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RESUMO

A deteccdo do DNA de Leishmania spp, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
suas variacOes, surgem como alternativas para o diagnostico da LVC, por serem
métodos altamente sensiveis e especificos. O objetivo deste trabalho foi comparar a
PCR e suas variacOes (Seminested PCR e PCR em tempo real) utilizando amostras de
pele e de baco de 60 cées soropositivos (RIFI e ELISA). Os animais foram agrupados
considerando a forma clinica, sendo classificados como assintomaticos (CA; n=20),
oligossintomaticos (CO; n= 22) e sintomaticos (CS; n= 18). Como controle negativo,
foram utilizados fragmentos de trés cées ndo infectados provenientes do canil da UFOP.
O diagnéstico parasitolégico, utilizado como padrdo ouro, foi realizado por meio de
duas metodologias: cultivo de aspirado medular em meio de cultura NNN/LIT e pela
visualizacdo direta de formas amastigotas do parasito em laminas com imprints de pele
e de baco. As anélises moleculares foram realizadas utilizando iniciadores direcionados
para a regido conservada do minicirculo do kDNA de Leishmania — L150/L152 e
LINR4/LIN17/LIN19 para as técnicas de PCRc e snPCR, respectivamente. Na gPCR
foram utilizados iniciadores que amplificam o gene da DNA polimerase (DNA pol o) de
L. infantum. De acordo com os testes parasitoldgicos 61,7% das amostras foram
positivas. Nos fragmentos de pele, a sensibilidade da PCRc foi de 89,2%, j& para a
snPCR e gPCR foi de 86,5% e 97,3% respectivamente. VPP para a PCRc foi de 36,0%,
snPCR de 35,3% e da qPCR foi 38,1%. O VPN foi de 93,6%, 92,1% e 98,3% pelas
técnicas de PCRc, snPCR e gPCR respectivamente. Em amostras de bacgo, a
sensibilidade da PCRc foi 81,1%, snPCR de 94,6% e de 100,0% pela gPCR. O VPP
para a PCRc foi 33,9%, snPCR 37,4% e gPCR 38,7%. O VPN da PCRc foi de 89,3%,
snPCR 96,7% e gPCR 100,0%. A positividade nos testes moleculares aumentou de
acordo com a gravidade dos sinais clinicos. Foi observado que a gPCR apresentou 0s
melhores resultados na pele e no baco devido a maior sensibilidade, VPP e VPN, em
comparagdo as outras técnicas moleculares. Sendo assim, concluimos que a melhor
técnica e tecido para o diagnostico molecular da LVC é a gPCR de pele, devido a

elevada sensibilidade e facil obtencdo da amostra bioldgica.

Palavras chave: Leishmania. Diagnostico molecular. PCR. qPCR. snPCR. Pele. Bago.

Leishmaniose Visceral Canina.



Reis, L.E.S. Abstract

ABSTRACT

The detection of Leishmania DNA based on polymerase chain reaction (PCR) and its
variations represent alternatives for CVL diagnosis with highly sensitive and specific
methods. The aim of this work was to compare the PCR and its variations (Seminested
PCR and quantitative PCR) in samples of skin and spleen of 60 seropositive dogs (IFAT
and ELISA). The animals were divided according to their clinical presentation and were
classified as asymptomatic (CA, n = 20), oligosymptomatic (CO, n = 22) and
symptomatic (CS, n = 18). As a negative control, we used fragments of three uninfected
dogs from the kennel of UFOP. The parasitological diagnosis used as gold standard was
performed by two methods: culture of bone marrow aspirate in culture medium
NNN/LIT and direct visualization of amastigotes of the parasite on slides with imprints
of skin and spleen. The primers L150/L152 and LINR4/LIN17/LIN19 were used to
amplify the conserved region of the Leishmania KDNA minicircle in the cPCR and
snPCR and gPCR were performed out using the DNA polymerase gene (DNA pol o)
primers from L. infantum. According to the parasitological test 61.7% the samples were
positive. In skin samples, the sensitivity of cPCR was 89.2%, snPCR was 86.5% and
gPCR was 97.3%. PPV for cPCR was 36.0%, snPCR was 35.3% and qPCR was 38.1%.
The NPV was 93.6%, 92.1% and 98.3% by the techniques of cPCR, snPCR and qPCR.
In spleen samples, the sensitivity of cPCR was 81.1%, snPCR was 94.6% and gPCR
was 100.0%. PPV for cPCR was 33.9%, snPCR was 37.4% and gPCR was 38.7%. NPV
for cPCR was 89.3%, snPCR was 96.7% and gPCR was 100.0%. Positivity in
molecular tests increased with the progression of clinical signs. It was observed that the
gPCR showed the best results in skin and spleen due to higher sensitivity, PPV and
NPV compared to other molecular techniques. Thus, we conclude that the best
technique and tissue for molecular diagnosis of CVL is the gPCR skin due to the high

sensitivity and easy obtaining the biological sample.

Keywords: Leishmania. Molecular diagnostic. PCR. gPCR. snPCR. Skin. Spleen.
Canine Visceral Leishmaniasis.
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As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que, segundo a Organizagédo
Mundial de Salde, possuem uma incidéncia de aproximadamente 1,6 milhdes de casos
por ano em todo o mundo. As formas clinicas das leishmanioses podem ser agrupadas
como: (i) leishmaniose cutanea, que provoca o aparecimento de ulceracdes na pele; (ii)
leishmaniose cutdneomucosa, caracterizada como uma doenca mutiladora que causa
deformidades irreversiveis, principalmente na face dos pacientes; (iii) leishmaniose
cuténeodifusa, responsavel por lesbes nodulares ndo ulcerativas disseminadas em todo o
corpo e (iv) leishmaniose visceral (LV), a forma mais grave, que pode evoluir para o
Obito quando ndo tratada (Reithinger et al. 2007; WHO 2010). Com relagédo a LV, sabe-
se que 59.000 pessoas morrem anualmente da doenca e sua incidéncia é cerca de
500.000 casos/ano (Desjeux 2004; WHO 2010). Mais de 90% de todos os casos de LV
ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Republica do Sud&o do Sul,
Brasil e Etiopia (Alvar et al. 2012). A LV é uma doenca infecto-parasitaria, causada
pelo protozoario Leishmania infantum e Leishmania donovani e transmitida por dipteros
da familia Phychodidae, subfamilia Phlebotominae, especialmente os do género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. (Gebre-Michael et al.
1993; Killick-Kendrick 1999).

No Brasil, até meados da década de 80, a LV ocorria predominantemente em
zonas rurais, porém nos ultimos anos houve significativa mudanca deste perfil
epidemioldgico a partir de sua expansao e urbanizacdo, comprovada pela ocorréncia de
inimeros casos nas grandes cidades (Costa et al. 1990; Dantas-Torres 2006a; Silva et al.
2008; Werneck 2008; Araujo et al. 2012). Dentre as areas urbanas de maior expansdo
da LV destaca-se Belo Horizonte, que apresenta uma das maiores prevaléncias da
doenca no Brasil, além da elevada letalidade (Harhay et al. 2011; Aradjo et al. 2012).
Um dos principais motivos da urbanizacdo da LV é a boa adaptacdo do vetor ao
ambiente domiciliar e a presenca do reservatorio. O cdo domeéstico (Canis familiares) é
considerado o principal reservatério do parasito no ciclo urbano por apresentar um
intenso parasitismo cutdneo comportando-se como fonte de infeccdo para o vetor
(Molina et al. 1994; Giunchetti et al. 2006). Neste contexto, o cdo tem um papel
essencial para disseminagdo e amplificacdo dos focos endémicos, antecedendo, na
maioria das vezes, 0 aparecimento de casos humanos (Falqueto et al. 1986; Nunes et al.
2010).
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O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV)
instituido no Brasil tem as seguintes diretrizes: a) o diagnostico e tratamento precoce
dos casos humanos; b) o controle vetorial; ¢) a eliminacdo dos reservatérios pela
eutanasia de cées sororeativos e, d) atividades de educacdo em salude (Brasil 2006). O
programa apresenta algumas limitagdes no quesito eliminacdo do reservatorio
doméstico, devido a demora entre o diagndstico e eutanasia dos animais infectados, bem
como a baixa sensibilidade e especificidade dos métodos soroldgicos empregados
(Braga et al. 1998; Vieira 1998; Grimaldi et al. 2012b; Quinnel et al. 2013), além da
reposicdo imediata de cdes pela populacdo (Ashford et al. 1998; Andrade et al. 2007;
Nunes et al. 2010). Estas limitacbes podem estar contribuindo para o aumento na
expansdo da LV no ambiente urbano.

Diferentes metodologias sao utilizadas no diagndstico da leishmaniose visceral
canina (LVC) e podem ser divididas em: (i) isolamento do parasito, (ii) métodos
moleculares e (iii) técnicas de imunodiagndstico (Gontijo & Melo et al. 2004). Apesar
da grande variedade de testes disponiveis, a RIFI e 0 ELISA foram até pouco tempo as
técnicas utilizadas nos inquéritos caninos realizados pelo PVC-LV, entretanto a
aplicabilidade destes testes € bastante questionada devido a baixa sensibilidade e
especificidade (Braga et al. 1998; Moreira et al. 2004; Silva et al. 2012). Recentemente
0 Ministério da Saude substituiu o0s testes antes preconizados, pelo teste
imunocromatogréfico (DPP®) para triagem e o ELISA em soro, como confirmatorio,
porém a aplicacdo dos mesmos para o diagnostico e controle da LVC sdo questionados
(Grimaldi et al. 2012a; Quinnel et al. 2013). Neste sentido, é de grande importancia e
necessidade o aprimoramento de técnicas moleculares que apresentem uma maior
acuracia no diagndstico da LVC.

Em todo mundo, os métodos moleculares estdo entre as técnicas de diagndstico
mais utilizadas no contexto da pesquisa cientifica (Queiroz et al. 2011; Hamarsheh et al.
2012; Lombardo et al. 2012; Morales-Yuste et al. 2012). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem melhorado significativamente a sensibilidade na detecgdo
precoce da infecgé@o canina por L. infantum (Solano-Gallego et al. 2001; Coura-Vital et
al. 2011). Além da PCR convencional, os laboratérios vém testando outras variacoes
desta técnica para o diagnostico da LVC, dentre elas, a seminested PCR e a PCR em
Tempo Real (Aransay et al. 2000; Gomes et al. 2008; Mir¢ et al. 2008; Maia et al.
2009). Diversos estudos mostraram que a sensibilidade e especificidade destas técnicas
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apresentam variacOes significativas (Reithinger et al. 2000; Solano-Gallego et al. 2011;
Silva et al. 2012) ocasionadas principalmente pelo iniciador direcionado a diferentes
alvos moleculares, niumero de ciclos empregados na reacdo, métodos de extragdo do
DNA e origem do material biologico (Lachaud et al. 2002; Cortes et al. 2004; Baneth
2008; Maia et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2009). Neste sentido, é fundamental o
desenvolvimento de estudos que busquem melhor e padronizar os protocolos para o

diagnostico molecular da LVC.



2 REVISAO DE LITERATURA



Reis, L.E.S. Revisdo da Literatura

2.1 O cao no contexto da Leishmaniose Visceral

A importancia do cdo no contexto de LV tem sido estudada desde 1908, quando
Nicolle & Comte, na Tunisia, observaram a presenca do parasito na pele destes animais,
sugerindo que os mesmos participariam da cadeia de transmissdo do parasito como
reservatorios (Alves 2006). Esta hipdtese foi confirmada posteriormente por Laveran
(1914) no Instituto Pasteur, que reproduziu a infec¢do experimental por L. infantum em
25 cdes, encontrando e descrevendo o parasito na pele e outros 6rgéos destes animais.

No Brasil, um dos primeiros estudos epidemiolégicos foi realizado em 1938 por
Chagas, Ferreira, Deane & Guimardes, na regido de Abaeté, localizada no estado do
Pard, onde relataram uma incidéncia de 1,48% de infeccdo humana e 4,49% de infeccao
canina. Posteriormente, em 1955 Deane & Deane conduziram um amplo estudo no
estado do Cear4, regido com alta prevaléncia de LV, contribuindo para o entendimento
da epidemiologia da L. infantum e reforcando a importancia do cdo como reservatério
doméstico e da raposa (Dusicyon vetulus) como reservatorio silvestre do parasito
(Deane 1956; Deane & Deane 1962a). Outros membros da familia Canidae também séo
apontados como reservatorios: Licalopex vetulus (Deane 1956) e Cerdocyon thous
(Lainson & Shaw 1987; Curi et al. 2006). Sendo que, de forma geral, o cdo desempenha
0 papel mais importante como fonte de transmissdo de L. infantum para o vetor e
consequentemente para 0 homem, principalmente em éareas rurais e urbanas, ficando aos
demais canideos a manutencéo do ciclo silvestre do parasito (Alvar et al. 2004). Os cées
também podem ser infectados por outras espécies de Leishmania, responsaveis pela
forma cutanea e cutdneomucosa da doenca (Lemrani et al. 2002; Dantas-Torres, 2006b),
entretanto, para essas espécies eles ndo apresentam importancia epidemioldgica
(Dantas-Torres, 2006b). Recentemente tem sido demonstrada a participacdo de outros
hospedeiros da L. infantum, como o gato doméstico (Felis catus), marsupiais (Didelphis
albiventris, D. marsupialis) e roedores (Rattus rattus; Nectomys squamipes; Proechimys
canicollis) (Savani et al. 2004; Oliveira et al. 2005; Dantas-Torres, 2006a). A
importancia destes animais e de outros mamiferos no contexto epidemioldgico da LV
necessita ainda de maiores investigacbes. O cdo é considerado o0 mais importante
reservatorio urbano da LV por apresentar alta prevaléncia da doenca (Coura-Vital et al.
2011) e pela elevada carga parasitaria na pele, tornando-o uma consideravel fonte de

infeccdo para o vetor (Molina et al. 1994). Por esta razdo esses animais S&do
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considerados alvos para os programas de controle da doenca (Moreno et al. 2002; Alvar
et al. 2004; Baneth et al. 2008).

A LVC produz um amplo espectro de manifestacdes clinicas e imunoldgicas,
como consequéncia do parasitismo das células do sistema mononuclear fagocitario pela
Leishmania. A presenca do parasito nos 0rgaos e tecidos, associada a resposta imune do
cdo, determinam reacGes inflamatérias que produzem as lesdes e sinais clinicos
caracteristicos da doenca (Alvar et al. 2004; Reis et al. 2006a). Neste contexto, a doenca
no cdo pode permanecer assintomatica por um longo periodo, evoluindo para a autocura
(Grimaldi et al. 2012) ou evoluir para a forma grave, podendo levar o animal a ébito
(Mancianti et al. 1988; Garg 2006). As formas clinicas caracteristicas da LVC sdo: (i)
assintomatica, caracterizada pela auséncia de sinais clinicos, (ii) oligossintomatica , na
qual os animais apresentam até trés sinais clinicos ndo debilitantes da doenca e (iii) e
sintomatica, onde os cées apresentam mais de trés sinais clinicos sugestivos da doenca
(Mancianti et al. 1988; Reis et al. 2006; Reis et al. 2009). Os sinais clinicos iniciais da
LVC sdao: hipertrofia do linfonodo, dermatite periorbital e nasal, pelagem opaca,
onicogrifose e edema das patas. Outros sinais, como febre, apatia, diarréia, hemorragia
intestinal, perda de peso, hepatoesplenomegalia, ulceracdo cutanea (nariz, orelhas e
cauda) e conjuntivite sdo frequentes, embora ndo necessariamente presentes em todos 0s
animais (Almeida et al. 2005; Baneth et al. 2008; Reis et al. 2009). Quanto aos
parametros bioquimicos, observam-se alteracBes nos niveis protéicos entre caes
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Observa-se também um aumento na
concentracdo de globulina, além da reducdo de albumina e da razdo A/G de acordo com
a progressao clinica (Almeida et al. 2005; Reis et al. 2006b).

2.2 Medidas de controle da LVVC

As medidas para o controle da LV estabelecidas por Deane (1956) baseiam-se
em um tripé de acbes que preconizam o tratamento de pessoas doentes, aspersdes de
inseticida no domicilio e peridomicilio e a eutanasia de cées soropositivos. Apesar do
conhecimento e da utilizacdo destas medidas deste a década de 50, as estratégias de
controle tém se mostrado pouco efetivas (Werneck et al. 2002). O Ministério da Saude
brasileiro, através do PVC-LV tem instituido medidas especificas para controlar a

disseminacdo da doenca pelo pais. E preconizado o diagndstico precoce e tratamento
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dos casos humanos, a identificacdo e eutanasia de caes sororeativos, o controle vetorial
e a educacdo em salde (Brasil 2006). Além disso, o PVC-LV busca uma melhor
definicdo das areas de transmissdo e/ou de risco e propBe acdes de vigilancia para o0s
municipios considerados silenciosos (Brasil 2006). A realizacdo dessas medidas
isoladamente, ndo tem apresentado efetividade para reducdo da incidéncia da doenca
(Lemos et al. 2008). Estes fatos apontam para a necessidade de reavaliacdo da politica
de controle da LV no Brasil (Costa 2001).

Atualmente, o Brasil é o Unico pais que adota um programa de eliminacdo de
cdes soropositivos como parte das medidas de controle para a LV (Costa et al. 2011).
Esta medida vem apresentando uma série de dificuldades em sua execugdo, uma vez que
ndo tem reduzido significativamente a incidéncia da doenca e por ser muitas vezes
inaceitavel pelo proprietario do cdo. Um dos possiveis motivos da falha desta medida de
controle é a demora entre a coleta da amostra bioldgica, sua analise e a eutanasia dos
animais infectados (Braga et al. 1998; Vieira 1998; Moreira et al. 2004; Grimaldi et al.
2012). Além disso, apds a eutandsia do cdo soropositivo, geralmente o proprietario
adquire outro quase imediatamente, o que interfere no controle, devido a
susceptibilidade destes animais que se tornam infectados rapidamente, dificultando
ainda mais o controle dos reservatorios (Dye 1996; Moreira et al. 2004). Esses fatores
contribuem para a controvérsia e falta de consenso quanto a efetividade da eutanésia dos
cdes positivos como uma medida de controle e reducdo da incidéncia da LV humana e
canina (Ashford et al. 1998; Nunes et al. 2010). Um estudo realizado no estado do
Espirito Santo constatou que apds a eliminacdo de cdes soropositivos, a positividade
humana aumentou na mesma proporcao que na area onde ndo houve remocao dos cées
(Dietze et al. 1997). Entretanto, outros estudos mostraram que as remoc¢des e eutanasias,
sendo rapidamente realizadas, reduzem consideravelmente a incidéncia de LVC e LVH,
principalmente quando realizadas simultaneamente as medidas de controle vetoriais e ao
tratamento dos casos humanos (Ashford et al. 1998; Braga et al. 1998). Neste contexto,
Grimaldi (2012) avaliaram, durante um estudo prospectivo em uma area endémica no
estado do Espirito Santo, o efeito da remocao répida de cdes infectados na prevaléncia e
incidéncia de infeccdo canina usando um teste rapido imunocromatografico. Os
resultados foram avaliados medindo taxas de soropositividade e soroconversao dos cées,
e 0s mesmos demonstraram que a deteccdo e eliminacdo concomitante dos cées

soropositivos podem diminuir as taxas de infec¢des caninas e a incidéncia da doenca
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temporariamente, embora seja insuficiente para interromper a transmissao zoonotica da
leishmaniose.

Com relagdo ao controle vetorial, o Brasil foi o primeiro pais a utilizar o
inseticida DDT contra flebotomineos. O extinto "Departamento Nacional de Endemias
Rurais (DENERu)" iniciou a utilizacdo deste inseticida, na década de 50, contra vetores
em locais com focos de leishmaniose. Atualmente o PVC-LV utiliza inseticida da
classe dos piretrdides, como a deltametrina, cipermetrina, alfacipermetriana, dentre
outros (Brasil 2006). Uma medida preventiva que tém apresentado bons resultados na
reducdo da incidéncia de LVC ¢é o uso de coleiras impregnadas com deltametrina ou
formulacdes tdpicas a base de permetrina (Killick-Kendrick et al. 1997; Foglia Manzillo
et al. 2006; Courtenay et al. 2009). Um estudo realizado em uma regido endémica da
Italia demonstrou que o uso dessas coleiras reduziu em 84% o risco de infeccdo canina
por L. infantum (Ferroglio et al. 2008). Esta € uma boa estratégia a ser utilizada em
areas de alta transmissdo, entretanto seu custo ainda é elevado, dificultando sua
aquisicdo pela populacdo de baixa renda, a principal acometida pela doenca. Além disto,
nos paises europeus que margeiam o mediterraneo ocorrem dois picos de transmissao
anuais enquanto no Brasil e em outros paises tropicais a transmissdo ocorre de modo
continuo, o que necessitaria de estudos que avaliassem o potencial uso de coleiras em
programas de controle de modo a medir seu tempo de uso, troca e validade de acdo
inseticida.

Na Regido Sudeste, Minas Gerais € o0 estado de maior incidéncia da doenca,
principalmente as regides norte e nordeste do estado, onde vérias cidades sdo endémicas
para LV, dentre elas os municipios de Montes Claros e Porteirinha. Nestas cidades ha
uma elevada prevaléncia de LVC e alta densidade do vetor Lu. longipalpis (Franca-
Silva et al. 2003; Franca-Silva et al. 2005; Monteiro et al. 2005). Em Belo Horizonte,
desde 1993 sdo realizados inquéritos soroldgicos para a deteccdo de cdes sororeativos,
como parte das acbes do programa de controle desenvolvido pela Secretaria Municipal
de Saude através do Departamento de Controle de Zoonoses.

Recentemente o Ministério da Salde, através da Nota Técnica Conjunta
001/2011 recomendou a substituicdo do ELISA em eluato de papel filtro como teste de
triagem e a RIFI como confirmatdrio, pelo teste imunocromatogréafico (DDP®) para

triagem e o ELISA em soro, como confirmatdrio. Apesar destas alteracdes, os testes
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soroldgicos ainda sdo questionados devido a baixa sensibilidade na deteccdo de cées
com baixos titulos sorolégicos (Grimaldi et al. 2012; Quinnel et al. 2013).

Neste contexto, para um melhor controle da LV é necessario o emprego de testes
diagnostico com maior acuracia e capazes de identificar um maior nimero de animais
que sejam fonte de infeccdo para o vetor, particularmente aqueles que se encontram
entre o periodo de infeccdo e o inicio da infectividade, reduzindo efetivamente a
transmissdo da doenca pelos flebotomineos (Courtenay et al. 2002). Até o momento
ainda ndo dispomos de tais métodos e desta forma o PVC-LV ainda vem sendo mantido
com um diagndstico canino moroso, com baixa sensibilidade e especificidade, o que

possivelmente repercute no insucesso frequente do programa.

2.3 Diagnostico da LVC

O diagnéstico clinico da LVC € extremamente dificil, pois os sinais clinicos
quando presentes podem ser confundidas com outras doencas dificultando o diagnostico
diferencial, sendo observado poucas alteragdes patognomonicas na LVC (onicogrifose,
ceratoconjutivite e dermatite furfurdcea). Além disso, mais de 50% dos animais
parasitados podem permanecer assintomaticos durante um longo periodo (Gradoni et al.
2004; Solano-Gallego et al. 2009). Até a década de 30, o diagndstico canino era
realizado por meio dos exames diretos, através da puncédo de figado, baco e raspado de
pele. Esses métodos apresentavam limitacdes, pois apesar da grande especificidade,
possuiam baixa sensibilidade (Gontijo & Melo et al. 2004). Um método convencional
de diagnostico parasitoldgico é a visualizacdo do parasito em esfregacos por aposi¢do
empregando-se microscopia oOptica, que apresenta sensibilidade dependente da carga
parasitaria e especificidade de quase 100% (Carvalho et al. 2009). A existéncia de um
intenso parasitismo permite facilmente a visualizagdo de amastigotas elevando assim, a
sensibilidade deste método, entretanto, quando o parasitismo € baixo, a sensibilidade
reduz consideravelmente (Reis et al. 2006). Outro método parasitoldgico classico € o
isolamento do parasito em meio de cultura NNN-LIT, que sdo Uteis para identificar o
parasito, porém, este demanda longo tempo (em torno de um més) para a obtencéo do
resultado (Solano-Gallego et al. 2011). Apesar dos avangos tecnoldgicos, ainda nédo
existe uma técnica padrdo ouro ou um método absolutamente preciso para o diagnostico
da LVC. Na maioria dos casos, o diagnostico final é obtido utilizando uma combinagéo

de testes distintos.
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Historicamente, a RIFI comecou a ser utilizada a partir da década de 60 em
substituicdo a reacdo de fixacdo do complemento. Esta reagdo apresentava sensibilidade
variando de 90 a 100% e especificidade aproximada de 80%, devido a rea¢des cruzadas
com outras doencas (Barbosa-de-Deus et al. 2002; Porrozzi et al. 2007). A necessidade
de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez surgir, a partir da década de
70, varios trabalhos avaliando o teste de ELISA, assim como suas diversas variagdes
metodoldgicas (Hommel et al. 1978; Pappas et al. 1983; Cabrera et al. 1999). A
utilizacdo de antigenos recombinantes (rA2, rK9, rK26 e rK39) e purificados de
glicoproteinas de membranas (gp63, gp72 e gp70), otimizaram a sensibilidade e a
especificidade da técnica de ELISA (Boarino et al. 2005; Porrozzi et al. 2007). O Direct
Agglutination Test (DAT), citado como um método alternativo para o diagndstico da
LV foi descrito pela primeira vez em 1975 e adaptado para o diagndstico da infec¢éo
canina no final da década de 80 (Safi et al. 1989). Em trabalhos comparativos entre
ELISA, RIFI e DAT, este ultimo demonstrou semelhante sensibilidade e especificidade
quando comparado aos outros testes (Evans et al. 1990; Silva et al. 2006).
Posteriormente, surgiram diferentes testes: FAST (Fast Agglutination Screening Test),
Western Blotting, IDA (Immunodiffusion assay), dentre outros, como alternativas para o
diagnéstico da LVC, entretanto, apresentam limitacbes em relacdo aos testes
sorolégicos convencionais, RIFI e ELISA (Maia et al. 2008; Mird et al. 2008; Solano-
Gallego et al. 2009). Babakhan et al. (2009) compararam o FAST e o DAT em soro de
cdes infectados com L. infantum em uma regido endémica no Iran e demonstraram que
houve um bom grau de concordancia entre os testes (86,8%). Eles concluiram que o
FAST pode ser uma ferramenta de diagnéstico pratica e simples para ser utilizada no
diagnostico da LVVC em areas endémicas do Iran.

Os testes imunocromatograficos, em especial os testes rapidos, representam o
mais recente avango no contexto do diagndstico da LVC (Maia et al. 2008). A rapidez
do resultado e a facilidade de realizacdo, que dispensa laboratérios ou técnicos
especializados, fazem com este tipo de teste possa ser aplicado como triagem imediata
de animais suspeitos de LVC em clinicas veterinarias além da sua utilizacdo em
inquéritos epidemioldgicos no campo (Marcondes et al. 2011). Embora de manuseio
facil, alguns autores afirmam que os testes rapidos, existentes no mercado, apresentam
baixa especificidade e/ou baixa sensibilidade quando comparados com as técnicas

soroldgicas convencionais, 0 que limitaria seu uso como diagnéstico confirmatério
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(Maia et al. 2008; Lima et al. 2010). Um desses testes imunocromatogréficos é o DPP®
surgiu recentemente como uma alternativa para o diagndéstico da LVC (Grimaldi et al.
2012). Silva (2012) compararam os testes diagnésticos ELISA, RIFI e DPP® utilizando
diferentes antigenos em amostras de soro de cdes de uma area endémica de LVC. Ao
analisar a sensibilidade e especificidade dos testes, concluiram que o teste de ELISA
com antigenos de L. infantum foi o melhor para o diagndstico de LVC, mas o ensaio
imunocromatografico também apresentou bons resultados. Coura-Vital (2011) ao
estudarem a prevaléncia da infeccdo por L. infantum em cées de uma regido endémica
através de métodos moleculares (PCR-RFLP), demonstrou que os métodos soroldgicos
disponiveis subestimam a prevaléncia de cées infectados. Sendo assim, a utilizacdo do
diagnostico molecular possibilitaria a deteccdo da infeccdo por Leishmania
precocemente, antes da ativacdo da sintese de anticorpos e consequentemente da
soroconversao.

Até 2011 o Ministério da Saude recomendava como métodos de diagndsticos
para controle da LVC o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) como método de triagem e a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) — (titulagdo > 1: 40) como método
confirmatédrio (Brasil 2006). Os resultados destes testes eram usados como critério para
a eutanéasia dos cdes sororeativos pelo PVC-LV. Com o intuito de aperfeicoar a técnica
de diagnoéstico da LVC, o Ministério da Saude encomendou um estudo a Fiocruz/RJ
com o intuito de validar os testes soroldgicos atualmente adotados na Rede Publica e do
teste rapido imunocromatografico (DPP®). A partir dos resultados desse estudo foi
recomendado, por meio da Nota Técnica Conjunta N°01/2011 - CGDT -
CGLAB/DEVIT/SVS/MS, publicada em 29 de dezembro de 2011, a utilizacdo do teste
rapido imunocromatografico como teste de triagem e o ELISA como teste
confirmatério. A realizacio do DPP® podera ser realizada a partir de amostras de
sangue total, soro ou plasma. Enquanto para a realizacdo do ELISA esta indicado
apenas 0 soro sanguineo obtido de coleta de puncdo venosa, ndo sendo recomendado
mais 0 uso do papel filtro. Este protocolo recomendado esta sendo implementado pelo
PVC-LV gradativamente em todos os estados brasileiros.

Considerando as limitagbes apresentadas pelos metodos de diagnostico
convencionais, verifica-se a necessidade de aprimoramento das técnicas que sejam
capazes de promover um diagnostico mais acurado da LVC. Dessa forma, os métodos

moleculares vém sendo desenvolvidos e aprimorados para o diagndstico da LVC em
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diversas amostras clinicas (Maia et al. 2010; Almeida et al. 2012). S&o varias as técnicas
inovadoras que se encontram em desenvolvimento e aprimoramento, podendo-se
destacar entre elas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variantes (PCR
multiplex, nested-PCR, RT- PCR, PCR em Tempo Real) (Gomes et al. 2008; Maia et al.
2009).

Uma das variantes da PCR, a seminested PCR (snPCR), foi proposta por
Aransay (2000) para identificar diferentes espécies de Leishmania em flebotomineos. A
diferenca proposta nesta técnica foi a utilizacdo de duas amplificacbes com trés
iniciadores, sendo que o terceiro iniciador € interno somente a uma extremidade da
sequéncia-alvo. Esta modificacdo tem como proposito melhorar a especificidade e a
eficiéncia da reacdo, baseado no fato de que o segmento gendmico é amplificado
primeiro de forma abrangente, copiando até mesmo sequéncias localizadas fora da
sequéncia-alvo. Posteriormente utilizando-se este primeiro produto, segue-se a
amplificagéo da real sequéncia-alvo. Quando essas etapas ocorrem concomitantemente,
a reacdo € denominada nested PCR. Porém quando ocorre em duas reacdes separadas, é
chamada de seminested PCR. Por meio de um estudo transversal realizado em uma area
endémica na Italia, Di Muccio (2012) avaliou o desempenho da nested PCR em
amostras de creme leucocitario e mucosa conjuntival de cdes, em comparagdo com a
RIFI e microscopia de linfonodo. Seus resultados demonstraram que a nested PCR foi 0
método mais sensivel em relacdo as outras técnicas, com o maior desempenho relativo
(76,4%). Em outro estudo recente, Silva (2012) encontraram 76,9% e 69,2% de
positividade pelas técnicas de PCR convencional e seminested PCR, respectivamente,
ao comparar raspados de leséo de pacientes com leishmaniose cutanea. Esses resultados
ressaltam que a técnica molecular em ambos 0s ensaios possuem bom potencial para
diagnostico laboratorial das leishmanioses.

Iniciadores desenvolvidos para amplificar sequéncias alvo multicépias, como a
regido conservada dos minicirculos de DNA do cinetoplasto, tem aprimorado o
diagndstico de infeccBes por Leishmania (Reale et al. 1999). Entretanto é importante
salientar que as informag0es fornecidas pela PCR devem ser analisadas em conjunto
com o0s aspectos clinicos e avaliagbes sorolégicas dos cdes e 0s animais
soronegativo/PCR+ ndo devem ser eutanasiados e sim monitorados (Solano-Gallego et
al. 2011, Coura-Vital et al. 2011). A PCR torna-se uma técnica de grande praticidade,

devido a possibilidade de ser realizada em diversos tipos de material bioldgico, como:
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tecidos, sangue, fluidos corporais ou até mesmo cortes histologicos emblocados em
parafina (Solano-Gallego et al. 2011). Outra vantagem é a possibilidade de detec¢do do
DNA mesmo quando este se apresenta em quantidades minimas nas amostras
bioldgicas. A deteccdo do DNA de Leishmania em tecidos pela PCR permite uma maior
sensibilidade e especificidade no diagnostico da infeccdo quando comparada a outras
técnicas utilizando o mesmo material bioldgico (Maia et al. 2009; Solano-Gallego et al.
2009).

Recentemente foi desenvolvida a reacdo de amplificacdo de DNA quantitativa
em tempo real (QPCR), que é baseada no uso de fluorocromos ou sondas fluorescentes
que permitem o monitoramento em tempo real do produto amplificado. Em uma PCR
em tempo real, a analise da emisséo de luz é feita por um detector de sinal luminoso e
um amplificador de sinal traca um grafico com a absorcdo obtida apds cada ciclo da
PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado (Kubista et
al. 2006). O ciclo em que o sinal de amplificagdo exponencial atinge uma intensidade de
fluorescéncia superior ao limiar de detecgdo (Threshold) é denominado Ct e, 0 momento
em que o Ct é ultrapassado estd diretamente relacionado a quantidade de DNA
amplificado (Mortarino et al. 2004). Sendo assim, denomina-se Ciclo Threshold ou Ct o
ponto em que a emissdo de fluorescéncia da amostra em teste supera a referéncia
passiva do aparelho (background). Um dos tipos de sistema de deteccdo utilizado na
PCR em tempo real é o SYBR Green®. Esse sistema esta relacionado a uma cianina
assimétrica que se liga inespecificamente as fitas duplas de DNA ou cDNA formadas
durante a amplificacdo. Nesse sistema, quando o fluorocromo esta livre em solucdo ndo
emite fluorescéncia, porém, quando se liga a moléculas de DNA emite um sinal
luminoso forte (Nygren et al. 1998; Wortmann et al. 2001). Esta técnica vem sendo
amplamente utilizada em estudos relacionados a carga parasitaria, a interacdo entre
parasito e hospedeiro e monitoramento de esquemas terapéuticos a partir de amostras
clinicas provenientes de pacientes e de cdes com leishmaniose (Quaresma et al. 2009;
Khademvatan et al. 2011; Weirather et al. 2011). Pelo fato de ndo apresentar os varios
passos de manipulacdo pdés-amplificacdo utilizados na técnica de PCR convencional, a
gPCR minimiza os riscos de contaminagdo do material, além de permitir de forma
simultanea a deteccdo e quantificacdo da carga parasitaria (Vitale et al. 2004). Além
disso, um estudo feito em amostras de sangue total e aspirado de linfonodo de cées

naturalmente infectados por meio de gPCR, indicou que existe uma relagdo positiva
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entre a carga parasitaria e as manifestacdes clinicas da LVC (Manna et al. 2009). Apesar
de todas essas vantagens, ainda ndo existe um consenso de que a gPCR é a técnica mais
sensivel, pois existem variacBes como o tecido utilizado e a eficiéncia dos iniciadores.
Em um estudo recente, Solca (2011) compararam a sensibilidade da PCR convencional
e da gPCR em amostras de baco de cdes naturalmente infectados. Foi observado que a
sensibilidade da PCR convencional foi de 88,9%, mostrando-se superior a sensibilidade
da gPCR (83,3%).

As técnicas moleculares apresentam uma serie de variaveis que afetam seu
desempenho, tais como: quantidade de DNA a ser amplificado, método empregado na
extracdo do DNA, protocolo de amplificacdo e a forma de deteccdo do material
amplificado (Reithinger et al. 2000; Baneth et al. 2008). Parte desta variacdo pode ser
explicada pela distribuicdo heterogénea do parasito pelos tecidos e oOrgdos e pela
resposta imune local (Maia et al. 2009). Solano-Gallego (2011) consideram que as
amostras clinicas mais sensiveis para o uso de técnicas moleculares no diagndéstico da
LVC sdo: medula 0ssea, linfonodo, baco e pele. Entretanto essa sensibilidade pode
variar de acordo com a técnica molecular utilizada. Estes achados indicam que a
utilizacdo de diferentes tecidos pode levar a uma variacdo nos resultados da técnica, o
que corrobora a necessidade de uma melhor comparacédo e avaliagéo deste tipo de teste
diagndstico.
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3.1 Justificativa e relevancia

A leishmaniose visceral € uma zoonose considerada, dentre as doencas
negligenciaveis, a que se encontra em maior expansao, com grande impacto e prejuizo a
salde publica. Nos ultimos anos a doenca expandiu para diversas areas urbanas do pais,
e neste contexto, o cdo tem um papel importante na disseminacdo e ampliacdo dos focos
endémicos, antecedendo, na maioria das vezes, o aparecimento de casos humanos.

Apesar dos testes sorolégicos (DPP® e ELISA) serem os métodos de diagndstico
preconizados pelo Ministério da Saude na rotina de inquéritos epidemioldgicos para
LVC, os métodos moleculares tem surgido como uma boa alternativa para o diagndstico
precoce da infeccdo canina e em casos de sorologia inconclusiva. Estes métodos tém
demonstrado que os testes soroldgicos subestimam as reais taxas de infeccdo canina
encontradas nas areas endémicas. Além disso, os testes moleculares como a gPCR séo
recomendadas no monitoramento da cura parasitolégica em diferentes tecidos e nas
avaliacOes de eficacia terapéutica. Apesar destes beneficios, ainda ndo ha um consenso
na literatura de qual a melhor técnica molecular e o melhor tecido a ser utilizado.

Diante disso, apresentam relevancia estudos que busquem comparar e avaliar a
deteccdo de Leishmania por PCR e suas variacGes (seminested PCR e qPCR) em

diferentes tecidos, para o diagnostico da LVC.
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Reis, L.E.S. Objetivos

4.1 Objetivo Geral:

Comparar as técnicas moleculares (PCR convencional, seminested PCR e PCR

em tempo real) no diagndéstico da LVC empregando diferentes tecidos.

4.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a positividade para LVC por meio de testes parasitolégicos em caes

portadores de diferentes formas clinicas;

e Realizar os testes de diagnostico molecular (PCR convencional, seminested

PCR e PCR em tempo real) em cées portadores de diferentes formas clinicas;

e Auvaliar o desempenho dos testes moleculares em cada tecido em relagdo ao teste

parasitolégico padrédo ouro.
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5.1 Animais

O presente trabalho foi realizado com amostras biologicas de 60 cédes (Canis
familiaris), destes 28 eram fémeas e 32 eram machos, idades variadas e sem raca
definida (SRD) provenientes do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. Todas as
amostras foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em animais
naturalmente infectados por L. infantum, com diagnostico positivo em dois testes
soroldgicos (RIFI e ELISA, Biomanguinhos, Fiocruz/RJ, Brasil) para Leishmania spp,
realizados pelo Laboratorio de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte
(LZOON).

O projeto foi aprovado nos Comités de Etica das seguintes Instituicoes:
Universidade Federal de Minas Gerais (Parecer 020/2007), Universidade Federal de
Ouro Preto (Parecer 2007/83) e Comité de Etica da Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte (Parecer 001/2008).

5.2 Caracterizacao clinica dos animais

A avaliacdo clinica dos cdes foi realizada pelo médico veterinario Dr. Rodolfo
Giunchetti, se baseou na presenca ou na auséncia de sinais sugestivos da infeccdo por
Leishmania spp, tais como: onicogrifose, atrofia muscular, lesdes de pele, dermatite
furfuracea, alopecia, ceratoconjuntivite, parestesia dos membros posteriores,
emagrecimento, dentre outras. Em seguida os animais foram agrupados de acordo com
a forma clinica apresentada, seguindo os critérios estabelecidos por Mancianti (1988) e
revisto por Reis (2006). Assim, os grupos foram constituidos por animais
assintomaticos (CA), os que ndo apresentavam sinal clinico; oligossintomaticos (CO),
0s que apresentavam de um a trés sinais clinicos e sintomaticos (CS), os que

apresentavam mais de trés sinais clinicos (Figura 1).
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Figura 1: Fotografia representativa de cées naturalmente infectados por Leishmania
infantum , considerando a forma clinica, utilizados no estudo. (A) Céo assintomatico,
(B) céo oligossintomatico e (C) cdo sintomatico.

5.3 Obtencdo das amostras bioldgicas

Para a realizacdo do teste parasitolégico que sera utilizado como padréo ouro, a
puncdo de medula 6ssea foi realizada na regido da crista da tibia utilizando agulha 18G
acoplada em uma seringa de 20,0 mL. Antes deste procedimento, os animais foram
anestesiados com Tiopentax® (30mg/Kg, Cristalia). Em seguida, com o animal ainda
anestesiado foi realizada a eutanasia com solucdo saturada de KCI aplicada por via
endovenosa. A necropsia dos cées foi realizada subsequentemente e fragmentos de pele
e baco foram coletados. O material bioldgico coletado (pele e baco) foi devidamente
identificado, armazenado e congelado a -80°C para a posterior realizacdo das técnicas

moleculares.

5.4 Diagnostico parasitoldgico (padréo ouro)

5.4.1 Isolamento do parasito

Um volume maximo de 1,0 mL de medula éssea foi aspirado cuidadosamente na
regido da crista da tibia dos animais ainda anestesiados e transferidas em condigdes de
esterilidade para trés tubos de vidro contendo 3 mL do meio de cultura NNN/LIT. Os
tubos foram armazenados em estufa bioldgica refrigerada B.O.D (FANEM® modelo
347), a temperatura de 23°C + 1°C e ap6s 7 dias, foram feitas duas laminas de cada tubo
para avaliagdo em microscopio optico afim de visualizar o parasito. Apos analise das

laminas, foi retirado 1 mL do meio de cada tubos e repassado para um novo tubo

22



Reis, L.E.S. Material e Métodos

contendo 3 mL NNN/LIT e apo6s 7 dias feita uma nova avaliagdo em microscopio. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes sendo que ao final de trés “repiques”, ndo
sendo identificados parasitos, os tubos eram descartados. Os tubos que foram
identificados contaminados, presenca de bactérias ou hifas de fungos, foram
imediatamente descartados. Parte do material coletado foi transferido para tubos de

criopreservacao de 2 mL para a criagdo de um criobanco.

5.4.2 Exame direto em esfregacos

Os esfregacos por aposicdo (imprints) foram confeccionados logo apds a coleta
de pequeno fragmento de pele e de baco. Utilizando pinca estéril, esses fragmentos de
tecidos foram pressionados em laminas previamente limpas e desengorduradas, fixados
com solucdo de alcool metilico e coradas empregando o kit Panoético Rapido LB -
Laborclin®. Estes imprints foram analisados por microscopia éptica (aumento de
1000x), avaliando a presenca ou auséncia de formas amastigotas de Leishmania no
esfregaco.

5.5 Diagnostico Molecular

5.5.1 Extracdo de DNA

Os tecidos (baco e pele) previamente armazenados a -80°C foram cortados, com
auxilio de lamina de bisturi, pesados, obtendo-se fragmentos de aproximadamente
30mg. Essas amostras foram transferidas para tubos tipo eppendorf previamente
identificados e em seguida foi realizado o procedimento de extracdo do DNA utilizando
o kit Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, W1, USA), seguido
as recomendacOes do fabricante com algumas alteragdes: foram adicionadas aos tubos
500 pL de solucdo de lise nuclear e essa mistura foi mantida em gelo por 2 minutos.
Ap0s homogeneizacdo, em cada tubo foi adicionado 20 pL e 30 pL de Proteinase K
(Sigma-Aldrich®, USA) para as amostras de pele e de baco, respectivamente, na
concentracdo de 20 mg/mL, e estes foram mantidos overnight em banho seco a 55°C.
Ap6s este periodo, foi adicionado 3 pL de RNAse e as amostras foram incubadas por 30
minutos em banho seco a 37°C. ApoOs incubacdo, os tubos foram mantidos em
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temperatura ambiente por 5 minutos e foi adicionado 200 uL de solucdo de precipitacéo
de proteinas. Com o auxilio do vortex (Vision Scientific®, Korea), as amostras foram
homogeneizadas por 20 segundos e posteriormente centrifugadas por 5 minutos a
16.000 g (Microcentrifuga Eppendorf® Modelo 5418, NY, USA). Em seguida, 0
sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 600 pL de isopropanol (Merck®,
Darmstad, Alemanha). O tubo foi entdo homogeneizado e centrifugado por 1,5 minutos
a 16.000 g. Apds centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante e adicionado 200 uL de
solucdo de etanol 70% (Merck®, Darmstad, Alemanha). Posteriormente foi realizada
nova centrifugacao a 16.000 g, e novamente descartado o sobrenadante. Os tubos foram
mantidos abertos para evaporacdo do etanol 70% remanescente e em seguida foram
adicionados 100 pL de solucdo de hidratacdo. O DNA permaneceu reidratando por 24h
a temperatura ambiente e posteriormente foi realizada a dosagem do DNA em
nanoespectrofotdmetro (Nanovue Plus®, GE Healthcare, USA). Apds a dosagem as
amostras foram armazenadas a 4°C até o momento da analise pelos trés métodos

moleculares.

5.5.2 Iniciadores utilizados nas técnicas moleculares

As informacdes referentes aos iniciadores utilizados neste trabalho estdo listadas

na tabela 1.

Tabela 1: Oligonucleotideos (iniciadores) empregados nas técnicas moleculares.

Método Iniciadores Alvo Sequéncia do nucleotideo (5°-3") Tam_anho do
molecular amplicon (bp)
PCRc? L150/L152 kDNA Forward: GGG (G/T)AG GGG CGT TCT (G/C)CG AA 120

Reverse: (G/C)(G/C)(G/C)(A/IT)CT AT(A/T) TTA CAC
CAACCCC
snPCR® LINR4 kDNA Forward: GGG GTT GGT GTA AAATAG GG 700
LIN17 kDNA Reverse: TTT GAACGG GATTTC TG
LIN19 kDNA Reverse: CAG AAC GCC CCT ACC CG
gPCR® DNA Pol a E(I)\llﬁ Forward: TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 90

Reverse: GCA TCG CAG GTG TGAGCAC
G3PDH G3PDH  Forward: TCA ACG GAT TTG GCC GTATTG G 90

Reverse: TGA AGG GGT CAT TGA TGG CG

8PCR convencional
®Seminested PCR
°PCR em Tempo Real
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5.5.3 PCR convencional (PCRc)

Foi empregado o par de iniciadores L150 [5’-GGG (G/T)AG GGG CGT TCT
(G/IC)CG AA-3’] e L152 [5°-(GIC)(GIC)(GIC) (AIT)CT AT(A/T) TTA CAC CAA
CCC C-3’], direcionados para amplificacao da regido conservada dos minicirculos de
kDNA de Leishmania (Degrave et al. 1994), na regido de 120 pares de base. A reacao
constituiu de: tampéo 1X, 1,5 mM de MgCl,, 2,0 uM de dNTP, 1,0 pmol de cada
iniciador (L150 e L152), 0,76 U Taq DNA polimerase (Fermentas - Sinapse®), 1 uL de
DNA e H,0 Milli Q totalizando 12,5 uL por poco da placa (MicroAmp® Fast Optical
96-Well, Applied Biosystems). As condigdes utilizadas na reacdo de PCR foram:
desnaturacdo inicial a 94°C por 1 minuto, seguida por 40 ciclos a 93°C por 30 segundos,
64°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final a 72°C por 7
minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador Verit Termal Cycler 96well
(Applied Biosystems®, Califérnia, USA).

5.5.3.1 Andlise dos produtos da PCR convencional

Apos amplificagdo 5 uL do produto obtido foram ressuspendidos em um volume
equivalente de tampé&o da amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%; xilenocianol 0,25% e
15% de ficol) e aplicados em gel de poliacrilamida 10%. A corrida eletroforética foi
realizada a 90V e 40mA em TBE (Tris-base a 89mM pH 8,0; &cido bérico a 89mM e
EDTA a 2mM) em um sistema de cubas preparadas para 80 amostras. Foi utilizado
como marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas). Em

seguida, os geis foram corados pelo nitrato de prata 0,2% (Santos et al. 1993).

5.5.4 PCR em Tempo Real (QPCR)

5.5.4.1 Clonagem

Para a construcdo da curva padrdo utilizada na gPCR, foi realizada uma

clonagem do gene da DNA polimerase de Leishmania. Para isto, o gene de interesse foi
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amplificado por PCR convencional a partir de DNA total extraido pelo kit WIZARD®
DNA isolation kit (Promega, EUA), conforme descrito anteriormente.

Para a reagdo de PCR, foi utilizado DNA de L. infantum (1,0 ng/uL). A reacdo
constituiu das mesmas condicGes utilizadas para as amostras de tecidos (baco e pele).
Parte do produto final da reacdo foi aplicada em um gel de agarose 1,5% (Invitrogen
Life Technologies, EUA), para comprovar o resultado da amplificacdo pela visualizagdo
da banda de interesse (90 pb). Apds confirmacdo da presenca e integridade da banda de
interesse, e a auséncia de outros amplicons, o produto da PCR foi clonado utilizando o
sistema de clonagem pGEM T (Promega, EUA) conforme manual do fabricante. Para
cada reacdo de ligacdo, foi preparado um mix contendo 5 pL de “2X Rapid Ligation
Buffer”, 1 uL de “p-GEM-T Easy Vector” e 1 uL de “T4 DNA Ligase” e a razdo molar
foi 8:1 de inserto e vetor. Apds ser homogeneizado, o tubo foi mantido overnight a 4°C
para ocorrer a reacdo de ligacdo do inserto no vetor. Os plasmidios contendo insertos

foram entéo utilizados para transformar bactérias DH5a. competentes.

5.5.4.2 Preparo de bactérias competentes

As bactérias DH-5a foram inoculadas em 5 mL de meio Luria Bertani (LB)1X
(Bacto triptona 1% p/v; extrato de levedura 0,5% p/v; NaCl 171 mM) que foi mantido
sob agitacdo a 180 rpm (Shaker, Innova 44) e 37°C por 16 horas. A cultura bacteriana
foi transferida para 500 mL de meio LB e novamente incubada a 37°C sob agitacdo. O
crescimento foi acompanhado até a cultura atingir uma absorbancia (Asp hm) igual a
0,6 nm, correspondendo ao crescimento equivalente a metade da fase logaritmica. As
bactérias foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4°C e o sedimento
homogeneizado em 150 mL de solugdo (75 mM de CaCl, 10 mM de Tris-HCI pH 8,0).
Subsequentemente, a suspensdo bacteriana foi incubada em gelo por 20 minutos e
centrifugada, como descrito previamente. O sedimento celular foi ressuspenso em 30
mL da mesma solucéo, acrescida de 15% de glicerol e congelado rapidamente em uma

mistura de gelo seco e alcool, que foi mantida a -80°C, até o0 momento do uso.

5.5.4.3 Transformacéao bacteriana

A transformag¢do bacteriana foi realizada utilizando 5 pL da reagdo de ligagdo

(com T4 DNA ligase para ligar o inserto no vetor), adicionadas a 50 uL de bactéria
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Escherichia coli DH5-a quimiocompetentes. Esta mistura foi homogeneizada levemente
e mantida em gelo por 30 minutos, subsequentemente foi transferida para um banho
aquecido a 42°C e mantidas nele por 2 minutos. Em seguida, a mistura foi colocada em
banho de gelo por 2 minutos, sendo imediatamente adicionado a 1 uL de meio LB 1X
sem antibioticos em cada tubo, os quais foram incubados por 1 hora no Shaker a 200-
300 rpm a 37°C. A cultura bacteriana centrifugada, a 1.000 rpm por 5 minutos e em
seguida, homogeneizada em 100 uL de meio LB. Posteriormente um volume de 50 pL
foi semeado em placas de Petri contendo LB-agar (LB acrescido de 1% de &gar)
acrescido de ampicilina (100 mg/mL), 04 uL de Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) e¢ 4 uL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-4-D-
galactopyranoside (X-Gal) 4%. Apos este procedimento a placa foi incubada em estufa
B.O.D. (Estufa D.B.O., EletroLab, Brasil) a 37°C overnight. Ap6s 24 horas as colonias
foram submetidas a triagem por PCR, para a confirmacao do inserto, as positivas foram

selecionadas para purificagdo do DNA plasmidial.

5.5.4.4 Purificagéo de DNA plasmidial

Para obtencdo de DNA plasmidial foi utilizado o kit Wizard Miniprep
(Promega,USA). O crescimento bacteriano foi realizado em 10 mL de meio LB com
ampicilina a 37°C por 16 horas. Posteriormente, a cultura bacteriana foi centrifugada
por 5 minutos a 5.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 250 pL de solucdo de ressuspensdo. Em seguida, foram adicionados
250 pL de solucdo de lise e a mistura foi homogeneizada por inversdo 4 vezes.
Subsequentemente foram adicionados 10 pL de solucdo de protease alcalina e a mistura
foi homogeneizada quatro vezes e incubada por cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram adicionados 350 pL de solucdo de neutralizacdo e a mistura foi
novamente homogeneizada por inversao e centrifugada a 13.000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi removido e transferido para uma
coluna contida em tubo coletor. Posteriormente, a coluna foi acoplada a um tubo de
microcentrifuga e centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto, a temperatura ambiente.
Foram adicionados 750 pL de solugdo de lavagem na coluna que foi novamente

centrifugada. Este procedimento de lavagem foi repetido por mais uma vez. O DNA
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plasmidial foi eluido em 50 uL de &gua livre de nucleases e mantido a - 20°C, para

posterior analise por PCR em tempo real.

5.5.4.5 Construcéo de curvas-padréo para a PCR em tempo real

O DNA plasmidial contendo o gene de L. infantum, foi utilizado para a
construcdo da curva-padrdo. Os vetores contendo os insertos foram inicialmente
dosados (a 260 nm e 280 nm) utilizando o equipamento Nanovue (GE Healthcare Bio
Sciences AB Sweden). A partir da dosagem obtida, calculou-se a concentracdo de DNA

em pg/pL, de acordo com a formula:

pmol/uL = ug/uL x 108pg x 1pmol x 1
1ug 660pg N

Onde;
= N é o numero de nucleotideos (plasmideo e inserto);

* 660 pg é a massa molecular média de um acido nucléico.

Levando-se em consideracdo o ndmero de Avogadro: 1mol = 6,02x10%
moléculas, e sabendo que a concentracdo de cada solucdo de plasmideo+inserto de
interesse em pmol/puL, foi possivel determinar o nimero de moléculas por microlitro de
amostra. Depois de realizados estes calculos, as amostras foram diluidas
sucessivamente, sendo que aquelas contendo de 10” até 10° moléculas foram utilizadas
para a construcao da curva-padrdo. As reacoes de gPCR foram realizadas em placas de
96 pocos - MicroAmp®Optical 96 - Well Reaction Plate with Barcode (Applied
Biosystems by Life Technologies, EUA), cobertas com adesivos Opticos- Optical
Adhesive Covers (Applied Biosystems, EUA) e processadas em termociclador ABI
Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, EUA) no Laboratério de
Pesquisas Clinicas (LPC/CIPHARMA/UFOP). Além da curva padrdo, o gene de
referéncia G3PDH foi utilizado com o objetivo de verificar a integridade das amostras
de DNA extraidas dos tecidos de cées (pele e baco). As amostras dos diferentes tecidos

em estudo foram analisadas utilizando como gene alvo a DNA polimerase alfa.
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Como controles positivos foram utilizadas as amostras diluidas do plasmideo
contendo o inserto utilizado na curva padrdo; e como controle negativo foi usado agua
livre de nucleases. A reacgdo de cada amostra foi realizada em duplicata nas seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. As reacdes foram realizadas utilizando-se SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA); DNA (5 ng/uL); iniciadores (5 pmol/uL)
e agua livre de nucleases em quantidade suficiente para um volume final de 10 pL por
poco. As andlises foram realizadas usando o software ABI SDS no equipamento
ABI7500 (Applied Biosystems), que permite avaliar: (i) a curva de dissociagéo; (ii) a
intensidade de fluorescéncia da amostra; (iii) o nimero de ciclos em que a fluorescéncia
cruza uma linha limiar arbitréria threshold (Ct) em cada ciclo e (iv) a quantificacdo do
numero de parasitos de acordo com a curva padrdo (quantificacdo absoluta) (Figura 2).
Neste trabalho, a reacdo de gPCR foi avaliada de forma qualitativa para sua comparacao

com as outras técnicas moleculares (PCRc e snPCR).
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Reporter normalizado

Figura 2: Curvas de dissociacdo de amostras de pele de cédes naturalmente infectados.
(A) Animal negativo (Tm= 76,16). (B) Animais com baixa carga (1 parasito)
Tm=83,71. (C) Animais com alta carga (4747 parasitos) Tm=84,17. No eixo x esta
representada a temperatura de dissociagdo do amplicon gerado pela reacédo de gPCR e
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Para a andlise dos resultados foram consideradas as reacfes com eficiéncia entre
96-110% e curva padrdo com valores satisfatérios de coeficiente de linearidade (r* =
0,99) (Figura 3).
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Figura 3: Exemplo da curva padrdo referente ao gene da DNA polimerase de L.
infantum no sistema SYBR®-Green. Em X estdo demonstrados os valores de Log da
concentracdo de parasitos (107 a 10°) e em Y os valores de Ct correspondes a cada
diluicdo. Abaixo do gréfico esta representado o valor do slope (-3,328), coeficiente de
linearidade (R? =0,997) e a eficiéncia (99,74%).

5.5.5 Seminested PCR (snPCR)

Os iniciadores LINR4, LIN17, e LIN19 foram utilizados para amplificar a regido
conservada dos minicirculos de KDNA de Leishmania (Aransay et al. 2000). A
combinacdo dos iniciadores em duas amplificacbes foi usada na técnica de snPCR,
revelando um fragmento de 700 pares de base. A primeira reacdo de amplificacdo
totalizou 5 pL contendo 0,95 puL de DreamTaq Green Mix 2x (Fermentas, USA), 1,0
mM LINR4, 0,2 Mm LIN17, 2,5 uL de DNA extraido, e 0,95 pL de agua Milli Q e
acrescentado Oleo mineral. A mistura descrita anteriormente foi incubada em um
termociclador (Applied Biosystems) e as condic¢Ges utilizadas na primeira reacdo da
snPCR foram: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 17 ciclos a 94°C
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por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensdo final a
72°C por 10 minutos.

A segunda reacdo de amplificagcdo foi realizada adicionando 45 pL de uma
solucdo contendo 20,25 pL de DreamTaq Green Mix 2x (Fermentas, USA), 1,0 mM
LIN19 e 20,25 uL de agua Milli Q ao volume total da reacdo da primeira amplificacao.
As condigdes utilizadas na segunda reac¢do da snPCR foram: desnaturagéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguida por 33 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos,
72°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Ap0s a segunda amplificacdo 5 uL do produto obtido foram ressuspendidos em
um volume equivalente de tampdo da amostra 2X (azul de bromofenol 0,25%;
xilenocianol 0,25% e 15% de ficol) e aplicados em gel de agaraose 1,5%. A corrida
eletroforética foi realizada a 80V e 40mA em TBE (Tris-base a 89mM pH 8,0; acido
borico a 89mM e EDTA a 2mM). Apds a corrida, o gel foi corado com Brometo de

Etidio e a banda de interesse foi visualizada em transluminador de raio UV.

5.5.6 Andlises estatisticas

A andlise de desempenho das técnicas moleculares foi realizada considerando
como “padrio ouro” a cultura de aspirado medular em meio NNN/LIT em conjunto com
0 exame parasitologico direto realizado em laminas de pele e baco. Os calculos de
sensibilidade, concordancia, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo foram
realizados usando o0 pacote estatistico Stata (versdo 11.0, Stata Corporation, College
Station, TX, USA). Como controles negativos foram utilizados fragmentos de pele e de

baco provenientes de trés cdes ndo infectados do canil da UFOP, Ouro Preto.
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6.1 PCRc e snPCR para o género Leishmania

Foi inicialmente determinada a concentragdo minima de DNA necessaria para a
visualizagdo de seu produto amplificado em gel de poliacrilamida 10% pela técnica de
PCRc (Figura 4). Para isto, foi realizada a diluicdo seriada de uma amostra (pele e baco)
sabidamente positiva nos exames parasitologicos. A banda de interesse corresponde ao
fragmento de 120 pares de base. A partir do resultado obtido, foi estabelecida a
concentracdo de DNA que seria utilizada em todas as reacdes de PCR e suas variagoes
(snPCR e gPCR).

PM1 2 3 456 78 910 PM1 2 34 56 7 8 910

200 pb

100 pb

Figura 4: Produtos da PCRc separados por eletroforese e visualizados em gel de
poliacrilamida 10%. PCR de DNA de pele (A) e baco (B) de céo naturalmente infectado
em diferentes concentracdes. PM= 100pb; Linha 1 corresponde ao controle negativo do
mix (agua); Linhas de 2-10 correspondem a 50 ng, 25 ng, 5 ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1
pg, 100fg e 10 fg de DNA respectivamente.

Para a realizacdo da snPCR, o DNA de pele e de baco foram amplificados e
visualizados em gel de agarose 1,5%. A banda de interesse corresponde ao fragmento de
700 pares de base (Figura 5). As amostras de cdes ndo infectados provenientes do canil
da UFOP foram utilizadas como controle negativo, e foi observada a auséncia de

amplificacdo do DNA na regido de interesse.
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PM 617 618 619 642 643 759 760 761 BH46

700 pb —» [RR
SRR R

Figura 5: Fragmentos de 700 pb do kDNA de Leishmania, amplificados pela técnica de
snPCR a partir de DNA extraido de amostras de pele de cdes. PM — marcador de peso
molecular 100 pb; 617 a 643 — DNA de pele de cées naturalmente infectados; 759 a 761
— DNA de pele de caes ndo infectados proveniente do canil da UFOP, Ouro Preto;
BH46 — controle positivo de DNA extraido de formas promastigotas de Leishmania.

6.2 Avaliacdo comparativa do potencial diagnostico de métodos moleculares na

LVC em amostra de pele e de baco

Na primeira analise realizada neste trabalho foi avaliado, em cdes soropositivos,
naturalmente infectados por L. infantum, portadores de diferentes formas clinicas de
LVC, o poder de deteccdo das trés técnicas moleculares e dos métodos parasitoldgicos
em diferentes tecidos. Avaliando as amostras de pele, foi observado que a técnica de
snPCR foi a técnica molecular que detectou o menor nimero de cdes infectados
(71,7%), sendo capaz de detectar o mesmo numero de cdes que o diagndstico
parasitologico detectou no grupo de cdes assintomaticos (9/ 20) . Nos animais
assintomaticos, a positividade pela snPCR foi de 45,0% (9/20), j& nos grupos
oligossintomético e sintomatico foi de 81,8% (18/22) e 88,9% (16/18) dos cdes
respectivamente. A PCRc apresentou resultado intermediario, entre as técnicas
moleculares avaliadas, na capacidade de detectar o DNA de Leishmania spp. em
amostras de pele. Foram diagnosticados 73,3% dos animais como infectados, sendo que
0 percentual de positivos por forma clinica foi de 60,0% (12/20), 68,2% (15/22) e
94,4% (17/18) nos grupos assinto, oligo e sintomatico, respectivamente. A técnica de
gPCR, em amostras de pele, foi a que apresentou melhores resultados, detectando
93,3% dos cdes avaliados independentemente da forma clinica. Nos grupos de animais

assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos foram detectados 90,0% (18/20),
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90,9% (20/22) e 100% (18/18) dos animais sororeativos, respectivamente. A qPCR foi a
técnica com maior potencial diagndstico em caes assintomaticos com 90,0% (18/20) de
positividade em relacdo a PCRc com 60,0% (12/20) de positividade e a sSnPCR com
45,0% (9/20) de positividade (Tabela 2).

Nas amostras de baco também foi avaliada a positividade pelas técnicas
moleculares descritas acima. Conforme observado na Tabela 2, a PCRc foi a técnica
molecular que apresentou o menor percentual de positividade, detectando 73,3% dos
animais. Sendo este valor idéntico ao obtido nas amostras de pele empregando a mesma
técnica. De acordo com as formas clinicas o percentual de cdes infectados detectados
pela PCRc foi de 55,0% (11/20), 77,3% (17/22) e 88,9% (16/18) nos grupos
assintomatico, oligossintomatico e sintomatico, respectivamente. Um aumento no
desempenho foi observado ao utlizar a técnica de snPCR, em amostras de bago, onde
detectou-se 85,0% (51/60) dos cées infectados. Este percentual de deteccdo foi superior
ao obtido em amostras de pele dos mesmos animais. De acordo com esta técnica, o
percentual de positividade aumentou, de acordo com a forma clinica, sendo de 65,0%
(13/20) nos animais assintomaticos, seguido de 90,9% (20/22) e 100% (18/18) nos
grupos oligossintomatico e sintomatico, respectivamente. O melhor desempenho para o
diagndstico da LCV foi observado pela técnica g°PCR em amostras de bago, pois esta

técnica foi capaz de detectar a infeccdo em 100% (60/60) dos animais avaliados.

Tabela 2: Potencial diagnostico de métodos moleculares na LVC, empregando amostra
de pele de caes naturalmente infectados apresentando diferentes formas clinicas.

Numero de animais positivos/Total (%)

Formas Clinicas Pele
PCRc snPCR gPCR
Assintomaticos 12/20 (60,0) 9/20 (45,0) 18/20 (90,0)
Oligossintomaticos 15/22 (68,2) 18/22 (81,8) 20/22 (90,9)
Sintomaticos 17/18 (94,4) 16/18 (88,9) 18/18 (100,0)
Total 44/60 (73,3) 43/60 (71,7) 56/60 (93,3)

O diagnostico parasitologico dos animais avaliados foi realizado pelo cultivo de
aspirado medular em meio de cultura NNN/LIT e pela visualizagdo direta de formas

amastigotas do parasito em Iaminas com imprints de pele e bago. A positividade nos
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testes parasitologicos foi de 61,7% (37/60), sendo que, esta aumentou de acordo com a
gravidade dos sinais clinicos da doenca. No grupo de animais assintométicos a
positividade foi de 45,0% (9/20), j& os grupos oligossintomatico e sintomatico
apresentaram resultado parasitologico positivo em 63,6% (14/22) e 77,8% (14/18) dos

animais avaliados, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Potencial diagnostico de métodos moleculares na LVC em amostras de baco,
e de testes parasitoldgicos em cdes naturalmente infectados apresentando diferentes
formas clinicas.

Numero de animais positivos/Total (%)

Formas Clinicas Baco YTestes

PCRc snPCR gqPCR Parasitoldgicos
Assintomaticos 11/20 (55,0) 13/20 (65,0) 20/20 (100,0)  9/20 (45,0)
Oligossintomaticos ~ 17/22 (77,3) 20/22 (90,9) 22/22 (100,0)  14/22 (63,6)
Sintomaticos 16/18 (88,9) 18/18 (100,0)  18/18 (100,0)  14/18 (77,8)
Total 44/60 (73,3) 51/60 (85,0) 60/60 (100,0)  37/60 (61,7)

XTestes Parasitologicos: aspirado medular em meio de cultura NNN/LIT e parasitologico direto em pele e
baco.

A positividade total nas amostras bioldgicas de acordo com a PCR e suas

variacdes é representada na tabela 4.

Tabela 4: Positividade total da pele e de baco pelos métodos moleculares.

NUmero de animais positivos/Total (%)
Amostra bioldgica

PCRc snPCR gPCR
Pele 44/60 (73,3) 43/60 (71,7) 56/60 (93,3)
Baco 44/60 (73,3) 51/60 (85,0) 60/60 (100,0)

6.3 Avaliacdo do desempenho dos métodos moleculares.

Para analisar os indices de desempenho, foram utilizados amostras de pele e
baco de um total de 37 cées que apresentaram exame parasitolégico (padrdo ouro)

positivo em um dos metodos empregados no estudo (cultivo em meio NNN/LIT de
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material obtido de medula 6ssea e imprints de pele e baco). A anélise do desempenho
dos métodos moleculares foi realizada avaliando os seguintes pardmetros: verdadeiro
positivo (VP), falso negativo (FN), sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) (Tabela 5). O calculo de VPP e VPN foi realizado utilizando a
prevaléncia da area de estudo. De acordo com Coura-Vital (2011) em Belo Horizonte,
Minas Gerais, a prevaléncia de infecgdo por L. infantum é de 24% pela técnica de PCR-
RFLP.

A técnica de PCRc nas amostras de pele dos cdes naturalmente infectados,
demonstrou que 33 amostras eram verdadeiros positivos e 4 amostras falsos negativos,
de acordo com o padrdo ouro. A sensibilidade da técnica de PCRc foi de 89,2%, o VPP
foi de 36,0% e o VPN de 93,6%. Ao analisar a técnica de snPCR nas amostras de pele,
foi observado que 32 amostras eram verdadeiros positivos e 5 amostras falsos negativos.
A sensibilidade da técnica foi 86,5%, o VPP e o VPN foram 35,3% e 92,1%,
respectivamente. A técnica de qPCR nas amostras de pele, obteve o melhor resultado,
36 amostras verdadeiros positivos e 1 amostra falso negativo. A sensibilidade foi de
97,3%, 0 VPP e 0 VPN foram de 38,1% e 98,3%, respectivamente.

Ja a andlise do desempenho da PCRc empregando amostras de baco obteve 30
amostras como verdadeiros positivos e 7 amostras falsos negativos. A sensibilidade da
PCRc foi de 81,1%, o VPP e o VPN foram de 33,9% e 89,3%, respectivamente. O
emprego da snPCR nas amostras de baco obteve 35 amostras como verdadeiros
positivos e 2 amostras como falsos negativos. A sensibilidade da snPCR foi de 94,6%, o
VPP e 0 VPN foi de 37,4% e 96,7%, respectivamente. A técnica de qPCR, da mesma
forma que nas amostras de pele, apresentou 0 melhor desempenho em comparacédo as
outras técnicas. Foi observado que 100% dos cdes apresentaram resultado verdadeiro
positivo (37) e a sensibilidade foi de 100%. Além disso, a gPCR em fragmentots de
bago obteve um VPP e VPN de 38,7% e 100% respectivamente.
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Tabela 5: Anélises do desempenho dos métodos moleculares em comparagdo ao exame

parasitoldgico.

Tecido M':)"Iztc‘ij‘:gfes VP FN Sensibilidade (%) (95% IC?) VPP (%) VPN (%)
PCRc 33 4 89,2 (75,3-95,7) 36,0 93,6
Pele  snPCR 32 5 86,5 (72,0- 94,1) 35,3 92,1
gPCR 36 1 97,3 (86,2-99,5) 38,1 08,3
PCRc 30 7 81,1 (65,8-90,5) 33,9 89,3
Baco snPCR 3B 2 94,6 (82,3- 98,5) 37,4 96,7
gPCR 37 0 100 (90,6-100,0) 387  100,0

#1C: intervalo de confianca.

VPP e VPN foram calculados usando a prevaléncia de 24% por PCR-RFLP (Coura-Vital et al. 2011).
VP = Verdadeiro Positivo; FN = Falso Negativo.
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O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral brasileiro
baseiam-se em um tripé de a¢Bes que preconiza o tratamento das pessoas infectadas,
aspersdes de inseticida no domicilio e peridomicilio e a eutanasia de cdes soropositivos.
Apesar do intenso trabalho do Programa, estas medidas ndo tém alcancado bons
resultados na reducdo dos casos humanos e caninos da doenca (Palatnik-de-Sousa et al.
2001; Harhay et al. 2011). Somente na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, nos
altimos 19 anos (1994-2012), mais de 25.000 cées foram eutanasiados por estarem
infectados com L. infantum, sendo que neste mesmo periodo o total de casos de LVH
foi de 1.568 casos (Harhay et al. 2011; PBH 2013). O Estado de Minas Gerais € 0
estado da Regi&o Sudeste do Brasil com mais casos confirmados de LVH por ano, entre
os periodos de 1990 e 2011. Os Estados de Ceard, Tocantins e Maranhdo, foram os
unicos Estados com mais casos confirmados de LVH do que o Estado de Minas Gerais
(412 casos) no ano de 2011 (Sinan/SVS/MS 2012). Sendo assim, devido ao grande
namero de casos humanos, é notdrio que existem falhas nas medidas de controle da LV,
e para melhorar a efetividade destas estratégias € necessario um sistema de vigilancia
permanente, com utilizacdo extensiva de recursos humanos e financeiros, com maior
sustentabilidade e cobertura (Costa et al. 2007). Alguns fatores que contribuiram e
contribuem para a falha no PVVC-LV se referem a eliminacéo do reservatorio domestico,
devido a demora no diagndstico e eutanasia dos animais infectados (Nunes et al. 2010),
reposicdo quase imediata do cdo por outros mais susceptiveis (Grimaldi et al. 2012a) e a
acuracia dos métodos de diagndsticos adotados (Rosario et al. 2005; Grimaldi et al.
2012b).

Estudos que avaliam a prevaléncia da infecgdo canina em areas endémicas
demonstram que os testes soroldgicos subestimam as taxas de infeccdo quando
comparadas as taxas detectadas pelos métodos moleculares (Solano-Gallego et al. 2001;
Coura-Vital et al. 2011). Em um estudo de coorte conduzido no sul da ltalia, foi
observado uma subestimagdo do numero de cées infectados, sendo a incidéncia pela
nested-PCR maior que a detectada na sorologia. Neste trabalho 43 cdes da raca Beagle
foram acompanhados durante 32 meses e ao final do estudo, 97% destes cées expostos
na area encontravam-se infectados (nested-PCR positivo), ja pela sorologia 76% dos
caes soroconverteram (Oliva et al. 2006). Durante um estudo transversal, realizado em
Belo Horizonte, foi observado que a taxa de infeccdo canina por L. infantum,

diagnosticada pela PCR-RFLP (24,7%), foi aproximadamente o dobro da detectada pelo

41


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harhay%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21596622

Reis, L.E.S. Discussao

ELISA (15,9%) (Coura-Vital et al. 2011). Estes resultados demonstraram que a taxa de
infecgdo canina em uma &rea urbana endémica, sob intervengdo do PVC-LV, tém sido
subestimada. Outros estudos em &reas endémicas também encontraram elevada
prevaléncia de infeccdo (60-80%) pela PCR, sendo esta superior a sorologia (<30,0%)
(Solano-Gallego et al. 2001a; Lachaud et al. 2002a; Leontides et al. 2002; Fernandez-
Bellon et al. 2008). Os resultados encontrados nos estudos citados anteriormente
reforcam que os métodos moleculares sdo mais sensiveis quando comparados aos
métodos soroldgicos, sendo necessaria uma revisdo destas metodologias empregadas
rotineiramente.

Recentemente, por meio de uma Nota Técnica Conjunta N°01/2011, o
Ministério da Saude alterou a forma do diagnostico canino pelo PVC-LV. Antes eram
utilizados - ELISA como método de triagem e a RIFI como método confirmatdrio em
sangue total em papel filtro, a nova conduta serd a realizacdo do teste rapido
imunocromatogréafico (DPP®) para triagem e o ELISA como teste confirmatorio.
Estudos recentes que avaliam o DPP® para o diagnéstico da LVC revelaram falhas na
sensibilidade e na capacidade de deteccdo de cdes assintomaticos utilizando este teste
rapido. Grimaldi (2012) em um estudo prospectivo realizado em uma area endémica de
L. infantum concluiu que o DPP® apresentou baixissima sensibilidade (47%) na
identificacdo de cdes assintomaticos com testes parasitoldgicos positivos, reforcando a
falha na deteccéo da infeccéo. S3o necesséarios mais estudos avaliando o DPP® em areas
endémicas, mas de acordo com este trabalho esta substituicdo, apesar de aparentemente
ter resolvido uma questéo logistica do Programa incluindo neste um teste rapido, no que
diz respeito a deteccdo de cdes soropositivos observa-se um forte prejuizo, devido a
elevada queda da sensibilidade fazendo com que cdes assintomaticos
parasitologicamente positivos sejam mantidos nas areas endémicas.

Para um melhor monitoramento e controle da LVC é necessario o emprego de
testes diagndstico com maior acuracia e capazes de identificar maior nimero de animais
que podem ser fonte de infeccdo para o vetor, particularmente aqueles que se encontram
numa janela entre 0 momento que foram infectados pelos vetores e o inicio da infecgdo
assintomaética (Courtenay et al. 2002b). Desta forma, a remocao destes animais reduziria
a transmissdo da doenca pelos flebotomineos. Outro problema enfrentado pelo PVC-
LV, em relacdo ao diagnostico sorologico, é a comercializacdo de vacina, como a

Leishmune® que provoca a soroconversdo do animal, dificultando sua diferenciagéo de
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animais infectados (Andrade et al. 2009). Sendo assim, as técnicas moleculares surgem
como alternativas para uma melhor deteccdo dos animais infectados, visto que s&o
capazes de detectar o DNA do parasito ao invés dos anticorpos. Além disso, o
diagnostico molecular permite (i) o aumento da sensibilidade do ensaio com a
otimizacdo de protocolos e com a deteccdo do parasito mesmo antes do aparecimento
dos sinais clinicos; (ii) utilizacdo de grande variedade de amostras bioldgicas, como,
sangue periférico, aspirados de linfonodo e medula 6ssea, pele, soro, urina, dentre
outros e (iii) analise de materiais bioldgicos que normalmente ficam arquivados em
laboratdrio, como esfregacos de medula 0ssea e biopsias de pele (Srividya et al. 2012).

Diversas metodologias com diferentes alvos tém sido utilizados para o
diagndstico da LV humana e canina. Dentre elas estdo as que incluem iniciadores que
amplificam genes do RNA ribossdmico (Lachaud et al. 2000; Srivastava et al. 2011), da
regido do cinetoplasto (KDNA) (Salotra et al. 2001a; Cortes et al. 2004; Maurya et al.
2005), do RNA derivados do mini- exon e sequéncias genémicas repetidas (Kuhls et al.
2007), da regido da B-tubulina (Akman et al. 2000; Dey e Singh 2007), da glicoproteina
63 (gp63) (Guerbouj et al. 2001; Quispe Tintaya et al. 2004) e dos espacos transcritos
internos (ITS) (Schonian et al. 2003; Mauricio et al. 2004). Além da PCR convencional,
ha variacOes da técnica como a seminested PCR e a PCR em tempo real (Gomes et al.
2008; Maia & Campino 2008; Miro et al. 2008) e todas essas surgiram pelo
aperfeicoamento da técnica convencional, objetivando melhores resultados e maior
otimizacao da técnica.

Dentre as técnicas utilizadas neste estudo, a PCR em tempo real € a mais
avancada, por ser uma ferramenta que permite a automacdo, além de possibilitar a
quantificacdo da carga parasitaria e apresentar maior sensibilidade (Mortarino et al.
2004; Francino et al. 2006). Os primeiros estudos realizados utilizando esta técnica para
o diagnostico da Leishmaniose foram realizados por Nicolas (2002) e Svobodova
(2003) e confirmaram o potencial da g°PCR em quantificar a carga parasitaria em tecidos
de murinos. Posteriormente, foi padronizado o diagnéstico da LVC em sangue
periférico, visando & utilizagdo deste método na rotina laboratorial (Cavalcanti et al.
2009). Segundo Mortarino (2004) e Francino (2006), a qPCR, por sua elevada
sensibilidade e especificidade, deveria ser utilizada para o diagnostico da LVC, ao invés
da PCR convencional. A gPCR é uma excelente técnica para o diagnostico da LVC em

areas endémicas, onde a maior parte da populacdo canina é exposta ao parasito, mas
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apenas uma pequena proporcao desses animais desenvolvem a doenga (Solano-Gallego
et al. 2001). Nessas areas endémicas, & essencial a deteccdo precoce de animais
infectados antes de tornarem-se potenciais reservatorios, visto que a capacidade de
infectar os flebotomineos ocorre aproximadamente 105 dias apds sua soroconversao
(Quinnell et al. 2001a; Courtenay et al. 2002b) e o PVC-LV geralmente realiza o
inquérito canino duas vezes ao ano. A gPCR, possui como vantagens a possibilidade de
automacdo e a producdo répida dos resultados, com diminui¢do do nimero de etapas em
relacdo as outras técnicas moleculares, como a PCRc e a snPCR, o que reduz o risco de
contaminacdo das amostras.

No presente estudo, avaliamos comparativamente a positividade de métodos
moleculares e parasitoldgicos em fragmentos de pele e bagco de animais com diferentes
formas clinicas da LVVC (assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos). Em relacéo
aos testes moleculares, a gPCR foi a técnica que apresentou a maior positividade,
independente do tecido analisado e da forma clinica do animal. No baco a positividade
foi maior que na pele, porém em ambos os tecidos a positividade aumentou com a 0 a
gravidade dos sinais clinicos da doenca. O aumento da positividade na pele e baco dos
animais pode estar associada ao estdgio clinico da LVC e com a carga parasitaria
presente nestes tecidos, como demonstrado pelos achados de Alves (2009), que
encontraram uma correlacdo positiva entre a sintomatologia e a densidade parasitaria
tecidual. Sendo que a diferenca na positividade entre a pele e o baco provavelmente esta
relacionada a resposta individual dos animais a evolucdo da doenca, e ao fato dos
parasitos ndo se distribuirem de forma homogénea em todos os tecidos (Maia &
Campino 2008).

A pele é considerada um compartimento importante no contexto da LVVC por
apresentar elevado parasitismo tecidual funcionando como fonte de infeccdo para o
vetor, tanto em cdes assintomaticos como em sintomaticos (Abranches et al. 1991;
Michalsky et al. 2007). Conforme observado por Pinelli (1994,1995) e Bourdoiseau
(1997), os cdes assintomaticos sdo mais resistentes do que 0s sintomaticos,
provavelmente devido a uma ativacdo celular mais eficiente, resultando em um
infiltrado inflamatdrio limitado. Estudo realizado por Xavier (2006) em pele de cées
naturalmente infectados, comparou o diagndstico da LVC por meio de
imunohistoquimica, histologia e PCR convencional, utilizando os mesmos iniciadores

do nosso estudo. A PCR foi a técnica que apresentou maior sensibilidade (82,8%)
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quando comparada as outras técnicas, confirmando que o diagnostico molecular pode
ser a melhor metodologia para o diagnostico da LVC em fragmentos de pele da orelha.
Solano-Gallego (2001) ao avaliar diversos tecidos pela técnica de PCR observou que a
pele é o compartimento que tem apresentando os melhores resultados (51%), seguido
pela mucosa conjuntival (32%) e aspirados de medula 6ssea (17.8%). Entretanto, sdo
escassos 0s estudos comparando técnicas moleculares em fragmentos de pele e bago de
caes naturalmente infectados. A obtencdo de fragmentos de pele possui como vantagem
em relacdo a outros tecidos (como baco, figado, linfonodo e medula Gssea) de ser uma
biopsia ndo invasiva, podendo ser Util em estudos epidemioldgicos (Degrave et al. 1994;
Strauss-Ayali et al. 2004).

O baco é considerando um dos principais 6rgdos afetados durante a LVC, pois é
um local onde ocorre a migracdo de células infectadas com o parasito (Keenan et al.
1984). Alguns autores acreditam que a partir da infeccdo cutanea, o parasito pode ser
disseminado através dos vasos sanguineos ou linfaticos, até a medula 6ssea, nddulos
linfaticos, figado e bago, bem como rins e o trato gastrointestinal (Tryphomas et al.
1977; Keenan et al. 1984a). Alteracdes no baco de cdes portadores de LVC sdo bastante
variaveis, os parasitos podem induzir uma desorganizacdo na estrutura celular do 6rgao,
com a hiperplasia da polpa branca e polpa vermelha levando a esplenomegalias de graus
variados (Alvar et al. 2004). Amusategui (2003) aponta a esplenomegalia como a
alteracdo mais comum em cdes com LVC. Independente da presenca de sinais clinicos,
a pele e o0 bago sdo os principais locais que sdo encontrados os parasitos durante a
infeccdo por Leishmania infantum (Reis et al. 2009). Alguns trabalhos realizados por
nosso grupo de pesquisa demonstraram que animais assintomaticos apresentaram baixo
parasitismo no baco, enquanto que animais sintomaticos apresentaram alta carga
parasitaria neste 6rgdo e em varios outros tecidos (pele, medula 6ssea, figado e
linfonodo) (Reis, 2001; Reis et al. 2006a,b; Giunchetti et al. 2006, 2008a). Para a
realizacdo das técnicas moleculares neste tecido, podem ser utilizados fragmentos de
baco (Solcé et al. 2011) e até mesmo aspirados de baco (Paranhos-Silva et al. 2003),
este ultimo, sem a necessidade da morte do animal.

A gPCR apresentou alta positividade na detec¢do dos animais assintomaticos na
pele e no baco (90,0% e 100,0% respectivamente), em comparagdo as outras técnicas
moleculares. Estes dados, demonstram a grande capacidade da g°PCR em detectar o

DNA do parasito em animais de area endémica, infectados e sem sinais sugestivos de
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LVC. Tem sido descrito que cdes assintomaticos apresentam baixo parasitismo,
enquanto cées sintomaticos sdo associados com alta carga parasitaria em varios tecidos
tais como a pele, medula 6ssea e baco (Reis et al. 2009). Além disso, Manna (2009)
encontraram uma correlacdo positiva entre os escores clinicos e a quantidade média de
parasitos no sangue e linfonodos de cédes naturalmente infectados. O fato da gPCR
apresentar uma alta positividade nos animais assintomaticos do nosso estudo, confirma
que esta técnica pode ser capaz de detectar animais com carga parasitaria extremamente
baixas quando comparada com a PCRc (Francino et al. 2006). Cabe ressaltar que
animais assintomaticos com baixas cargas também sdo considerados reservatorios do
parasito como ja mostrado por alguns autores que avaliaram a capacidade destes cées
em infectarem flebotomineos apds xenodiagndéstico (Michalsky et al. 2007; Soares et al.
2011).

Em um recente estudo realizado em cées de area endémica do Iran, foram
analisadas técnicas de diagndstico utilizando o soro desses caes e foi observado que a
técnica de gPCR apresentou melhor desempenho que a PCRc em detectar animais
assintomaticos sendo a taxa de positividade de 99,1% e 70,5%, respectivamente
(Mohammadiha et al. 2013). Ao avaliarem 0s animais sintomaticos, a positividade da
gPCR e da PCRc foi de 97,3% e 67,6%, corroborando com o0s nossos achados de que a
gPCR é a melhor técnica molecular para detectar animais positivos independente da
forma clinica. Esta diferenca na positividade entre os grupos clinicos pode estar
relacionada a resposta celular mais ativa em animais assintomaticos, o que ocasiona
reducdo da replicagdo e carga parasitaria, afetando consideravelmente a sensibilidade da
PCRc. Solca (2011) encontram um limite de deteccdo de 10 fg de DNA para PCRc em
amostras da cepa de referéncia (L. infantum) misturados com fragmentos de baco de
um cdo saudavel. Este limite de deteccdo corresponde a cerca de 0,03-0,1 parasitos por
fragmento (Vitale et al, 2004;. Quaresma et al,. 2009). No estudo feito por Francino
(2006), a PCRc foi capaz de detectar pelo menos 30 parasitos/mL, enquanto a gPCR
identificou 0,2 parasitos/mL em amostras de sangue ou medula 6ssea. Sendo assim,
apesar dos valores de deteccdo serem extremamente baixos, os resultados de
sensibilidade da PCR e da qPCR variam de acordo com o tecido utilizado.

Ramos (2012) compararam a positividade em cées de area endémica por meio
das técnicas de qPCR e PCRc em diferentes tecidos (baco, medula 6ssea e linfonodo) e

seus resultados demonstraram uma positividade total em fragmentos de bago de 28,5%
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(10/35 animais) para a PCRc e de 97,1% (34/35 animais) pela técnica de gPCR, o que
também corrobora com nossos resultados. A grande diferenga na positividade pelas
técnicas moleculares podem ser justificadas por uma série de variaveis que afetam seu
desempenho, como a quantidade de DNA a ser amplificado, 0 método empregado na
extracdo do DNA, a presenca de inibidores, a fragmentacdo do DNA, a passagem
sucessiva de amplicons a partir de um tubo para o outro, protocolo de amplificacdo e a
forma de deteccdo do material amplificado (Cortes et al. 2004; Baneth et al. 2008).
Neste sentido, a qPCR possui vantagens em relacdo a PCRc e a snPCR, pois a reacdo é
feita em um numero menor de etapas, com protocolos de amplificacdo mais simples e a
deteccdo do material amplificado ndo necessita de visualizacdo em gel (agarose ou
poliacrilamida), diminuindo os riscos de contaminagcdo pelo manipulador e pelas
préprias condi¢cdes em que é feita a reacao.

Outra técnica molecular avaliada no presente estudo foi a snPCR, e esta
apresentou resultados discordantes de acordo com o tecido investigado. Ao analisar a
pele a PCRc teve uma positividade total de 73,3% e a snPCR a positividade foi
ligeiramente menor (71,7%). O contrario foi observado analisado o baco, no qual a
técnica de snPCR teve uma positividade de 85,0% e a PCRc de 73,3%. Em ambos 0s
tecidos a positividade da PCRc foi a mesma, porém a positividade da snPCR foi maior
nas amostras de baco, possivelmente pela maior presenca de DNA de Leishmania spp
neste compartimento (Reis et al. 2006). Além disto, alguns autores admitem que o
parasitismo cutaneo ocorra depois que a Vvisceralizacdo estd estabelecida e se
intensificando (Reis et al. 2009). Em um trabalho realizado por Silva (2012) eles
comparam a PCRc e a snPCR em pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA). A snPCR baseia-se em duas amplificagdes consecutivas, aumentando o risco de
contaminacdo do material amplificado, tornando essa técnica pouco viavel para o0 uso
rotineiro no diagnostico da LVC. Silva (2012) compararam trés reacdes de PCR, sendo
duas delas de PCRc e uma de snPCR, em amostras de pacientes com LTA. Em um dos
ensaios a PCRc e a snPCR foram realizadas utilizando os mesmos iniciadores
empregados no atual estudo, e a positividade encontrada por estes autores foi de 76,9%
para a PCRc e de 69,2% para a snPCR. Em pacientes com LTA a probabilidade de
encontro do parasito & inversamente proporcional ao tempo de evolugdo da leséo
cuténea, sendo rara apds 1 ano (SVS-MS). Alem disso, a regido em que a biopsia foi

realizada também pode interferir nos resultados, sendo que a utilizacdo de biopsias de
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pele e esfregacos por aposicdo (imprints) podem ser piores fontes de DNA quando
comparadas a fragmentos de pele e baco de cées infectados com LVC, uma vez que
estes 6rgaos apresentam elevada carga parasitaria.

A diferenca na positividade dos testes moleculares nas amostras de cées
sororeativos confirma o que foi demonstrado por Baneth (2008), na qual resultados
negativos pelo método de PCR em uma amostra clinica ndo séo suficiente para descartar
a infeccdo. Além disso, a positividade nos testes moleculares, em amostras de pele e
baco, podem apresentar resultados variaveis e as vezes conflitantes devido a dinamica
do parasito nos diferentes 6rgdos do hospedeiro. De uma forma geral houve um
aumento da positividade nos testes moleculares de acordo com a gravidade dos sinais
sugestivos de LVC. Entre os cdes sintomaticos houve maior nimero de resultados
positivos que nos assintomaticos em ambos os tecidos analisados, indicando que a
gravidade da doenca favorece a detecgédo por estes métodos.

Ao comparar 0s métodos de diagndstico moleculares com o método
parasitoldgico utilizado como padréo-ouro, foi observado que os testes parasitologicos
apresentaram menor positividade (61,7%) entre os animais analisados, o que reforca que
os testes moleculares sdo melhores para detectar a infeccdo em comparacdo aos testes
parasitolégicos. Estes resultados foram confirmados por Moreira. (2007), que avaliaram
amostras de aspirados de linfonodos e de medula 6ssea de cdes naturalmente infectados,
e concluiram que a técnica de PCRc é mais sensivel do que a deteccdo por
microscopica Optica de formas amastigotas ou cultura de parasitos. Em um estudo
realizado por Moreira (2012) avaliando a infeccdo experimental em modelo hamster
(Mesocricetus auratus), a q°PCR demonstrou maior sensibilidade para a identificacdo de
animais com baixa carga parasitaria no bago e no figado, em comparacdo com o0 método
de LDU (Leishman Donovan Units). As técnicas moleculares além de serem mais
sensiveis, possibilitam a deteccdo do DNA do parasito em pequenas quantidades na
amostra biologica, possibilitando detectar valores tdo baixos como 0,1 fentogramas de
DNA do parasito (Quaresma et al. 2009). Em comparacdo as técnicas moleculares, 0s
testes parasitoldgicos apresentam a sensibilidade com maior dependéncia da carga
parasitaria, além disso, os resultados demandam de longo tempo, de profissionais
qualificados, tornando a sua execucdo em larga escala inviavel logisticamente.

Quando avaliamos os resultados parasitoldgicos por forma clinica, observamos

que a positividade € menor em animais assintomaticos em relacdo aos cdes
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sintomaticos, sendo que nos oligossintomaticos esta positividade é intermediaria. Reis
(2006) ao analisar amostras de bago e pele encontrou uma correlagdo positiva entre a
densidade parasitéria e o estado clinico da infec¢do, demonstrando que ao aumentar o
numero de sinais clinicos da LVC ocorre aumento no parasitismo tecidual. Este
resultado confirma que os animais sintomaticos séo as principais fontes de infeccéo para
0 vetor, apesar de serem mais rapidamente detectados e removidos pelo PVC-LV. Além
disso, na pele, a carga parasitaria e a resposta inflamatdria estdo diretamente
relacionadas com a condicdo clinica dos animais (Giunchetti et al. 2006; Vercosa et al.
2008; Vercosa et al. 2012). Os animais assintomaticos, apesar de apresentarem menor
carga parasitaria, muitas vezes ndo sdo detectados pelos exames soroldgicos
convencionais permanecendo na area e se comportando como fonte de infec¢do (Molina
et al. 1994; Guarga et al. 2000a; Courtenay et al. 2002).

Apesar de todos os animais avaliados serem sororeativos na ELISA e RIFI
(Biomanguinhos/RJ), a sensibilidade das técnicas moleculares foram calculadas
utilizando como padrdo ouro os testes parasitolégicos (isolamento, imprint de bago e
pele). Como o padrdo ouro utilizado € menos sensivel que os testes soroldgicos, a
sensibilidade obtida é subestimada, entretanto é mais fidedigna que a obtida pela
sorologia, que pode apresentar resultado falso positivo. Foram utilizados fragmentos de
pele e bacgo de trés animais néo infectados, provenientes do canil de experimentagéo da
UFOP como controle negativo, para o calculo de especificidade das técnicas, sendo este
de 100% para todas as técnicas (dados ndo mostrados). A utilizacdo de um pequeno
namero de animais para controle negativo se deve a questdes €ticas, pois a realizacdo de
técnicas invasivas apenas para a obtencdo de amostras sabidamente negativas néo seria
justificavel.

Ao avaliar o desempenho dos métodos moleculares foi possivel observar que nas
amostras de pele a qPCR (97,3%) apresentou maior sensibilidade e maior nimero de
animais verdadeiros positivos e VPN (98,3%). Os VPP(s) foram baixos, independente
da técnica molecular utilizada e do tipo de tecido, pois seus valores foram calculados
usando a prevaléncia de 24% obtida no estudo de Coura-Vital (2011) em Belo
Horizonte, Minas Gerais, a mesma &rea do atual trabalho. A sensibilidade da PCRc nas
amostras de pele foram maiores do que na snPCR, que foram de 89,2% e 86,5%
respectivamente. Sendo assim, nas amostras de pele a melhor técnica molecular para ser

empregada € a qPCR, seguida da PCRc e da snPCR, respectivamente.
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Ao analisar o desempenho dos testes moleculares em fragmentos de baco, a
gPCR também foi a técnica molecular com melhor sensibilidade, detectando todos os
animais que tiveram testes parasitologicos positivos (37/60 animais), independente da
forma clinica. A snPCR e a PCRc obtiveram sensibilidade de 94,6% e 81,1%
respectivamente. Estes resultados discordam dos resultados encontrados por Solca et al.
(2011) que comparou as técnicas de gPCR e PCRc em amostras de baco de cdes
naturalmente infectados. Neste estudo, a sensibilidade da técnica de PCRc foi superior &
encontrada pela qPCR, sendo estes de 88,9% e 83,3% , respectivamente. Além disso, 0s
VPN para a técnica de PCRc foi de 91,7% e de 88% para a técnica de qPCR (Solca et
al. 2011), entretanto seus calculos ndo levaram em conta a prevaléncia da regido. Estas
diferencas podem estar relacionadas a diferenca na especificidade dos iniciadores
utilizados, bem como ao protocolo de extracdo e de amplificacdo que divergem nos
diferentes estudos e nos periodos de infeccdo dos animais avaliados.

De acordo com os resultados é possivel concluir que em ambos os tecidos a
gPCR ¢ a técnica molecular que apresentou melhor desempenho para ser utilizada no
diagnostico de cédes naturalmente infectados. Em amostras de baco a sensibilidade foi
maior que nas amostras de pele, porém a sensibilidade das amostras de pele também foi
satisfatoria e a sua coleta, visando sua utilizacdo em areas endémicas, € mais viavel,
pois a pele é um tecido de mais facil acesso e sua obtengdo é menos invasiva. Uma das
principais preocupacdes em torno da utilizacdo de aspirado de baco é o risco de
hemorragia grave ou até mesmo a morte (Léveillé et al. 1993) do animal, o qual pode
ser contornado utilizando técnicas como a ultrassonografia abdominal (da Silva et al.
2012b), minimizando assim o risco para a animal. A puncéo aspirativa do bago, sem o
auxilio de ultrassonografia abdominal, necessita de um profissional veterinario com
experiéncia e com profundo conhecimento de anatomia canina (Barrouin-Melo et al.
2004), o que inviabiliza sua utilizacdo em larga escala. E importante ressaltar, ao
contrario do que se pensa até entdo, que atualmente as técnicas moleculares ndo sdo téo
laboriosas e o custo vém diminuindo devido ao aumento do uso para o diagndstico na
rotina do laboratdrio clinico. Ja existem reagentes de diversas marcas no mercado,
varios procedimentos para extracdo de DNA foram padronizados e também uma gama
de protocolos de amplificacdo. Estes fatores vém contribuindo para simplificar,
diminuir os custos e agilizar a obtencdo dos resultados baseados em técnicas

moleculares, tornando este tipo de analise mais acessivel em laboratérios de pesquisa.
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Portanto, com base em nossos resultados podemos reforcar que a utilizacdo de testes
moleculares em especial a gPCR em amostras de pele seria muito Util para o diagndstico
da LVC, contribuindo para a melhoria das acgdes efetuadas pelos PVC-LV.
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Reis, L.E.S. Concluséo

O conjunto de dados obtidos neste trabalho que avaliou o potencial de técnicas
moleculares (PCR convencional, seminested PCR e PCR em tempo real) no diagndstico

da LVC, empregando diferentes tecidos, permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

v Os métodos moleculares obtiveram maior positividade em comparagéo aos

métodos de diagnostico parasitologicos;

v A positividade nos testes moleculares aumenta de acordo com a gravidade dos

sinais clinicos;

v" A gPCR foi a técnica molecular com maior positividade e melhores valores de

desempenho (sensibilidade, VPP e VPN), independente do tecido;

v' O tecido recomendado para a realizagdo da qPCR em cées naturalmente

infectados com L. infantum € a pele.
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