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PAIVA CAVALCANTI, M. Desenvolvimento e avaliacdo de um sistema baseado
em PCR em tempo real para o diagndéstico da infeccéo por Leishmania
(Leishmania) infantum em caes. 2008. Tese (Doutorado em Saude Publica) -
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz-
CPgAM/FIOCRUZ, Recife. 2008.

RESUMO

O diagndstico precoce da leishmaniose visceral (LV) € importante para evitar danos
severos que podem levar o paciente a morte. Neste contexto, os métodos
moleculares vém sendo desenvolvidos com destaque para a tecnologia da reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Recentemente, a PCR apresentou um significativo
avango em sua tecnologia; € a PCR quantitativa em tempo real (JQPCR). Objetivou-
se desenvolver e avaliar um sistema baseado em gPCR para o diagnostico da
infeccdo por Leishmania infantum em cées, bem como efetuar uma analise
comparativa com a PCR convencional utilizada no Servico de Referéncia em
Leishmanioses de Pernambuco. Com base na sequéncia NCBI Z35273.1 de L.
infantum disponivel no BLAST-NCBI foram desenhados primers especificos para o
complexo L. donovani. A combinagdo dos primers gerou sistemas de deteccéo,
sendo o sistema Linf 1 B 0 mais promissor. A curva-padrao foi gerada resultando em
limite de deteccéo de 10 fg de DNA genémico de L. infantum (7x107 parasitas), € =
0.9417, R%*= 0.931 e slope= -3.47. O sistema desenvolvido foi avaliado em sangue
de caes positivos e negativos para leishmaniose visceral canina, apresentando
sensibilidade de 100% e especificidade de 83,33%. A analise comparativa com 0
PCR convencional mostrou que, utilizando-se amostras de sangue, o qPCR é mais
sensivel (sensibilidade PCR= 23,8%, qPCR= 100%). Em relacdo a especificidade,
apesar da PCR convencional ter apresentado valor de 100%, as analises por meio
dos intervalos de confianca e o teste x° mostraram que os dois testes (PCR
convencional e gPCR) sao equivalentes. Desta forma, conclui-se que os resultados
obtidos para o sistema de qPCR, em amostra de sangue de caes e, a analise
comparativa com a PCR convencional (RV1/RV2), sugerem sua utilizacdo nas

rotinas de diagndstico da infecgdo por L. infantum.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, Reacdo em Cadeia da

Polimerase, Primers do DNA, Diagnéstico.



PAIVA CAVALCANTI, M. Development and evaluation of system based onreal -
time PCR for the diagnosis of Leishmania (Leishmania) infantum infection in
dogs. 2008. Thesis (Ph.D. in Public Health) - Centro de Pesquisas Aggeu
Magalh&es, Fundagéo Oswaldo Cruz-CPgAM/FIOCRUZ, Recife. 2008.

ABSTRACT

Early diagnosis of visceral leishmaniasis (VL) is important to prevent severe damage
that can lead to the death of a patient. In this context, molecular methods have been
developed over the past ten years which emphasize the technology of the
polymerase chain reaction (PCR). Recent advances in the technology of PCR have
shown that the quantitative real-time PCR (qPCR). The goal of this study was
develop and evaluate a system based on qPCR for the diagnosis of the Leishmania
infantum infection and to compare with conventional PCR used by the Leishmaniasis
Reference Service of Pernambuco-Brazil. Based on the sequence NCBI 235273.1 of
L. infantum available in BLAST - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) specific
oligonucleotides for L. donovani complex were designed. Detection systems were
created by combination of primers, the system Linf 1B was the best. The standard
curve was generated indicating a detection limit of 10 fg of L. infantum genomic DNA
(7x10? parasites), € = 0.9417, R?> = 0.931 and slope = -3.47. The system was
evaluated in blood samples of dogs positive and negative for canine visceral
leishmaniasis, showing sensitivity and specificity of 100% and 83.33%, respectively.
The comparative analysis with conventional PCR showed that when blood samples
are used, the gPCR is more sensitive (PCR sensitivity = 23.8%, qPCR = 100%).
Regarding specificity, although the conventional PCR has presented value of 100%,
the analysis by confidence intervals and x? test showed that the two tests
(conventional PCR and gPCR) are equivalent. Our conclusion is that the successful
application of the gPCR system in canine blood samples indicates its applicability for

the routine diagnosis of L. infantum infection.

Key-words: visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, Polymerase chain reaction,

primers, diagnosis.
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1 INTRODUCAO



1.1 Leishmaniose visceral

1.1.1 Distribuicdo geografica

A leishmaniose visceral (LV) € um importante problema de saude publica em
ambos, velho e novo mundo; ocorre em 65 paises, distribuidos em cinco
continentes, sendo a Africa 0 mais afetado. S&o esperados 500.000 novos casos e
mais de 50.000 mortes anuais. A maioria (290%) dos casos é registrada em areas
pobres rurais e suburbanas de seis paises: Bangladesh, india, Nepal, Sudao, Etiopia
e Brasil (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 2004; ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 1997), como mostra a Figura 1. india, Nepal e
Bangladesh albergam 67% dos casos globais, o que motivou a ado¢do de um

programa de controle que visa eliminar a LV como um problema de saude publica

até o ano de 2015 (CHAPPUIS et al., 2007).

Distribution of Old Warld and Mew World Visceral Leishmaniasis

o e )

Figura 1- Distribuicdo geografica da leishmaniose visceral.

Fonte- Organizacao Mundial de Saude (2008).
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A taxa de infeccdo nem sempre é equivalente aos casos clinicos, variando,
consideravelmente entre os paises, sendo de 1:2,6 a 11:1 no Sudéo (KHALIL et al.,
2002; ZIJLSTRA et al., 1994), 4:1 no Kenya (SCHAEFER et al., 1995), 5,6:1 na
Etiopia (ALI; ASHFORD, 1994), 13:1 no Iran (DAVIES; MAZLOUMI GAVGANI,
1999), 8:1 a 18:1 no Brasil (BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992) e 50: 1 na
Espanha (MORAL; RUBIO; MOYA, 2002).

O Brasil é o principal responsavel pela maioria dos casos registrados na
Ameérica Latina e, segundo o Ministério da Saude, a LV inicialmente tinha um carater
rural e, mais recentemente, vem se expandindo para areas urbanas de médio e
grande porte, sendo também conhecida por calazar, barriga d’agua, entre outros
(BRASIL, 2004). Casos autéctones sdo notificados em, pelo menos, 19 estados da
Federacéo, distribuidos em quatro, das cinco regides, permanecendo indene apenas
a Sul (QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004; BRASIL, 2006). A maior incidéncia
encontra-se na regiao Nordeste (70% do total de casos), onde a doenca constitui-se
em importante problema de saude publica, cuja letalidade pode alcancar 10%
quando ndo se institui o tratamento adequado (ALEXANDRINO, 2001; BRASIL,
2006; GONTIJO; MELO, 2004).

1.1.2 Etiologia

A LV é causada por protozoarios do complexo Leishmania donovani
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), estando inclusas duas espécies: L.
(Leishmania) donovani e L. (Leishmania) infantum, dependendo da regido
geografica. A denominacao L. chagasi foi criada na suposicédo de tratar-se de uma
espécie distinta, existente no Continente Americano antes da coloniza¢do européia
(REY, 2001). Assim, discussdes referentes a nomenclatura tém levado em
consideracdo a origem do parasita (DANTAS-TORRES, 2006a). Alguns autores
acreditam que L. chagasi e L. infantum sdo idénticas, sendo importadas da Europa
durante a colonizac&o portuguesa e espanhola (KILLICK-KENDRICK, 1985, RIOUX
et al.,, 1990); outros, afirmam que a L. chagasi jA estava presente no Continente
Americano antes da colonizacao Européia (LAINSON; RANGEL, 2005).
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Independente da origem, baseando-se em estudos imunoldgicos e genéticos,
autores consideram que L. infantum e L. chagasi representam a mesma espécie
(DANTAS-TORRES, 2006a; MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000), outros
pesquisadores consideram estas, como subespécies (LAINSON; RANGEL, 2005).
Mauricio, Stothard e Miles (2000) afirmam que os dados genéticos e enzimaticos
tornam irrefutavel a evidéncia de que L. infantum, descrita por Nicolle (1908) e L.
chagasi, descrita por Cunha e Chagas (1937) devem ser consideradas sinGbnimos,

tendo prioridade a nomenclatura mais antiga.

1.1.3 Epidemiologia

O protozoéario completa seu ciclo biolégico em dois hospedeiros (Figura 2). A
forma amastigota do parasito ocorre num hospedeiro vertebrado, no interior de
células do Sistema Fagocitico Mononuclear; sendo ingeridas pelos fleb6tomos ao
succionarem o sangue do hospedeiro infectado. No inseto, as formas amastigotas
transformam-se em promastigotas, multiplicam-se e tornam-se infectivas em 8-20
dias, sendo inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado no momento do repasto
sangiineo (DESJEUX, 2004).

Figura 2- Ciclo de vida da Leishmania spp. Dependendo da
espécie do protozodrio envolvido, a doenca evolui para a forma
visceral ou cutanea.

Legenda- VL: leishmaniose visceral, CL: leishmaniose cutanea.
Fonte- Organizacao Mundial de Saude (2008).
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Os principais reservatérios da doenca nas Américas sdo 0s canideos
domeésticos e silvestres. No Brasil, a presenca da L. infantum ja foi relatada no cao
(Canis familiaris), gato (Felis catus), canideos silvestres (Cerdocyon thous,
Lycalopex vetulus), marsupiais (Didelphis marsupialis, D. albiventris) e roedores
(Proechymis oris) (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997; SHERLOCK et al., 1984; SHERLOCK, 1996).

O cao domestico € considerado o reservatério de importancia epidemioldgica
(FEITOSA et al.,, 2000; FRANCA-SILVA et al.,, 2003; SANTA ROSA; OLIVEIRA,
1997), uma vez que os casos humanos, normalmente, sdo precedidos por casos
caninos, além de os cées apresentarem uma maior quantidade de parasitas na pele,
favorecendo a infeccdo dos vetores (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A
proximidade do cdo com os humanos tem sido referenciada como um importante
fator de risco para a doenca; no Nordeste brasileiro o aumento da incidéncia da LV,
possivelmente associa-se a presenca de caes no interior ou peridomicilio (CUNHA et
al., 1995; DESJEUX, 2001).

Atualmente, no Brasil, a principal espécie de flebotomineo (Diptera:
Psychodidae) incriminada na manutencdo do ciclo da doenca € Lutzomyia
longipalpis (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; LAINSON; RANGEL,
2005), havendo suspeita do papel vetorial de outras espécies tais como, Lu. cruzi e
Lu. forattinii (PITA-PEREIRA et al. 2008). Nos ultimos anos, tem sido especulada a
competéncia vetorial do Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae), o qual ja foi
encontrado naturalmente infectado, sendo capaz de transmitir, em condi¢cdes
experimentais, 0s parasitos a roedores, abrindo novas perspectivas na
epidemiologia da leishmaniose visceral zoonodtica (COUTINHO et al.,, 2005;
DANTAS-TORRES, 2006b). Varios estudos tém confirmado outras formas de
transmissdo: por meio de transfusdo sangiinea, de agulhas contaminadas entre
usuarios de drogas, transplantes de érgaos, infeccdes laboratoriais (GUERIN et al.,
2002), por contato direto (LAINSON; BRAY, 1964; NUWAYRI-SALTI; KHANSA,
1985) e sexual (CATONE et al.,, 2003; SYMMERS, 1960). Mathur e Samantaray
(2004) afirmam que a taxa de transmissdo, por meio de transfusdo sangiinea é bem
mais alta do que a atualmente relatada, por ser de dificil confirmacdo em é&reas
endémicas para a LV. Segundo Rosypal et al. (2005), em caes, a doenca pode ser
transmitida de forma congénita; fato que também foi confirmado em pacientes
humanos (BOEHME et al., 2006).
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1.1.4 Patogénese e caracteristicas clinicas

Todos os membros do complexo L. donovani vivem, sob a forma amastigota,
no interior de vacuolos das células do Sistema Fagocitico Mononuclear. Dentro dos
vacuolos parasitéforos multiplicam-se por divisdo binéria até que o acumulo das
formas amatigotas leve ao rompimento da célula (REY, 2001) e surgimento dos
sintomas.

As caracteristicas clinicas sdo semelhantes em cdes e em humanos. O
periodo de incubacédo da doenca pode variar de meses a anos, durante o qual o
parasito se dissemina pelo corpo (OLIVA et al., 2006). A forma classica caracteriza-
se por sinais e sintomas de doenca crbnica persistente, incluindo febre ondulante,
fadiga e perda de peso; a invasdo das células sanglineas e do sistema reticulo-
endotelial acarreta hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (CHAPPUIS et al., 2007,
MANNA et al.,, 2006). Porém, o surgimento da doenca e sua evolucdo sao
consequéncias de um complexo de interacfes entre o parasito e a resposta imune
do hospedeiro (MANNA et al., 2006).

O conhecimento dos fatores que predispéem um individuo a desenvolver a
doenca e outro a controlar a infeccdo é extremamente importante para o
desenvolvimento de vacinas e o controle da enfermidade (CHAPPUIS et al., 2007).
Com relacdo aos cées, alguns desenvolvem a doenca clinica enquanto outros
permanecem como portadores assintomaticos infectivos aos fleb6tomos e, desta

forma, transmitindo a doenca para outros cées e humanos (BANETH, 2008).

1.1.5 Diagndstico

O diagnodstico em caes pode ser feito com base nas caracteristicas clinicas
apresentadas pelos animais, confirmado por métodos laboratoriais diretos e indiretos
(BONATES, 2003). Os métodos diretos compreendem a visualizacdo do agente
etiologico, por exemplo, pela demonstracdo do parasito em puncdes aspirativas de
orgaos linféides, enquanto os indiretos baseiam-se na deteccdo de anticorpos, por

meio de provas soroldgicas, além de deteccdo de DNA (FEITOSA et al., 2000;
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THOME, 1999). Atualmente, o Ministério da Satude (MS) recomenda a utilizagéo de
duas técnicas soroldgicas, o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e a
reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFl), sendo a IFl a técnica diagnostica de
rotina (BRASIL, 2004).

Em medicina veterinéria, o clinico normalmente se confronta com casos
sugestivos de doenca canina, porém, muitas vezes, 0s testes diagnosticos
apresentam resultados contraditorios (FRANCINO et al., 2006).

Em pacientes humanos, o diagnostico da LV requer a demonstracao
microscoépica das formas amastigotas em aspirados de tecidos linféide ou hepatico,
em raspados de pele, ou em cultura (GRIMALDI; TESH, 1993; GUERIN et al., 2002;
SCHALLING; OSKAM, 2002). Entretanto, estes exames podem necessitar de longo
tempo para sua execucdo (SCHALLING; OSKAM, 2002). No Brasil, define-se como
caso de LV, pacientes com exame parasitologico, cultivo ou IFI (titulo igual ou
superior a 1:80) positivos (BRASIL, 2005).

O diagnéstico precoce € importante para evitar danos severos que podem
levar o paciente a morte (SCHALLING; OSKAM, 2002). Neste contexto, os métodos
convencionais apresentam limitacdes. O exame microscopico e a cultura sdo pouco
sensiveis, sendo, a segunda, passivel de contaminagfes, necessitando de maior
tempo para a definicdo do diagnostico. Métodos sorolégicos podem ser uteis, porém,
possuem problemas com reacdes cruzadas e diferenciacdo entre infeccdo atual e
passada, ndo sendo acurados em pacientes imunossuprimidos (IKONOMOPOULOS
et al., 2003; PIARROUX et al., 1994; WILSON, 1995; XIAO-SU et al., 2000). Desta
forma, ndo existe um método que possa ser classificado como padrdo-ouro para o
diagnostico da infeccao por Leishmania spp (WILSON, 1995).

Diante das limitacbes apresentadas pelos métodos de diagndstico
convencionais, existe a necessidade de se desenvolver uma ferramenta que seja
capaz de promover um diagndéstico acurado. Assim, ha cerca de dez anos, 0s
métodos moleculares vém sendo desenvolvidos para identificacdo de grupos e
espécies de Leishmania em variadas amostras clinicas, isolados de cultura, bem
como pool de flebotomineos (MICHALSKY et al., 2002), havendo destaque para a
tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction).
A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar o
protozoario envolvido, e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras

clinicas, produzindo um resultado confiavel dentro de poucas horas, sao vantagens
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indiscutiveis, da PCR em relagdo aos métodos de diagndstico tradicionais
(IKONOMOPOULOS et al., 2003).

Recentemente, a PCR apresentou um significativo avan¢co em sua tecnologia;
€ a PCR quantitativa em tempo real (QPCR), capaz de promover a quantificacdo
acurada e o monitoramento, em tempo real, do produto amplificado. Esta técnica,
inovadora, vém sendo utilizada por diversos autores, em amostras provenientes de
cdes e de humanos, possibilitando a realizacdo de estudos relacionados a carga
parasitaria, interacdo hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia (FRANCINO
et al.,, 2006; MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al., 2002;
ROLAO et al., 2004; ROURA; SANCHEZ; FERRER, 1999; VITALE et al., 2004;
WORTMANN et al., 2004).

1.1.6 Situagdo atual e estratégias de controle

Por décadas, pesquisadores tém advertido sobre o aumento dos casos de LV
no Brasil. A atual estratégia de controle ndo tem sido capaz de prevenir a expansao
geografica e a ascensdo da incidéncia e letalidade (DANTAS-TORRES:; BRANDAO-
FILHO, 2006). Em todo o mundo, 35 paises, incluindo o Brasil, ja relataram casos da
co-infecgao Leishmania /HIV. As respostas imunes celular e humoral s&o suprimidas
em pacientes co-infectados, o que favorece 0 risco das pessoas infectadas
adoecerem, além de reduzir a sensibilidade dos testes sorol6gicos e aumentar a
ineficacia do tratamento (ASHFORD, 2000; CHAPPUIS et al., 2007; MORENO et al.,
2000).

O diagnoéstico precoce e a rpida instituicdo do tratamento sdo importantes
para o individuo e para a comunidade. Pacientes ndo tratados atuam como
reservatorios e contribuem para a transmissao antropondtica (CHAPPUIS et al.,
2007).

As perspectivas de controle sdo dependentes do progresso em pesquisas
para se obter melhores alternativas e estratégias de gerenciamento dos casos e
controle dos vetores (DESJEUX, 2004). O programa de controle adotado no Brasil
baseia-se em trés principais estratégias: diagnostico e tratamento precoce dos casos

humanos, inquéritos sorolégicos com eutanasia dos cdes positivos e, vigilancia
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entomoldgica. As medidas adotadas relacionam-se com a classificagdo das areas
com e sem transmissao vetorial (BRASIL, 2004). Tais estratégias de controle néo
tém sido capazes de reduzir a incidéncia dos casos humanos (COSTA; VIEIRA,
2001).

Trabalhos atuais discutem as fragilidades dos programas de controle e o
desconhecimento ou o conhecimento insuficiente da biologia do agente etiolégico
(DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; SHAW, 2007), assim, a leishmaniose
estd se tornando uma doenca global. Segundo Shaw (2007), apenas quando for
obtido um melhor entendimento da diversidade genética da Leishmania spp e dos
reservatorios envolvidos no ciclo enzodtico de cada espécie serd possivel avaliar
qual o método ou métodos de controle mais eficazes. No subcontinente Indiano,
além do diagnostico precoce, tratamento dos casos, controle integrado de vetores,
medidas também adotadas pelo programa de controle brasileiro, existe a
preocupacao com a mobilizacdo social e o envolvimento cientifico (CHAPPUIS et al.,
2007).

O conhecimento gerado com as pesquisas direcionadas para o entendimento
da susceptibilidade e expressdo da doenca (BLACKWELL; MOHAMED; IBRAHIM,
2004), interacdo hospedeiro-parasito, imunidade anti-leishmania e vacina em
desenvolvimento (COLER; REED, 2005; MURRAY et al., 2005; REQUENA et al.,
2004), bem como o seqiuenciamento do genoma de L. major (EL-SAYED et al.,
2005; IVENS et al., 2005), L. infantum (PEACOCK et al., 2007) e do vetor Lutzomyia
longipalpis (DILLON et al., 2005), certamente irdo contribuir para o surgimento de
novas estratégias e ferramentas para o0 controle da enfermidade. Esses
conhecimentos séo essenciais para remover a LV da lista de doencas
negligenciadas; entretanto, tais esforcos terdo um impacto limitado se estas

ferramentas ndo forem acessiveis a todos os pacientes (CHAPPUIS et al., 2007).

1.1.7 Leishmania sp - Caracteristicas moleculares

Estudos recentes revelaram que L. major e L. infantum tém 36 cromossomos,
enquanto L. braziliensis possui apenas 35. O tamanho do genoma hapléide de L.

infantum €& de, aproximadamente, 33 megabases (Mb), com 8.145 genes
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identificados (PEACOCK et al., 2007). De acordo com a equipe do Projeto Genoma
para L. infantum (The Leishmania infantum Genome Project), a quantidade de DNA
total em um parasita é de ~147 fentogramas (fg) (Informacao verbal').

Os niveis de expressao génica variam consideravelmente entre as espécies,
0 que pode estar relacionado com a patogénese de cada forma clinica das
leishmanioses. Aproximadamente 8% dos genes parecem estar envolvidos nos
processos metabdlicos e diferenciacdes gerais entre L. major, L. infantum e L.
braziliensis, relacionando-se com a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro e
surgimento da doenca. A identificacdo destes genes espécie-especificos pode
auxiliar na identificacdo dos fatores parasitarios que influenciam a infeccéo.
Adicionalmente, os fatores que sao Unicos para o género Leishmania e comuns a
todas as espécies, podem ser usados como farmacos potenciais ou candidatos a
vacinas (PEACOCK et al., 2007).

De modo geral, os protozoarios do género Leishmania correspondem a um
grupo de microrganismos biologicamente distinto (SIMPSON, 1987). Possuem uma
mitocondria incomum que contém caracteristicas de &acido desoxirribonucléico
(DNA), conhecida por cinetoplasto. O cinetoplasto € incomum porque possui
arranjos de dezenas de maxicirculos e milhares de minicirculos que juntos, formam
uma rede compacta de DNA, o kDNA, que corresponde entre 15% e 35% do DNA
total celular (Figura 3) (BREWSTER; ASLETT; BARKER, 1998; BREWSTER;
BARKER, 2002; LAMBSON; BARKER, 2002; SIMPSON, 1987).

Os minicirculos representam 95% do kDNA (RAY, 1987). H4 muito tempo, tais
estruturas celulares tém sido um mistério em termos de uma possivel funcao
genética (DONELSON; GARDNER; EI-SAYED, 1999). A maioria dos trabalhos
relatam a participacdo destes na sintese dos acidos ribonucléicos guias (QRNA), que
sdo necessérios para edigdo dos genes codificados pelos maxicirculos; que, por sua
vez, codificam o RNA mensageiro para sintese de proteinas mitocondriais, sendo
essencial para a funcédo genética mitocondrial dos tripanosomatideos (BREWSTER,;
BARKER, 2002; STURM; SIMPSON, 1991).

! Comunicacao pessoal com Dr. M. Berriman, Projetwgal_eishmania infantum.
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Figura 3- Micrografia eletrbnica do kDNA de Leishmania sp
composto por uma rede compacta de maxicirculos e
minicirculos. Os maxicirculos podem ser visualizados na
periferia da rede do kDNA.

Fonte- Barker (1989).

Os minicirculos de Leishmania sp contém cerca de 800 pares de base (pb)
em tamanho, podendo atingir até 1200 pb, sendo, aproximadamente, 120 a 200 pb
correspondente a regido de sequéncia conservada e o restante da molécula
corresponde a uma regido variavel (Figura 4) (BARKER, 1980; MORALES et al.,
2001; NOYES et al., 1998). A heterogeneidade da regido variavel tem sido explorada
para discriminar entre cepas de uma mesma espécie (NOYES et al.,, 1998). Em
estudo recente, realizado em 120 isolados de pacientes humanos, cdes e
flebotomineos em Portugal, observou-se uma heterogeneidade genética dentro de
uma mesma populacéo parasitaria (CORTES et al., 2006). De acordo com Cupolillo
et al. (2003), a diversidade genética de L. braziliensis esta relacionada as diferentes
regides geograficas do Brasil, ou seja, um determinado genotipo associa-se a uma
regido especifica, provavelmente, refletindo uma adaptacédo de diferentes clones a
espécie de vetor envolvida.
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Por outro lado, a regido conservada do minicirculo possui trés blocos de

seqgUéncias superconservadas (CSB: conserved sequence blocks) de 10, 8 e 12 pb
(CSB-1, CSB-2, CSB-3, respectivamente) (Figura 5).
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PARAAT -TGGTCARARATGCCAARRATCAACT CCGGGGCGGARMACT

GCGAATTTCG-ARARATCGATACAGAAN

CCTCCGGET,
TGTGTTGGTH

GGGECHTTY
TGGECETTY

GBTCTCGGETH

CCCCGTTO

TTCCAGGGARAATGCCATTTT TGGCCTTGGGGCGTGCARACT

GCGAATTTCG-AARARTCGATACAGAAN
FGCARAAATCG-TGTTTTTTATGCATAAT
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TTATTTTGGTAT TTTAGGGGGT TGTCACGCCGAGGTGGEETTCGATH
PARAAATGGCCCARPARCGCTAATTTTCACGGRGTGGTGC-TTCGATH;
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FGGGTTGGTGT FACCCGGETGGGEGTT
{GGEETTGGTGTANIACACACRAGGTTTT
GGGGTTGETGTAMIACACACARGGGATTT

AMIATAGGCTGGCTGGT
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(GGGGTTGGTGTA
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(GGGGTTGGTGTA
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IGGGATTCGTCTAMPATAGGGETGGGGCT
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NI'ATAGTGEGECCECGE

IGGGETTGETETAMPATAGGGGTGGEGCT
IGGGGTTGETGTANAATAGCGECGGEGET
(GGGGETTGETETANPATAGCGECEGEGTE

|GGGGTTGGTCTAMPATAGGGGCGGCTGC

|GGGGTTGETCTAMATAGGGGCEEETEE
(GGGETTGETEGTAMPATAGGGCCEGETGE
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TAGGCCGGETGEG

T=CCACGGAARATGCCATTTT TGGCCTCGGEECETGCAMACT!
TAATT--CGTGTTTTTTTCGATITTGTCACTCGGAGGGEETTTTTGH

GGGGCGT T

[FGCGARARATCG-GGTTTTGATACAGGAA

CsSB-1

CCCGTT

T--GGCAGTTTTCTCAATTTT ~TGAGGCARGT TGGGGATTTL

C8B-2

GGGGTTOGTCTAMAATAGGCCGBOTGEG
GGGGTTGGTATAMIATARGTGGGTTTTT
GGGETTGETGTAGEATTCCGRGEETCTG

CSB-3

Figura 5- Alinhamento da regido conservada dos minicirculos de varias espécies de Leishmania e
outros tripanossomatideos mostrando os blocos de seqiiéncias superconservadas.
Legenda- CSBs: blocos de sequéncias conservadas.
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Fonte-  http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/ASP/ermmSearchO  terceiro bloco de regiao
conservada (CSB-3) contém a sequéncia 5- GGGGTTGGTGTA - 3’, denominada
“sequéncia universal do minicirculo”, a qual esta presente em todos os minicirculos
sequenciados de tripanossomatideos (RAY, 1989; RODRIGUEZ et al., 2000), e
representa a origem de replicacdo dos mesmos. Estas caracteristicas tém levado
diversos trabalhos a explorar o kDNA para fins de diagnéstico (MANNA et al., 2004;
MANNA et al., 2008; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; ROLAO et al., 2004;
SOLANO-GALLEGO et al.,, 2007), possibilitando a deteccdo da infecgdo por L.

infantum em diferentes amostras clinicas.

1.2 Diagnéstico molecular pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Nos ultimos anos, a genética, biologia celular, seqiienciamento do genoma de
patdgenos, entre outros, tém mudado, de forma significativa, as oportunidades para
realizacdo de investigacdes epidemiologicas, estudos da patogénese, diagnostico e
controle de doencgas microbianas. Em 1983, o desenvolvimento da PCR por Kary B.
Mullis (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS, 1990) foi considerado como o grande
avanco da biologia molecular. Devido ao alcance da popularidade da técnica, Kary
B. Mullis recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1993. Esta técnica estendeu o
alcance da analise de DNA e fez com que a biologia molecular encontrasse novas
aplicacOes, inclusive em areas fora do seu campo tradicional, tais como, medicina,
agricultura e biotecnologia (BROWN, 2003).

Apesar dos avancgos tecnoldgicos, os métodos de amplificacdo da molécula
de DNA apresentam limitagcdes que incluem resultados falso-positivos, decorrentes
de contaminacdo com DNA, e resultados falso-negativos, relacionados com a
presenca de inibidores da PCR (YANG; ROTHMAN, 2004). Nos resultados falso-
positivos, na maioria dos ensaios patdogeno-especificos, a fonte predominante de
contaminacdo € derivada de produtos amplificados em reacdes anteriores que
podem ser transportados por meio dos reagentes, tubos, pipetas e bancadas. Boas
praticas de laboratorio e separacao fisica das areas de pré-amplificacdo e pos-
amplificacdo podem reduzir os riscos de contaminacdo. O uso de métodos baseados

na irradiagdo ultravioleta, tratamento quimico ou digestdo enzimatica também séo
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Uteis para evitar tais contaminacfes (CARROL; ADAMSON; OKHRAVI, 1999;
CORLESS et al., 2000). Resultados falso-negativos podem decorrer de um volume
amostral relativamente abaixo do permissivel para a reacdo, além de problemas
associados com o processamento. Exemplos de inibidores da polimerase que
possam estar presentes nas amostras de DNA: fenol, proteinase K, excesso de
EDTA, hemoglobina e outras proteinas de hemaceas, SDS, elevadas concentracdes
de sal. Tais obstaculos podem ser superados com tratamento adequado da amostra
por meio de uma correta extracao e purificacdo do DNA e remocédo dos inibidores,
como por exemplo, EDTA, heparina, hemoglobina, uréia, entre outros (BESSETTI,
2007; GRIBBEN et al., 1991; YANG; ROTHMAN, 2004).

A PCR reproduz in vitro a habilidade natural de replicagdo do DNA, podendo
ser repetida em larga escala. A metodologia requer, primeiramente, o conhecimento,
pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado organismo, para O
desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) ou sondas que irdo
hibridizar-se especificamente a sequéncia alvo (YANG; ROTHMAN, 2004).

Com o aumento do numero de genomas de patégenos sendo seqienciados,
catdlogos de genes podem ser explorados para o desenvolvimento de testes
diagnésticos baseados em PCR; como resultado, desde a década passada,
encontram-se disponiveis comercialmente muitos ensaios baseados nesta técnica,
0S quais continuam a se expandir. Neste contexto, o Food and Drug Administration
(FDA), aprovou a utilizacao de ensaios baseados em PCR para a deteccéo de varios
patogenos, como por exemplo, Chlamydia trachomatis, Citomegalovirus, Gardnerella
vaginalis, Human immunodeficiency virus, Human Papillomavirus, Mycobacterium
tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, entre outros (YANG;
ROTHMAN, 2004).

1.2.1 Variacoes da PCR

Caso a PCR seja utilizada para a detec¢cdo de um agente viral, é importante
levar em consideracdo que os genomas de muitos virus, de grande importancia
clinica, sdo compostos de RNA ao invés de DNA. Neste caso, é necessaria a

realizacdo da transcricao reversa antes de se iniciar a amplificacdo por PCR, a qual
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é realizada tratando-se a amostra com a transcriptase reversa. Esta enzima € capaz
de sintetizar uma fita de DNA complementar a molécula de RNA que servir4 de alvo
para a PCR convencional, esta técnica é conhecida como RT-PCR (Reverse
Transcriptase PCR) (YANG; ROTHMAN, 2004).

Nas duas ultimas décadas, a técnica da PCR tem sido modificada para
expansao do seu uso e versatilidade (YANG; ROTHMAN, 2004). A possibilidade de
utilizacdo, na mesma reacdo, de mais de um par de primers com amplificacao
simultanea de multiplas sequéncias do DNA-alvo é chamada de multiplex-PCR
(Tabela 1). Assim, mais de uma sequéncia de DNA, em uma mesma amostra, pode
ser amplificada ao mesmo tempo (BAHK et al., 2004; CHAMBERLAIN et al., 1988;
GEHA et al., 1994; REA et al., 2001).

A nested-PCR utiliza dois pares de primers para amplificacdo de uma
sequéncia interna ao DNA alvo selecionado (Tabela 1). O primeiro par € usado para
uma primeira reac¢ao, onde os produtos sdo submetidos a uma segunda amplificacao
com um outro par de primers. Esta técnica apresenta maior sensibilidade e
especificidade, porém também aumenta o risco de contaminacdo com o produto
amplificado da primeira reacdo, uma vez que requer a abertura do tubo, apés o
primeiro ciclo de amplificacdo, para transferéncia dos amplicons para um segundo
tubo, ou adicdo de novos reagentes e/ou primers (ABATH et al., 2002). Assim, para
contornar essa situacao, Abath et al. (2002) trabalharam com a imobilizacdo dos
primers da segunda reagdo na parte interna da tampa do tubo onde a reagéo esta
ocorrendo, entrando em contato com a sequéncia alvo apds a primeira amplificacao,
padronizando a nested-PCR no mesmo tubo (single tube nested-PCR).

Apesar da PCR e suas variacdes serem altamente sensiveis e especificas,
apresentam algumas limitacbes, tais como, a necessidade de se realizar a
eletroforese em gel de agarose ou pliacrilamida, o uso de reagentes nocivos a saude
do operador, como, por exemplo, o brometo de etidio, riscos de contaminacéo e a
auséncia da capacidade quantitativa. Estas desvantagens passaram a ser mais
evidenciadas no final do século XX e inicio do século XXI devido ao surgimento de

uma nova tecnologia, a quantitativa PCR em tempo real (QPCR).
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Tabela 1- Variagdes da PCR e suas principais caracteristicas.

PCR
Nested PCR Multiplex PCR gPCR
Reamplificacdo de uma | Uso de mais de um par de | Uso de sondas
regido interna ao alvo primers fluorescentes
Maior  sensibilidade e | Deteccdo de mais de um | Capacidade quantitativa
especificidade alvo na mesma reacgéo

1.2.1.1 PCR em tempo real

No inicio da década de 90 estudos passaram a explorar a atividade
exonucleasica da tag polimerase para o desenvolvimento de sondas TagMan
(HOLLAND et al., 1991). Em 1992, Higuchi e colaboradores passaram a explorar a
capacidade quantitativa da PCR utilizando o brometo de etidio (HIGUCHI et al.,
1992). Tais estudos promoveram um refinamento da original PCR de Kary Mullis e
surgimento da PCR em tempo real (QPCR), representando um significante avanco
biotecnoldgico para o diagndstico das doencas infecciosas e parasitérias.

O sistema € baseado no uso de corantes ou sondas fluorescentes que
permitem o monitoramento em tempo real do produto amplificado. Um corante
bastante utilizado é a SYBR Green | (Figura 6), que se liga inespecificamente a fitas
duplas de DNA geradas durante a amplificagdo. Trata-se de uma assimétrica cianina
que, livre em solucdo ndo emite fluorescéncia mas, ligada a moléculas de DNA
emite um forte sinal luminoso (NYGREN; SVANVIK; KUBISTA, 1998). A toxidez do
brometo tem levado a uma maior popularidade da SYBR Green (BENGTSSON et al.,
2003; ZIPPER et al., 2004).

Outra forma de gerar a fluorescéncia é o uso de uma sonda dirigida
especificamente a uma regiao interna da sequéncia que se deseja amplificar, um
exemplo deste sistema é a sonda TagMan (Figura 7). A medida que vai ocorrendo a
amplificacdo, a taq polimerase, pela sua atividade exonucleasica, desloca a
extremidade 5’ da sonda TagMan (contendo o fluorocromo, reporter) e cliva a sonda.
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Pelo fato do repdrter ser liberado e ndo permanecer proximo ao Quencher, ha
liberacao de fluorescéncia.(MORTARINO et al., 2004; YANG; ROTHMAN, 2004).

Figura 6- Corante SYBR Green | intercalando
uma fita dupla de DNA formada durante a
reacdo de PCR em tempo real.

Fonte: Applied Biosystems®

Figura 7- Sonda TagMan sendo degradada apds a adicao
dos nucleotideos por acdo da tagpolimerase durante a
reacdo de PCR em tempo real.

Legenda- R: repérter; Q: quencher.

Fonte- Applied Biosystems®
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A analise da emissao de luz é feita por um detector de sinal luminoso e um
amplificador de sinal que tragam um grafico com a absorcéo obtida apds cada ciclo
da PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado
(KUBISTA et al., 2006). O ciclo onde o sinal de amplificacdo exponencial atinge uma
intensidade de fluorescéncia superior ao limiar de deteccdo (Threshold) é
denominado Ct e, o momento em que o Ct é ultrapassado estad diretamente
relacionado a quantidade de DNA amplificado (MORTARINO et al., 2004),0u seja,
denominando-se Ciclo Threshold ou Ct o ponto em que a emissao de fluorescéncia
da amostra em teste supera a referéncia passiva do aparelho (background)

(INSTITUTO FLEURY, 2004) (Figura 8).

Delta Bn vs Cycle
1.0e+001 ‘ | | ‘ | ‘
1.0e+000 100 p¢ ::// Il /, =
u . L7 |
1.0e-001 ‘__ 0’1 fg
= A
= 1.0e-002 /_fﬁ_ﬁkz
IR Limite de deteccédo
/
1.0e-003
/7\
NTC
1.0e-004 I T [ [T

123 45 67 8 91011121314 15161718 182021 22 23 24 25 26 27 2829 30 31 3233 34 35 36 37 38 30 40

Cycle Mumber

Figura 8- Curva de amplificacdo. As linhas coloridas representam
quantidades decrescentes de DNA alvo (100 pg a 0,1 fg) quanto maior
a quantidade de DNA (primeira linha verde), menor o valor de Ct
(menos ciclos de amplificacdo sdo necessarios para atingir o limite de
detecc¢éo).

Legenda- NTC: controle negativo (sem amplificac&o).

A analise dos resultados de um ensaio de qPCR é feita por meio dos graficos
gerados no computador interligado ao termociclador. Basicamente, sdo efetuadas
quatro andlises: 1) Curva de amplificacdo, 2) Curva de dissociacéo, 3) Espectro e 4)
Componente (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

1) Com a curva de amplificacdo pode-se verificar o Ct de cada amostra
analisada (Figura 8), o que serad de fundamental importancia para o calculo da
especificidade (o) e determinacdo das amostras positivas. Segundo Too (2003),

valores de Cts superiores a 35 indicam resultados falso-positivos.
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2) Por meio da curva de dissociagao evidencia-se a emissao de fluorescéncia
pela temperatura de fusdo ou melting temperature (Tm). A Tm é a temperatura onde
50% dos produtos amplificados encontram-se dissociados, na forma de fita simples,
causando uma queda brusca da intensidade de fluorescéncia pela liberacdo do
corante SYBR Green (BROWN, 2003). Nesta analise podem ser verificadas
amplificacdes inespecificas e dimeros de primer.

3) A avaliacdo do espectro mostra a captacdo da fluorescéncia por filtros
determinados, ou seja, cada corante ou fluorocromo usado emite luz que sera
absorvida por um filtro determinado. Por exemplo, a SYBR Green | é captada pelos
filtros A e B, enquanto a ROX (referéncia passiva ou background) é lida pelos filtros
C e D (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005), assim, a medida que uma reacao positiva
ocorre, a absorcao de fluorescéncia pelos filtros A e B deve superar a captacdo dos
filtros C e D, as quais permanecerao constantes. Caso a SYBR Green n&o supere a
ROX a reagédo é negativa.

4) O componente mostra 0 comportamento da emissao de fluorescéncia por
cada corante ou fluorocromo usado durante a reacdo. Desta forma, a referéncia
passiva deve se manter constante e o corante usado supera-la a medida que os
ciclos da PCR v&o sendo executados. E importante salientar que, caso seja utilizada
sonda TagMan, trés parametros sao evidenciados: a referéncia passiva, o fluoréforo
(reporter) e o inibidor ou receptor de sinal luminoso (quencher) (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005).

Os quatro parametros devem ser analisados em conjunto. Padrbes com
concentracbes pré-determinadas de DNA alvo e controles negativos (NTC: non
template control) devem ser incluidos em todas as reacdes e avaliados em primeiro
lugar; padrbes com comportamento adequado garantem a seguranca dos resultados
para as amostras em teste.

A PCR em tempo real permite, basicamente, a realizagdo de trés tipos de
ensaios: quantificacdo absoluta, quantificacdo relativa e discriminacdo alélica
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2001), os quais possuem diferentes e variadas
aplicacbes. Como ferramenta diagnéstica, a quantificacdo absoluta pode ser
utilizada para deteccdo da infeccdo e quantificagcdo de seu agente etioldgico. O
ensaio de quantificacdo absoluta, baseia-se na analise da curva-padrdo (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005) (Figura 9).
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Figura 9- Interface do software ABI PRISM 7500
SDS (verséo 1.4) mostrando a curva-padrdo do
ensaio de quantificacdo absoluta. Os pontos
vermelhos representam os Cts gerados pelo
Log de cada concentracdo de DNA padréo.

Como estd explicito na definicdo, a curva-padrdo relaciona-se as
concentragdes de DNA padrdo. E por meio destes dados, ou seja, quantidades
conhecidas de DNA, que o software efetua a quantificacdo de DNA alvo nas
amostras em teste (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

A curva-padrdao também fornece o coeficiente angular da reta (slope),
composta pelos pontos da curva. Este dado serd importante para o calculo da
eficiéncia da amplificacdo (€), uma alta eficiéncia estd associada a uma inclinacao
de, aproximadamente, 3,32 para cada diluicio de 10 do alvo (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005; TOO, 2003). Slope de -3,3 relaciona-se a uma eficiéncia de
100% indicando que o numero de moléculas amplificadas dobra a cada ciclo da PCR
(KUBISTA et al., 2006).

As caracteristicas da PCR em tempo real possibilitam a eliminacédo da etapa
laboriosa pés-amplificacdo (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente
necesséria para visualizacdo do produto amplificado. Desta forma, pode-se observar
que as vantagens da gPCR em relacdo a PCR convencional sdo inUmeras e
incluem, rapidez na obtencdo dos resultados, reprodutibilidade e capacidade
quantitativa (SUNDSFJORD et al., 2004; YANG; ROTHMAN, 2004). Essa tecnologia,
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gue é altamente sensivel, j4 estd sendo desenvolvida para o0 acompanhamento de
inUmeras doencas, tais como AIDS, hepatite C, dengue, toxoplasmose e as
leishmanioses (FRANCINO et al., 2006; KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; MANNA et
al., 2006; MANNA et al., 2008; MARY et al., 2004; NICOLAS et al., 2002; RAOULT;
FOURNIER; DRANCOURT, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

A gPCR é uma técnica inovadora capaz de promover a quantificacdo acurada
do imput de DNAe o monitoramento, em tempo real, do produto amplificado. O
sistema de quantificacdo possui aplicacbes variadas, incluindo identificacdo de
alelos em DNA genbmico, analise de sequéncias virais, bacterianas ou de
protozodrios a partir de varias fontes, andlise de patégenos em alimentos, anélise de
produtos transgénicos, além da aplicacdo em diagnéstico (NOVAIS; PIRES-ALVES;
SILVA, 2004). Muitos alvos podem ser monitorados simultaneamente usando
fluorocromos com diferentes espectros de emissao (RAOULT; FOURNIER;
DRANCOURT, 2004).

Em estudo recente, Kompalic-Cristo et al. (2007) examinaram o valor
diagnostico da PCR em tempo real em detectar e quantificar Toxoplasma gondii em
sangue humano, concluindo que o sistema é capaz de quantificar leituras
parasitarias em baixas concentracdes, podendo verificar um aumento no nimero de
parasitos em individuos sorologicamente identificados com toxoplasmose aguda.

Em medicina veterinaria, sistemas utilizando SYBR Green, tém sido aplicados
para quantificacado de Borrelia burgdorferi em modelo experimental para a doenca de
Lyme (MORRISON et al., 1999).

Com relagéo a LV, a técnica vem sendo utilizada em cées e em pacientes
humanos, possibilitando a realizacdo de estudos relacionados a carga parasitaria,
interacdo hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia (FRANCINO et al., 2006;
MARY et al., 2004; MORTARINO et al., 2004; NICOLAS et al.,, 2002; ROURA;
SANCHEZ; FERRER, 1999; ROLAO et al., 2004; VITALE et al., 2004; WORTMANN
et al., 2004). Mary et al. (2004) demonstraram uma boa correlacdo entre a
quantificacdo de L. infantum em amostras de sangue e o status clinico dos
pacientes, permitindo discriminar entre pacientes sintomaticos, pacientes curados e
portadores assintomaticos, promovendo o diagndstico e monitoramento da terapia
com seguranca e rapidez.

Atualmente, existem conjuntos diagnoésticos disponiveis para a deteccdo e

quantificacdo de DNA e RNA em amostras clinicas, especialmente desenvolvidos
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para o acompanhamento de pacientes com AIDS e hepatite C (RAOULT;
FOURNIER; DRANCOURT, 2004). Diante do exposto, como para alguns autores, a
PCR tem sido previamente definida como “padrdo-ouro”, a quantitativa PCR em

tempo-real certamente sera a técnica de referéncia no futuro (MARY et al., 2004).

1.3 Justificativa

O conhecimento de sequéncias de DNA tem sido extensivamente explorado
para o desenvolvimento de ensaios baseados em PCR, tanto para o diagndéstico da
leishmaniose como identificacdo da espécie parasitaria envolvida na infeccao
(SCHALLING; OSKAM, 2002).

As caracteristicas da PCR promoveram sua adoc¢do no diagnéstico de alta
complexidade para as leishmanioses no Brasil; havendo variagdes nos sistemas
utilizados em cada regiéo.

O sistema desenvolvido por Ravel et al. (1995) e adaptado por Fichoux et al.
(1999) é conhecido pela denominacao de seus primers RV1 e RV2, tendo como alvo
a regidao conservada dos minicirculos do KDNA de L. infantum, amplificando um
fragmento de 145 pb. Inicialmente, os resultados de Ravel et al. (1995) mostraram
uma excelente sensibilidade em detectar L. infantum em macréfagos humanos;
aproximadamente um parasita por 10° células mononucleares experimentalmente
infectadas. Fichoux et al. (1999) apds inquérito sorolégico em doadores de sangue
no sudeste da Franca, obtiveram 76 amostras positivas por Western blotting para
deteccdo de anticorpos anti-L. infantum, destas 73 buffy coats foram avaliadas por
PCR pelo sistema RV1/RV2, sendo nove positivas. Este resultado mostrou a
importancia de efetuar uma investigacdo para LV em doadores de sangue de area
endémica mas, revelou que, mesmo utilizando células mononucleares como amostra
para a extracdo de DNA, a sensibilidade do sistema RV1/RV2 foi baixa em
comparacao com a sorologia.

Em 2002, Lachaud e colaboradores, avaliando dois métodos de PCR
verificaram uma sensibilidade de 100% para o sistema RV1/RV2 em amostras de
sangue periférico de cdes doentes, o que motivou a utilizacdo deste sistema pelo

Servico de Referéncia em Leishmanioses de Pernambuco.
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Apesar de a PCR convencional ser sensivel e especifica, a auséncia da
capacidade quantitativa, ou uma maior dificuldade para realizar a quantificacao,
impede a diferenciacdo entre infeccdo e doenca. Segundo Schalling e Oskam
(2002), até 2001 havia apenas uma publicacéo referindo-se a utilizacdo da PCR em
tempo real como uma nova ferramenta para quantificacdo de L. infantum. Tal
publicacdo é de autoria de Bretagne et al. (2001) sendo o primeiro trabalho a utilizar
sonda TagMan dirigida para o alvo de kDNA para quantificacdo do parasito no
figado de camundongos infectados. Esta publicacdo veio suprir a necessidade de
desenvolvimento de uma técnica com capacidade quantitativa, uma vez que a
recidiva da doenca relaciona-se com a carga parasitaria apos o tratamento.

Diante da auséncia de analise comparativa para o sistema RV1/RV2 e das
vantagens atribuidas a gPCR, objetivou-se desenvolver e avaliar um sistema
baseado em PCR em tempo real para o diagnostico da infeccdo por Leishmania
(Leishmania) infantum, capaz de superar as dificuldades encontradas com as
ferramentas diagnosticas disponiveis atualmente, com possibilidade de implantacéo

nas rotinas de diagnostico para LV.

1.4 Hipotese

Um sistema de deteccéo da infec¢do por L. infantum, baseado em PCR em
tempo real, utilizando primers especificos para o complexo L. donovani, possuindo
kKDNA como regido alvo, promove um diagndstico seguro, podendo ser aplicado nas

rotinas de diagndstico para LV.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Geral

Desenvolver e avaliar um sistema baseado em PCR em tempo real para o

diagnostico da infecgdo por L. infantum em cées.

1.5.2 Especificos

a) Alinhar sequéncias de minicirculo de Leishmania spp para identificacdo de
regides alvo;

b) Desenhar os primers e otimizar o sistema diagnéstico determinando o limite
de deteccéo e a especificidade;

d) Avaliar a sensibilidade e especificidade em amostras de sangue de caes
infectados e n&o infectados;

e) Comparar o sistema de PCR em tempo real com o PCR convencional.
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2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Desenho do estudo

2.1.1 Amostragem

Foram utilizados cdes de racas e idades variadas, de ambos 0s sexos,
domiciliados, provenientes do estado de Pernambuco - Brasil, amostrados por
conveniéncia (REIS, 2003) totalizando 108 cées.

Os animais que participaram da pesquisa foram avaliados pela médica
veterinaria responsavel pelo projeto. Os seus proprietarios assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) e responderam a um questionario
(Apéndice B/C) para identificacdo dos animais, dados sobre os proprietarios e
informacdes epidemioldgicas e clinicas da leishmaniose visceral canina (LVC). O
estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundacéo
Oswaldo Cruz - RJ (FIOCRUZ - RJ), recebendo parecer favoravel (Protocolo n.
0241-05) (Anexo 1).

2.1.2 Definicdo de casos e controles

Foram considerados casos, animais com sinais clinicos, historico
epidemiologico compativel e testes parasitologicos (microscopia de puncdo de
medula 0ssea e/ou raspados cutaneos) positivos e/ou animais com sinais clinicos,
histérico epidemioldgico compativel juntamente com ELISA positivo (Grupo 01).
Foram considerados controles, cdes que nunca habitaram em area endémica, nao
receberam transfusdo sanglinea e apresentaram testes sorologicos (IFI e ELISA)

negativos (Grupo 02).
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2.1.3 Coleta do material

Os animais foram submetidos ao exame fisico, constando de inspecédo da
pele e faneros além da palpacdo abdominal e dos ganglios linfaticos regionais. As
observacgfes foram adicionadas as fichas mencionadas no topico 2, item 2.2.1. Em
seguida, os animais foram contidos com mordacas de nylon adequadas para cada
porte e, quando necessario, submetidos a sedacdo quimica, através da
administracao oral de acepromazina 0,2% na dosagem de 3 a 5 gotas por kilograma

de peso.

2.1.3.1 Coleta de sangue

ApOs anti-sepsia com algoddo embebido em alcool etilico 70%, foram
coletados, de cada animal, 2 - 5 ml de sangue da veia cefélica, com auxilio de uma
seringa de 5 ml acoplada a uma agulha 25x7 mm. Uma parte do material foi
colocada diretamente em tubo de ensaio para formacdo do codgulo e remocao do
SOro para uso nos ensaios soroldgicos. O restante da amostra foi armazenado em
tubo contendo solucdo anticoagulante (EDTA 0,009 g/5 ml de sangue) e estocado

em freezer a -80C para posterior extracao de DNA.

2.1.3.2 Raspado cutaneo

Foram efetuados raspados de pele integra e/ou lesionada na regidao do
focinho e orelhas, ou quaisquer outras areas lesionadas, com o auxilio de lamina de
bisturi. Com o material obtido, foram confeccionados esfregacos em laminas para

microscopia.
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2.1.3.3 Puncédo de medula 6ssea

ApoOs o0 exame clinico, os animais com diagnaostico presuntivo de LVC, foram
submetidos & medicacgdo pré-anestésica por meio de aplicagdo subcutanea de 0,44
mg/kg de atropina, decorridos 15 minutos, a indugcdo e manutengdo anestésica
ocorreram por meio de aplicacdo endovenosa de 1 - 2 mg/kg de xilazina 2%
associada a 10 - 15 mg/kg de ketamina 10%. Com o animal anestesiado, apds anti-
sepsia, foi realizada puncdo na crista do o0sso esterno, utilizando-se seringa
descartavel (20 ml) acoplada a uma agulha 40x12 mm. Com o material obtido foram

confeccionados esfregacos em laminas de vidro.

2.1.4 Diagndstico parasitolégico

Os esfregagcos confeccionados com 0s materiais obtidos nos raspados de
pele e puncdo de medula 0ssea, apos secarem, foram corados pelo método de

Giemsa e examinados em microscoépio Optico com objetiva de imerséo.

2.1.5 Diagnostico sorologico

Anticorpos anti-Leishmania foram detectados através dos testes de IFI e ELISA.

ELISA - Foi utilizado o kit EIE-LVC produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ,
que utiliza placa de microtitulacdo sensibilizada com antigenos solaveis de
Leishmania major-like (MHOM/BR/76/JOF) (LIRA,2005). A reacao foi realizada,
conforme o protocolo do fabricante.

IFI - Foi utilizado o kit IFI-LVC produzido por Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, que
utiiza como antigeno formas promastigotas de Leishmania major-like
(MHOM/BR/76/JOF) (LIRA,2005). A reacéo foi realizada de acordo com o protocolo

do fabricante.
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2.1.6 Diagndstico molecular

2.1.6.1 Extracdo de DNA

A extragdo de DNA das amostras de sangue foi efetuada com o kit
GenomicPrepTM Blood DNA Isolation Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) de
duas maneiras: 1. de acordo com as recomendacdes do fabricante; 2. com adicdo
de proteinase K (5 U/ml) e repeticdo da etapa de precipitacdo de proteina. O DNA
extraido foi usado para avaliacdo do desempenho da PCR quantitativa em tempo

real e PCR convencional.

2.1.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Foram realizadas duas reacdes de PCR:

A. PCR quantitativa em tempo real - sistema desenvolvido;

B. PCR convencional - sistema RV1/RV2 (FICHOUX et al., 1999), como descrito
abaixo:

B1- Componentes da reacao:

Agua tipo | 14
Tampao 2,5 ul
MgCl, 25 mM 1,5l
dNTP 2 mM 2,5ul
RV1 20 pmoles/ul 1,0 pl
RV2 20 pmoles/ul 1,0 pl
Tag DNA Polimerase 0,5 ul

Amostra de DNA controle positivo (L. infantum): 2,0 pl (0,1ng e 0,1pg) ou amostra a

ser investigada 2,0 pl, resultando em volume final de 25 pl.
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B2- CondigOes de ciclagem:

Desnaturagéo inicial 94C/5 minutos
Desnaturacéo 94<C/30 segundos
Anelamento 67C/1 minuto
Sintese 72C/30 segundos
Sintese terminal 72%C/5 minutos

NuUmero de ciclos: 35

2.1.7 Processamento do material

Os materiais coletados foram processados no Laboratério de
Imunoparasitologia e no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do
Departamento de Imunologia e no Nucleo de Plataformas Tecnologicas (NPT) do
CPgAM/FIOCRUZ.

2.2 Desenvolvimento do sistema baseado em PCR em tempo real

2.2.1 Primers

Com o auxilio do software Mega (versdo 3.1) foi efetuado alinhamento
multiplo das sequéncias do minicirculo das varias espécies de Leishmania
disponiveis no banco de dados do BLAST - NCBI (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov) e de
primers para detec¢cdo do complexo L. donovani publicados até o momento (Figura
10).

Por meio da analise dos blocos CSB 1, CSB 2 e CSB 3, tomando como base
a seqguéncia de numero de acesso no NCBI 235273.1 de L. infantum foi selecionada
a regido alvo. Com o auxilio do software Primer Express (Applied Biosystems,
versao 2.0), foram desenhados primers para deteccdo das espécies do complexo L.

donovani. Adicionanando-se os primers no alinhamento constatou-se que, além da
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deteccdo das espécies do complexo L. donovani, existiu a possibilidade de

anelamento com L. mexicana, L. major, L. lainsoni, L. tarentolae e L. amazonensis.

DMA Sequences

RN S REEY S YRR eSS YRS

gi|514440| enb | 235273 . 1| L. infantum

gi| 609081 | exb| 235501 . 1| L. infantum

gi|514437|exb|235271.1|L. infantun

i|514435|eml| 235276, 1|L.chagasi

§i| 11493591 | gh| AF169132. 1| L.chag.

gi|259109581 | emb | ¥11402. 1| L. dononvani

i|15193195|gh| AF399822 . 1| L. donovani

gi| 159375 | gh|M57315.1|L.brazilien=sis

Z32842.1 GIL:483460 L. major

gi| 9858563 | gh| AF231100.1|L.braziliensis

gi| 159380 | gb|M87317.1| L. peruviana

gi| 158379 | gh|M57316.1| L. guyanensis

gi| 643466| gl | UT19511.1| L. panamensis

g1l 159377 | gb | MEY314.1| L. V. panamensis

gi| 5359689 | gh| AF116467.1| L. pan.

i | 5359682 | gh| AF118460.1|L.pan.

i|4585153 | gh| AFOS8235.1|L. lainsoni

oil| 4585152 | ghb| AFOS58234. 1| L. lain=soni

gi| 4585151 | gh| AFOS8233.1|L. lainsoni

i| 159306 | gh| M94089

.1|L.amazonensis

gi| 643465 gh|U19510

.1|L.amazonensis

i| 12604 | enb| 211554

1| L.mexicana

oi| 12603 |emb| Z11555

LA Laomexicana

gi| 13092 | enb | X04110

.1|L.tarentolas

GGGGC-GTTC
--Hceeac-arTC
--Hceeac-arTe
--Hecesc-aTTC
--Hcceec-arTC
--Heeeac-arTC
--Hceeac-arTC
--Hseesc-sTTC
--Hcceeec-arTC
--Hcceec-aTTC
--Hceeac-arTC
--Hceeac-arTe
--Hecesc-aTTC

Hccecc-arTC

GGGEC-GTTC

GGGGC-GTTC

--Hecesc-aTTC
--Hcceec-arTC

T. cruzi whole genome NW SzZ04439

Figura 10- Interface do software Mega (versdo 3.1) mostrando parte do alinhamento de
sequéncias de DNA do minicirculo de Leishmania spp. Mesma cor representa similaridade
entre as sequéncias, cores diferentes significam divergéncia.

2.2.2 Sistemas de deteccao

Por meio da combinagao dos primers, foram criados sistemas de deteccao.
Para a escolha do melhor sistema, foi efetuado um experimento preliminar com o
aparelho ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, CA, USA) (Figura 11) em condicdes
padrées (recomendadas pelo fabricante), as quais sao: temperatura de
desnaturacdo 95 °C/15 s, anelamento e extensao 60 °C/1 min. Foi utilizado como
padrdo, 2 uyl de DNA gendmico de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) contendo 100
pg, 10 pg e 1 pg e controle negativo (amostra sem DNA). Para uma verificacdo
inicial da especificidade, foram adicionados 100 pg de DNA genbémico de L.
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903). O volume final da reacdo foi de 50 pl

contendo 5 pmoles de cada primer e 25 yl de SYBR Green Master Mix (Applied
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Biosystems, CA, USA). Todas as amostras foram produzidas em duplicata. A reacao
foi efetuada com 40 ciclos.

Com a andlise dos resultados do experimento preliminar, um sistema foi
escolhido para ser otimizado. Por meio de modificacdes nas condi¢cdes de ciclagem
(temperaturas de anelamento e extensdo: 58C/30 s e 72TC/30 s; 60C/30 s e
72C/30 s, 62C/1 min), bem como alteragcdes na quan tidade e concentracdo dos
reagentes (3 pmol/yl de cada primer), foi definida a condicdo Otima de

funcionamento do sistema de deteccédo escolhido.

Figura 11- ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, CA, USA),
conectado ao computador no Nicleo de Plataformas
Tecnolégicas (NPT) do CPgAM/FIOCRUZ.

2.2.3 Avaliagdo da sensibilidade, eficiéncia e especificidade do sistema Linf 1B

2.2.3.1 Sensibilidade

Para avaliacdo da sensibilidade (limite de deteccdo) foram efetuadas diluicbes
seriadas (fator 10) de DNA gendémico de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP 75), nas
concentracées de 0,01 fg a 1000 ng (7x107° a 7x10° parasitos).
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A sensibilidade do ensaio foi definida pela amplificagdo da mais alta diluicao
do DNA alvo quando comparado a formacao de dimeros de primers em amostras
sem DNA (TOO, 2003).

Paralelamente, a sensibilidade também foi avaliada por meio do numero de
copias do produto amplificado. Para tanto, produtos de PCR convencional foram
purificados usando Sephaglas™ BanPrep Kit (Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg, Germany), de acordo com as recomendac¢fes do fabricante. O
DNA purificado foi dosado com marcador de massa (High DNA Mass Ladder,
Invitrogen Corporation, Califérnia, USA) em eletroforese em gel de agarose a 0,8% e
espectofotometricamente, resultando em 0,66 ng/ul. A quantificacdo foi efetuada
com o auxilio do site http://molbiol.edu.ru/eng/scripts/0107.html, obtendo-se 4,6x10°
moléculas alvo/pl. A partir da solucdo estoque foram obtidas solucées de uso (10™ a

10® moléculas alvo/pl) que foram utilizadas como padréo alternativo para o qPCR.

2.2.3.2 Eficiéncia

Foi determinada de acordo com Too (2003), por meio da féormula:

€= (10 llslope) 1.

2.2.3.3 Especificidade

Para avaliacdo da especificidade utilizou-se DNA gendmico de Leishmania
spp e Trypanosoma cruzi (cepa Y), formas tripomastigotas e epimastigotas) (Tabela
2). As cepas de Leishmania spp foram cedidas pelo Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ - RJ e Instituto Evandro Chagas - PA/Secretaria de Vigilancia em
Saude - MS; a cepa Y de T. cruzi foi proveniente do Laboratério de
Imunoparasitologia do CPqAM/FIOCRUZ - PE.
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Tabela 2- Isolados de Leishmania spp e T. cruzi usados para verificar a
especificidade do sistema de PCR em tempo real.

Espécies Cddigo OMS
L. donovani MHOM/ET/1967/HU3
L. infantum MHOM/TN/1980/IPT1
L. lainsoni MHOM/BR/1981/M6426
L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH 8
L. mexicana MHOM/BZ/1982/BEL 21
L. guyanensis MHOM/BR/1975/M4147
L. panamensis MHOM/PA/1971/L5 94
L. major MRHO/SU/1959/P-strain
L. tropica MHOM/SU/1958/Strain OD
L. braziliensis MHOM/BR/1975/M2903
L. naiffi MDAS/BR/1990/M5533
L. shawi IWHI/BR/1999/M17904
T. cruzi Cepa VY

* Formas tripomastigota e epimastigota

A especificidade (o) foi definida pela equacéo o = (1+ €) °*

, onde ¢ significa a
eficiéncia da amplificacdo e ACt a diferenca dos valores dos Cts da amostra definida

como alvo (L. infantum) e das amostras em teste (TOO, 2003).

2.2.4 Avaliagéo da reprodutibilidade

Para avaliacdo da reprodutibilidade do sistema, foi efetuada a analise inter-
ensaio. Para tanto, L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) nas concentracdes de 10 fg
(7x107? parasitos) a 10 ng (7x10* parasitos) foram processadas em duplicata, sendo,

0 mesmo experimento, repetido cinco vezes.
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2.3 Teste em amostras de sangue canino

O teste em amostras foi efetuado em dois aparelhos de PCR em tempo real;
ABI Prism 7000 e ABI Prism 7500, do mesmo fabricante (Applied Biosystems, CA,
USA), com as mesmas condi¢des de ciclagem.

Canine Glyceraldehydes-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH)
housekeeping genes foram usados como controle da qualidade das amostras. Para
tanto, foi efetuada gPCR nas seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturacgao inicial
95°C/10 mim, seguida por 40 ciclos de 95°C/15 s, 60°C/50 s e 72°C/30 s. A reacéo
foi composta por SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA), 5 mM
MgCl,, 1 mM de cada primer 5-CCAGAACATCATCCCTGCTT-3, e 5'-
ACCACCTGGTCCTCAGTGT-3' (SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

2.3.1 Analise dos dados

A andlise, interpretacéo e registro dos resultados dos testes em amostras de
sangue de cédes foram efetuados com o auxilio dos softwares ABI PRISM 7000 SDS
(versdo 1.1) e ABI PRISM 7500 SDS (versao 1.4). Quando necessario, também foi
efetuada eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio (10
mg/ml), usando marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder - GibcoBRL-Life
Technologies, MD, USA).

A analise estatistica do gPCR (sistema Linf 1B) foi realizada por meio de
regressao linear usando o Programa Microsoft Office Excel 2003; os intervalos de
confianca foram gerados com o auxilio do Programa SPSS para o0 ambiente
Windows 8.

Os parametros de sensibilidade e especificidade do sistema Linf 1B foram
calculados de acordo com Ferreira e Avila (2001) utilizando uma tabela de dupla
entrada relacionando o diagndstico da doenca e o resultado do teste (Tabela 3).
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Tabela 3 - Combinacao bindria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste
e o diagnostico verdadeiro da doenca.

TESTES DOENCA — Diagnostico verdadeiro
Presente Ausente
. Verdadeiros positivos Falsos positivos
Positivo A B
. Falsos negativos Verdadeiros negativos
Negativo C D

Fonte- Ferreira; Avila (2001).

A sensibilidade (S) do teste é dada pela porcentagem de positivos detectados
pelo teste entre os individuos sabidamente doentes. A especificidade (E), pela
percentagem de negativos, entre individuos ndo doentes. Esses parametros foram

determinados através das seguintes formulas:

A £ D
A+C B+D

A comparacdo entre os testes diagnésticos (QPCR e PCR convencional) foi
realizada pela andlise dos intervalos de confianca gerados com o auxilio do
Programa Epi Info 6.04 com 95% de confianca e por meio do teste de Qui-quadrado

(x%) efetuado no Programa Epi Info 3.32.
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3 RESULTADOS
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3.1 Regiao alvo e desenho dos primers

Tendo como base a sequéncia NCBI Z235273.1 de L. infantum, a andlise do
alinhamento multiplo demonstrou regido conservada para o complexo L. donovani
envolvendo os blocos CSB1, CSB2 e CSB3, com sequéncias de bases diferentes
para outras espécies de Leishmania, como por exemplo: L. braziliensis, L. tropica, L.
amazonensis e L. mexicana. Foram desenhados cinco primers nesta regido (Tabela

4), visando capacidade de anelamento apenas nas espécies causadoras da LV.

Tabela 4- Caracteristica dos primers desenhados para desenvolvimento de um sistema baseado
em PCR em tempo real para deteccéo da infeccdo por Leishmania infantum.

Identificacéo Sequéncia Tamanho %CG | TmT
114-Linfl 23F 5-TCCCAAACTTTTCTGGTCCT-3 20 bases 45 55
115-Linfl 94R 5- GAACGGGATTTCTGCACCC-3 19 bases 58 59
116-Linfl 154R | 5-TTACACCAACCCCCAGTTTC-3’ 20 bases 50 56
117-Linf2 71F 5-AAAATGGGTGCAGAAATCC-3 19 bases 42 54
118-Linf2 150R 5-ACCAACCCCCAGTTTCCC-3 18 bases 61 58

Legenda- Tm: melting temperature

3.2 Sistemas de detecc¢ao

Por meio da combinacdo dos primers foram criados trés conjuntos de

diagndstico ou sistemas de deteccdo (Tabela 5).
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Tabela 5- Sistemas de detec¢éo formados por combinacao dos primers desenhados
para diagnostico da infeccdo por L. infantum.

Identificacéo Primers Produto
do sistema amplificado
Tamanho | Tm°C
Linf1 A 114-Linfl 23F x 115-Linf 1 94R 72 pb 77,4
Linf1 B 114-Linfl 23F x 116-Linf.1154R 132 pb 81
Linf 2 117-Linf2 71F x 118-Linf2 150R 80 pb 79,5

Legenda- pb: pares de base; Tm: melting temperature

A escolha do melhor sistema foi baseada na analise do experimento
preliminar descrito no topico 2, item 2.2.2, cujo os resultados estdo apresentados a
sequir.

Pode-se observar que o sistema Linf 1A apresentou padrées com
comportamento esperado, NTC atingindo o Threshold e presenca de dimeros com
Tm facilmente distinguivel da amostra alvo. O teste de especificidade demonstrou o
mesmo comportamento do NTC, com amplificacdes atingindo o Ct e apresentando
pico com Tm diferente do alvo (Figura 12). Para o sistema Linf 1B, observou-se
padrées com alta sensibilidade, dimero muito pequeno em uma das duplicatas do
NTC, representando, possivelmente, excesso de primer e, teste de especificidade
com uma excelente performance (Figura 13).

O sistema Linf 2, apesar do bom desempenho para NTC e teste de
especificidade, ndo apresentou um comportamento adequado para os padrdes, ou
seja, os valores de Ct para cada amostra, ndo acompanharam as diluicées seriadas
do DNA alvo (Figura 14).

De modo geral, a analise em gel confirmou a interpretacdo dos graficos do
gPCR.
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Delta Rn vs Cycle
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Figura 12- Curvas de amplificagdo (A) e dissociacdo (B) do sistema Linf 1A
mostrando boa performance para os padrdes. NTC e teste de especificidade (L.
braziliensis -100 pg) com amplificacéo e formagdo de dimeros com Tm diferente
do alvo.

Legenda- NTC: controle negativo; Tm: melting temperature.
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Figura 13- Curvas de amplificacdo (A) e dissociacdo (B) do sistema Linf 1B
mostrando boa performance para os padrdes, NTC e teste de especificidade (L.
braziliensis -100 pg).

Legenda- NTC: controle negativo.
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Figura 14- Curva de amplificacdo do sistema Linf 2 mostrando boa performance
para NTC e teste de especificidade (L. braziliensis -100 pg) porém, padrées com
comportamento né&o esperado.

Legenda- NTC: controle negativo.
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De acordo com as observagdes citadas anteriormente, os trés sistemas criados
possuem capacidade para serem otimizados e aplicados para o diagnostico da LV.
Como o Linf 1B apresentou o melhor desempenho, foi selecionado para aplicacéo

em amostras de sangue.

3.3 Otimizacao do sistema Linf 1B

A Tabela 6 mostra um resumo do processo de otimizagao do sistema Linf 1B.

Tabela 6- Alteracdes de temperaturas de anelamento e extensao para otimizacdo do sistema
Linf 1B, experimentos realizados com 40 ciclos.

Condicdes de Resultado Concluséao
ciclagem
Desnaturacdo | Anelamento
e extensdo
95TC/15s 58TC/30 s Dimero de =70 pb nos padrdes e | Sistema perdeu em
72C/30 s teste de especificidade. Teste de | especificidade. Aumentar
especificidade com pico pequeno, | temperatura de
mas com a mesma Tm do alvo. anelamento.
95TC/15s 60C/30 s N&o houve a formacdo de picos | Perda tanto de
72C/30 s especificos. Teste de | especificidade como de
especificidade atingindo o Ct. sensibilidade. Testar uma
Unica temperatura para
anelamento e extenséo.
95C/15s 62C/1 min  |Teste de especificidade com Perda de especificidade.
amplificacéo e pico semelhante Voltar as condicdes
ao alvo. padrdes.

Legenda- pb: pares de base; Ct: ciclo threshold; Tm: melting temperature

A andlise dos trés experimentos mostra que as melhores condicbes de
funcionamento para o sistema Linf 1B s&o as condi¢cdes padrdes do aparelho, ou
seja, 95TC/15 s e 60C/1 min, pois, cada alteracdo na temperatura levou a perdas de
sensibilidade e/ou especificidade (Tabela 6).

Um novo experimento efetuado nas condi¢cdes padrbes do aparelho e com
reducdo na concentracdo dos primers (3 pmoles/pl), mostrou uma excelente
detecc¢do, tanto no PCR em tempo real (Figura 15) como na analise em gel (Figura
16), as amostras correspondentes a 1 fg foram detectadas. O dimero observado no
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NTC, em experimento inicial para a escolha do melhor sistema, n&o foi evidenciado,
porém, o teste de especificidade apresentou amplificacdo com Tm facilmente
distinguivel do alvo, ndo sendo visualizada banda na analise em gel (Figuras 15 e
16).
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Figura 15- Curvas de amplificacdo (A) e dissociacdo (B) do primeiro
experimento de avaliacdo do limite de deteccdo. A linha verde mostra a boa
performance do sistema em detectar até 1 fg de DNA gendmico de L.
infantum. No teste de especificidade (L. braziliensis -100 pg) observa-se a
formagé@o de pico correspondente a amplicon com Tm = 75C de um
fragmento de aproximadamente 70 pb.

Legenda- pb: pares de base; Tm: melting temperature.
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Ax A0 AT1 A2 B1 B3

Figura 16- Eletroforese em gel de agarose a 2% mostrando
bandas especificas para L. infantum com 132 pb, auséncia de
bandas no NTC e teste de especificidade (L. braziliensis -100

pg).
Legenda- A2 a Al2-padrdo L. infantum (0,1 ng a 1 fg), B1: NTC

(controle negativo), B3: teste de especificidade (L. braziliensis
100 pg); pb: pares de base; M: marcador de peso molecular.

3.4 Avaliacao da sensibilidade, eficiéncia e especi  ficidade do sistema Linf 1B

3.4.1 Sensibilidade e eficiéncia

Para a avaliagdo da sensibilidade foram realizados cinco experimentos, como
descrito no tépico 2, item 2.1.4, resultando num limite de deteccédo de 10 fg de DNA
gendmico de L. infantum (7x107? parasitos). A faixa 6tima de funcionamento do

sistema foi de 10 fg a 10 ng, o equivalente a 7x10? a 7x10* parasitos/reacao.
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Para a reprodutibilidade, de acordo com a andlise efetuada por meio da
regressao linear e intervalos de confianca, ndo houve diferenca significativa entre os

ensaios (Figura 17).
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Figura 17- Analise linear dos valores minimo, maximo e média
dos Cts do logaritimo de cada concentragdo de DNA padréo.
A: amostras; B: duplicatas. A andlise das equacbes A (y=-
2.5999x + 32.08), B (y = -2.4833x + 32.206) e intervalos de
confianca (A: Bo= 27,25; 36,91 B.= -3,7; -1,5 B: By=26,81;
37,61 B,=-3,7;-1,3), mostram n&o haver diferenca significativa
entre os ensaios.

A curva-padrdo foi construida, mantendo-se linear em sete logaritmos da
concentracdo de DNA padrao, com coeficiente de correlacdo de 93% e eficiéncia da
reacdo de 94% (R?= 0.931, € = 0.9417 e slope= -3.47) (Figura 18), confirmando a

boa performance do sistema para a deteccdo de DNA de L. infantum.
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Figura 18- Interface do software ABI PRISM 7500 SDS (versdo 1.4) mostrando a curva padrdo
do Log da concentracdo de DNA de L. infantum. A concentracdo de DNA variou de 10 fg a10’
fg/reacao, atingindo os Cts nos seguintes valores: 10’ fg Ct= 6.97, 10° fg Ct= 10.99, 10° fg Ct=
17.41, 10* fg Ct= 22.81, 10° fg Ct= 24.58, 10° fg Ct= 27.58, 10 fg Ct= 28.00. R°= 0.931 e
slope=-3.47.

Em relacdo ao uso do produto amplificado como padrao alternativo, o sistema

foi capaz de detectar entre 10 e 100 cépias do DNA alvo/reacéo.

3.4.2 Especificidade

De acordo com o alinhamento das seqUéncias de minicirculos de Leishmania
spp, além das espécies do complexo L. donovani, esperava-se o reconhecimento
das seguintes espécies: L. mexicana, L. major, L. lainsoni, L. tarentolae e L.
amazonensis.

Para uma amostra ser enquadrada como positiva, foram definidos quatro

critérios:

a) duplicatas homogéneas;

b) curva de amplificacéo - Ct inferior ao NTC;

C) curva de dissociagao - derivativa superior ao NTC;

d) espectro e componente adequados.
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Levando-se em consideracdo os critérios de positividade, houve amplificacao
de 50 pg/ul de L. donovani (Ct= 19,85; o = 3,10), L. major (Ct= 24,77; c = 80,87) e L.
mexicana (Ct= 26,74; o = 298,88) (Figura 19). Desta forma, analisando o Log de o, 0
sistema é 10%°, 10" e 10%° vezes mais especifico para o DNA alvo (L. infantum), do
gue as demais espécies reconhecidas, respectivamente. Outros isolados de
Leishmania e T. cruzi (Tabela 2) ndo se enquadraram nos critérios de positividade. A

analise em gel confirmou os resultados (Figura 20).
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Figura 19- Curva de amplificacdo mostrando as espécies reconhecidas pelo sistema Linf 1B.
L. infantum (alvo) Ct= 18,15; L. major Ct= 24,77; L. mexicana Ct= 26,74; L. donovani Ct=
19,85. NTC (controle negativo) Ct= 35,68.
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Figura 20- Eletroforese em gel de agarose a 2% mostrando bandas especificas para L. infantum
com 132 pb até o limite de 1 fg de DNA padrao, auséncia de bandas no NTC. Teste de
especificidade com reconhecimento das espécies do complexo L. donovani, L. major e L.
mexicana.

Legenda- A2 a Al2-padréo L. infantum (100 pg a 1 fg), B7/B8: NTC (controle negativo), B9 a D7:
teste de especificidade. pb: pares de base; M: marcador de peso molecular.

3.5 Avaliagéo do desempenho do sistema Linf 1B ema  mostras de sangue

Dos 108 animais inclusos no estudo, 66 apresentaram diagndstico presuntivo
de LVC, destes, apenas 21 apresentaram 0s parametros para serem inclusos nos
critérios de caso (Grupo 01) (Tabela 7), 42 caes foram definidos como controles

negativos (Grupo 02).
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Tabela 7- Resultados dos exames para o0s animais
classificados como casos.

Caso | Identificacéo Resultados
Parasitologico ELISA

01 11 positivo positivo
02 21 positivo positivo
03 22 positivo positivo
04 28 positivo positivo
05 29 positivo positivo
06 35 positivo positivo
07 44 positivo positivo
08 55 negativo positivo
09 54 positivo positivo
10 57 positivo positivo
11 39 positivo negativo
12 58 positivo -

13 5L positivo negativo
14 8L - positivo
15 11L positivo negativo
16 12L positivo negativo
17 13L positivo negativo
18 16L positivo positivo
19 221 positivo negativo
20 23L - positivo
21 56 negativo positivo

Legenda: - exame néo realizado

A extracao de DNA de sangue efetuada de acordo com as recomendagdes do
fabricante do Kit ndo foi eficaz; o sistema n&o foi capaz de distinguir entre casos e
controles. Desta forma, foram efetuadas duas altera¢cées no protocolo de extracao:
1) adicdo de proteinase K (5 U/ml) e 2) repeticdo da etapa de precipitacdo de
proteina, as quais se mostraram suficientes para superar as dificuldades
encontradas na interpretacao dos resultados.

A analise dos experimentos com amostras de sangue foi realizada levando-se
em consideracado os critérios definidos no item 3, topico 3.4.2, sendo considerada
positiva a amostra com confirmagdo dos quatro paramentos; trés parametros,
amostra classificada como duvidosa e, menos de trés parametros, amostra negativa
(Apéndice D).

Todas as amostras (casos e controles) foram positivas para GAPDH gPCR
(Tabela 8). Todos os céaes classificados como casos foram positivos para o gPCR
pelo sistema Linf 1B (Figuras 21/22), apresentando uma sensibilidade de 100%
(Tabela 9).



Tabela 8 - Numero de ciclos necessarios para atingir o
threshold por amostra estudada em reacao de GAPDH
gPCR.

Casos Cts Controles Cts
01 25.00 01 30.21
02 22.37 02 24.70
03 23.49 03 26.57
04 21.42 04 29.08
05 21.96 05 30.35
06 24.13 06 30.45
07 24.70 07 30.83
08 23.04 08 22.06
09 27.45 09 29.30
10 23.43 10 25.52
11 21.96 11 30.36
12 23.06 12 28.79
13 28.18 - -
14 24.57 - -
15 28.59 - -
16 29.05 - -
17 25.35 - -
18 27.18 - -
19 26.33 - -
20 26.35 - -
21 24.40 - -

Legenda: - auséncia de amostra; Cts: ciclos threshold
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Figura 21- Curva de amplificacdo apresentando amostras de 01 a 10 (A) e 11 a 21 (B),
positivas pelo sistema Linf 1B. DNA padrao (A) (10 ng) Ct= 18.60; caso 01 Ct= 21.11; caso
02 Ct= 16.31; caso 03 Ct= 19.3; caso 04 Ct= 16.56; caso 05 Ct= 21.09; caso 06 Ct= 24.78;
caso 07 Ct= 19.15; caso 08 Ct= 18.85; caso 09 Ct= 31.25; caso 10 Ct= 16.64; DNA padrao
(B) (10 ng) Ct=10.61; caso 11 Ct= 30.52; caso 12 Ct= 20.46; casol3 Ct= 31.56; caso 14 Ct=
27.89; caso 15 Ct= 23.33; caso 16 Ct= 26.54; caso 17 Ct= 27.15; caso18 Ct= 31.66; caso 19
Ct= 24.20; caso 20 Ct= 27.24; caso 21 Ct= 25.68, NTC (controle negativo) Ct= indetectavel.
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Figura 22- Curva de dissociacdo apresentando amostras de 01 a 10 (A) e 11 a 21 (B),

positivas pelo sistema Linf 1B.
Legenda- NTC: controle negativo.

Tabela 9 - Combinacédo binaria entre os resultados obtidos pelo PCR em tempo real (sistema
Linf 1B) e o diagndstico verdadeiro da LVC.

gPCR Padrao-ouro (LVC)
Presente Ausente
Positivo 21 2
Negativo 0 10

Legenda- qPCR: PCR em tempo real; LVC: leishmaniose visceral canina

71
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A carga parasitaria foi quantificada em todas as amostras positivas, variando
de 31x10™ a 11x10° parasitos/reacéo (Tabela 10). Com relacdo ao controle (Grupo
02), houve contaminacdo em 30 amostras, dos 12 cédes restantes, 10 foram
negativos e 02 positivos, desta forma, a especificidade do sistema Linf 1B foi de
83.33% (Tabela 9). Nas amostras controles consideradas positivas, a quantificacéo

revelou presenca de 6x10° e 2x10™ parasitos/reacao.

Tabela 10- Carga parasitaria € 0 nimero de ciclos necessarios para atingir o threshold por
amostra estudada.

Casos Cts Quantidade Controles Cts Quantidade
de parasitos de parasitos
[ amostra [/ amostra

01 21.11 340,5 01 33.33 2x107
02 16.31 76x10° 02 39.63 2x10°
03 19.3 18x10° 03 indetectavel Indetectavel
04 16.56 62x10" 04 37.89 10”7
05 21.09 186,8 05 indetectavel Indetectavel
06 24.78 10,3 06 indetectavel Indetectavel
07 19.15 22x10° 07 34.51 2x10°
08 18.85 715,5 08 indetectavel Indetectavel
09 31.25 31x107 09 33.69 10°
10 16.64 11x10° 10 36.17 10°
11 30.52 4x10™° 11 28.47 6x10°
12 20.46 20,35 12 31.22 2x10™
13 31.56 12x10° - - -
14 27.89 7x10° - - -
15 23.33 0,9 - - -
16 26.54 2x10 - - -
17 27.15 0,01 - - -
18 31.66 12x10~ - - -
19 24.20 0,36 - - -
20 27.24 0,01 - - -
21 25.68 11 - - -

Legenda: - auséncia de amostra; Cts: ciclos threshold
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3.6 PCR convencional

Dos 21 animais considerados casos, apenas cinco (casos nimero 1, 5,6, 7 e
12) foram positivos na PCR convencional pelos sistema RV1/RV2 (Figura 23),
apresentando sensibilidade de 23,80% (Tabela 11). Em relag&o aos controles, os 12
caes foram negativos, sendo calculada uma especificidade de 100% (Tabela 11)
(Figura 24).

Controle positivo

Figura 23- Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR convencional usando
os primers RV1 e RV2 para as amostras positivas. Das 21 amostras consideradas casos, apenas
cinco apresentaram banda especifica de 145 pb.

Legenda- M: marcador de peso molecular; pb: pares de base.
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Figura 24- Eletroforese em gel de agarose mostrando o resultado da PCR convencional usando
os primers RV1 e RV2 para as amostras negativas. As 12 amostras consideradas controles ndo
apresentaram amplificacdo especifica para banda de 145 pb.
Legenda- M: marcador de peso molecular; pb: pares de base.

Tabela 11 - Combinacéo binaria entre os resultados obtidos pelo PCR convencional (sistema
RV1/RV2) e o diagnéstico verdadeiro da LVC.

Padrao-ouro (LVC)

PCR
Presente Ausente
Positivo 5 0
Negativo 16 12

Legenda- LVC: leishmaniose visceral canina
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3.7 Analise comparativa entre os sistemas Linf 1B (  gPCR) e RV1/RV2 (PCR

convencional)

A analise comparativa entre os testes diagndsticos esta representada na
Tabela 12.

Tabela 12- Andlise comparativa entre os sistemas Linf 1B e RV1/RV2 baseados em gqPCR e
PCR convencional, respectivamente.

Sensibilidade IC sensibilidade Hspecificidade ICle specificidade
gPCR | 100% 80,8 %— 100% 83,3% 50,9 %—-97,1%
PCR 23,8% 9,1% — 47,6% 100% 69,9 %- 100%

Legenda- IC: intervalo de confianca

A andlise por meio dos intervalos de confianca mostra uma diferenca
significativa entre os testes em relagdo a sensibilidade porém, nao foi
evidenciada diferenca ao se analisar a especificidade.

O Teste de Qui-quadrado (x%) confirmou a anélise efetuada por meio dos IC
(Tabela 13).

Tabela 13: Resultado do Teste Qui-quadrado (x°) para comparacdo das proporcdes de
sensibilidade e especificidade dos sistemas de PCR em tempo real (Linf 1B) e PCR convencional
(RV1/RV2).

Sensibilidade | Especificidade
X° |2585 |« (vates)|0,55
GL |1 GL 1

p 0,001 p 0,46

Legenda- GL: grau de liberdade;
p: significancia estatistica
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4 DISCUSSAO
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O MS preconiza que o diagndstico da LVC seja realizado por meio das provas
sorolégicas (IFl e ELISA) (BRASIL, 2004). Em estudo para avaliar a performance de
dois kits de diagnosticos utilizados pelo MS, Lira et al. (2006) observaram
sensibilidades de 68% e 72% para IFl e ELISA, respectivamente e, especificidade de
87,5% para os dois métodos. Com o objetivo de melhorar a sensibilidade, os testes
foram associados em paralelo obtendo-se 92% de sensibilidade e 75% de
especificidade, havendo reacédo cruzada com demodicose. Com estes resultados
concluiu-se que, em pesquisas epidemioldgicas, os testes devem ser associados,
levando-se em consideracao as vantagens e limitacdes das provas soroldgicas.

A literatura mundial aponta para a auséncia de um padrdo-ouro para o
diagnostico da infeccdo por L. infantum (IKONOMOPOULOS et al., 2003; WILSON,
1995). Desta forma, na tentativa de contribuir para um diagnostico seguro da LV e
superar das dificuldades encontradas com os métodos tradicionais desenvolveu-se
um sistema baseado em PCR em tempo real, o qual sera discutido a seguir.

No presente estudo, a andlise por meio do alinhamento multiplo das
sequéncias das varias espécies de Leishmania disponiveis nos bancos de dados de
dominio publico foi essencial para escolha da regido alvo. As observacgdes
registradas por Ntambi e Englund, (1985), Ray, (1989), Rodriguez et al. (2000) e
Lambson e Barker, (2002) caracterizando os blocos CSB1, CSB2 e CSB3 como
regides superconservadas favoreceu a escolha da regido alvo uma vez que, 0s
blocos estdo presentes em todos os tripanosomatideos (LAMBSON; BARKER,
2002) apresentando variagBes género, espécie ou isolados-especificas (ROGERS;
WIRTH, 1987).

A comparacdo com primers ja descritos, inclusos no alinhamento para
verificacdo da similaridade, garantiu o desenvolvimento de um sistema inédito de
deteccdo da infeccdo por L. infantum. Adicionando-se os primers desenhados no
alinhamento, constatou-se que, além da deteccdo das espécies do complexo L.
donovani, existiu a possibilidade de anelamento com L. mexicana, L. major, L.
lainsoni, L. tarentolae e L. amazonensis, a qual foi parcialmente confirmada pelo
teste de especificidade do sistema de PCR em tempo real desenvolvido.

A combinacao dos primers Linfl 23F, Linfl 94R, Linfl 154R, Linf2 71F e Linf2
150R gerou trés sistemas de deteccéo (Linf 1A, Linf 1B e Linf 2). Com a anélise dos
resultados do experimento preliminar, observou-se um melhor desempenho para o

sistema Linf 1B, o qual foi escolhido para ser otimizado.
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Para obter uma melhor especificidade, mantendo-se a boa sensibilidade, o
primeiro passo para a obtencdo de um sistema de deteccdo 6timo foi modificar as
condi¢cbes de ciclagem, seguidas por alteracfes na quantidade e concentracdo dos
primers, desta forma foi definida a condicédo 6tima de funcionamento do sistema de
detecgéo escolhido. Os resultados com os experimentos de otimizag&o, tais como a
alta sensibilidade (deteccao de até a 1 fg de DNA gendmico), promoveram a analise
em diluicdes mais baixas e aplicacdo do sistema Linf 1B em amostras de sangue.

Em relacdo a qualidade da amostra, a mesma pode ser verificada por meio de
PCR para alvos constitutivos da célula, como por exemplo, genes da B-actina, B-
globina, albumina e Gliceraldeido Fosfato Desidrogenase (GAPDH) (GILSBACH et
al., 2006; KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; MARY et al. 2004; SOLANO-GALLEGO
et al., 2007). Em nosso estudo, a utilizacdo da gPCR para GAPDH canino
demonstrou a boa qualidade das amostras em teste.

Os ensaios iniciais para avaliagdo em amostras de sangue indicaram
problemas na extracdo de DNA. As dificuldades encontradas na interpretacdo dos
resultados positivos e negativos, levaram a necessidade de modificacbes no
protocolo de extracdo. A hipétese de baixa recuperacdo de DNA foi 0 que motivou a
escolha das alteracBes. Antes do término da etapa experimental deste estudo,
evidenciou-se que o fabricante do Kit comercial escolhido (GenomicPrepTM Blood
DNA Isolation Kit) langou uma nova apresentacdo do produto, com modificagdes em
sua composicao e execucdo. Alguns autores ja relataram a relevancia da extracao
para o sucesso da PCR, como por exemplo, Mary et al. (2004) que desenvolveram
um meétodo de quantificagdo do DNA de L. infantum, baseado na detec¢cdo do kDNA
por meio de gPCR. Estes autores verificaram que a sensibilidade do sistema estava
relacionada ao método de extracdo do DNA, a qual foi mais efetiva quando as
células nucleadas foram isoladas antes da digestdo com proteinase K sendo esta,
executada overnight, quando comparada a extracdo direta do sangue total, com
digestao por apenas 15 minutos.

A andlise do limite de detecc¢do do sistema demonstrou as diferencas em se
trabalhar com DNA padrdo (obtido de cultivo do parasito) e com uma amostra
bioldgica mais complexa, como o sangue. Nos experimentos com DNA padrao de L.
infantum, observou-se uma deteccao até 0,1 fg. Quando amostras de sangue foram
utilizadas, para ndo haver um resultado duvidoso, este limite passou a 10 fg. Esta

observacédo também se estende aos graficos de espectro e componente bem como,
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curvas de amplificacdo e dissociacdo. Ao se utilizar DNA padrdo, evidenciou-se
curvas bem definidas, gréficos inconfundiveis. Quando amostras biolégicas sdo
utilizadas, todos os parametros oferecidos pelo software devem ser cuidadosamente
avaliados, exigindo-se a capacidade interpretativa e uma boa analise comparativa
com o NTC.

Analisando os ensaios de DNA padrdo separadamente, observou-se uma
oscilacdo do limite de deteccdo entre 1 fg e 10 fg, sendo reprodutivel nos cinco
experimentos. A curva-padrdo manteve a lineariedade em todos os ensaios, 0 que
também foi observado nos experimentos de Nicolas et al. (2002), Mary et al. (2004)
e Solano-Gallego et al. (2007). A deteccdo do numero de copias do DNA alvo (10 a
100 copias) foi semelhante a apresentada por Schulz et al. (2003) (10 copias),
mostrando a boa eficiéncia da reacdo. Estes resultados confirmam a sensibilidade
da técnica de gPCR e as vantagens na utilizacdo do DNA do minicirculo para fins de
diagnéstico uma vez que, este alvo esta presente em torno de 10.000 copias por
kDNA (BARKER, 1989; NICOLAS et al., 2002; ROLAO et al., 2004). Trabalhos
utiizando a mesma regido alvo apresentaram sensibilidade e especificidade
semelhantes, 0 mesmo ocorrendo com a curva-padréo, eficiéncia (€) e coeficiente de
correlagcao (R?) (BRETAGNE et al., 2001; FRANCINO et al., 2006; MARY et al.,
2004; NICOLAS et al., 2002; ROLAO et al., 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

Nicolas et al. (2002), desenvolvendo um sistema para deteccdo de L. major
em tecidos de camundongos, também obtiveram a detec¢cdo de L. donovani, L.
infantum, L. amazonensis e L. mexicana. Tal reconhecimento é esperado devido a
alta homologia na regido conservada dos minicirculos destas espécies, o que pbde
ser confirmado no presente estudo.

A definicdo dos critérios de positividade foi importante para a analise das
amostras de sangue. Casos com carga parasitaria inferior ao limite de deteccao
foram claramente definidos como positivos associando-se 0s quatro parametros
analisados (espectro, componente, curvas de amplificacdo e dissociacdo); por
exemplo, o caso 11 apresentou carga parasitaria minima (4x10™), com amplificacdo
precoce e dissociacdo com pico consideravel, quando comparadas ao NTC, além da
SYBR Green superando a ROX (referéncia passiva) nas analises de espectro e
componente. O mesmo pode ser colocado para a analise dos controles; algumas
destas amostras apresentaram quantificacdo, sendo necessaria a avaliacdo por

meio dos critérios de positividade para classificacdo em negativos.
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Observou-se homogeneidade entre as duplicatas e, segundo Bretagne et al.
(2001), Nicolas et al. (2002), Roléao et al. (2004) e Solano-Gallego et al. (2007) a
técnica de PCR em tempo real € altamente precisa. Em relacédo a reprodutibilidade,
nao houve diferenca estatistica entre os ensaios, concordando com 0s autores
acima mencionados.

Para avaliagdo do desempenho do sistema Linf 1B em amostras de sangue, o
namero de animais classificados como casos (21) foi semelhante ao publicado por
Mary et al. (2004) em Marselha, Franca, avaliando a gPCR em 11 amostras de
sangue e 10 de medula éssea de pacientes humanos com LV. Com relacdo aos
controles, era esperado um “n” de 42 porém, devido a problemas de contaminacao,
o valor final foi de 12 animais, proximo ao utilizado por Solano-Gallego et al. (2007)
em estudo para avaliar a deteccdo de DNA de L. infantum na urina de cées por meio
da PCR em tempo real, utilizando 43 animais doentes e 10 saudaveis.

A sensibilidade de 100% apresentada pelo sistema Linf 1B em amostras de
sangue, foi superior a registrada por Solano-Gallego et al. (2007) em urina de caes
com LV (47%), possivelmente devido as diferentes amostras estudadas. Por outro
lado, o sistema Linf 1B apresentou especificidade de 83,33%, inferior a encontrada
pelo autor supracitado (100%) e superior a apresentada por Mary et al. (2004)
(78,26%).

A analise comparativa com o sistema RV1/RV2 mostra que, utilizando-se
amostras de sangue, o qPCR, utilizando os primers desenhados neste estudo, é
mais sensivel (sensibilidade PCR= 23,8%, gPCR= 100%). Em relacdo a
especificidade, apesar da PCR convencional ter apresentado valor de 100%, as
analises por meio dos IC e o teste x?> mostram que os dois testes (PCR convencional
e gPCR) sdo equivalentes. Tais resultados diferem dos apresentados por Lachaud et
al. (2002) que, comparando dois métodos de PCR convencional, com alvos
diferentes (DNA gendmico e kDNA), obtiveram melhores resultados para o sistema
RV1/RV2 (kDNA) em amostras de sangue de cédes, o qual apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade. Estes dados ndo se repetiram em nosso estudo
possivelmente devido a auséncia de reprodutibilidade dos primers RV1/RV2 quando
aplicados em amostras de sangue, além da alta sensibilidade inerente a técnica de
gPCR.

Os resultados de Lachaud et al. (2002) estimularam Gomes et al. (2007) a

realizar estudo para verificar a habilidade do PCR (RV1/RV2) em diagnosticar a LVC
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em diferentes amostras (bidpsias de figado, baco e linfonodo), no estado de S&o
Paulo-Brasil. Os autores observaram que a maioria dos animais positivos em exame
parasitologico (microscopia), foram positivos na PCR (29/31). Estes dados,
possivelmente, relacionam-se com as amostras adotadas e com uma carga
parasitaria elevada uma vez que, 0s animais amostrados, apresentavam
sintomatologia classica da doenca. A sensibilidade relatada por Lachaud et al.
(2002), também foi determinada em amostras de sangue provenientes de cdes com
multiplos sintomas de LVC.

Nunes et al. (2007) avaliando a PCR convencional para diagnéstico da LV em
sangue de cédes, em area endémica (Poxoréo, MT) usando os primers 13A e 13B,
descritos por Rodgers, Popper e Wirth (1990) para kDNA de Leishmania spp,
obtiveram sensibilidade de 55%, especificidade de 66,3% e coeficiente de
concordancia Kappa de 0,2134. Tais resultados levaram os autores a concluir que a
PCR ndo é uma boa ferramenta para triagem em populacdes de area endémica.
Manna et al. (2004) comparando a viabilidade de diferentes amostras teciduais para
diagnoéstico da LVC por PCR, sendo avaliadas 95 amostras de sangue de caes
naturalmente infectados, provenientes do sul da Italia, obtiveram 85,3% de
positividade pela IFI e 93,7% pela PCR convencional utilizando os primers 13A e
13B.

Apesar do uso dos mesmos primers (13A e 13B) e extracdo de DNA por
métodos semelhantes, Nunes et al. (2007) e Manna et al. (2004) apresentaram
resultados diferentes, o que fortalece a hipétese da baixa reprodutibilidade da PCR
convencional para diagnostico da LV em amostras de sangue de cdes. Outro fato ja
mencionado e que deve ser considerado é, a possibilidade da eficiéncia da técnica
esta relacionada a carga parasitaria, ou seja, animais com carga parasitaria elevada
seriam positivos pela técnica de PCR mas, em nosso estudo, esta possibilidade ndo
foi confirmada; os cinco animais positivos pela PCR convencional (RV1/RV2) nao
foram o0s que apresentaram maior namero de parasitas de acordo com a
quantificacdo do qPCR.

Nos dados apresentados por Mary et al. (2004), a utilizacdo da PCR em
tempo real com primers derivados do sistema RV1/RV2 em sangue e medula éssea,
mostraram a boa performance inerente a técnica, sendo possivel relacionar a carga
parasitaria e o status clinico dos pacientes, concluindo-se que a quantificacao

parasitaria € necesséria para a correta interpretacéo dos resultados da PCR.
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Desta forma, para verificar os avancos da PCR em tempo real para o
diagnéstico da LVC, Francino et al. (2006) compararam a PCR convencional
(sistema 13A/13B) e gPCR (adaptacdo do sistema 13A/13B) em amostras de
medula 0ssea de caes, sendo 54% e 84% positivas pela PCR convencional e gPCR,
respectivamente. As amostras negativas pelo PCR convencional apresentaram
carga parasitaria inferior a 30 parasitas/ml de medula déssea. Utilizando sangue
periférico como amostra de 15 cédes positivos para LVC, a sensibilidade do qPCR foi
de 100%, concordando com nosso resultado. O sistema desenvolvido por Francino
et al. (2006) permitiu elucidar os casos positivos pela PCR convencional, avaliar as
diferentes respostas a terapia e validar a utilizagdo de sangue como uma amostra
menos invasiva para o diagnéstico da LV.

Segundo o0s estudos mencionados acima, observa-se que, além das
vantagens operacionais, a PCR em tempo real € uma técnica reprodutivel e sensivel
a qual, possivelmente, ird substituir a PCR convencional em rotinas de diagndstico.

Apesar do nosso trabalho néo focalizar a relacéo custo-beneficio, analisando-
se a adocao da gPCR nos Servicos de Referéncia para LV, as vantagens
operacionais e dados obtidos pds-exame sdo satisfatérios, uma vez que, em
Instituicdes que utilizam a PCR convencional como ferramenta diagndstica, depois
de implementada a tecnologia, os custos da PCR e qPCR tornam-se equivalentes,
aproximadamente R$ 6,18 (USD $:3.85) por ensaio, semelhante ao descrito por
Schulz et al. (2003) (USD $:3.00), na Alemanha. No Brasil, Lira (2005) avaliando o
desempenho dos kits EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina-Bio-Manguinhos e IFI-
Leishmaniose-Visceral-Canina-Bio-Manguinhos, bem como suas associacdes, para
o diagnostico da LVC verificou que, para obtencdo de uma maior sensibilidade, os
dois kits devem ser usados em associacdo, apresentando um custo de R$ 4,65
(USD $:2.89), proximo ao valor dos testes moleculares.

A possibilidade de implantacdo do PCR em tempo real no diagnéstico de alta
complexidade em éareas endémicas ird favorecer um retorno rapido e seguro aos
pacientes. Assim, a utilizacdo de uma técnica que seja capaz de diagnosticar com
alta sensibilidade, monitorar a terapia e prevenir as recidivas, promove perspectivas

mais amplas para o controle da doenca.
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5 CONCLUSAO
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A andlise do alinhamento multiplo das sequéncias de minicirculos das varias
espécies de Leishmania forneceu informacdes para o desenho dos primers, e estes
foram aplicaveis para o desenvolvimento de sistemas de diagndstico.

Os sistemas Linf 1A, Linf 1B e Linf 2 apresentaram caracteristicas que
permitiram a realizacdo de processos de otimizagdo para aplicacdo no diagndstico
da infeccéo por L. infantum, sendo o sistema Linf 1B o mais promissor.

As analises do experimento preliminar e experimentos de otimizacao
mostraram que as condicbes padrOes estabelecidas foram satisfatorias para o
melhor desempenho do sistema Linf 1B.

O desempenho do sistema Linf 1B em amostra de sangue de cées, com
sensibilidade de 100% e especificidade de 83,33% e, os resultados da analise
comparativa com a PCR convencional (RV1/RV2), sugerem sua utilizacdo nas

rotinas dos Servicos de Referéncia para o diagndstico da infec¢éo por L. infantum.
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Formuléario de Pesquisa
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO

Projeto: Desenvolvimento e avaliacdo de PCR em tempo real para o diagnostico da
infeccéo por Leishmania (Leishmania) infantum

Eu, , RG :
proprietario do céo aceito que meu animal participe
desse estudo, cujo objetivo é avaliar o desempenho do teste que utiliza a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Fui informado que o meu céo tera seu sangue coletado
para os testes de diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) no projeto
acima referido. Fui orientado em relacdo aos beneficios desse estudo, que
contribuird para a busca de um diagnostico mais seguro da leishmaniose visceral.
Fui informado ainda que o material coletado serd incorporado ao Laboratério de
Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ, podendo ser utilizado em pesquisas posteriores. Fui
informado que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer
nenhum tipo de penalizacdo ou pressdo e que nao serei ressarcido financeiramente
para participar deste estudo.

Contatos: Dr. Yara M Gomes, CPgAM/FIOCRUZ - Tel. 2101-2559
Milena P Cavalcanti, CPgAM/FIOCRUZ - Tel. 2101-2566

Recife, de de 2004.

Responsavel pelo céao

APENDICE B
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Formuléario de Pesquisa - CASOS
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

Projeto: Desenvolvimento e avaliacdo de PCR em tempo real para o diagnostico da
infeccdo por Leishmania infantum

Responsaveis: Milena de Paiva Cavalcanti e Yara de Miranda Gomes

1- IDENTIFICAQAO
Nome do animal: n

Idade: Sexo: Raca:

Proprietéario:

Endereco:

telefone:

2 - AVALIACAO DO ANIMAL.:
ESTADO NUTRICIONAL: OTIMO () BOM () REGULAR ( ) PESSIMO ( )

2.1 - SINTOMAS

alopecia ( ) onicogrifose ( ) inapeténcia ( ) conjutivite ( ) perda de peso (
distensdo abdominal ( ) linfadenopatia ( )

3 -COLHEITA DO MATERIAL:

sangue () raspado da lesdo cutanea ( ) raspado de pele integra ( ) puncdo de
medula ( )

4 - OUTRAS INFORMACOES IMPORTANTES

5 - DADOS SOBRE O VETOR:

Ha queixa de mosquitos? (sim) (nao)

Periodo de maior queixa. (manhd) (tarde) (noite)
Vegetacdo nas imediacdes — (primaria) (secundaria)
Ja ouviu falar sobre a LVC? (sim) (n&o)

6 - RESULTADO DOS EXAMES:

ELISA: DO CO

PARASITOLOGICO:

gPCR:

APENDICE C
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Formuléario de Pesquisa - CONTROLES
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes

Projeto: Desenvolvimento e avaliacdo de PCR em tempo real para o diagnostico da
infeccdo por Leishmania infantum

Responséaveis: Milena de Paiva Cavalcanti e Yara de Miranda Gomes

1- IDENTIFICAQAO
Nome do animal: n

Idade: sexo: raca:

Proprietéario:

Endereco:

Telefone :

2- AVALIA(;AO DO ANIMAL.:

Estado nutricional: 6timo ( ) bom ( ) regular ( ) péssimo ( )
J& tomou transfusdo de sangue?

Ja habitou em area endémica para LVC?

3 -COLHEITA DO MATERIAL.:
Sangue ()

4 - OUTRAS INFORMACOES IMPORTANTES

5 - RESULTADO DOS EXAMES:
ELISA: DO (6{0)
IFI:
gPCR

APENDICE D
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Parametros
Duplicatas Ct inferior Pico superior Espectro e componente | Soma | Resultado
homogéneas ao NTC ao NTC adequados
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MINISTERIO DA SAUDE / FUNDAGAO OSwWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQEJISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA-FIOCRUZ

CERTIFICADO

ertificamos que o Programa n° P.0241/05, intitulado
“Avaliacdo da reacao em cadeia da polimerase (PCR) e
sorologia para o diagnéstico da infeccdo por Leishmania
chagasi em caes” sob a responsabilidade da Dra. Yara de
Miranda Gomes - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes -
Recife-PE, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - FIOCRUZ). Na presente
formatacdo, este programa esta licenciado e tem validade 02 de

marco de 2010.

Rio de Janeiro, 02 de marco de 2006.

1/ \

i\ § . ~
j‘ : L —= qb_/
Dr.;-Hu o Caire C. Faria Ne

Coordenador da CEUA-FIOCRUZ

Av. Brasil, n® 4365 — Mourisco — sala 07 - Manguinhos - CEP 21045-900 - Rio de Janeiro - Brasil
Tel: (+55) 21.3885-1698 - FAX: (+55) 21. 2590-9490 E. mail: hcastro@ioc.fiocruz.br/ceua@fiocruz.br

ANEXO B

106



Ay alale a -lins ak wieeee.sc enced reckcam

aclnutz@nlnztr- wELEFimary
parasitology

Wenmimary Parssitology 137 (2006) 11-16 —
wwrne bevier comfos at vespar

Canine visceral leishmaniosis: A comparative analysis of the
EIE-leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos and the
IFlI-leishmaniose-visceral-canina-Bio-Manguinhos kits
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Abstract

This simdy evalmied the performance of the EIE-lsishmeam o e-viscem] -camime-Bio-Mangoimbos (EIE-LVC) kit and o
covmpane i with that of the [FI-lessk & A ]-camim-Bio-Man gumbos (IFI-LVC) kit Four groops of dogs were studied:
group 1 ({61}, dogs with cinical signs indicative of CVL and tesiing positive for the pamsite (o = 25); growp 2 {{G2), dogs with
only a presumed disgnosis of CVL (o= 62); gronp 3 ((33), dogs thet hed never lived in an area where CVL. & endemic and never
received a blood iram fwsion {n = 16); gronp 4 ({4}, dogs carrying other parsites: such as babesiosis {n = 4}, ebrlichioss (n = 6)
and demodicosis (m = 1)1 ] and (3 were nsed for the calmbidion of sensifivity and specificity, respeciively. The EIE-LVC
showed a semitivity of 72% (IC 95%: 50.4-87.1%) and a specificaty of §7.5% (I 95%: 60.4-97 %) The valme of ths kapm
index was 0975 (71 95%: (1926-1 (024), which represents an excellent fit. For IFI-LVE, the sensSvity was 68.0% (1 95%:
46.4=54 3%) and the specificity 57 5% ({1 95%: 60.4=97_ 8% ). When the lests were condocied in pamallel, sensfivity was 920°%
{C195%: T2 5-986%) and specificaty 75.0% ({71 95%: 47 4-91.7%). However, when ocomducled oomsecutively, the tests showed
a semsitivity of 480% (CT 95%: 283-68.2%) and a specificity of 1000°% (T 95%: 759-994%). The amlysis of cinically
smpecied dogs nsing IFI-1VC and FIE-I¥VC ks in pamllel, revealed that 26762 animals were peitive. Crossreaciion was

* Cosresponding author Tel: +33 31 21012559, fax +35 81 34332449,
E-mal| addve s yam @vcpgam fioomer br (Y M. Gommes)
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observed in a dog with demodicosiz. These resmlis lead to the faollowing conchisioms: (1) the performance of the FIE-1IVC Etis
not shiistically di ferent from the [FI-1VC and (2) the kits mus be nsed in pamlle] if higher sensi@ivity & requined, reducing the

numier of fake-negafive resmlis
i 2005 Hsevier BV. All ights reserved.

Keywordy Semdiageosis; Comine viscem| beishama niceds; FILISA; Indirect immusoflsorssemee

1. Introduction

Visceral kishmaniosis (VL), also called kals-azar,
is & zoonosis caused by protomoan parasites of the
Leishmania donovani complex. L. donovand and L.
infonter  are the setiological agents of visceral
leishmaniosis in the Old World, and L. chagasi in
the Americas (Palatinik-de-Souza et al, 2001;
onomopoulos et al, 2003). In Latin America,
visoceral leishmaniosis is caused by infection with
Leishmania chagasi, which & vsually transmitied by
the bite of infected phlebom mine sand fies, Lurzomda
longipalpls (Milles et al, 1999). Domestic dogs
{Canis famliaris) represent the main reservoir for
Leishoenia infection in human and other dogs. Thus,
one of the most imporiant approaches to controlling
the incidence of human visceral leishmaniosis & to
detect the infected dogs (Ashford et al, 1998).

Diagnosis of canine visceral leishmaniosis (CVL)
is confirmed by detection of the parasite in stained
smears of apleen, bone marrow, lymph node, or liver
{Herwaldt, 1999 However, these diagnostic meihods
are invasive and not sensitive. In addition, they are not
well suited for uwse in epidemiclogical surveys.
Molecular meidhods that detect specific DMA of the
parzite exhibit high sensiivity bot their wse &
resiricted 00 research laborstories. The current
diagnostic methods used for Leishomanda mass-screen-
ing surveys are the indirect immunofluorescence test
{ITF), direct agghtination and enzyme linked-immu-
nosorbent assay (ELISA) (Alves and Bevilacqua,
20004,

For canine surveys, the Brazilian Ministry of
Health recommends the use of the ITF. According to
Alves and Bevilacqua (3004 ), however, the use of IIF
may decrease the effectivensss of the Kala-Azar
Control Program by not detecting, and thus failing to
sacrifice, fake-negative infected animals. On the
other hand, the program incomrectly identifies and
leads to the unwarranted sacrifice of false positive

uninfected animals. In addition, the long delsy
between sample collection and sample analysis
{3080 days), and implementstion of the control of
infected dogs, means that dogs continwe to infect sand
fly vectors during this period and these, in torn,
transmit VL &0 susceptible dogs and humans
{Reithinger et al., 2002). As the elimination of
infected dogs is an important means of controlling
transmission of VL and given the difficulty of direct
detection of the organisms, rapid, inexpensive and
accurate indirect diagnosis of canine infection is an
essential tool for VL surveillance programs (Scalone
etal., 2002; Carvalho etal., 2002). Immunochnoma-
tographic dipstick tests for Leishmania disgnosis
have recently been developed and are all based on
recombinant K39 (rK39), a repetitive immunodomi-
nant epitope in & kinesin-related protein that is well
preserved among viscerotropic Lelshmanis species
{Burns et al, 1993; Reithinger et al, 2002). A
commercially available dipstick test (Ledsheania
RAPYDTEST; Intersep, Workingham, United King-
dom) has been shown to have §1-75% specificity and
T2-TT% sensitivity, indicating that its performance
could be improved {Reithinger et al., 2002

In the present study, we evalusted the performance
of the EIE-leishmaniose- visceral-caning- bio- man-
guinhos (EIE-LYC) kit and compared it with that of
IFT- ki shimaniose -visceral canina-bio-manguinhos
(IFI-LNC), both produced by Bio-Manguinhos/FI0-
CRUZ, Brazil, s0 far & its use in epidemiological
procedures is concemed.

2 Materials and methods
2 1. Dogs and samples
Serum samples were obtained from 114 domestic

dogs of several breeds, betw oen the ages of 3 months
and 16-yeswrs old from the Small Animals Clinic
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Veterinary Hospital, UFRPE (Federal Rural Univer-
sity of Pernambuco), situsted in Recife, a city in the
State of Pernambuoco in the Morthe ast region of Brazil.
An epidemiological guestionnaire was filled in by the
dog owners, and all animalk werne subjected to physical
examinations. The study protocol was approved
(PO220v04) by the Animal Use Ethics Commitiee
of the Oswaldo Cruz Foundstion (Ministry of Health,
Brazil) Written informed consent was obtained from
all dog owners.

The dogs were divided into four groups: group |
(G 1), dogs with clinical signs indicative of CVL and
testing positive for the parasie (a = 25); group 2(G2),
with suspected disease but without parasitological
confirmation {(a =62) graup 3 (G3), dogs that had
never lived in an area where CVL is endemic and
never received a blood transfusion (n = 16); group 4
{G4), dogs carying other parasites {(n=11). Blend
was collecied and the serum siored at —20°C undtil
nsied.

2.2 Detecdon of amasdgotes

Bone marow aspiration was performed on the iliac
crest of the sternum, with the animal under sedation
when necessary, by way of intravenous injection of
(.5 mg/kg of acepromazine. 8 mears were produced by
placing the material collecied on microscope slides
stained with Panoptic, and these were examined for
Leishorurnia amastigotes.

2.3 Bemlogy

The IIF was performed wing the IF]-leishmani ose-
caninaBio-Manguinhos (TFI-LC) kit, batch (4FL-
CiMZ, that uses &5 an antigen romastigote forms of
Lelshmand major-like (MHOM/BR/TSI0F).

The ELISA was camied ouwt using the EIE-
leishmani ose- visceral -c anina- Bio- Manguinhos (EIE-
LV C) kit, batch (MOELDISZ, that is based on soluble
antigens of promastigote forms of Leishmuania major-
Iike (MHOM/YBRSTG/I0F). The ELIS Awas camried out
by two experienced technicians, who worked in a
double blind scenario.

Both kits are produced by Bio-Manguinhos'
FIOCRUZ, Rio de Janeino, Brazil, and all procedures
were performed sccording to the manufacirer's
instructions.

24 Stavigical analysis

Win Episcope 2.0 software {De Blas et al., 2000)
was used to calculate the values of sensitivity and
apecificity for the tests. The kappa index (k) was also
evaluaied using the same software to measure the
concordance between the ELIS A executed by the two
technicians. The confidence interval (CT) was calcu-
lated tobe 95%. For this work, presence of clinical signs
and detection of parasites were used & gold standard
for EIELVC walidation. Gl and G3 were used for
calculation of sensitivity and specificity, respectively.

3. Resulis

The parasitological tests revealed that, of the 87
dogs with only a presumed diagnosis of CVL, 25 were
positive (G1) and 62 were negative (G2). G3 contained
16 dogs, and G4 included 11 dogs infecied with other
parasites, such as Babesia conis (n =4), Ehrlichiz
plarys (n=15) and Demoder cmis (n= 1)

Sensitivity and specificity were calculated on the
basis of Gl and G3, respectively. The sensitivity of
EIE-L¥WC (Table 1) was T20% (CT195%: S04-87.1%)
and the specificity was 87.5% (CT 95%: 60.4-078%).
The value of the kappa index was 0975 (CT 95%:
.926~1.024). When this group was analyzed using
TF-LVC, the sensitivity was 68.0% (CT 95%: 46.4-
84.3%) and the specificity 875% (CT 95%: 604-
97.8%) (Table 1). Based on analysis of the CT, the
serplogical EIE-LVC and IF-LVC tests did not show
significantly different sensitivities and specificities.

When the tests were conducied in parallel,
sensitivity was 92.0% (CT 95%: T25-98.6%) and

Tabde 1
Dagecese perbrmance of de EIEINC and IF-LVE tes wih
semum from dogs with VL and seindected dogs

R sk EEINC FLING
G1* G Gt Ga"

Posigve 12 X 17 -]
Megative T 14 - 14
& e vty Trie = - -
Specificiy = iT4% = iT5%
G, dogs with VIL; 3, wninfected dogs.

L Lr-13

Tyt
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specificity 7509 (CT 95%: 47.4-91.7%). However,
when conducted consecutively, the tests showed a
sensitivity of 48.0% (T 95%: 283-68.2%) and a
specificity of 10000% (CT 95%: 75.9-994%). In
addition, the analysis of G2 {dogs suspectsd of having
CLVY on the basis of clinical evidence ), revealed that
26/62 animak were positive.

‘When the serum of animals canrying odver parasites
was ested using the IF-LVC and EIE-LVC, cross-
reaction by IFI-LVC was observed for one dog
camrying D conds.

4. Discussion

The serological conventional assays to diagnose
CWL {IIF, DAT and ELISA) are usad for individusl
diagnosis a5 well & in epidemiological smdies.
Although the IIF is the most widespread diagnostic
method, cross reactivity with other diseases and low
sensitivity in the detection of asymptomatic dogs are
the main limitatons of this technigue. ELIS A based on
soluble antigens has proved to be as sensitive and
specific a5 ITF and is sitsble for epidemiologicsl
surveys (Evans et al., 1900; Mancianti et al., 1995).
However, cross-reactivity with other canine parasites
has also been reporied for ELISA . To overcome this
limitation, recombinant polypeptides containing spe-
cific L. donovanifchagasi epitopes that elicit an
imnmune response in the majority of dogs and humans
bearing visoeral leishmaniasis, & A2, kK39, k26, have
been proposed i the diagnosis of CVL (Bumns et al.,
1993; Badard et al., 1904; Braz et al., 2002; Carvalho
et al, 2002; Scalone et al., 2002). Sensitivity and
specificity of ELISA, uwsing s k39 as antigen, in
extablished L. ingidum infection were 97.0 and
Of. 8%, respectively. In addition, use of a dipstick
based on the recombinant k39 antigen has been
described (Delgado et al., 2001).

Recently, an evalustion of ELISA using crude L.
chagasi or L. amazonensis antigens, and recombinant
antigens (FE39 and rk26) were compared using sera or
eluates from dried blood collected on filier paper, to
detect anti-Lelshmaenia antibodies in dogs from a
visceral lehmaniosis—endemic area in Brazil
(Roosdrio et al., 2005). The results of this investigation
showed thet ELISA using crode and recombinant
antigens produced similar sensitivities and specifi-

cities. The sensitivities in sera using crude antigens of
L. amazonensis, L. chagasi were 100 and 98%,
respectively, whereas for the recombinant antigens
k3% and rK26, sensitivities 98] and 99.1%,
respectively. The specificities using these antigens
were exiremely high. This, in contrast to previous
studies (Bums et al, 1903; Badaro et al, 190 Braz
et al, 2002; Carvalho et al., 2002; Scalone et al,
2002), use of recombinant antigens in dogs identified
having CVL did not improve results compared with
use of crude antigen (Rosdrio et al, 2005)

The analysis of the EIE-LVC showed a sensitivity
of T2.0% and a specificity of 87.5%. When the kappa
index was analyzed, an excellent concordance was
observed (k= 0.975), indicating reproducibility of the
EIE-LNC. The sensitivity and specificity of the IFI-
LV wene 68 and 87.5%, nespectively.

In order to obtain higher valwes for sensitivity and
apecificity, the two kits were analyzed in combination
{in parallel and consecutively). The use of a com-
binstion of the two tests, with different methods,
minimizes the false-positive and false-ne gative resuls
(Thmusfield, 1995). To obtain a positive result when
the tests are carried out in parallel only one test neads
to be reagent. When the tests are caried out conse-
cutively, the result s considered positive only when
beoith tests are reagent (Thrusfield, 1995)

In the present study, the use of the combination
of EIE-LVWC and IFTI-LNVC showed higher sensitivity
{92%), when the analysis was conducted in parallel;
and higher specificity {100%), when the analyses
werne conducted consecutively. As in epidemiological
surveys it is necessary to employ a test {or combined
tests) that present high sensitivity. In this regard, the
use of the ETE-LY C and TFI-LV Cin parallel would be
more appropriste. However, the respective advan-
tages and disadvantages of these kits should also be
taken into consideration. If there are advantages in
using the EIE-LVC in terms of sutomation and
rapidity, there are disadvantagesin using the IFI-LVC,
becanse it neads to be interpreted by a well trained
technician. Moreover, in epidemiological surveys, the
blood of the animals is collecied in the field and taken
to be processed in laboratories thst possess the
necessary structure. As a consequence, resuls are
obtained only after a delay, making it difficult to
eliminate infected dogs (ie. those that tested positive
for the serological tesf). Thus, in practice, public
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e alth action that aims o identify and to eliminate the
positive dogs is carmied out in an ineffective manner.
Tominimize the problem of delay in obtaining results,
the sera of the animals could be first analyzed using
EIE-LVC and only the animal s testing ne gative would
be investigaed with the IFI-LVC. In this way, the
results could be released gquickly, which would
facilitate the elimination of the infected dog and
prevent it from continuing to contribute to the
transmission of the disease.

EIE-LVC and IFI-LY Cin paralle] were applied toa
group of dogs suspected to have leishmaniosis on
clinical groumds but without parasitolegical confirma-
tion. Twenty-=six out of 62 dogs ested positive,
suggesting that the gold standard based on pars-
sitodegical criteria was not sensitive enough.

A falke-positive reaction was detected when serum
from dogs camying other parasitic diseases were
tested, indicating cross-reaction. Taken together, the
data suggest the following conclusions: (1) the
performance of the EIE-LWC kit & not statistically
different from the IFI-LVC and (2) the kits must be
used in parallel if higher sensitivily i requined,
reducing the number of false-negative results.
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Al inact

Human viscaral leghmaniss® (HVL) & endendé in the tropdeal and sub-tropdeal regions of Africa, Asia, the Mediterranesn, Southem
Eurape and South and Ceniral America, with approximaiely 500,000 new cases reporied snnually. As dogs ane comidered o be the
muajor reservodrs for HVL, the sccurate disgnosis of diesse in these snimak # mportant. Disgnoas of canine visceral ldshmanisds
{CVL) iz performed manly by dirsct parasitological methods that can yield false-negative resulis, either because of the very low number
of Leighmania spp. of ganims in chindcal sarmples (hone masrow and lymph nodes) or becauss morphological identifieation i difficult. In
addition, thess methods ane nvasive. Conventional serologeal lechniques am bmited by crostresctivily with other parssitic diteses
and because several teachnical procedunes have not heen standardised. The development of polymerse chain resction based appraaches
and mmunoszaye based on the use of recombinant antigens amed at mproving the sensitivity and specificty of CVL disgnmi is

discussed
@ 2006 Elsevier Lid. All rights reserved.
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1. Indroduction

Visceral leishmaniasiz (VL) is an endemic zoonotic dis-
ease caused by parasites of the Leishmania donovani com-
plex: L. d donovani and L d infontum in the Old World
and L. d chagesi in the Mew Word (Palatinik-de-Soura
et al, 2001; Tkonomopoulos et al, 203). L. chagad was
comnsiderad to be distinet from L. inforsem, but recent
maolecular characterisation indicates that these organisms
are indistinguizhable (Mauricio et al, AN,

Leishmania spp., pamsites are transmitted by the hites of
sand flies in the genera Phlabotarmus (03d World) ( Desjeux,
1996), and Lutzompla (Mew World) (Grimaldi and Tesh,
1993), Currently, Fszomipin longipalpis and [utzomyiz
eransl am considerad to be vectors of VL in the Americas,
however, Lutzomyia foraftind has also been proposed as a

* Carrespanding suthor. Tel: +58 £1 2000 2559, fax: =55 £1 1453 249,
E-mall addres s yarai@epgam fiocrozbr (Y M. Gomes).

1OS0LOEANE = see fromt matier & 31006 Elevier Lid. AN rights reserved.
o 0L 1O0& b L2006 10,009

vactor (Marcondes, 2001; Travi et al, A2}, In the O1d
Word, several vectors am involved, among them Phlebogo-
mitis perniclosus, P arasi, P argentipes and P. ovientalis
{Elnaiem and Osman, 1998; Desjeux, 199 Kishore et al,
M),

Several species of mammalk have been found to be nat-
umlly infected with Ledhmania spp. (Palatinik-de-Souza
et al, 2001} but, in endemic areas, dogs am considered
the major reservoirs for human wisceral leishmaniasis
(HYL) (WHO, 1995; Tafuri et al, 199; Ciaramella et al,
1997). HYL iz endemic in the tropical and sub-tropical
regions of Africa, Asia, the Mediterranean, Southern Fur-
ope and South and Central America, with approximately
S0, (6l mew cases reported annually. Owver %% of visceral
leishmaniasis cases occur in India, Bangladesh, Brazl and
Sudan { Desjeux, 1996).

In Brazil, the percantage of infectad dogs living in an
area where canine kishmaniasiz is endemic ranges from
1% to 67% (Coutinho &t al,, 1985; Paranhos-Silva et al,
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19%4; Bernadina et al, 1997; Franga-Silva et al,, 2003).
However, the prevalence of infection in dogs is probably
higher than figues reported from serological studies
{Solanc-Crallego et al., 2001,

The clinical signs of canineg visceral leishmaniasis (CWL)
appear progressively and cutaneous lesions may be present
in combination with wisceral dizsease (Lachaud et al.,
20612}, The clinical manifestations include non-pruritic skin
lesions, such as exfoliative dermatitis and ulcerations, local
or genemlised lymphadenopathy, weight loss, anorexia,
anaemia, conjunctivitisa, ocular signs, diarrhoea, articular
involvement, onychogryphosis, weakness and decreased
activity, severe muscle atrophy and renal failure, which is
often the main cause of death in infected dogs (Pumarola
et al, 1991; Solano-Ciallego et al., AMM). Clinical signs
maybe present from thres months toseveral years after dogs
become infectad (Lanotte et al, 1979; Vidor et al, 1991),
although some dogs may remain asymptomatic during the
incubation period or mever develop clinical signs. The main
paint here i that both symptomatic and asymptomatic ani-
mak am infactive to sand fy vectors, allowing transmission
of the parasite (Gradoni et al., 1987; Molina et al,, 1994),

The differential diagnosis for CV L includes demodicosis,
sarcoptic mange, flea dermatitis, cutaneous neoplasia,
infactious and immune-mediated dermatitis, transmissihle
venereal tumour, ehrlichiosizs, rickettsiosis and babesiosis
{Rei et al, 2006; Barbosa de Deus et al., 2002),

The clinical diagnosis of CYL i& relatively easy in dogs
with symptomatic disease, for which a test with high spec-
ificity is sufficient. Diagnosis of CVL may be more difficult
in asymptomatic dogs and in those animalks with fiew clini-
cal signs of disease (oligorsymptomatic). In these cases and
for epidemiological purposes, a test with high sensitivity is
required. The walue of each diagnostic test will vary
depending on the reasons for attem pting diagnosis, includ-
ing confirmation of disease in dogs presenting with clinical
signs, checking for infection in dogs having contact with
clinical cases, epidemiological studies, screening dogs
before entry to non-endemic countries or screening to
remove infectad dogs from the meservoir population, Differ-
ent levels of sensitivity and specificity, cost and ease of test-
ing will be neaded for each purpose,

In order to provide more sensitive and accurate diagnos-
tic tests, new tools hased on parasitological, immunalogical
and molacular approaches have been developed and vali-
dated. The goal of the present overview is to demonstrate
the state of art of pamsitological, immunological, and
malecular methods to detect L. infantem (syn. L. chepasi)
in dogs,

1, Parasitological methods

Classically, the diagnosis of CWL is confirmed by direct
demonstration of the parasite. Intracellular Leishmaniz
spp. can be identified in different sample preparations, such
as stained smears of skin lesions, spleen, liver, bone mar-
row and lymph node aspirates. Examination of Wright's,

Giemsa or Leishman's stained slides of these tissues is still
the technigue most commonly wsed to detect the parasite
{Herwaldt, 1999). The samples are examined for amastig-
otes by ight microscopy under oil immesion, Direct exam-
ination of bone marrow aspirates and microscopic
examination of lymph node smears can yield false negative
results, either because of the very low number of parasites
{no parasites in 100 microscopic fields to 1{d) parasites per
microscopic field) in hone marrow and ymph nodes, espe-
cially in asymptomatic dogs (Chulay and Bryceson, 1983),
or because of hasmodiluted sam ples ( Piarroux et al, 1994;
Tkonomopoulos et al, 2003).

(Other conventional methods for pamsitological diagno-
sig inchide in vitro culture of fragments or tissue aspirates
in hiphasic medium ( Palma and Gutiemrez, 1991} or inocu-
lation into laboratory animals, mainly hamsters ( Herwaldt,
19949), Histopathological analysis of infected organs, such
as spleen, liver, lym ph nodes and bone marrow, i alo wsed
to detect intracellular parasites (K eenan et al., 1984; Tafuri
etal., 2001). However, these diagnostic methods are limdated
by low sensitivity and mesults are frequently inconclusive.
In addition, they require mepeated tssne sampling and
tmined labomtory staff { Badard et al, 1986),

Several research groups have attempted to mprove the
parasitological methods, aiming to increase their sensitiv-
ity. Barreca et al. (20K} demomstrated a higher numhber
of promastigotes in  MNovy-Mac-MNeal-MNicole (NINN)
cultures inoculated with canine bone marrow, when culture
samples were stained with acridine orange vital stain, com-
parad with those detected by Giemsa staining., According
to these authors, staining with acridine orange is a useful
technique for estimation of the number of viable parasites
present in a culture and additionally enhances the visualisa-
tion of the parasites,

Recently, a comparnison between splenic and lymph node
aspirates for the parasitological detection of L infamtum
{syn, L chaepad) infection in dogs was performed by Barr-
ouin-Melo et al, (2004), suggesting the wse of spleen instead
of lymph node aspiration as the method of choice for par-
asitological diagnosis,

Immunohistochemical methods can be usad as a supple-
mentary tool to confirm the diagnosis hased on haemat ox-
ylin and eosin stained sactions, particulady in organs that
do not have a high parasite load (Hofman et al, 203).
However, these methods am invasive, time-consuming
and inappropriate for epidemiological surveys,

Quantitative Buffy Coat (QBC) was ako proposed to
detect amastigotes in the bone marrow (BM) and periphe-
ral blood (PB) of humans and dogs infectad with L chegasi
{Liarte et al, 21} The results demonstrated a QBC sen-
sitivity of 97%, and the test was ahle to detect two infected
but asymptomatic dogs. However, the authors emphasised
that experiments on uninfected dogs from endemic and
non-gndemic areas should be performed to evaluate the
specificity of QBC,

In countries where the elimination of infected dogs is an
important method for controlling transmission of VL, for
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example in Brazl, given the difficulty of direct detection of
the organisms, rapid, inexpensive and accurate indirect
diagnosis of canine infection mepresents an essential tool
in WL surveillance programmes (Carvalho et al, 2062; Sca-
lone et al., 262}, Eforts to avoid invasive methods of diag-
nosis have focused on serological and molecular
approaches, which are discussed helow,

3. Semlogical methods
3.1 Serological conventional methods

CVL is uwually diagnosad by detecting Ig(s that binds
specifically to Leivhemaniz spp. antigens, Several seralogical
tests ame used, such as indirect fluorescent antibody test
(IFAT), direct agglutination test {(DAT) and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). These serological conwven-
tional sssays ame used for individual diagnosis, but may
also be wed for feld surveys,

Despite these serological advances, problems with the
occurrence of false positive results have been reported.
These results may appear due to cross-reactivity in dogs
with cutameous leishmaniasis, Chagas’ disease, ehrlichiosis,
rickettsioss and toxoplasmosis (E]l Amin et al,, 1986; Har-
ith et al, 1987; Costa et al, 1991; Barbosa de Deus et al,
20602). Conversely, the use of crude or partially purified
antigens of promastigotes, as well as diflerent procedures
in difierent laboratories, lads to inconsistent results
These difficulties illustrate a need for a better understand-
ing and standardisation of procedurss and molecular
reagents, In addition, adequate level of sensitivity and
specificity are particulady desirable to avoid false nega-
tive and false positive reactions that can lead respectively
to disease transmission and unnecessary euthanasia of
healthy dogs.

Facing the above problems, several research groups
have evaluatad the use of monoclonal antibodies (Mahs)
for the diagnosis of VL. A competitive ELISA, using three
Mabs produced against L. domovand (D2, D13 and D14),
showed a semsitivity and specificity of 90% and 100%,
respactively, for patients with VL (Jaffe and Mchahon-
Pratt, 1987), Dogs were not included in that study.

Although Mabs are directed against specific epitopes,
cross-reactions may ocowr due to shamed epitopes (Berg-
quist, 1992), In addition, the prodwction of Mabs exch-
sively reacting with one antigen iz presently more difficult
than generating specific antigens by recombinant DNA
technigues, This is because the selacted epitope is exactly
specified by its DN A sequence, whereas antibady reagents
hawve to be chosen from an amay of Mabs with different
and, in principle, unknown specificities. Although the
increazing number of Mabs available against several para-
sites, including Lelshmania spp, (Jafe and Mchahon-
Pratt, 1987, Evans, 1988; Hu et al., 1988; Sinha et al,
1992), is overcoming this burdle, the lack of field-applica-
blz technigues continwes to limit the routine we of semlogy
in national programmes,

Attempts have been mads to replace conventional crude
antigens by purified native parasite proteins (Santos et al.,
1987, White and Mchahon-Pratt, 1988; Faul st al., 20060,
However, such proteins are present in very limited quanti-
tizs and their purfication by hiochemical tachnigues is
laborious, One way to overcome this prohlem is the use
of genetic engineering, which permits greater quantities of
defined antigens to be obtained.

Western blot analysis of whole-parasite antigens is con-
sidered to be sensitive when low serum antibody titres are
present (Riera et al, 20(4) and has been proven to be
highly specific for the diagnosis of CVL (Carrera et al,
19946). Racently, a quantitative computerisad Westemn blot
test was evaluated during experimental canine L infantu
infection, with the aim of mproving the diagnosis and
prognosis of CYVL (Talmi-Frank et al., 2006). Antibodies
from infectad dogs distinguished betwesn immunodomi-
nant bands (12, 14, 24, 29, 48 and 68 kDa) that showed sig-
nificantly increasad intensities and higher frequencies than
the non-immunodominant bands at all ime points, Reac-
tivity with the 14, 4% and 68 kIDa bands signified eady
infection, whemas increased reactivity with 14, 24, and
29 kDa bands was associated with post-treatment parasite
persistence and an unfavourable prognosis (Talmi-Frank
et al, 2006). According to these authors, these immuno-
dominant antigens will be waluable for early detection
and treatment evaluation of CVL.,

3.2 Serological non-convent inal methods

The pmoblems with the conwentional assays (IFAT,
DAT and ELISA), discussed in the previous section, may
be overcome by wsing ecombinant polypeptides containing
a specific L. dowovanifL. chopad epitope that elicits an
immuns response in the majority of dogs and humans with
visoeral leishmaniasis,

Recombinant DNA technology has led to the molecular
cloning of several genes encoding antigenic L infantum
(syn, L chapad) proteins, Cloned segments of L infantwn
{syn, L. chagasi) genes have been used to produce portions
of antigenic proteins in bacteria and several of these, singly
or in comhination, have heen wsad as target antigens in
serodiagnostic assays,

Recombinant Leigwmania spp. Hap® and HspT0 were
recognised by sera from visceral leishmaniasis but not Cha-
gas' disease patients, despite the fact that Tryparosoma
enezi Hap) and Hap 70 share >=80% amino acid identity
with their counterparts in Leishmania spp. (Andrade
etal, 1992). A test based on ELISA for the serodiagnosis
of CVL, uwsing as antigen the recombinant L infantuwm (syn.
L. chagesi) HapT0 (Rec. ELISA), was developed by And-
rade et al (1998). The Rec. ELISA was comparad with
the conventional ELISA (Conv, ELISA) to analyse sera
of dogs from endemic areas in northeast Brazil. This work
revealed that 75% (320/421) of sera agreed in the ELISAs,
2.8% beaing positive and 73.2% being negative in the Reac,
ELISA and Conv, ELISA, respectively, On the hasiz of
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these results Rec, ELISA may be useful for diagnosis of
CVL and requires further investigation,

Carvalho et al. ( 2002) have investigated the recombinant
L. dowovard A2 antigen in the diagnosiz of American vis-
ceral leishmaniasis in humans and dogs. A2 is expmessad
in amastigotes as a family of proteins that display a vari-
able rumber of repeats of a unit of 10 amino acids ( Zhang
et al, 1996), In endemic areas in Brazil, the anti-A2 anti-
bodies were detectad by ELISA in 7T of sem from
patients with symptomatic YL and in 87% of sera from
dogs that tested positive in IFAT or by parasitological
evaluation, In addiion, anti-A2 antibodies were also
detected in 14/15 symptomatic and i 10,13 asymptomatic
dogs, Among the asymptomaticfanti-AZ? positive animals,
ning were also positive for the presence of parasites, and
no significant cross-reaction was observed with sem of ani-
mak with other common diseases, These findings showed
that A2 antigen is potentially useful for the diagnosis of
YL in the New Word, and will he particularly useful for
the diagnosis of CVL (Carvalho et al, 2002),

The cloning of a L infantws (syn. L. chapasi) antigen
gene and an evaluation of antibody responses in leishman-
iasis patients to the recombinant protein B39 was
reported by Burns et al. (1993), The sequence encoded an
immunodominant protein with a repetitive epitope closely
conserved between L. infantes (syn. L. cheped) and Lo
donopani This repeat is part of a kineszin-related protein
expressad predominantly by amastigotes. Serological eval-
uation by ELISA revealsd that 98% (36/57) of Braziian
and 1008 (30/50) of Sudanese wvisceral leishmaniasis
patients {VLF) had detectahle serum antibody responses
to the K39 repeat. In addition, detectable anti-E.39 anti-
body was absent in cutansous and mucosal leishmaniasis
patients and in individuak infected with T. craexd (Burns
et al., 1993). These findings were confirmed by Badard
et al. (1996) in a study that analysad the sensitivity and
specificity of rE3% in comparison with crude promastigotes
of L. nfartum (syn, L. chegasi) by wsing sem from VLP
{acute, asymptomatic, subclinical YL}, as well as from dogs
with VL. According tothese authors, reactivity to rE3%isa
semologic indicator of disease cavsed by L. infaniem (syn. L.
chagas) infection, Feactivity to this antigen accompanies
acute disease and also exists in subclinical cases that pro-
gress to WL, preceding disease signs or symptoms (Badard
et al., 19%; Braz et al., 2002).

These results stimulated a study to evaluate the rE39
antigen as a diagnostic marker for CYL and to validate a
standardised ELISA with a large number of canine sera
through a multi-centre study in five Italian regions endemic
for human and canine leishmaniasis causad by L. infanfum
{myn. L. chagasl) (Scalone et al, 262}, The IFAT was used
as mference serological test. Standardised ELISA and
IFAT results were highly concordant. The timing and pat-
tern of ELISA and IFAT seroconvemsion in dogs followed
prospectively after natural infections were very similar, In
addition, antibodies meacting with rE39 were more com-
man in asymptomatic canine infections than meported for

subclinical human VL. Thus, the rEK39 ELISA iz a rela-
tively simple and rapid assay for assessing the infection sta-
tus of dogs and is an alternative to IFAT, espacially when
the ohjective is to screen large numbers of samples (Scalone
et al,, JNZ),

These studies were extendad to the application of rE39 in
an immunochromatographic dipstick format for diagnosis
of CVL, with a sensitivity and specificity of 70,94 and
4,99, respectively (Mohebali et al., 2004). This dipstick
based on rK39 was also used to test HYL showing a sensi-
tivity of 87.8% and a specificity of 100% (Delgado et al.,
2001}, As the dipstick rE39 test is rapid, non-invasive and
does not require much expertise or elaborate eguipment,
it can be usad for rapid screening and diagnosis of CYL
and HVL (Delgado et al., 2001; Mohehali et al., 2004).

In addition to K39, three recombinant antigens of L.
infintu (syn, L chegas] (K9, K26 and K39 sub) wers
expressad in prokaryotic systems and evaluated as diagnos-
tic markers of infection by employing a multiple-well
ELISA (Rosati et al., 2003), The sensitivity and specificity
of ELIS As using K26 as antigen (evaluatad with sera from
20 parasitologically positive and 20 parasitologically nega-
tive dogs) were hoth 10026 (95% CI = 92.2-100). When K9
and K3%ub were used together, the sensitivity was 95%
(95% CI =75.1-999) and the specificity was 100% (950G
CI =83,2-10d). According to Fosati et al (2003) thess
results indicate that each antigen carries immunodominant
epitopes and that the combination may further increase the
sengitivity of currently available serological test.

In this comtext, two recombinant antigens of T7 crws,
cytoplasmic mepetitive antigen (CRA) and flagellar repeti-
tive antigen (FRA), displayed hetter results when used in
comhbination than separately (Erieger et al,, 1992}, Thesen-
sitivity and specificity were 98.2-100% and 100%, respec-
tively, and no cross-reactivity was ohserved with other
parasitic diseases, such as leishmaniasis (Gomes et al.,
20601; Gadelha et al., 2003), Since the sensitivity of serolog-
ical tests is usually higher in muliple epitope formats, the
genes encoding the relevant epitopes of K9, K26 and K39
ware joined to produce a chimerc mecomhinant protein
{Boaring et al,, AM5). This antigen was evaluated by
ELISA using a panel of human and dog serm charact erizad
by parasitological andfor serological techniques, The chi-
meric ELISA showed 99% specificity in both human
{n= 180) and caning (r = 343) contro] groups, while sensi-
tivity was higher in canine VL (%%, n =213) than human
YL (82%, n=185). In addition, concordance bhetween
IFAT and canine chimeric ELISA (k= 095) was higher
than between IFAT and human chimeric ELISA
(k= 081}, These results support the potential wse of this
new antigen for routine serodiagnosis in both human and
canine hosts (Boarino et al,, 205),

Recently, ELISAs using crude L infianfwm (syn, L oheg-
agi) or L. amazonensis and recomhinant antigens (r¥-39 and
rk-26) were compared using sera or eluates from dried blood
callectad on filter paper to detact anti-Leishmania spp. anti-
badies in dogs from a visceral leishm aniasis endemic area in
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Brazil{ Rosdrio et al., 20605). The results showed that ELTSA
using crude and recombinant antigens gave the same degmee
of senzitivity and specificity in identifying diffierent clinical
phases of CVL. In addition, high concordance among sera
and eluates confirmed that filker paper could be wad to
collect blood in canine surveys to identify L. imfantum
(syn. L. chagasi) infection,

Om the other hand, use of the recombinant antigens did
naot markedy improve results compared with use of crude
antigen in infected dogs (Rosdno et al, 2005). However,
the main imitation of crude antigens is the cros-meactivity
with other endemic diseases that occur in VL areas,

4. Molecular methods

Polymerase chain maction (PCR) technology is being
used for the diagnosis of several parasitic diseases, includ-
ing kishmaniasiz, Diagnosis by PCR is based on the
in vitro amplification of specific-nucleotide sequences pres-
ent in the pamsite. In omder to understand the we of PCR
for the detection of Leishmaniz spp., the genomic complex-
ity of this parasite will be brefly discussad.

Leishrania spp, cells, like other kinetoplastids, contain
a complex network of concatenated circular DMNA mole-
cules (termed kinetoplast DM A or KDMA) within their sin-
gle mitochondrion, The mitochondrial DMNA of this
pamsite represents about 0% of the total cellular DNA
and i arganisad in a disk-shapad network where thousands
of small interlocked minicircles make up 95% of this struc-
ture, Bach Ledshomania spp. minicircle has a 120200 base
pair (bp) comserved region, present in every maolacule,
and a wariable region (Simpson, 1987; Degrave et al,
1984}, The conserved region contains three highly con-
served blocks and some less conserved regions that can
be used as PCR targets for the discimination of groups
of Leighmania spp. In addition, other targets have besn
used for PCR, such as ribosomal DNA and the internal
transcribed spacer 1 (ITS-1) of this gene (MNasersddin
et al, 2006), although these tests am expectad to be less
sensitive because of lower copy number of the target.

PCR is a sensitive and specific method for the detection
of Leighmania spp. DNA in a variety of clinical samples
from humans (Piarroux et al, 1994), dogs (Degrave
et al, 1994; Lachaud et al, 2002, Strauss-Ayali et al,
2] and foxes (Silva et al., 2006, In addition, this
approach have been shown to be maore sensitive than seral-
ogy or culture assay in the diagnosis of CVL in South
America and Europe, suggesting that this methodology
might bacome the gold standard for detecting Leishwienia
spp. infaction. The unigue characteristics of kinetoplast
minicircl DN A in Leishmaniz spp. has allowed the selec-
tion of complex, species, subspecies, strain and even isn-
late-specific DMA probes, In the wider comtext of human
disease, DNA diagnosis has advanced rapidly in the last
few yeams ((Guerin et al, 20dx2),

Quantitative real-time PCR allows the contimuous mon-
itoring of the accumulation of PCR products during the

amplification reaction. This allows the identification of
the cycle of mear logarithmic PCR product generation
{threshold cycle) and, by inference, the precise gquantifica-
tion of the template DN A present at the start of the reac-
tion, From the gquantification of the template DMNA, an
estimation of the relative load of parasites in different sam-
ples can he obtained The advantages compared to stan-
dard PCR techmigues are a reduction in assay time,
raduced risk of contamination and improved sensitivity
(Mortaring et al,, 2004),

In mcent years, quantitative PCR. methods hasad either
on SYBR Green or TagMan chemistnes and related tech-
nologies have heen established for the guantification of
Leighmumnia spp. in mouse liver, mowse skin and human
peripheral hlood, targeting either single-copy chromosomal
or multi-copy minicircle ssquences, with high sensitivity
and reproducihility (Mortarine et al,, 206M4), According to
Vitale et al. (20} the quantitative PCH iz useful for the
diagnosis of kishmaniasis in dogs and humans, and it facil-
itates the monitonng of parasite levels during pharmaco-
logical treatment.,

CQrualitative PCR. assay is useful when it is mecessary to
have an immediate and sensitive diagnosis, especially in
cases with dubious serological results (Vitale et al, 2004),
A movel method that incorporates a real-time PCR assay
allows the guantification of nucleic acid template by
analysing the kinetics of PCR during amplification cycles
(Bretagne et al, 2001). A highly accurate, reproducihle,
and sensitive real-time PCR uwsing TagMan technology
was developed by Vitale et al. (20). In a procedure that
used a specific pair of primers, a 117bp fragment was
amplifiad from minicicle kDMNA, The assay was able to
detect even a single parasite (200 fg of genomic DMNA).
These authors applied a mpid extmction method coupled
with the real-time PCHR. This approach was not only as sen-
sitive as a conventional PCR assay for detection of Leigh-
muanir spp. kDMNA but also potentially useful for the
quantification of pamsite burdens in humans and dogs.

Real-ime PCR ako can be used for detection and
diagnosis of microorganizms belonging to the same
genus, This allows not only an accumte detection and
quantification of specific DMNA in various hiological sam-
ples, but ako allows species or strains of several medi-
cally important pathogenic microorganisms to be
differentiated by melting curve analysis of fluorescent
PCR products (Logan et al, 2001}, In this contaxt, L
mgjor was differentiasted from L. dowovand and from L
tropica and L. infamtum (syn. L. chagas), according to
the melting temperature, which is a function of GCFAT
ratio, length and nucleotide sequences of the amplified
product. Meling curve analysis offers a rapid alternative
for identification of spacies in diagnostic or epidemiolog-
ical studies of leishmaniasis or asymptomatic parasitism
(Micolas et al., 202}, Quantitative real-time PCR can
be wed to monitor response to treatment, particulady
in clinical samples with wery low number of parasites
(Meide et al, 2005).
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&, Conclusion

The technaological advances made in recombinant anti-
gens as reagents for the serological diagnosiz of YL and
the identification of parasites in hlood samples by PCR
techniques have resulted in greater accuracy in the diagno-
zis of CVL., Both recombinant antigens and PCR nead to
be more widely available to have an impact on disease con-
trol. Thus, reducing the costs of these technigues remainz a
major challenge if it i& intended to use these tools in ende-
mic areas in developing countries,
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ANEXO D

AVANCOS BIOTECNOLOGICOS
PARA O DIAGNOSTICO DAS DOENCAS INFECCIOSAS
E PARASITARIAS

Milena de Paiva Cavalcanti, Virginia Maria Barros de Lorena e Yara de Miranda
Gomes'

RESUMO

Os recentes surtos epidémicos de doengas emergentes e reemergentes tém demonstrado a
importincia da aplicagdo de medidas de controle e prevengio. Para que tais medidas sejam eficazes,
o desenvolvimento de métodos de diagnéstico acurados ¢ essencial. Os métodos decorrentes
do aprimoramento da biologia molecular e celular tém propiciado a utilizagdo de técnicas
diagndsticas que produzem um resultado confidvel em poucos minutos ou horas. Os ensaios
imunocromatograficos, a PCR e suas variagdes, a tecnologia de microarranjos de DNA, a citometria
de fluxo e a analise do proteoma constituem exemplos. Alguns desses métodos ja estdo disponiveis
em laboratérios, especialmente os da rede privada. Contudo, a interpretagdo dos resultados requer
niveis diferentes de conhecimento, 0 que torna necesséria a capacitagdo de recursos humanos para
sua maior difusdo ¢ aproveitamento. Espera-se, portanto, que o surgimento de novas tecnologias
resulte no desenvolvimento de novas drogas ¢ terapias e, sobretudo, de métodos diagndsticos que
auxiliem a investigacdo epidemiologica e promovam melhorias na qualidade de vida da populagio
ao se implantar rapidamente o tratamento.

DESCRITORES: Diagnostico. Biotecnologias. Microrganismos.
INTRODUCAO

Muitas doengas infecciosas comuns nos paises em desenvolvimento séo
fratéveis e o acesso as drogas tem diminuido significativamente a mortalidade e
a morbidade nas populacdes (37). Uma intervengdo correta, que seja eficaz tanto
para os cuidados agudos como para uma fase seguinte de doengas emergentes e

1 Laboratério de Imunoparasitologia, Departamernito de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhies/CPgAM, Fundagiio Oswaldo Cruz, Fiocruz, Recife, PE, Brasil.
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reemergentes, depende da detecgdo rapida e segura do agente patgeno. A recente
sindrome respiratéria aguda severa (SARS), por exemplo, demonstra a importancia
do diagndstico rapido para a tomada de decisdes com relagio a triagem de pacientes,
controle da infec¢do, tratamento e vacinagio, que podem resultar em vida ou morte
para a populagdo (79). Além disso, métodos de diagndstico mais répidos certamente
auxiliarfo a vigilancia epidemiologica, pois doencas infecciosas que apresentem
significantes conseqiiéncias para a satide publica poderdo ser eficientemente
controladas se identificadas precocemente. Atualmente o mundo tem voltado as
atengOes para dengue hemorragica, febre do Nilo e malaria (30, 48).

Além dos esforgos para controlar as doengas epidémicas e endémicas,
ainda existe uma grande preocupagio com a detecgiio de agentes de bioterrorismo.
O tragico evento ocorrido nos Estados Unidos em 2001, quando esporos de anthrax
foram enviados por via postal, embora tenha sido terrivel, teve um efeito positivo
para o desenvolvimento de novos métodos de detecgdo rapida de microrganismos
que causam doengas fatais (14). Em um curto periodo de tempo, cientistas do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) desenvolveram com sucesso
a PCR em tempo real (real-time PCR) para detecgdo de agentes de bioterrorismo,
metodo esse agora disponivel em muitos laboratérios (14).

As técnicas tradicionais de diagnéstico laboratorial incluem os métodos
diretos, como a identificagio direta do microrganismo por meio da microscopia
Optica, e métodos indiretos, como a inoculagiio de amostras potencialmente
infectadas em animais e meios de cultura e a detecgiio e quantificaciio de anticorpos
e/ou antigenos em espécimes clinicos.

Historicamente, a microscopia Optica tem sido bastante utilizada no
diagnostico das infecgBes parasitdrias por ser um método simples e que nio
necessita de reagentes e equipamentos sofisticados. A precisdo do resultado, no
entanto, depende de capacitagdo adequada do microscopista, tornando-o, em alguns
casos, um teste subjetivo.

O cultivo continua sendo o principal método de diagnéstico para doengas
bacterianas. Possibilita determinar a sensibilidade microbiana, porém necessita de
tempo, muitas vezes crucial para o tratamento do paciente, e de uma infra-estrutura
laboratorial minima, além de meios de cultura especializados, recursos raros em
locais onde as infecgdes sdo endémicas (37).

Nos Gltimos vinte anos, o desenvolvimento dos métodos rapidos de
diagnostico proporcionou um avango importante, pois os resultados podem ser
obtidos em poucas horas ou até mesmo em minutos. A maior parte desses métodos
baseia-se na deteccio do complexo antigeno-anticorpo. A imunocromatografia tem
sido bastante utilizada para diagnéstico em campo. Por outro lado, no laboratorio
outros metodos imunologicos sio utilizados gragas a simplicidade da execugdo, ao
baixo custo e 4 acurécia (51, 59), como se verd mais adiante.

Técnicas de biologia molecular tém sido amplamente aplicadas no
diagnéstico das doengas infecciosas e parasitarias (79). A revolucionéria reagao
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em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction — PCR) reproduz in vitro
a replicagio da molécula de DNA em grande escala e, de todas as técnicas
moleculares, esta é considerada a mais desenvolvida (75, 79). Diferentemente dos
métodos imunoldgicos, nos quais se identifica a doenga por meio dos anticorpos
dirigidos aos microrganismos, os métodos moleculares evidenciam a molécula do
DNA na amostra do paciente. Em muitos casos, porém, a detecgdo da molécula
de DNA do microrganismo na amostra clinica ndo indica, necessariamente, a
confirmagdo da enfermidade (42).

Esta breve atualizagdo discute os principais métodos utilizados para o
diagnostico das doengas infecciosas e parasitrias e 0s avangos alcangados com a
biologia molecular, principalmente com as técnicas baseadas em PCR. Além disso,
sdo discutidas outras metodologias que se mostram cOmo uma promessa para o
diagnéstico no futuro.

METODOS IMUNOLOGICOS

Nos anos 70, as pesquisas para o desenvolvimento de um método simples,
porém sensivel, para a deteciio de antigenos do patogeno ou anticorpos especificos
produzidos pelo hospedeiro levaram ao desenvolvimento do ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) (20). O principio basico da técnica consiste na imobilizagao
de um dos reagentes (anticorpo ou antigeno) em uma fase sélida. Apos a adigao da
amostra, o outro reagente ligado a uma enzima reagird com o complexo antigeno-
anticorpo. Os imunocomplexos sao revelados ao adicionar-se o substrato da enzima
e um cromégeno formando um produto colorido. Os resultados do ELISA sdo
expressos objetivamente pelas absorbancias obtidas de espectrofotdmetros, ndo
dependendo de leituras subjetivas.

Atualmente varias doengas infecciosas e parasitarias sdo pesquisadas
pelos métodos imunologicos, sobretudo o ELISA (51). Gragas & sua simplicidade
(possibilidade de automagio) pode ser usado para analisar grande nimero de
individuos com um volume pequeno de amostra. E, portanto, o principal método
usado em servigos de hemoterapia para a triagem de doadores (27, 78) ¢ para o
diagnéstico etiologico. A principal desvantagem dessa abordagem é a especificidade
diminuida, pois a maioria dos conjuntos diagnésticos envolve a pesquisa de
anticorpos utilizando extratos totais do organismo adsorvidos a placa (59). Este é
um dos problemas verificados no diagnéstico sorologico da doenga de Chagas, que
apresenta uma importante reagdo cruzada em soros de pacientes com leishmaniose
(3, 36). Uma forma de minimizar a obtengdo desses resultados é a utilizacio de
antigenos purificados, recombinantes ou sintéticos. Esses antigenos devem estar
presentes em isolados de diferentes dreas endémicas e ausentes em outros agentes
infecciosos; devem ser imunogénicos em populagdes com diferentes backgrounds
genéticos, independentemente da fase clinica da doenga, além de estaveis e de facil
obtengao (81).
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Em inquéritos epidemiologicos, sobretudo para a utilizacio em campo,
a necessidade de testes rapidos para o diagnéstico das doencas contribuiu
para o desenvolvimento dos testes do tipo dipstick, baseados em ensaios
imunocromatograficos. A imunocromatografia é uma técnica que COmegou a ser
desenvolvida nos anos 60, sendo primeiro criada para o estudo das proteinas séricas
(31). Nesses ensaios ¢ utilizada uma matriz de membrana de nitrocelulose ligada a
uma tira de acetato transparente. Para detectar antigeno, emprega-se um anticorpo de
captura, ligado 4 matriz e um anticorpo marcado especifico ao antigeno pesquisado.
Para detectar anticorpo, utiliza-se um antigeno especifico ligado & matriz e um
anticorpo anti-imunoglobulina marcado (59). O método dipstick fornece resultados
qualitativos, rdpidos, econdmicos e de ficil interpretagio; a leitura é feita a olho nu,
fazendo-se uma comparacio com os controles positivos e negativos (63 ).

Nas ultimas décadas, dipsticks foram desenvolvidos para a detecgdo
de muitas doengas infecciosas tais como dengue (2), maldria (4), amebiase (8),
peste bubbnica (13), giardiase (24), leishmaniose visceral (26), hepatite B (61) e
infecgdo por HIV (1), Legionella pneumophila (74), Cryptosporidium parvum (24),
Helicobacter pylori (43), Streptococcus pneumoniae (18), entre outras. Esses testes
sdo, portanto, de grande valor em situagdes nas quais os profissionais de safde
necessitem tomar decisdes e assumir condutas imediatas como, por exemplo, no
inicio de quimioprofilaxia para HIV em casos de exposigdo ocupacional a sangue e
fluidos corpéreos e de parturientes que nio realizaram pré-natal.

Embora os testes imunologicos sejam bastante utilizados na rotina
laboratorial, resultados inconclusivos ainda sdo evidenciados. Nesse sentido, o
diagnéstico molecular vem revolucionando a prética clinica das doengas infecciosas
(79). Até o inicio da década de 1970, para os bioquimicos, 0 DNA era a molécula da
célula mais dificil de ser analisada. Hoje a situagio mudou de forma significativa.
Técnicas como a hibridizagdo, a amplificagdo e o seqiienciamento de nucleotideos
tém propiciado novos testes para um melhor conhecimento de diversos Processos
biolégicos, alcangando grande importincia clinica quando utilizados no diagnostico
laboratorial (22).

METODOS MOLECULARES

Nos altimos anos, a genética, a biologia celular, o seqiienciamento do
genoma de patdgenos, entre outros recursos, tém mudado de forma significativa
as oportunidades para a realizagdo de investigagdes epidemiologicas, estudos
da patogénese, diagnostico e controle de doengas microbianas. Em 1983, o
desenvolvimento da PCR por Kary B. Mullis (46, 47) foi considerado o grande
avango da biologia molecular. Em razio do alcance da popularidade da técnica,
Kary B. Mullis recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1993. Esta técnica ampliou
as possibilidades da analise de DNA e fez com que a biologia molecular encontrasse
novas aplicagdes até mesmo em dreas fora do seu campo tradicional, tais como
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a medicina, a agricultura e a biotecnologia. A ecologia molecular, a arqueologia
biomolecular e a ciéncia forense de DNA sdo apenas trés das novas disciplinas que
surgiram como uma conseqiiéncia direta da invengdo da PCR.

A PCR reproduz in vitro a habilidade natural de replicagdo do DNA,
podendo ser repetida em larga escala. A metodologia requer, primeiramente, o
conhecimento, pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado organismo
para o desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) ou de sondas
que irdo hibridizar-se especificamente com a seqiiéncia alvo (79). Com o aumento
do nimero de genomas de patogenos sendo seqiienciados, catdlogos de genes
podem ser explorados para o desenvolvimento de testes diagnosticos baseados
em PCR. Como resultado, desde a década passada, encontram-se disponiveis
comercialmente muitos ensaios baseados nesta técnica, os quais continuam a
expandir-se. Neste contexto, o Food and Drug Administration (FDA), agéncia
governamental dos Estados Unidos responsével pela inspegao de produtos médicos
e alimenticios, aprovou a utilizagdo de ensaios baseados em PCR para a detecgao
de varios patdgenos como, por exemplo, Chlamydia trachomatis, Citomegalovirus,
Gardnerella vaginalis, HIV, HPV, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis, entre outros (79).

Variagoes da PCR

Quando se quer utilizar a PCR para a detecgdo de um agente viral, é
importante levar em consideragdo que os genomas de muitos virus de importancia
clinica sio compostos de RNA ao invés de DNA. Nesse caso, € necessaria a
realizagdo da transcri¢do reversa antes de se iniciar a amplificagdo por PCR, a
qual ¢ realizada tratando-se a amostra com a enzima transcriptase reversa. Esta
enzima ¢ capaz de transformar 0 RNA em um DNA complementar que servird
de alvo para a PCR convencional. A técnica € conhecida como RT-PCR (reverse
transcriptase-PCR) (79).

A possibilidade de utilizagdo, na mesma reag¢do, de mais de um par de
iniciadores com amplificagio simultinea de multiplas seqgiiéncias do DNA-alvo é
chamada de multiplex-PCR. Assim, mais de uma seqiiéncia de DNA, em uma mesma
amostra, podem ser amplificadas ao mesmo tempo (7, 12, 25, 53) (Figura 1).

A nested-PCR utiliza dois pares de iniciadores para amplifica¢o (Figura
1). O primeiro par ¢ usado para uma primeira reagéo, na qual os produtos desta
reacdo sao submetidos auma segunda amplificagdo com um outro par de iniciadores.
Essa reamplificagdo aumenta a sensibilidade e a especificidade da técnica, porém
apresenta problemas de contaminagio, pois os tubos precisam ser abertos para a
adi¢do dos reagentes da segunda reagfo. Uma forma de contornar essa situacio
foi a padronizagdo da nested-PCR no mesmo tubo (single tube nested-PCR), que
consiste no seqiiestro de um dos componentes da primeira etapa de reagdo, o qual foi
aplicado com sucesso para a detecgdo do virus causador da SARS (66).
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PCR
Nested PCR ~ PCRemtemporeal Multiplex PCR
+ Reamplificacéio de uma |+ Uso de sondas + Uso de mais de um par
regido interna ao alvo fluorescentes de iniciadores I
 Maior especificidade + Mais rapido » Maior sensibilidade

« Maior sensibilidade
+ Capacidade quantitativa

Figura I. Resumo das variagdes da PCR e suas principais caracteristicas.

Um significante avango biotecnologico para o diagndstico das doengas
infecciosas foi o desenvolvimento da PCR em tempo real. O sistema ¢ baseado no
uso de corantes ou sondas fluorescentes que permitem o monitoramento do produto
amplificado como, por exemplo, a SYBR-Green I, que se liga inespecificamente
a fitas duplas de DNA geradas durante a amplificagdo. Uma alternativa é o uso de
uma sonda dirigida especificamente a uma regido interna da seqiiéncia que se deseja
amplificar. Um exemplo desse sistema ¢ a sonda TagMan (Applied Biosystems,
Perkin-Elmer Corp.). A medida que vai ocorrendo a amplificagio, a TagMan vai
sendo degradada e ha a liberacdo de um fluorocromo que absorve energia e emite luz
(45, 79). A analise da emissao de luz € feita por um detector de sinal luminoso e um
amplificador de sinal, que tragam um grafico com a absor¢io obtida apds cada ciclo
da PCR. O ciclo em que o limite de negatividade ¢ ultrapassado esta diretamente
relacionado a quantidade de DNA amplificado (45).

A PCR em tempo real possibilita a elimina¢do da etapa laboriosa
poés-amplificagio (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necesséria
para visualizagio do produto amplificado. As vantagens da PCR em tempo real em
relagdo a PCR convencional sdo intimeras e incluem: velocidade, reprodutibilidade
e capacidade de quantificacdo (65, 79). Essa tecnologia, que ¢ altamente sensivel, ja
esta sendo desenvolvida para fazer o acompanhamento de iniimeras doengas como
Aids, hepatite C, toxoplasmose e leishmanioses (23, 29, 38, 39, 40, 49, 52, 62).

A PCR quantitativa em tempo real ¢ uma técnica inovadora, capaz de
promover a quantificagdo acurada e o monitoramento em tempo real do produto
amplificado. O sistema de quantificagio possui aplicagdes variadas: identificacio
de alelos em DNA gendmico; andlise de seqii€ncias virais, bacterianas ou de
protozodrios a partir de varias fontes; analise de patogenos em alimentos; andlise
de produtos transgénicos, além de sua aplicagdo em diagnostico (50). Muitos
alvos podem ser monitorados usando-se fluorocromos com diferentes espectros de
emissio. Essa tecnologia altamente sensivel ¢ comercialmente disponivel com os
sistemas TagMan (Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corp.), LightCycler (Roche
Diagnostics Corp.) e Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) (52).

Com relagdo a leishmaniose visceral, a técnica vem sendo utilizada em
cdes e em pacientes humanos, possibilitando a realizagdo de estudos relacionados a
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carga parasitdria, 4 intera¢io hospedeiro-parasito e ao monitoramento da terapia (23,
40,45, 49, 57, 58, 70, 76). Mary et al. (40) demonstraram uma boa correlagio entre
a quantificacdo de Leishmania infantum em amostras de sangue e o estado clinico
dos pacientes, permitindo discriminar pacientes sintométicos, pacientes curados
¢ portadores assintomdticos, o que promove o diagnostico e o monitoramento da
terapia com seguranga, rapidez e conforto para o paciente.

Estudo recente de Kompalic-Cristo et al. (29) examinou o valor diagnéstico da
PCR em tempo real para detectar e quantificar Toxoplasma gondii em sangue humano.
Concluiu que o sistema é capaz de quantificar, acuradamente, leituras parasitarias de
DNA de T gondii em baixas concentracdes, podendo verificar um aumento no niimero
de parasitos em individuos sorologicamente identificados com toxoplasmose aguda.

Em medicina veterindria, sistemas que utilizam Sybr Green tém sido
aplicados, em modelo experimental, para quantificagio de Borrelia burgdorferi para
a doenga de Lyme (44) e o diagndstico da ehrlichiose (19).

Atualmente existem conjuntos diagnosticos disponiveis para a detecgio e
quantificagio de DNA e RNA em amostras clinicas, especialmente desenvolvidos
para o acompanhamento de pacientes com HIV e hepatite C (52). Assim como a
PCR foi definida por alguns autores como “padrio-ouro”, a quantitativa PCR em
tempo-real certamente serd a técnica de referéncia no futuro (40).

Apesar dos avangos tecnologicos, os métodos de amplificagio da molécula
de DNA apresentam limitagdes que incluem resultados falso-positivos, decorrentes
de contaminagio com DNA, e resultados falso-negativos relacionados com a
presenca de inibidores da PCR (79). Nos resultados falso-positivos, na maioria dos
ensaios patégeno-especificos, a fonte predominante de contaminagio é derivada de
produtos amplificados em reacGes anteriores que podem ser transmitidos por meio
dos reagentes, tubos, pipetas e bancadas. Boas praticas de laboratorio e a separagio
fisica das areas de pré-amplificagdo e pos-amplificacdo podem reduzir os riscos de
contaminagdo, bem como a descontaminagdo dos materiais envolvidos na PCR
por métodos que destroem o DNA incluindo irradiagio ultravioleta, tratamento
quimico e digestdo enzimatica (11, 16). Resultados falso-negativos podem decorrer
de um volume amostral relativamente abaixo do permissivel para a reacio, além de
problemas associados com o processamento da PCR. Tais obstdculos podem ser
superados com tratamento adequado da amostra por meio de uma correta extragio
e purificagdo do DNA e remogdo dos inibidores da PCR, tais como hemoglobina,
componentes da urina como leucdcitos, células epiteliais e cristais, entre outros (79).

Nos ultimos anos, novas técnicas moleculares de tipificagdo baseadas na
PCR tém propiciado um importante avango nos estudos de epidemiologia molecular
das enfermidades infecciosas (21, 60). Um estudo epidemiologico molecular tem por
objetivo determinar a relagdo clonal existente entre vrios isolados de uma mesma
espécie (21). Esta informagao € muito Gtil, principalmente quando se produzem surtos
epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque permite determinar o niimero
de clones circulantes, identificar a fonte de contaminagdo, o reservatorio e os veiculos
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de transmissdo, avaliar a eficécia das medidas de controle para evitar a disseminagdo
dos clones e diferenciar entre infecgdo e recidiva. O extraordinario avanco da biologia
molecular tem propiciado o desenvolvimento de novos métodos gendmicos de
tipagem por meio de diversas técnicas, incluindo as baseadas na amplificagdo dos
acidos nucléicos, que possuemn um elevado poder de discriminacdo, s3o mais rapidas
e praticas e permitem trabalhar com um maior niimero de amostras (21).

PERSPECTIVAS FUTURAS

As seqliéncias descritas de mais de 1.000 virus e 135 bactérias tém
possibilitado o desenvolvimento de testes diagndsticos promissores (37). Esse
grande avango da biologia molecular e celular vem atuando em vérias 4reas da
microbiologia. Os microarranjos de DNA (DNA microarray) vém sendo usados
para estudar a expressao dos genes dos agentes infecciosos e do hospedeiro em
resposta a infecgdo e poderd resultar em descobertas de novos biomarcadores da
doenga ou de novos alvos para o diagnéstico (17). Os microarranjos de DNA sio
definidos como pequenos suportes solidos nos quais milhares de sondas estdo
imobilizadas ou ligadas de forma organizada em posi¢des conhecidas. Usualmente
0 suporte s6lido € uma limina de vidro especial de microscopia, mas também pode
ser um chip de silicone. O DNA é impresso, depositado ou sintetizado diretamente
no suporte. Essas sondas podem ser produtos de PCR ou oligonucletideos e os alvos
podem ser produtos de PCR, DNA gendmico, RNA total, RNA amplificado, DNA
complementar, DNA plasmidial ou, simplesmente, amostras clinicas (52). Estudos
recentes t€m mostrado a aplicagdo dos microarranjos de DNA na identificagio
de diversos microrganismos: virus influenza e adenovirus (73, 34), Entamoeba
histolytica, E. dispar, Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum (72).

A tecnologia de microarranjos de DNA apresenta-se como um método
promissor para detec¢do de genes de resisténcia antimicrobiana e resisténcia
mutacional (9). A deteccao e identificagdo de genes de resisténcia 4 tetraciclina forasn
recentemente demonstradas por este método (10). Quando a PCR éusada paradeteccio
de DNA em amostras clinicas, os microarranjos podem ser usados para identificar os
produtos amplificados por hibridizacdo com sondas patdgeno-especificas (52). Um
exemplo desta aplicagdo é a realizagio da PCR com iniciadores universais, capazes de
detectar multiplos patogenos simultaneamente e a utilizagio dos microarranjos para
verificar a amplificagdo de uma bactéria ou virus especifico (32, 35). Adicionalmente,
esse modelo vem sendo trabalhado para o desenvolvimento de um método para
detecgdo de anticorpos especificos (antigen microarrays for serology). Nesse modelo,
um arranjo de proteinas de vérios agentes infecciosos estaria disponivel para a
ligagdo com anticorpos presentes em soro. Isso possibilitaria uma triagem sorologica
completa do paciente. Ja foi desenvolvido um microarranjo com antigenos especificos
de Toxoplasma gondii, citomegalovirus, herpesvirus 1 e 2 e virus da rubéola, cujos
resultados foram favordveis para a detecgdo de imunoglobulinas G (77).
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Acitometria defluxo, desenvolvidanos anos 50, é um método automatizado
para avaliar as propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas
e/ou células que fluem numa suspensdo liquida. O sistema operacional do citometro
de fluxo & constituido de fontes luminosas do tipo /aser e de um conjunto de lentes
que proporciona a avaliagdo de multiplos pardmetros. Células variadas podem ser
1dentificadas utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos,
que se ligam a antigenos da superficie celular ou intracitoplasméticos. Quando a
célula intersecta o laser, ocorre um processo de dispersio fotdnica e/ou emissio
de fluorescéncia. O tamanho e a complexidade celular (aspectos morfoldgicos)
sdo avaliados mediante a dispersdo luminosa frontal e lateral, respectivamente. Os
sinais fluorescentes sdo decorrentes da positividade dos antigenos de membrana nas
células examinadas que sdo captados, analisados e quantificados por um programa
de computador (67).

A citometria de fluxo tem sido usada para quantificar antigenos virais
dentro ou sobre superficies de células infectadas. Além disso, dcidos nucléicos
virais podem ser detectados e quantificados por hibridizagio in situ em suspensdes
celulares e, simultaneamente, a citometria pode, também, identificar fenotipicamente
quais células estdo infectadas (52). Isso tem sido utilizado para a pesquisa de muitos
virus, principalmente HIV e citomegalovirus (55).

Uma outra aplicagio da citometria de fluxo é a detecgdo de imunoglobulinas
especificas, presentes na amostra gragas 4 utilizagdo de microesferas ligadas aos
antigenos dos microrganismos (55). Os anticorpos da amostra sdo detectados ap6s
a adigdo de um segundo anticorpo conjugado a um corante fluorescente (55). O
sistema Luminex®, baseado neste método da citometria de fluxo, foi projetado
para atender as necessidades da medicina do laboratério, porém vem sendo também
utilizado no ambiente da pesquisa. Dessa forma, varios microrganismos podem
ser detectados diretamente pelos citdmetros de fluxo (52). Essa tecnologia Jja tem
sido aplicada com sucesso para a identificagdo de um vasto niimero de bactérias
presentes em sangue, urina, exudatos, bile, lavado brénquico e até em fezes (55).
Recentemente, a pesquisa dos anticorpos especificos a HIV (52), virus sincicial
respiratorio (69) a Trypanosoma cruzi (15, 71), a Leishmania chagasi (33), ao
Mycobacterium tuberculosis (28), Cryptosporidium hominis e C. parvum (6), entre
outros, tem sido realizada por esta metodologia (52).

A versatilidade da citometria de fluxo propicia um grande nimero de
aplicagdes na microbiologia clinica e isso poderé ser visto em um futuro préximo. Os
aparelhos sfio agora mais féceis de utilizar e também mais econémicos. Além disso,
segundo Raoult et al. (52), o desenvolvimento de citdmetros portéteis podera facilitar
suas aplicagdes, por exemplo, em aeroportos e portos para a identificagio rapida de
doengas e a detecgdo de microrganismos usados como agentes de bioterrorismo.

A andlise do proteoma (conjunto de todas as proteinas codificadas
do genoma de um organismo) tem criado oportunidades para identificar as
proteinas-alvo, que sdo expressas diferencialmente na satide e na doenga (64). Esses
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novos conhecimentos estio relacionados as vias de sinalizagdio celular, conjuntos
de proteinas reguladoras, modificagdes pos-transducionais, bem como outras
informacdes cruciais sobre os estados fisiologicos e fisiopatologicos de células
e organismos (56). Atualmente, as principais técnicas utilizadas na protedmica
sio a eletroforese bidimensional e a espectrometria de massa. O aprimoramento
dessas técnicas tem possibilitado a detecgdo de proteinas com alta sensibilidade e
especificidade em pequenos volumes de amostra, como no sangue e na urina (41).

A protedmica tem trazido informagdes importantes sobre os microrga-
nismos, auxiliando no desenvolvimento de novos métodos para diagnosticar,
eficientemente, algumas doengas em estagios latentes e, assim, facilitar o tratamento
e a cura dos pacientes. Proteinas secretadas foram identificadas em isolados clinicos
comuns e analisadas como potenciais antigenos para o imunodiagnostico da
tuberculose, mostrando elevada sensibilidade e especificidade (5). Uma triagem
sorologica que pudesse detectar a infecgiio pré-clinica da tuberculose permitiria
o tratamento precoce, reduzindo a transmissdo da doenca. Da mesma forma, por
meio da analise do soro de pacientes com a sindrome respiratoria aguda severa,
foram identificadas proteinas que poderdo ser usadas para o diagnostico (54) e o
desenvolvimento de vacinas (80).

Apesar de a maioria dos estudos a respeito da identificagio e caracterizagdo
de marcadores biologicos especificos estar voltada para o diagnéstico de cénceres,
Alzheimer e doencas autoimunes, a analise protedmica podera ser (til para o
diagnostico precoce de doengas infecciosas e parasitarias e para 0 acompanhamento
da evolugdo do tratamento. A utilizagdo da espectrometria de massa para o
diagnostico de calicivirus tem sido proposta (68), porém ainda ¢ uma promessa.
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ABSTRACT
Biotechnology advances for diagnosis of infectious and parasitic diseases

Recent epidemic outbreaks of emerging and re-emerging diseases have shown
the importance of control and prevention measures. In order for such measures
to be effective, the development of accurate diagnostic methods is relevant.
Tools arising from improvements in molecular and cell biology have allowed
for diagnostic techniques that produce reliable results in minutes or hours.
Immunochromatographic assays, PCR and its variants, technology involving DNA
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micro-arrays, flow cytometry, and proteome analysis are some examples. Some of
these methods are already available in laboratories, especially in the private sector.
However, the interpretation of results requires new levels of knowledge. There is,
therefore, a need to train staff to ensure that these methods are more widely known
and made use of. It is thereby expected that the emergence of new technologies will
result in the development of new drugs and treatments, and especially in diagnostic
methods for epidemiological investigations, and will lead to improvements in the
quality of life of the population, as treatment will be able to be started prompter.

KEY WORDS: Diagnosis. Biotechnology. Microorganisms.
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Recent research hag demonsirated the high sensitivity of real time PCR (gPCR) in the diagnosis of Leishoranda infantum infsdion. The
goal of thisstudy was to develop and evahste s gPCR detection ayatem for the disgnosis of wisceral kehmanioss (VL) in dogs. Specific
et geils were developed for the Leishmanis donovani complex, n which a fragment of 132 bp of kKDMNA from L iofanien was ampli-
fiel. The reaction was perfomeed using the ABI PRISM 7000 system with ABI PRISM software used to carry oul the analysiz. When
camne Hood samples werne steested wing this ayetem the detection Hmdt of the method was found to be 007 parssites per reaction, the
efficiency was 94174 (K =093, sdope = —3.47) and the sens tvity and specificity wens 100% and §3.33% respectively. The use of such a
semiitive, reproducihle snd rapdd gPCR-bated steay will be useful in the disgnoss snd control of L dngfanfun infection in endende sress,

where serologeal surveys oflen underesiinmte trie diteos prevalencs.

@ 2008 Elsevier Lid. All rights reserved.
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Visceral leishmaniosis (VL) is the most clinically sewere
form of kishmaniosis, and is frequently fatal if untreated,
Early diagnosis is important in preventing severe illmess
and the emergence of malscular detection technigues mises
the potential of revolutionizsing pathogen detection in clin-
ical specimens ( Zarlenga and Higgins, 2001},

With real-time PCR (gPCR) technology, monitoring of
amplification of specific DMNA sequences oocurs as the reac-
tion proceeds, Benefits of this methodology include mpid
result turnaround and reduced risk of sample contamina-
tion causing fake positive results, Studies by Nicolas et al
(202} and Swobodowd et al. (23) have confirmed the
patential of gPCR in quantifying parazite loads in tissue
biopsies and in the current study we report the development

* Carrespanding suthar. Tel: £58 21 21012559, fax: +55 21 20013640,
E-mall addres s yaraificpgam fiocrnzbr (Y. de Mirends Gomes).

105002 ENE - see front matter & 3006 Blgevier Lid. AN rights resarved.
o 0L 100& b L B00E 05 00E

of a sensitive, gPCR. detection method for L. infanium in
dog blood, with a view to wsing the method routinely in
the diagnosis of VL.

Blood samples were taken from T8 dogs in Pernambuca,
Brazil. For the purposes of the study two groups of animals
weme defined. The fist (group 1) had clinical evidence of
VYL and were either positive on parazitological examina-
tions for leishmania (bone marrow puncture and skin
scrapings) or were ELISA positive (EIE-Leishmaniose
Canina Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) and had epidemio-
logical links with the disease (such as contact with affected
animak or coming from a kishmaniosis-endemic area),
The second control group (group 2) comprised dogs that
had mever visited a leishmaniosis-endemic area, had not
received a blood tramsfision and were serologically mega-
tive on both ELISA and indirect immunofluorescence tests
{LYC Bio-Manguinhos/FIOCRUZ),
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Blood samples were collected in EDTA tuhes (EDTA
0,004 g5 mL of blood) and were stored at —80 *C, Sam-
pling procedures were in line with International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving The Use of
Animals and the study protocol was approved by The Eth-
ics Committee for the wse of animals of FIOCRLUTZ-RT,
Brazil,

DMA was extracted from the blood samples wsing the
GenomicPrep blood DMNA isolation kit (GE Healthcars)
firstly in accordance with the mamifacturer's instructions,
and secondly by adding proteinsse K (5 U/mL) and epeat-
ing the protein precipitation stap.

Using the sagquence NCBI Accession number Z35273.1
of L. infontww, specific primers were designad (Linf 1-
1[F: F-TCOCAAACTTTTCTGGTOCT-3' and Linfll-
154R; F-TTACACCAACCCCOCAGTTTC-3") to amplify
a 132 bp fragment (Tm 81 =C).

A dilntion series of standard DNA from L chagasi
(MHOM/BR/1974/PP75) (001 fg-1000ng) was used to
evaluate the imit of detection of the system. Test spacificity
was assessed wsing 100 pg DN A samples from isolates of
Leigheanie spp, and Tryparosoma cnezd (Table llnSp«:iﬁe-
ity {#) was defined by the equation: & =(1+48" ", where
the efficiency of amplification () was defined as: e=
[0 Y= 1 (Too, 2003).

Real-time PCR was carried out using the ABI PRISM
T} system (Applied Biosystemsz), The 50 pL reactions
included a 2 pL. sample of DMNA, 3 pmoles of each primer
and 25 pL. of SYBR Green Master Mix ( Applied Biosys-
tems), The reaction was performed with an initial denatur-
ation step at 95 °C for 10min, followed by 40 cycles of
amplification (95 %C/15 5, 80 °C/1 min). Non-template con-
trols (NTC) and quantitative standards were included. AR
PRISM software (version 1.1) was used for result analysis,

To assess intra-assay precision, L. chagasi (MHOM/
BR/1974/PPT5) organkms at concentrations from 10fg
{7 = 10~* parasites) to 10 ng (7 = 10* parasites) were pro-
cessed in duplicate, The experiment was repeated five times
to assess reproducibility and inter-assay precision was mea-

Tahble 1

Isolates of Leivewals spp used do verify the specificity of the real-ime
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Fig. 1 Limear analyss of maximom, minimom and average Ot (cycle
threshald) valoe of sach log concentation of sandard DNA where graph
A reprsents sample valoes (p =259+ 3208} and graph B the
duplbcates  (p=24813c+ 320} Confidmos  inlervak  (ABy=
2600, By ==3T=015 B:B=3E1A74 and By =-31T:-=013)
showed no signifiant mier-ssay vanation.
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sured wsing Microsoft Office Excel 23 with confidence
intervals generated with the help of SPSS for Windows 8,
Sensitivity and specificity were calculated by the method
of Femreira and Awila (2001), Canine glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenases (GAPDH ) was used as a "howse-
kezping’ gene (Solano-Gallego et al, 2007).

Twenty-one dogs matchad the definad VL diagnostic eri-
teria (group 1). Twelve animals were classified as controk
{group 2). Given that DNA extraction, as carried out
according to mamifacturer's instructions, was not capahle
of distinguishing group 1 from group 2 dogs, the protoocol
was successfully modified. A standard curve was linear
over at least 7 log ranges of DMA concentrations, resulting
in a detection lmit of 10 fg of L infartwes DMNA (Fig. 1),
equivalent to 0.07 parasites, The system functioned best
in the mnge 7 x 1072 to 7 = 10* parasites per reaction,
Intra-assay analysis demonstrated good homogensity, In
terms of meproducihility, analysis by linear regmession
{trend line) (Fig. 2) and confidence intervals indicated no
significant differences batween assays, The system was
capahle of detecting between 10 and 10 copies of target
DMA per reaction (e=09417, R*=0931 and
slope =347).

As expacted, and in agreement with the alignment step
{data not shown), the PCR system also amplified L. dowo-
vl (o0=358), L. mapr (o= 144.65) and L mexicom
(o= 635.66) DNA, Other isolates of Leishmaniz and T
cnezi (Table 1) produced less fluorescence than NTC, Al
blood samples were pozitive for the GAPDH housekeeping
gene, Dogs classified as VL cases (group 1) were all found
to be positive by the gPCR. assay for the L. donosani com-
plex with a semsitivity of 1(0%%, The parasite load was
quantified in these samples and wared from 50,75 to
2,00 = 10~ parasites/ I mL of blood. OF the 12 dogs in
the control group, 10 were negative and two were positive
indicating a test specificity of £3.33%. When the assays
wem analysad separately, the limit of detection limit varied
from 1 to 10fg, over the five experiments, The standard
curve maintained linearity in all assays,

In this study we have developed a highly sensitive,
reproducible and mpid gP CR-based assay that will be use-
ful in the diagnosis and contral of L. fnfarifum infection in

endemic areas, where ssrological surveys often underesti-
mate true disease prevalence,
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Atenciosamente,

frtocson e Fathn Caval cars
Milena de Paiva Cavalcanti

Tecnologista — Matricula 1554967

Com o de acordo da diretoria da unidade: £ o A %‘7
A “Freese de Canvalh
Or. Lauarde Mn‘;rlemr

CPQAMIFIOCRUZ
Mal. SIAPE 6750074

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/ - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - hup:/iwww.cpgam.fiocruz.br



