantes para seu tratamento, pois o 

diagnóstico de leishmaniose visceral ou tegumentar associada ao HIV/AIDS, quando feito 

cedo, contribui para que o seu tratamento seja realizado de forma mais segura, com redução 

do tempo de internação e com recuperação mais rápida. Os resultados desses exames serão 

entregues ao Sr (a) e ao seu médico  

 

assistente, que deixará o resultado no seu prontuário. Na dependência do(s) resultado(s) 

positivo(s), o Sr. (a) será acompanhado (a) pelo médico e/ou tratado para leishmaniose na 

Unidade hospitalar de origem. 

O (A) Sr (a) é livre para interromper a qualquer momento sua participação na pesquisa, sem nenhuma 

forma de prejuízo ao seu acompanhamento clinico e terapêutico. Solicitamos sua autorização para conservar as 

amostras para exame de laboratório, e caso esse material seja utilizado em futuras pesquisas, entraremos em 

contato para novo consentimento. Também solicitamos a sua autorização para coletarmos suas informações 

médicas para que sejam usadas em reuniões, congressos e publicações científicas não divulgando de jeito nenhum 

sua identidade. 

Caso o Sr (a) tenha compreendido (a) e concordado (a) com todos os termos deste consentimento 

informado, solicitamos que assine duas vias desse documento, pois uma ficará conosco e outra com o Sr (a). 

 

Recife, ___ de ______________ de 20____ 

 

_________________________________________________________________________ 

Assinatura do usuário 

 

 

 

Endereço - Rua (usuário ou responsável) 

 

__________       ____________________________      _______________  ________________ 

N
º
/Apt

º                  
                   Bairro                                              Cidade          -    Estado 

 

 

Testemunha: 

 

 

_______________________________________________________________________ 

Assinatura Membro da Equipe de Pesquisa 

 

 
Dúvidas ou outras informações posteriores poderão ser obtidas com: 

Dra. Maria Almerice Lopes da Silva, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, localizado - Av. Moraes Rego, s/n ,  

no Campus da UFPE, CEP: 50670-420 Recife-PE, e pelo Fone: 0XX81 2101-2695. 

Dra. Zulma Medeiros, biomédica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, localizado - Av. Moraes Rego, s/n ,  

no Campus da UFPE, CEP: 50670-420 Recife-PE, e pelo Fone: 0XX81 2101-2662. 

 

Esse projeto antes de seu inicio foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisas 

Aggeu Magalhães, podendo ser confirmado no site www.saude.gov.br/sisnep 

FIOCRUZ

Ministério da Saúde
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHÃES
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Etiqueta 

 

 1ª Digitação 
 

Iniciais Data 

 

 2ª Digitação 
 

Iniciais Data 

 

1. IDENTIFICAÇÃO: CODIFICAÇÃO 

1.1e N° de Série (NSE):                                                                              |__|__|__|__|  
NSE 
 |__|__|__|__| 

1.2e 
Código de identificação do paciente (CIP): 
 
|__||__|__|__|__||__|__|__||__|__|__|__|__|__|__|__| 

 

CIP 
|__|__|__|__|__|__|__|__| 

|__|__|__|__|__|__|__|__| 

1.3e 
Data da Entrevista (DEEPI): 
____/____/____ 

 
DEEPI 
 ____/____/____ 

1.4e Iniciais do Entrevistador (EEPI):                                                         ________________  
EEPI 
 |__|__|__|__| 

1.5q 

 
Procedência: (PROC)                                                  ____________________________ 
 
|__|__|__|   *Consultar lista de municípios 

 
PROC 
 |__|__|__| 
 

1.6q 

 
Ocupação: (OCUP)                                                   ____________________________ 
 
|__|__|__|__|   *Consultar lista de ocupação profissional 

 
OCUP 
 |__|__|__|__| 

1.7q 
Estado Civil: (ECIV) 

Solteiro   1      Casado   2      Vive junto   3       Outros   4 . 
 

ECIV 
 |__| 
 

1.8q 
 

Anos de estudo: (ESCO) 
 
Não estudou   1       1 a 8 anos   2           9 a 11 anos  3       12 anos ou mais   4  

 
ESCO 
 |__| 
 

1.9f 
Data de admissão no Hospital (DAH): 
____/____/____ 

 
DAH 
 ____/____/____ 

1.10f 
Data de nascimento (DATANASC): 
____/____/____ 

 
DATANASC 
 ____/____/____ 

1.11f 
 

Sexo (SEX):         Masculino   1             Feminino   2 . 

 
 

SEX 
 |__| 

 

 

2. ANTECEDENTES PESSOAIS E INTERROGATÓRIO SINTOMATOLÓGICO: 

2.1e 

Você tem animais de estimação em casa? (ANIM) 
 

Não  1        Sim, cão e gato  2          Sim, cão  3      Sim, gato  4      Sim, outros   5 

ANIM 
 |__| 

2.2e 
Alguém na sua casa tem ou já teve Calazar/Leishmaniose/doença do cachorro? (LVDOM) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

LVDOM 
 |__| 

2.3e 
Alguém na vizinhança tem ou já teve Calazar/Leishmaniose/doença do cachorro? (LVVIZ) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
LVVIZ 
 |__| 

 

3. NOS ÚLTIMOS 30 DIAS ANTES DO INTERNAMENTO VOCÊ: (888=não sabe) (999=não se aplica) 

3.1q 
Apresentou febre? (FEB) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
FEB 
 |__| 

3.2q 
 

Tempo de febre em dias 
   |__|__|__|  

TFD 
 |__|__|__| 

3.3q 
Tem sentido falta de ar/cansaço? (FAR) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
FAR 
 |__| 

FIOCRUZ
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3.4q 
Tem apresentado sangramento em alguma parte do corpo? (SANG) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
SANG 
 |__| 

3.5q 
Tem tido tosse? (TOS) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
TOS 
 |__| 

3.6q 
Tem tido diarreia? (DIAR) 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
DIAR 
 |__| 

3.7q 
Tem notado perda de peso? 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
PPESO 
 |__| 

3.8q Se sim, quantos quilos? (PKG)      ________ kg  
PKG 
 |__|__|__| 

 
 

4. HISTÓRICO DE HIV E LV: (888=não sabe) (999=não se aplica) CODIFICAÇÃO 

4.1q 
Qual o mês e ano que você soube que tinha HIV?  Ou 
Há quanto tempo você sabe que tem HIV?    (999=não sabe)      ___________ 

 
TDHIV  
 |__|__|__| 

4.2q 
Está fazendo uso de medicamento para HIV (coquetel)? (TARV) 

Sim 1  Não 2  
 

 
TARV 
                      |__| 

4.3q Se sim, há quanto tempo? (TTARV)                                  _________meses  
TTARV 
                    |__|__|__| 

4.4e 
Você já teve calazar ou leishmaniose visceral ou doença do cachorro? 

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
DPLV 
 |__| 

4.5q 

Se sim, quantas vezes? (NELV) 

Não sabe 888  Não se aplica 999  

                                        

NELV 
 |__|__|__| 

4.6q/f 
Fez ou está em uso de Anfotericina B ou Glucantime? (TTPLV)  

Sim 1  Não 2  Não sabe 8 
 

 
TTPLV 
 |__| 

 
 

5. APRESENTAÇÃO CLÍNICA:  (88=não sabe) (99=não se aplica) CODIFICAÇÃO 

5.1e 
Hepatomegalia? (HMG) 

Sim 1  Não 2  
 

HMG 
 |__| 

5.2e Se sim, a quantos centímetros do RCD? (HMGCM)                  ______ cm 
HMGCM 
 |__|__| 

5.3e 
Esplenomegalia? (EMG) 

Sim 1  Não 2  
 

EMG 
 |__| 

5.4e Se sim, a quantos centímetros do RCE? (EMGCM)                  ______ cm 
EMGCM 
 |__|__| 

5.5e 
Rarefação de pêlos? (RPEL) 

Sim 1  Não 2  
 

RPEL 
 |__| 

5.5e 
Palidez cutânea? (PCUT) 

Sim 1  Não 2  
 

PCUT 
 |__| 

5.7e 
Lesões de pele ou mucosa? (PELE) 

Sim 1  Não 2  
 

PELE 
 |__| 

5.8e 
Tipo de lesão de pele ou mucosa (PELET) 
 
________________________ (lista) 

PELET |__| 

 

6. EXAMES LABORATORIAIS (resultados do dia da entrevista ou do exame mais recente) E CONCLUSÃO:  CODIFICAÇÃO 

6.1f 
Leucócitos      _______________/mm3 

Data ____/____/____ 

WBC |__|__|.|__|__|__| 

 

WBCD  ____/____/____ 

6.2f 
Neutrófilos     _______________/mm3 

Data ____/____/____ 

NTF |__|__|.|__|__|__| 

 

NTFD  ____/____/____ 

FIOCRUZ
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6.3f 
Linfócitos      _______________/mm3 

Data ____/____/____ 

LNF |__|__|.|__|__|__| 

 

LNFD  ____/____/____ 

6.4f 
Hemoblogina (99,99=não sabe)     ______________ g/dL 

Data ____/____/____ 
 

HB |__|__|,|__|__| 

 

HBD  ____/____/____ 

6.5f 
Hematócrito (99,99=não sabe)     _______________ % 

Data ____/____/____ 

HTC              |__|__|.|__|__| 

 

HTCD            ____/____/____ 

6.6f 
Plaquetas (999,999=não sabe)    _________________/mm3 

Data ____/____/____                                                             

PLAQ       |__|__|__|.|__|__|__| 

PLAQD              ____/____/____ 

6.7f 
AST (9999=não sabe)     _________________U/L 

Data ____/____/____                                                                  

 AST                 |__|__|__|__| 

ASTD              ____/____/____  

6.8f 
ALT (9999=não sabe)      _________________U/L 

Data ____/____/____                                                                 

 ALT                 |__|__|__|__| 

ALTD              ____/____/____  

6.9f 
Ureia (99=não sabe)      ________________mg/dL 

Data ____/____/____                                                                 

UREA                    |__|__| 

UREAD               ____/____/____ 

6.10f 
Creatinina (99,99=não sabe)     ________________mg/dL 

Data ____/____/____                                                                 

CREA |__|__|,|__|__| 

CREAD  ____/____/____ 

6.14f 
Albumina (99,99=não sabe)     ________________g/dL 

Data ____/____/____                                                                   

ALB |__|__|,|__|__| 

ALBD  ____/____/____ 

6.15f 
Proteínas totais (99,99=não sabe)    ________________g/dL 

Data ____/____/____                                                                   

PROT |__|__|,|__|__| 

PROTD  ____/____/____ 

6.16f 
Globulina (99,99=não sabe)     ________________g/dL 

Data ____/____/____                                                                   

GLOB |__|__|,|__|__| 

GLOBD  ____/____/____ 

6.18f 
Carga viral mais recente                                                      _________________cópias/mL 

Data ____/____/____ 

CV |__|__|__|__|__|__|__| 

CVD ____/____/____ 

6.19f 
Log da carga viral mais recente    ______________ 

Data ____/____/____ 

LCV          |__|,|__|__|__| 

LCVD       ____/____/____ 

6.20f 
Maior carga viral já apresentada   _________________cópias/mL 

Data ____/____/____ 

MCV |__|__|__|__|__|__|__| 

MCVD ____/____/____ 

6.21f 
Contagem de CD4 mais recente   ________________células/mm3 

Data ____/____/____ 

CD4 |__|__|__|__| 

CD4D ____/____/____ 

6.22f Menor contagem de CD4                                       ________________células/mm3 MCD4 |__|__|__|__| 
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Data ____/____/____ MCD4D ____/____/____ 

 

 

7. CONCLUSÃO: 

7.1 
rK39 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

RK39 |__| 

7.2 
DAT 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

DAT |__| 

7.3 
Teste de aglutinação em látex – KAtex (urina) 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

TAL |__| 

7.4 
PCR no sangue periférico 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

PCRS |__| 

7.5 
Aspirado de medula óssea (pesquisa do parasita): 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

ABMO |__| 

7.6 
Esfregaço de medula óssea 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

EMO |__| 

7.7 
PCR de medula óssea 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

PCRMO |__| 

7.8 
Cultura de medula (CMO) 

Positivo 1  Negativo 2  Não fez 8 
 

CMO |__| 

   

7.9 
Diagnóstico final de Leishmaniose visceral    (DFLV) 

Sim 1  Não 2  
 

DFLV |__| 

7.10 

Classificação clínica (CLCL) 

Assintomático  
 

1 
 Sintomático 

típico 
2 

 Sintomático 
atípico 

3 
 

CLCL |__| 

 

 

 

 

Observações: 

 

Legenda: e=item a ser preenchido pelo entrevistador 

q=questionário 

f=item a ser coletado no prontuário 
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ANEXO A - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa - CPqAM/FIOCRUZ/PE 

 

 

 

 


