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RESUMO

O diagnostico de leishmaniose visceral canina (LVC) pelas técnicas imunologicas ainda
nao ¢ satisfatorio, uma vez que a detecgdo de anticorpos nem sempre corresponde a presenga do
parasita no animal. O objetivo deste trabalho foi detectar DNA de Leishmania em soro de caninos
por PCR em tempo real e comparar os resultados com os obtidos pelos métodos imunologicos
(DPP® e ELISA). O DNA foi extraido de soro de 60 caninos e analisado por PCR em tempo real
utilizando como alvo a regido do cinetoplasto. Na comparagao dos resultados, o teste molecular
mostrou uma sensibilidade e especificidade de 86,2% e 93,5%, respectivamente. E possivel concluir
que este método poderia auxiliar em um diagndstico de LVC mais preciso, uma vez que confirma
a presenca do DNA de Leishmania nos caes infectados.

Palavras-chave: Leishmania, PCR em tempo-real, cinetoplasto, diagndstico, leishmaniose canina.

ABSTRACT

The canine visceral leishmaniasis (CVL) diagnosis by immunological techniques is not
satisfactory, since antibodies do not always correspond to the presence of the parasite in the animal.
The objective of this study was to detect Leishmania DNA in serum from canines by real-time PCR
and compare the results with those obtained by immunological methods (DPP® and ELISA). The
DNA was extracted of serum from 60 canines and was analyzed using real-time PCR targeting the
kinetoplast region. Comparing the results, the molecular test showed a sensitivity and specificity
0f 86.2% and 93.5%, respectively. It was concluded that this method could help to improve a more
accurate diagnosis of CVL, once it confirms the presence of Leishmania DNA in infected dogs.

Keywords: Leishmania, real-time PCR, kinetoplast, diagnosis, canine leishmaniasis.

" Académica do curso de Farméacia/ULBRA — Bolsista PROICT/FAPERGS

2 Académico do Programa de Pds-graduagéo de Biologia Molecular e Celular Aplicada a Saude/ULBRA

3 Académica do Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Pneumolégicas/UFRGS

4 Académica do curso de Biologia/lULBRA

5 Pesquisadora da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude

5 Professora — Orientadora do Programa de Pés-Graduagdo de Biologia Molecular e Celular Aplicada a Saude/
ULBRA (mrossett@terra.com.br)

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA Canoas | n.14 | p.36-46 2016




INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga zoonotica, transmitida pela picada de um inseto vetor
infectado com o parasita Leishmania. No Brasil, a principal espécie responsavel pela
transmissao ¢ a Lutzomyia longipalpis, sendo comum, principalmente, em regides tropicais
e subtropicais (OLIVEIRA et al., 2006). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) lista a
leishmaniose como uma das doengas tropicais negligenciadas em expansao e ndo existem
instrumentos adequados e disponiveis para o seu controle (WHO, 2010). De acordo com
a OMS, ocorre, anualmente, 1,3 milhdes de novos casos de leishmaniose no mundo, €
o Brasil, junto com a India, Bangladesh, Sudio, Nepal ¢ Etiopia sdo responsaveis por
90% dos casos (WHO, 2015). Na América Latina a Leishmania infantum (sindbnimo de
L. chagasi) é o agente causador da leishmaniose visceral (LV) (KUHLS et al, 2011).

No Brasil, entre 2000 a 2013 ocorreram 48.358 casos de LV humana (BRASIL,
2014). Os caes domésticos, que sao entre 20 a 30 milhdes (BRASIL, 2014), t€ém papel
fundamental na transmissao da doenga, pois funcionam como reservatorios do parasita
(CASTRO-JUNIOR et al., 2014). Caes infectados por Leishmania podem manifestar os
sintomas da doenga (Leishmaniose Visceral canina — LVC), outros podem permanecer
assintomaticos (CIARAMELLA et al., 1997). Os assintomaticos sdo, também, fontes
para os vetores que transmitirdo os parasitas para o homem (MOHEBALI et al., 2005).
A deteccao precoce de caes infectados ¢ fundamental para impedir a expansdo da
doenga, e essencial para o controle da mesma. O monitoramento e o controle da LVC ¢
a estratégia para minimizar a disseminagdo da doenca (DE BRITO et al., 2014; CURI
et al., 2014). No Brasil, a LV humana e canina sdo endémicas desde 1980 e, na auséncia
de um tratamento adequado e eficaz, podem levar ao 6bito (MARZOCHTI et al., 2009;
CARRANZA-TAMAYO et al., 2010; TONINI et al., 2012).

No ano de 2011, o Ministério da Saude (MS) do Brasil, estabeleceu um protocolo
de diagnostico da LVC, baseado em métodos imunoldgicos, recomendando o teste
rapido imunocromatografico “Dual-Path Platalform” (TR DPP®) para triagem, ¢ o
teste imunoenzimatico (ELISA EIE®) como confirmatorio (BRASIL, 2011). Esse
novo protocolo foi estabelecido com o intuito de melhorar a precisdo do diagndstico
sorolégico (GRIMALDI et al., 2012; COURA-VITAL et al., 2014). Apesar da falta de
um padrdo ouro adequado para estudos de avaliacdo, analises realizadas mostraram que
esses métodos possuem um sensibilidade e especificidade moderada (LAURENTI et al.,
2014; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015).

O controle da LV passa pelo diagnostico da LVC para a eliminagao dos reservatorios.
Apesar da variedade de métodos disponiveis tanto imunolégicos como moleculares para
a detecgdo da infecgdo canina, o diagnostico de LVC ainda ¢ insatisfatorio (COTA et al.,
2013; FARIA et al., 2015). Os métodos sorologicos que detectam anticorpos sdo os mais
utilizados, porém a sua real contribui¢do na detecgdo da infec¢ao, bem como sua acuracia
e utilizagdo em diferentes cenarios carecem de estudos mais adequados (PEIXOTO; DE
OLIVEIRA; ROMERO, 2015). A reagao cruzada com outras doengas ¢ responsavel por
resultados falsos positivos, assim como a baixa concentra¢ao de anticorpos em estagios
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iniciais da doenca pode significar resultados falsos negativos (FERREIRA et al., 2007;
VIOL et al., 2012; PEIXOTO; DE OLIVEIRA; ROMERO, 2015).

O diagnostico molecular para a detecgdo de género ou de espécie de Leishmania
utilizando PCR convencional ou em tempo real tem sido descrito com resultados
satisfatorios (TOZ et al., 2013; CECCARELLI et al., 2014). A sensibilidade ¢
especificidade dos métodos moleculares descritos na literatura sdo variaveis e dificeis
de comparar, uma vez que depende da amostra, dos primers e da técnica de extragdo
utilizadas (DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015). Um estudo para avaliar a acuracia de
um PCR em tempo real, para diagnosticar LVC, tendo como regido alvo de amplificagdo
o DNA do cinetoplasto, mostrou que, em cées, o método possuia maior sensibilidade
quando comparado aos métodos sorologicos e parasitologicos, dada a sua capacidade de
detecgdo do DNA, mesmo com baixa parasitemia (SOLCA et al., 2014).

Como a eutanasia ¢ o destino dos caes soropositivos (BRASIL, 2011), um
método altamente especifico ¢ necessario. Também, uma alta sensibilidade do teste ¢
imprescindivel para a deteccdo da infec¢do em caninos assintomaticos. Além disso, a
facilidade na obten¢do da amostra clinica, também ¢ importante ser considerada, a fim
de evitar métodos de coleta mais invasivos. Na falta de um método que reuna todas as
condicdes exigidas, uma associagdo de métodos poderia ser uma forma racional de se
obter um diagndstico mais preciso.

Assim, considerando que a demora no diagnoéstico da LVC propicia a disseminagao
do parasita, e que a falta de especificidade dos testes sorologicos podem determinar
que cées sadios sejam sacrificados, este trabalho teve como objetivo detectar DNA de
Leishmania em soro por PCR em tempo real e comparar os resultados com os obtidos
por métodos imunologicos preconizados pelo Ministério da Satde.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Para a padronizacao dos ensaios de PCR, foram utilizadas 60 amostras de sangue
(soro) de caninos com resultado conhecido nos testes sorologicos para leishmaniose (29
positivas e 31 negativas), provenientes do Laboratorio de Parasitologia, do Laboratorio
Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN/RS), da Fundagao Estadual de Produg¢ao
e Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul (FEPPS/RS, Brasil), que ¢ referéncia no
Estado para este diagndstico. Essas amostras eram provenientes de caninos suspeitos de
LVC de centros de controles de zoonoses e vetores, canis municipais, clinicas e, ainda,
laboratérios de todo o Estado. O diagnéstico de LVC foi definido conforme protocolo
recomendado pelo MS (Brasil), de acordo com anota técnican®01/2011- CGDT/CGLAB/
DEVIT/SVS/MS) que determina o teste rapido (TR DPP® Leishmaniose Visceral) para
triagem e ELISA para confirmacao (BRASIL, 2011).

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade
Luterana do Brasil (ULBRA), no Campus de Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil. As
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amostras foram separadas em aliquotas no LACEN e transportadas ao laboratério da
ULBRA em recipiente refrigerado.

Aspectos Eticos

As amostras deste estudo foram provenientes da execu¢do de um projeto, que
teve como co-participante a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFCSPA
e para realizagdo dos procedimentos com animais, sob o protocolo 118/13.

Técnicas Laboratoriais
Testes imunoldgicos

Para este trabalho, todas as amostras enviadas pelo LACEN, positivas e negativas,
foram novamente analisadas para confirmacgdo dos resultados pelos mesmos kits
recomendados pelo Ministério da Satde (TR DPP® e ELISA EIE®), produzidos pela
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. A execugdo de ambos os testes foi realizada conforme
recomendacdes do fabricante.

Para todos os testes realizados neste trabalho, foi utilizado como controle, soro de
animal com LVC, confirmado anteriormente por todas as técnicas utilizadas no estudo.

Extracdo da DNA

O isolamento de DNA foi realizado a partir de 200 puL de soro pelo kit comercial
Nucleid Acid and Protein Purification (Macherey-Nagel, Alemanha), conforme
recomendacdes do fabricante. O protocolo incluiu lise celular com proteinase K para
liberagdo de DNA e resina de silica para purificacdo deste. Os DNAs extraidos foram
armazenados em freezer a — 20°C até o momento de sua utilizagao.

Amplificacdo por PCR em tempo real

Foram utilizados os primers 13A (5'-GTG GGG GAG GGG CGT TCT-3") ¢ 13B
(5"-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3") conforme descrito por Rodgers, Popper
e Wirth (1990). A amplificagdo teve como alvo uma regido de 120 pares de bases dos
minicirculos do género Leishmania. Essas sequéncias de DNA estdo presentes em

cOpias multiplas em uma regidao conservada dos minicirculos de DNA do cinetoplasto
(kDNA).

A amplificagdo por PCR em tempo real foi realizada em um termociclador
StepOne™ Real Time PCR Systems (AB Applied Biosystems) e os produtos amplificados
foram detectados por meio do fluor6foro SYBR® Green. A reagdo foi padronizada em um
volume final de 20 pL, contendo 15 pL de Fast SYBR® Green master mix (AB Applied
Biosystems), 10 pmol de cada primer e 5 pL. de DNA extraido de soro canino. As condigdes
da amplificacdo foram: ativa¢@o da enzima a 95°C por 20 segundos, desnaturagao a 95°c
por 1 segundo e, por fim, anelamento e extensdo a 61°C por 20 segundos.

Para a padronizacao da reagdo de PCR foi feita uma curva de dissociagdo para a
analise da concentracao ideal de primers a serem adicionados a reag¢o e a analise de uma
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curva padrao da dilui¢do seriada de DNA de referéncia de Leishmania. Para cada corrida
de amplificacao foi utilizado um controle negativo de reagao (mix de PCR contendo agua
ultrapura) e controle positivo que consistia em DNA purificado de Leishmania. Todas as
amplificagdes foram realizadas em duplicatas.

Teste de inibicdo da PCR

Para verificar a presenca de inibidores, todas as amostras que apresentaram
resultados negativos no PCR foram misturadas com DNA humano para amplificagdo
de regido do gene de B-globina com primers (5’ACACAACTGTGTTCACTAGC3’) e
(5’CAACTTCATCCACGTTCACC3’) (SAIKI et al., 1985).

Analises Estatisticas

Para a avalia¢@o do ensaio de PCR em tempo real em comparagdo com os métodos
imunologicos (referéncia), foram realizados os calculos de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo, utilizando as formulas dispostas por Ferreira e Avila
(2011). Todos os calculos foram feitos utilizando o software SPSS v. 21 para Mac OS e
Excel 2011 para Mac.

RESULTADOS

Padronizacao da reacao de PCR por real time

Para a padronizagao da PCR em tempo real, os primers foram testados em diferentes
concentragoes (40, 20, 15 e 10 pmol) e a temperatura de anelamento (60°C e 61°C). O
melhor rendimento de reacdo de amplificacdo foi obtido com 10 pmol de primers, com
uma temperatura de anelamento de 61°C.

Analise das amostras por PCR em tempo real

Foram analisadas pelo ensaio padronizado de PCR em tempo real um total de 60
amostras com resultado prévio pelos métodos imunologicos de referéncia (Tabela 1). De
um total de 29 amostras positivas em ambos os métodos de referéncia (DPP e ELISA),
foi possivel detectar amplificacdo de DNA de Leishmania em 25 (86,2%). Em quatro
delas, nao houve amplificagdo (13,8%). Das 31 amostras negativas pelos métodos de
referéncia, 29 (93,5%) apresentaram resultado também negativo pelo PCR em tempo
real, e duas amostras apresentaram resultado positivo para a amplificacdo (6,5%). Todas
as amostras negativas pelo PCR em tempo real também tiveram resultado negativo para
a presenga de inibidores.
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Tabela 1 — Resultado do PCR em tempo real para detecgdo de DNA de Leishmania em comparagao aos méto-
dos de referéncia imunolégicos (DPP e ELISA) para amostras caninas de soro.

DPP e ELISA (referéncia)

Positivo (%) Negativo (%) Total (%)
Positivo (%) 25 (41,6) 2(3,3) 27 (45)
PCR em tempo real .
Negativo (%) 4 (6,6) 29 (48,3) 33 (55)
Total (%) 29 (48,3) 31 (51,6) 60 (100)

Em uma analise comparativa, em que foi considerado o resultado dos testes
imunoldgicos (DPP e ELISA) como referéncia, a sensibilidade e especificidade do
PCR em tempo real foram de 86,2% e 93,5%, respectivamente. Os valores preditivos
positivo e negativo foram de 92,5% e 88,5%, respectivamente. A concordancia do PCR
em tempo real com os testes imunologicos (DPP e ELISA) foi muito boa, com indice
kappa de 0,8 (p<0,0001).

DISCUSSAO

Neste trabalho, a padronizagdo de um método de PCR em tempo real para a detecg@o
de DNA de Leishmania em soro de caninos foi realizada, a fim de buscar uma técnica mais
acurada com menos resultados falsos (positivos ou negativos) e assim reduzir o nimero
de eutanasia em caes sadios e prevenir a infec¢do humana pela detecgao precoce de LVC.
Nas analises realizadas, foi possivel detectar DNA de Leishmania utilizando os primers
direcionados ao cinetoplasto do parasita em 25 dos 30 soros dos animais considerados
positivos e em dois dos animais com diagndstico negativo nos testes imunologicos.

As limitagdes demonstradas pelas técnicas soroldgicas tém levado os pesquisadores
a explorarem a biologia molecular, como uma alternativa para um diagnéstico preciso
de leishmaniose visceral. A PCR em tempo real tem sido amplamente utilizada para a
otimizacao de diagndsticos, utilizando varios alvos e amostras (DE PATVA-CAVALCANTI
et al., 2009; SILVA et al., 2013). As infec¢des caninas por Leishmania tem sido melhor
detectadas por testes moleculares do que por testes sorologicos. As amostras bioldgicas
que podem ser utilizadas sdo variadas, desde sangue, pele ou medula dssea entre outras
(LOMBARDO etal., 2012; DE PATVA-CAVALCANTI, 2015). Comparando os resultados
com amostras de sangue periférico e aspirado de medula dssea de pacientes com LV,
o PCR no sangue periférico foi de 98,5% de sensibilidade e de 95,7%, no aspirado de
medula (ANTINORI et al., 2007). O sangue ¢ considerado um tipo de amostra menos
invasiva e com um bom desempenho (MANNA et al., 2004; MOHAMMADIHA et al.,
2013a; DE RUITER et al., 2014).

Nesse trabalho, os resultados encontrados nas amostras de soro analisadas por
PCR em tempo real, comparado com o DPP e ELISA, revelaram uma sensibilidade e
especificidade de 86,2% ¢ 93,5%, respectivamente. Esses valores estdo dentro dos limites
de sensibilidade (72,2% a 98,7%) e especificidade (78% a 96,4%) encontradas por outros
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autores (MOHAMMADIHA et al., 2013a; MOHAMMADIHA et al., 2013b; PEREIRA
etal., 2014; CASTRO-JUNIOR et al., 2014; CECCARELLI et al., 2014).

Dentre as 29 amostras que foram positivas para os testes DPP ¢ ELISA, 25,
confirmaram a presenga do DNA da Leishmania através do PCR em tempo real. Em quatro
amostras nao houve amplificagdo de DNA, o que foi confirmado no teste de inibigéo.
Assim, o resultado negativo era verdadeiro e ndo causado por algum inibidor da reagdo
de PCR que muitas vezes permanece na amostra. Essa divergéncia nos resultado dos
testes, pode ter sido devido a presenga de anticorpos em caninos, porém sem a presenga
do parasita (CURI et al., 2014). O estudo de Peixoto, de Oliveira e Romero (2015),
demonstrou que os testes de triagem ¢ confirmatorio, propostos pelo Ministério da
Saude do Brasil, tém precisdo moderada, necessitando de uma revisdo em sua qualidade
para o diagnostico para LVC. A sensibilidade e especificidade do teste de ELISA estdo
relacionadas com o antigeno utilizado e isso pode alterar os resultados dos diagndsticos
(SRIVASTAVA et al., 2013).

Das 31 amostras que foram negativas para DPP e ELISA, 29 confirmaram também
foram negativas no PCR em tempo real. Porém, em duas amostras com resultado negativo
pelo DPP e ELISA foi verificado a DNA da Leishmania. A elevagao na producao de
anticorpos especificos no hospedeiro ou reservatorio ¢ observada ao longo da progressao
clinica da doenga (DEPLAZES et al., 1995; SILVA et al., 2014). Dessa maneira, a falta
de deteccao de anticorpos nessas amostras, poderia ser devido a uma infeccao inicial. No
PCR, mesmo com quantidades infimas de parasitas, ha a possibilidade de amplificagdo
de DNA. Segundo de Queiroz et al. (2010), a PCR em tempo real, ¢ uma técnica que
possibilita a deteccao de parasita em qualquer fase clinica da infecgdo. Portanto, quando
a avaliagdo clinica e os testes sorologicos apresentam resultados negativos, o PCR em
tempo real poderia ser utilizado como uma alternativa (DE PAIVA-CAVALCANTI et
al., 2015).

Nesse trabalho, o nivel de concordancia encontrado entre o PCR ¢ o padrdo de
referéncia (DPP/ELISA) foi considerado muito bom (Kappa= 0,8). Essa concordancia
foi semelhante ao encontrado em outros estudos quando compararam os diagnosticos
imunologicos com o PCR em tempo real NASEREDDIN etal., 2006 MOHAMMADIHA
etal.,2013a). Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que a utilizagdo de soro
canino como amostra ¢ a amplificagdo do gene do kKDNA por PCR em tempo real pode
ser uma ferramenta Util para detecgdo da Leishmania. A inclusdo de uma metodologia
molecular, como a descrita, poderia auxiliar no diagnéstico de LVC, contribuindo na
prevengdo, na diminuigdo da propagagido da LVC e suas consequéncias.

CONCLUSAO

O diagnostico da leishmaniose visceral canina ainda ¢ um desafio. Este trabalho
mostrou que o PCR em tempo real pode ser utilizado junto ao protocolo recomendado
pelo Ministério da Saude, que utiliza o DPP e o ELISA, para confirmagdo dos casos de
LVC. O protocolo de PCR em tempo real padronizado neste estudo confirmou 86,2%
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dos casos positivos detectados pelo protocolo referéncia, € confirmou também 93,5% dos
casos negativos. A utilizagdo de um teste molecular como confirmatorio poderia auxiliar
nas diretrizes de prevengao e controle da leishmaniose no pais.
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