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RESUMO: A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga zoonética que tem como agente
etiolégico nas Ameéricas o protozoario da espécie Leishmania infantum e no velho mundo,
a espécie leishmania donovani, cujo diagndstico precoce € fundamental para reduzir
complicagdes e mortalidade. Nesse contexto, a PCR quantitativa em tempo real (QPCR)
tem se destacado como uma ferramenta molecular de elevada acuracia para deteccao
do parasito. O presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho da gPCR no
diagndstico da LV humana e canina, por meio de uma revisao sistematica da literatura. As
buscas foram realizadas nas bases PubMed, Embase e Scopus, abrangendo publicagbes
em lingua inglesa entre 2021 e 2026. Apds aplicacao dos critérios de exclusao, onze estudos
foram incluidos na sintese qualitativa. Os resultados demonstraram ampla utilizacdo de
amostras de sangue, medula éssea e pele, além da avaliagdo de métodos menos invasivos,
como swabs e microbiopsias. Os estudos incluidos sugerem que o kDNA tende a apresentar
maior sensibilidade diagndstica, enquanto os alvos 18S rDNA e ITS1 apresentaram elevado
equilibrio entre sensibilidade e especificidade. Os valores de sensibilidade variaram
entre 81,8% e 100%, sendo que a maioria dos estudos reportou desempenho superior a
90%. Além disso, tecnologias emergentes, como PCR digital e plataformas lab-on-chip,
demonstraram potencial para ampliar a aplicabilidade do diagnéstico molecular. Conclui-se
que a qPCR apresenta elevado desempenho diagndstico para leishmaniose, constituindo
uma ferramenta promissora para diagndstico, monitoramento terapéutico e vigilancia
epidemiologica.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose Visceral. Diagnostico Molecular. DNA.

DIAGNOSTIC PERFORMANCE OF qPCR IN THE DETECTION OF Leishmania infantum:
A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT: Visceral leishmaniasis is a potentially fatal parasitic disease caused by
Leishmania infantum, and early diagnosis is essential to reduce complications and mortality.
In this context, quantitative real-time polymerase chain reaction (qQPCR) has emerged as
a highly accurate molecular tool for parasite detection. This study aimed to evaluate the
diagnostic performance of qPCR by means of a systematic literature review. Searches were
conducted in the PubMed, Embase and Scopus databases, including studies published in
English between 2021 and 2026. Eleven studies were included in the qualitative synthesis. The
results demonstrated the widespread use of blood, bone marrow, and skin samples, as well
as the evaluation of less invasive methods such as swabs and microbiopsies. kDNA emerged
as the most sensitive molecular target, whereas 18S rDNA and ITS1 showed a favorable
balance between sensitivity and specificity. Reported sensitivity values ranged from 81.8%
to 100%, with most studies demonstrating performance above 90%. Furthermore, emerging
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technologies, such as digital PCR (ddPCR) and lab-on-a-chip platforms, showed potential
to expand the applicability of molecular diagnostics. In conclusion, gPCR demonstrated high
diagnostic performance for leishmaniasis and represents a promising tool for diagnosis,
treatment monitoring, and epidemiological surveillance.

KEYWORDS: Visceral Leishmaniasis. Molecular Diagnostics. DNA.

INTRODUGCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenga zoondtica que tem como agente
etiolégico nas Américas o protozoario da espécie Leishmania infantum e no velho mundo,
a espécie leishmania donovani (Weslati et al., 2022). Devido a sua potencial letalidade
quando nao tratada, o diagndstico precoce e preciso é fundamental (Del Grossi, et al.,
2025). Tradicionalmente, o diagndéstico baseia-se em uma combinagao de manifestacées
clinicas, dados epidemioldgicos e exames laboratoriais (ORTEGA, et al., 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qQPCR) direcionada ao DNA do
cinetoplasto minicircular (kDNA) representa uma ferramenta adequada para o diagndéstico
de Leishmania, sendo um método sensivel que permite determinar a carga parasitaria
(Galluzzi, 2018).

A gPCR para deteccao de L. infantum utiliza alvos genéticos como o DNA do
cinetoplasto (kKDNA) ou o gene 18S rRNA, alcangando limites de detecgéo préximos a um
parasito por reacao e desempenho diagndstico superior aos testes tradicionais em diferentes
tipos de amostras (Mary et al., 2004; Trajano-Silva et al., 2017; Chicharro et al., 2023).

Além de elevada sensibilidade e especificidade, a qPCR permite quantificar a
carga parasitaria, sendo util para o monitoramento terapéutico, detecgao de recidivas e
estudos epidemioldgicos em humanos, reservatérios e vetores (Rihs et al., 2025; Mary
et al., 2004; Ortega et al., 2017). Dessa forma, avaliar o desempenho da qPCR para
deteccao de Leishmania infantum é fundamental para consolidar seu papel no diagnéstico
da Leishmaniose Visceral.

OBJETIVO

Avaliar o desempenho diagndstico da PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para
a deteccao de Leishmania infantum em humanos e caes, considerando diferentes tipos de
amostras bioldgicas e alvos moleculares, por meio de uma revisao sistematica da literatura.

METODOLOGIA

O presente estudo caracteriza-se como uma revisao sistematica da literatura, com
o objetivo de reunir e analisar criticamente as evidéncias cientificas disponiveis acerca do
desempenho diagndstico da qPCR na detecgao de Leishmania infantum. Tal abordagem
permite a sintese critica das evidéncias disponiveis, contribuindo para a consolidagdao do
conhecimento cientifico e para a identificagao de lacunas na literatura (Sampaio; Mancini,
2007).
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No delineamento metodologico, este estudo caracteriza-se como estudo de natureza
basica, objetivos descritivos e abordagem quali-quantitativa voltada a visao abrangente
e rigorosa do saber cientifico. Essa perspectiva possibilita a analise integrada dos
resultados reportados na literatura, ampliando a compreensao sobre as caracteristicas e
particularidades do tema investigado (Bardin, 2016; Marques et al., 2025).

Para estruturacdo da busca cientifica, utilizou-se a estratégia PICO (Populagao,
Intervencéo, Comparador e Desfecho) (Tabela 1). Sua aplicagao contribui para a delimitagéao
clara da pergunta de pesquisa e para a construgao de estratégias de busca mais sensiveis
e reprodutiveis, reduzindo a possibilidade de omissao de evidéncias relevantes durante o
processo de revisdo (Roever et al., 2021).

Tabela 1. Estrutura da Estratégia PICO aplicada.

Componente Definigdo no Estudo

P (Populacao) Caes e/ou humanos com Leishmaniose Visceral

I (Intervengao) Ensaios de PCR quantitativa em tempo real (QPCR)
C (Comparador) Tipos de amostras

O (Desfecho) Sensibilidade e especificidade

Fonte: Autores (2026).

A partir da estratégia PICO, o levantamento bibliografico foi realizado a partir da
consulta as bases de dados: PubMed, Embase e Scopus; utilizando palavras-chave e
descritores controlados oriundos do vocabulario estruturado dos Descritores em Ciéncias
da Sayde (DeCS), do Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagao em Ciéncias
da Saude (BIREME), respectivamente: qPCR, Real-time PCR, Molecular diagnostics,
Leishmania infantum, Visceral leishmaniasis.

Objetivando a ampliagédo do alcance de busca, foram aplicados operadores booleanos
para a interseccdo dos termos, com a combinagao final: “gPCR” OR “Real-time PCR”
AND “Molecular diagnostics” AND “Leishmania infantum” OR “Visceral leishmaniasis”. A
estratégia foi aplicada no idioma inglés em todas as bases de dados, visando o maior
alcance de publicagdes dentro do recorte temporal de 2021 — 2026.

A selecado dos estudos elegiveis foi conduzida com base em critérios de incluséo e
exclusao previamente definidos, visando assegurar o rigor metodologico, a consisténcia
analitica e a confiabilidade dos resultados da revisao (Tabela 2):

Tabela 2. Critérios de elegibilidade de estudos para a reviséo sistematica.

Critérios de inclusao Critérios de exclusao
Artigos originais Estudo de reviséo
Estudos com acesso aberto e gratuito Acesso restrito ou indisponivel ao texto completo
Estudos que apresentavam resultados do Estudos que n&o apresentavam dados de
diagbdstico por gPCR para Leishmaniose Visceral desempenho diagnéstico da gPCR

Fonte: Autores (2026).
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A selecao dos estudos incluidos na amostra final foi realizada por meio da analise
dos titulos e resumos das publicagdes identificadas, sendo os registros refinados conforme
os critérios de elegibilidade previamente estabelecidos. Posteriormente, os estudos
considerados elegiveis foram submetidos a leitura na integra, possibilitando a extracao e
analise das informacdes de interesse, bem como a compreensao das relagdes existentes
entre os diferentes aspectos abordados nas investigagdes.

Por se tratar de uma pesquisa baseada exclusivamente em dados secundarios obtidos
em literatura cientifica e documentos de dominio publico, este estudo ndo necessitou de
apreciacdo por Comité de Etica em Pesquisa (CEP) ou pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). Ainda assim, foram observados os principios éticos aplicaveis a
pesquisa cientifica, com o devido respeito a propriedade intelectual a aos direitos autorais
das obras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos 11 estudos publicados entre 2021 e 2026, conduzidos em humanos
e/ou caes, que avaliaram o desempenho da qPCR para detecgao de Leishmania infantum
utilizando diferentes amostras bioldgicas, alvos moleculares e formatos de ensaio. A Tabela
3 apresenta uma sintese das principais caracteristicas dos estudos incluidos, considerando
o tipo de amostra, alvo molecular e populagao avaliada.

Tabela 3. Tipos de amostra, alvos moleculares e populagao.

Alvo Populagao (Caes
Autor / Ano Tipo de Amostra pulagao (
Molecular e/ou Humanos)
Ramirez et al., 2023 Sangue total 18S Humanos
Sangue total e Medula
Owen et al., 2021 . kDNA Humanos
Ossea
Sangue total e Medula Nao
Arnau et al., 2023 g . . Humanos
Ossea especificado
Nao
Ghosh et al., 2023 Sangue total . Humanos
especificado
Medula Ossea, linfonodo Nao .
Latrofa et al., 2024 o Caes
e sangue total especificado
Nao
Rahat et al., 2025 Sangue total N Humanos
especificado
De Luna et al., 2025 Medula éssea kDNA Caes
Gritti et al., 2026 Sangue total kDNA e 18S Humanos
Medula Ossea, linfonodo _
Mohammed et al., 2026 ITS1 Caes
e sangue total
i Nao .
Costa et al., 2025 Medula éssea o Caes
especificado
Medula Ossea, linfonodo Nao
O’Brien et al., 2025 o Caes
e sangue total especificado

Fonte: Autores (2026)
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As amostras bioldgicas empregadas variaram entre os estudos, sendo 0 sangue
total mais frequentemente utilizada, presente em nove dos onze artigos incluidos. A medula
Ossea foi a segunda amostra mais utilizada, especialmente em estudos envolvendo caes
(Latrofa et al., 2024; Costa et al., 2025; De Luna et al., 2025), mas também em algumas
pesquisas realizadas com humanos (Owen et al., 2021; Arnau et al., 2023).

A escolha da amostra biolégica mostrou influéncia direta sobre o desempenho
diagndstico da qPCR. Amostras de medula éssea apresentaram maior rendimento
parasitologico devido a elevada carga parasitaria normalmente encontrada nesse tecido.

Costa et al. (2025) demonstraram que a gPCR baseada em sondas TagMan foi
capaz de detectar infecgdes subclinicas em caes que nao haviam sido identificadas pela
citologia convencional, evidenciando a superioridade da biologia molecular em situagdes
de baixa carga parasitaria. Apesar de sua elevada sensibilidade, a coleta de medula 6ssea
€ um procedimento invasivo, o que limita sua aplicagdo em programas de triagem em larga
escala. Nesse contexto, o sangue total destaca-se como uma alternativa mais acessivel
e clinicamente viavel, apresentando desempenho satisfatério na maioria dos estudos
analisados (Ortega et al., 2017).

Em relagdo aos alvos moleculares, observou-se predominancia do uso do DNA
do cinetoplasto (kKDNA), encontrados nos estudos de Owen et al. (2021), De Luna et al.
(2025) e Giritti et al. (2026). Os resultados sugerem que esse alvo tende a apresentar maior
sensibilidade diagnéstica quando comparado a outros marcadores moleculares. Gritti et
al. (2026), por exemplo, observaram melhor desempenho analitico e clinico dos ensaios
direcionados ao KDNA em comparagao aos baseados em 18S. Essa diferenga pode ser
explicada pelo elevado numero de copias do kDNA presente em cada parasito, caracteristica
que aumenta a probabilidade de detecgdo mesmo em amostras com baixa carga parasitaria
(Chicharro et al., 2023; Rihs et al., 2025).

Outros alvos moleculares também apresentaram resultados promissores. Ramirez
et al. (2023), utilizando o gene 18S rDNA em amostras de sangue, relataram sensibilidade
e especificidade de 100%. De forma semelhante, Mohammed et al. (2026) demonstraram
que o locus ITS1 alcangou sensibilidade de 91% e especificidade de 100%. Esses achados
indicam que, embora o kDNA apresente tendéncia a maior sensibilidade, os alvos 18S rDNA
e ITS1 oferecem desempenho consistente, com adequado equilibrio entre sensibilidade e
especificidade.

Quanto aos formatos de ensaio, a qPCR baseada em sondas fluorogénicas do tipo
TagMan foi a metodologia mais frequentemente empregada, sendo utilizada em estudos
como os de Costa et al. (2025), Ramirez et al. (2023) e Giritti et al. (2026).

Diferencas importantes também foram observadas entre kits comerciais de gPCR.
Arnau et al. (2023) verificaram que o kit Sacace apresentou sensibilidade diagndstica de
100%, enquanto o kit VIASURE alcangou 81,8%. Segundo os autores, essas diferengas
podem estar relacionadas ao desenho dos primers e sondas, aos limites de detecgao
estabelecidos e as caracteristicas dos reagentes utilizados. Esses resultados reforcam
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a importancia da padronizagdo metodoldgica para garantir maior comparabilidade entre
estudos e maior confiabilidade na aplicagao clinica da qPCR.

De modo geral, os estudos analisados demonstram que a qPCR apresenta elevado
desempenho para o diagndstico da leishmaniose visceral, com valores de sensibilidade
variando entre 81,8% e 100%, sendo a maioria superior a 90%. Os resultados também
evidenciam que fatores como o tipo de amostra bioldgica, o alvo molecular e a metodologia
empregada influenciam diretamente a eficiéncia diagndstica do método.

CONCLUSAO

Os resultados desta revisao sistematica demonstram que a qPCR apresenta elevado
desempenho diagndstico para a detec¢ao de Leishmania infantum em humanos e caes,
configurando-se como uma das principais ferramentas moleculares para o diagndéstico
da Leishmaniose Visceral. O desempenho do método mostrou-se dependente do alvo
molecular e da amostra bioldgica analisada, com destaque para o kDNA, que apresentou
maior sensibilidade diagndstica, e para a medula 6ssea, que demonstrou maior rendimento
parasitologico. Assim, a gPCR se destaca como uma técnica promissora para o diagnéstico
da Leishmaniose Visceral.

Dessa forma, conclui-se que a qPCR representa uma importante estratégia para
o aprimoramento do diagnostico da leishmaniose visceral, contribuindo para a detecgao
precoce da infecgao, o monitoramento terapéutico e o fortalecimento das a¢des de vigilancia
epidemioldgica
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