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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) e a esporotricose sdo doencas cutaneas com caracteristicas
clinicas semelhantes. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detec¢do do complexo
Sporothrix schenckii e Leishmania spp. vem sendo integrada a rotina de laboratdrios da rede
publica e privada, aumentando a rapidez, precisao e sensibilidade diagnostica. Nesse contexto,
pretendeu-se nesse estudo desenvolver um protocolo de PCR duplex para deteccdo de
Sporothrix schenckii sensu stricto (s.s.) e Leishmania braziliensis. Inicialmente, foi realizada
uma PCR uniplex, onde os primers (S2/R2 e B1/B2) foram testados individualmente com o0s
seus respectivos alvos, e, em seguida, um primeiro sistema duplex foi testado. Para
otimizacdo da PCR duplex, realizaram-se ajustes nas concentracfes do MgCl,, da Taqg DNA
polimerase e de cada par de primers, bem como, na temperatura de anelamento, até que os
ensaios resultassem em um protocolo onde os alvos fossem amplificados simultaneamente e
com sensibilidade analitica equivalente. Os resultados obtidos com os protocolos no formato
uniplex demonstraram uma sensibilidade analitica de 0,5 pg de DNA para L. braziliensis e de
5 pg de DNA para S. schenckii s.s. Enquanto que, os ensaios de PCR duplex apresentaram
deteccdo até o ponto com 0,5 pg de DNA de ambos os patdgenos. Os protocolos padronizados
ndo demonstraram amplificacdes inespecificas ou cruzadas com o DNA dos outros
organismos testados. Diante disso, conclui-se que a PCR duplex padronizada no presente
estudo permite a deteccdo e diferenciacdo de L. braziliensis e S. schenckii s.s. com alta
sensibilidade e especificidade. Como também, podera, apds validacdo, adequar-se a rotina de
laboratérios clinicos, centros de pesquisa e universidades, contribuindo para o diagndstico
diferencial da LT e esporotricose e auxiliando na escolha da abordagem terapéutica mais
conveniente ao caso.

Palavras-chave: Diagndstico molecular. Sporothrix schenckii. Leishmania spp.



LUNA, Rafaela Lira Nogueira. Standardization of a duplex PCR for differential diagnosis
of Cutaneous leishmaniasis and sporotrichosis. 2020. Dissertation (Academic Master's in
Bioscience and Biotechnology at Health) - Aggeu Magalhdes Institute, Oswaldo Cruz
Foundation, Recife, 2020.

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) and sporotrichosis are cutaneous diseases with similar clinical
characteristics. The polymerase chain reaction (PCR) for the detection of Sporothrix schenckii
and Leishmania spp. has been integrated in the routine of public and private laboratories,
increasing the speed, precision and diagnostic sensitivity. In this context, it was intended in
this study to develop a duplex PCR protocol for the detection of Sporothrix schenckii sensu
stricto (s.s.) and Leishmania braziliensis. Initially, a uniplex PCR was performed, where the
primers (S2/R2 and B1/B2) were tested individually with their respective targets, and then a
first duplex system was tested. To optimize the duplex PCR, adjustments were made in the
concentrations of MgClz, Tag DNA polymerase and each pair of primers, as well as in the
annealing temperature, until the tests resulted in a protocol where the targets were amplified
simultaneously and with analytical sensitivity equivalent. The results obtained with the
protocols in the uniplex format demonstrated an analytical sensitivity of 0.5 pg of DNA for L.
braziliensis and 5 pg of DNA for S. schenckii s.s. Whereas, the duplex PCR assays showed
detection up to the point with 0.5 pg of DNA from both pathogens. Therefore, it is concluded
that the duplex PCR standardized in the present study allows the detection and differentiation
of L. braziliensis and S. schenckii s.s. with high sensitivity and specificity. After validation, it
may be suitable for use in clinical laboratories, research centers and universities routine,
contributing to the differential diagnosis of LT and sporotrichosis and helping to choose the
most appropriate therapeutic approach to the case.

Keywords: Molecular diagnosis. Sporothrix schenckii. Leishmania spp.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca cutdnea causada por espécies de fungos
termodimérficos pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, as quais sdo amplamente
distribuidas no mundo, sendo mais prevalentes em 4&reas temperadas e tropicais
(CHAKRABARTI et al., 2015; SANTOS et al., 2007). No Brasil, nas tltimas duas décadas,
ocorreu uma grande expansdo dos casos de esporotricose (GREMIAO et al., 2017;
OROFINO-COSTA et al., 2017), porém ainda existe uma caréncia de registros de casos em
varias regides do pais, principalmente nos municipios da Regido Nordeste (FILGUEIRA,
2009).

O diagnostico da esporotricose geralmente é feito com base nos achados clinicos (e.g.,
nodulos ulcerados, lesbes verrucosas) (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017; CLEBAK;
MALONE, 2018). Entretanto, devido a diversidade de apresentacdes clinicas, a esporotricose
demonstra semelhancas com outras doencas infecciosas e ndo infecciosas, tanto tegumentares
guanto sisttmicas (OROFINO-COSTA et al., 2017). Essas similaridades podem dificultar o
diagnostico clinico quando os agentes etiologicos ndo sdo identificados. Entre os possiveis
diagnosticos diferenciais da esporotricose, a leishmaniose tegumentar (LT) € de particular
interesse, devido a sobreposicdo de aspectos clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais e
histopatologicos existentes entre essas doengas (LIMA BARROS et al., 2005; SANTOS et
al., 2007).

Os tratamentos da LT e esporotricose sdo distintos, tornando-se essencial a utilizacao
de metodologias que garantam um diagnostico especifico (LIMA BARROS et al., 2005). Os
métodos de diagnostico para ambas as doencas geralmente incluem exame direto, cultura e/ou
exame histopatoldgico (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; PEARSON;
SOUSA, 1996). Porém, essas metodologias possuem algumas desvantagens, como baixa
sensibilidade (e.g., exame direto), longo tempo para o resultado (e.g., cultura), além de serem
influenciadas pelo estado imunoldgico do paciente, no caso da sorologia (LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006; PEARSON; SOUSA, 1996). Apesar disso, o isolamento em
cultura e a identificacdo do agente causador ainda sdo os métodos de diagnostico padrdo-ouro
para comprovacdo da LT e esporotricose (VRIES; REEDIK; SCHALLIG, 2015;
MAHAJAN, 2014).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido cada vez mais utilizada no
diagndstico de infecgdes fungicas e parasitarias (HU et al., 2003; REITHINGER,
DUJARDIN, 2007), demonstrando ser uma oOtima ferramenta para a identificacdo de espécies
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de Leishmania spp. e do complexo S. schenckii em amostras clinicas (CASTILHO; SHAW;
FLOETER-WINTER, 2003; OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, variagdes da PCR tém
permitido a diferenciacdo e identificacdo simultanea de espécies de microrganismos em um
unico ensaio (e.g., PCR duplex), reduzindo tempo e custos associados ao processo. Nesse
contexto, uma PCR duplex capaz de diagnosticar simultaneamente Leishmania spp. e 0
complexo S. schenckii serd uma ferramenta promissora para o estudo e diagndstico diferencial
da LT e esporotricose, principalmente em areas onde ambas as doencas sdo endémicas,

possibilitando um tratamento especifico mediante a confirmacao da infeccéo.



11

2 REVISAO DA LITERATURA

A seguir é descrita a revisdo da literatura do presente trabalho de dissertacdo de
mestrado.

2.1 Esporotricose

A infeccdo por fungos do complexo S. schenckii esta associada as vias de transmissdo
saprondtica e zoonotica (OROFINO-COSTA et al.,, 2017). Durante muito tempo, a
esporotricose ficou conhecida como a "micose da roseira” ou "micose do jardineiro", visto
que a via classica de infeccdo resultava da inoculacdo do agente etiolégico na pele ou mucosa
do hospedeiro, por trauma com material vegetal contaminado (CLEBAK; MALONE, 2018).
No entanto, atualmente, tornaram-se mais frequentes os casos atribuidos a transmissdo
horizontal de animais (gato-gato ou gato-cdo) e transmissdo zoonoética, onde casos humanos
estdo principalmente associados a arranhdes ou mordidas de animais infectados (GREMIAO
etal., 2017) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de transmissdo na esporotricose humana e animal
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Fonte: Adaptado de Rodrigues, Hoog e Camargo (2016).
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O comportamento ecoldgico das espécies de Sporothrix, sob o ponto de vista
filogenético, é representado por um clado ambiental e um clado clinico (RODRIGUES;
HOOG; CAMARGO, 2016) (Figura 2). O clado ambiental é composto por complexos de
espeécies, como Sporothrix pallida e Sporothrix candida, compreendendo cinco espécies cada,
Sporothrix inflata com trés espécies, Sporothrix gossypina com 12 espécies e Sporothrix
stenoceras com seis espéecies (BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016; ZHOU et al., 2014).
Essas espécies ambientais geralmente sdo organismos de baixa viruléncia para hospedeiros
vertebrados de sangue quente (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2016). O clado clinico envolve as espécies causadoras das sapronoses e ZzOoOonoses,
compreendendo Sporothrix schenckii sensu stricto (s.s.), Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
globosa e Sporothrix luriei (BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016; RODRIGUES; HOOG,;
CAMARGO, 2016). No Brasil, S. schenckii s.s. e S. brasiliensis sdo as principais espécies
causadoras de esporotricose (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015), sendo a ultima
relacionada as manifestacdes clinicas mais severas da doenca, além de se apresentar como um
ramo clonal da espécie classica S. schenckii s.s. (CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016;
ARAUJO et al., 2015).

Figura 2 - Andlise filogenética correlacionada com o comportamento ecoldgico das
espécies de Sporothrix
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A esporotricose possui ampla distribuicio global, com casos relatados na Africa,
Australia, Asia, Europa e nas Américas (CHAKRABARTI et al., 2015). Por outro lado, em
alguns paises como Africa do Sul, Brasil e China é encontrada uma maior prevaléncia da
doenca, sendo-lhes atribuido o status de areas hiperendémicas (ZHANG et al., 2015; ZHOU
et al., 2014). No Brasil, os principais surtos de esporotricose foram notificados no estado do
Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e S&o Paulo. Além disso, casos humanos e animais
também tem sido relatados em outros estados do pais (GUTIERREZ-GALHARDO et al.,
2015). Em particular, no Rio de Janeiro, durante o periodo de 1997 a 2011, foram registrados
4.188 casos humanos e 4.703 casos de esporotricose felina foram registrados até 2015
(GREMIAO et al., 2017; SILVA et al., 2012).

Figura 3 - Distribuicdo e carga relativa da esporotricose em todo o mundo.
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Fonte: Adaptado de Chakrabarti et al. (2015).

A notificacdo dos casos de esporotricose é obrigatdria no estado do Rio de Janeiro,
mas ndo nos demais estados brasileiros. Logo, dados de prevaléncia e incidéncia, nos outros
estados, sdo obtidos apenas com base nos casos relatados na literatura, certamente
subestimando a real importancia epidemioldgica da doenga, principalmente em relacdo aos
surtos e epidemias (OROFINO-COSTA et al., 2017). No nordeste do Brasil, apesar da
escassez de informacdes, ha relatos esporadicos da doenga nos estados do Rio Grande do
Norte, Paraiba, Alagoas e Pernambuco (ARAUJO; LEAL, 2016; FILGUEIRA, 2009;
MARQUES-MELO et al., 2014; NUNES et al., 2011). Silva et al. (2018), em um estudo

realizado na regido metropolitana do Recife, identificaram que dos 115 casos suspeitos, foram
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confirmados 59 casos de esporotricose felina, numero nunca registrado anteriormente no

estado de Pernambuco.

2.1.1 Diagndstico laboratorial

O diagndstico da esporotricose é realizado através da correlagcdo de dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Os metodos
laboratoriais incluem técnicas convencionais (e.g., cultura, exame direto e histopatoldgico),
como também, metodologias mais sofisticadas, tal como, o diagndstico molecular
(RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

O isolamento em cultura e identificacdo de espécies do complexo S. schenckii é
considerado o método padrdo-ouro para o diagnéstico definitivo da doenca (MAHAJAN,
2014). O fungo é isolado em meio agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol ou
cicloheximida e incubado a 25-28°C, durante 5-8 dias. Inicialmente, sdo observadas col6nias
hialinas e filamentosas, as quais desenvolvem tardiamente uma coloracdo acastanhada a
enegrecida (MORRIS-JONES, 2002) (Figura 4). A partir da microscopia, sdo visualizadas
hifas septadas e ramificadas com conidi6foros, cujas extremidades apresentam conidios
arranjados em forma de margarida (SUN et al., 2018). A identificacdo fenotipica do patégeno
é completada ap6s a conversao da fase micelial em leveduriforme, a qual € realizada através
do cultivo em meios como &gar chocolate, agar infusdo cérebro e coracdo ou agar sangue a
35-37°C (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

Figura 4 - Cultura de S. schenckii em meio Agar Sabouraud
Dextrose na fase filamentosa. Na microscopia apresenta hifas

Fonte: Bonifaz e Tirado-Sanchez (2017). )
Legenda: (A) Cultura de S. schenckii na fase filamentosa (Agar
Sabouraud Dextrose, 28°C); (B) estado filamentoso de S.
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schenckii com hifas finas e microconidios denticulares
(Eritrosina, 40x).

O exame direto das espécies do complexo S. schenckii pode ser realizado a partir de
amostras obtidas de lesbes cutdneas (pus e exsudatos), expectoracdo ou liquido sinovial
(ARENAS et al., 2018). O hidroxido de potassio em uma diluicdo de 10% a 40% pode ser
usado para visualizacdo das células leveduriformes, as quais sdo globosas ou em forma de
charuto (alongadas e fusiformes) com 2-6 um de didmetro (NEGRINI et al., 2013) (Figura 5).
O exame direto também pode ser demonstrado a partir da coloragdo de Gram e com outros
corantes especificos (GEZUELE; ROSA, 2005; LACAZ et al., 2002).

Em humanos e alguns animais (e.g., cdes), a detec¢cdo do patdgeno através do exame
direto é dificultada, pois as células leveduriformes sdo pequenas e apresentam-se em baixas
quantidades em suas lesdes (MIRANDA et al., 2009). Por outro lado, em gatos infectados, as
estruturas fungicas sdo facilmente visualizadas por essa técnica, devido a sua presenca em
maiores quantidades (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Contudo, o exame direto com
visualizagdo de estruturas fangicas serve apenas como um indicativo da infeccdo por esse
patégeno (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017), uma vez que as células de S.
schenckii em tecido podem ser confundidas com estruturas de Histoplasma capsulatum ou
Candida glabrata (LARONE, 2002).

Figura 5 - Exame direto de amostras clinicas para o
diagnostico de esporotricose

Fonte: Barros, Paes e Schubach (2011).

Legenda: Exame direto (KOH 10%) de lesdo de paciente
humano com esporotricose, evidenciando células de
levedura de brotamento inespecificas. Barras, 10 um.

Espécies de S. schenckii geralmente sdo visualizadas em tecidos através de coloracéo
com hematoxilina e eosina, embora outras coloragdes especiais possam ser utilizadas, tais

como, metenamina de prata de Grocott-Gomori ou acido periédico de Schiff, as quais podem
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melhorar a detecgdo do fungo (LARONE, 2002; MORRIS-JONES, 2002). A avaliacdo da
reacdo tecidual dos pacientes com esporotricose também deve ser realizada nos exames
histopatoldgicos (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Geralmente, a lesdo consiste em
uma dermatite granulomatosa cronica difusa, muitas vezes com abscesso central, sendo
possivel observar nos cortes histolégicos hiperqueratose, acantose, microabscessos
intraepidérmicos e granulomas mistos com corpos asteroides (MORRIS-JONES, 2002;
OROFINO-COSTA et al., 2017) (Figura 6). A presenca dos corpos asteroides é observada em
40% dos casos positivos para o complexo S. schenckii, cuja estrutura consiste de uma célula
leveduriforme envolvida por uma bainha eosinofilica com espiculas irradiantes
(RODRIGUEZ; SARMIENTO, 1998).

Figura 6 - Corpo de asteroide de Sporothrix rodeado por
numerosos neutrofilos

Fonte: Arenas (2018).

Vérias metodologias foram descritas para o0 estabelecimento do diagnostico
imunolégico da esporotricose através da deteccdo de anticorpos em amostras de pacientes
infectados, porém ndo sdo empregados rotineiramente (RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017). Os testes baseados em imunodifusdo e aglutinagdo em latex foram
os primeiros aplicados para o sorodiagnéstico da doenca (BLUMER et al., 1973;
ALBORNOZ; VILLANUEVA; TORRES, 1984), porém possuem baixa sensibilidade nos
casos de esporotricose cutanea, como também, ndo identificam o isotipo de imunoglobulina
envolvido na resposta (ALBORNOZ; VILLANUEVA; TORRES, 1984). Com a aplica¢do do
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), houve uma melhora na sensibilidade e
especificidade diagndstica para 97% e 89%, respectivamente (ALMEIDA-PAES et al., 2007).
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Contudo, de modo geral, os resultados dos métodos soroldgicos ainda ndo sdo confidveis, pois
apresentam reacdo cruzada com Leishmania, Paracoccidioides e fungos dematiaceos,
fornecendo apenas um diagnostico presumivel da esporotricose (OLIVEIRA et al., 2014).

O diagnostico baseado na amplificacdo de moléculas do acido desoxirribonucleico
(DNA) a partir da PCR é uma técnica eficaz na identificacdo de micoses invasivas e consiste
na metodologia mais utilizada para o diagnostico molecular da esporotricose (OLIVEIRA et
al., 2014). Trata-se de uma ferramenta molecular rapida, robusta e capaz de detectar pequenas
quantidades de DNA do patégeno, além de identifica-lo em amostras biolégicas complexas,
sem necessidade do isolamento do microrganismo (OROFINO-COSTA et al., 2017).
Segundo Rodrigues, Hoog e Camargo (2015), a PCR pode detectar e identificar DNA de S.
schenckii s.s. e S. brasiliensis até mesmo em amostras de baco, figado, pulmdes, coracéo,
cérebro, rim e fezes em modelo murino de esporotricose disseminada. O primeiro ensaio de
PCR para a identificacdo de S. schenckii foi desenvolvido por Kano et al. (2001), que
utilizaram os primers S2/R2 projetados com base no gene da quitina sintase 1 (CHS1), o qual
foi capaz de detectar 10 pg de DNA do patdgeno. Posteriormente, Liu et al. (2013) aplicaram
essa metodologia para o diagndstico da esporotricose em amostras de lesdo de pele utilizando
0s mesmos primers. Segundo os autores, 25 dos 30 casos testados (83,3%) apresentaram
bandas positivas, enquanto que 0s cinco casos restantes, também, demonstraram resultado

negativo no exame direto e ndo apresentaram crescimento em cultura (LIU et al., 2013).

2.1.2 Formas clinicas e diagnostico diferencial

No geral, as formas clinicas da esporotricose sdo divididas em cutdneas e
extracutaneas (BARROS et al., 2008). Porém, durante a epidemia zoonotica de esporotricose
no Rio de Janeiro, manifestacdes clinicas incomuns foram identificadas, sugerindo uma nova
classificacdo para melhor descri¢cdo da doenca (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,
2006). Segundo Orofino-Costa et al. (2017), a esporotricose pode apresentar-se sob a forma

cutanea, mucosa, sistémica, imunorreativa e de regressao espontanea (Figura 7).
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Figura 7 - Diferentes apresentagdes clinicas da esporotricose humana

Fonte: Adaptado de Orofino-Costa et al. (2017).

Legenda: (A) Forma linfocutanea em adulto (linfangite ascendente); (B) forma linfocutanea no rosto de uma
crianca (linfangite descendente); (C) forma cutanea fixa no dorso da médo; forma sistémica com lesdes cutaneas
disseminadas no tronco e membros superiores (D), rosto (E) e membros inferiores (F) em paciente com AIDS;
(G) lesdo granulomatosa na conjuntiva ocular da palpebra superior; (H) leséo linfocutanea primaria no dedo; (1)
lesBes pseudovesiculares nas costas - sindrome de Sweet (forma imunorreativa).

A forma cutdnea da esporotricose geralmente desenvolve-se através de traumas
gerados na epiderme, os quais possibilitam a entrada do fungo atraveés da solucdo de
continuidade da pele do hospedeiro. Por sua vez, o patdgeno pode permanecer no tecido
subcutaneo ou circular ao longo de vasos linfaticos adjacentes, caracterizando a forma fixa e
linfocutanea, respectivamente (VASQUEZ-DEL-MERCADO; ARENAS; PADILLA-
DESGARENES, 2012). Além disso, ocasionalmente, o fungo pode invadir a via sanguinea,
constituindo a forma cuténea disseminada da doenca (STALKUP; BELL; ROSEN, 2002).

Inicialmente, na forma linfocutdnea forma-se uma lesdo papulonodular no local da
inoculacdo do fungo, a qual pode ulcerar e fistular expelindo uma secrecdo purulenta,
caracterizando o chamado cancro de inoculagdo. Apds algumas semanas, essas lesdes,

normalmente noédulos, seguem uma trajetéria linfatica regional, as quais ulceram, fistulam e
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cicatrizam (CLEBAK; MALONE, 2018). Em geral, a forma fixa é representada por uma
Unica lesdo no sitio de infecgdo, sem envolvimento linfatico, que é comumente ulcerada com
bordas eritematosas, as quais podem regredir espontaneamente (ALMEIDA et al., 2009).
Alguns pacientes ainda apresentam multiplas lesbes cutaneas em locais ndo contiguos, com
aparéncia polimorfica, todas surgindo ao mesmo tempo (OROFINO-COSTA et al., 2017). A
disseminacdo cutdnea da esporotricose geralmente é observada em individuos
imunossuprimidos, principalmente HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) positivos
(DONABEDIAN et al., 1994, SHAW; LEVINSON; MONTANARO, 1989).

Alguns autores consideram a forma mucosa uma variante da forma cutanea
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Em pacientes com esporotricose o envolvimento da
mucosa nao € comum, embora quaisquer mucosas possam ser afetadas, preferencialmente da
regido ocular (VIEIRA-DIAS et al., 1997), onde forma-se uma lesdo granulomatosa com
secrecédo serosa-purulenta, vermelhid&o e presenca ou ndo de edema palpebral (SCHUBACH
et al., 2005). As formas sistémicas sdo mais raras e dificeis de diagnosticar. Nessa situacao, o
envolvimento osteoarticular e pulmonar sdo 0s mais comuns, porém existem relatos de casos
envolvendo mudltiplos 6rgédos, através da disseminacdo do fungo por via hematogénica
(LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). Alguns pacientes podem apresentar uma
resposta imune exacerbada contra o patégeno, acarretando no desenvolvimento de
hipersensibilidade, onde os principais sintomas clinicos consistem na presenca de eritema
nodoso, eritema multiforme, sindrome de Sweet e artrite reativa. Por outro lado, existem
individuos que apresentam regressdo espontanea da doenca (OROFINO-COSTA et al., 2010;
ZHANG,; PYLA, 2014).

As formas clinicas e a morfologia das lesGes caracteristicas de esporotricose devem ser
consideradas para o diagnoéstico diferencial com outras doengas, as mais comuns incluem a
LT, piodermite, doenca da arranhadura do gato, nocardiose cutanea, cromomicose, sifilis,
rosacea, granuloma anular, pioderma gangrenoso, osteomielite, tuberculose reumatoide,
cutanea e pulmonar, lesdes tumorais e meningite (OROFINO-COSTA et al., 2017). Porém,
devido as semelhancas clinicas (Figura 8) e laboratoriais e a sobreposicéo de &reas endémicas,
possuindo relatos de casos no Brasil e diversos outros paises, a LT se tornou o principal
diagnostico diferencial da esporotricose (CHAKRABARTI et al., 2015; SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017). Sendo assim, as possibilidades de confusdo diagndstica sdo
aumentadas, visto que essas evidéncias sdo utilizadas para a discriminagdo entre ambas as
doengas (SANTOS et al., 2007).
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Figura 8 - Comparacéo entre as lesfes de pacientes
com esporotricose e LT

Fonte: (A) Adaptado de Orofino-Costa et al. (2017);
(B) adaptado de Vries, Reedijk e Schallig (2015).
Legenda: (A) Forma linfocutanea da esporotricose;
(B) linfangite em paciente com LT.

Em cées (FILGUEIRA, 2009; SOUZA et al., 2009) e gatos (BRASIL, 2017; BRUM et
al., 2007) a esporotricose e a LT possuem lesbes cutaneas caracterizadas por Ulceras e
formagdo de crostas, as quais exibem localizagdo semelhante, preferencialmente na face
(BRASIL, 2017; BRUM et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2009). Além
disso, eventualmente, a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e a sorologia apresentam
reacao cruzada entre a esporotricose e LT (LIMA BARROS et al., 2005). No Rio de Janeiro,
um estudo realizado com aplicagdo da IDRM em 107 casos de esporotricose, 48,6%
apresentaram resultado positivo (BRITO et al., 2007).

2.2 Leishmaniose tegumentar

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos através da picada de fémeas de flebotomineos infectadas, que por sua vez, podem
infectar uma ampla variedade de mamiferos (AYATOLLAHI; BAFGHI, SHAHCHERAGHI,
2015; BRUSCHI; GRADONI, 2018; KARAMI et al., 2013) (Figura 9). Endémicas em mais
de 98 paises e em todos os territdrios exceto Oceania, cerca de 350 milhdes de pessoas

encontram-se em situagdo de risco (ALVAR et al., 2012). Anualmente, estima-se que
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ocorram 0,9 a 1,6 milhdo de novos casos de leishmanioses por ano (ALVAR et al., 2012). As
manifestacdes clinicas das leishmanioses sdo bastante diversas, sendo a leishmaniose visceral
e a LT as principais formas da doenca (BRUSCHI; GRADONI, 2018).

Figura 9 - Ciclo bioldgico de Leishmania spp.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2018).

A LT é a forma clinica mais prevalente em todo o mundo, sendo endémica em 88
paises (DASSONI et al., 2013; ORYAN et al., 2013). Contudo, paises como Afeganistdo,
Argélia, Coldémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru,
correspondem por 70 a 75% da incidéncia global estimada da LT (ALVAR et al., 2012). No
Brasil, estd presente em todos os estados, sendo mais prevalente nas RegiGes Norte e

Nordeste. Em Pernambuco, a maioria dos municipios séo endémicos (ARAUJO et al., 2016).
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Figura 10 - Status de endemicidade da LT em todo o0 mundo, 2018
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Fonte: Adaptado da Organiza¢do Mundial da Saude (2018).

A LT acomete a pele e mucosa, cujas lesdes geralmente se dispbem em partes
expostas do corpo (GALVAO et al., 2018). A lesdo inicial de LT surge no local da picada do
vetor, apresentando-se tardiamente como uma pequena papula e/ou nddulo eritematoso
pruriginoso com envolvimento de linfonodos drenantes. Ainda, pode progredir para um
granuloma, seguido da formacdo de uma placa (MACHADO et al., 2002; VENDRAME et
al., 2010). As lesdes podem cicatrizar espontaneamente ou evoluir para uma Ulcera (GOTO;
LINDOSO, 2012).

Os parasitos de Leishmania causadores de LT pertencem ao subgénero Viannia e
Leishmania. No Brasil, ja foram identificadas sete espécies responsaveis pela doenca, sendo
as trés principais: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Outras espécies, como por exemplo, Leishmania
(Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) lindenberg e
Leishmania (Viannia) shawi, também, j& foram identificadas em estados das Regifes Norte e
Nordeste (BRASIL, 2017). Eventualmente, essas espécies podem causar diferentes
manifestacdes clinicas, incluindo a leishmaniose mucocutanea e, mais raramente, a
leishmaniose cutanea difusa e disseminada (MARTINS et al., 2014).

Além da variedade de formas clinicas da LT dependerem da espécie de Leishmania
envolvida, essas espécies apresentam diferentes respostas as terapias usualmente empregadas.

Sendo assim, a identificacdo especifica do patdgeno é primordial para o estabelecimento de
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um tratamento adequado (HODIAMONT et al., 2014). O diagndstico da LT através da
visualizacdo do parasito costuma ser laborioso, porém, atualmente estdo disponiveis novas
técnicas que facilitam a identificacdo do mesmo (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

2.2.1 Diagndstico

Vaérios testes diagnosticos ja foram descritos para o diagnostico da LT, com precisdes
bastante varidveis, incluindo exame parasitologico direto, cultura, testes indiretos
imunoldgicos e de diagnostico molecular. Geralmente, a escolha entre esses testes
diagndsticos € feita com base na disponibilidade dos recursos necessarios para a aplicacdo da
técnica (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015; GOTO; LINDOSO, 2012).

O exame direto seja da escarificacdo da borda da lesdo, bidpsia com impressdo do
fragmento cutdneo em lamina ou puncgéo aspirativa para visualiza¢do de formas amastigotas, e
0 crescimento em meio de cultura com o crescimento de formas promastigotas, sdo 0s
métodos convencionais para o diagndstico laboratorial da LT (BRASIL, 2017; VEGA-
LOPEZ, 2003). Na pesquisa direta, as formas amastigotas de Leishmania sdo observadas
como corpos redondos ou ovais, de 2 a 4 um de didmetro, com nucleo e cinetoplasto
caracteristicos (ELMAHALLAWY et al., 2014) (Figura 11). As amostras clinicas podem ser
inoculadas em diferentes meios de cultura, incluindo o Novy-MacNeal-Nicolle e mantidas
entre 24-25°C. Geralmente, as formas promastigotas (Figura 10) podem ser visualizadas apds
0 quinto dia, porém as culturas ndo devem ser descartadas como negativas antes de quatro
semanas (BRASIL, 2017). A combinacdo de ambas as técnicas (exame direto e cultura)
aumenta a sensibilidade diagnostica para cerca de 85% (BLUM et al., 2004; RAMIREZ et al.,
2000).

Figura 11 - Microscopia 6ptica de Leishmania sp.

Fonte: Adaptado de Erfe et al. (2012) e Figueredo (2016).
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Legenda: (A) Formas amastigostas; (B) forma promastigota.

Em geral, os diagnosticos baseados no achado de formas amastigotas de Leishmania
sdo dificeis de serem realizados, devido as lesbes dos pacientes com LT apresentarem carga
parasitaria muito baixa, acarretando na reducdo da sensibilidade desses testes (VEGA-
LOPEZ, 2003). Além disso, mesmo com a observacio das formas amastigotas, ndo é possivel
determinar um diagndstico espécie-especifico (HANDLER et al., 2015). A cultura do
patdégeno pode ser considerada uma fonte para futura identificacdo da espécie, porém requer
cerca de 10 dias para que seja alcancado um rendimento satisfatorio de promastigotas para
posterior identificacdo, como também, apresenta capacidade de cultivo variavel para cada
espécie (BOGGILD et al., 2008). Logo, € recomendada a combinacdo com outras técnicas
para o estabelecimento do diagndstico (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

O diagnostico soroldgico da LT é baseado na presenca de uma resposta humoral
especifica. Os titulos de anticorpos contra Leishmania sdo medidos principalmente por
imunofluorescéncia indireta, western blot, testes de aglutinacdo direta, ensaios de fluxo lateral
ou por ELISA (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). No entanto, devido a fraca resposta
humoral provocada pela infeccdo e a consequente baixa sensibilidade, esses formatos néo séo
usualmente empregados na rotina diagnéstica da LT (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015;
GOTO; LINDOSO, 2010). Além disso, os anticorpos podem reagir de forma cruzada com
anticorpos contra outros protozoarios como o Trypanosoma cruzi (FABER et al., 2003). A
IDRM, um marcador da resposta imune celular, ja foi empregada com mais frequéncia no
diagnostico imunoldgico da LT devido a sua simplicidade e alta sensibilidade (ANTONIO et
al., 2014). Entretanto, durante as seis primeiras semanas apds o aparecimento da lesdo, as
reacOes de hipersensibilidade tardia a IDRM apresenta resultado negativo. Depois desse
periodo, a IDRM costuma ser positiva em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2017).

Vaérios testes moleculares ja foram desenvolvidos para o diagndstico da LT, visto que
apresentam maior sensibilidade e especificidade em relacdo aos métodos tradicionais e
permitem o0 uso de amostras menos invasivas para o diagndstico (e.g., swab da lesdo)
(ADAMS et al., 2014; CRUZ et al., 2013). Individualmente, ensaios baseados em PCR, seja
como teste Unico, multiplex ou como um ensaio quantitativo, constituem a principal
abordagem de diagnostico molecular entre os pesquisadores e profissionais de saude
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Geralmente, é utilizada em casos de lesGes atipicas e
com pouco numero de parasitos, quando o método microscépico é negativo, ou para fins de
pesquisa (KARAMIAN et al., 2008).
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Nas Gltimas décadas, vérios testes de PCR para identificacdo de Leishmania spp.
foram desenvolvidos com diferentes alvos moleculares, como sequéncias do DNA do
cinetoplasto (KDNA) (SATOW et al., 2013), citocromo b (KATO et al., 2005), regido 18S do
acido ribonucleico ribossomal (ULIANA et al., 1991), além de alvos nucleares (CASTILHO
et al., 2003; CUPOLILLO et al., 1995; FRAGA et al., 2010). Em particular, 0 uso do KDNA
resultou em uma melhora significativa na sensibilidade geral do teste, pois esse alvo
molecular esta presente em cerca de 10.000 ou mais cépias por parasita (NUZUM et al.,
1995; RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990). Segundo Marques et al. (2001), a PCR baseada
na amplificacio do kDNA revelou uma positividade de 100% a medida que os testes
parasitolégicos e IDRM apresentaram-se simultaneamente positivos, com uma reducéo da
sensibilidade quando um ou ambos os testes foram negativos. Além disso, os autores
demonstraram em campo a possibilidade de uma coleta simplificada, com preservacdo e
extracdo de DNA de alto padréo, conforme necessério para o desenvolvimento de uma PCR
confidvel (MARQUES et al., 2001).

A avaliacdo e comparacdo de métodos diagnosticos sdo muito importantes para
determinar a forma mais rapida e eficaz de obter o diagnéstico preciso de doencas infecciosas
e parasitarias. Além disso, a discriminacdo precisa da espécie causadora possui implicacGes
terapéuticas e progndsticas consideraveis, como também, auxilia na elaboracdo de um
planejamento exato e eficiente para o controle da doenca (RASTI et al., 2016). Nesse
contexto, o diagnostico através da PCR estd sendo cada vez mais utilizado, uma vez que
oferece 0 melhor em termos de sensibilidade e especificidade (CRUZ et al., 2013; OLIVEIRA
etal., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Os altos indices de ocorréncia da LT e a emergéncia de casos de esporotricose em
alguns estados brasileiros tem chamado a atencdo das autoridades de salde e da comunidade
cientifica. A esporotricose e a LT compartilham vérias caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e laboratoriais, podendo acarretar em um possivel erro de diagnostico. Por
sua vez, o diagnostico errdbneo pode levar a exposicdo desnecessaria do paciente a um
tratamento inadequado, como também, a adocdo de medidas incorretas para vigilancia e
controle epidemioldgico das doencas. O diagndstico diferencial entre a esporotricose e a LT
requer a identificacdo do agente etiolégico em amostras obtidas da lesdo cutdnea. Porém, o
isolamento e identificacdo dos patdgenos sdo dificeis de serem realizados devido a baixa
quantidade dos agentes nas lesbes, além disso, demanda um longo tempo de espera para a
obtencdo do resultado. Nesse contexto, o diagndstico atraves da PCR apresenta maior
sensibilidade e especificidade, bem como, possibilita uma répida identificacdo do agente
etioldgico. Ainda, a padronizacdo de uma PCR duplex poderia reduzir o tempo e custos
associados ao procedimento diagndéstico, devido a capacidade de deteccdo simultanea dos
patégenos, contribuindo para a diferenciagdo entre a LT e a esporotricose, como também,

auxiliando na escolha da abordagem terapéutica mais conveniente ao caso.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

E possivel realizar o diagnostico diferencial entre a esporotricose e a LT através de um

protocolo baseado na PCR duplex?
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5 HIPOTESE

A técnica de PCR duplex é capaz de fornecer o diagnostico diferencial entre a

esporotricose e a LT.
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6 OBJETIVOS

A seguir sdo descritos os objetivos geral e especificos do presente trabalho de

dissertacdo de mestrado.

6.1 Objetivo geral

Padronizar um protocolo de PCR duplex para o diagnostico diferencial da

esporotricose por S. schenckii s.s. e LT por L. braziliensis.

6.2 Objetivos especificos

a) Estabelecer a especificidade e sensibilidade analitica de dois protocolos de PCR
uniplex na deteccdo de DNA de S. schenckii s.s. e L. braziliensis;
b) Estabelecer a especificidade e sensibilidade analitica da PCR duplex na detec¢do do

DNA de S. schenckii s.s. e L. braziliensis.
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7 METODOLOGIA

A seguir é descrita a metodologia do presente trabalho de dissertacdo de mestrado.

7.1 Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) (Projeto n°
084859/2018), como também, foi concedida anuéncia da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) (Memo n° 01/2018) do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM).

7.2 Cepas de referéncia

Para a padronizacdo da PCR duplex, foram utilizadas cepas de referéncia de S.
schenckii s.s. (URM 4861) e de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) obtidas da
Micoteca Universidade do Recife Micologia do Departamento de Micologia da Universidade
Federal de Pernambuco e do Servico de Referéncia em Leishmanioses do IAM,
respectivamente. A cepa de S. schenckii s.s. foi cultivada em meio Agar Sabouraud Dextrose
(KASVI, Curitiba, Brasil) e incubada durante 10 dias a 25°C (MACEDO-SALES et al.,
2018). Em seguida, os conidios foram coletados com auxilio de uma alca de inoculacdo
através da raspagem do micélio com agua destilada estéril. A concentracdo da suspensao foi
determinada por contagem de conidios em cAmara de Neubauer e portada a 108 esporos/mL
(MARIO et al., 2017). Em contrapartida, o pellet de L. braziliensis cedido foi mantido em
freezer a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

7.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de S. schenckii s.s. foi realizada utilizando o kit Fast DNA Spin
(MP Biomedicals, Vista, USA), seguindo as instrucbes do fabricante, com pequenas
modificagdes descritas na literatura (RODRIGUES et al., 2015; VESTY et al., 2017). As
modificagdes consistiram em acrescentar uma etapa de transferéncia das amostras para tubos
Eppendorf de 2 ml contendo beads de ceramica com 0,25 mm de didmetro e matriz A,
acrescidas com 1 ml de Cell Lysis Solution - Yeast (CLS-Y) (RODRIGUES et al., 2015) e na

ruptura mecanica das células, utilizando o Qiagen TissueLyser Il (Qiagen, Hilden, Germany)
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a 30 Hz durante 50 segundos, por duas vezes, com um intervalo de 2 minutos com incubacao
das amostras em gelo (VESTY et al., 2017).

A extracdo do DNA de promastigotas de L. braziliensis foram realizadas utilizando o
kit comercial DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo o protocolo do
fabricante.

A concentracdo do DNA obtido foi determinada com o Qubit® 3.0 Fluorometer
(ThermoFisher, Waltham, USA) utilizando o kit Qubit dsSDNA High Sensitivity Assay (Life
Technologies Corporation, Eugene, USA).

7.4 Primers

Os primers S2 (5-TGGGCGTCTACCAAGAGGGTATTGC-3’) e R2
(5’-GCACATGGGCTCAAGATCAAAGGCC-3’) desenhados com base em um fragmento
com 318 pb do gene CHS1, foram utilizados para deteccdo de S. schenckii s.s. (KANO et al.,
2001). Com relacdo a L. braziliensis, a deteccdo foi realizada utilizando os primers B1 (5°-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) e B2 (5-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’),
desenhados a partir da regido conservada do KDNA de Leishmania do subgénero Viannia, o
qual amplifica um fragmento de 750 pb (BRUIJN; BARKER, 1992).

7.5 Ensaios de PCR uniplex e duplex

Inicialmente, os primers descritos acima foram testados individualmente com o0s seus
respectivos alvos, com base nos protocolos descritos por Kano et al. (2001) e Bruijn e Barker
(1992). Posteriormente, foram realizados testes com diferentes temperaturas a fim de
encontrar uma temperatura de anelamento que permitisse a amplificacdo de ambos fragmentos
desejados.

Para padronizacdo da PCR duplex, uma matriz de diluicdo de primers, Taqg DNA
polimerase e MgCl. foi feita para determinar uma concentracdo 6tima dos reagentes. Ajustes
na temperatura de anelamento foram realizados, até que os alvos fossem amplificados
simultaneamente e de forma equivalente. Ademais, foram realizados ensaios no formato
uniplex para S. schenckii s.s. e L. braziliensis, a partir das condigdes de reacdo e ciclagem da
PCR duplex padronizada, para comparacdo da sensibilidade e especificidade analitica obtidas

em ambos os sistemas.
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Os controles positivos (curva de diluicdo) consistiram em DNA extraido de S.
schenckii s.s. e de L. braziliensis, enquanto que amostras de DNA de humano, cdo e gato
sabidamente ndo infectados foram usadas como controle negativo. Além disso, foi testada
uma reacao de controle sem DNA (no template control - NTC).

As reacdes foram realizadas em triplicata em um Bioer LifePro thermal cycler (Bioer
Technology, Tokyo, Japan). Os produtos de cada PCR (10 ul) foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio (10 mg/ml), usando
marcador de peso molecular 100 pb (Quatro G, Porto Alegre, Brasil ou Ludwig

Biotecnologia, Alvorada, Brasil) e visualizados por transiluminagdo por UV.

7.6 Sensibilidade e especificidade analitica

Para andlise da sensibilidade analitica, foram preparadas curvas de dilui¢bes decimais
seriadas (5 ng, 0,5 ng, 50 pg, 5 pg e 0,5 pg por reacdo) de DNA de S. schenckii s.s. e L.
braziliensis. Nos ensaios, as curvas foram utilizadas como alvo para determinar o limite de
deteccdo de cada primer. A especificidade analitica foi verificada a partir de testes cruzados
com os primers S2/R2 e B1/B2 e seus respectivos alvos.

A PCR uniplex foi avaliada apenas com um par de primer (S2/R2 ou B1/B2) e seu
respectivo alvo (S. schenckii s.s. ou L. braziliensis), enquanto que a PCR duplex foi realizada
com uma mistura contendo os dois pares de primers (S2/R2 e B1/B2) e apenas um alvo (S.
schenckii s.s. ou L. braziliensis), como também, com os dois alvos simultaneamente (S.
schenckii s.s. e L. braziliensis), para verificar a influéncia desses fatores na sensibilidade e
especificidade analitica dos ensaios.
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8 RESULTADOS

A seguir sdo descritos os resultados do presente trabalho de dissertacdo de mestrado.

8.1 Padronizacédo da PCR uniplex e duplex

Vérios experimentos de amplificacdo preliminares foram realizados durante o
processo de padronizacdo dos protocolos de PCR. Os resultados de sensibilidade e
especificidade analitica obtidos nos diferentes ensaios foram considerados como pardmetros
para o estabelecimento dos volumes e concentragdes dos reagentes, bem como, das condigdes
de ciclagem da PCR uniplex e duplex (Quadro 1). Em particular, para otimizacdo do
desempenho das reacdes, foi necessario 0 aumento da concentra¢do do MgCl, e da Tag DNA
polimerase, 0 ajuste nas concentracdes dos primers para o equilibrio da eficiéncia e o
estabelecimento de uma temperatura de anelamento em que os pares de primers atingissem
um desempenho equivalente. Também, é valido ressaltar, que na PCR duplex, as amostras de
DNA de cada alvo foram testadas tanto individualmente, como também, em combinacao, com
os dois pares de primers sendo utilizados simultaneamente. Logo, para realizagcdo da PCR
uniplex, cuja reagdo possuia apenas um alvo e seu respectivo par de primer, os volumes dos
reagentes foram reajustados conforme necessario para que o mesmo volume final (50 uL)

fosse mantido em ambos os sistemas (Quadro 1).
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Quadro 1 - Padronizacéo das condicdes de reacéo e ciclagem da PCR uniplex e duplex

Master Mix

Componentes

H20

(200 mM Tris HCI (pH 8.4),
500 mM KCI)

10 mM dNTPs
50 mM MgCl;
Primers senso
Primers anti-senso
Gelatina (0,01 %)
Taq DNA Polimerase (5 U/ul)

Amostra de DNA

10x PCR Buffer livre de MgCl>

Concentracao final

1x PCR Buffer livre de MgCl, (20 mM Tris

HCI (pH 8.4), 50 mM KCI)

0,2 mM de cada dNTP
2,5 mM MgCl,

20 pmol (B1) e/ou 5 pmol (S2)
20 pmol (B2) e/ou 5 pmol (R2)
0,001 %
25U

5ng, 0,5ng,50pg, 5pge0,5pg

Volume por reagéo

33 ul (PCR uniplex) e 30 ul
(PCR duplex)

5ul

1yl
2,5ul
1 pl (por primer)
1 pl (por primer)
5ul
0,5 ul

1 pl (PCR uniplex) e 2 ul
(PCR duplex)

Condicoes de ciclagem

Ciclos
Desnaturacéo inicial
Desnaturacédo
Anelamento
Extensdo

Extensao final

Temperatura/tempo
95° C/5 min
95° C/30 seg
67,5° C/1 min
72° C/30 seg
72° C/10 min

Numero de ciclos
1
35
35
35
1

Fonte: A autora (2019).

8.2 Sensibilidade analitica

Os ensaios de PCR uniplex e PCR duplex amplificaram produtos do tamanho esperado
para as espécies de S. schenckii s.s. (~ 318pb) e L. braziliensis (~ 750 pb). A PCR uniplex
para S. schenckii s.s. apresentou um limite de deteccdo de 5 pg (Figura 12), enquanto que a
PCR uniplex para L. braziliensis apresentou um limite de 0,5 pg (Figura 13). O limite de
deteccdo na PCR duplex foi de 0,5 pg para ambos os alvos, seja na deteccdo individual

(Figura 14 e 15), seja na deteccao simultanea (Figura 16).
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Figura 12 - Reprodutibilidade e sensibilidade analitica da PCR uniplex para S. schenckii s.s.
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Fonte: A autora (2019).
Legenda: Peso molecular (PM); No template control (NTC).

Figura 13 - Reprodutibilidade e sensibilidade analitica da PCR uniplex para L. braziliensis

NTC
5ng
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0,5 ng
0,5 ng
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50 pg
50 pg
50 pg
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0.5 pg
0,5 pg
0.5 pg

=
s

<«— 750 pb (L. braziliensis)

Fonte: A autora (2019).
Legenda: Peso molecular (PM); No template control (NTC).
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Figura 14 - Reprodutibilidade e sensibilidade analitica da PCR duplex para S. schenckii s.s.

NTC
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50pg
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=
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Fonte: A autora (2019).
Legenda: Peso molecular (PM); No template control (NTC).

Figura 15 - Reprodutibilidade e sensibilidade analitica da PCR duplex para L. braziliensis

0,5 pg
0,5 pg
0.5 pg

PM
NTC
5ng
5ng
5ng
0,5ng
0,5ng
0,5 ng
50 pg
50 pg
50 pg
5pg
5pg
5pg

<— 750 pb (L. braziliensis)

Fonte: A autora (2019).
Legenda: Peso molecular (PM); No template control (NTC).
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Figura 16 - Reprodutibilidade e detec¢do simultanea de S. schenckii s.s. e L. braziliensis na PCR duplex
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Fonte: A autora (2019).
Legenda: Peso molecular (PM); No template control (NTC).

8.3 Reprodutibilidade

Em determinados experimentos, ndo houve amplificacdo em algumas repeticdes das

triplicadas (Figuras 12, 14 e 16).

8.4 Especificidade analitica

A partir dos testes cruzados com os primers S2/R2 e B1/B2 foi observada
amplificacdo especifica do DNA dos seus respectivos alvos, com formacdo de um fragmento
com 318 pb para S. schenckii s.s. e 750 pb para L. braziliensis, respectivamente. Também, ndo

foi observada amplificagdo com DNA de humano, céo e gato.
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9 DISCUSSAO

No presente estudo foi padronizada uma PCR duplex para o diagndstico simultaneo da
infeccdo por S. schenckii s.s. e L. braziliensis. A PCR duplex detectou até 0,5 pg de DNA de
S. schenckii s.s. e L. braziliensis, simultaneamente. Em trabalhos anteriores realizados por
Kano et al. (2001) e Liu et al. (2013), nos quais desenvolveram sistemas de PCR uniplex para
espéecies do complexo S. schenckii com os primers S2/R2, foi observado um limite de
deteccdo de 10 pg e 5 pg, respectivamente. Por outro lado, Bruijn e Barker (1992) relataram
uma sensibilidade de 1 pg na deteccdo de L. braziliensis com os primers B1/B2. Apesar
desses protocolos visarem a amplificacdo de apenas um alvo, eles apresentaram um limite de
deteccdo menor ao relatado no presente trabalho. Além disso, Rodrigues-Brito et al. (2015)
descreveram uma PCR multiplex capaz de realizar a diferenciacdo entre espécies de
Sporothrix spp. e Leishmania mexicana, porém obteve uma sensibilidade analitica muito
inferior (40 vezes menor) em relagéo ao da PCR duplex padronizada no presente estudo.

Markoulatos, Siafakas e Moncany (2002) relataram que em ensaios de PCR multiplex,
mesmo que o0s primers trabalhem juntos em uma reacdo sem mostrar reatividade cruzada ou
producdo de artefatos, ainda é muito provavel que eles difiram em eficiéncia. Além disso,
Polz e Cavanaugh (1998) demonstraram que a presenca de dois ou mais alvos em uma mesma
reacdo de PCR, pode resultar em maiores taxas de amplificacdo de uma sequéncia alvo em
detrimento de outra. Em suma, os achados apresentados nesse estudo corroboram com 0s
resultados descritos pelos autores supracitados, ja que durante o desenvolvimento da PCR
duplex foi observado inicialmente um padrdo distinto de eficiéncia entre os pares de primers,
que acarretou na amplificacdo preferencial de um dos alvos. Ainda assim, ajustes nas
concentracdes dos primers foram capazes de garantir uma amplificacdo uniforme dos dois
alvos.

De modo geral, a comparacdo dos protocolos descritos acima, sugere que alteracdes
nas condi¢cbes de reacdo da PCR podem favorecer melhores respostas em termos de
sensibilidade, além de resultar em taxas de amplificacdo iguais para todos os alvos em um
sistema multiplex (MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY, 2002; SINT; RASO;
TRAUGOTT, 2012).

Na maior parte das reacdes de PCR uniplex e duplex, realizadas em triplicata, foi
observada reprodutibilidade do resultado. Contudo, na PCR uniplex para detec¢do de S.
schenckii e nos ensaios duplex incluindo uma mistura de DNA de ambos 0s organismos, a

reprodutibilidade diminuiu conforme as amostras apresentavam quantidades de DNA
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proximas ao limite de detecgdo. Esses achados corroboram com os resultados obtidos por
Sint, Raso e Traugott (2012), os quais demonstraram que quando os ensaios de PCR
chegaram préximos ao limite de deteccgéo, a reprodutibilidade dos resultados foi prejudicada.
Esse fato pode acontecer, por exemplo, devido a baixa quantidade de DNA alvo disponivel na
reacao.

Em contrapartida, no ponto com a maior quantidade de DNA na curva de diluig&o,
observou-se que nao ocorreu formacdo das bandas esperadas em determinados ensaios.
Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), o excesso de DNA pode resultar na falha completa da
reacdo, devido ao alto grau de impurezas agregadas, enquanto que, concentragcbes muito
baixas também poderdo induzir amplificacGes inespecificas ou ndo amplificacdo. Diante
disso, percebe-se que a adequacdo da concentracdo de DNA é um parametro critico para
obtencdo de ensaios de PCR com amplificacdes especificas e reprodutiveis.

A andlise comparativa dos formatos de PCR uniplex e duplex indicou que ndo houve
reducdo em termos de sensibilidade e especificidade quando o formato multiplex foi testado.
Outros ensaios de PCR realizados para deteccdo de S. schenckii e Leishmania mexicana,
também, ndo relataram alteracfes no limite de deteccdo e especificidade entre os sistemas
uniplex e duplex (RODRIGUES-BRITO et al., 2015). Esses resultados contrastam com 0s
estudos realizados por Brownie et al. (1997) e Polz e Cavanaugh (1998), os quais observaram
em ensaios multiplex uma reducdo desses parametros, devido a possivel ocorréncia de
amplificacdo preferencial de uma sequéncia alvo e formacéo de heterodimeros.

Ainda, é valido ressaltar, que além de ndo ser apresentada reducdo da sensibilidade
analitica com inclusdo de ambos os primers e amostras de DNA, no trabalho atual, a PCR
duplex demonstrou um limite de deteccdo 10 vezes maior em relagcdo ao obtido no ensaio
uniplex com os primers S2/R2. Esses dados sdo discordantes dos obtidos por Elnifro et al.
(2000), que afirmaram que ajustes nos constituintes do tampao, dNTPs e concentracfes de
enzimas na PCR multiplex, resultam em pouca ou nenhuma melhora na sensibilidade, em
comparacdo com os resultados obtidos nos formatos uniplex. Diante disso, a PCR duplex
desenvolvida no presente estudo, além de apresentar o potencial de produzir economias de
tempo e esforco no laboratorio, devido a capacidade de detec¢do simultanea dos alvos, ndo
comprometeu a sensibilidade do teste.

Os pares de primers produziram 100% de especificidade quando avaliados de forma
cruzada entre os alvos (i.e., S. schenckii s.s. e L. braziliensis) e DNA de humano, cdo e gato.
A avaliacdo da especificidade entre os trés altimos organismos foi fundamental, uma vez que

independente do tipo de amostra e método de extracdo, deve-se considerar a presenca do
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DNA do hospedeiro nas amostras (SIBLEY et al., 2009). Além disso, os pares de primers
S2/R2 e B1/B2, também, j& foram testados previamente contra diferentes alvos (e.g.,
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, H. capsulatum, Leishmania infantum, T. cruzi) e
ndo apresentaram reacdo positiva (BRUIJN; BARKER, 1992; KANO et al. 2001; LIU et al.,
2013).

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a PCR duplex é um
método especifico e sensivel para a deteccdo simultanea de S. schenckii s.s. e L. braziliensis.
Essa abordagem fornece uma melhoria significativa das préaticas atuais, ja que nos métodos
tradicionais a demonstracdo direta e cultivo dos agentes etioldgicos podem levar vérios dias e
os resultados sdo frequentemente inconclusivos (PEARSON; SOUSA, 1996; RODRIGUES;
HOOG; CAMARGO, 2015). Contudo, antes da aplicacdo clinica, faz-se necessaria a
avaliacdo do protocolo de PCR duplex com amostras de pacientes com LT e/ou esporotricose

para validacéo dessa abordagem.



10 CONCLUSOES

Os ensaios de PCR uniplex e duplex permitiram a deteccdo de pequenas quantidades
de DNA de S. schenckii s.s. e L. braziliensis e ndo apresentaram amplificacfes inespecificas

ou cruzadas com o DNA dos outros organismos testados (i.e., humano, céo e gato).

41
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11 PERSPECTIVAS

O sistema de PCR duplex padronizado no presente estudo podera ser utilizado na
rotina de laboratorios clinicos, centros de pesquisa e universidades como uma ferramenta
répida e eficiente no diagnostico diferencial da LT e esporotricose. Para isso, sugere-se que
em trabalhos futuros sejam realizados estudos de validagdo com amostras clinicas, bem como,
a comparacdo do método molecular aqui desenvolvido com as técnicas convencionais (i.e.
cultura e exame direto) de deteccdo de L. braziliensis e S. schenckii s.s., para avaliacdo da

sensibilidade, especificidade e valores preditivos entre essas metodologias.
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