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RESUMO

Nas Ultimas décadas, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo utilizada para o
diagndstico da leishmaniose visceral (LV) com diferentes objetivos: o diagndstico da
infeccdo, da doenca e o controle de cura. Para utilizagdo em larga escala, a etapa de
eletroforese para deteccdo dos produtos amplificados na PCR, torna a técnica complexa e
onerosa. A PCR-ELISA representa uma alternativa de deteccdo do produto amplificado por
PCR através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Esta técnica é capaz de conferir maior
sensibilidade e rapidez para a analise de grandes numeros de amostras clinicas com o uso de
equipamentos utilizados para processamento de ELISA e, portanto, permite realizar PCR para
fins de diagnostico em laboratorios de média complexidade. Assim, este estudo objetivou
desenvolver e validar o método de deteccdo colorimétrica dos produtos de amplificacdo
gerados pela reacdo de PCR para o diagnéstico da LV em amostras de sangue periférico.O
método de PCR-ELISA foi desenvolvido para deteccao de fragmento de DNA do cinetoplasto
(kDNA), complexo Donovani-especifico. Utilizando-se cepas referéncias de Leishmania em
cultivo e de painel de amostras de sangue periférico humano de 11 individuos ndo infectados,
moradores de area endémica e 14 casos de LV, caracterizadas clinica e parasitologicamente,
determinou-se o limite de deteccdo da reacdo, medidas de precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade) e limite entre positivo e negativo (cut-off). A avaliacdo do desempenho do
ensaio foi realizada com amostras de sangue periférico de 105 pacientes portadores de LV, 25
pacientes portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV e de 73 individuos moradores de area
endémica para a LV. Foi desenvolvido ainda um ensaio de PCR-ELISA para deteccdo do
DNA amplificado do gene humano ACTB, para uso como controle do processo de extracdo
de DNA e amplificagdo por PCR das amostras clinicas. O ensaio PCR-ELISA kDNA
desenvolvido apresentou limite de deteccdo de 1 parasito/mL de sangue e 0,07fg/uL de DNA
de L. (L.) infantum, sensibilidade de 100% (IC 95%: 97,1 a 100%) e especificidade de 95%
(IC 95%: 83,5 a 98,6%). Todos os individuos assintomaticos de area endémica, com
positividade por outras técnicas diagndsticas, foram também positivos pela PCR-ELISA.
Todas as amostras foram testadas satisfatoriamente para o ensaio de PCR-ELISA ACTB. O
ensaio de PCR-ELISA kDNA, desenvolvido e validado neste estudo, apresenta simplicidade
metodologica e operacional, permite interpretacdo objetiva da amplificacdo por PCR do DNA
de Leishmania do complexo Donovani e desempenho adequado no diagnéstico da LV em

laboratorios de referéncia.
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ABSTRACT

In recent decades, the polymerase chain reaction (PCR) has been used for the diagnosis of
visceral leishmaniasis (VL) with different goals: diagnosis of infection, disease control and
cure. For large-scale use, the step of electrophoresis to detect amplified products of PCR
makes this technique more complex and costly. The PCR-ELISA is an alternative for the
detection of the amplified PCR product through an immunoenzymatic assay (ELISA). This
technique offers higher sensitivity and speed for the analysis of large numbers of clinical
specimens, using equipment widely used for processing sets of ELISA and therefore allows
performing PCR for diagnostic purposes in laboratory of medium complexity. Thus, this
study aimed to develop and validate the colorimetric detection method (ELISA) for
amplification products generated by PCR targeting the diagnosis of VL.The method of PCR-
ELISA was developed to detect a fragment of DNA of kinetoplast (kDNA) specific from
Leishmania donovani complex. Using reference strains of Leishmania in cultivation and a
panel of human peripheral blood samples of 11 non-infected individuals, residents of endemic
area and 14 cases of VL with clinical and parasitological characterization, we determined the
detection limit of the reaction, precision measurements (repeatability and reproducibility) and
limit between positive and negative (cut-off). The performance of the assay was evaluated
with peripheral blood samples of 105 patients with VL, 25 patients showing the co-infection
Leishmania/HIV and 73 individuals living in endemic areas for VL. A PCR-ELISA assay for
detection of DNA from the human ACTB gene was also developed for use as control for the
process of DNA extraction and amplification by PCR of clinical samples. The PCR-ELISA
KDNA assay developed showed a detection limit of 1 parasite/ml blood and 0.07 fg/pL of
DNA from L. (L.) infantum. The assay showed a sensitivity of 100% (IC 95%: 97.1 to 100%)
and specificity of 95% (IC 95%: 83.5 to 98.6%). All asymptomatic individuals from an
endemic area, who were diagnosed for LV by other techniques, were also positive by PCR-
ELISA KDNA. All samples were tested satisfactorily by PCR-ELISA ACTB assay. The PCR-
ELISA kDNA assay was developed and validated in this study. It presents methodological
and operational simplicity; enables objective interpretation of PCR amplification of DNA
from Leishmania donovani complex and have sufficient performance for diagnosis of VL in

reference laboratories.
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1 INTRODUCAO



Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa, causada por um protozodrio intracelular
do género Leishmania, cuja principal forma de transmissdo é através da picada do vetor
flebotomineo (Santos et al., 1998). Os cédes e as raposas sdo 0S principais reservatorios
domésticos e silvestres, respectivamente, sendo o cao responsavel pela persisténcia da doenca
no ambiente urbano. E uma doenca cronica, sistémica, caracterizada por febre de longa
duracdo, hepatoesplenomegalia e pancitopenia e que na auséncia de tratamento especifico

resulta em casos fatais (Pearson & Sousa, 1995).

A LV é uma enfermidade de grande importancia para saide publica, pois é endémica em 88
paises, com uma incidéncia anual estimada de 0,2 a 0,4 milhGes de casos (Organizacdo
Mundial da Saude - OMS, 2012). O Brasil detém 90% dos casos de LV registrados nas
Ameéricas. Somente em 2011 foram registrados 3984 casos e 262 oObitos pela doenca no pais
(Ministério da Saude-Brasil, 2013).

No Brasil, o0 Programa Nacional de Controle das Leishmanioses, coordenado pela Secretaria
de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, estabelece que a estratégia de controle da LV
deve ser fundamentada no tratamento de doentes, controle dos reservatorios domésticos e dos
vetores e diagnostico precoce da infec¢do/doenca. O diagndstico laboratorial da LV pode ser
realizado por métodos soroldgicos, parasitologicos e moleculares (Ministério da Saude-Brasil,
2006).

Mesmo com o grande avango tecnoldgico, o diagndstico laboratorial da LV apresenta-se
como um desafio em nosso tempo. Os exames parasitologicos, considerados métodos de
referéncia, sdo métodos invasivos, requerem profissionais capacitados e em geral apresentam
baixa sensibilidade. Os exames soroldgicos podem apresentar reacfes cruzadas em vigéncia

de outras doencas e ndo permitem a distin¢do entre infeccao ativa, sub-clinica ou passada.

Os métodos moleculares sdo procedimentos Uteis na detecgdo de baixas cargas parasitérias e
que apresentam elevada sensibilidade. Os ensaios baseados em PCR constituem atualmente a
principal abordagem no diagndstico molecular. Mas para utilizagdo em larga escala, a PCR
necessita de ajustes para se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo. Uma
alternativa é a detecgdo colorimétrica (ensaio imunoenzimético- ELISA) dos produtos
amplificados na PCR. Essa técnica permite uma interpretacdo objetiva dos resultados, a

analise de grandes quantidades de amostras clinicas simultaneamente e 0 uso de equipamentos
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amplamente utilizados para processamento de séries de ELISA. No entanto, ainda ndo foi
desenvolvido um ensaio de PCR-ELISA que apresenta elevada sensibilidade e especificidade,
seja validado em diferentes grupos clinicos com individuos de diferentes faixas etarias e que
assegure o amplo uso do método para o diagnoéstico da LV humana nos laboratorios de saude
publica. Sendo assim, este estudo teve como objetivo desenvolver e validar um ensaio de
PCR-ELISA para o diagndstico da LV humana.
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2 OBJETIVO
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2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar o método de detecgdo colorimétrica (ensaio imunoenzimatico - ELISA)

dos produtos de amplificacdo gerados pela reacdo de PCR para o diagndstico da leishmaniose

visceral humana.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgdo do DNA amplificado
de L. (L.) infantum na reacdo de PCR, estabelecendo condi¢cdes padronizadas da
reacdo, capacidade de deteccdo, medidas de precisdo (repetibilidade e

reprodutibilidade) e valor limite entre positivo e negativo.

Avaliar o desempenho do ensaio de PCR-ELISA no diagnostico da infeccdo por L.(L.)
infantum em diferentes grupos de individuos: portadores da LV, portadores da co-

infeccdo Leishmania/HIV e moradores de area endémica.
Desenvolver um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo do DNA amplificado

do gene humano ACTB para uso como controle do processo de extracdo de DNA, bem

como do processo de amplificacdo por PCR.
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3 REVISAO DA LITERATURA
21



3.1 As leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por varias espécies de
protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania e apresentam-se clinicamente sob duas formas: leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV). No subgénero Leishmania estdo as espécies causadoras da LV:
Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum (sinbnimo de
Leishmania (Leishmania) chagasi). Neste mesmo subgénero, encontra-se a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, que juntamente com a Leishmania (Viannia) braziliensis e a
Leishmania (Viannia) guyanensis, pertencentes ao subgénero Viannia e sdo espécies

responsaveis pela LT (Lainson & Shaw, 1972; Mauricio et al., 2000; Dantas-Torres, 2006).

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios intracelulares obrigatorios,
heteroxenos, encontrados nas formas promastigotas e amastigotas. As formas promastigotas
possuem flagelo externo, sdo alongadas e losangular, encontram-se livres ou aderidas ao trato
digestivo dos hospedeiros invertebrados; as amastigotas, ndo possuem flagelo externo, séo
ovaladas, normalmente habitam o interior de células do sistema reticulo endotelial dos
hospedeiros vertebrados e reproduzem-se por divisdo binaria dentro dos fagolisossomos
(Michalick & Genaro, 2005).

A principal forma de transmissao do parasito para o hospedeiro vertebrado é através da picada
de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos
genericamente por flebotomineos (Santos et al., 1998). Quando a fémea de flebotomineo pica
0 hospedeiro com leishmaniose, ingere formas amastigotas junto com o repasto sanguineo. No
tubo digestivo do inseto as amastigotas se transformam em promastigotas, as quais sofrem
uma série de mudancas morfologicas e fisioldgicas, diferenciando-se em promastigotas
metaciclicas ou infectantes. Estas formas se movem para a parte anterior do tubo digestivo e
qguando o inseto se alimenta novamente, ocorre a infecgdo por via hematogénica de um novo
hospedeiro. Neste hospedeiro, os parasitos sdo fagocitados pelos macréfagos, se transformam
em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria, rompem a membrana celular e caem na
corrente sanguinea. O ciclo se completa quando as amastigotas sdo ingeridas por novos
flebotomineos. Desta forma, a persisténcia da doenca em uma determinada area depende
basicamente de dois fatores: a presenca de um vetor susceptivel e a presenca de um

hospedeiro vertebrado infectado (Michalick & Genaro, 2005).
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As leishmanioses sdo consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um
importante problema de salde publica mundial. Atualmente, este grupo de doencas afeta 98
paises, estimando mais de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de contrair a doenca,
incidéncia de 2 milhdes de novos casos por ano (0,2 a 0,4 milhdes de casos de LV e 0,7 a 1,2
milhdes de casos de LT) e 20.000 a 40.000 6bitos por ano. (OMS 2010 e 2012).

3.1.1 Leishmaniose visceral

A LV ¢é uma doenca causada por parasitos do complexo Donovani, sendo a espécie L. (L.)
donovani na Africa e na Asia, e L. (L.) infantum no Mediterraneo, China, norte da Africa, no
Brasil e no restante da América Latina. Na india, a LV também é conhecida como Kala-Azar,
palavra de origem indiana que significa "doenca negra" e febre Dum-Dum. Na regido do
Mediterraneo é chamada LV infantil e na América Latina, LV americana ou calazar
neotropical (Lainson & Shaw, 1972; Michalick & Genaro, 2005).

A primeira observacdo dos parasitos que causavam o Kala-Azar ocorreu na India por
Cunningham (1885) em individuos acometidos pela doenca. Em 1903, o agente etioldgico foi
descrito quase simultaneamente por William Leishman e Charles Donovan. Migone (1913)
diagnosticou em Assuncdo-Paraguai, 0 primeiro caso autdctone proveniente do estado de
Mato Grosso, Brasil. Ainda em 1913, outro caso de um paciente residente no Brasil foi
diagnosticado na Italia (Franchine & Mantovani, 1913). Pena, em 1934 identificou 41 casos
de LV atraves da deteccdo de formas amastigotas em I&minas de viscerotomias realizadas
“post-morten” em pacientes suspeitos de febre amarela, nos estados do Norte e Nordeste do

pais (Ministério da Saude-Brasil, 2006).

Os casos de LV notificados sdo superiores a 58.000 por ano, entretanto este niUmero nédo
corresponde a realidade, pois somente dois tercos dos paises endémicos registram dados de
incidéncia. Usualmente a falta de registros humanos nestes paises reflete a falta de agdes da
vigilancia e outras investigacdes epidemioldgicas. Cerca de 90% dos casos de LV ocorrem em

cinco paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal e Suddo (OMS, 2012).

Dados relacionados com a mortalidade causada pela LV sdo escassos e geralmente
representam somente mortes hospitalares. No subcontinente indiano, onde ocorre a maior
proporcéo de casos de LV, as taxas de letalidade no periodo de 2004 a 2008 foram de 1,5%

em Bangladesh (93 mortes/6.224 casos de LV); 2,4% na india (853 mortes/34.918 casos de
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LV) e 6,2% no Nepal (91 mortes/1.477 casos de LV). Inquéritos de base comunitaria, que
incluem busca ativa de Obitos por LV estimam taxas de letalidade acima de 10% em paises
endémicos. indices registrados em povoados da India sugerem que 20% dos pacientes com
LV morreram antes da doenca ser reconhecida. No sul do Suddo, um estudo em uma
comunidade demonstrou 20% de taxa de letalidade, entretanto, estima-se que 91% de todas as

mortes por LV no pais ndo sdo reconhecidas (OMS, 2012).

O Brasil apresentou 42.067 registros de casos de LV, nos ultimos doze anos, resultando em
uma incidéncia média de 1,92 casos por 100.000 habitantes durante este periodo (Ministério
da Saude-Brasil, 2013). Entre os anos de 2007 e 2011 foram relatadas 1.103 mortes por LV no
pais. Em 2002, todos os estados ja apresentavam origem autoctone de casos de LV. (Maia-
Elkhoury et al., 2008, Ministério da Saude-Brasil, 2013).

Atualmente, o Brasil enfrenta a expanséo e urbanizacdo da LV com casos humanos e grande
namero de cdes positivos em varias cidades de grande e médio porte. O ciclo de transmissdo
gue anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural hoje também se desenvolve em centros
urbanos. Duas décadas apds o registro da primeira epidemia urbana em Teresina/Piaui, o
processo de urbanizacdo se intensificou com a ocorréncia de importantes epidemias em varias
cidades da regido Norte (Boa Vista e Santarém), Nordeste (Sao Luis, Natal e Aracaju), Centro
Oeste (Cuiaba e Campo Grande) e Sudeste (Belo Horizonte e Montes Claros) (Moreno et al.,
2002). Belo Horizonte, a capital do estado de Minas Gerais, ilustra claramente o processo de
urbanizagdo da LV nas cidades brasileiras. A cidade convive com a LV desde 1993 e possui
uma média anual de 125 casos de 2003 a 2011, sendo que no ano de 2011, foram notificados
93 casos de LV com 13 Obitos. As proximidades entre as habitacdes e a alta densidade
populacional contribuiram para a rapida expansdo da LV no ambiente urbano (Prefeitura de
Belo Horizonte - PBH, 2013).

A importancia da LV reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla distribuicdo, mas
também na possibilidade da doenca assumir formas graves e letais, principalmente em
criancas e individuos imunossuprimidos, quando associada ao quadro de ma nutricdo e
infeccbes concomitantes. A LV engloba grande variedade de sinais e sintomas, podendo
permanecer assintomatica, sub-clinica ou evoluir para doenga clinicamente manifesta (Badar6
et al., 1986a,b). O periodo de incubacdo da doenga geralmente varia de trés a oito meses. As
formas amastigotas do parasito encontram-se principalmente em ¢rgédos linféides como a

medula 0ssea, 0 baco, o figado e os linfonodos (Ministério da Saude-Brasil, 2006). A doenga
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¢ caracterizada por febre, caquexia, hepatoesplenomegalia e pancitopenia, podendo ser fatal

se ndo tratada (Pearson & Sousa, 1995).

A distribuicdo da LV na infancia mostra-se semelhante em ambos os sexos, mas a partir da
adolescéncia observa-se predominancia em homens (Deane & Deane, 1996; Pedrosa &
Rocha, 2004; Oliveira et al., 2006). A desnutri¢cdo tem sido descrita como um importante fator
de risco para a aquisi¢cdo da doenca, principalmente em criangas (Badaro et al., 1986a; Maciel
et al., 2008).

Além da transmissdo vetorial, existem ainda outras vias de transmissdo que ocorrem mais
raramente e sdo através de transfusdo sanguinea (Luz et al., 1997; Urias et al., 2007),
transmissdo congénita (Figueiro-Filho et al., 2004) e transplantes de 6rgdos (Basset et al.,
2005; Antinori et al.,, 2008). Atualmente um novo tipo de transmissdo relacionado ao
compartilhamento de agulhas entre usuarios de drogas tem sido descrito. Este tipo de
transmissdo ocorre em associacdo ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e tem
aumentado a frequéncia de individuos co-infectados com o virus e o parasito Leishmania spp.
Individuos portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV intensificam a carga parasitaria, o que
pode ocasionar formas clinicas mais graves da LV, dificultando o manejo da doenca e
aumentando até cinco vezes a letalidade dos pacientes. (OMS, 2010). Desde 1987 tém sido
descritos no Brasil casos da co-infeccdo Leishmania/HIV (Ministério da Salde-Brasil,
2011a), sendo que em 2007 e 2008 foram confirmados 166 e 278 casos da co-infeccdo

Leishmania/HIV, respectivamente (Sousa-Gomes et al., 2011).

A droga de primeira escolha para o tratamento da LV no Brasil é o antimonial pentavalente.
Esta droga possui administracdo intramuscular ou intravenosa, esquema terapéutico
prolongado (20 a 40 dias), alta toxicidade, além de n&o ser sempre efetiva. Uma opcdo é a
administracdo intravenosa da anfotericina B que possui também elevada toxicidade.
Atualmente ja estdo disponiveis formulagGes lipidicas da anfotericina B, estas sdo menos
toxicas, mas de elevado custo o que dificulta a sua ampla utilizacdo em salde publica.
(Ministério da Saude-Brasil, 2011b).

O programa brasileiro de controle da LV baseia sua estratégia em trés grupos de medidas:
tratamento de casos humanos, controle dos reservatdrios domésticos e dos vetores e
diagnostico precoce da infeccdo/doenca. Estas medidas, porém, apresentam diversos

obstaculos para sua implantagdo (Ministério da Saude-Brasil, 2011b). O controle vetorial, que
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é baseado na aplicacdo de inseticidas em residéncias, possui problemas relacionados as a¢des
sempre descontinuas devido a escassez or¢camentaria e de recursos humanos adequadamente
treinados (Melo 2004). O controle de reservatérios domésticos, através da remocdo e
sacrificio dos caes soropositivos tem sido discutido por se mostrar trabalhoso e de eficacia
duvidosa (Dietze et al., 1997; Costa et al., 2007).

Em relacdo ao diagndstico da doenca, destaca-se a falta de padronizagdo de métodos mais
sensiveis e especificos para diagnosticar a infeccdo e a ndo disponibilizacdo desses métodos
para a populacdo em geral, ficando restritos aos servicos de referéncia e laboratorios de
pesquisa. Além disso, devido a sua relacdo direta com a pobreza ainda existe falta de politicas
publicas em muitos paises onde a doenca é endémica (Ministério da Sadde-Brasil, 2011b).

3.2 Diagnostico clinico e laboratorial

3.2.1 Diagnadstico clinico

O diagndstico clinico da LV é complexo, pois a doenga no homem pode apresentar sinais e
sintomas que sdo comuns a outras patologias, como, por exemplo, doenca de Chagas, malaria,
esquistossomose, febre tifoide e tuberculose. A expresséo clinica da doenga varia de quadros
assintomaticos a forma classica (Badaro et al., 1986a). A LV também pode ser apresentada
como recidiva (até 12 meses ap0s a cura) ou reativacdo tardia de infeccdo subclinica ou

tratada previamente (Ministério da Satde-Brasil, 2006).

A triade basica da LV € composta por febre, hepatoesplenomegalia e pancitopenia (Badaro et
al., 1986a; Zilstra et al., 1992; Ministério da Saude-Brasil, 2006). Na maioria dos casos a
febre € o primeiro sintoma da doenca, esta presente em todo o curso da infeccéo e se associa a
hiporexia e ao emagrecimento. A hepatoesplenomegalia apresenta graus diferentes,
normalmente é indolor e ndo percebida pelo paciente. Astenia, palidez, dispnéia ao esforgo
sdo sintomas associados a anemia observada. A plaquetopenia pode ser grave e ocasionar
sangramentos espontaneos. A leucopenia geralmente ocorre em todas as séries, agravando o
dano a imunidade do paciente, o que facilita infecgdes bacterianas secundarias. Outros sinais e
sintomas comuns sdo a tosse, edema de membros inferiores, ictericia e dor abdominal. Menos
comuns séo diarreias e vomitos. Estes se intensos, denotam gravidade. Em alguns casos a LV
se manifesta sob a forma branda, ndo evoluindo a leishmaniose tipica. Estes casos

oligossintomaticos normalmente curam espontaneamente e sao facilmente confundidos com
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outras doencas ou simplesmente ndo diagnosticados (Badaro et al., 1986; Duarte et al., 1989;
Ministério da Saude-Brasil, 2006).

3.2.2 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da LV consiste, fundamentalmente, de trés grupos de exames: 0s

exames parasitolégicos, os métodos soroldgicos e os métodos moleculares.

3.2.2.1 Exames parasitologicos

Os exames parasitologicos sdo considerados classicamente como os métodos “padrdo-ouro”
no diagndstico da LV e sdo baseados na demonstracdo do parasito e/ou no seu isolamento em
cultivo. A demonstracdo do parasito pode ser feita através de material de bidpsia ou puncéao
aspirativa de baco, medula dssea, figado ou linfonodos. O material obtido pode ser
empregado para confeccdo de esfregacos ou impressao em laminas, histologia, isolamento em

meios de cultura ou inoculacdo em animais de laboratorio.

No exame parasitolégico direto, as formas amastigotas de Leishmania spp. podem ser
visualizadas ap0s coloracdo (Giemsa ou Leishman). A sensibilidade desta técnica varia de 95
a 98% para o aspirado de baco (Chulay & Bryceson, 1983; Zijlstra et al.,1992; OMS, 2010),
76 a 91% para o aspirado de figado, 52 a 89% para o aspirado de medula déssea e 52 a 69%
para o aspirado de linfonodos (Zijlstra et al., 1992 Ho et al.,1948; Zijlstra et al., 1992;
Babiker et al., 2007). Elevada sensibilidade é descrita quando se utiliza o aspirado esplénico,
porém esta amostra ndo € utilizada devido a dificuldade técnica e operacional para realizar
com seguranca o procedimento de coleta, relacionado principalmente ao risco de hemorragia
fatal (Sundar & Rai, 2002). O material bioldgico de referéncia para a realizagdo do exame
direto e isolamento, no Brasil, é a puncdo aspirativa da medula 0ssea, entretanto esse
procedimento também é invasivo, requer local apropriado para realizacdo da coleta, além de

infraestrutura laboratorial e experiéncia do laboratorista (Ministério da Saude-Brasil, 2006).

Para o isolamento em cultivo sdo utilizados os meios de cultura NNN (Neal Novy Nicolle) e
com maior taxa de positividade em menor tempo os meios Schneider e LIT (Liver Infusion
Triptose). As culturas devem ser mantidas entre 24-26°C e observadas semanalmente durante
até quatro semanas. A inoculacdo experimental em hamsters (Mesocricetus spp) de amostras

de tecidos de pacientes com suspeita de LV néo tem valor pratico no diagndstico da doenca
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devido ao seu tempo de positividade (1 a 3 meses), apesar do metodo possuir sensibilidade
acima de 90% (Ministério da Saude-Brasil, 2006; Singh, 2006).

3.2.2.2 Métodos sorologicos

Os exames sorologicos sdo diagndsticos baseados na pesquisa de anticorpos. Devido a
expressiva estimulacdo policlonal de linfocitos B, que resulta em hipergamaglobulinemia e
grande producdo de anticorpos na LV, o diagnostico através de testes sorologicos €
favorecido. No entanto, podem apresentar reacfes cruzadas com outras doencas, como doenca
de Chagas, esquistossomose, malaria, febre tifoide e tuberculose; podem permanecer positivos
durante longo tempo ap6s o tratamento e ndo permitir avaliagdo do efeito da terapia (Badaro
et al., 1986a; Gontijo & Melo, 2004).

Diferentes técnicas soroldgicas tém sido utilizadas no diagndstico da LV. Os testes diferem
em sua sensibilidade e especificidade, na sua aplicacdo préatica nas condi¢des de campo e na
disponibilidade de reagentes. Atualmente sdo usados o teste de aglutinacdo direta (DAT), a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os testes imunocromatograficos e ensaio

imunoenzimético (ELISA).

O DAT foi desenvolvido por El Harith et al. (1986) para ser utilizado no diagnostico da LV.
A metodologia consiste em uma reacdo em que 0S anticorpos, na presenca dos antigenos
(promastigotas mortas), ap6s um periodo de incubacdo, gera uma reacdo de aglutinacdo
visivel a olho nu. O teste é semi-quantitativo, podendo ser utilizado em soro, sangue ou urina
(El Harith et al., 1986; EI Harith et al., 1988; Ferreira & Avila, 2001; Islam et al. 2004). Um
dos desafios para a utilizacdo do DAT era a limitada estabilidade do teste devido a utilizagéo
de antigenos liquidos. Em 1995, Meredith et al., testaram um antigeno estavel em temperatura
ambiente por um periodo prolongado, e encontraram 92% de sensibilidade e 99,7% de
especificidade. Oliveira et al. (2009) desenvolveram um novo antigeno com alteracdes na
preparacdo antigénica. O teste foi avaliado em 61 casos de LV comprovados
parasitologicamente e 96 controles portadores de outras doencas, observando sensibilidade de
93,4% e especificidade de 96,9%. Em 2011, Oliveira et al. compararam o0 desempenho do
método com diferentes diluentes, a fim de utilizar reagentes menos tdxicos. Foram utilizados
89 casos de LV comprovados parasitologicamente e 130 controles, sendo 97 portadores de

outras doencas e 33 individuos saudaveis de area endémica. O DAT usando 2-mercaptoetanol,
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Kaolin e N-acetilcisteina apresentou sensibilidades de 94,4; 95,5 e 100%, respectivamente, e
especificidade de 99,2; 100 e 97,7%, respectivamente. Recentemente, os pesquisadores desta
mesma equipe desenvolveram um protdtipo de kit, o DAT-LPC, para o diagnostico da LV

(Edward Oliveira, comunicacéo pessoal, Fundacdo Oswaldo Cruz -FIOCRUZ).

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem sido amplamente usada no diagndstico
da LV desde 1964 (Duxbury & Sadun, 1964). A metodologia consiste em uma reacao
antigeno-anticorpo visualizada com o auxilio de um conjugado fluorescente e os resultados
sdo expressos em diluicGes. Dependendo do tipo de antigeno utilizado no teste (espécie de
Leishmania e preparacdo antigénica) a sensibilidade do teste pode variar de 82 a 95% e
especificidade de 78 a 92% (Sengupta, 1969; Cahil, 1970; Maia et al., 2012).

O Unico kit de RIFI disponivel para os Laboratorios Centrais de Saude Publica (Lacens) no
Brasil é produzido pela Bio-Manguinhos, unidade produtora de Imunobiol6gicos da
(FIOCRUZ) e utilizam como antigeno promastigotas de Leishmania (Viannia) major-like. Em
2008, Pedras et al. obtiveram 92% de sensibilidade e 88% de especificidade, ao avaliarem o
desempenho da RIFI, utilizando o kit da Bio-Manguinhos, em 88 casos de LV confirmados
parasitologicamente e 105 controles (85 portadores confirmados de outras doencas e 20
individuos saudaveis de area endémica). Em outro estudo, Assis et al. (2008), avaliaram o
desempenho da RIFI utilizando kit fornecido por Bio-Manguinhos, em 213 casos de LV
confirmados parasitologicamente e 119 controles (pacientes com a clinica sugestiva de LV,
diagndstico parasitologico negativo, e portadores confirmados de outras doencas). Os
resultados do estudo indicaram 88% de sensibilidade e 81% de especificidade. O desempenho
da RIFI (Bio-Manguinhos), também foi avaliado, por Magalhdes Peruhype et al. (2012), em
195 casos de LV confirmados parasitologicamente e 85 controles (pacientes com clinica
suspeita para LV, diagnostico parasitolégico negativo e portadores confirmados de outras
doencas), observando sensibilidade de 88,6% e especificidade de 80,0%. Além da menor
sensibilidade e especificidade se comparado como outras técnicas soroldgicas, este método
ainda apresenta como desvantagem a necessidade de um microscépio de imunofluorescéncia e

a subjetividade da leitura.

Nos ultimos anos, os testes imunocromatograficos tém sido utilizados como método de
diagndstico da LV em vérios paises. O principio do método consiste em uma ligacao entre 0s

anticorpos com os antigenos recombinantes, fixados na fita teste, possibilitando apds alguns
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minutos a visualizacdo de uma reacgdo de cor. O antigeno mais utilizado nos testes é o0 rK39, o
qual é especifico para o complexo Donovani (Burns et al,1993). Dependendo do formato do
teste a sensibilidade pode variar de 67 a 100% e a especificidade de 59 a 100% (Sundar et al.,
1998; Zijlstra, 2001; Carvalho et al., 2003; Ritmeijer et al., 2006; Assis et al., 2008). Os testes
imuncromatograficos apresentam facil execucdo e interpretacdo dos resultados, néo
necessitam de infra-estrutra laboratorial e profissionais especializados para a execucéo (Bern
et al., 2000; Delgado et al., 2001; Zijlstra et al., 2001; Brandonisio et al., 2002; Lgbal et al.,
2002; Sundar & Rai, 2002). De acordo com a OMS, em servi¢cos primarios de salde
localizados em regides rurais endémicas, o teste rapido deve ser utilizado e pacientes
apresentando clinica suspeita, com um teste rapido positivo e nenhuma historia prévia de LV
tratados (OMS, 2012).

Atualmente, alguns Kits estdo disponiveis comercialmente para o diagnostico da LV: IT-
LEISH® (Bio-Rad Laboratories), KALA-AZAR DETECT® (InBios International),
CRYSTAL® (Span Diagnostic) e ONSITE LEISHMANIA AB RAPID® (CTK Biotech). O
KALA-AZAR DETECT® é padronizado para uso em soro e o ITLEISH® para uso em soro e

sangue.

Carvalho et al (2003) avaliaram o teste rapido KALA-AZAR DETECT®, em 128 casos de LV
confirmados parasitologicamente e 60 controles (10 individuos saudaveis de area endémica e
50 portadores confirmados de outras doencas), observando 90% de sensibilidade e 100% de
especificidade. Em 2008, Assis et al., avaliaram o teste rapido IT-LEISH® em 213 casos de
LV confirmados parasitologicamente e 119 controles com confirmagéo de outras doengas. O
teste IT-LEISH® apresentou sensibilidade de 93% e especificidade de 97%. Em 2010, o
Ministério da Satde, disponibilizou o teste KALA-AZAR® para avaliacdo do seu desempenho
pelos laboratorios de referéncia no Brasil (José Ronaldo Barbosa, Fundacdo Ezequiel Dias,
comunicacdo pessoal). Barbosa (2010) avaliou o desempenho do teste rapido KALA-AZAR
DETECT® em 40 casos de LV confirmados pela PCR e 60 controles (20 amostras
sorologicamente positivas para doenca de Chagas através de Hemaglutinagdo Indireta,
Imunofluorescéncia Indireta e ELISA, 39 amostras com quadro clinico sugestivo de LV, uma
amostra confirmada para leishmaniose tegumentar e 10 individuos saudaveis de éarea
endémica), observando 75% de sensibilidade e 100% de especificidade. Peruyhpe Magalhédes
et al. (2012), comparam o teste rapido KALA-AZAR DETECT® com o IT-LEISH® em 195
casos de LV confirmados parasitologicamente e 85 controles (pacientes com clinica suspeita

para LV, com diagnodstico parasitologico negativo e confirmacdo de outras doencas),
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observando sensibilidade de 88,1% e 93,3% e especificidade de 90,6% e 96,5%,

respectivamente.

De acordo com o Ministério da Saude (2011) os testes imunocromatograficos devem ser
utilizados principalmente na assisténcia primaria a saude, possibilitando a reducdo entre o
tempo de diagndstico e o tratamento dos pacientes, trazendo um avanco para o controle da

doenca.

O teste de ELISA é amplamente utilizado para o imunodiagnostico de LV. Baseia-se na
ligagdo anticorpos-antigenos, identificada por um conjugado marcado com uma enzima, de
maneira que esta enzima age sobre um substrato e a reacdo faz com que um reagente
cromdgeno mude de cor. E um teste que permite a deteccdo de baixos titulos de anticorpos, de
facil execucdo e leitura objetiva dos resultados. Em geral, a técnica é extremamente sensivel,
porém, sua especificidade é dependente do antigeno utilizado. Variaces de 80 a 100% de
sensibilidade e 71 a 100% de especificidade s&o relatadas, quando os testes de ELISA
utilizando antigeno bruto de Leishmania spp. (Sundar & Rai, 2002; Assis et al., 2008; Pedras
et al., 2008 ). VariacOes de 93 a 99% e especificidade de 93 a 100% sdo relatadas quando se
utiliza o antigeno recombinante rK39 (Braz et al., 2002; Maalej et al., 2003; Kurkjian et al.,
2005; Assis et al., 2008; Pedras et al., 2008).

O desempenho do ensaio de ELISA com antigeno bruto de L. (L.) infantum foi avaliado por
Carvalho et al. (2003), utilizando 128 casos de LV confirmados parasitologicamente e 60
controles (10 individuos saudéveis de &rea endémica e 50 portadores confirmados de outras
doencas), foi observado 98% de sensibilidade e 89% de especificidade. Pedras et al. (2008),
também avaliaram o desempenho dos ensaios de ELISA utilizando antigenos brutos de L. (L.)
infantum, em 88 casos de LV confirmados parasitologicamente e 105 controles (85 portadores
confirmados de outras doencas e 20 individuos saudaveis de area endémica), obtendo como
resultado 88,6% de sensibilidade e 85% de especificidade. Neste mesmo estudo foi avaliado
um ensaio de ELISA utilizando antigeno recombinante rK39 com resultados 95,5% de
sensibilidade de 97% de especificidade. Em 2008, Assis et al. utilizando antigeno bruto de L.
(L.) infantum e rK39, analisaram o desempenho do ELISA em 213 casos de LV confirmados
parasitologicamente e 119 controles (pacientes com a clinica sugestiva de LV, diagndstico
parasitologico negativo, e portadores confirmados de outras doencas), obtendo resultados de

92 e 97% de sensibilidade e 77 e 84% de especificidade, respectivamente.
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Além do ensaio de ELISA ser um teste pouco preciso na identificagdo de casos subclinicos e
individuos assintomaticos, em imunossuprimidos a reacdo de ELISA, com antigeno bruto
apresenta sensibilidade de 60 a 89% (Deniau et al., 2003).

3.2.2.3 Métodos moleculares

A partir da década de 80, varias técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas para a
deteccdo e identificacdo precisa dos parasitas do género Leishmania. Nos estudos com LV, a
PCR tem sido utilizada com varias finalidades além do diagndstico, tais como o
monitoramento do tratamento, controle de cura e estudos epidemiol6gicos (Adhya et al.,
1995; Disch et al., 2004; Gontijo e Melo, 2004; Antinori et al., 2007; Viana et al., 2008;
Alborzi et al., 2009). Com este método o DNA da Leishmania pode ser detectado em
diferentes amostras bioldgicas tais como sangue periférico, soro, urina, aspirados de medula
0ssea, baco, figado ou linfonodos (Disch et al., 2003; Assis et al., 2008; Fisa et al., 2008).

Apesar da técnica de PCR necessitar de infra-estrutura laboratorial e de profissionais
especializados para a sua realizacdo, ndo necessita dos procedimentos médicos especializados
para obtencao de aspirado de medula 6ssea ou bacgo, que sdo dolorosos, invasivos, dependem
de profissionais especializados, cuidado terciario de atencdo e de custos mais elevados. Além
disso, é uma técnica que complementa o diagnostico parasitologico e soroldgico e apresenta
elevadas taxas de sensibilidade e especificidade. Variagdes de 91 a 100% de sensibilidade e
87 a 100% de especificidade sdo relatadas quando se utiliza sangue periférico (Wu et al.,
1997; Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005).

Apesar de ser um método sensivel para a deteccdo de Leishmania em uma variedade de
materiais clinicos de humanos e cdes, a PCR é mais usada em atividades de pesquisa do que
no diagnostico de rotina. (Gontijo & Melo, 2004). Devido aos inumeros alvos moleculares e
diferentes ensaios utilizados nos diversos métodos de PCR para o diagnéstico das
leishmanioses, hd um consenso para a necessidade de sua padronizagdo, a fim de ampliar suas

possibilidades de utilizagéo.

Os métodos baseados em PCR para detectar espécies de Leishmania em amostras clinicas tém
sido aperfeicoados para amplificar genes do miniexon, regides do DNA codificadoras das
subunidades ribossomais (Cupolillo et al., 2003), DNA do cinetoplasto - KDNA (Degrave et

al., 1994) e outras sequéncias de DNA nuclear (Noyes et al., 1998). Estes metodos sdo de
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especificidade variada; alguns detectam as espécies de Leishmania conhecidas, enquanto

outros identificam o parasito em género e subgénero (Noyes et al., 1998).

Para o diagndstico das leishmanioses, um dos principais alvos das técnicas moleculares
desenvolvidas até 0 momento € o KDNA (Rodgers, et al., 1990; Pirmez et al., 1999; Romero
et al., 2001). Esta estrutura é constituida de uma rede de DNA extra-nuclear que se organiza
concatenadamente em milhares de moléculas circulares. Os dois tipos de moléculas de DNA
presentes no cinetoplasto sdo os maxicirculos e 0os minicirculos. Enquanto os maxicirculos do
KDNA possuem de 20 a 40kb de tamanho e apresentam em torno de 30 a 50 cOpias, 0s
minicirculos possuem usualmente um tamanho de 1kb e apresentam 10.000 a 20.000 cépias
de sequiéncias (Rodgers et al., 1990). Os minicirculos do KDNA de Leishmania tem sido alvo
de sondas na realizacdo da hibridizacdo com o objetivo de identificar, caracterizar e
diagnosticar espécies de Leishmania, contribuindo decisivamente para sensibilidade e a
especificidade da metodologia em questdo (Rodgers et al., 1990 e Degrave et al., 1994). Bons
resultados com esses iniciadores foram obtidos utilizando diferentes técnicas de PCR como
PCR em tempo real, RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorfism- Polimerase
Chain Reaction), PCR convencional e LSSP-PCR (Low-Stringency Single Specific Primer
Polimerase Chain Reaction) (Mary et al., 2004 ; Alonso et al., 2010; Srivastava et al., 2011,
Alvarenga et al., 2012) com elevada sensibilidade em amostras de sangue periférico, e

identificando o DNA de Leishmania em portadores assintomaticos (Mary et al., 2004).

O DNA ribossdmico (rDNA) possui unidades repetidas dentro da regido nucleolar, com cerca
de 100 a 500 copias. Cada unidade de transcricdo é composta de uma regido promotora lider,
0 espacador transcrito externo (ETS — External Transcribed Spacer), uma regido codificadora
do rRNA 18S, um espacador ndo codificante interno (ITS-1), uma regido codificadora do
rRNA 5,8S, um outro espacador ndo codificante interno (ITS-2), uma regido codificadora do
rRNA 28S e, finalmente, um segmento intergénico espacador ndo transcrito, IGS. Apesar do
baixo nimero de copias do rDNA em comparacdo ao KDNA, suas subunidades s&o bem
exploradas no desenvolvimento de ferramentas moleculares para diagnéstico da LV. Os
iniciadores R221, R332, R223 e R333 sdo os mais descritos na amplificacdo de regides do
SSU-rRNA (Silva et al., 2010).

Apdbs o mapeamento génico das Heat Shock Proteins (HSPs) ou proteinas do choque térmico,
varias abordagens com PCR foram descritas utilizando este alvo (Garcia et al., 2004, Rafti et

al, 2007). Estas proteinas sdo identificadas como os principais imundgenos em varias doencas
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infecciosas (Arora et al., 2008), sendo a familia da HSP70 comum em soro de pacientes com
Leishmaniose (Arora et al., 2000). Recentemente, utilizando como alvo um fragmento de 234
pb da HsP70-234 bp e empregando a metodologia de PCR-RFLP, foi possivel a identificacéo
de todas as espécies de Leishmania associada com a LT circulantes no Brasil foi conseguido
(Graca et al., 2012).

A principal glicoproteina presente na membrana celular das espécies de Leishmania é a gp63.
Esta glicoproteina desempenha papel fundamental na viruléncia do parasito e na estimulacéo
da resposta celular e humoral do hospedeiro (Hoya et al., 1999). Devido ao polimorfismo das
regides génicas codificadoras dessa proteina, os produtos de amplificacdo podem ser distintos
entre isolados do complexo Donovani (L. (L.) infantum e L. (L.) donovani), com especial
atencdo para as especies do Mediterraneo (L. (L.) infantum de diferentes origens geogréaficas),
e em grupos separados do Velho Mundo (L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) aethiopica),
podendo-se aplicar a identificacdo de espécies e/ou linhagens pela restricdo dos fragmentos
por RFLP (Guerbouj et al., 2001; Elamin et al., 2008).

Recentemente, foi realizada a tipagem molecular do gene K26 que codifica uma proteina
hidrofilica de superficie da Leishmania. O par de iniciadores K26f/K26r mostrou ser
altamente especifico para as espécies do complexo Donovani, podendo ainda discriminar L.
(L.) infantum de L. (L.) donovani (Haralambous et al., 2008).

A identificacdo do DNA da Leishmania pode ser realizada simultaneamente ao processo de
amplificacdo, técnica conhecida como PCR em tempo real (qPCR) ou através da deteccdo do
produto amplificado pela PCR pelas técnicas de eletroforese em gel com coloracdo especifica
ou ainda pelo método de PCR-ELISA.

A reacdo de amplificacdo quantitativa em tempo real (QPCR) permite a quantificacdo e o
monitoramento simultaneo do produto amplificado através do uso de corantes fluorescentes
ou sondas de DNA marcadas com fluorocromos (Mary et al.,2004; Roldo et al., 2004). Um
corante amplamente empregado ¢ o SYBR Green I, que se liga de forma inespecifica ao DNA
durante a amplificacdo. Outra maneira de gerar a fluorescéncia é usar uma sonda
especificamente dirigida a uma regido interna da sequéncia que sera amplificada, e um
exemplo deste sistema é a sonda TagMan. Durante a amplificacdo, a sonda TagMan é
degradada e ocorre a emissdo de luz. A analise da emissdo de luz e feita através de um

detector de sinal que cria um grafico com a absorc¢éo obtida ap6s cada ciclo de PCR, e o sinal
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gerado reflete a quantidade de produto formado (Paiva-Cavalcanti et al., 2010). Diversos
autores ja utilizaram esta técnica para o diagnostico da LV em amostras de sangue periférico
com diferentes finalidades: monitoramento da carga parasitaria, diagnostico clinico e
acompanhamento de esquemas terapéuticos (Mary et al., 2004; Mortarino et al., 2004; Rol&o
et al, 2004; Aoun et al., 2009). Esta técnica apresenta elevada sensibilidade e especificidade,
permitir a quantificacdo da carga parasitéria e a avaliacdo de um elevado numero de amostras
simultaneamente (Mary et al., 2004; Roldo et al., 2010). Por outro lado, a técnica utiliza
equipamentos especificos e de elevado custo, que exigem profissional tecnicamente

qualificado, o que dificulta a sua implantacdo nos laboratorios de satde puablica.

A eletroforese em gel para detec¢do do produto de PCR consiste na separacdo de moléculas
com carga elétrica ndo nula, geralmente usada para separar proteinas e moléculas de DNA e
RNA. Durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial assiste-se a migracao de particulas
que originam um conjunto de bandas. A visualizacdo destas bandas em géis de agarose é
realizada através de radiacdo ultravioleta e s6 € possivel devido a adicdo de um composto
apropriado que, ao interagir com o DNA, se torna fluorescente. A selecdo do composto é
determinante, na medida em que uns compostos se ligam preferencialmente ao DNA em vez
do RNA e outros mostram maior afinidade ao DNA de cadeia dupla face ao de cadeia
simples. O brometo de etidio é um exemplo de um composto fluorescente, que apresenta
caracteristicas mutagénicas e que é largamente utilizado para a deteccdo de DNA em géis
(Pelt-Verkuil et al., 2008; Oliveira, 2010). Para geis de poliacrilamida o corante utilizado para
a visualizacdo das bandas de fragmentos de DNA amplificado € o nitrato de prata. O tamanho
do produto é depois estimado por comparacdo das bandas com marcadores de tamanhos
moleculares previamente conhecidos (Chen & Janes, 2002; Pelt-Verkuil et al., 2008). As
desvantagens destes métodos se referem principalmente a subjetividade da leitura e a
limitagdo do numero de amostras a serem analisadas, além do inconveniente de requerer a
manipulacdo de agentes carcinogénicos e toxicos (corantes, tais como o brometo de etidio, o

nitrato de prata e a acrilamida).

Desde a sua descricdo inicial em 1991, a tecnologia de PCR-ELISA esté sendo avaliada como
alternativa aos métodos de PCR convencionais e gPCR. Nessa técnica, o produto amplificado
da PCR é detectado por meio de um ensaio imunoenzimatico, ndo ocorrendo necessidade da
separacdo por eletroforese ou hibridizagdo com sondas radioativas (Landgraf et al., 1991).
Outras vantagens do método sdo a interpretacdo objetiva dos resultados, a analise de grandes

quantidades de amostras clinicas simultaneamente, com baixo indice de contaminacdo da
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reacdo e 0 uso de equipamentos amplamente utilizados para processamento de séries de
ELISA, o que torna a técnica economicamente mais acessivel que o ensaio de PCR em tempo
real (Roléo et al., 2004; Gomes et al., 2010). Existem numerosos exemplos de aplica¢des em
diagnosticos de doencas bacterianas (Luk et al., 1997; Hong et al., 2003; Moratta et al., 2003;
Santos et al., 2008), doencas fungicas (Jones et al., 1998), doencas virais (Nozawa et al.,
2010; Raji et al., 2011; Tahk et al., 2011); doencas parasitarias(Hassan et al., 2005; Cabrera et
al., 2009; Gomes et al, 2010), além de outras doengas(Akhtar et al., 2012; Huang et al., 2012;
Palermo et al., 2012).

O principio da técnica de PCR-ELISA baseia-se em seis etapas principais: 1) captura do
produto amplificado e marcado com biotina na extremidade 5’ a placa de poliestireno
recoberta com estreptavidina; 2) desnaturacdo do produto de amplificagdo com conseqliente
separacdo da fita ndo marcada; 3) hibridizacdo da sonda marcada com fluoresceina na
extremidade 5’ e complementar a fita simples de DNA que se encontra aderida a placa; 4)
ligagdo de um conjugado enzimatico (anticorpo anti-fluoresceina + peroxidase); 5) adicdo de
uma mistura substrato-cromdgeno e 6) quantificacdo da absorbancia em leitor de ELISA. A
medida de absorbancia da solucdo € proporcional a intensidade do produto cromatico
formado, que por sua vez depende da quantidade de DNA amplificado. Ainda, o valor de
leitura da absorbancia (A) apds estabelecimento de um ponto de corte reflete a presenca ou a
auséncia do DNA do parasito (Vesanen et al., 1996).

Nos ultimos quinze anos a técnica de PCR-ELISA vem sendo desenvolvida para o diagnéstico
de L. (L.) infantum e L. (L.) donovani. O primeiro ensaio de PCR-ELISA para o diagndstico
da LV foi desenvolvido por Costa et al. (1996) na Franca. Este ensaio apresentou indices de
98% de sensibilidade e 100% de especificidade. No estudo foram avaliados 13 pacientes com
a co-infeccdo Leishmania/HIV (nove amostras de aspirado de medula 6ssea e 44 amostras de
sangue periférico) e 79 pacientes apenas infectados com HIV, (33 amostras de aspirado de
medula 0ssea e 46 amostras de sangue periférico). O ensaio utilizou, como alvo, a regido do
SSU rDNA para amplificagéo e deteccdo do DNA de L. (L.) donovani. Para revelagdo do
ensaio foi utilizou um kit comercial (DIG Detection, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN,

USA) que atualmente ndo é mais produzido.

Em 2001, Martin Sanchez et al. desenvolveram um ensaio de PCR-ELISA para o diagndstico
das leishmnaioses (visceral e tegumentar), no qual utilizou como alvo molecular o KDNA, e

para revelacdo do ensaio o kit comercial DIG Detection (Boehringer Mannheim). O ensaio foi
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avaliado com 33 amostras de cultura de L. (L.) infantum, além de DNA de amostras
referéncias de L. (L.) donovani, L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana e Trypanosoma
cruzi. Foram analisados trés pacientes com a co-infec¢do Leishmania/HIV (trés amostras de
sangue periférico e trés laminas de esfregaco de aspirado de medula 0ssea), sete pacientes
suspeitos de LT (quatro amostras de fragmentos de biopsia de pele e de trés raspados de borda
de lesdo), bem como 31 cdes sintomaticos (21 amostras de aspirado de medula 6ssea, de 28
amostras de sangue periférico, de 18 amostras de aspirado de linfonodo e de trés amostras de
pele, sendo que varias amostras eram provenientes de um mesmo céo). Foram utilizadas duas
amostras de DNA extraidas de sangue periférico de adultos sadios como controles. Todas as
amostras eram provenientes de individuos e cdes da regido endémica de Granada, sul da
Espanha. Os pacientes portadores da co-infecgdo Leishmania/HIV, obtiveram resultados
positivos no ensaio de PCR-ELISA e negativos na hemocultura, utilizando amostras de
sangue periférico, e negativos no exame parasitoldgico direto de esfregaco de medula 6ssea.
Todos os pacientes suspeitos de LT foram positivos no ensaio de PCR-ELISA, somente um
paciente teve seu resultado confirmado pelo cultivo do fragmento de bidpsia de pele e dois
pacientes foram confirmados pelo exame parasitoldgico direto. Para os cédes, 16 amostras
obtiveram resultados concordantes nos ensaios de PCR-ELISA, RIFI e cultura e outras 12
amostras foram negativas em cultura e positivas nas outras duas técnicas. A concordancia
para as amostras de aspirado de linfonodo e sangue periférico para PCR-ELISA foi de 100% e
de sangue periférico e medula 6ssea foi de 88,2%. O ensaio demonstrou ser 100% especifico

para L.(L.) infantum nas amostras referéncia analisadas.

Martin Sanchez et al. (2002) aprimoraram o ensaio anteriormente desenvolvido de PCR-
ELISA para identificar L. (L.) infantum. O ensaio foi avaliado em 76 amostras (22 amostras
de sangue periférico, 36 amostras de aspirado de medula 6ssea e 18 amostras de pele) de 72
pacientes residentes de area endémica na Espanha. Estas amostras eram de 24 casos suspeitos
de LV (13 pacientes portadores da co-infecgdo Leishmania/HIV e 11 pacientes portadores
somente da LV), 32 individuos HIV positivos ndo portadores de LV e 16 individuos suspeitos
de LT e HIV negativos. Todos os individuos eram residentes da provincia de Granada, sul da
Espanha. O ensaio de PCR-ELISA para leishmaniose apresentou concordancia de 83% para
amostras de pele, 100% para amostras de sangue e 67% para aspirado de medula éssea,
quando comparado com a combinacdo de técnicas de diagndstico: esfregaco de medula 6ssea
corado com Giemsa, cultura e RIFI.

Doncker et al. (2005) desenvolveram um ensaio de PCR-ELISA para determinar cargas
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parasitarias baixas em pacientes com LV, mas HIV negativos. O estudo utilizou amostras de
sangue periférico de 56 pacientes sintométicos casos de LV e 39 controles (pacientes ndo
diagnosticados para LV e com confirmagdo de outras doencas). Todos os pacientes eram de
Dharan, area endémica do leste do Nepal. Também como controles foram utilizadas amostras
de sangue periférico de 28 individuos doadores de sangue, moradores de regido ndo-endémica
da Bélgica. Em todas as amostras foram realizados os ensaios de PCR-ELISA e PCR
convencional. O ensaio de PCR-ELISA utilizou com alvo molecular uma regido do SSU-
rDNA e um método de revelacdo do produto amplificado na PCR em que a microplaca de
ELISA foi sensibilizada com a sonda de hibridizacdo. Foram realizados dois ensaios de PCR
convencional com revelagdo em gel de agarose, um ensaio utilizava como alvo molecular a
mesma regido amplificada no ensaio de PCR-ELISA e o outro a regido conservada do KDNA
de Leishmania. O ensaio de PCR-ELISA obteve maior sensibilidade (83,9%) se comparado
ao ensaio de PCR convencional (73,2%), especificidade de 100% quando avaliado com
individuos saudaveis que nunca viajaram para area endémica e 87,2%, utilizando individuos
controles de area endémica para LV. O ensaio de PCR-ELISA também foi avaliado em quatro
pacientes que ndo possuiam clinica para LV e resultado negativo no exame parasitoldgico
direto do esfregaco de medula 6ssea, mas eram positivos para o0 DAT. Neste grupo de
pacientes o ensaio de PCR-ELISA, bem como o PCR convencional foram positivos para

todos os pacientes.

Em 2008, foi realizado um inquérito epidemioldgico em que foram avaliadas as capacidades
de diferentes testes para detectar L. (L.) infantum em 388 individuos assintomaticos
provenientes de uma regido endémica do Iran. Foram avaliados os testes de PCR-ELISA,
intradermorreacdo e RIFI em amostras de sangue periférico de todos os individuos. Para a
realizacdo do ensaio de PCR-ELISA foi utilizado o kit de PCR-ELISA DIG Detection (Roche
Diagnostic) e o alvo selecionado foi 0 kKDNA. Os métodos de PCR-ELISA, intradermorreagédo
e RIFI foram positivos, respectivamente, em 24,5%, 34% e 54,6% dos individuos. Os autores
ndo apontam nenhum teste como confirmatoério para LV e concluem que o ensaio de PCR-
ELISA ndo é um bom teste confirmatério para diagnosticar assintomaticos, sugerindo a
associacdo das trés metodologias para a avaliacdo deste grupo de individuos (Alborzi et al.,
2008).

O mais recente ensaio de PCR-ELISA foi descrito por Kobets et al. (2010). Esse ensaio
utilizou iniciadores marcados com digoxigenina e biotina, o que eliminou o uso de sonda de

hibridizacdo. O produto foi detectado usando um ensaio de ELISA sanduiche com anticorpos
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anti-digoxigenina. Como alvo molecular foi usado iniciadores complementares a regido
conservada do KDNA. A sensibilidade da técnica foi de 0,3fg de DNA de parasita por reacao.
O ensaio ndo foi validado em amostras clinicas e tem a limitacdo de favorecer resultados

falsos positivos devido a probabilidade de deteccdo de dimeros de iniciadores.

Até o momento, diferentes ensaios de PCR-ELISA foram desenvolvidos para o diagndstico da
LV humana, porém alguns ensaios foram avaliados somente em um grupo de pacientes
(imunossuprimidos ou imunocompetentes), ndo possibilitando sua validacdo para o
diagnostico clinico. Ja outros ensaios ndo foram desenvolvidos para detectar especificamente
agentes causadores da LV, o que desfavorece o seu uso em agOes de vigilancia e controle da
doenca. Existem ainda ensaios que nédo utilizaram amostras realmente padronizadas para a
etapa de validacdo ou ndo possuem validacdo. Além disso, muitos ensaios utilizaram Kits
comerciais para revelacdo dos produtos amplificados na PCR que ndo estdo mais
comercialmente disponiveis. A partir deste cenério, o presente estudo objetivou desenvolver e
validar um ensaio de PCR-ELISA para o diagnostico da LV. Este ensaio € semi-quantitativo,
utiliza como alvo molecular o kDNA, o que garante a alta sensibilidade para o teste e é
especifico para LV, pois usa como sonda um fragmento de DNA especifico para o complexo
Donovani. O ensaio foi padronizado com cepa referéncia para L. (L.) infantum e um banco de
amostras caracterizadas por técnicas consideradas como padrdo-ouro para o diagnostico da
LV; ndo faz uso de kits comerciais para a revelacdo dos produtos amplificados pela PCR e foi
validado em diferentes grupos clinicos com individuos de diferentes faixas etarias, o que

assegura 0 amplo uso do método para o diagndstico da LV humana.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Parte | — Desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA

4.1.1 Material bioldgico

A) Amostras de cultura

Amostras referéncias de culturas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), L. (L.)
donovani (MHOM/ET/196/HU3), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. (V.)
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8) foram
cultivadas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Invitrogen, Séo Paulo, Brasil). A contagem de parasitos/mL foi realizada
em camara de Neubauer quando estabelecida a fase estacionaria de crescimento. Uma aliquota
de 1mL da suspensdo de parasitos foi submetida a centrifugacdo 2.300g por 2 minutos e

armazenada a— 70" C para posterior extracdo de DNA gendmico.
B) Amostras de sangue periférico

Amostras de pacientes casos de LV e de individuos ndo infectados, pertencentes a um banco
de amostras do Laboratdrio de Pesquisas Clinicas (LPC) do CPgRR que estavam estocadas a
-20°C:

Casos de LV: foi constituido por amostras de sangue periférico de 14 pacientes do projeto:
“Validagdo de teste rapido para o diagndstico de leishmaniose visceral humana”, com
aprovacdo no CEP/CPgRR, n°13/2003. O grupo de estudo foi constituido por pacientes
com média de idade de 12,7 anos, variando de um més a 76,8 anos, todos moradores de
areas endémicas para LV que procuraram 0s centros de pesquisa participantes no estudo
(Universidade Federal da Maranhdo (UFMA), Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Centro de Pesquisas Gongalo Muniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador-BA (CPqGM),
Centro de Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz, Belo Horizonte-MG
(CPgRR)), apresentando as seguintes condigdes: febre acompanhada de pelo menos uma
das seguintes alteracdes: a) esplenomegalia, b) hepatomegalia, ¢) anemia, d) leucopenia
ou e) plaguetopenia. Todos os pacientes considerados casos de LV tiveram comprovagao
parasitoldgica pela demonstracdo de amastigotas de Leishmania spp. em esfregaco corado

ou de promastigotas de Leishmania spp. em cultivo de aspirado de medula dssea.
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Individuos néo infectados: foi constituido por amostras de 11 voluntarios sadios,
moradores de &rea endémica para LV e provenientes do projeto: “Validagdo da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em sangue periférico para o diagnostico da leishmaniose

visceral humana”, com aprovagao no CEP/CPqRR, n°24/2009.

C) Amostras de sangue periférico adicionadas de parasitos

As 11 amostras de sangue periférico, obtidas de individuos nédo infectados foram adicionadas
de cultura da amostra referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) obtencéo a
concentracdo de 10.000 parasitas/mL de sangue. A partir desta concentragdo foram realizadas
dilui¢Ges sucessivas, obtendo variagdes de 10.000, 1.000, 100, 10 e 1 parasito/ml de sangue.

O uso destas amostras no projeto atual foi aprovada no CEP/CPgRR, n° 14/2011.

4.1.2 Extracdo de DNA

As amostras de cultura de parasitos, bem como as amostras de sangue periférico adicionadas
de parasitos e ndo adicionadas (casos de LV e individuos ndo infectados ) foram submetidas a
extragdo do DNA com o uso do kit “QIAamp DNA mini” (QIAGEN GMbH, Hilden,
Alemanha), de acordo com as especificacGes do fabricante. Controles negativos da extragéo
de DNA foram realizados para cada ensaio mediante a adi¢cdo de todos os reagentes, exceto a
amostra. O rendimento da extracdo foi determinado por meio da leitura da absorbancia a
260nm em espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, EUA). A razdo de absorbancia Azso/Azgo foi analisada para verificar a pureza do DNA
obtido.

4.1.3 Desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA kDNA

A) Reacédo de PCR

Reacédo de amplificacdo para o alvo kDNA-120 pares de base: a reacdo foi preparada para o
volume final de 25ul, contendo 2ul de amostra de DNA, 2 unidades de Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 1X PCR Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500

mM KCL), iniciador senso: 150 (5’-GGGG/TAGGGGCGTTCTC/GCGAA-3’) marcado com
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biotina a 5’ e anti-senso:152 (3°’C/GC/GC/GA/TCTATA/TTTACACCAACCCC-5) (Volpini
et al., 2004) a 0,6uM cada, 2,0mM MgCl; e 0,2mM dNTP (Promega, WI, EUA). O programa
de ciclagem consistiu de uma etapa a 95° C por 5min, seguida de 34 ciclos a 95° C por 30
segundos, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Uma etapa final de 72° C por 5
minutos foi realizada. Cada ensaio incluiu controle da PCR (mix da PCR sem o DNA) e
demais controles negativos (controle negativo do processo de extragdo de DNA e DNA
extraido de amostras de voluntéarios sadios) e amostras controles positivos (DNA gendmico
extraido da amostra referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV)).

B) Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos de amplificacdo oriundos do DNA das amostras de culturas de parasitos, de
sangue periférico adicionadas de parasitos e ndo adicionadas (casos de LV e individuos
sadios) foram fracionados (SuL de cada amostra) por meio de eletroforese em gel de

poliacrilamida a 6% e visualizados pela coloragdo com nitrato de prata.

C) Reacdo de ELISA

Construcéo da sonda: Para o ensaio de ELISA para deteccdo do alvo KDNA-120 pares de
bases foi construida uma sonda 5’-GATTTCTGCACCCATTTTTC-3 marcada com
fluoresceina na extremidade 5°. A sonda foi desenvolvida utilizando-se 0 programa Web-
Primer3 0.4.0 e a busca por homologia foi realizada por meio do programa BLAST (National
Center for Biotechnology Information website), utilizando o banco de dados de nucleotideos e

a opcdo Megablast (Rozen e Skaletsky, 2000).

Ensaio de ELISA: A deteccdo colorimétrica dos produtos amplificados foi padronizada com a
amostra de referéncia de cultura de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) nas
concentragfes de 700pg/uL, 700fg/uL, 0,7fg/uL e 0,07fg/uL e seguindo parametros dos
estudos de Lineberg et al., (1993) e Gomes et al., (2010). Foram analisados 0s seguintes

parametros para padronizacdo do ensaio:

- Concentracao de estreptavidina para sensibilizag&o da microplaca: 2,5 e 5,0pg/mL;

- Diluicdo do produto amplificado (controles e amostras) na microplaca sensibilizada:
10:90, 5:95 e 4:96;
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- Solucéo de hibridizacédo: solucao de Ficoll (0,6M NaCl; 20mM fosfato de sodio pH 7.4;
1ImM EDTA; 0,02% Ficoll; 0,02% polyvinypyrrolidone; 0,02% BSA) e solucdo de
Formamida (SSPE5x 70%, Formamida 30%, 0,1%SDS);

- Concentracdo da sonda: 0,2 e 0,4pmol/mL;

- Marca de anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase: anticorpo IgG de coelho
anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA) e
anticorpo  monoclonal de camundongo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA).

- Concentracdo do anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase: 1/1000, 1/3000,
1/5000, 1/7000, 1/9000 e 1/11000.

4.1.4 Padronizacao do ensaio de PCR-ELISA kDNA

A) Determinacdo do limite entre positividade e negatividade (cut-off ) da reacéo:

Apo6s o desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA kDNA, as amostras de sangue periférico
de 14 casos de LV e de 11 individuos ndo infectados foram utilizadas para determinacdo do
limite entre positividade e negatividade (cut-off) através da seguinte reacdo de ELISA

padronizada:

Sensibilizacdo e bloqueio da microplaca: orificios de microplacas de poliestireno MaxiSorp®
(ThermoScientific Nunc, Vernon Hills, Illinois, EUA) foram sensibilizados com 100uL de
estreptavidina (Streptoavidin from Streptomyces avidinii, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), diluida numa concentracdo de 5ug/mL em solugédo tampdo PBS 1X, incubando-se em
camara umida a 37°C por uma hora e seguindo por outra incubagdo em geladeira (2 a 8°C)
por 18 horas . Apds este periodo, os orificios foram lavados quatro vezes com 400 uL PBS-
Tween 0,05% (PBS-T) e incubados com 200uL de solugdo de 3% de soro albumina bovina
(BSA) em PBS-T a 37°C, por duas horas. Para finalizar, os orificios foram lavados quatro
vezes com 400 uL PBS-T e as microplacas foram armazenadas em congelador -20°C, até o

momento de uso.

Ensaio de ELISA: na microplaca revestida com 5ug/mL de estreptavidina foram afixados os

produtos biotinilados oriundos da amplificagdo por PCR. Esses produtos foram solubilizados
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em PBS 1X na diluicdo de 4:96, totalizando um volume final de 100uL. A microplaca foi
incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida, os pocos da microplaca foram lavados trés
vezes com 300uL de PBS-T 0,05%. Posteriormente, adicionou-se 100uL. de NaOH 0,1mol/L
com incubacdo por mais 10 minutos a temperatura ambiente para ocorrer desnaturacdo das
fitas duplas de DNA. Os pocos da microplaca foram lavados uma vez com 300uL de NaOH
0,1mol/L e trés vezes com 300uL de Tris-HCI 0,1mol/L. Foi adicionado 100 pL de solucdo de
hibridizacdo (SSPE5X 70%, Formamida 30%, 0,1%SDS com 0,2 pMol da sonda marcada
com fluoresceina na extremidade 5’) em cada poco e incubado por uma hora a 37°C. A
microplaca foi lavada trés vezes com solugdo de SSC 6X (0,9M NaCl e 0,09M de citrato de
s0dio) e duas vezes com solugdo de SSC 3X (0,45M NaCl e 0,045M de citrato de sddio) com
0,1% de SDS. A seguir, 150uL da solucdo contendo 1% de BSA em PBS 1X foram
adicionados e a microplaca incubada por 30 minutos a 37°C. Apds esse periodo, o anticorpo
IlgG de coelho anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen,
Califérnia, EUA) diluido 1:9000 em solugdo contendo 1% de BSA em PBS 1X foi adicionado
no volume de 150puL em cada pogo da microplaca, com incubagdo por uma hora a 37°C.
Posteriormente os pogos da microplaca foram lavados quatro vezes com 300uL de PBS-T
0,05%. O volume de 100uL de TMB (3,3’, 5, 5°- tetrametilbenzidina ) foi adicionado em cada
poco com incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. A reacdo foi paralisada com a

adi¢do de 100puL de 4cido sulftrico 3N e realizada a leitura em leitor de microplaca a 450nm.

B) Analise da especificidade analitica

Isolados referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), L. (L.) donovani
(MHOM/ET/196/HU3), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8) foram usados para
avaliacdo de especificidade analitica do ensaio PCR-ELISA kDNA.

C) Determinacgéo do limite de deteccdo do ensaio

O limite de deteccdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA foi determinado — pela menor
concentracdo (massa) detectada do DNA genémico da amostra referéncia de L. (L.) infantum
(MHOM/BR/2002/LPC-RPV), diluido em série (1:10). Foi também determinada a menor
concentracdo de parasitos/mL de sangue periférico detectada pelo ensaio, utilizando 11
amostras de sangue periférico de individuos ndo infectados, adicionadas de parasitos em

diferentes concentracGes da cultura da amostra referéncia L. (L.) infantum (1, 10, 100, 1.000,
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10.000 parasito/ml).

D) Determinacdo das medidas de precisao.

Como medidas de precisdo foram determinados os coeficientes de variacdo (CV: desvio
padrdo/média x 100%) intra-ensaio (repetibilidade) e inter-ensaio (reprodutibilidade). Para a
analise da repetibilidade foram avaliados, em um mesmo ensaio, quatro amostras de DNA de
cultura de L. (L.) infantum nas concentragcdes 700pg/uL, 70fg/ul, 0,7fg/uL e 0,07fg/uL, quatro
amostras de DNA total extraidas de sangue periférico de casos de LV e quatro amostras de

DNA total extraidas de sangue periférico de individuos controles.

Para anéalise da reprodutibilidade, as mesmas amostras foram realizadas em duplicata em

quatro ensaios distintos.

4.1.5 Desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

A) Reacdo de PCR

Reacao de amplificagéo do gene humano ACTB: como controle do procedimento de extragéo
de DNA e de amplificagdo, todas as amostras foram amplificadas para o gene humano
codificador para a  [-actina, utilizando 0S iniciadores  Acol (5°-
ACCTCATGAAGATCCTCACC-3’) marcado com biotina a 5 e Aco2 (5-
CCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3") (Musso et al., 1996), que geram um produto de 120
pares de bases. Resumidamente, a reacdo foi preparada para um volume final de 20ul,
contendo 2ul de amostra de DNA, 2 unidades de Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
Sdo Paulo, Brasil), 1X PCR Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCL), 0,5 uM de
cada iniciador, 2,0 mM MgCl, e 0, 2 mM dNTP (Promega, WI, EUA). O programa de
ciclagem consistiu de uma etapa inicial de 95° C por 5 minutos e 35 ciclos a 95 °C por 20
segundos, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de 72° por 6 minutos
foi realizada. Cada ensaio incluiu controle da PCR (mix da PCR sem o DNA) e controle

negativo (controle negativo do processo de extracdo de DNA).

B) Reacdo de ELISA
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Construcéo Sonda da reagdo de ELISA para detec¢do do gene humano ACTB: para 0 ensaio
de ELISA foi utilizada a sonda 5’-TCTCCTTAATGCACGCACG-3" marcada com
fluoresceina a 5°. A sonda foi desenvolvida por Gomes et al. (2010) utilizando-Se 0 programa
Web-Primer3 0.4.0 e a busca por homologia foi realizada por meio do programa BLAST
(National Center for Biotechnology Information website), utilizando o banco de dados de

nucleotideos e a op¢do Megablast (Rozen e Skaletsky, 2000).

Ensaio de ELISA: A deteccdo colorimétrica dos produtos amplificados foi padronizada com
quatro amostras de individuos ndo infectados, a partir do ensaio desenvolvido e padronizado
para 0 ensaio de PCR-ELISA KDNA. Foram analisados 0s seguintes pardmetros para
padronizacdo do ensaio:

- Diluicdo do produto amplificado (controles e amostras) na microplaca sensibilizada:
10:90 e 5:95;

- Concentragdo do anticorpo: 1/1000, 1/1500 e 1/2000.

4.1.6 Padronizacao do ensaio de PCR-ELISA ACTB

A) Determinacdo do limite entre positividade e negatividade (cut-off ) da reacdo:

Apo6s o desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA ACTB, as amostras de sangue periférico
de 14 casos de LV e de 11 individuos ndo infectados foram utilizadas para determinacdo do
limite entre positividade e negatividade (cut-off) através da seguinte reacdo de ELISA

padronizada:

Sensibilizacdo e blogueio da microplaca: a microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc,

Vernon Hills, Illinois, EUA) foi realizada conforme item 4.1.4 A

Ensaio de ELISA: na microplaca revestida com 5ug/mL de estreptavidina foram afixados
produtos biotinilados oriundos da amplificacdo por PCR. Esses produtos foram solubilizados
em PBS 1X na diluicdo de 10:90, totalizando um volume final de 100uL. A microplaca foi
incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida, os pocos da microplaca foram lavados trés
vezes com 300uL de PBS-T 0,05% . Posteriormente, adicionou-se 100uL. de NaOH 0,1mol/L
com incubacdo por mais 10 minutos a temperatura ambiente para ocorrer desnaturacdo das

fitas duplas de DNA. Os pogos da microplaca foram lavados uma vez com 300uL de NaOH
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0,Imol/L e trés vezes com 300uL de Tris-HCI 0,1mol/L. Os pocos da microplaca foram
lavados uma vez com 300uL de NaOH 0,Imol/L e trés vezes com 300uL de Tris-HCI
0,1mol/L. Foi adicionado de 100 pL de solucdo de hibridizacdo (SSPE5X 70%, Formamida
30%, 0,1%SDS com 0,2 pMol da sonda marcada com fluoresceina na extremidade 5°) em
cada poco e incubado por uma hora a 37°C. A microplaca foi lavada trés vezes com solugéo
de SSC 6X (0,9M NaCl e 0,09M de citrato de sédio) e duas vezes com solucdo de SSC 3X
(0,45M NaCl e 0,045M de citrato de sddio) com 0,1% de SDS. A seguir, 150uL da solucéo
contendo 1% de soro BSA em PBS 1X foram adicionados e a microplaca incubada por 30
minutos a 37°C. Apds esse periodo, o anticorpo IgG de coelho anti-fluoresceina Oregon
Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA) diluido 1:1000 em solugéo
contendo 1% de BSA em PBS 1X foi adicionado no volume de 150uL em cada pogo da
microplaca, com incubacdo por uma hora a 37°C. Posteriormente 0s po¢os da microplaca
foram lavados quatro vezes com 300pL de PBS-T 0,05%. O volume de 100 pL. de TMB (3, 3,
5, 5’- tetrametilbenzidina) foi adicionado em cada po¢o com incubagcdo a temperatura
ambiente por 10 minutos. A reacdo foi paralisada com a adi¢ao de 100 uL de acido sulfarico

3N e realizada a leitura em leitor de microplaca a 450 nm.

4.1.7 Analise dos dados

O limite entre positividade e negatividade (cut-off) do ensaio PCR-ELISA kDNA foi
determinado por analise de Curva ROC (area sobre a curva) das leituras dos ensaios
realizados com amostras de individuos portadores de LV e individuos ndo infectados,

utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA).

Por meio do valor do cut-off estabelecido e das leituras de absorbancia das amostras de cultura
de L. (L.) infantum, L. (L.) donovani, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.(L.)

amazonenses foi analisada a especificidade analitica do ensaio.

A concordancia entre os resultados obtidos pelo ensaio de PCR-ELISA kDNA e PCR
convencional KDNA com analise por eletroforese foi avaliada pelo indice Kappa (Shrout,
1998):

Kappa = (P observada — P esperada) / (1 - P esperada)
Onde:
P observada = concordancia bruta e
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P esperada = [(a+b) (a+c)] + [(c+d) (b+d)] /(a+b+c+d)2

Foram calculados os respectivos intervalos de confianca para o Kappa e o indice foi

interpretado segundo a seguinte tabela de valores:

Kappa Concordancia
<01 Ausente
0,10- 0,40 Fraca
0,41-0,60 Discreta
0,61-0,80 Moderada
0,81-1,0 Substancial

O cut-off do ensaio de PCR-ELISA ACTB foi definido pela média da absorbancia dos
controles negativos (controles do processo de extracdo de DNA total e mix da reacdo de PCR

sem adicdo de DNA) acrescido de trés desvios padrao.
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4.2 Parte I1- Determinacgédo do desempenho do ensaio de PCR-ELISA kDNA no
diagndstico de diferentes grupos clinicos de LV

4.2.1 Calculo de amostra

A amostra foi calculada considerando sensibilidade, especificidade e nivel de confianga
estimado de 95% e precisdo de 7%, conforme férmula para calculo do intervalo de confianca
de 95% (p+1,96\p(I1-p)/n, onde p é a especificidade ou sensibilidade e n o nimero de

amostras).

De forma simplificada, o nimero minimo de amostras casos de LV e individuos ndo
infectados devem seguir a seguinte formula:

n>(1,96)*p (1-p) / x* , onde n é o nimero de amostras, p é a especificidade ou sensibilidade
estimada do teste (95%) e X, a precisdo do ensaio (7%) (Banoo et al., 2006).

A especificidade e sensibilidade do teste foram estimadas através de valores médios
encontrados na literatura de outros estudos em que utilizaram o método de PCR para o
diagnostico de LV utilizando como material bioldgico sangue periférico (Wu et al., 1997,
Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005).

De acordo com a formula seriam necessarios no minimo 38 casos de LV e 38 controles ndo

infectados.

4.2.2 Material bioldgico

O material bioldgico estudado pertence ao banco de amostras do Laboratorio de Pesquisas
Clinicas (LPC) do CPgRR e esta estocado em freezer -20°C. Este material é constituido de
DNA total extraido de sangue periférico de pacientes portadores de LV, pacientes portadores
da co-infeccdo Leishmania/HIV e moradores de &rea endémica, em sua maioria da regido
metropolitana de Belo Horizonte. As amostras foram colhidas durante a realizacéo de projetos

de pesquisas ja finalizados ou ainda vigentes, citados a seguir:

A) Grupo de amostras de pacientes portadores de LV:
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O grupo foi constituido por 105 amostras de sangue coletadas de pacientes portadores de LV,

sendo 81 criancas e 24 adultos.

As criangas eram pacientes internados no Hospital Jodo Paulo Il, rede FHEMIG (Fundacéo
Hospitalar do Estado de Minas Gerais), da cidade de Belo Horizonte- MG, com idade variando
de trés meses a dez anos (mediana de 30 meses) e pertenciam aos grupos de estudos dos
projetos “Correlacdo entre pardmetros clinicos, resposta imune e parasitismo em criangas
portadoras de leishmaniose visceral”, com aprovacao no CEP/CPgRR, n° 10/2011 e “Estudo
Multicéntrico de eficacia e a seguranca dos farmacos recomendados para o tratamento da

leishmaniose visceral no Brasil”, com aprovagdao no CEP/CPgRR, n° 16/2010.

Os adultos eram pacientes do Hospital Eduardo de Menezes, rede FHEMIG, da cidade de Belo
Horizonte - MG, com idade variando de 18 a 68 anos (mediana de 36 anos) e pertenciam ao
grupo de estudo do projeto “Intensidade de infeccdo, persisténcia parasitaria e perfil imune
como preditores de evolucéo clinica de leishmaniose visceral entre pacientes infectados ou ndo
pelo HIV”, aprovado no CEP/CPgRR, n° 02/2011.

Critério de diagnostico da infeccdo:

Os individuos portadores da LV foram caracterizados como portadores da infecgdo por
apresentar febre superior a 37,8°C com duracao igual ou superior a uma semana, associada a
hepatoespleomegalia (borda hepatica > 2 cm do bordo costal direito - BCD) ou
esplenomegalia (borda esplénica ultrapassando o bordo costal esquerdo - BCE). Aos critérios
clinicos foram associados no minimo um dos seguintes exames laboratoriais com resultado
positivo:

- Pesquisa direta de amastigotas de Leishmania spp. no esfregaco de medula 6ssea (MO);

- Cultura positiva para promastigotas de Leishmania spp. a partir de aspirado de MO ou
biopsia de outro 6rgéo, de acordo com indicacgéo clinica;

- Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soro com titulo maior ou igual a 1/80 e
evolucdo satisfatoria apos tratamento com leishmanicida;

-Teste imunocromatografico de antigeno rK39 em sangue periférico e evolucgéo satisfatoria

apos tratamento com leishmanicida.

B) Grupo de amostras de pacientes portadores da co-infecgéo Leishmania/HIV
O grupo foi constituido de amostras 25 individuos portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV,

com idade variando de 21 a 61 anos (mediana de 41anos) e pertence ao mesmo projeto dos
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adultos portadores de LV citado anteriormente.

- Critério de diagndstico da infeccdo:
Os pacientes portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV foram caracterizados como
portadores da infeccdo pelos mesmos critérios dos pacientes portadores da LV descritos

anteriormente.

C) Grupo de amostras de moradores de area endémica
O grupo amostras de moradores de area endémica foi constituido de 73 individuos, com
mediana de idade de 37 meses, variando de 3 a 82 meses, todos residentes da regido
metropolitana de Belo Horizonte - MG, e pertencentes ao grupo de estudo do projeto
“Avaliagdo da adequagdo e efetividade das estratégias do Programa de controle da

leishmaniose visceral na Regional Noroeste de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil”,

aprovado no CEP/CPgRR, n° 01/2010.

Este grupo de individuos foi selecionado através de inquérito epidemioldgico e caracterizado
através dos seguintes testes:

- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) com antigeno recombinante K39;

- Teste de aglutinagdo direta (DAT);

- Reacdo de PCR em tempo real (QPCR): amplificacdo da regido do gene SSU-rRNA de

Leishmania spp a partir do DNA total extraido de amostras de sangue periférico.

Dos 73 individuos selecionados, 33 (mediana de 34 meses, variando de 3 a 82 meses) foram
caracterizados como assintomaticos por serem positivos em pelo menos um dos testes de
diagnosticos para LV e 40 individuos (mediana de 42 meses, variando de 13 a 81meses)
foram caracterizados como nédo infectados (controles) por serem negativos em todos 0s

ensaios.

A anélise no projeto atual dos grupos de amostras especificados acima teve aprovagdo no
CEP/CPgRR, n°14/2011.

4.2.3 Reacdo de PCR kKDNA e ACTB

As reacOes de PCR kKDNA e ACTB seguiram 0s protocolos descritos previamente nos itens
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4.1.3 Aed.1l5A, respectivamente.

4.2.4 Reacdo de PCR-ELISA kDNA e ACTB

A reacdo de PCR-ELISA kDNA e ACTB seguiram os protocolos descritos previamente nos
itens 4.1.4 A e 4.1.6 A, respectivamente.

4.2.5 Analise dos dados

Foi construido um banco de dados no programa Excel 2007 com os resultados das amostras
dos individuos portadores da LV, portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV e moradores de

area endémica.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados através da analise das leituras
de absorbancia do ensaio PCR-ELISA KDNA nas amostras de pacientes doentes (individuos
portadores de LV e portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV) e individuos ndo infectados
moradores de area endémica. Foi calculada a taxa de positividade do ensaio nos individuos
assintomaticos moradores de &rea endémica. Foi utilizado o cut-off determinado na
padronizacdo do ensaio ( parte 1) e a classificacdo dos individuos seguiu o seguinte critério:

- Leitura de absorbancia < cut-off: negativo e

- Leitura de absorbancia > cut-off: positivo.

Através dos resultados das amostras de pacientes doentes e individuos assintomaticos
moradores de area endémica foi realizado uma analise pela Curva ROC, utilizando-se o
programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA), e foi determinado o valor limite entre
os resultados indeterminados e positivos do ensaio PCR-ELISA KDNA, no qual foi possivel
sugerir uma faixa de absorbancia que permitiu classificar algumas amostras como

indeterminadas pelo ensaio de PCR-ELISA (Zona de Indeterminagéo).
Para analise do ensaio ELISA ACTB, os dados foram analisados através do cut-off obtido

através da média dos controles negativos (controles da extracdo e mix) acrescido de trés

desvios padrao na padronizacao do ensaio de PCR- ELISA ACTB.
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5 RESULTADOS
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5.1 Parte | — Padronizacgdo do ensaio de PCR-ELISA (kDNA e ACTB humano)
5.1.1 Desenvolvimento do ensaio de ELISA kDNA
A) Sensibilizacdo da microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc)

A sensibilizacdo da microplaca MaxiSorp® (Nunc) com estreptavidina foi avaliada nas
concentracdes de 2,5 pg/mL e 5,0 pg/mL. A concentracdo de 5,0 ug/ml de estreptavidina
apresentou maior diferenca entre as leituras de absorbancia (A) nas amostras positivas e
controles negativos analisados quando comparada com a concentracéo 2,5 ug/mL (Tabela 1 e

Figura 1).

Tabela 1. Leituras de absorbancia (450nm) de acordo com duas concentrac@es de estreptavidina, usadas
na sensibilizac@o da microplaca de ELISA

Concentracéo de
Amostras estreptavidina
2,5 ng/mL 5 ug/mL
DNA de L.(L.) infantum 700pg/ul 0,852 1,871
DNA de L.(L.) infantum 700fg/uL 0,430 1,404
DNA de L.(L.) infantum 0,7fg/pl 0,193 0,504
DNA de L.(L.) infantum 0,07fg/uL 0,118 0,205
Controle Negativo 1 0,044 0,063
Controle Negativo 2 0,057 0,068
Branco 0,062 0,061
Branco 0,038 0,060
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Figura 1. Comparacéo das leituras de absorbéancia obtidas no ensaio de PCR-ELISA kDNA com o uso de
diferentes concentragdes de estreptavidina na microplacaMaxiSorp® (ThermoScientific Nunc ). CN:
Controle negativo e Br: Branco.

B) Diluicdo do DNA amplificado das amostras/controles negativos na microplaca
MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc )

O ensaio de PCR-ELISA kDNA foi avaliado com diferentes diluicGes do DNA amplificado
de amostras e controles negativos na microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc ). Foram
testadas as diluigdes de 4:96, 5:95 e 10:90, para o volume final de 100puL.

A andlise das leituras de absorbancia nas diferentes diluicdes (4:96, 5:95 e 10:90) das
amostras de DNA de Leishmania, bem como dos controles negativos e dos brancos,
demonstrou que ndo houve diferencas (Figura 2). O ensaio foi padronizado com a diluigédo

4:96, de forma a otimizar o rendimento da reacédo de PCR.
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Figura 2. Comparacdo das leituras de absorbéncia no ensaio de PCR-ELISA kDNA com diferentes
diluicdes do DNA amplificado das amostras e controles na microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific
Nunc). CN: Controle negativo e Br: Branco.

C) Solucdo de hibridizacao

O ensaio de PCR-ELISA kDNA foi avaliado com a solugdo de hibridizacdo de Formamida
(SSPE5X 70%, Formamida 30%, 0,1%SDS) e com a solucéo de hibridizacao de Ficoll (0,6M
NaCl; 20mM fosfato de sdédio pH 7.4; 1mM EDTA; 0,02% Ficoll; 0,02%
polyvinypyrrolidone; 0,02% BSA). A solugdo de hibridizagdo de Ficoll apresentou leituras de
absorbancia das amostras e controles negativos mais altos, se comparado as leituras
apresentada pelo ensaio quando se utilizou a solucdo de hibridizacdo de Formamida. Porém

ambos 0s testes apresentaram o mesmo limite de detecc¢do do ensaio (Tabela 2 e Figura 3).

57



Tabela 2. Leituras da absorbancia (450nm) de acordo com a solucdo de hibridizacdo usada no ensaio de
PCR-ELISA kKDNA

Solucdo de Hibridizacdo
Amostras
Ficoll Formamida
DNA de L.(L.) infantum 700pg/ul 2,124 1,831
DNA de L.(L.) infantum 700fg/uL 2,166 1,633
DNA de L.(L.) infantum 0, 7fg/ul 1,596 0,461
DNA de L.(L.) infantum 0,07fg/uL 0,663 0,178
Controle Negativo 1 0,254 0,070
Controle Negativo 2 0,148 0,066
Branco 0,062 0,065
Branco 0,056 0,062
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Figura 3. Comparacdo das leituras de absorbancia no ensaio de PCR-ELISA kDNA com o uso de
diferentes solucées de hibridizacdo CN: Controle negativo e Br: Branco.

D) Concentracdo da sonda na solucéo de hibridizacdo

Para padronizacdo do ensaio de PCR-ELISA kKDNA foram avaliadas duas concentragdes de
sonda diluidas na solucéo de hibridizagdo: 0,2pMol e 0,4pMol.

Foram observados leituras das absorbancias maiores das amostras de DNA amplificado de

L.(L.) infantum e controles negativos com a solucdo de hibridizacdo com sonda na
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concentracdo de 0,4pMol. Ambas as concentracBes de sonda foram capazes de diferenciar os
valores de controles negativos e brancos das amostras de DNA amplificadas de L.(L.)
infantum (Tabela 3 e Figura 4).

Tabela 3. Leituras de absorbéancia (450nm) de acordo com a concentracédo da sonda usada no ensaio de
PCR-ELISA kDNA

Concentracdo da Sonda
Amostras
0,2pMol 0,4pMol
DNA de L.(L.) infantum 700pg/ul 1,831 2,132
DNA de L.(L.) infantum 700fg/uL 1,633 2,001
DNA de L.(L.) infantum 0, 7fg/ul 0,461 0,934
DNA de L.(L.) infantum 0,07fg/uL 0,178 0,268
Controle Negativo 1 0,070 0,108
Controle Negativo 2 0,066 0,100
Branco 0,065 0,064
Branco 0,062 0,062
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Figura 4. Comparacdo das leituras de absorbancia no ensaio de PCR-ELISA kDNA com diferentes
concentracdes de sonda na solugdo de hibridizacdo CN: Controle negativo e Br: Branco.

E) Comparacdo entre marcas comerciais de anticorpo anti-fluoresceina conjugado a
peroxidase

Foram avaliadas duas marcas de anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase na
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padronizacdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA: anticorpo monoclonal de camundongo anti-
fluoresceina conjugado a peroxidase (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) e anticorpo
IlgG de coelho anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen,
Califérnia, EUA). A utilizacdo do anticorpo da marca Millipore apresentou leituras de
absorbancias que ndo permitiram a distincdo de DNA amplificado de amostras de cultura de

L. (L.) infantum 0,07fg/uL e controles negativos (Tabela 4 e Figura 5).

Tabela 4. Leitura de absorbéancia (450nm) de acordo com as marcas dos anticorpos anti-fluoresceina
conjugado a peroxidase usados no ensaio de PCR-ELISA kDNA

Anticorpo (Marca)
Amostras - —
Invitrogen Millipore
DNA de L.(L.) infantum 700pg/p 1,883 0,337
DNA de L.(L.) infantum 700fg/pL 1,670 0,319
DNA de L.(L.) infantum 0,7fg/pl 0,465 0,213
DNA de L.(L.) infantum 0,07fg/pLL 0,181 0,199
Controle Negativo 1 0,071 0,239
Controle Negativo 2 0,067 0,241
Branco 0,066 0,216
Branco 0,063 0,202
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Figura 5. Comparacdo das leituras de absorbancia no ensaio de PCR-ELISA kDNA com diferentes
marcas de anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase. CN: Controle negativo e Br: Branco.
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F) Titulacdo do anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase
Foi determinado o titulo do anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase utilizado na
reacdo de PCR-ELISA kKDNA pelo uso das diluigdes: 1/1000, 1/3000, 1/5000, 1/7000, 1/9000
e 1/11000. O titulo de 1/9000 foi escolhido, pois, com esta diluicdo do anticorpo, ainda foi
possivel diferenciar as leituras de absorbancias das amostras positivas dos controles negativos

e brancos com melhor rendimento do reagente (Tabela 5).

Tabela 5. Leituras da absorbéncia (450nm) de acordo com a titulacdo do anticorpo anti-fluoresceina
conjugado a peroxidase

Diluicéo do anticorpo
Amostras
1/1000  1/3000 1/5000 1/7000  1/9000 1/11000
DNA de L.(L.) infantum 700pg/ul 3,500 3,254 2,545 1,890 1,565 1,173
DNA de L.(L.) infantum 700fg/uL 3,455 2,963 2,431 1,778 1,446 1,118
DNA de L.(L.) infantum 0, 7fg/pl 2,988 1,571 1,386 1,253 1,063 0,867
DNA de L.(L.) infantum 0,07fg/uL 0,961 0,554 0,384 0,267 0,296 0,102
Controle Negativo 1 0,374 0,066 0,067 0,094 0,085 0,049
Controle Negativo 2 0,205 0,072 0,056 0,052 0,049 0,056
Branco 0,266 0,076 0,059 0,057 0,056 0,044
Branco 0,203 0,084 0,057 0,065 0,052 0,049

G) Determinacdo do limite entre positividade e negatividade (cut-off ) do ensaio de
PCR-ELISA KkDNA

Foram avaliadas pela reacdo de PCR-ELISA kDNA 25 amostras de DNA total extraidas de
sangue periférico, sendo 14 casos de LV e 11 amostras provenientes de individuos néo
infectados. As leituras das absorbancias do ensaio de PCR-ELISA kKDNA realizado nestas
amostras foram avaliadas pela anélise da Curva ROC para determinacdo do valor de corte
(cut-off) e o resultado determinado para o0 mesmo foi 0,096 ( Tabela 6). O valor da area
soacurva foi de 1,0 (IC 95%: 0,86 — 1,0).
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Tabela 6. Determinacéo do cut-off através da analise dos resultados da Curva ROC

Cut-off Sensibilidade % IC 95% Especificidade % IC 95%
< 0,077 72,7 39,0a293,9 100,0 76,8 a2 100,0
< 0,084 81,8 48,2a97,7 100,0 76,8 a2 100,0
< 0,088 90,9 58,7 2 99,7 100,0 76,8 a100,0
< 0,096 100,0 71,5a100,0 100,0 76,8 a2 100,0
<0,119 100,0 71,5a100,0 92,8 66,1a99,8
< 0,488 100,0 71,52100,0 85,7 57,1a98,2
< 0,845 100,0 71,52100,0 78,5 49,2 2 95,3
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Figura 6: Curva ROC — Andlise dos 14 casos de LV e 11 individuos ndo infectados para determinacdo do

cut-off da reacéo

H) Determinacéo do limite de deteccdo do ensaio de PCR-ELISA KDNA

O limite de deteccdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA foi determinado pela menor
concentragdo de DNA gendmico detectado da amostra referéncia de L. (L.) infantum
(MHOM/BR/2002/LPC-RPV). Partindo da concentragdo de 7,02 ng/uL e da relacdo de
absorbancia 260/280nm de 1,51, o ensaio de PCR-ELISA kDNA apresentou o limite de
deteccédo de 0,07 fg/pL (Tabela 7). O mesmo limite de deteccéo foi determinado pela anélise

por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado pelo nitrato de prata (Figura 6)
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Tabela 7. Médias das leituras de absorbancia (450nm) do ensaio de PCR-ELISA kDNA na avaliacdo do

DNA extraido de cultura de L.(L.) infantum em diluices seriadas

PCR-ELISA kDNA 120pb
DNA de L.(L.) infantum Média

Resultado

Absorbéancia

700 pg/ul Positivo 1,948
70 pg/uL Positivo 1,719
7 pg/ul Positivo 1,446
700f g/ul Positivo 1,291
70 fg/uL Positivo 0,997
7 fo/ul Positivo 0,790
0,7 fg/ul Positivo 0,279
0,07fg/uL Positivo 0,194
0,007 fg/pL Negativo 0,057
0,0007 fg/uL Negativo 0,055
Controle Negativo 1 Negativo 0,064
Controle Negativo 2 Negativo 0,066
Branco Negativo 0,059

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 CN CN

<«— 120pb

Figura 7. Gel de poliacrilamida 6%, corado pelo nitrato de prata mostrando os produtos amplificados do
DNA cultura de L. (L.) infantum. Canaletas: PM- Padrao de tamanho molecular ¢ X 174; 1 a 8- Dilui¢des
sucessivas do DNA cultura de L. (L.) infantum (1- 700pg/uL, 2-70pg/uL,3-7pg/uL, 4-700fg/uL, 5-70fg/uL.
6-7fg/uL, 7-0,7fg/uL, 8-0,07fg/uL, 9- 0,007fg/uL); CN- controle negativo

Para a determinacdo da capacidade de detecgdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA na unidade
de parasitos/mL, foram analisadas 11 amostras de sangue periférico obtidas de individuos nédo
infectados e adicionadas com diferentes concentracbes da amostra referéncia de L. (L.)
infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) (10.000, 1.000, 100, 10 e 1 parasito/ml). A
capacidade de deteccdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA foi de 1 parasito/mL de sangue

paeriférico, conforme apresentado a Tabela 8.
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Tabela 8. Médias das leituras de absorbancia (450nm) das amostras de sangue periférico adicionadas de
parasitos em diferentes concentracgdes e avaliadas no ensaio de PCR-ELISA kDNA.

N° PCR-ELISA kDNA
parasitos/ml Média das
sangue Resultados Absorbancias

0 Negativo 0,053
1 Positivo 0.931
10 Positivo 1,032
100 Positivo 1,146
1000 Positivo 1,091
10000 Positivo 1,228

Todas as amostras de sangue sem adicdo de parasitos de Leishmania e com adigdo de
parasitos apresentaram resultados negativos e positivos, respectivamente, pela avaliacdo por
PCR e eletroforese em gel de poliacrilamida direcionada ao alvo do kDNA-120pb (Figuras 7
e 8).

PM1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12CPCN

120pb

Figura 8. . Gel de poliacrilamida 6%, corado pelo nitrato de prata, apresentando produtos amplificados
(120 pb) do kDNA em amostras controle negativas, contaminadas com diferentes concentracdes de DNA
extraido de cultivo de L. (L.) infantum. Canaletas: PM- Padrido de tamanho molecular ¢ X 174; 1 e 2-
sangue periférico com 1 parasito/mL; 3 e 4: sangue periférico com 10 parasitos/mL; 5 e 6- sangue
periférico com 100 parasitos/mL; 7 , 8 e 9 - sangue periférico com 1000 parasitos/mL; 10, 11 e 12 - sangue
periférico com 10000 parasitos/mL;CN- controle negativo e CP- controle positivo.
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Figura 9. Gel de poliacrilamida 6%, corado pelo nitrato de prata, apresentando produtos amplificados do
DNA de amostras de sangue periférico obtidas de individuos ndo infectados direcionadas ao gene do
kDNA. Canaletas: PM- Padrédo de tamanho molecular ¢ X 174; 1 a 11- individuos néo infectados; CN-
controle negativo e CP-Controle Positivo.

I) Determinacdo da especificidade analitica do ensaio PCR-ELISA KDNA.

Foi analisada a especificidade do ensaio PCR-ELISA KDNA para diferentes espécies de
Leishmania. O método de PCR-ELISA kDNA demonstrou especificidade para as cepas
referéncias das espécies do complexo Donovani: L. (L.) infantum e L.(L.) donovani. Amostras
de DNA dos isolados das cepas referéncias das espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis ndo foram detectadas pelo método (Tabela 9). Esta
especificidade do ensaio PCR-ELISA kDNA foi possivel devido a utilizagdo no ensaio de
uma sonda especifica para as espécies do complexo Donovani, 0 que ndo ocorre no ensaio de

PCR com revelacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%.

A andlise através da busca por homologia da sonda utilizando o programa Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) determinou-se homologia da sonda em 53 diferentes
cepas de L. (L.) infantum e 36 cepas de L.(L.) donovani e a sonda ndo apresentou homologia
com seis cepas de L. (V.) braziliensis, trés cepas de L.(V.) guyanensis, trés cepas de L.(L.)

major, uma cepa de L. (L.) tropica.
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Tabela 9. Especificidade analitica dos métodos de PCR com avaliagdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida e PCR-ELISA KDNA

Concentracéo PCR +

Relacéo PCR-ELISA kDNA

Amostra DNA total Eletroforese _

260/280 nm Absorbéancia
(ng/ul) (kDNA) Resultado

(450nm)
L. (L.) infantum 7,02 1,51 Positivo Positivo 2,237
L.(L.) donovani 8,22 1,86 Positivo Positivo 1,397
L.(V.) braziliensis 8,41 2,73 Positivo Negativo 0,056
L.(V.) guyanensis 12,0 1,66 Positivo Negativo 0,063
L.(L.) amazonensis 9,43 2,29 Positivo Negativo 0,095

J) Determinacdo das medidas de preciséo intra-ensaio (repetibilidade) e inter-ensaios
(reprodutibilidade) do ensaio de PCR-ELISA kDNA

Como medidas de precisdo foram determinados os coeficientes de variagdo (CV) intra-ensaio
(repetibilidade) e inter-ensaios (reprodutibilidade).

Para a analise de repetibilidade, a curva de DNA obtido de cultura de L. (L.) infantum
(700pg/uL, 70fg/ul, 0,7fg/uL e 0,07fg/uL) foi avaliada quatro vezes em um mesmo ensaio,
bem como quatro amostras de DNA total de sangue periférico de portadores de LV e quatro
amostras de DNA de individuos ndo infectados (Tabela 10). Os valores de CV para as
amostras de cultura de L. (L.) infantum nas concentrac6es de 700pg/uL, 70fg/ul, 0,7fg/uL e
0,07fg/ foram respectivamente: 6,81%, 7,78%, 3,44% e 11,22%. Os valores de CV para as
quatro amostras de DNA total de sangue periférico de portadores de LV foram
respectivamente: 1,36%, 5,45%, 14,79%, 17,55% e os valores de CV para as quatro amostras
de DNA total de sangue periférico de individuos ndo infectados foram respectivamente:
2,78%, 5,32%, 6,52% e 8,81% (Tabela 11).

Para a analise de reprodutibilidade quatro replicatas das mesmas amostras citadas acima
foram avaliadas em diferentes dias. Os valores de CV para as amostras de cultura de L. (L.)
infantum nas concentragcbes de 700pg/uL, 70fg/ul, 0,7fg/uL e 0,07fg/uL foram
respectivamente: 5,36%, 6,03%, 9,94% e 23,13%. Os valores de CV para as quatro amostras
de DNA total de sangue periférico de portadores de LV foram respectivamente: 5,44%,
8,69%, 9,31% e 12,80% e os valores de CV para as quatro amostras de DNA total de sangue

periférico de individuos ndo infectados foram respectivamente: 8,24%, 15,34%, 18,68% e
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21,45% (Tabela 12).

Tabela 10. Concentracdo de DNA e resultado de PCR-ELISA ACTB das amostras de portadores de LV e
individuos nao infectados utilizados para a avaliagdo das medidas de precisdo intra-ensaio (repetibilidade)
e inter-ensaios (reprodutibilidade) no ensaio de PCR-ELISA kDNA.

Concentragao | petacdio PCR-ELISA ACTB
Amostra DNA total
260/280 nm .
(ng/ul) Resultados | Absorbancia

Portador de LV 1 14,55 1,79 Positivo 0,549
Portador de LV 2 86,82 1,79 Positivo 0,556
Portador de LV 3 41,57 1,92 Positivo 0,558
Portador de LV 4 24,14 1,80 Positivo 0,533
Individuo ndo infectado 1 24,22 1,89 Positivo 0,533
Individuo ndo infectado 2 31.68 1,89 Positivo 0,489
Individuo ndo infectado 3 29,84 1,87 Positivo 0,528
Individuo ndo infectado 4 48,42 1,83 Positivo 0,567

Tabela 11. Leituras das absorbancias (A) das amostras de DNA de L.(L.) infantum, individuos portadores
da LV e ndo infectados avaliadas na anélise da repetibilidade do ensaio PCR-ELISA kDNA

Ensaio de PCR-ELISA Meédia das

Amostra Al | A2 | A3 | A4 |Absorbancias DP Ccv
L. (L.)infantum (700fg/pL) | 1,301 | 1,137 | 1,243 1,135 1,204 0,082 6,81
L. (L.)infantum (70fg/uL) {0,993 |1,035|1,052 | 1,185 1,066 0,083 7,78
L.(L.)infantum (0,7fg/uL) |0,409|0,429 |0,433|0,404| 0,419 0,014 3,44
L.(L.)infantum(0,07fg/uL) |0,178|0,226 | 0,213|0,186| 0,201 0,023 11,22
Portador de LV 1 0,399 | 0,409 | 0,400 | 0,409 0,404 0,005 1,36
Portador de LV 2 0,86710,943| 0,966 | 0,983 0,940 0,051 5,45
Portador de LV 3 0,867|1,208 | 1,106 | 0,952 1,033 0,153 14,79
Portador de LV 4 0,461|0,563|0,644 | 0,700 0,592 0,104 17,55
Individuo ndo infectado 1 | 0,097 | 0,092 | 0,097 | 0,093 0,095 0,003 2,78
Individuo néo infectado 2 | 0,095 | 0,107 | 0,106 | 0,104 0,103 0,005 5,32
Individuo néo infectado 3 | 0,095 | 0,105 | 0,099 | 0,090 0,097 0,006 6,52
Individuo néo infectado 4 |0,093|0,098|0,103 | 0,114 0,102 0,009 8,81
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Tabela 12. Leituras das absorbancias das amostras de DNA de L.(L.) infantum, individuos portadores da
LV e ndo infectados avaliadas na analise da reprodutibilidade do ensaio PCR-ELISA KDNA

Ensaios de PCR-ELISA
A A A A Média das
Amostra Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3 | Ensaio 4 | Absorbancias | DP cv
L. (L.)infantum (700fg/uL) 1,772 1,981 1,791 1,793 1,834 0,098 | 5,36
L. (L.)infantum (70fg/uL) 1,677 1,843 1,678 1,600 1,700 0,102 | 6,03
L.(L.)infantum (0,7fg/uL) 0,854 1,001 0,985 0,821 0,915 0,091 | 9,94
L.(L.)infantum(0,07fg/uL) 0,325 0,349 0,244 0,434 0,338 0,078 | 23,13
Portador de LV 1 1,729 1,585 1,653 1,524 1,623 0,088 5,44
Portador de LV 2 1,122 1,240 1,113 1,002 1,119 0,097 8,69
Portador de LV 3 1,726 1,830 1,779 1,473 1,702 0,158 9,31
Portador de LV 4 0,870 0,887 0,968 0,706 0,858 0,110 | 12,80
Individuo néo infectado 1 0,075 0,081 0,077 0,090 0,081 0,007 | 8,24
Individuo néo infectado 2 0,066 0,068 0,091 0,081 0,077 0,012 | 15,34
Individuo néo infectado 3 0,067 0,065 0,088 0,094 0,079 0,015 | 18,68
Individuo ndo infectado 4 0,064 0,067 0,068 0,098 0,074 0,016 | 21,45

K) Analise da concordancia entre o ensaio de PCR-ELISA kDNA e o PCR com

eletroforese em gel de poliacrilamila 6%.

revelacao por

Na analise das 25 amostras dos individuos casos de LV e ndo infectados, o indice Kappa

mostrou concordancia classificada como “substancial” (1,0) entre o ensaio de PCR-ELISA

KDNA e o PCR com revelacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com

nitrato de prata. Ambas as reagdes foram direcionadas para 0 mesmo gene do KDNA ( Tabela

13).

Tabela 13. Analise da concordancia entre o ensaio de PCR-ELISA kDNA e o PCR com revelagdo por
eletroforese em gel de poliacrilamila 6% na avaliacdo do DNA extraido de amostras de sangue periférico
de 25 amostras de individuos casos de LV e néo infectados

PCR+ eletroforese

PCR-ELISA
Positivo Negativo
Positivo 14 00
Negativo 00 11
TOTAL 14 11
Kappa: 1,0
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5.1.2 Desenvolvimento do ensaio de ELISA ACTB humano

A) Ensaio de ELISA ACTB humano

Apbs a padronizacgédo do ensaio de PCR-ELISA para kKDNA, o mesmo protocolo foi avaliado
para o gene ACTB humano. Foram testadas quatro amostras de DNA total extraidas de
sangue periférico de individuos ndo infectados para LV (Tabela 14).

Tabela 14. Leituras das absorbancias apresentadas pelas amostras de DNA total extraidas de sangue
periférico de individuos sadios na padroniza¢do do ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

Concentragéo
Amostra Relacéo 260/280 nm
DNA total (ng/pl)
Individuo néo infectado 1 7,16 1,98
Individuo néo infectado 2 9,76 1,93
Individuo ndo infectado 3 10,90 1,96
Individuo néo infectado 4 11,75 1,92

B) Diluicdo do DNA amplificado das amostras e controles na microplaca MaxiSorp®

(ThermoScientific Nunc ) no ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

O ensaio de PCR-ELISA ACTB humano foi avaliado com o DNA amplificado das amostras
na microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc ) nas diluicdes de 5:95 e 10:90, para o
volume final de 100uL. A diluicdo de 10:90 apresentou maior diferenca entre as leituras de
absorbancia do ensaio de PCR-ELISA ACTB humano na avaliacdo das amostras positivas e

controles negativos quando comparada com a dilui¢do 5:95 (Tabela 15).
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Tabela 15. Leituras das absorbancias (450nm) do ensaio de PCR-ELISA ACTB humano de acordo com o
uso das diferentes diluicées do DNA das amostras na microplaca MaxiSorp® (ThermoScientific Nunc).

Diluicdo da amostra
Amostras

5:95 10:90
Individuo nédo infectado 1 0,447 0,647
Individuo néo infectado 2 0,474 0,704
Individuo néo infectado 3 0,474 0,719
Individuo néo infectado 4 0,534 0,734
Controle Negativo 1 0,075 0,076
Controle Negativo 2 0,066 0,062
Branco 0,036 0,035
Branco 0,039 0,042

C) Titulagdo do anticorpo IgG de coelho anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado a
peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA)

Foi determinado o titulo utilizado no ensaio PCR-ELISA ACTB humano pela dilui¢éo
sucessiva do anticorpo nas diluigdes: 1/1000, 1/1500 e 1/2000. O titulo escolhido foi de
1/1000, pois apresentou maiores diferencas entre as leituras de densidades 6ticas das amostras

e dos controles negativos (Tabela 16 e Figura 9).

Tabela 16. Leituras das absorbancias (450nm) das diferentes concentracbes do anticorpo IgG anti-
fluoresceina Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA) avaliadas no ensaio
PCR-ELISA ACTB humano

Concentracdo do anticorpo
Amostras

1/1000 1/1500 1/2000
Individuo ndo infectado 1 0,396 0,343 0,297
Individuo ndo infectado 2 0,465 0,366 0,303
Individuo ndo infectado 3 0,480 0,388 0,310
Controle Negativo 0,056 0,051 0,048
Branco 0,044 0,049 0,048
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Figura 10. Comparacéo das leituras de absorbancia com diferentes titulos do anticorpo IgG de coelho

anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA) avaliados no
ensaio de PCR-ELISA ACTB humano. CN: controle negativo, Br: branco.

D) Determinacdo do limite entre positividade e negatividade (cut-off ) para o ensaio de PCR-
ELISA ACTB humano

A determinacdo da leitura da absorbancia a partir da qual as amostras foram consideradas
positivas ou o valor de corte (cut-off) foi realizada pela analise da média das leituras das
absorbancias das amostras de controles negativos (mix da PCR sem DNA e controle negativo
do processo de extracdo de DNA de sangue periférico humano) acrescidas de trés desvios

padréo.

O cut-off determinado para a reacdo de PCR-ELISA ACTB humano apos a padronizacao foi
de 0,099.

E) Avaliacéo das amostras utilizadas na padronizacdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA
pelo ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

As amostras de sangue periférico obtidas de individuos ndo infectados adicionadas com
diferentes concentracOes da amostra referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-
RPV) (10.000, 1.000, 100, 10 e 1 parasito/ml) foram avaliadas pelo ensaio de PCR-ELISA
ACTB humano (Tabela 17).
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Tabela 17. Avaliacdo das amostras de sangue periférico obtidas de individuos ndo infectados adicionadas
com diferentes concentra¢bes da amostra referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV)
(10.000, 1.000, 100, 10 e 1 parasito/ml) pelo ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

PCR-ELISA ACTB humano
N° parasito/ml
sangue Resultados Média das Absorbancias
(450nm)

1 Positivo 0,298
10 Positivo 0,232
100 Positivo 0,239
1000 Positivo 0,204
10000 Positivo 0,184

Todas as 25 amostras de DNA total extraidas de sangue periférico de casos de LV e de
individuos ndo infectados incluidas no estudo foram também avaliadas pelo ensaio de PCR-
ELISA ACTB humano, como medida controle para o processo de extracdo de DNA total e
amplificacdo por PCR, e foi possivel obter resultados positivos em todas as avaliacdes
(Tabela 18).

Tabela 18. Médias das leituras das absorbancias das amostras de DNA total extraidas de sangue periférico

de casos de LV e de individuos ndo infectados avaliadas pelo ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

PCR-ELISA ACTB humano
Amostras Média das
Resultados Absorbancias
Portadores da LVH Positivo 0,585
Individuos ndo-infectados Positivo 0,607

Todas as amostras de DNA total extraidas de sangue periférico de individuos incluidos no
estudo foram também analisadas por PCR com revelagdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata e direcionado ao gene da ACTB humano e

apresentaram resultados positivos.
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5.2 Parte 11- Determinacéo do desempenho do ensaio de PCR-ELISA kDNA no
diagndstico de diferentes grupos clinicos de LV

5.2.1 Avaliacéo do potencial diagndéstico e do desempenho do ensaio PCR-ELISA KDNA

O potencial diagndéstico do ensaio de PCR-ELISA KDNA foi avaliado em diferentes grupos
de individuos portadores da LV (criancas e adultos), portadores da co-infeccdo
Leishmania/HIV e moradores de area endémica (individuos assintomaticos e nao infectados).
Para a determinacdo da leitura da absorbancia a partir da qual as amostras foram consideradas
positivas ou o valor de corte (cut-off) foi utilizado o valor de 0,096, encontrado na etapa de

padronizacdo do ensaio com 14 amostras positivas e 11 amostras negativas (Tabela 19 e 20).

Tabela 19. Avalia¢do do potencial diagnostico do ensaio de PCR-ELISA kDNA no diagnostico da infeccéo
por L.(L.) infantum nos grupos de individuos portadores da LV e da co-infeccéo Leishmania/HIV

Individuos positivos no ensaio

Grupos de PCR-ELISA kDNA Total
No %
Portadores da LV 105 100 105

Portadores da co-infecgéo
Leishmania/HIV

25 100 25

Tabela 20. Avaliacdo do potencial diagnéstico do ensaio de PCR-ELISA kDNA no diagnéstico da infecgédo
por L.(L.) infantum nos grupos de individuos moradores de area endémica

Individuos positivos no
Grupos ensaio de PCR-ELISA kDNA Total
Ne %
Assintomaticos 33 100 33
Néo-infectados 02 5 40

O ensaio de PCR-ELISA kDNA demonstrou a capacidade de deteccdo da infecgdo por L. (L.)
infantum em 100% dos portadores de LV (100% das criangas e adultos) e 100% dos
portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV (Tabela 19). Para os individuos moradores de area

endémica, o ensaio foi capaz de detectar a infeccdo por L. (L.) infantum em 100% dos
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individuos assintomaticos e somente 5% dos individuos ndo infectados obtiveram resultados

positivos (Tabela 20).

Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados atraves do resultado obtido pela
analise das leituras de absorbancia do ensaio PCR-ELISA kDNA nas amostras de pacientes
doentes (individuos portadores de LV e portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV) e

individuos ndo infectados moradores de area endémica ( Tabela 21).

Tabela 21. Avaliacédo do ensaio de PCR-ELISA kDNA no diagndstico da leishmaniose visceral em 130
pacientes doentes (individuos portadores de LV e portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV) e 40

individuos nao infectados moradores de area endémica.

Doenga
PCR-ELISA
Positivo Negativo
Positivo 130 02
Negativo 00 38
TOTAL 130 40

De acordo com a analise da Tabela 21, o ensaio de PCR-ELISA kDNA apresentou 100% de
sensibilidade (IC 95%: 97,1 a 100%) e 95% de especificidade (IC 95%: 83,5 a 98,6%).

5.2.2 Ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

Todas as amostras de individuos portadores de LV, portadores da co-infeccdo
Leishmania/HIV e moradores de area endémica (assintomaticos e ndo infectados) foram
avaliadas pelo ensaio de PCR-ELISA para deteccdo do gene ACTB humano como controle do
processo de extracdo de DNA e amplificacdo por PCR, e apresentaram resultados positivos

em todas as avaliacOes (Tabela 22).
Para a determinacdo da leitura da absorbancia a partir da qual as amostras foram consideradas

positivas ou o valor de corte (cut-off) foi utilizado o valor de 0,099, encontrado na etapa de

padronizagédo do ensaio.
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Tabela 22. Médias das leituras de absorbancia das amostras de DNA de sangue periférico de individuos
portadores de LV, portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV e moradores de area endémica
(assintomaticos e ndo infectados) avaliadas no ensaio de PCR-ELISA ACTB humano

PCR-ELISA ACTB
Grupos Média das
Resultados Absorbancias
Portadores da LV Positivo 0,474
Portadores da co-infeccdo Leishmania/HIV Positivo 0,438
Moradores de &rea endémica Positivo 0,601

5.2.3 Classificacdo dos individuos (negativos, positivos e indeterminados) de acordo com
a leitura de absorbéancia no ensaio de PCR-ELISA kDNA

Apbs a avaliacdo dos diferentes grupos clinicos de LV no ensaio de PCR-ELISA kDNA foi
identificada uma possivel zona de indeterminacdo capaz de diferenciar os individuos com

infecgdo assintomatica e com doenca.

O valor de leitura da absorbancia (A) a partir da qual as amostras sao consideradas negativas
(cut-off de 0,096) foi determinado na padronizacdo do ensaio com 14 amostras de casos de
LV e de 11 individuos ndo infectados.

A determinacdo da leitura da absorbancia (A) a partir da qual as amostras sdo consideradas
positivas ou indeterminadas foi realizada pela analise da Curva ROC das leituras das
densidades odticas do ensaio de PCR-ELISA kDNA na avaliagdo das amostras dos 130
individuos doentes (portadores da LV e da co-infecgcdo Leishmania/HIV) e de 33 individuos
assintomaticos. O ponto de corte (cut-off) foi determinado em 0,709. O valor da area sobre a
curva foi de 0,91 e 0 IC 95%: 0,87 — 0,96 (Figura 11).

Assim, os individuos foram classificados como negativos, portadores de infecgdo
assintomatica ou ativa (Tabela 23 e Figura 10):

- Leitura de absorbancia < 0,096: negativo;

- Leitura de absorbancia 0,096 a 0,709: compativel com infeccao por L.(L.) infantum

- Leitura de absorbancia > 0,709: compativel com leishmaniose visceral ativa.
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Tabela 23. Nimero de individuos com a classificacdo clinica de acordo com o ensaio de PCR-ELISA
kDNA e os grupos de pacientes do estudo

Grupos N° de individuos com a classificacéo clinica
(numero de pacientes) Negativos (%) Indeterminados (%) | Positivos (%)
Né&o Infectados (40) 38 (95,0) 2 (5,0) 0
Assintomaticos (33) 0 29 ( 87,8) 4(12,2)
Doentes (130) 0 16 (12,3) 114 (87,7)
100 F
80|
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Figura 11. Curva ROC das amostras de individuos portadores da LV ativa e assintomaticos.
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Embora o avango tecnoldgico ocorrido no século XX tenha resultado em uma variedade de
técnicas laboratoriais que significaram importante contribui¢do ao diagndstico de doengas em
geral e das infecciosas em particular, o diagnostico da LV avancou pouco nas ultimas
décadas, provavelmente por duas razBes principais: por se tratar de doenca negligenciada, que
prevé pequeno retorno comercial ao investimento em pesquisa e desenvolvimento e pela

complexidade bioldgica propria da infeccdo (Assis et al., 2008; Melo, 2010).

No Brasil, 0 Programa Nacional de Controle das Leishmanioses, coordenado pela Secretaria
de Vigilancia em Sadde do Ministério da Saude, recomenda que o diagndstico da LV seja
realizado por métodos soroldgicos, parasitoldgicos e moleculares (Ministério da Satde-Brasil,
2006).

Os métodos moleculares sdo ferramentas importantes em programas de controle da LV, uma
vez que sdo Uteis na deteccdo de casos com baixa intensidade de infecgdo, para 0s quais 0s
exames parasitologicos, que sdo procedimentos invasivos apresentam sensibilidade limitada.
Além disso, diminuem a probabilidade de reacdes cruzadas em vigéncia de outras doencas e
permitem a distincdo entre infec¢do ativa, sub-clinica ou passada o que nao € possivel com os
métodos soroldgicos (Badard et al, 1986a; Gontijo e Melo, 2004; Cupolillo, 2005; Ministério
da Saude-Brasil, 2006; Alam et al., 2009).

O presente estudo propds o desenvolvimento e a padronizacdo de um ensaio de PCR-ELISA
para o diagnostico da LV em amostras de sangue periférico. A escolha pela metodologia de
PCR-ELISA ocorreu devido a caracteristica da técnica de favorecer a analise simultanea de
um grande nimero de amostras com elevada especificidade e sensibilidade (Martin Sanchez
et al., 2002; Doncker et al., 2005; Gomes et al., 2010). O material biologico escolhido para a
avaliacdo do ensaio foram amostras de sangue periférico, pois sdo obtidas de forma menos
invasiva e estudos com diferentes ensaios de PCR que utilizaram este material biol6gico para
o diagndstico da LV apresentaram sensibilidade variando de 91 a 100% e especificidade entre
87 a 100% (Wu et al., 1997; Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005; Cupolillo, 2005).

O ensaio de PCR-ELISA, padronizado neste estudo, utilizou um dos principais alvos de DNA
de Leishmania usado nas técnicas moleculares desenvolvidas até 0 momento, que é o DNA do
cinetoplasto ou KDNA (Rodgers et al., 1990; Pirmez et al., 1999; Romero et al., 2001). A

utilizacdo desse alvo favorece uma elevada sensibilidade do ensaio, uma vez que o fragmento
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de DNA amplificado pertence a regido do minicirculo do cinetoplasto de Leishmania que
possui de a 10.000 a 20.000 cépias de sequéncias na célula de Leishmania (Rodgers et al.,
1990; Degrave, 1994). No entanto, a utilizagdo deste alvo molecular ndo permite a
quantificacdo precisa do DNA de Leishmania devido a grande variabilidade do nimero de
copias do KDNA em diferentes cepas, assim optou-se pelo desenvolvimento de um ensaio do

tipo semi-quantitativo.

A regido do KDNA amplificada no ensaio corresponde a um fragmento de 120 pares de bases
e é uma regido bastante conservada para o género Leishmania (Degrave, 1994; Volpini et al.,
2004). A especificidade do ensaio para os agentes causadores da LV so6 foi possivel devido a
utilizacdo de uma sonda desenhada de forma a complementar uma sequiéncia especifica para o
complexo Donovani. Na avaliacdo do ensaio de PCR-ELISA proposto, somente as espécies
L.(L.) infantum e L.(L.) donovani apresentaram densidades Oticas que possibilitaram
diferenciacdo dos controles negativos e brancos na reacdo de ELISA. A mesma técnica foi
utilizada por Martin-Sanchez et al. (2001) no qual o ensaio de PCR-ELISA desenvolvido foi
especifico para a espécies L. (L.) infantum. Esse fato pode ser de grande importancia para
aplicacdo do ensaio em inquéritos epidemioldgicos e acBes de vigilancia, principalmente em
areas emergentes, onde a diferenciacdo das espécies favorece as medidas de controle da
doenca (Cupolillo, 2005; Pereira-Chioccola, 2009). A determinacdo das espécies causadoras
LV pode ser de grande importancia para determinacdo do progndstico, definicdo terapéutica e
analises epidemioldgicas. A aplicacdo do ensaio em inquéritos epidemioldgicos e acdes de
vigilancia, principalmente em &reas emergentes, favorecem as medidas de controle da doenga
(Paiva et al., 2004; Cupolillo, 2005; Pereira-Chioccola, 2009, Salotra et al., 2001 e Schallig e
Oskam, 2002).

O principio da técnica de PCR-ELISA baseou-se na captura do produto amplificado e
marcado com biotina na extremidade 5’ a placa de poliestireno recoberta com estreptavidina,
seguida da hibridizagdo da sonda marcada com fluoresceina na extremidade 5’ e revelagdo do
produto com um conjugado enzimatico (Vesanen et al., 1996). Uma nova proposta seria a
utilizacdo de iniciadores anti-senso marcado em sua regido 5’ com digoxigenina o que
dispensaria 0 uso da sonda (Kobets et al, 2010). Porém, esta metodologia favorece o
surgimento de resultados falso-positivos, devido a probabilidade de deteccdo de dimeros de

iniciadores.
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O desenvolvimento do ensaio de PCR-ELISA kDNA foi realizado com a utilizacdo de
diferentes diluicbes do DNA gendmico de L.(L.) infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) a
partir do método de Luneberg et al 1993 e Gomes et al 2010. Apos os testes para avaliacdo
dos diferentes reagentes e suas concentracGes, 0 ensaio de PCR-ELISA kDNA foi
padronizado com 5ug/mL de estreptavidina na sensibilizacdo da microplaca, diluicdo do DNA
amplificado na proporcdo de 4:96, 0,2pMol de sonda e uso do anticorpo anti-fluoresceina
Oregon Green® conjugado a peroxidase (Invitrogen). A escolha destes reagentes e
concentracdes seguiu critérios de apresentacdo de melhores valores de diferenciacdo das
absorbancias entre amostras positivas e negativas e maior rendimento dos reagentes (Gregori,
1999; Gregori et al., 2000; Dantas, 2004; Minozzo et al., 2004; Teles et al., 2012).

A solucdo de hibridizacdo escolhida para a padronizacdo do ensaio foi a solucdo de
Formamida (SSPE5X 70%, Formamida 30%, 0,1% SDS). Esta solucdo apresentou valores de
absorbancia dos controles negativos menores do que quando se utilizou a solucdo de
hibridizacdo de Ficoll (0,6M NaCl; 20mM fosfato de sédio pH 7.4; 1ImM EDTA,; 0,02%
Ficoll; 0,02% polyvinypyrrolidone; 0,02% BSA), o que diminui a possibilidade de resultados
falso-positivos ( Gregori, 2000; Dantas, 2004). Além disso, com esta solucdo a temperatura de
incubacdo para a hibridizacdo da sonda é de 37°C, o que otimiza o uso de equipamentos das
séries de ELISA presentes em laboratérios clinicos (Matthiesen & Hansen, 2012).

O titulo do anticorpo anti-fluoresceina conjugado a peroxidase escolhido para o ensaio de
PCR-ELISA kDNA foi de 1/9000. Este titulo foi determinado ap6s verificar que o ensaio de
ELISA apresentou o mesmo valor de limite de deteccdo apresentado pela avaliacdo da reacéo
de PCR KDNA seguida de revelacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, corado
com nitrato de prata. Ainda, com este titulo foi possivel a melhor diferenciacdo das leituras de
absorbancia entre amostras positivas e negativas (Gregori, 1999; Gregori et al., 2000; Dantas,
2004; Minozzo et al., 2004; Teles et al., 2012).

Apos o desenvolvimento e padronizacdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA foi determinado o
limite de deteccdo de 0,07fg/uL de DNA gendmico de L. infantum e em outra escala, de 1
parasito/mL de sangue periférico. Este valor de limite de deteccdo apresentado pelo ensaio foi
superior ao apresentado por outros ensaios de PCR-ELISA para LV e descritos na literatura:
10 pg/uL e 1,0fg/uL no estudo de Martin- Sanchez et al., (2001); 5fg/uL no kit que gerou
patente por Martin-Sanchez & Francisco em 2003 e 0,3fg/uL no estudo de Kobets et al.,

(2010). A capacidade de deteccao do ensaio padronizado sé foi testada até 1,0 parasito/mL de
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sangue periférico, outros ensaios de PCR-ELISA avaliaram diluicdes sucessivas do DNA de
cultura e foram capazes de detectar de 0,1 a 1,0 parasito/mL de sangue periférico (Martins-
Sanchez et al., 2002); 0,01 parasito/mL de sangue periférico (Martin-Sanchez & Francisco,
2003 ); 1,0 parasito/180uL de sangue periférico (Doncker et al., 2005) e 0,004 parasitos/mL
de sangue periférico (Kobets et al, 2010). A deteccdo de 1,0 parasito/mL é considerada

altamente satisfatoria para amostras de sangue (Spanakos et al., 2002).

A estimativa de custo unitario da PCR-ELISA é de R$11,75, sendo R$ 6,00 o processo de
extracdo do DNA, R$ 1,00 a reagdo de PCR e R$ 4,75 a reacdo de ELISA. Este valor foi
estimado a partir dos custos e rendimento dos reagentes utilizados na reacdo do presente
estudo. Este valor é proximo do valor unitario do ensaio de PCR em tempo real: R$11,15,
sendo R$6,00 extracdo do DNA, R$ 5,15 do Kit de PCR em tempo real. Para o célculo, foi
utilizado valor do kit de PCR em tempo real referéncia JumpStart™ Taq Ready Mix for High
Throughput Quantitative PCR - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA (pre¢o informado em no
site oficial do fabricante em 15/03/2013).

Para a determinacdo do limite entre positividade e negatividade (cut-off ) no ensaio de PCR-
ELISA kDNA, foi utilizado um painel de amostras de sangue periférico do Laboratério de
Pesquisas Clinicas do CPgRR. As amostras consideradas casos de LV foram criteriosamente
selecionadas, além de clinica sugestiva para a doenca, possuiam diagnéstico parasitoldgico
positivo. Os exames parasitologicos sdo considerados como diagnostico padrdo para LV
(Ministério da Saude-Brasil, 2006). As amostras negativas sdo de individuos saudaveis ndo
infectados de area endémica. Para a construcdo da Curva ROC é essencial que o pesquisador
estabeleca um padrdo-ouro que descreva o estado do individuo com maior veracidade possivel
(Martinez et al., 2003), pois nessa fase de desenvolvimento do teste, a caracterizagdo das
amostras se torna mais importante do que estabelecer intervalos de confianca estreitos de
sensibilidade e especificidade (FIND, 2012).

A maioria dos ensaios de PCR-ELISA desenvolvidos (Costa et al.,1996; Martin-Sanchez et
al., 2001; Alborzi et al., 2008) utilizaram reagentes ou Kkits comerciais para a deteccdo do
produto amplificado como DIG Detection kit (Boehringer, Mannheim, Germany) ou Dig-
Labeling kit (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). No momento, ndo existe nenhum teste
comercial para PCR-ELISA disponivel no mercado.
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A precisdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA pode ser considerada boa, uma vez que o ensaio
apresentou variacdo intra-ensaio de 1,4 a 17,5% e inter-ensaio de 5,4 a 23,1%. Ainda ndo
existe descrito em literatura um coeficiente de variagdo méaximo aceitavel para os testes
moleculares para. Sendo assim, as percentagens do presente ensaio sdo préximas ou inferiores
as de outros ensaios baseados no PCR-ELISA descritos na literatura e que apresentaram
coeficientes de variacdo intra-ensaio variando de 1,9 a 12,0 e inter-ensaio de 3,0 a 27,0%
(Morata et al., 2003; Queipo-Ortiio et al., 2004; Musiani et al., 2007; Gomes et al., 2010).

Apds o desenvolvimento e a padronizagdo do ensaio de PCR-ELISA kDNA, o mesmo
protocolo foi utilizado para desenvolver um ensaio de PCR-ELISA direcionado para o gene
ACTB humano. Este ensaio foi desenvolvido a fim de se estabelecer um controle do processo
de extracdo de DNA total e amplificacdo por PCR para as amostras de sangue periférico que
apresentassem resultados negativos no ensaio de PCR-ELISA KDNA. O gene ACTB humano
foi escolhido por ser um gene do citoesqueleto da membrana celular e bastante conservado
(Gomes et al., 2010 e Musso et al., 1996). O ensaio foi padronizado com a concentracdo de
diluicdo do DNA do gene ACTB amplificado na propor¢do de 10:90 em um volume final de
100pL e com o titulo do anticorpo IgG de coelho anti-fluoresceina Oregon Green® conjugado
a peroxidase (Invitrogen, Califérnia, EUA) na proporcdo de 1:1000. Novamente, as
concentragOes dos reagentes utilizados foram padronizadas a fim de obter melhores valores de
diferenciacdo das absorbancias entre as amostras positivas e negativas e maior rendimento dos
reagentes (Gregori, 1999; Gregori et al., 2000; Dantas, 2004; Minozzo et al., 2004; Teles et
al., 2012).

Todas as amostras analisadas na padronizacdo e avaliacdo do ensaio PCR-ELISA kDNA
proposto neste estudo foram avaliadas no ensaio de PCR-ELISA para o gene humano ACTB.
Nenhum outro ensaio de PCR-ELISA desenvolvido para o diagndstico da leishmaniose
visceral apresentou esta ferramenta de controle do processo de extracdo de DNA e
amplificagdo por PCR das amostras clinicas analisadas (Costa et al., 1996; Martin Snchez et
al., 2001; Martin Sanchez et al., 2002; Doncker et al., 2005; Alborzi et al., 2008).

O ensaio de PCR-ELISA kDNA foi validado com 203 amostras de sangue periférico,
pertencentes a 105 pacientes portadores da LV, 25 pacientes apresentando a co-infeccdo
Leishmania/HIV e 73 moradores de area endémica (33 individuos classificados como

portadores de infeccdo assintomatica e 40 individuos ndo infectados). Na analise de validacéo,
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0 ensaio apresentou bom desempenho, com valores de sensibilidade de 100,0% (1C 95%: 97,1
a 100%) e especificidade de 95% (I1C 95%: 83,5 a 98,6%).

O valor de sensibilidade apresentado pelo ensaio de PCR-ELISA kDNA ¢ bastante
satisfatorio, tendo em vista que os valores de sensibilidade apresentados pelos exames
parasitologicos diretos para LV, variam de 95 a 98% para o aspirado de baco (Chulay &
Bryceson, 1983; Zijlstra et al.,1992; OMS, 2010), 76 a 91% para o aspirado de figado, 52 a
89% para o0 aspirado de medula 6ssea e 52 a 69% para o aspirado de linfonodos (Zijlstra et al.,
1992; Ho et al.,1948; Zijlstra et al., 1992; Babiker et al., 2007).

Comparando os valores de sensibilidade e especificidade do ensaio de PCR-ELISA kDNA
proposto com 0s exames soroldgicos para LV observa-se também o bom desempenho do
teste, uma vez que os testes soroldgicos apresentam indices de desempenho variados. Para o
DAT, as taxas de sensibilidade variam de 94,4 a 100% e as de especificidade de 97,7 a 100%
(Oliveira et al., 2011). A RIFI tem apresentado taxas de sensibilidade que variam de 82 a 95%
e de especificidade variando de 78 a 92% (Sengupta, 1969; Cahil, 1970; Assis et al., 2008,
Maia et al, 2012). Os testes imunocromatograficos tem apresentado taxas de sensibilidade
entre 67 a 100% e especificidade na faixa de 59 a 100% (Sundar et al., 1998; Zijlstra, 2001,
Carvalho et al., 2003; Ritmeijer et al., 2006; Assis et al., 2008). J& os ensaios de ELISA,
dependendo do antigeno utilizado (bruto ou recombinante), tem apresentado taxas de
sensibilidade que variam de 80 a 100% e de especificidade que variam de 71 a 100% (Braz et
al., 2002; Sundar & Rai, 2002; Maalej et al., 2003; Kurkjian et al., 2005; , Assis et al., 2008;
Pedras et al., 2008 ).

Os valores de sensibilidade e especificidade do ensaio de PCR-ELISA kDNA sdo proximos
ou superiores quando comparados com valores apresentados por outros ensaios de PCR
padronizados para o diagnostico da LV e descritos na literatura. Para estes ensaios os valores
de sensibilidade variam de 91 a 100% e de especificidade variam de 87 a 100% (Wu et al.,
1997; Disch et al., 2003; Maurya et al., 2005).

A sensibilidade, do ensaio de PCR-ELISA kDNA proposto, foi proxima a aquela apresentada
(98%) apresentado pelo ensaio de PCR-ELISA para diagnéstico da LV e desenvolvido por
Costa et al. (1996). Neste mesmo estudo foram utilizadas amostras de sangue periférico e
amostras de aspirado de medula. Apesar da alta sensibilidade da PCR em amostras de

aspirado de medula 6ssea, 0 uso deste tipo de amostra clinica ndo é indicado, pois, uma das
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grandes vantagens de realizar o diagnostico laboratorial da LV empregando métodos
moleculares, que sdo técnicas bastante sensiveis, é o fato de ndo ser necessario utilizar
métodos invasivos para obtengdo de amostra clinica, como o aspirado de medula dssea,
puncao de baco, aspirado de linfonodo, bidpsia de figado ou mesmo o uso de grande volume
de sangue (Cupolillo, 2005).

Em 2003, a Universidade de Granada (Granada, Espanha), registrou a patente na Espanha de
um ensaio de PCR-ELISA -para o alvo do cinetoplasto de Leishmania- para o diagndstico de
L.(L.) infantum, desenvolvido por Martin Sanchez e Morillas Marquez. O ensaio foi testado
em somente oito amostras humanas e 70 amostras caninas, todas casos de LV. Todas as
amostras avaliadas foram positivas no ensaio e todos os individuos sadios apresentaram
resultados negativos. O ensaio apresentou melhores valores de sensibilidade quando
comparado com outras técnicas soroldgicas e parasitoldgicas avaliadas nas mesmas amostras
(Martin-Sanchez & Francisco, 2003).

Em 2005, foi desenvolvido um ensaio de PCR-ELISA para o diagndstico da LV utilizando o
alvo rSSU de Leishmania com valores de sensibilidade de 83,9% e especificidade de 100% e
87,2%, quando foram avaliadas amostras de individuos controles saudaveis que nunca
viajaram para area endémica e controles de areas endémicas para LV, respectivamente
(Doncker et al., 2005). Este altimo valor de especificidade encontrado foi menor do que o
apresentado pelo ensaio proposto no presente estudo (95%), pois todos os individuos nédo

infectados analisados no ensaio de PCR-ELISA kDNA eram moradores de area endémica.

Os demais ensaios de PCR-ELISA desenvolvidos para o diagnéstico da LV e descritos na
literatura ndo foram avaliados com base nos indices de desempenho de sensibilidade e
especificidade (Martin Sanchez et al., 2001; Alborzi et al., 2008; Kobets et al., 2010).

O ensaio de PCR-ELISA kDNA foi validado neste estudo em diferentes grupos clinicos e
individuos de diferentes faixas etarias a fim de assegurar um amplo uso do método para o
diagnéstico da LV humana. A LV atinge individuos de diferentes faixas etarias e
sintomatologias. Em 2010, 46% dos individuos notificados com LV no Brasil eram menores
de 9 anos, 10,5% com idade de 10 a 19 anos, 37% de 20 a 59 anos e 6,5% com idade superior
a 60 anos (Ministério da Saude-Brasil, 2012). Estudos de incidéncia de 2007 a 2008 apontam
que 3,7% dos casos de LV eram de individuos apresentando a co-infec¢do Leishmania/HIV,

sendo que destes, 77,7% eram de individuos adultos (Sousa-Gomes et al., 2011).
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A sensibilidade do ensaio de PCR-ELISA kDNA no sangue periférico para criangas foi tdo
elevada quanto a relatada na literatura para a PCR convencional com uso de aspirado de
medula 6ssea (91,1%), método este classificado entre os mais sensiveis (Fraga et al., 2010).
Outros investigadores confirmaram esses resultados, relatando a mesma eficacia para o
diagndstico de LV por meio de técnicas de PCR quando se faz uso tanto de aspirado de
medula dssea ou de sangue periférico. Deborggraeve et al. (2008) com uso de um ensaio de
PCR direcionada ao alvo KDNA e revelacdo por eletroforese em gel de agarose 2%
registraram resultados positivos em 92,1% de amostras de sangue periférico e em 92,9% de
aspirado de medula éssea. Da mesma forma, Antinori et al. (2007) com uso de um ensaio de
PCR e revelacdo por eletroforese em gel de agarose direcionado ao gene rSSU também

detectou a LV com uma eficiéncia de 97,1% para o sangue periférico em criancas.

Quando foram avaliadas as amostras de pacientes portadores da co-infec¢do Leishmania/HIV
0 ensaio de PCR-ELISA kDNA proposto apresentou sensibilidade de 100%. Este resultado foi
préximo ou superior aos valores de sensibilidade de 82% a 100% em reacdo de PCR e
revelacdo por eletroforese em gel de agarose 2% com uso de aspirado de medula, descritos
por Piarroux et al. (1994) e Lachaud et al. (2000); e superior ao apresentado por Fissore et al.
(2004), que foi de 97% ao fazer uso de amostras de soro utilizando a reagéo de PCR. Para o
diagnostico da LV em pacientes imunossuprimidos, os exames moleculares adquirem grande
importancia, pois os exames sorolégicos que avaliam a presenca de anticorpos tendem a ser
menos sensiveis devido a baixa resposta humoral. Estima-se que o nimero de anticorpos nos
individuos co-infectados é 50 vezes menor do que nos imunocompetentes (Mary et al., 1992 )

e que a sorologia é positiva em somente metade dos casos (Rosenthal et al., 1995).

Na avaliagéo pelo ensaio de PCR-ELISA kDNA todos os individuos assintomaticos incluidos
no estudo foram positivos e somente dois individuos ndo infectados apresentaram resultados
positivos, sendo caracterizados como falso-positivos. O ensaio de PCR-ELISA kDNA
apresentou concordancia de 100% na caracterizac¢do de individuos assintomaticos quando 0s
mesmos foram caracterizados pelas técnicas DAT, ELISA e PCR em tempo real direcionada
para o alvo SSU rRNA. A caracterizacdo prévia desses individuos por testes moleculares pode
ter favorecido a elevada sensibilidade do ensaio de PCR-ELISA KDNA neste grupo. Apesar
disso, o ensaio de PCR-ELISA kDNA demonstrou ser um método indicado para a busca
acompanhamento de individuos assintomaticos, principalmente em  inquéritos

epidemioldgicos em que ha um namero maior de individuos para serem avaliados. Estes
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resultados discordam dos resultados apresentados por Alborzi et al. (2008) que, ao avaliarem
a capacidade diagnostica dos ensaios PCR-ELISA, RIFI e intradermoreacdo em 388
individuos assintomaticos para LV, concluiram que o ensaio de PCR-ELISA ndo é um bom
teste confirmatorio para diagnostico em assintomaticos. Ainda, o diagnostico molecular da
LV em assintomaticos tem sido de grande importancia, pois além de permitir o
acompanhamento precoce dos individuos que adquirem a doenca, permite 0 monitoramento
da terapéutica proposta e a avaliagdo das acOes dos programas de controles da doenca
(Moreno et al., 2005; Moreno et al;, 2006). O principal método de diagnostico de uso
atualmente na avaliacdo de assintomaticos é a reacdo soroldgica de ELISA. Gontijo e Melo
(2004) relacionam o ELISA como um método de diagnostico pouco sensivel para a deteccdo
de assintomaticos. Em um estudo realizado por Romero et al., (2009) ndo foi possivel
estabelecer um método de escolha para o diagnostico em assintomaticos, devido a baixa
concordancia entre os métodos soroldgicos utilizados: ELISA com antigeno bruto, ELISA
com antigeno recombinante (rK39 e rk26), imunofluorescéncia indireta e teste
imunocromatografico utilizando antigeno rK39. A grande discordancia entre as técnicas
soroldgicas comprovam que os antigenos reconhecidos por individuos assintomaticos sdo
muito variaveis e que a utilizacdo isolada de métodos soroldgicos podem subestimar as

verdadeiras taxas (Marques, 2010).

A caracterizacdo das amostras de individuos de area endémica no presente estudo foi
realizada por testes sorologicos e moleculares que apresentam elevada sensibilidade e
especificidade. A elevada discordancia dos resultados destes testes apresentadas nos estudos
de prevaléncia em assintomaticos de LV demonstram a dificuldade de caracterizar
satisfatoriamente este grupo de individuos (Romero et al., 2009; Marques et al., 2010). A
técnica molecular utilizada, gPCR, é considerada mais sensivel que a técnica de PCR-ELISA
(Rol&o et al., 2004). Porém o alvo molecular utilizado no gPCR (rSSU) (Marques et al., 2010)
€ menos sensivel que o alvo utilizado no presente ensaio de PCR-ELISA (KDNA), devido ao
maior nimero de cdpias apresentada no minicirculo do KDNA (Silva et al., 2010). Assim, as
duas amostras positivas de individuos ndo infectados podem ser de individuos assintomaticos
ndo identificados pelas técnicas utilizadas. Lachaud et al. (2002) avaliou diferentes alvos
moleculares para deteccdo do DNA de Leishmania em amostras de sangue periférico, sendo
um alvo do DNA ribossomal, dois alvos nucleares e trés alvos do cinetoplasto e obtiveram
maior sensibilidade com os alvos do kDNA.
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O ensaio de PCR-ELISA kDNA demonstrou ser um método semi-quantitativo apresentando
uma zona de indeterminacdo, determinada de acordo com valores de absorbéancia, em que
87,8% dos individuos assintométicos e somente 12,3% dos portadores de LV sdo incluidos. A
determinacdo mesmo que semi-quantitativa da carga parasitaria permite diferenciar os
portadores da infeccdo por L. (L.) infantum dos doentes. Esta diferenciacdo pode ser uma
alternativa de se acompanhar a infeccdo e avaliar os resultados de um esquema terapéutico
(Marques, 2010). Além disso, a carga parasitaria pode ser Gtil na tomada de acdo pela
vigilancia epidemioldgica, uma vez que a identificacdo precoce dos individuos e seu
tratamento € uma das estratégias do Ministério da Salde para o controle da doenca
(Ministério da Saude-Brasil, 2006).

Com a finalidade de gerar um kit de PCR-ELISA para leishmaniose a partir do ensaio
proposto, a Gestdo Tecnoldgica da Fundacdo Oswaldo Cruz (GESTEC-FIOCRUZ) esta
realizando a andlise da invengdo. Esta andlise tem a finalidade de verificar a viabilidade do
produto, estabelecer parcerias para que novos testes sejam realizados e também para que o
produto possa ser liberado para a utilizacdo nos diversos servicos de saude. No entanto,
existem normas rigidas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) que devem ser
seguidas até que o produto seja liberado para utilizacdo fora dos centros de pesquisas (Anvisa,
2006).

O ensaio de PCR-ELISA kKDNA desenvolvido neste estudo apresentou elevada sensibilidade e
especificidade, superioridade metodolégica e operacional a da PCR com revelacdo em gel,
além de possibilitar uma interpretacdo objetiva dos resultados. A técnica permite a analise de
grandes quantidades de amostras clinicas, com o uso de equipamentos amplamente utilizados
para processamento de séries de ELISA sendo adequada para o diagndstico da LV na rotina

de laboratorios clinicos de referéncia.
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7 CONCLUSAO
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Foi desenvolvido um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo do kDNA
amplificado de L. (L.) infantum em reacdo de PCR, estabelecendo condicdes

padronizadas dos reagente, limite de deteccédo e valor limite para positividade;

O ensaio de PCR-ELISA kDNA, desenvolvido e validado neste estudo, apresenta
simplicidade metodolégica e operacional, permite interpretacdo objetiva da
amplificacdo do DNA de Leishmania do complexo Donovani e oferece desempenho

adequado para o diagnostico da LV em laboratdrios de referéncia;

O ensaio de PCR-ELISA KDNA ¢é um potencial candidato para uso na busca e
acompanhamento de individuos assintomaticos, principalmente em inquéritos

epidemiol6gicos em que ha um numero maior de individuos para serem avaliados;

Foi desenvolvido um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo do DNA
amplificado do gene ACTB humano para uso como controle do processo de extracéo
de DNA e amplificacdo por PCR em amostras avaliados pelo ensaio de PCR-ELISA
KDNA.
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