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COMPARACAO DE QUATRO METODOS DE PCR PARA O DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA EM AMOSTRAS COLETADAS POR SWAB
CONJUNTIVAL

Marcia Maria Pilatti
RESUMO

Muitos estudos ja demonstraram a aplicabilidade da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para o diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC), cujo agente etioldgico no Brasil ¢ a
Leishmania (Leishmania) chagasi, que ¢ sindnimo de Leishmania (Leishmania) infantum. Um
dos maiores obstidculos para a implementacdo desta técnica ¢ a falta de padronizagao.
Centenas de trabalhos foram publicados até o momento sobre o diagndstico por PCR das
leishmanioses, mas poucos foram realizados com a finalidade de comparar a eficiéncia dos
diversos protocolos disponiveis. O objetivo deste trabalho foi comparar a sensibilidade de
quatro métodos de PCR para o diagnéstico da LVC. As técnicas foram primeiramente testadas
usando DNA purificado de promastigotas cultivados e em seguida em amostras coletadas de
caes infectados pelo método do swab conjuntival. Todos os métodos de PCR utilizados neste
trabalho apresentam duas etapas: amplificagdo seguida de hibridizacdo ou de uma nova
amplificagdo (nested ou semi nested). Dois dos métodos (kKDNA PCR-Hibridizagdo e
kDNA snPCR) utilizam iniciadores enderecados aos minicirculos do cinetoplasto (kDNA) e
os outros dois métodos apresentam como alvo a regido codificante (LnPCR) e intergénica nao
codificante (ITS1 nPCR) dos genes do RNA ribossémico (RNAr). Quando foi utilizado DNA
purificado de L. (L.) chagasi o kDNA snPCR apresentou a melhor sensibilidade detectando
até 10 fg enquanto que os outros métodos detectaram até 100 fg. Estes resultados ndo se
correlacionaram bem com os obtidos de cdes infectados através do swab conjuntival. Dois
grupos de 23 cédes foram usados. No Grupo 1 o DNA foi extraido dos swabs pelo método do
fenol-cloroformio e no Grupo 2 por fervura. Para os cdes do grupo 1 os métodos mais
eficientes foram os baseados em alvos de kDNA. O kDNA PCR-Hibridizagdo detectou
parasitas em 22/23 caes (95,6%) e em 40/46 amostras (86,9%), considerando as conjuntivas
direita e esquerda. O kDNA snPCR foi positivo para 21/23 caes (91,3%) e para 40/46
amostras (86,9%). As positividades destes métodos foram significativamente superiores as
obtidas pelos métodos com alvos nos genes de RNAr (p<0,05). O método LnPCR obteve
resultado positivo em 17/23 cades (73,9%) e em 30/46 amostras (65.2%). J4 o ITS1 nPCR
conseguiu detectar os parasitas em 16/23 caes (69,6%) e 28/46 (60,9%) das amostras. No
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grupo 2 o método kDNA PCR-Hibridizagao também mostrou melhor desempenho detectando
parasitas em 18/23 cdes (78,3%) e em 31/46 amostras (67,4%), resultado significativamente
superior (p<0.05) aos outros trés métodos. As positividades dos métodos kDNA snPCR e
LnPCR foram abaixo do esperado e estes ensaios parecem ter sofrido algum tipo de inibi¢ao
relacionada ao processo de extracdo de DNA. A maior sensibilidade dos métodos baseados
em minicirculos de kDNA descrita por outros pesquisadores foi confirmada neste estudo. O
kDNA PCR-Hibridizagdo mostrou a melhor sensibilidade entre os métodos avaliados,
entretanto a escolha do melhor método vai depender do tipo de informagao requerida. Como
um todo, nossos resultados apoiam a aplicabilidade do método do swab conjuntival para

diagnostico da LVC.

Palavras-chave:
Leishmaniose Visceral canina; Reagdo em cadeia da polimerase (PCR); Comparacao;

Diagnostico; Swab conjuntival.
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COMPARISON OF FOUR PCR METHODS FOR DIAGNOSIS OF CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS IN SAMPLES COLLECTED BY THE
CONJUNCTIVAL SWAB PROCEDURE

Marcia Maria Pilatti
ABSTRACT

Many studies have demonstrated the applicability of Polymerase chain reaction (PCR) for
diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL). The disease in Brazil is caused by
Leishmania (Leishmania) chagasi, synonymous of Leishmania (Leishmania) infantum. A
major concern in the development and implementation of PCR for Leishmania ssp. diagnosis
is the lack of standardization. Many works on PCR diagnosis of leishmaniasis have been
published, but very few studies have compared different protocols. The aim this work was to
compare the sensitivities of four PCR methods for CVL diagnosis. The comparison was firstly
accomplished using DNA purified from cultured promastigotas and then using samples
collected from infect dogs by the conjunctival swab procedure. All PCR methods presented
two steps: a first amplification followed by hybrization or a new amplification (nested or semi
nested). Two of the methods (kDNA PCR-Hibridization and kDNA snPCR) used primers
addressed to kinetoplast minicircles and the other two methods to the coding (LnPCR) and
intergenic noncoding regions (ITS1 nPCR) of the ribosomal rRNA genes. The assessment
using purified DNA of L. (L.) chagasi demonstrated that the kDNA snPCR showed the best
sensitivity detecting up 10 fg while all other methods detected up to 100 fg. These results did
not correlate well with those obtained from infected dogs by the conjunctival swab procedure.
Two groups of 23 dogs were used. In Group 1 the DNA was extracted from cotton swabs by
phenol-chloroform and in Group 2 by boiling. In the Group 1 the most efficient methods were
those based on kDNA targets. The kDNA PCR-Hybridization was able detect parasites in
22/23 dogs (95.6%) and in 40/46 samples (86.9%), considering the right and the left
conjunctivas. The kDNA snPCR was positive for 21/23 dogs (91.3%) and for 40/46 samples
(86.9%). The positivities of KDNA based methods were significantly higher than the
positivities obtained by the two methods based on ribosomal rRNA genes (p<0.05). The
method LnPCR was able to detect parasites in 17/23 dogs (73.9%) and 30/46 (65.2%)
samples. The ITS1 nPCR was positive for 16/23 dogs (69.6%) and 28/46 (60.9%) samples. In
Group 2 the kDNA PCR-Hybridization also showed the best performance. It was able to
detected parasites in 18/23 dogs (78.3%) and 31/46 samples (67.4%), significantly higher



(p<0.05) than the other three methods. The positivities of two methods, kDNA snPCR, and
LnPCR, were below than the expected and these assays seem to be undergone some kind of
inhibition related to DNA extraction procedure. The higher sensitivity of the minicircle KDNA
based assays reported by others was confirmed in this study. The kDNA PCR-Hybridization
showed the best sensitivity among the assays evaluated, however the choice of the best
method will depend on the kind of information needed. As a whole, our results support the

applicability of the conjuntival swab procedure for CVL diagnosis.

Keywords:
Canine Visceral Leishmaniasis; Polymerase Chain Reaction (PCR); Comparison; Diagnosis;

Conjunctival swab.
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As leishmanioses sdo doengas parasitdrias causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania. Essas doengas afetam varios animais e humanos, principalmente em
regides pobres do planeta. Atualmente ¢ um grande problema para a saude publica devido a
sua expansao para grandes centros urbanos.

Durante as ultimas décadas observou-se um aumento no nimero de casos de todas as
formas de leishmanioses pelo mundo, o que levou a enfermidade a ser considerada por muitos
especialistas como uma doenca emergente em algumas éareas e reemergente em outras
(ASHFORD et al., 2000). Dentre os varios fatores que contribuem para a expansdo das
leishmanioses estdo a migracdo para areas urbanas devido a pressdo econdmica e social, o
desmatamento, o processo de urbanizacdo crescente e a susceptibilidade de humanos a
infecgdes devido a causas como imunossupressao e a ma nutricdo (DESJEUX, 2001).

Estima-se que aproximadamente 14 milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo
além de outras 350 milhdes estarem expostas a situagdes de risco. Anualmente sdo notificados
2 milhdes de casos novos, sendo que 1,5 milhdo referem-se a leishmaniose cutanea e 500 mil
a leishmaniose visceral. Atualmente 88 paises sdo considerados endémicos sendo que: 90%
dos casos de Leishmaniose visceral se concentram em Bangladesh, Brasil, India, Nepal e
Sudao; 90% dos casos de Leishmaniose cutdnea ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru,
Arabia Saudita e Siria; 90% dos casos de Leishmaniose mucocutinea ocorrem na Bolivia,

Brasil e Peru (WHO, 2008).

1.1) O agente etioldgico e o ciclo de transmissao

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozodrios tripanossomatideos da
ordem Kinetoplastida, que apresentam como caracteristica uma estrutura de DNA associada a
mitocondria chamado de cinetoplasto (kDNA). Dentro deste grupo os responsaveis pela
enfermidade sdo os protozoarios do género Leishmania, que apresenta até o momento em
torno de 30 espécies e destas 10 ou mais tém importancia médica e veterinaria (BATES;
ASHFORD, 2006; LAINSON; SHAW, 2006). As espécies se agrupam em complexos sendo

classificadas em dois subgéneros conforme mostra a FIG. 1.



INTRODUCAO 22

Familia

Género

Subgéneros

Complexos

Espécies

Figura 1: Diagrama da classificagdo das diferentes espécies de Leishmania.
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Fonte: RODRIGUES, 2006.

L. pifanoi
L. garnhami

L. venezuelensis

L. naiffi

L. guyanensis

L. guyanensis
L. panamensis

L. shawi

L. lainsoni

L. lainsoni

Indefinido:
L. colombiensis
L. equatoriensis




INTRODUCAO 23

Todas as espécies de Leishmania se apresentam na forma amastigota (aflagelada —
onde o flagelo ¢ interno e ndo funcional) em células do sistema mononuclear fagocitario dos
hospedeiros vertebrados e na forma promastigota (flagelada) no tubo digestivo de
flebotomineos.

As espécies responsaveis pela transmissdo das leishmanioses sdo dipteros da familia
Psychodidae, subfamilia Phebotominae, conhecidos como flebotomineos dos géneros
Lutzomyia (novo mundo) e Phlebotomus (velho mundo) (DESJEUX, 1996; GRIMALDI;
TESH, 1993). Sao registrados atualmente em torno de 700 espécies de flebotomos,
aproximadamente 10% destes tém sido incriminados como vetores das leishmanioses, mas
apenas 30 espécies t€ém demonstrado capacidade vetorial (LANE, 1993). Cada espécie de
flebotomo pode transmitir uma determinada espécie de Leishmania, que leva a um tipo
particular de doenca (BATES, 2007).

A transmissdo ¢ freqiientemente zoondtica onde os parasitas sdo transmitidos para o
homem, a partir de mamiferos infectados, através da picada de fémeas de flebotomos. Na
ndia, Africa e Asia ocorre também a transmissio antropondtica onde os parasitas, das
espécies Leishmania tropica e Leishmania donovani (BATES, 2007), sdo transmitidos pelos
flebotomos a partir de humanos infectados (WHO, 2008).

No ciclo de transmissao a fémea do flebotomo ingere os parasitas, presentes na pele na
forma amastigota, quando se alimenta do sangue dos reservatorios infectados. Devido a
diminui¢do da temperatura em relacdo ao hospedeiro vertebrado e ao aumento de pH no
intestino do inseto as formas amastigotas se transformam em promastigotas. Essas passam por
varias transformacdes no interior do intestino do inseto até atingir a forma promastigota
metaciclica, que ¢ a forma infectante. Este processo ocorre entre uma a duas semanas
(BATES; ROGERS, 2004; KAMHAWTI, 2006). Ap6s esse periodo o flebotomo infectado ao
se alimentar novamente inocula na pele dos hospedeiros as formas promastigotas
metaciclicas, sendo estas fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. Apds a
interiorizacdo, ocorre a fusdo entre os lisossomos e o fagossomo. O parasita, adaptando-se ao
novo ambiente, transforma-se em amastigota. Essa forma consegue se desenvolver e
multiplicar, por divisdo bindria simples, no meio acido existente dentro do vacuolo digestivo.
Apos a proliferagao provocam lise das células fagocitarias, sendo liberadas e fagocitadas por
novas células do sistema mononuclear fagocitirio. A disseminag¢do das formas amastigotas
através dos sistemas linfatico e vascular ocorre com o auxilio de células do sistema

mononuclear fagocitario, possibilitando dessa forma a infec¢do de outros monoécitos e
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macrofagos do sistema reticulo-endotelial (FIG. 2) (LODGE; DIALLO; DESCOTEAUX,
2006; NEVES, 2006; PETERS, 2008; RITTING; BOGDAN, 2000; SCHLEIN; JACOBSON;
MESSER, 1992).

O periodo de incubagdo da Leishmania nos hospedeiros vertebrados varia de algumas
semanas a varios meses, isso se deve a alguns fatores como a viruléncia da cepa do parasita,
caracteristicas genéticas do paciente, seu estado nutricional e imunogénico, além da dose do

in6culo infectante (GRIMALDI; TESH, 1993; NEVES, 2006).
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Figura 2: Diagrama do ciclo de vida de Leishmania.

No momento do repasto o flebétomo ingere as formas amastigotas presentes no hospedeiro.
Essas se transformam em promastigotas no interior do intestino do inseto. A forma
promastigota ¢ inoculada na pele pela picada da fémea de fleb6tomo. Uma vez transmitidos,
os parasitos sdo fagocitados por células dendriticas e macrofagos na derme, onde perdem seu
flagelo se transformando na forma amastigota. Os amastigotas se multiplicam, destroem a
célula do hospedeiro e infectam outras células fagocitarias.

Fonte: HANDMAN, 2001.
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1.2) Hospedeiros

Os hospedeiros sdo importantes para a manuten¢do do ciclo de vida de todas as
espécies de Leishmania. Atuam como reservatorios mamiferos pertencentes as ordens:
Edentata (ex: tatu, preguica), Carnivora (ex: caes, gatos), Hyracoidea, Rodentia (ex: ratos),
Primatas (ex: humanos, macacos), Marsupialia (ex: gambd) e Perissodactyla (ex: cavalos)
(ASFHORD, 1996; GRAMICCIA; GRANDONI, 2005; SALIBA; OUMEISH, 1999).

Dentre esses reservatorios o foco das atencdes estd voltado para o cdo, que ¢
considerado o principal hospedeiro do ambiente doméstico para Leishmania (Leishmania)
chagasi, agente causador da Leishmaniose visceral no Brasil.

Alguns pesquisadores vém estudando este assunto e levantaram algumas explicacdes
para isso. Segundo Moreno e Alvar (2002) algumas ragas de caes parecem ser mais resistentes
a infeccdo por Leishmania (Leishmania) infantum, mas os cdes de modo geral sdo
susceptiveis a esta enfermidade. Além disso, constataram que alguns caes infectados por
leishmaniose visceral podem permanecer assintomaticos por anos € até por sua vida inteira.

Dantas-Torres et al. (2006) verificaram que em areas onde a leishmaniose visceral é
endémica a prevaléncia da infecgdo em cdes por L. (L.) infantum ¢ elevada, com uma grande
proporcao de caes assintomaticos.

Deane & Deane (1955) afirmam em seu trabalho que os cdes podem aumentar a
possibilidade de transmissdo por apresentar um intenso parasitismo cutdneo por amastigotas
de Leishmania.

Segundo Dantas-Torres e Brandao-Filho (2006), os caes favorecem a manutengdo do
ciclo de transmissdo doméstico de L. (L.) infantum, pois estdo proximos ou dentro das
residéncias.

Estes fatos indicam que cdes infectados sdo fontes de infecg¢do para os flebétomos da
espécie Lutzomia longipalpis (DEANE; DEANE, 1955), que podem facilmente se adaptar ao
ambiente peridoméstico ou as habitagdes humanas (FELICIANGELI, 2004; KILLICK-
KENDRICK, 1999; LAINSON; RANGEL, 2005).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenca sistémica cronica e possui uma
caracteristica importante, permanece clinicamente inaparente por longos periodos. A fase

inicial ¢ caracterizada por ser assintomdtica, que eventualmente progride para uma fase
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latente, apresentando-se oligossintomatica ou polissintomatica e finalmente podendo levar o
hospedeiro a 6bito (SANTOS-GOMES, et a.l, 2003).

De acordo com os sinais clinicos, Mancianti et al., 1988 classificaram os caes
infectados por L. infantum como: sintomaticos, os que apresentam mais de trés sinais clinicos;
oligossintomaticos, os que apresentam de um a trés sinais clinicos e os assintomaticos, os que
nao apresentam sinais clinicos.

Os sinais clinicos freqlientemente apresentados sdo: perda de peso, feridas pelo corpo,
onicogrifose, conjuntivite, perda de pélos, linfoadenomegalia, esplenomegalia, hiperplasia e
hipertrofia do figado e rins.

Estima-se que aproximadamente 50% dos cdes infectados com LVC ndo mostram
sinais clinicos da doenga (ABRANCHES et al., 1991), mas constituem fonte de infecgdo para
o inseto vetor e, conseqiientemente, t€ém papel ativo na transmissdo de Leishmania (ALVAR

etal., 1994; MOLINA et al., 1994; PALATNIK-DE-SOUZA et al., 2001).

1.3) Classificacao e manifestacoes clinicas das leishmanioses

De acordo com o quadro clinico apresentado em humanos as leishmanioses foram

agrupadas da seguinte forma:

a) Leishmaniose visceral (LV) ou calazar: nesta forma da doenga o parasita tem acentuado
tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do bago, do figado, da medula dssea e dos
tecidos linfoides. Os primeiros sintomas sdo vagos e gerais, tais como febre, mal estar, apatia,
anorexia, ligeira esplenomegalia e eosinofilia. Com o evoluir da doenca, esses sintomas se
agravam, especialmente a febre e¢ a esplenomegalia que pode vir acompanhada de
hepatomegalia. O paciente pode permanecer nesse quadro durante algum tempo ou vir a
falecer em estado de caquexia, por envolvimento de outras doengas. A taxa de mortalidade
entre pacientes nao tratados ¢ superior a 95%. As espécies de Leishmania causadoras da LV
pertencem ao Complexo Leishmania (Leishmania) donovani (LAINSON E SHAW, 1987),
sendo L. (L.) chagasi a responsavel pelos casos na América Latina (NEVES, 2006).

b) Leishmaniose cutinea (LC): caracteriza-se pela presenca de lesdes cutineas, Unicas ou

multiplas, ulceradas ou ndo. Devido ao quadro imunoinflamatdrio, hé formagao de um ndédulo
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no local da picada do Lutzomyia, sendo que este pode regredir ¢ curar-se espontaneamente,
permanecer estacionario por algum tempo ou evoluir para ulceras. As espécies envolvidas no
Brasil pertencem aos complexos Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania (Viannia)
braziliensis (NEVES, 2006).

c) Leishmaniose cutanea difusa: inicialmente ha formag¢do de uma tUnica lesao no local da
picada do flebétomo. Devido a evolugdo lenta, apds alguns anos, ocorrem metéstases
multiplas, ndo-ulceradas por todo o corpo. Esta forma disseminada da doenga ocorre em
pacientes com resposta imunologica deficiente, ou mesmo em pacientes que tiveram calazar,
trataram-se e algum tempo depois manifestaram essa forma difusa. A espécie causadora no

Brasil ¢ Leishmania (Leishmania) amazonensis (NEVES, 2006).

d) Leishmaniose mucocutanea: caracterizada por lesdes primarias em forma de ulceras e
lesdes secundarias tardias, destrutivas de mucosas e cartilagens faciais, atingindo
principalmente nariz, faringe, boca e laringe. Os primeiros sintomas assemelham-se a
processos irritativos da mucosa nasal como coriza, alergia e traumatismo leve. Em seguida
acentua-se o edema, a obstrucdo nasal, o eritema e o infiltrado inflamatoério no septo nasal,
com corrimento. Com o passar dos meses, a lesdo inicial destroi todo o nariz e atinge a regidao
orofaringea e laringea, provocando complicagdes respiratorias por infeccdes secundarias,
podendo levar o paciente a morte. A principal espécie responsavel ¢ a L. (V.) braziliensis

(NEVES, 2006).

1.4) Epidemiologia da Leishmaniose visceral no Brasil

A ocorréncia da doenca em uma determinada area depende basicamente da presenca
do vetor susceptivel e de um hospedeiro ou reservatorio igualmente susceptivel.

A leishmaniose visceral atinge 19 dos 27 estados brasileiros especialmente a regido
Nordeste, onde se concentram em torno de 77% dos casos humanos da doenga. Ha focos
importantes também nas regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste, sendo que nas duas ultimas
décadas tem havido um crescente aumento da incidéncia. Recentemente a doenca vem se
expandindo para novas areas urbanas e periurbanas e se transformando em um sério problema

de saude publica, com o registro de casos em grandes centros urbanos como Belo Horizonte,
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Fortaleza, Terezina e Campo Grande (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). De acordo com os
dados da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, Belo Horizonte ¢ hoje o terceiro municipio
brasileiro mais afetado pela LV ficando atrds somente de Fortaleza e Campo Grande
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Um dos fatores importante na expansdo da leishmaniose visceral para areas urbanas ¢é
a migracao humana, envolvendo o transporte de caes infectados para regides onde o inseto
vetor ja existe (ARIAS et al., 1996). Em estudos sobre epidemias urbanas foi observado que
em algumas areas a Leishmaniose visceral canina precedeu ao aparecimento da doenca
humana (CAMARGO-NEVES et al., 2001). A porcentagem de cdes infectados em regides
endémicas de LVC varia de 1% a 67% (COUTINHO et al., 1985; FRANCA-SILVA et al.,
2003; PARANHOS-SILVA et al., 1996). Isso exige o estabelecimento de medidas mais
eficazes de controle.

Atualmente sdo utilizadas trés medidas de controle recomendadas pelo Ministério da
Saude: tratamento precoce das pessoas infectadas, controle dos vetores com aplicacdo de
inseticida nas casas e a eutanasia dos caes infectados (PALATNIK-DE-SOUZA et al., 2001).
Esse programa de controle apresenta sérios problemas em relacdo a sua aplicabilidade. Em
primeiro lugar temos a dificuldade da eliminacdo dos vetores nas areas atingidas. Outra
questdo ¢ o elevado custo para a manutengdo desse sistema por longos periodos, pois ¢
necessario um sistema de vigilancia permanente, com utilizacdo extensiva de recursos
humanos e financeiros, o que limita sua sustentabilidade e cobertura. Temos ainda a
resisténcia dos proprietarios de cdes a eutandsia, pois estes ndao entedem porque caes
aparentemente saudaveis, mas sorologicamente positivos devam ser condenados a morte.
Muitos proprietarios burlam o sitema de vigildncia escondendo seus caes ou transferindo-os
para outras areas, mantendo assim uma fonte de contaminacdo para flebotomineos. Outros
fatores, como a possibilidade de transmissdo por cdes assintomaticos, a ma qualidade dos
procedimentos de diagndsticos, € a propria dindmica populacional canina, com rapida
aquisicao de infeccdo por novos cdes introduzidos em substitui¢do aos caes eliminados,
podem influir na inefetividade da eliminacdo canina (COSTA; VIEIRA, 2001;
COUTERNAY et al., 2002; DYE, 1996).

A eutanasia de cdes gera controvérsias quanto a sua eficiéncia. Ashford et al. (1998)
realizaram um estudo avaliando o efeito da remocao de caes infectados na incidéncia da
leishmaniose visceral em uma regido endémica na Bahia. Os resultados mostraram que a

remocao de cdes soropositivos ¢ uma medida insuficiente para a erradica¢dao da leishmaniose
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visceral em caes, pois continuou havendo transmissao para caes mesmo com a remog¢ao dos
infectados. Por outro lado houve uma diminuicdo na incidéncia dos casos leishmaniose
visceral humana. Eles acreditam que a manutenc¢do da infec¢do de cdes se deva a outros
reservatorios ou que os métodos soroldgicos sdo inadequados para a deteccao de todos os caes
infectados, que podem ser fonte de parasitas para flebétomos.

Outros estudos mostram que a eliminagdo de caes infectados juntamente com a
borrifagdo intradomiciliar causaram uma diminuicdo em 80% da incidéncia de infec¢do por
Leishmania chagasi. A remocdo de cédes infectados estaria reduzindo a disponibilidade de
fontes de infecc¢do para flebotomineos, limitando a capacidade destes vetores em transmitir o
parasita para humanos (COSTA; TAPETY; WERNECK, 2007).

Tendo em vista este cenario o diagnostico da leishmaniose canina ¢ uma etapa

fundamental no controle da enfermidade.
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2.1) METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagnostico da LVC ¢ realizado com base nos aspectos clinicos, epidemioldgicos e
em testes laboratoriais. As técnicas utilizadas para diagnosticar LVC sdo divididas em
técnicas de imunodiagnostico, que detectam a resposta humoral, ¢ em métodos diretos e
indiretos de detec¢do do parasita.

Os métodos de imunodiagnostico mais utilizados sdo imunofluorescéncia indireta
(RIFI), aglutinagdo direta (DAT) e ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A RIFI ¢ considerada o padrao ouro do diagndstico sorologico. Este teste, que usa o
extrato bruto do parasita como antigeno, ¢ Util em estudos epidemiologicos, na pratica clinica
e no acompanhamento do tratamento (ALVAR et al., 2004; GRADONI, 2002; MANCIANTI
et al.,, 2002). Entretanto esta aplicagdao requer um alto nivel de habilidade, experiéncia e
recursos laboratoriais de custo elevado. Outra limitagdo é a necessidade da utilizagao de
dilui¢des seriais do soro, o que torna o teste laborioso e pouco pratico para utilizagdo com
grande nimero de amostras. A sensibilidade da RIFI em detectar caes infectados varia de
21,6% (SILVA et al., 2001a) até 100% (CIARAMELLA et al., 1997). A RIFI ¢ 1til do ponto
de vista clinico, mas pode subestimar a taxa de infec¢do de Leishmania na populacdo de caes
em areas endémicas (ALVAR et al., 2004).

O teste de ELISA ¢ 1til para andlise de laboratorio, aplicagcdes de campo e para
examinar um grande nimero de amostras em um curto periodo de tempo. Além disso, € muito
versatil, pois a técnica ¢ facilmente adaptada para usar com varios antigenos tais como,
citoplasma total, antigenos purificados, peptideos sintéticos e proteinas recombinantes
(MAIA; CAMPINO, 2008). O antigeno mais utilizado ¢ o extrato bruto soltvel, mesmo
apresentando reac¢do cruzada com outras doengas (REITHINGER et al., 2003; SUNDAR;
RAI, 2002). A sensibilidade e especificidade desse método sdo muito influenciadas pelo
antigeno utilizado (SINGH; SIVAKUMAR, 2003).

O teste de aglutinagdo direta (DAT) utiliza promastigotas inteiros corados, podendo
estes estar em suspensdo ou liofilizados. Por ser um método simples e barato ¢ amplamente
defendido por pesquisadores para ser utilizado em estudos de campo (MEREDITH et al.,
1995; NEOGY et al., 1992; SCHALLIG et al., 2002a). Dentre as limitagdes do DAT esta o
longo tempo de incubacdo (18 h) e o fato de utilizarem dilui¢des seriadas de sangue ou soro, o
que torna o teste trabalhoso ¢ inadequado para examinar um grande nimero de amostras

(HARITH et al., 1989). Apesar disso o desenvolvimento de um antigeno liofilizado torna o
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DAT adequado para uso em condigdes extremas, pois permanece estavel a altas temperaturas
(MEREDITH et al., 1995; SCHALLIG et al., 2002b).

Os métodos sorologicos apresentam alguns problemas dentre eles podemos destacar a
dificuldade em diferenciar uma infeccdo parasitaria atual de uma anterior. Também nao
conseguem correlacionar os niveis de anticorpos circulantes com o estagio da doenca. O custo
da produgdo de antigenos especificos purificados ¢ geralmente muito alto e conseqilientemente
preparagdes com antigenos brutos sdo freqiientemente utilizadas, reduzindo a especificidade e
a sensibilidade (SINGH, 1997).

Entre os métodos de deteccdo direta do parasita os mais utilizados sdo a microscopia e
a cultura. A microscopia consiste na observacdo direta da Leishmania, na forma amastigota
livre ou no interior das células do sistema mononuclear fagocitario, em ldminas coradas com
Giemsa ou Leishman. Na cultura as formas promastigotas sdo cultivadas em meios
especificos e em condi¢des de temperatura adequadas ao seu desenvolvimento. Nem todas as
espécies de Leishmania crescem ao mesmo tempo e nem todos tecidos e 6rgdos de um mesmo
individuo possuem semelhante carga parasitdria. Para aumentar e melhorar a sensibilidade de
deteccdo do parasita, a cultura in vitro deveria ser realizada com diferentes tecidos e a
inoculacdo deveria ser em replicata (EVANS, 1989).

Tanto para a microscopia quanto para cultura normalmente sdao utilizadas amostras
obtidas por métodos invasivos como biopsias de linfonodo ou medula 6ssea e geralmente nao
sdo uteis para a deteccdo de parasitas em cdes assintomaticos. Mesmo sendo um método
rapido e barato, a principal desvantagem da microscopia ¢ que o resultado depende da
exigéncia de pessoal treinado, fazendo com que o método seja de dificil utilizagao em estudos
de campo quando um grande niimero de amostras precisa ser analisado em um curto periodo
de tempo. Além disso, podem fornecer resultados falsos negativos porque sua sensibilidade
depende da quantidade de parasitas presentes na amostra, ou resultado falso positivo porque
outros artefatos podem ser visualizados podendo ser erroneamente considerado como
amastigota (ALVAR et al., 2004; BANETH; AROCH, 2008; GOMES et al., 2008). Esse
método também nao permite a distingao de espécies de Leishmania (ARANSAY et al., 2000;
REALE et al., 1999; SILVA et al. 2001a). O cultivo de promastigotas embora 100%
especifico apresenta problemas referentes a demora em obter o resultado, a dificuldade em
isolar parasitas selvagens no meio de cultura, a dependéncia da quantidade de parasitas
presentes no material e das possiveis contaminagdes microbianas que inviabilizam a obteng¢ao

do resultado. Uma cultura ¢ considerada negativa apds quatro sucessivas subculturas
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negativas. Isso torna o método caro e inapropriado para diagnostico (ALVAR et al., 2004;
MAIA; CAMPINO, 2008; SINGH, 1997).

Dentre os métodos indiretos de deteccdao do parasita estdo a hibridizagdo com sondas
de DNA e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo essa considerada de grande sucesso
devido a sua alta sensibilidade e especificidade.

Na hibridizacao com sondas de DNA, a amostra ¢ processada de forma a obter o DNA
do parasita que ¢ fixado a um suporte, normalmente papel de nitrocelulose ou membrana de
nylon. O DNA da sonda pode ser DNA gendémico, um oligonucleotideo ou um fragmento de
DNA que tenha sido clonado em um vetor como, por exemplo, um plasmideo. Antes de
realizar a hibridiza¢do ¢ necessario desnaturar o DNA do parasita ¢ o DNA da sonda. No
momento da hibridizagdo o DNA da sonda reconhece e se anela a seqiiéncia alvo do DNA do
parasita, sob condicdes de alta estringéncia para garantir que a sonda hibridize
especificamente com a seqiiéncia complementar do DNA do parasita. A seqiiéncia alvo do
parasita deve ser espécie-especifica ou género-especifico, nao deve ser polimorfica ou
variavel, para evitar falsos negativos devido ao ndo pareamento, e ¢ ideal que se apresente em
multiplas copias para aumentar a sensibilidade de detec¢do. A sonda para ser detectada
normalmente é marcada com um tragador, dentre eles podemos citar o isdtopo radioativo do
fosforo (**P), que ¢ detectado através da exposicdo a um filme de raio X, a biotina (material
ndo radioativo), que ¢ detectada pela conjugacdo da avidina ou streptavidina a enzimas como
a fosfatase alcalina, e por enzimas que sdo detectadas usando substratos cromogénicos os
quais a enzima converte em produtos coloridos insoluveis (SINGH, 1997). A hibridizag¢ao
com sondas marcadas com material radioativo ¢ mais sensivel quando comparada a que utiliza
sondas ndo radioativas (MIFFLIN et al., 1987, VALETINE; STEINMANN; ARNOLD,
1991). A sensibilidade das sondas marcadas com radioisétopos tem demonstrado ser de 10 a
50 vezes maior do que as que utilizam biotina (DAR; KHAN, 2004; MOLDEN et al., 1985;
VALETINE; STEINMANN; ARNOLD, 1991) e 100 vezes maior das sondas marcadas com
fosfatase alcalina (VALETINE; STEINMANN; ARNOLD, 1991). Além da sensibilidade ¢
especificidade outra vantagem em se utilizar sondas radiomarcadas ¢ o menor custo quando
comparado aos outros métodos (DAR; KHAN, 2004). Quanto a seguranga, essa ndo ¢ uma
limitagdo ao uso de radioisotopos. Para isso € necessario que o laboratério tenha certificagao,
equipamentos de prote¢do, normas para uso e disposicdo dos rejeitos radioativos e

treinamento apropriado dos integrantes (DAR; KHAN, 2004). E importante lembrar que os
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materiais ndo radioativos apresetam alguns problemas: podem provocar alergia e alguns sao
potencialmente carcinogénicos (ADAM et al., 1990; EPE et al., 1992).

A PCR ¢ o método que permite a amplificacdo de regides especificas do DNA com o
uso de uma enzima termoestavel, a Tag DNA polimerase, isolada da bactéria termofilica
Thermus aquaticus. Com essa enzima a seqiiéncia alvo do DNA pode ser amplificada em até
um milhdo de vezes apods sucessivos ciclos, sendo que estes consistem de trés passos. No
primeiro passo o DNA ¢ desnaturado, produzindo duas fitas simples de DNA. No segundo
passo ocorre o anelamento, onde os oligonucleotideos iniciadores se ligam as seqiiéncias
complementares do DNA alvo. O terceiro passo consiste na extensdo das novas fitas
formadas, € neste passo que a enzima adiciona as novas fitas os desoxinucleotideos trifosfatos
presentes na solucdo. Cada um destes passos ocorre em temperaturas bem definidas, a
desnatura¢dao ocorre a 94°C, a extensdao ocorre a 72°C ¢ a temperatura de anelamento vai
depender do comprimento ¢ do conteudo dos oligonucleotideos usados na PCR. Antes de
fazer a reacdo ¢ necessario obter o DNA do parasita, o que ¢ realizado através de método de
extracdo, que pode ser conduzido utilizando-se substancias quimicas ou simplesmente através
de fervura. Este passo ¢ muito importante e as vezes influencia muito na obteng¢do dos
resultados, ¢ aqui que devem ser removidos os inibidores da PCR, como por exemplo, a
heparina utilizada na coleta de sangue e também a hemoglobina (SINGH, 1997).

Devido a elevada sensibilidade a técnica de PCR se torna muito adequada para
procedimentos de diagnostico. A sensibilidade e a especificidade da PCR estdo diretamente
ligadas ao conjunto de iniciadores utilizados para a amplificacdo do alvo, ao nimero de copias
do alvo a ser amplificado, ao método de extracdo de DNA utilizado, ao tipo de material a ser
analisado e ao protocolo de PCR (ALVAR et al., 2004; BANETH; AROCH, 2008; CORTES
et al., 2004). Os métodos de PCR utilizados para Leishmania sido confiaveis para determinar a
presenca e identificar o parasita, ndo somente em casos ativos da doenca, mas também para
monitorar os pacientes apds quimioterapia (MAIA; CAMPINO, 2008). A reagdo pode ser
realizada a partir de diferentes tipos de amostras bioldgicas, como por exemplo, material de
biopsias, aspirados de linfonodo, medula dssea ou bago, células de meio de cultura, camada
leucocitaria, sangue coletado em papel filtro (TAVARES; FERNANDES; MELO, 2003), e
mais recentemente esfregaco de conjuntiva (FERREIRA et al., 2008; STRAUSS-AYALI et
al., 2004). Além da possibilidade de utilizar varias amostras clinicas apresenta como outras
vantagens a habilidade de trabalhar com pequenas quantidades de material a ser analisado e

ser capaz de detectar niveis baixos de parasitas nas amostras (TAVARES; FERNANDES;
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MELO, 2003). Os alvos de escolha normalmente sdo constituidos por seqiliéncias repetitivas
e/ ou polimorficas. Atualmente sdo utilizados como alvos de amplificagdo do genoma de
Leishmania minicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA) (com aproximadamente 10000
copias por célula)(RODGERS et al., 1990; SMYTH et al., 1992), os miniexons dos genes de
RNA (100-200 copias por célula) (FERNANDES et al., 1994), as seqiiéncias dos genes da
pequena subunidade ribossomal com aproximadamente 160 copias por célula (MEREDITH et
al., 1993; VAN EYS et al., 1992), a B-tubulina, o locus gp63, o locus hsp70, as seqiiéncias
dos genes das cisteino proteinases (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; SINGH, 2006) e a
ITS1 (40 — 200 cépias por célula) (SCHONIAN et al., 2003; STRAUSS-AYALI et al., 2004).
O kDNA tem sido considerado um dos melhores alvos para PCR sendo que podem ser
amplificados os minicirculos completos ou somente suas regides conservadas (GONTIJO;
MELO, 2004).

Nosso objetivo neste trabalho ¢é realizar um estudo comparativo entre metodologias de
PCR usualmente utilizadas para o diagnéstico da leishmaniose, utilizando-se amostras obtidas
de caes sintomaticos usando o método do swab conjuntival, padronizado no Laboratorio de
Radiobiologia do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN) (FERREIRA et
al., 2008). Neste método um swab estéril ¢ utilizado para realizagdo de um esfregaco nas
conjuntivas oculares dos animais. S3o vantagens deste método ser simples, ndo invasivo, ndo
traumatico e livre de stress para os caes.

As seguintes metodologias serdo comparadas:

2.1.1) kDNA PCR - Hibridizac¢ao

Dos diferentes alvos moleculares existentes para detectar e identificar Leishmania o
kDNA tem sido o alvo de escolha em muitos laboratorios. Isso porque ¢ composto por maxi e
minicirculos, sendo que os maxicirculos apresentam de 20 - 40 kb e estdo presentes em 30 a
50 copias, ja os minicirculos medem 1 kb e estdo presentes em 10.000 a 20.000 copias. Os
minicirculos de Leishmania mostram caracteristicas que os tornam quase ideais como sondas
moleculares, pois eles estdo presentes no cinetoplasto em elevado numero e contém uma
regido conservada de no minimo 120 pb que pode ser evidenciada em cada molécula

(ROGERS; WIRTH, 1987).
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O método de PCR associado a hibridizagdo com sondas de DNA foi o primeiro
procedimento em biologia molecular para Leishmania a ser desenvolvido para fins
diagnosticos que possibilitou resultados mais precisos (HEADINGTON et al., 2002).

Neste trabalho o método de PCR utilizado se baseia na amplificacdo da regido
conservada dos minicirculos de kDNA seguida pela hibridizagdo dos produtos de PCR com
sondas de minicirculos clonados de L. chagasi marcadas com *’P (DEGRAVE et al., 1994). O
processo de hibridizagdo normalmente utiliza as técnicas Dot-Blot ou Southern Blot, que tem
como base a transferéncia de DNA desnaturado para membranas de nylon ou nitrocelulose, a
qual recebe posteriormente as sondas marcadas com radioisdtopos como o **P. Apds a auto-
radiografia ¢ feita a revelagdo e a verificagdo dos resultados (BOZZA et al., 1995; SILVA et
al., 2004). Dentre as vantagens das técnicas que utilizam marcagdo isotopica de DNA
podemos citar o aumento da sensibilidade e a simplicidade da detecg¢@o do sinal emitido pela
radiacdo (DAR; KHAN, 2004), j4 que o **P ¢ um emissor de particulas B (energia maxima de
1,7 Mev) (TURNER, 1995). Este radiosisotopo possui meia vida curta de 14,7 dias,
minimizando o problema da disposi¢do do rejeito radioativo (DAR; KHAN, 2004).

A hibridizacdo com sondas de minicirculos permite a distingdo dos subgéneros de
Leishmania, fato ja demonstrado em estudos pioneiros onde o uso de sondas de kDNA
permitiu a distingdo entre os complexos L. braziliensis e L. mexicana (ROGERS; WIRTH,
1987). A deteccdo secundaria com sondas especificas para identificacdo dos produtos de PCR
¢ altamente desejavel, uma vez que permite um aumento na especificidade do método e eleva

em 10 vezes a sensibilidade (FERNANDES et al., 1996).

2.1.2) KDNA semi nested PCR

Nos minicirculos de kDNA de Leishmania além da regido conservada existe uma
regido variavel, que organiza os minicirculos em no minimo 10 classes diferentes
(DEGRAVE et al.,1994).

Baseado no método descrito por Morales et al. (2002), sdo utilizadas duas
amplificagdes, sendo que um dos iniciadores utilizados na primeira amplificacdo ¢ novamente
usado na segunda (semi nested). Os iniciadores sdo enderegados para a regido variavel dos
minicirculos de kDNA. Este método ¢ especifico para o género Leishmania, porém nao

permite a discriminagdo entre espécies.
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2.1.3) Leishmania nested PCR (LnPCR)

Nesta técnica sdo realizadas duas amplifica¢des (nested), utilizando-se iniciadores
enderecados para a regido do gene do RNA da subunidade ribossdmica menor (SSU rRNA).
A primeira amplificagdo gera um produto comum para os membros da ordem Kinetoplastida e
a segunda um produto especifico para o género Leishmania.

O interesse pela seqiiéncia SSU rRNA se deve as multiplas copias. O DNA nuclear
contém aproximadamente 160 copias do gene SSU rRNA (LEON; FOUTS; MANNING,
1978). O gene tem sido seqilienciado para mais de 100 espécies incluindo Leishmania
donovani, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Crithidia fasciculata (DAMS et
al.,1988; HERNANDEZ et al.,1990; LOOKER et al.,1988). A comparagdo da seqiiéncia
publicada do gene em humanos (hospedeiros), artropodes (vetores) e dos kinetoplastidas
(parasitas) indica que somente em torno de 800 bases na parte central do gene mostram
consideravel heterologia (DAMS et al., 1988).

Van Eys et al. (1992) analisaram a seqiiéncia da parte variavel da SSU rRNA de nove
espécies de Leishmania e compararam com a do Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e
Crithidia fasciculata. Em suas observagdes verificaram a existéncia de alguns pontos de
mutagdes entre as espécies de Leishmania localizados em dois blocos de seqiiéncias na parte
central do gene SSU rRNA, que sdo especificos para Kinetoplastida. Na realizagdo da PCR
verificaram que a amplificagdo com os iniciadores R222 e R333, originados dos blocos,
resultou em uma amplificac@o especifica para o género Leishmania.

A técnica utilizada neste estudo ¢ baseada no trabalho de Cruz et al. (2002), que
desenvolveram o método Leishmania nested PCR (LnPCR). Os iniciadores utilizados foram
previamente desenvolvidos (VAN EYS et al., 1992), visando a regido SSU rRNA. A LnPCR
apresenta como vantagens alto grau de sensibilidade e especificidade, devido ao segundo
conjunto de iniciadores, especificos para o género Leishmania, que amplificam os produtos de
PCR obtidos na primeira reacdo. A finalidade da segunda amplificagdo ¢ melhorar a
sensibilidade e a especificidade da reagdo de PCR. Muitos pesquisadores tém usado a SSU
rRNA como alvo para a PCR utilizando iniciadores especificos para a ordem Kinetoplastida,
mas nao exclusivamente para Leishmania (LACHAUD et al., 2000; SPANAKOS et al.,
2002). Nestes casos para confirmar a infeccdo por Leishmania se torna necessaria uma
hibridizagdo com sonda especifica para Leishmania. O intuito de utilizar uma nested PCR
com iniciadores especificos para o género Leishmania ¢é evitar resultados falsos positivos

devido a infecgdo causada por outros parasitas da ordem Kinetoplastida.
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2.1.4) Internal transcribed spacer 1 nested PCR (ITS1 nPCR)

A técnica baseia-se na amplificagdo da regido espacadora interna trascritivel 1 (ITS 1)
entre os genes SSU rRNA e 5.8S rRNA. Esta regido difere no tamanho e na seqiiéncia
nucleotidica entre as espécies de Leishmania (SCHONIAN et al., 2003). Estudos anteriores
mostraram que 0,9 a 1,2 kb da regido espacadora ndo codificante entre os genes SSU e LSU
rRNA ¢ altamente variavel ¢ que todas as espécies de Leishmania do Novo e¢ Velho Mundo
podem ser distinguidas pela digestdo do espagador amplificado com enzimas de restricao
(CUPOLILLO et al., 1995; SCHONIAN et al., 2003). A seqiiéncia do ITS1, que varia de 300
a 350 pb dependendo da espécie, foi escolhida como alvo para o método de PCR. Os
iniciadores especificos para Leishmania que amplificam o ITS 1 foram desenhados por El Tai
et al. (2000). Utilizaremos uma variagdo nested da metodologia em que o material obtido na
primeira amplificagdo serd reamplificado. Os produtos de PCR obtidos na segunda
amplificagdo serdo processados pelo método de Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP). Esse ¢ um método que detecta pequenas variagdes em um gene onde a substituicao
de uma Unica base pode permitir ou impedir a digestdo por uma enzima de restricdo. As
endonucleases de restricdo pertencem a uma classe de enzimas bacterianas que cortam ou
digerem fitas duplas de DNA somente na ocorréncia de seqiiéncias especificas de quatro ou
mais bases (SINGH, 1997). Esse método possibilita a diferenciagdo de espécies de
Leishmania apods a digestao dos produtos amplificados com a enzima de restricdo Haelll e

posterior eletroforese.

As técnicas serdo comparadas inicialmente utilizando-se DNA isolado de
promastigotas cultivados de L.(L.) chagasi e L.(V.) braziliensis, e em seguida utilizando
amostras clinicas, obtidas pelo método do swab conjuntival, de cdes sintomaticos e

SOTopositivos.



3) JUSTIFICATIVA



JUSTIFICATIVA 4]

O diagnostico da leishmaniose visceral canina pode ser dificil, pois os sinais clinicos
sdo varidveis e muitos sao parecidos com os de doencas causadas por outros agentes
etiologicos (HARRIS et al., 1998). Devido a freqiiente auséncia de sintomas clinicos nos caes
e a dificuldade da deteccao direta do parasita, o diagndstico rapido e indireto da infeccao
canina tem se transformado em parte essencial dos programas de controle (BADARO et al.,
1987). A caracterizagao da Leishamnia spp. ¢ importante em estudos epidemioldgicos e na
aplicacdo das medidas de controle, visto que podem ser necessarios tratamentos ou métodos
de controle especificos (MARFURT et al., 2003; VOLPINI et al., 2004). A sorologia tem
demonstrado ser ineficiente na detectacdo da LVC em uma propor¢ao bastante elevada (5 a
40%) dos casos com sinais clinicos (QUINELL et al., 2001; REALE et al. 1999; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001). Muitos métodos de diagndstico soroldgicos freqiientemente
utilizados nos programas de controle apresentam sensibilidades variando de 80% a 100% e
especificidades variando de 80% a 98% (REED et al., 1990).

Os métodos soroldgicos partem do pressuposto que a maioria, ou todos os animais
infectados desenvolvem uma resposta imunologica especifica que pode ser detectada pelos
métodos disponiveis. Entretanto, a propor¢ao de soroconversdo entre os animais com infec¢ao
clinica ou subclinica ¢ incerto. Testes sorologicos podem identificar a exposi¢ao aos parasitas,
mas nao indicam uma infeccdo ativa. Nas areas endémicas do Brasil os caes sao
periodicamente analisados por sorologia, geralmente pelo ensaio de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), aglutinacdo direta (DAT) e ensaio imunoenzimatico (ELISA), que utilizam
antigenos brutos e sdo limitados em termos de especificidade e reprodutibilidade (BADARO
etal., 1981; SUNDAR; RAI, 2002).

Niveis de sensibilidade e especificidade adequados sdo desejaveis para evitar
resultados falsos negativos (que podem ocorrer em infeccdes recentes e animais
imunossuprimidos), que permitiriam a transmissdo da doenga, e falsos positivos (por reacao
cruzada com Trypanosoma cruzi, L. braziliensis, Toxoplasma gondii, Ehrlichia canis) que
levariam a eutanasia de cdes ndo infectados (BARBOSA-DE-DEUS et al., 2002; COSTA et
al., 1991; FERREIRA et al., 2007; HARITH et al., 1987).

Nestes ultimos anos muitos pesquisadores vém se empenhando no desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra as leishmanioses. A efetiva vacinagdo contra LVC pode prevenir a
doenga em caes e constitui uma importante estratégia para diminuir a transmissao da infec¢ao

para humanos. Apo6s 25 anos de pesquisa foi licenciada e industrializada no Brasil uma vacina
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contra a LVC, que tem demonstrado gerar niveis de prote¢do de 92 a 95% em caes vacinados
(BORJA-CABRERA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2005). Porém o grande inconveniente é
que o cao vacinado pode apresentar reagdo positiva nos testes soroldgicos convencionais, por
ndo serem capazes de distinguir os anticorpos induzidos pela vacina dos naturalmente
produzidos devido a infec¢do. O monitoramento dos animais vacinados se transformou em
um problema, pois os testes sorologicos regularmente utilizados para o diagnostico podem ser
ineficazes para diagnosticar a infec¢ao contraida durante ou ap6s o periodo de vacinagao.

Uma alternativa atraente neste cenario ¢ a técnica de PCR que permite a deteccdo de
DNA do parasita. Como os animais vacinados e ndo infectados ndo apresentam reagdo
positiva na reacao de PCR esta se apresenta como uma solugdo para o monitoramento dos
cdes vacinados. O ensaio qualitativo de PCR ¢ 1til quando ha necessidade de se obter o
diagnoéstico rapido, especialmente nos casos em que os resultados soroldgicos sejam
duvidosos (VITALE et al., 2004). A PCR também tem se mostrado util na detectagdo de
Leishmania em cées assintomaticos e soronegativos (BERRAHAL et al. 1996; REALE et al.
1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001). A técnica ¢ suficientemente sensivel, especifica e
rapida para atender as necessidades dos programas de controle.

Uma variedade de tecidos tem sido utilizada na PCR para diagnosticar a LVC.
Entretanto a maioria das amostras € obtida de maneira invasiva, tornando muitas vezes
inviavel a realizacdo do exame em caes devido a resisténcia dos proprietarios. Isso levou
alguns pesquisadores a estudar métodos ndo invasivos de coleta de amostras. Uma das
alternativas de escolha tem sido a coleta de sangue, pois o sangue periférico tem mostrado ser
quase sempre PCR positivo para LV em humanos (LACHAUD et al., 2000) e parasitas
circulantes ja foram verificados em cdes (REALE et al., 1999; REITHINGER et al., 2000).
Esse tipo de amostragem ¢ pouco invasivo e facil quando comparado com aspirado de
linfonodo ou medula 6ssea. Embora alguns estudos tenham mostrado que a PCR com
amostras de sangue apresenta boa sensibilidade (MANNA et al., 2004), outros mostraram que
o sangue de cdo ¢ uma fonte ruim para obtencdo de DNA de Leishmania (REALE et al.,
1999; SILVA et al., 2001) devido a presenga de inibidores da reagcdo de PCR (LACHAUD et
al., 2002) e a positividade inconsistente durante a infec¢do (STRAUSS-AYALI et al., 2004),
pois a quantidade de parasitas tende a diminuir no decorrer da infecgao.

Outra alternativa de coleta, que tem rendido bons resultados e apresenta como grande
vantagem ndo ser invasiva, ¢ a realizada pelo método do swab conjuntival. Estudos tém

mostrado que anormalidades oculares sdo observadas em mais de 54% dos cdes com LVC
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(KOUTINAS et al., 2001) e que amostras obtidas das conjuntivas sdo boa fonte para obtengéo
de DNA de Leishmania (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; STRAUSS-AYALI et al., 2004).
Segundo Strauss-Ayali et al. (2004) e Ferreira et al. (2008) o uso das amostras obtidas de
ambas oculares aumentou a sensibilidade do método, sendo fortemente recomendada.
Também foi demonstrado no estudo de Strauss-Ayali et al. (2004) que a PCR de amostras
conjuntivais obtidas por swab mostrou ser mais sensivel que a cultura do parasita ou que a
PCR de tecidos obtidos por métodos invasivos. Observaram também que cdes
experimentalmente infectados tornam-se positivos por PCR nas amostras de swab conjuntival
antes da soroconversdo. Estes dados enfatizam o potencial deste método de amostragem para
diagnostico da LVC, principalmente quando testes soroldgicos sdo de pouca utilidade, como

nos casos de caes submetidos a vacinagao.

Muitos trabalhos ja demonstraram a aplicabilidade da PCR para o diagnostico da
leishmaniose canina indicando ser esta uma técnica mais sensivel e especifica que os métodos
tradicionais (ASHFORD et al., 1995; MANNA et al., 2004; REALE et al., 1999; SILVA et
al., 2001; STRAUSS-AYALI et al., 2004). Um dos maiores obstaculos para a implementagéo
desta técnica ¢ a falta de padronizagdo. Desde 1989 mais de 400 publicagdes foram realizadas
sobre o diagnostico da leishmaniose por PCR, utilizando-se diferentes genes alvos, protocolos
e amostras. No entanto pouquissimos trabalhos foram realizados até o momento com objetivo
de comparar a eficiéncia das diversas técnicas de PCR disponiveis (BENSOUSSAN et al.,
2006; LACHAUD et al., 2002; MEREDITH et al., 1993; RAMIREZ et al., 2000;
REITHINGER et al., 2000; WEIGLE et al., 1991).

Lachaud et al. (2002) realizaram um estudo comparando seis métodos de PCR
utilizando amostras de sangue periférico de caes para detectar LVC. Entre os métodos de PCR
foram comparados trés métodos utilizando iniciadores enderecados para o DNA gendmico e
os outros trés enderecados para o kDNA. Foram avaliados em cada método a sensibilidade, a
especificidade, a reprodutibilidade e a facilidade de interpretagdo. Os métodos foram
primeiramente testados utilizando-se amostras de cultura de promastigotas. Todos foram
capazes de detectar menos de um parasita por tubo. Posteriormente foram analisadas amostras
de 37 caes de areas endémicas e agrupados de acordo com o status clinico e a sorologia
especifica. Dos métodos testados somente quatro foram suficientemente confidveis para
diagnosticar a LVC. Em seu resultado concluiu que dois métodos tendo como alvo o kDNA

puderam detectar os parasitas em 100% dos caes infectados e sintomaticos. Todos os caes
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foram PCR positivos para esses métodos contra 62% dos métodos que apresentavam como
alvo o DNA gendmico. Os métodos que utilizaram os iniciadores enderecados para o kDNA
demonstraram ser superiores aos outros métodos na deteccdo de Leishmania em caes
assintomaticos.

Schonian et al. (2003) avaliaram a sensibilidade e especificidade de dois métodos de
PCR, sendo que um amplifica a regido varidvel do gene SSU rRNA e o outro a ITS1. Foram
analisadas amostras de sangue, aspirados de medula 6ssea, biopsia de pele e esfregaco de pele
sobre papel filtro ou sobre ldminas de vidro. Foram utilizadas amostras de cdes e humanos.
Também foi realizada uma diluigdo seriada de cultura de promastigotas de L. donovani ou L.
infantum. O método SSU rRNA — PCR foi mais sensivel do que o ITS1-PCR. Quando foi
realizada uma nested no método ITS1 PCR a sensibilidade do método se igualou a do SSU
rRNA PCR. A digestdo dos produtos do ITS1 PCR pela enzima de restrigdo Haelll, permitiu
a distin¢do de espécies de Leishmania que parasitam o homem.

Meredith et al. (1993), desenvolveram métodos de PCR baseados no SSU rRNA e nas
seqliéncias de kKDNA para detec¢do ¢ caracterizagdo de parasitas de Leishmania. Foram
utilizadas amostras de material de biopsias, sangue, impressdes nasais sobre papel de
nitrocelulose e amostras de sangue coletadas em papel filtro. A especificidade ¢ a
sensibilidade dos véarios conjuntos de iniciadores e condicoes de amplificagdo foram
estabelecidas utilizando-se diluicdes de DNA purificado e/ou dilui¢des de cultura de
promastigotas. As PCRs desenvolvidas neste estudo mostraram ser sensiveis para detecgdo e
identificagdo de Leishmania em vetores e hospedeiros mamiferos.

Bensoussan et al. (2006), comparou trés métodos de PCR para diagnosticar
Leishmaniose cutidnea (LC) utilizando amostras coletadas de nodulos ou das bordas de
ulceras. Esses métodos também foram comparados com cultura de promastigotas e
microscopia para validar as técnicas de PCR para diagndstico molecular de LC. Dos métodos
de PCR utilizados o0 kDNA PCR apresentou maior sensibilidade seguido pelo ITS 1 PCR. O
método mini-exon PCR demonstrou ser pouco sensivel, at¢é mesmo quando comparado com a
cultura de promastigotas e a microscopia.

Nasereddin et al. (2006), em seu trabalho avaliou a sensibilidade e a especificidade
dos métodos de kDNA-PCR, ITS1 PCR, mITS1 PCR e ELISA utilizando amostras de sangue
de cdes. Os resultados mostraram que o método kDNA PCR foi o mais sensivel, seguido pelo

mITS1 PCR, ELISA e ITS1 PCR. Com a digestao dos produtos dos métodos mITS1 PCR e
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ITS1 PCR verificaram que todos os caes positivos para esses métodos estavam infectados por
L. infantum.

Nosso objetivo neste trabalho foi realizar um estudo comparativo entre metodologias
de PCR usualmente utilizadas para o diagndstico da leishmaniose, previamente testadas em
estudos clinicos e de campo, utilizando amostras obtidas pelo procedimento do swab
conjuntival e a partir dos resultados obtidos indicar o método mais adequado para o

diagnostico da LVC.



4) OBJETIVOS



OBJETIVOS 47

4.1) Objetivo Geral

Comparar diferentes métodos de PCR para o diagndstico de Leishmaniose visceral canina

utilizando amostras coletadas pelo método do swab conjuntival.

4.2) Objetivos especificos

Comparar a sensibilidade dos diferentes métodos de PCR utilizando dilui¢des seriadas de

DNA isolado de promastigotas cultivados de L.(L.) chagasi e L.(V.) braziliensis.

Comparar a sensibilidade dos diferentes métodos de PCR em amostras clinicas de caes
soropositivos, obtidas pelo método do swab conjuntival, utilizando-se o método de fenol-

cloroformio para extragdo de DNA dos swabs.

Comparar a sensibilidade dos diferentes métodos de PCR em amostras clinicas de caes
soropositivos, obtidas pelo método do swab conjuntival, utilizando-se o método de fervura

para extracdo de DNA dos swabs.

Identificar por RFLP as espécies de Leishmania responsaveis pela infecgdo nos cies

analisados a partir dos produtos de PCR obtidos pelo método ITS1 nPCR.

Indicar, com base nos resultados obtidos, o método mais adequado para o diagndstico da
Leishmaniose visceral canina por PCR a partir de amostras obtidas pelo método swab

conjuntival.



5) MATERIAIS E METODOS
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA)
da Universidade Federal de Minas Gerais (n° de protocolo 198/2006).

5.1) Diluicdo seriada de DNA de Leishmania (Leishmania) chagasi e Leishmania

(Viannia) braziliensis

Promastigotas de L.(L.) chagasi (cepa MHOM/1973/BH46) e de L.(V.) braziliensis
(cepa MHOM/BR/1975/M2903) foram cultivadas em meio BHI, suplementado com 10% de
soro fetal bovino e coletados em fase logaritmica no sexto dia de cultivo. O material foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sedimento formado foi lavado e
centrifugado por trés vezes utilizando PBS (pH 7,2) . O DNA dos parasitas foi extraido pelo
método do fenol-cloroférmio. A quantidade de DNA obtida foi estimada através da
absorvancia a 260 nm e a qualidade da extrag¢do pela razdo das absorvancias de 260 nm/280
nm, sendo o valor resultante maior que 1,6 indicando um bom nivel de pureza. A
concentracdo da solugdo foi ajustada para 0,5 pg/pul. A partir dessa concentracdo foram
realizadas diluigdes para obter as concentracdes de andlise de 10 ng/uL, 1 ng/uL, 100 pg/uL,
10 pg/uL, 1 pg/uL, 100 fg/pL, 10 fg/ul e 1 fg/uL.

5.2) Caes

A sensibilidade dos diferentes métodos de PCR para detecgdo de Leishmania também
foi avaliada em amostras obtidas de cdes soropositivos através da técnica do swab conjuntival.

Foram utilizados 46 cdes sintomaticos e soropositivos para as reagdoes de ELISA, RIFI
e fixagdo de complemento. Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos. No
grupo 1 o DNA das amostras foi extraido pelo método de fenol-cloroférmio e no grupo 2 por
fervurva.

Os cdes foram cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Belo Horizonte, Minas

Gerais, oriundos dos levantamentos rotineiros locais.

5.3) Coleta de amostras

Foram coletadas células exfoliativas da conjuntiva inferior de ambas as oculares dos
animais. Para a coleta foram utilizados swabs estéreis manufaturados para isolamento de

bactérias (FIG. 3).
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Figura 3: Coleta de amostra pelo método do swab conjuntival.
Fonte: FERREIRA et al., 2008.
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Depois de realizado o esfregaco, as extremidades dos swabs foram cortadas e
acondicionadas em tubos eppendorf estéreis de 1,5 mL, sendo esses armazenados a - 20°C até

O UuSoO.

5.4) Extracao de DNA por fenol-cloroformio

Este método de extragdo foi baseado no trabalho Strauss-Ayali et al. (2004) com
modificagdes.

Foi adicionada ao material a ser analisado uma mistura de 300 uL. de proteinase K
(250 pg/mL) e Triton X-100 (1%) em tampao de lise (50 mM Tris, 50 mM NaCl e 10 mM
EDTA [pH 8,0]), sendo incubado a 56°C por 2 h. A solucdo foi eluida do material e a
remocdo dos contaminantes foi realizada mediante trés lavagens com 500 pL de fenol e
cloroférmio - alcool isoamilico (24:1) em tubos Phase Lock Gel Heavy. Na primeira lavagem
foi utilizado 75% de fenol, na segunda 50% e na Ultima 100% de cloroféormio — alcool
isoamilico. Apds cada lavagem, as solucdes foram centrifugadas a 12.000 g por 5 min. Em
seguida, 50 pL de acetato de s6dio 3M foram adicionados em cada amostra. O DNA foi
precipitado usando-se um volume de isopropanol e, logo em seguida, foi lavado com 250 pL
de etanol 75%. Apos centrifugacdo, foi adicionado ao DNA 30 pL. de TE (10 mM Tris e ImM
EDTA [ph 8,0]), sendo armazenado a -20°C até ser usado.

5.5) Extraciao de DNA por fervura

As extremidades dos swabs utilizados no esfregago foram colocadas em tubos
eppendorf de 1,5 mL onde receberam 300 pl de agua deionizada autoclavada. O material foi
fervido em bloco seco por 15 minutos e posteriormente centrifugado a 14.000 g por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos eppendorf estéreis, sendo esses deixados a

-20°C até o momento de uso.
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5.6) METODOS DE PCR

Em todos os métodos de PCR descritos a seguir foi utilizado como controle positivo
1,0 uL de DNA gendmico de L. (L.) chagasi da cepa MHOM/1973/BH46 na concentracdo de
1,0 ng/uL. Nos controles negativos o DNA foi substituido por dgua destilada estéril. Para
todos os métodos foi utilizado o volume de amostra de 1,0 pL.

As diferentes etapas da reagdo de PCR foram realizadas em laboratérios diferentes

para evitar a contaminag@o por amplicons.

5.6.1) kDNA PCR - Hibridizacao

5.6.1.1) PCR

Este método de PCR apresenta como alvo para amplificacdo a regido conservada dos
minicirculos do DNA do cinetoplasto de Leishmania (kDNA) (DEGRAVE et al., 1994). A
reacdo de PCR foi realizada com os seguintes componentes: 1,0 pL da solu¢do de cada
amostra de DNA, 5,0 uL de desoxinucleotideos trifosfato (INTPs — dATP, dCTP, dGTP, e
dTTP) a 10 mM, 0,2 nmol de cada oligonucleotideo iniciador [5°-—
(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT(A/T)TTACACAACCCC-3° e
5’"GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’], 5 unidades da enzima Tag DNA Polimerase
(Ludwig Biotec), 5,0 uL. da solugdo tampao 10X (Tris-HCI 50 mM [pH 8,3], KCIl 50 mM),
1,5 uL de MgCl, a 2,0 mM e um volume complementar de 4gua deionizada autoclavada para
completar o volume final de 50 pL. As amostras foram amplificadas em um termociclador
(PT-100 BIO RAD) utilizando as seguintes condi¢des de amplificacdo: desnaturagdo inicial a
95°C por 15 min, seguida por 30 ciclos de amplificagdo de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C e 30 s a
72°C, e uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 min. Depois deste passo o sistema
permaneceu a 4°C.

Apds a amplificacdo, 20 pL. dos produtos de PCR das amostras foram misturados a
S5uL de tampao de amostra (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e
glicerol 10% v/v) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo
de etidio. Foi utilizado como marcador de peso molecular fragmentos multiplos de 100 pb. A

corrida foi realizada em tampao TBE 1X, sendo aplicada uma diferenga de potencial de 90 V.
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Para visualizar o resultado o gel foi exposto a luz ultravioleta em um transluminador. A

sequéncia alvo amplificada deve apresentar 120 pares de base (pb).

5.6.1.2) Dot Blot e Hibridizacao

Os outros 10 pL dos produtos de PCR foram utilizados para hibridizag¢ao. Estes foram
aquecidos a 100°C por 5 min e resfriados em gelo. Apos resfriamento foram acrescentados 11
uL de solucdo desnaturante (NaOH 0,4 M, EDTA 25 mM [pH 8,0]). Em seguida, as amostras
foram transferidas, sob vacuo, para membrana de nylon utilizando-se o sistema Bio Dot
(Hybri-dot manifold-BRL®). A estas amostras foram adicionados mais 100 pL da solugdo
desnaturante e foram novamente submetidos ao vacuo. A membrana foi retirada do aparelho e
lavada com uma solug@o de SSC 2X (NaCl 0,3 M, citrato de sddio 0,3 mM). Apds a lavagem
foi deixada secar sobre papel filtro a temperatura ambiente. O DNA foi fixado & membrana
apos submeté-la a luz ultravioleta no aparelho Stratalinker aplicando uma energia de 0,12 J
por centimetro quadrado.

As condigdes de hibridizacao foram previamente descritas por Andrade et al. (2001).
Minicirculos clonados de Leishmania (Leishmania) chagasi foram utilizados como sondas.
Estes foram marcados com **P [o]dCTP utilizando-se o método dos iniciadores aleatorios
(Invitrogen®). A membrana de nylon, contendo as amostras, foi pré-incubada a 58°C por 30
min em solucdo de leite desnatado a 0,5%, dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% e SSC 2X. A
solugdo foi trocada utilizando-se um volume suficiente para cobrir a membrana. As sondas
marcadas foram adicionadas apos terem sido desnaturadas a 100°C por 3 min. As membranas
foram incubadas por 14 horas a 58°C, com agitagdo, e depois lavadas em solu¢do SSC 0,5 X,
SDS a 0,5% a 65°C por 30 min. Apo6s lavagem a membrana foi deixada secar a temperatura
ambiente. Ao final, foi exposta ao cassete BAS 2325 (Fujifilm®) por 2 h. A imagem foi

obtida através do analisador de imagem Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm®).
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5.6.2) kDNA semi nested PCR (kDNA snPCR)

Este método foi conduzido de acordo com Morales et al. (2002), sendo realizadas duas
reacdes de PCR, tendo como alvo de amplificacdo a regido variavel dos minicirculos do DNA
do cinetoplasto de Leishmania (kDNA). Por ser uma rea¢do semi nhested um dos
oligonucleotideos iniciadores ¢ utilizado nas duas reagdes de PCR.

Na primeira etapa a reagao de PCR foi realizada com 1,0 uL de solu¢dao de amostra de
DNA, 5,0 uL de solugao tampao 10X (Tris-HCI 50 mM [pH 8,3], KCI 50 mM), 2,0 uL de
MgCl; a2 mM, 1,0 pL de dNTPs a 10 mM, 1,4 unidades da enzima Taq DNA Polimerase,
15pmol de solugdo de trabalho de cada oligonucleotideo iniciador [5° — CGA TTT TTG AAC
GGG ATT TCT GCA C -3’ e 5 — CTC CGG GGC GGG AAA CTG G - 3’] e um volume
complementar de agua deionizada autoclavada totalizando um volume final de 50 pL.

Para a segunda reagao de PCR 25 uL do produto de amplificagdo da primeira reacao
foram diluidos em 1 mL de 4gua destilada e estéril, sendo que 10 pL desta solucao foram
utilizados como amostra de DNA. Foram adicionados a amostra de DNA, 2,5 uL de solu¢ao
tampao 10X, 1,0 uL de MgCl, a 2 mM, 0,5 uL de dNTPs a 10 mM, 0,7 unidades da enzima
Tag DNA Polimerase, 15 pmol de solucao de trabalho de cada oligonucleotideo iniciador [5’
— CGA TTT TTG AAC GGG ATT TCT GCA C -3’ e 5 — GGG GTT GGT GTA AAA
TAG GGC CGG - 3’] e um volume complementar de agua deionizada autoclavada
totalizando um volume final de 25 pL.

Nas duas etapas descritas acima as amostras foram amplificadas nas seguintes
condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de amplificagdo de 30 s a 94°C,
30 s a 67°C e 30 s a 72°C e a extensdo final a 72°C por 5 min. Depois disso o sistema
permaneceu a 4°C. O termociclador (PT-100 BIO RAD) foi programado para delinear todas
essas etapas nas temperaturas e tempos determinados.

A visualizagdo dos produtos de amplificagdo de cada etapa foi realizada da mesma
forma descrita para o método kDNA PCR-Hibridizac¢do utilizando-se um volume de 20 uL
dos produtos de amplificacdo de PCR e 5 pL da solugdo de tampao de amostra (Tris 10 mM,
EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v).

A sequéncia alvo deve apresentar aproximadamente 800 pb na primeira reagao e

780pb na segunda reagdo.
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5.6.3) Leishmania nested PCR (LnPCR)

Este método ocorre em duas etapas, sendo realizadas duas amplificagdes (nested),
tendo como alvo de amplificagdo a regido varidvel do gene codificante do RNA da
subunidade ribossomica menor (SSU rRNA) (CRUZ et al., 2002).

Na primeira etapa a reagdo de PCR foi realizada com 1,0 uL de solugdo de amostra de
DNA, 5,0 pL de solucao tampao 10X (Tris-HCI 50 mM [pH 8,3], KCIl 50 mM), 2,0 uL de
MgCl, a2 mM, 1,0 uL de dNTPs a 10 mM, 1,4 unidades da enzima Taq DNA Polimerase,
15pmol de solugdo de trabalho de cada oligonucleotideo iniciador [5° — GGT TCC TTT CCT
GAT TTA CG - 3’ ¢ 5 — GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG - 3’] e um volume
complementar de dgua deionizada autoclavada totalizando um volume final de 50 uL. A
amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 min, 30
ciclos de amplificagdo de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C e 30s a 72°C e a extensao final a 72°C por
5 min. Depois disso o sistema permaneceu a 4°C. O termociclador (PT-100 BIO RAD) foi
programado para delinear todas essas etapas nas temperaturas e tempos determinados.

Para a segunda reacdo de PCR 25 pL do produto de amplificacdo da primeira reag@o
foram diluidos em 1 mL de 4gua destilada e estéril, sendo que 10 uL desta solucdo foram
utilizados como amostra de DNA. Foram adicionados a amostra de DNA, 2,5 puL de solucao
tampao 10X, 1,0 uL de MgCl, a 2 mM, 0,5 pL de dNTPs a 10 mM, 0,7 unidades da enzima
Taq DNA Polimerase, 15 pmol de solug¢do de trabalho de cada oligonucleotideo iniciador [5’
—TCC CAT CGC AACCTCGGTT-3¢e 5 — AAA GCG GGC GCG GTG CTG—-3’] e um
volume complementar de 4gua deionizada autoclavada totalizando um volume final de 25 pL.
Nesta etapa da amplificagdo foram utilizadas as seguintes condig¢des: desnaturagdo inicial a
94°C por 5 min, 30 ciclos de amplificagdo de 30 s a 94°C, 30 s a 65°C e 30s a 72°C ¢ a
extensao final a 72°C por 5 min.

A visualizagdo dos produtos de amplificagdo de cada etapa foi realizada da mesma
forma descrita para o método kDNA PCR — Hibridizacao, utilizando-se um volume de 20 pL.
dos produtos de amplificagdo de PCR e 5 pL da solugdo de tampao de amostra (Tris 10 mM,
EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v).

A sequéncia alvo da primeira reacdo deve apresentar 603 pb ¢ a da segunda reagdo

353pb.
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5.6.4) ITS1 nested PCR (ITS1 nPCR)

Neste método o alvo ITS 1, da regido dos genes do RNA ribossomico, passa por duas
amplificagdes (SCHONIAN et al., 2003). Na primeira amplificacdo 1,0 uL de solugdo de
amostra de DNA foi misturado a 5,0 uL de solugao tampao 10X (Tris-HCI 50 mM [pH 8,3],
KCI1 50 mM), 2,0 uL. de MgCl, a2 mM_ 1,0 uL. de dNTPs a 10 mM, 1,4 unidades da enzima
Tag DNA Polimerase, 15 pmol de cada oligonucleotideo iniciador [5* — CTG GAT CAT TTT
CCG ATG—-3"e 5 —TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT — 3’] e um volume complementar
de 4gua deionizada autoclavada totalizando um volume final de 50 pL.

Uma aliquota de 25 pL dos produtos de PCR da primeira amplificacdo foram diluidos
em 1 mL de agua destilada e estéril, sendo utilizados 10 puL. dessa solugdo para amostra de
DNA na segunda amplificagdo. Os demais constituintes da reacao sdo: 2,5 uL de solugdo
tampao 10X, 1,0 uL de MgCl, a2 mM_ 0,5 uL de dNTPs a 10 mM, 0,7 unidades da enzima
Tag DNA Polimerase, 15 pmol de cada oligonucleotideo iniciador [5° — CAT TTT CCG ATG
ATT ACA CC — 3 e 5° — CGT TCT TCA ACG AAA TAG G — 3’] e um volume
complementar de agua deionizada autoclavada totalizando um volume final de 25 pL.

Nas duas etapas descritas acima as amostras foram amplificadas em um termociclador
(PT-100 BIO RAD) utilizando as seguintes condi¢des de amplificacdo: desnaturagdo inicial a
94°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de amplificagdo de 30 s a 94°C, 30 s a 53°C e 30sa
72°C, e uma etapa de extensdo final a 72°C por 5 min.

A visualizagdo dos produtos de amplificacdo de cada etapa foi realizada da mesma
forma descrita para o método kDNA PCR - Hibridizagao, mas utilizando um volume de 20 pL
dos produtos de amplificacdo de PCR e 5 uL da solugdao de tampao de amostra (Tris 10 mM,
EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v).

O produto de PCR para a primeira reagdo deve apresentar de 300 a 350 pb, ja o da
segunda reagao de 280 a 330 pb.

5.6.4.1) Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Esta técnica permite a identificagdo das espécies de Leishmania. Para tal, 17 uL dos
produtos de amplificacdo da segunda reacdo do método ITS1 nPCR foram misturados a 10

unidades da enzima de restrigdo Haelll e a 2 uL do tampao da enzima (10 mM Tris-HCL,



MATERIAIS E METODOS 57

50mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1| mM DTE [pH 7,5]). Esta mistura foi incubada por 3 horas a
37°C. O padrao de bandas produzido pela digestdio com a Haelll foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose. Neste caso especificamente, foi utilizada uma agarose de alta
resolu¢do (SIGMA ALDRICH), que permite uma melhor visualizagdo das bandas formadas.
Para realiza¢do da corrida foram utilizados 20 pL dos produtos de digestdo com a Haelll e
SuL da solugdo de tampao de amostra (Tris 10 mM, EDTA 10 mM, azul de bromofenol
0,005% m/v e glicerol 10% v/v). Além do controle de L.(L.) chagasi foi utilizado um controle
de L.(V.) braziliensis.

5.7) Analise estatistica

Para analise estatistica o Teste Exato de Fisher foi utilizado na avaliagdo da
positividade dos cdes e o teste Qui quadrado (%) na avaliacio da positividade das amostras
oculares, ambos com nivel de significancia de 5%. Este procedimento foi aplicado
separadamente nos grupos 1 e 2. Dentro de cada grupo, os diferentes tratamentos foram
confrontados dois a dois. Assim, foi verificado se houve ou ndo diferenca significativa entre

os resultados obtidos nos tratamentos utilizados.
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G6 CAES SOROPOSITIVO§

COLETA DE AMOSTRAS:
SWAB CONJUNTIVAL

GRUPO 1 GRUPO 2
23 CAES 23 CAES

METODO DE EXTRACAO METODO DE EXTRACAO
DE DNA DO SWAB: DE DNA DO SWAB:
FENOL-CLOROFORMIO FERVURA

VOLUME DE AMOSTRA:
1,0 pL

/ METODOS DE PCR: \
e KkDNA PCR - HIBRIDIZACAO
e KkDNA snPCR
e LnPCR

( ITS1 nPCR j

GNALISE ESTATiSTICA)

Figura 4: Organograma do processo de analise das amostras coletadas das conjuntivas dos
cées pelo procedimento do swab conjuntival para diagndstico da leishmaniose pelos métodos
de PCR.
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6.1) Avaliacdo da sensibilidade dos métodos de PCR utilizando-se DNA purificado de

promastigotas cultivados de Leishmania (Leishmania) chagasi

A sensibilidade dos quatro métodos de PCR foi primeiramente avaliada utilizando-se
uma dilui¢do seriada de DNA de promastigotas cultivados de L. (L.) chagasi. Os resultados
estdo expressos na TAB. 1.

Neste experimento foram analisadas quantidades de DNA de 10 ng até 1fg. Todos os
métodos testados possuem duas etapas: duas amplificagdes ou uma amplificacdo seguida de
hibridizacdo. Na primeira etapa verificamos que os métodos que utilizam como alvo os
minicirculos de kDNA obtiveram melhores resultados. O kDNA PCR-Hibridiza¢ao conseguiu
detectar até 1 pg de DNA (FIG. 5A), enquanto método de kDNA snPCR, que amplifica a
regido variavel dos minicirculos, detectou até¢ 10 pg (FIG. 6A). Os outros métodos
conseguiram detectar apenas até¢ 100 pg (FIG. 7A e 8A). A segunda etapa, como esperado
permitiu um aumento na sensibilidade, o método kDNA snPCR apresentou melhor resultado
detectando até 10 fg (FIG. 6B) e os demais métodos detectaram até¢ 100 fg (FIG. 5B, 7B e
8B). A hibridizagao aumentou em 10 vezes a sensibilidade do kKDNA PCR-Hibridizacao ¢ a
segunda amplificagdo em 1000 vezes a sensibilidade dos métodos nested ou semi nested.

Segundo Vitale et al. (2004) 100 fg corresponde a0 DNA de uma unica célula de
Leishmania, portanto o kDNA snPCR detecta até 0,1 parasita por tubo de reagdo e os outros

métodos até 1,0 parasita.
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Tabela 1: Sensibilidade dos métodos utilizando-se uma diluicdo seriada de DNA de
Leishmania (Leishmania) chagasi

Quantidade de DNA de L. (L.) chagasi

Método Etapa
10ng Ing 100pg 10pg 1 pg 100fg 10fg 1fg

KDNA PCR - PCR + + + + + - - -
Hibridiza¢do gy idizacie  + + + + + + - -
KDNA 1? reacio + + + + - - - -
snPCR 2° reaciio + + + + + + + -
1" reacao + + + - - - - -

LnPCR
2% reagiio + + + + + + - -
1" reacao + + + - - - - -

ITS1 nPCR

2% reacio + + + + + + - -

+ : Resultado Positivo
- : Resultado Negativo
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M CN 10ng 1Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg

125 pb—>

10ng 1ng 100pg 10pg 100fg 10fg 1fg

B 0“1-

Figura 5: Resultados obtidos pelo método kDNA PCR-Hibridizagdo a partir de DNA
purificado de promastigotas cultivados de Leishmania (Leishmania) chagasi.

Foram utilizados de 10 ng até 1fg de DNA. A - Gel de agarose 2% de produtos de PCR,
produto amplificado apresenta 120 pb. B — Dot blot com produtos do PCR obtidos na 1° etapa.
Os produtos de PCR foram hibridizados com sondas de minicirculos clonados de kDNA de L.
(L.) chagasi marcadas com **P. M: padrio de peso molecular — 25pb. CN: controle negativo
sem DNA.
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M CNI 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg Ifg

800 pb

M CNI1 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg I1fg CN2

800 pb

Figura 6: Géis de agarose 2% dos produtos de kDNA snPCR para DNA purificado de
promastigotas cultivados de Leishmania (Leishmania) chagasi.

Foram utilizados de 10 ng até 1fg de DNA. A — Gel de agarose 2% dos produtos da 1? reacao,
produto amplificado apresenta 800 pb. B — Gel da agarose 2% dos produtos da 2* reagdo,
produto amplificado apresenta 780 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA da 1* reacdo. CN2: controle negativo sem DNA da 2? reacdo.
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M CNI 10ng Ing 100pg 10pg lpg 100fg 10fg Ifg

600 pb

M CNl1 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg CN2

300 pb

Figura 7: Géis de agarose 2% dos produtos de LnPCR para DNA purificado de promastigotas
cultivados de Leishmania (Leishmania) chagasi.

Foram utilizados de 10 ng até 1fg de DNA. A — Gel de agarose 2% dos produtos da 1? reagao,
produto amplificado apresenta 603 pb. B — Gel de agarose 2% dos produtos da 2? reagdo,
produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA da 1% reagdo. CN2: controle negativo sem DNA da 2? reagdo.
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M CN1 10ng Ing 100pg 10pg Ipg 100fg 10fg 1fg

300 pb —>

M CNI 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg CN2

300 pb —>

Figura 8: Géis de agarose 2% dos produtos de ITS1 nPCR para DNA purificado
promastigotas cultivados de Leishmania (Leishmania) chagasi.

de

Foram utilizados de 10 ng até 1fg de DNA. A — Gel de agarose 2% dos produtos da 1? reagdo,
produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb. B — Gel de agarose dos produtos da 2% reagdo,
produto amplificado apresenta 280 a 330 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb.

CNI1: controle negativo sem DNA da 17 reacdo. CN2: controle negativo sem DNA da
reacao.

23.
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6.2) Avaliacdo da sensibilidade dos métodos de PCR utilizando-se DNA purificado de

promastigotas cultivados de Leishmania (Viannia) braziliensis

Foi avaliada também a sensibilidade dos quatro métodos de PCR utilizando-se uma
diluigdo seriada de DNA de promastigotas cultivados de L. (V.) braziliensis. Os resultados
observados estdo representados na TAB. 2.

Neste experimento foram analisadas quantidades de DNA de 10 ng até 1fg. Na
primeira etapa de cada método verificamos que o método mais sensivel foi o kKDNA PCR-
Hibridizacao, por conseguir detectar até de 1 pg de DNA (FIG.9A), enquanto que os métodos
LnPCR e ITS1 nPCR conseguiram detectar apenas 100 pg (FIG. 11A e 12A). Estes métodos
apresentaram o mesmo desempenho obtido na primeira etapa da diluigdo seriada de DNA de
L. (L.) chagasi. Na segunda etapa foi observado que o método ITS1 nPCR apresentou melhor
resultado detectando até¢ 10 fg, que corresponde a 0,1 parasita (FIG. 12B). O kDNA PCR-
Hibridizagdo e o LnPCR detectaram até 100 fg (FIG. 9B e 11B), correspondendo a 1,0
parasita. O método kDNA snPCR mostrou ndo ser adequado para a amplificagdo do DNA de
L. (V.) braziliensis, pois nao ocorreu amplificagdo em nenhuma das etapas (FIG 10A ¢ 10B).

Aqui o aumento na sensibilidade proporcionado pela hibridizagdo também foi de 10
vezes em relagdo a PCR. A segunda amplificagdo da LnPCR permitiu um aumento de 1000

vezes e no ITS1 nPCR o aumento foi de 10.000 vezes (TAB. 2).
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Tabela 2: Sensibilidade dos métodos utilizando-se uma diluicdo seriada de DNA de
Leishmania (Viannia) braziliensis

Quantidade de DNA de L. (V.) braziliensis

Método Etapa
10ng Ing 100pg 10pg 1 pg 100 fg 10fg 1 fg
KkDNA PCR - PCR + + + + + - - -
Hibridizacdo  pryridizacio  + + + + + + _ ;
KDNA 1? reacao - - - - - - - -
snPCR 22 rea(;ﬁo _ _ - - - - - -
1% reacio + + + - - - - -
LnPCR
2% reaciio + + + + + + - -
1% reacio + + + - - - - -
ITS1 nPCR
2% reagio + + + + + + + -

+ : Resultado Positivo
- : Resultado Negativo
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M CNI 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg

A

100 pb

B CN 10ng 1ng 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg

Figura 9: Resultados obtidos pelo método kDNA PCR - Hibridizagdo a partir de DNA
purificado de promastigotas cultivados de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Foram utilizados de 10 ng até¢ 1fg de DNA. A - Gel de agarose 2% de produtos de PCR,
produto amplificado apresenta 120 pb. B — Dot blot com produtos do PCR obtidos na 1? etapa.
Os produtos de PCR foram hibridizados com sondas de minicirculos clonados de kDNA de
Leishmania (V.) braziliensis marcadas com **P. M: padrio de peso molecular — 100 pb.
CN1 e CN: controle negativo sem DNA.
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M CN1 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg

M C

N1 10ng Ing 100pg 10pg lpg 100fg 10fg 1fg CN2

Je | | | \ S

800 pb

Figura 10: Géis de agarose 2% de kDNA snPCR para DNA purificado de promastigotas
cultivados de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Foram utilizadas as concentracdes de 10 ng até 1fg. A — Gel de agarose 2% dos produtos de
kDNA snPCR da 1? reagdo. B — Gel de agarose 2% dos produtos de kDNA snPCR da 2?
reacdo. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA da 1°
reacdo. CN2: controle negativo sem DNA da 2? reacio.
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M CNI1 10ng Ing 100pg 10pg lpg 100fg 10fg 1fg

M CNI1 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg CN2

B

300 pp—>»

Figura 11: Géis de agarose 2% dos produtos de LnPCR para DNA purificado de
promastigotas cultivados de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Foram utilizados 10 ng até 1fg de DNA. A — Gel de agarose 2% dos produtos de LnPCR da 1*
reagdo, produto amplificado apresenta 603 pb. B — Gel de agarose 2% dos produtos de
LnPCR da 2% reagdo, produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrio de peso molecular —
100 pb. CN1: controle negativo sem DNA da 1? reagdo. CN2: controle negativo sem DNA da
2% reagao.
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M CNI1 10ng Ing 100pg 10pg 1pg 100fg 10fg 1fg

=
=

300pb —p - e

300 pb

Figura 12: Géis de agarose 2% dos produtos de ITS1 nPCR para DNA purificado de
promastigotas cultivados de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Foram utilizados 10 ng até 1fg de DNA. A — Gel de agarose 2% dos produtos de ITS1 nPCR
da 1? reagdo, produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb. B — Gel de agarose 2% dos
produtos de ITS1 nPCR da 2* reagdo, produto amplificado apresenta de 280 a 330 pb.
M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA da 1* reacdo.
CN2: controle negativo sem DNA da 2* reagdo.
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6.3) Avaliacdo da sensibilidade dos métodos de PCR utilizando-se 0 DNA de amostras
clinicas, obtidas pelo método do swab conjuntival, e extraido pelo método de fenol-

cloroformio (GRUPO 1)

Nas amostras clinicas coletadas das conjuntivas dos 23 cdes do grupo 1 o DNA foi
extraido do swab pelo método de fenol-cloroformio.

Na primeira etapa o método que apresentou melhor desempenho foi o kDNA PCR-
Hibridizagdo, que detectou 16 caes positivos correspondendo a 69,6% do total de caes e 27
amostras positivas (considerando as oculares esquerda e direita) correspondendo a 58,7% do
total de amostras (FIG. 13 e 14). Em seguida aparece o método kDNA snPCR (FIG. 16 e 18)
com 11 caes positivos (47,8%) e 19 amostras positivas (41,3%). Os métodos LnPCR (FIG. 20
e 22) e ITS1 nPCR (FIG. 24 e 26) alcancaram o mesmo indice com 7 caes positivos (30,4%) e
13 amostras positivas (28,3%).

A segunda etapa permitiu um aumento da sensibilidade de todos os métodos. Os
métodos que utilizaram como alvo o kDNA demonstraram melhores resultados. A
Hibridizagdo detectou 22 caes positivos (95,6%) e 40 amostras positivas (86,9%) (FIG. 15). O
método KDNA snPCR conseguiu detectar 21 caes positivos (91,3%) e 40 amostras positivas
(86,9%) (FIG. 17 e 19). Esses dois métodos nao apresentaram diferenga estatistica (p > 0,05).
Os dois métodos com alvos na regido do gene do RNAr também apresentaram resultados
semelhantes, porém inferiores aos citados anteriormente. O método LnPCR (FIG. 21 e 23)
conseguiu alcangar 17 caes positivos (73,9%) e 30 amostras positivas(65,2%). J& o ITS1
nPCR (FIG. 25 e 27) obteve 16 caes positivos, € o nimero de amostras positivas foi de 28
(60,9%). Nao houve diferenga estatistica entre esses dois métodos (p > 0,05). A sensibilidade
dos métodos baseados no kDNA (kDNA PCR-Hibridizagdo ¢ kDNA snPCR) foi
significativamente maior (p < 0,05) do que a dos métodos baseados nos genes do RNA
ribossomal (LnPCR e ITS1 nPCR). Esses resultados ndo se correlacionaram bem com os
obtidos a partir de DNA purificado de L. (L.) chagasi, onde os métodos LnPCR e ITS1 nPCR
obtiveram sensibilidades semelhantes ao KDNA PCR-Hibridizagao.

Além da avalia¢do da sensibilidade dos métodos foi verificado também quais espécies
de Leishmania estariam infectando os cdes do estudo. Com a realizagdo da técnica de RFLP,
utilizando a enzima de restrigdo Haelll para digerir os produtos de PCR da segunda
amplificacdo do método ITS1 nPCR, verificamos que todos os caes ITS1 nPCR positivos

estavam infectados por L.(L.) chagasi (FIG. 28).
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Em todas as reagdes de PCR realizadas neste estudo os controles negativos nao
apresentaram qualquer amplificagdo e os controles positivos apresentaram a banda esperada,
demonstrando nao ter havido contaminac¢ao ou inibicao das reacgoes.

Os resultados descritos acima estdo consolidados na TAB. 3. Os graficos das FIG. 29 e
30 mostram respectivamente as porcentagens de cies e amostras positivas de cada etapa dos

métodos analisados.
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Figura 13: Gel de agarose 2% dos produtos de PCR obtidos pelo método kDNA PCR-
Hibridizagao referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cées do grupo 1.

Neste grupo (1) a extragdo do DNA foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio. Produto
amplificado apresenta 120 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN: controle negativo
sem DNA. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH

46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 14: Gel de agarose 2% dos produtos de PCR obtidos pelo método kDNA PCR-
Hibridizagao referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 1.

Neste grupo (1) a extragdo do DNA foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio. Produto
amplificado apresenta 120 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN: controle negativo

sem DNA. d1-d23: amostras de caes.
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Figura 15: Hibridizagdo dos produtos de PCR referentes aos swabs conjuntivais dos caes do
grupo 1.

Os produtos de PCR foram hibridizados com sondas de minicirculos clonados de kDNA de
Leishmania (Leishmania) chagasi marcadas com *’P. CN: controle negativo sem DNA.
CP: controle positivo para L. (L.) chagasi (MHOM/1973/BH46). CE: conjuntiva esquerda.
CD: conjuntiva direita. 1 - 23: amostras de caes.



RESULTADOS 77

M CP dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8
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Figura 16: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos cées do grupo 1.

Neste grupo (1) a extragdo do DNA foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio. Produto
amplificado apresenta 800 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagcdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.



RESULTADOS 78
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Figura 17: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 1.

Neste grupo (1) a extragdo do DNA foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio. Produto
amplificado apresenta 780 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2° reacdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 18: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cées do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 800 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - €23: amostras de caes.
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Figura 19: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 780 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2° reacdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
el - e23: amostras de caes.
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Figura 20: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 603 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1-d23: amostras de caes.
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M CNl CP dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 d10 dil di2 d13 d14 d15 d16 d17
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Figura 21: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos cdes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2° reacdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
d1-d23: amostras de caes.
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Figura 22: Gel de agarose 2% dos produtos da 1? reacdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 603 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagcdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 23: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1 reacdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 22 reagdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
el - e23: amostras de caes.



RESULTADOS 85

M CN1 CP dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9 di10 dil d12 d13 d14 d15 d16 d17
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Figura 24: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb.M: padrao de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1? reagdo. CP: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 25: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta de 280 a 330 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1° reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a
2% reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH
46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 26: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 27: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 1.

Produto amplificado apresenta de 280 a 330 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1° reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a
2% rea¢ao. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH
46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 28: Gel de agarose 2% da analise por RFLP dos produtos de PCR obtidos por
ITS1 nPCR das amostras dos cades do grupo 1.

Resultado obtido pela digestao dos produtos de PCR da 2* reagdo do método ITS1 nPCR, das
amostras dos cdes do grupo 1, utilizando-se a enzima de restri¢io Hae Ill. M: padrao de peso
molecular — 100 pb. CN: controle negativo sem DNA. LB: controle positivo para Leishmania
(Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903). LC: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). 1 - 19: amostras de cies positivos para a 2*
reagdo do método ITS1 nPCR.
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Tabela 3: Resultados dos swabs conjuntivais dos caes do grupo 1 (DNA extraido por fenol-cloroférmio)
CAES GRUPO 1 (FENOL-CLOROFORMIO)
] 1 2 3 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Totalde Totalde
METODO ETAPA caes amostras
E D E D E E D E E E D E D E D B D E D E D E D B D E D E D E E D E e [ *
positivos  positivas
KDNA - PCR - - + + + - + + - - + + + + + + + + + + - + + aF - - = 16 27
Hibridizagdo Hibr. + - + ++ + + + + + + + ++ + 4+ 4+ + O+ + + + + + + - - 22 40
KDNA l2reagio - T - - - + + o+ - + + = = + ++ + + = -+ -+ - - = 11 19
snPCR Q3reagio + * o+ - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - - - 21 40
12reagdo - - - - - + + - - + + N - -+ BN -+ - BEEEEE - - SRS - - SR - 7 13
LnPCR
2a reagéo + - + + - + 4+ + + - + + - - + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - 17 30
12reagdo - - - - - + + - - + + N - -+ BN -+ - BEEEEE - - SRS - - SR - 7 13
ITS1 nPCR
oa reagéo + - + + - + 4+ + + - + + - - + + + + + + + + + + + + + + + + - - - - 16 28

E : Ocular Esquerda

D : Ocular Direita

+ : Resultado Positivo

- : Resultado Negativo

*: considerando oculares esquerda ¢ direita
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Figura 29: Porcentagem de caes positivos do grupo 1 (DNA extraido por fenol-cloroférmio)
na 1* e 2% reacdo obtida pelos métodos kDNA PCR-Hibridizagdo, kDNA snPCR, LnPCR e
ITS1 nPCR.
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Figura 30: Porcentagem das amostras positivas das oculares esquerda e direita do grupo 1
(DNA extraido por fenol-cloroférmio) na 1* e 2* reagdo obtida pelos métodos kDNA PCR-
Hibridizagdo, kKDNA snPCR, LnPCR e ITS1 nPCR.
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6.4) Avaliacdo da sensibilidade dos métodos de PCR utilizando-se 0 DNA de amostras
clinicas, obtidas pelo método do swab conjuntival, e extraido pelo método de fervura
(GRUPO 2)

O grupo 2 também ¢é composto por 23 cades. Neste grupo o DNA das amostras das
conjuntivas foi extraido dos swabs pelo método de fervura.

Os métodos de PCR foram analisados nas mesmas condig¢des utilizadas para o grupo 1.

Na primeira etapa o unico método que apresentou amplificagdo foi o kDNA PCR —
Hibridizagdo. Conforme os resultados apresentados no gel de agarose (FIG. 31 e 32) foi
possivel detectar 11 cdes positivos correspondendo a 47,8% do total de cdes e 18 amostras
positivas (39,1%) do total das amostras das oculares esquerda e direita. Os demais métodos
ndo conseguiram obter qualquer resultado conforme visto nos géis de agarose do kDNA
snPCR (FIG. 34 e 36), LnPCR (FIG. 38 ¢ 40) e ITS1 nPCR (FIG. 42 ¢ 44).

A segunda etapa permitiu uma melhora nos resultados de todos os métodos. Nessa etapa
o método kKDNA PCR - Hibridizagdo manteve o melhor indice de positividade. A
Hibridizagdo conseguiu detectar 18 caes positivos (78,3%) e 31 amostras positivas (67,4%)
(FIG. 33). Os outros métodos apresentaram resultados positivos, porém o indice foi inferior
quando comparado ao obtido pelo kDNA PCR — Hibridizagao (p<0,05). O método ITSI
nPCR detectou 8 caes positivos (34,8%) e 11 amostras (23,9%) (FIG. 43 e 45). Os métodos
kDNA snPCR e LnPCR apresentaram resultados inferiores ao esperado. O kDNA snPCR
conseguiu detectar 10 caes positivos (43,5%) e 14 amostras (30,4%) (FIG. 35 ¢ 37) e o
LnPCR conseguiu apenas 2 caes (8,7%) e 3 amostras (6,5%) (FIG. 39 e 41). Nao houve
diferenga estatistica entre os métodos ITS1 nPCR e kDNA snPCR (p>0,05), mas houve
quando estes dois métodos foram comparados com LnPCR (p<0,05).

Nesse grupo também foram identificadas as espécies de Leishmania presentes nas
amostras positivas para o ITS1 nPCR. Através da técnica da RFLP, utilizando a Haelll,
verificamos que todos os cdes positivos na segunda etapa do ITS1 nPCR também
apresentaram L.(L.) chagasi (FIG. 46).

Os resultados consolidados sdo mostrados na TAB. 4 ¢ os graficos das porcentagens de
caes e amostras positivas para cada etapa de cada método estao apresentados respectivamente

nas FIG. 47 e 48.
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Figura 31: Gel de agarose 2% dos produtos de PCR obtidos pelo método kDNA PCR-
Hibridizagao referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 120 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN: controle negativo sem DNA
para a 1% reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi
(MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 32: Gel de agarose 2% dos produtos de PCR obtidos pelo método kDNA PCR-
Hibridizagao referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cies do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 120 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb. CN: controle negativo sem DNA
para a 1* reacdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi
(MHOM/1973/BH 46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 33: Hibridizagdo com produtos de PCR referentes aos swabs conjuntivais dos cées do
grupo 2.

Os produtos de PCR foram hibridizados com sondas de minicirculos clonados de kDNA de
Leishmania (Leishmania) chagasi marcadas com *’P. CN: controle negativo sem DNA.
CP: controle positivo para L. (L.) chagasi (MHOM/1973/BH46). CE: conjuntiva esquerda.
CD: conjuntiva direita. 1 - 23: amostras de caes.
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Figura 34: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 800 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA
para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi
(MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 35: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 780 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA
para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2* reacdo. CP: controle positivo
para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de cées.
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Figura 36: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cées do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 800 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA
para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi
(MHOM/1973/BH 46). el - €23: amostras de caes.
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Figura 37: Gel de agarose 2% dos produtos da 2% reacdo de PCR obtidos pelo método
kDNA snPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 2.

Neste grupo (2) a extragdo do DNA foi realizada pelo método fervura. Produto amplificado
apresenta 780 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle negativo sem DNA
para a 1? reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2 reagdo. CP: controle positivo
para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - €23: amostras de caes.
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Figura 38: Gel de agarose 2% dos produtos da 1% reacdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos caes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta 603 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1° reagcdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 39: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos cdes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2* reagdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 40: Gel de agarose 2% dos produtos da 1? reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cdes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta 603 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - €23: amostras de caes.
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Figura 41: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reagdo de PCR obtidos pelo método LnPCR
referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos cées do grupo 2.

Produto amplificado apresenta 353 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb. CN1: controle
negativo sem DNA para a 1* reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a 2° reacdo.
CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46).
el - e23: amostras de caes.
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Figura 42: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos cdes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1? reagdo. CP: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 43: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reagcdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular direita dos cdes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta de 280 a 330 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1° reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a
2% reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH
46). d1 - d23: amostras de caes.
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Figura 44: Gel de agarose 2% dos produtos da 1* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta de 300 a 350 pb. M: padrdo de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1? reagdo. CP: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). el - e23: amostras de caes.
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Figura 45: Gel de agarose 2% dos produtos da 2* reacdo de PCR obtidos pelo método
ITS1 nPCR referentes aos swabs conjuntivais da ocular esquerda dos caes do grupo 2.

Produto amplificado apresenta de 280 a 330 pb. M: padrao de peso molecular — 100 pb.
CN1: controle negativo sem DNA para a 1? reagdo. CN2: controle negativo sem DNA para a
2% reagdo. CP: controle positivo para Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH
46). el - €23: amostras de caes.
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Figura 46: Gel de agarose 2% da andlise por RFLP dos produtos de PCR obtidos pelo
método ITS1 nPCR das amostras dos caes do grupo 2.

Resultado obtido pela digestdo dos produtos de PCR da 22 reacdo do método ITS1 nPCR, das
amostras dos cdes do grupo 2, utilizando-se a enzima de restricdo Hae Ill. M: padrao de peso
molecular — 100 pb. CN: controle negativo sem DNA. LB: controle positivo para Leishmania
(Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903). LC: controle positivo para Leishmania
(Leishmania) chagasi (MHOM/1973/BH 46). 1 - 22: amostras de cdes positivos para a 22
reagdo do método ITS1 nPCR.
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Tabela 4: Resultados dos swabs conjuntivais dos cdes do grupo 2 (DNA extraido por fervura)
CAES GRUPO 2 (FERVURA)
) 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 Totalde Total de
METODO ETAPA cées amostras
E D E E D E E D E D E D E E D E D E E D E D E D s s *
positivos  positivas
KDNA - PCR - - - - B B - = - 11 18
Hibridizagio _ Hibr. + - I - - B . + -t 18 31
KDNA 12 reagdo - - - - - - - o - - - = - o o - -IE 0 0
snPCR 22 reagiio 4 + + + - +ES - = - = - - - + + + + - - 10 14
12 reagio - - - - - - - - - - - . - - - - - - . 0 0
LnPCR
22 reagio B B - B B B - - - - + - - - B B - - - 2 3
ITS1 nPCR lareaan - - - - - - D . - . - - T T 0 0
! 22 reagio - +o- - - - - - + o+ - - = = + - . 8 11

E : Ocular Esquerda
D : Ocular Direita

+ : Resultado Positivo
- : Resultado Negativo

*: considerando oculares esquerda e direita
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Figura 47: Porcentagem de caes positivos do grupo 2 (DNA extraido por fervura) na 1% e 2*
reacdo obtida pelos métodos kDNA PCR-Hibridizagao, KDNA snPCR, LnPCR e ITS1 nPCR.
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Figura 48: Porcentagem das amostras positivas das oculares esquerda e direita do grupo 2
(DNA extraido por fervura) na 1* e 2° reag@o obtida pelos métodos kDNA PCR-Hibridizagao,
kDNA snPCR, LnPCR ¢ ITS1 nPCR.
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Entre os procedimentos de controle da leishmaniose visceral adotados pelo Ministério
da Saude estdo os levantamentos rotineiros de infec¢ao canina onde sao utilizados os métodos
sorologicos RIFI e ELISA. Estudos realizados em paises onde a doenga ¢ endémica tém
mostrado que animais infectados, particularmente os assintomaticos, freqlientemente
permanecem soronegativos ou discretamente positivos (ASFHORD et al., 1995; LACHAUD
et al.,, 2002; NEOGY et al.,, 1992). Além desse inconveniente existem dificuldades
relacionadas com a interpretacdo de resultados devido a rea¢des cruzadas (VEXENAT et al.,
1996) e por uma possivel demora entre a infecgdo e soroconversdao (DYE et al., 1993). De
modo geral a sorologia parece ndo ser um bom indicador da infeccdo (ASFHORD et al.,
1995), pois a sensibilidade e a especificidade dos testes soroldgicos podem variar
consideravelmente, subestimando a incidéncia da doenga.

Os métodos de PCR utilizados para deteccdo de Leishmania permitem determinar a
presenga do DNA do parasita em varias amostras bioldgicas, identificar as infec¢des por
Leishmania em casos ativos da doenga, monitorar pacientes apds quimioterapia e também
detectar infecgdes em hospedeiros vertebrados ou flebétomos em estudos epidemiologicos
(SINGH, 1997).

Muitos estudos t€ém mostrado a PCR como uma boa alternativa para o diagnéstico da
LVC por sua alta sensibilidade e especificidade.

Moreira et al. (2007) compararam a eficacia de métodos parasitologicos, imunologicos
e moleculares em diagnosticar cdes com diferentes sinais clinicos. Os resultados obtidos das
amostras de aspirados de linfonodo pela PCR apresentaram sensibilidades de 100% para caes
sintomaticos, 96% para oligossintomaticos e 95,5% para assintomaticos. De acordo com os
resultados a PCR demonstrou ser a mais sensivel das técnicas analisadas, indicando ser este
método muito eficiente para o diagnostico da leishmaniose canina.

Asthord et al. (1995) analisaram amostras de aspirados de medula dssea e plasma de
cdes e compararam a sensibilidade e especificidade dos métodos de PCR, FAST-ELISA,
cultura e inoculacio em hamsters. A comparagdo realizada entre PCR e FAST-ELISA
mostrou que a sensibilidade da detec¢do soroldgica foi de 63% e a especificidade foi de 68%,
enquanto que para a PCR ambas foram de 100%. Na correlagdo da PCR com a cultura e
inoculacdo em hamster além dos resultados positivos em ambos, 41% dos que foram
negativos para cultura ou inoculagdo foram positivos para PCR. Pelos resultados obtidos
concluiram que a PCR ¢ o melhor método disponivel para detectar a infec¢cdo e questionam o

uso da sorologia como ferramenta para determinar infec¢do por Leishmania em caes.
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A maioria dos estudos realizados tem comparado a PCR com métodos convencionais
de diagnostico, porém poucos foram realizados comparando as diversas técnicas de PCR
disponiveis. Existe uma necessidade em padronizar as técnicas de PCR para que possam ser
utilizadas para o diagndstico.

Este estudo compara a sensibilidade de quatro métodos de PCR, partindo de um
volume de 1,0 uL de amostra de DNA. As amostras foram coletadas das conjuntivas de caes
sintomaticos e soropositivos, utilizando swabs estéries para o esfregaco. O método do swab
conjuntival apresenta como vantagens: ser ndo invasivo, livre de estresse e poder ser repetido
com facilidade. A eficacia do swab no procedimento de coleta foi previamente estudada por
alguns pesquisadores. Strauss-Ayali et al. (2004) utilizaram amostras de swabs conjuntivais
para identificacdo de L. infantum em cées sintomaticos, sendo estas analisadas por ITS1 PCR
e comparadas com testes soroldgicos e cultura. Em seus resultados a sensibilidade e a
especificidade da PCR conjuntival foi de 92% e 100% respectivamente, mostrando ser
superior aos resultados da PCR de aspirados de linfonodo e bago (86%) e da cultura (74%).
Ferreira et al. (2008) comparou amostras coletadas por swab das conjuntivas de caes
sintomdticos com amostras de sangue, ambas ndo invasivas. As amostras foram analisadas
utilizando o método de PCR seguido de hibridizagdo. Os resultados obtidos mostraram que a
positividade das amostras coletadas das conjuntivas através do swab conjuntival (91,3%) foi

superior a obtida com amostras de sangue.

Neste trabalho antes da analise das amostras de caes os métodos foram testados com
diluigdes seriadas de DNA isolado de culturas de promastigotas de L. (L.) chagasi e L. (V.)
braziliensis. O DNA foi extraido por fenol-cloroformio.

Para L. (L.) chagasi os métodos que utilizam como alvo o kDNA foram os mais
sensiveis, pois cada parasita possui aproximadamente 10.000 minicirculos de kDNA
(BARKER, 1980), enquanto que os alvos SSU rRNA e ITSI1 apresentam menos de 200
copias por célula (VILLALBA; RAMIREZ, 1982). Baseado nos resultados apresentados na
TAB. 1 a primeira etapa dos métodos kDNA PCR-Hibridizacdo e do kDNA snPCR foram
respectivamente 100 e 10 vezes mais sensiveis para mesma etapa dos métodos que utilizam
como alvo genes do RNA ribossomal. O kDNA PCR-Hibridizacdo apresentou melhor
desempenho sobre o kDNA snPCR na primeira amplificagdo. Isso provavelmente se deve a
habilidade dos iniciadores enderecados para a regido conservada dos minicirculos em

amplificar um grande espectro de classes de minicirculos, dado que ¢ encontrada somente
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uma classe de minicirculo nos produtos de kDNA snPCR (MORALES, et al., 2002). Um
estudo anterior mostrou que os iniciadores para a regido conservada dos minicirculos de
kDNA foram 10 vezes mais sensiveis do que os enderegados para a regido variavel
(RODGERS, M.R.; POPPER, S. J.; WIRTH, D.F., 1990).

Na segunda etapa o método que apresentou melhor desempenho foi o kDNA snPCR
superando os demais métodos em 10 vezes, isso porque a segunda amplificagdo permitiu um
aumento na sensibilidade de 1000 vezes enquanto que na hibridizacdo o aumento foi de 10
vezes (TAB. 1). Nesta etapa o kDNA snPCR conseguiu detectar at¢ 10 fg de DNA que
corresponde a 0,1 parasito ¢ os demais foram capazes em detectar até¢ 1 parasito (100 fg de
DNA). Lachaud et al. (2002) compararam seis métodos de PCR utilizando iniciadores
enderecados para o0 KDNA e para o DNA gendmico. Antes de analisar as amostras clinicas de
caes, testaram os métodos de PCR com amostras de cultura. Os resultados mostraram que
todos os métodos foram capazes de detectar menos de um parasita por tubo.

Na analise da diluigdo seriada de DNA de L. (V.) braziliensis verificou-se que na
primeira etapa os métodos apresentaram os mesmos resultados obtidos para L. (L.) chagasi. A
grande excecdo foi 0 método de kDNA snPCR que ndo foi capaz de amplificar nenhuma das
concentragdes de DNA, indicando ser esse método inadequado para detec¢do de L. (V.)
braziliensis.

Da mesma maneira que ocorreu para L. (L.) chagasi a segunda etapa proporcionou um
aumento na sensibilidade dos trés métodos que obtiveram resultados positivos para L. (V.)
braziliensis. Aqui o aumento causado pela hibridizagcdo também foi de 10 vezes em relagdo a
PCR. A segunda amplificagdo da LnPCR permitiu um aumento de 1000 vezes e no ITSI
nPCR o aumento foi de 10.000 vezes (TAB. 2). Nesta etapa a grande surpresa foi o método
ITS1 nPCR, que demonstrou ser 10 vezes mais sensivel dos demais métodos.

Dos métodos que foram mais adequados para detectar DNA de L. (V.) braziliensis, o
LnPCR e o kDNA PCR — Hibridizagao foram capazes de detectar na segunda etapa até um

parasita e o método ITS1 nPCR conseguiu detectar até 0,1 parasita por tubo de reacao.

As amostras clinicas utlizadas nesse estudo foram coletadas das conjuntivas de caes
sintomaticos e soropositivos nos testes de RIFI, ELISA e fixacdo de complemeto. Na coleta
foi utilizado um swab estéril para o esfregaco das duas conjuntivas de todos os caes. Os caes
foram dividos em dois grupos, sendo que no grupo 1 o DNA foi extraido do swab pelo

método de fenol-cloroférmio e no grupo 2 por fervura.
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Os resultados das amostras obtidas dos caes do grupo 1 (TAB. 3) mostraram que os
métodos kKDNA PCR-Hibridizagdao e kKDNA snPCR apresentaram sensibilidades semelhantes,
ambas significativamente maiores que as dos métodos ITS1 nPCR e LnPCR. O método
kDNA PCR-Hibridizacdo tem a vantagem de possibilitar a identificacdo dos subgéneros de
Leishmania pelo uso de sondas especificas na etapa da hibridizagdo. Na etapa da amplificagdo
¢ produzido um produto de 120 pb para todas as espécies de Leishmania. As sondas
subgénero especificas permitem a diferenciagdo entre L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis,
que também tem sido encontrada infectando cdes, embora raramente (ANDRADE et al.,
2006). O kDNA snPCR apresenta como desvantagem a impossibilidade do seu conjunto de
iniciadores de amplificar o DNA de L. (V.) braziliensis, conforme visto nos resultados obtidos
para dilui¢do seriada do DNA de promastigotas de L. (V.) braziliensis (TAB. 2).

Outros pesquisadores também verificaram que o kDNA como alvo para amplificacdo
rendeu bons resultados. No estudo realizado por Lachaud et al. (2002) foram comparados seis
métodos de PCR utilizando amostras de sangue periférico de caes para detectar LVC. Trés
dos métodos utilizaram iniciadores enderecados para 0 DNA gendmico e os outros trés para o
kDNA. Os métodos que demonstraram melhor desempenho utilizaram kDNA como alvo,
sendo esses capazes de detectar parasitas em 100% dos caes soropositivos sintomaticos e
assintomaticos.

Bensoussan et al. (2006) compararam trés métodos de PCR para diagnosticar
Leishmaniose cutanea (LC) utilizando amostras coletadas de nodulos e bordas de ulceras.
Para validar as técnicas de PCR essas foram comparadas com cultura de promastigotas e
microscopia. Dos métodos de PCR utilizados o kDNA PCR apresentou maior sensibilidade
diagnosticando 98,7% dos pacientes com LC, seguido pelo ITS 1 PCR com 91,0%. O método
mini-exon PCR demonstrou ser pouco sensivel, at¢ mesmo quando comparado com a
microscopia e a cultura de parasitas.

Nasereddin et al. (2006) em seu trabalho avaliou a sensibilidade e a especificidade dos
métodos de kKDNA-PCR, ITS1 PCR, mITS1 PCR e ELISA para diagnosticar LVC utilizando
amostras de sangue de cdes. Os resultados mostraram que o método kDNA PCR foi o mais
sensivel, seguido pelo mITS1 PCR, ELISA e ITS1 PCR.

Os métodos ITS1 nPCR e o LnPCR mostraram sensibilidades similares. Este resultado
¢ consistente levando-se em conta que ambos apresentam niimero similar de alvos por célula.
A vantagem do método ITS1 nPCR ¢ que este permite a identificacdo das espécies apos

digestao dos produtos de PCR pelo método de RFLP utilizando a enzima de restricao Haelll.
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Estudos anteriores mostram que a Haelll consegue ditinguir todas as espécies de Leishmania
de importancia médica (BENSOUSSAN et al., 2006; NASEREDDIN et al.,, 2006;
SCHONIAN et al., 2003). O procedimento PCR-RFLP apresenta grande utilidade em areas
onde mais de uma espécie ¢ endémica e também em areas ndo endémicas onde infec¢des
importadas possam ocorrer. Neste estudo todas as amostras positivas para ITS1 nPCR foram
identificadas como L. (L.) chagasi. A LnPCR ¢ uma técnica género especifica.

Os resultados do grupo 2 nos quais 0 DNA foi extraido do swabs por fervura (TAB. 4)
foram menos consistentes. Todos os métodos apresentaram menor desempenho em relagdo ao
grupo 1.

O kDNA PCR-Hibridizagao apresentou os melhores resultados identificando 78,3%
dos cades infectados e 67,4% das amostras (considerando oculares esquerda e direita). Todos
os outros métodos apresentaram sensibilidades inferiores principalmente o LnPCR e o kDNA
snPCR. Esses métodos, que apresentam produtos de amplificagio maiores (603 pb para
LnPCR e 800 pb para kDNA snPCR), obtiveram poucos resultados positivos provavelmente
devido a ocorréncia de degrada¢do de DNA durante a extracdo e armazenamento. Os métodos
com produtos de PCR maiores sdo mais sensiveis aos efeitos da degradagdo devido a maior
chance estatistica da fragmentagdo ocorrer no interior destes segmentos. Meredith et al.
(1993), utilizou flebotomos infectados por Leishmania submetendo-os a PCR utilizando
iniciadores enderecados para o kDNA e para a regido ribossomal. Parte do material foi
armazenada a -20°C e apds dois anos foram testados com os mesmos iniciadores. Os
resultados positivos foram obtidos apenas para os iniciadores de kDNA. O autor atribuiu este
resultado a uma possivel degradagdo do DNA, impedindo assim a amplificacdo do fragmento
de 650 pb do DNA ribossomal.

Da mesma forma que ocorreu para o grupo 1, todas as amostras positivas para [TS1
nPCR foram identificadas como L. (L.) chagasi. Trinta por cento das amostras, escolhidas
aleatoriamente, foram analisadas novamente e a reprodutibilidade foi somente de 79% neste
grupo comparado com 94% para o grupo 1. O método de extracio de DNA por fervura
produziu amostras de menor qualidade, provalvemente devido ao DNA ndo ter sido
purificado. Nesse procedimento o material eluido do swab foi centrifugado e o sobrenadante
utilizado na PCR. Potenciais contaminantes soliveis e inibidores ndo foram removidos.
Embora a extragao por fervura seja muito simples, rapida e barata, nossos resultados mostram
que o método de fenol-cloroférmio ¢ o método mais indicado para a extragdo de DNA a partir

de swabs. Isso também foi constatado no trabalho de Ferreira et al. (2008) que comparou os
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métodos de extragao de DNA de fenol-cloroférmio e fervura em amostras coletadas de caes
por swab conjuntival. No experimento as amostras foram analisadas utilizando o método de
PCR com alvo na regido conservada dos minicirculos do cinetoplasto seguida de hibridizagao,
com sondas de L. chagasi marcadas com P**. Os resultados obtidos mostraram que o método
de extragdo de DNA por fenol-cloroférmio apresentou os melhores resultados.

A elevada sensibilidade dos métodos que apresentam como alvo os minicirculos do
kDNA, reportado por outros pesquisadores (BENSOUSSAN et al., 2006; LACHAUD et al.,
2002), foi confirmada neste estudo. O kDNA PCR-Hibridizagdo parece ser a melhor escolha
dentre os métodos avaliados, por ter sido sensivel e capaz de diferenciar L. (L.) chagasi e L.
(V.) braziliensis. A hibridizagdo aumentou a sensibilidade e garantiu a especificidade evitando
que bandas espurias fossem incorretamente registradas. Este método também evita
procedimentos com duas amplificagdes sucessivas (nested ou semi nested) que aumentam a
probabilidade de contaminagdo por amplicons. Neste método, entretanto ¢ necessaria a
utilizacdo de material radioativo o que exige instalagdes especiais. Devido a sua alta
sensibilidade o kKDNA snPCR ¢ também uma alternativa atraente em areas onde L. (V.)
braziliensis ¢ ausente. O ITS1 nPCR, embora menos sensivel permite a identificacdo das
espécies. Este método é uma alternativa para laboratérios que ndo desejam trabalhar com
material radioativo. Para o método ITS1 nPCR um aumento no volume das amostras de DNA
poderia melhorar sua sensibilidade. Nos temos que considerar que as sensibilidades de todos
os métodos de PCR utilizados neste estudo podem ser melhoradas, pois somente 1,0 puL de
amostra de DNA foi utilizada e este volume pode ser aumentado pelo menos até 10,0 pL.

Nossos resultados apdiam a aplicabilidade do método do swab conjuntival para o
diagnodstico da leishmaniose visceral canina. Este método associado a extragdo de DNA por
fenol-cloroférmio e aos métodos de PCR mais sensiveis mostrou sensibilidades superiores a
90%, ficando na mesma faixa registrada para a PCR de amostras obtidas por métodos
invasivos (ANDRADE et al. 2006; MANNA et al., 2004; REALE et al., 1999; SOLANO-
GALLEGO etal., 2001).

O swab conjuntival pode ser uma valiosa ferramenta para o diagnodstico da LVC,
principalmente em circunstancias onde os testes sorologicos ndo sejam adequados, como por
exemplo, no diagndstico e acompanhamento de caes vacinados contra a leishmaniose, que
depois da vacinacdo podem apresentar resultado positivo nos testes sorologicos

convencionais.
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Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes:

. Na analise da dilui¢do seriada do DNA isolado de promastigotas de L.(L.) chagasi,
obtidos por meio de cultura, o kKDNA snPCR foi o método mais sensivel sendo capaz
de detectar até 10 fg (0,1 parasita), enquanto os outros métodos detectaram até 100 fg

(1,0 parasita).

. Na analise da dilui¢do seriada do DNA isolado de promastigotas de L. (V.)
braziliensis, obtidos por meio de cultura, o método ITS1 nPCR foi o mais sensivel
detectando até 10 fg (0,1 parasita), enquanto o LnPCR e o kDNA PCR-Hibridizagao
detectaram até 100 fg (1,0 parasita).

Em DNA purificado de promastigotas o método ITS1 nPCR foi mais sensivel para

L.(V.) braziliensis do que para L.(L.) chagasi.

O método kDNA snPCR ndo ¢ um método adequado para a detec¢do de L.(V.)

braziliensis.

. A hibridizagao aumentou em 10 vezes a sensibilidade do kDNA PCR-Hibridizagado ¢ a
segunda amplificacdo em 1000 vezes a sensibilidade dos metddos nested ou semi

nested para DNA purificado de L.(L.) chagasi.

. A hibridizagao aumentou em 10 vezes a sensibilidade do kDNA PCR-Hibridizagado ¢ a
segunda amplificagdo 1000 vezes a sensibilidade do LnPCR e 10.000 vezes a do ITS1
nPCR, em DNA purificado de L.(V.) braziliensis.

Os resultados obtidos com DNA purificado de promastigotas cultivados ndo se

correlacionaram bem com os obtidos através do swab conjuntival.

O método de extracdo de DNA por fenol-cloroformio apresentou os melhores
resultados para o diagnéstico da LVC em amostras coletadas pelo método do swab

conjuntival.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

No grupo de cdes onde o DNA foi extraido dos swabs conjuntivais por fenol-
cloroféormio, os métodos que apresentaram melhor desempenho foram o os baseados

em minicirculos de KDNA: kDNA PCR-Hibridizagao e kDNA snPCR.

A extragdo de DNA por fervura ndao demonstrou resultados consistentes,

provavelmente porque o DNA ndo passou por processo de purificacao.

Os métodos LnPCR e kDNA snPCR apresentaram baixa positividade no grupo onde o
DNA foi extraido dos swabs por fervura. Provavelmente ocorreu degradagdo durante o
processo de extragdo ou armazenamento afetando mais intensamente estes métodos,
que por possuirem produtos de PCR maiores (603 pb para LnPCR e 800 pb para
kDNA snPCR) apresentam também maior chance estatistica da fragmentac¢do ocorrer

em seus alvos.

O método kDNA PCR-Hibridiza¢do parece ser a melhor escolha dentre os métodos
avaliados por apresentar alta sensibilidade, distinguir L. (L.) chagasi de L. (V.)
braziliensis e evitar processos que utilizam duas amplificagdes (mais propensos a
contaminag¢do). Este método obteve os melhores resultados tanto no grupo de caes

onde o DNA foi extraido por fenol-cloroférmio quanto no grupo extraido por fervura.

A escolha do melhor método, entretanto, depende do tipo de informagao requerida, da

origem da amostra e das condi¢des do laboratoério.

Os resultados apresentados neste estudo apdiam a aplicabilidade do método do swab
conjuntival para o diagndstico da leishmaniose visceral canina. Este método associado
a extracdo de DNA por fenol-cloroformio e aos métodos de PCR mais sensiveis,

mostrou sensibilidades superiores a 90%.
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Four PCR assays for detection of Leishmania DNA in conjunctival swab samples were compared. All meth-
ods had two steps: a first amplification followed by hybridization or by a new amplification (nested or
seminested). Two methods (kDNA PCR-hybridization and kDNA snPCR) used primers targeted to the
minicircles of kinetoplast DNA (kDNA) and the other two methods to the coding (LnPCR) and intergenic
noncoding regions (ITS-1 nPCR) of ribosomal rRNA genes. kDNA PCR-hybridization was positive for 22/23
dogs (95.6%) and for 40/46 samples (86.9%), considering the right and the left conjunctivas. kDNA snPCR
was positive for 21/23 dogs (91.3%) and for 40/46 samples (86.9%). The ITS-1 nPCR and LnPCR were both
able to detect the parasites in 17/23 dogs (73.9%) and 29/46 (63%) and 30/46 (65.2%) samples. respec-
tively. The positivities of the kDNA based methods were significantly higher; however the choice of

Keywords:
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Diagnosis

Conjunctival swab

the best method will depend on the kind of information required with the diagnosis.

Visceral leishmaniasis (VL) in the New World is a zoonotic dis-
ease caused by Leishmania (Leishmania) chagasi (=L. infantum). Dogs
are considered the main domestic reservoir of the parasite consti-
tuting part of the epidemiological cycle of human transmission. VL
epidemiological control in Brazil involves the systematic treatment
of human cases, insecticide spraying within domestic and perido-
mestic habitations and elimination of seropositive dogs (Tesh,
1995). Correct diagnosis is important to avoid the disease trans-
mission or unnecessary culling of dogs.

PCR has been shown to be a specific method for the detection of
Leishmania DNA in a variety of clinical samples and to be more sen-
sitive than the classical procedures for canine VL diagnosis (Reith-
inger and Dujardin, 2007). In addition, PCR is an attractive
alternative method to follow-up vaccinated dogs (a leishmanial
vaccine for dogs was licensed in Brazil) since these animals would
test positive in the conventional serological tests. However, non
invasive samplings are desirable since they are simpler, painless
and more easily allowed by the dog-owners. An interesting ap-
proach in this context is the conjunctival swab procedure, a new
method for sample collection that uses a sterile swab for sampling
the dog conjunctivas. This method was shown to be highly sensi-
tive (Strauss-Ayali et al., 2004; Ferreira et al., 2008).

* Corresponding author. Tel.: +55 31 3069 3182; fax: +55 31 3069 3380,
E-mail addresses: marciapilatti@yahoo.com.br (M.M. Pilatti), vidasnino@yahoo.
combr (5.A. Ferreira), melo@icb.ufmgbr (M.N. Melo), antero@cdtnbr (AS.R.
Andrade).

0034-5288(8 - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doiz10.1016/j.rvsc.2009.02.005

@ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

A major concern in the development and implementation of
PCR for Leishmania diagnosis is the lack of standardization. Many
reports on PCR diagnosis of leishmaniasis have been published,
but very few studies have compared different protocols (Reithinger
and Dujardin, 2007). In this study, we compared the sensitivities of
four PCR assays used for Leishmania identification and previously
tested in clinical diagnosis and field studies. All PCR methods had
two steps: a first amplification followed by hybridization or by a
new amplification (nested or seminested). Two of the methods
(kDNA PCR-hybridization and kDMA snPCR) used primers ad-
dressed to kinetoplast minicircles and the other two methods used
primers to the coding (LnPCR) and intergenic noncoding regions
(ITS-1 nPCR) of the ribosomal rRNA genes.

The comparison was performed using a serial dilution of DNA
isolated from cultured promastigotes of L. (L.) chagasi (MHOM/
1973/BH46) and clinical samples obtained by the conjunctival
swab procedure. Twenty three symptomatic (according to Manci-
anti et al. (1988)) mongrel dogs, designated to compulsory eutha-
nasia were used. 'These selected dogs were positive for enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), indirect immunofluorescence
(IFAT) and the complement fixation reaction (CFR). Exfoliative epi-
thelial cells were collected from the right (R} and left (L) conjunc-
tivas of each animal using sterile cotton swabs. DNA purification
from cotton swabs samples was as described by Strauss-Ayali
et al. (2004). Ten healthy seronegative dogs, from a non endemic
area, were submitted to the same procedure and used as negative
controls.
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The kDNA PCR-hybridization assay was performed according
Ferreira et al. (2008). The target for amplification was a 120 base
pairs (bp) sequence of Leishmania kDNA minicircle conserved re-
gion (Degrave et al., 1994). For the hybridization step 10 pl of each
amplification product were spotted on a nylon membrane. Cloned
kDNA minicircles from L. (L) chagasi, labeled with **P[x]dCTP,
were used as probes. Hybridization conditions were as previously
described (Andrade et al., 2001). The kDNA seminested PCR (kDNA
snPCR) was performed as previously described (Morales et al.,
2002). Positive samples yielded a PCR product of 800 bp related
to the variable region of kDNA minicircles. The internal transcribed
spacer 1 nested PCR (1TS-1 nPCR) assay uses primers addressed to
internal transcribed spacer 1 (ITS-1) between the genes coding for
the small subunit ribosomal ribonucleic acid (S5U rRNA) and 5.85
rRNA. The first reaction was performed according Schonian et al.
(2003). Positive samples yielded a PCR product between 300 and
350 bp. For the second amplification 10 ul of a 1:40 dilution of
the first PCR product was added to 15 pl of PCR mix under the
same conditions as the first amplification but with the following
primers (15 pmol each): 5'-CATTTTCCGATGATTACACC-3' and 5'-
CGTTCTTCAACGAAATAGG-3'. After the second amplification posi-
tive samples yielded a PCR product between 280 and 330 bp. The
Leishmania nested PCR (LnPCR) uses primers addressed to the var-
iable region of SSU rRNA gene and was performed according Cruz
et al. (2002). Amplification products of 603 and 353 bp were pro-
duced in the first and second amplifications, respectively. For all
methods DNA samples of 1.0 pl and positive controls (with L (L.)
chagasi genomic DNA) at 1.0 ng/pul were used. All amplification
products were analyzed on 2% wiv agarose gels stained with ethi-
dium bromide. The results were analyzed using the Pearson chi
square test, The difference between the results was considered sig-
nificant with P value <0.05.

The preliminary comparison using purified L. (L.) chagasi DNA
showed that the kKDNA snPCR presented the best sensitivity detect-
ing up to 10 fg while all the other methods detected up to 100 fg
(Table 1). According to Vitale et al. (2004) 100 fg correspond to
DNA of a single parasite. In our hands the hybridization step in-
creased 10 times the sensitivity of the kDNA PCR-hybridization as-
say and the second amplification increased 1000 times the
sensitivities of the nested (ITS-1 nPCR and LnPCR) or seminested
(kDNA snPCR) methods.

These results did not correlate well with those obtained from
infected dogs by the conjunctival swab procedure (Table 2). The
kDNA PCR-hybridization was able to detect parasites in 22/23 dogs
(95.6%) and in 40/46 samples (86.9%), considering the right and the
left conjunctivas. The kDNA snPCR was positive for 21/23 dogs
(91.3%) and for 40/46 samples (86.9%). There was no statistical dif-
ference between the sensitivities of these two methods (p > 0.05).
The statistical analysis was based on the samples positivities. The
ITS-1 nPCR and LnPCR were both able to detect the parasites in
17/23 dogs (73.9%) and respectively 29/46 (63%) and 30/46

Table 1

(65.2%) of the samples. The positivities of the KDNA based methods
were significantly higher than the positivities obtained by the two
methods based on ribosomal rRNA genes (p < 0.05). The first step
(amplification) of the kDNA PCR-hybridization presented alone a
positivity (69.6%) similar to the ITS-1 nPCR and LnPCR methods
after the second amplification (73.9%). The nested (ITS-1 nPCR
and LnPCR) and seminested (kDNA snPCR) methods showed satis-
factory sensitivity only after the second amplification, since after
the first amplification these assays were all able to detect parasites
only in 7/23 dogs. Thirty percent of the samples in this study were
reanalyzed and the reproducibility was of 94%. The dogs of control
group were negative for all PCR methods and for the serological as-
says performed.

kDNA based methods were the most sensitive given that there
are ~10,000 minicircles per parasite (Barker, 1980), while the
SSU rRNA and ITS-1 targets have less than 200 copies per cell (Vill-
alba and Ramirez, 1982). The results with samples obtained by the
conjunctival swab (Table 2) showed that kDNA PCR-hybridization
and kDNA snPCR methods presented similar sensitivities, however,
kDNA PCR-hybridization assay has the advantage to allow sub-
genus identification by the use of sub-genus specific probes in
the hybridization step. Sub-genus specific probes allow the differ-
entiation between L (L.) chagasi and L. (Viannia) braziliensis that
had also been found infecting dogs, although very rarely (Andrade
et al., 2006). On the other hand, the kDMA snPCR primers are not
adequate to amplify L. (V.) braziliensis. The ITS-1 nPCR and LnPCR
showed similar sensitivities. This result is consistent with the sim-
ilar number of targets per cell for both assays. Nevertheless, the
ITS-1 nPCR allows species identification after restriction fragment
length polymorphism (RFLP) analysis of the PCR product (digested
by Haelll enzyme) whiles the LnPCR is useful when species identi-
fication is not required. ITS-1 nPCR positive samples in this study
were identified as L. (L.) chagasi (=L. infantum).

kDNA PCR-hybridization seems to be the best choice among the
assays evaluated due to the following reasons: it presents a high
sensitivity, is able to differentiate L. (L.) chagasi and L. (V.) brazilien-
sis and avoids procedures with two successive amplifications
(nested or seminested) that increase the likelihood of contamina-
tion. A drawback of this method is the need to use radioactive
material (in the hybridization step) requiring special facilities.
The kDNA snPCR, due to its high sensitivity, is also an attractive
alternative in areas where L. (V.) braziliensis is absent. The ITS-1
nPCR, although less sensitive, allows specie identification and is
an alternative for laboratories that do not intend to work with
radioactive material. For the IT5-1 nPCR assay an increase in the
DNA sample volume is desirable to improve its sensitivity. It must
be considered that the sensitivities of all PCR assays reported in
this study can be improved, as only 1.0 pul DNA sample was used
here and this volume can be increased at least to 10.0 pl.

As a whole, our results support the applicability of the conjunc-
tival swab for the canine leishmaniasis diagnosis, since this proce-

Sensitivity of the four PCR assays for detection of L. chagasi DNA extracted from cultured promastigotes.

Method Step Quantity of L. chagasi DNA
10ng 1ng 100 pg 10 pg 1pg 100 fg 10fg 1fg
kDNA PCR -hybridization PCR + + + + + - = =
Hybridization + + + + + e _ _
kDNA snPCR 1st reaction o + + + - = = =
2nd reaction + + + + + + + _
ITS-1 nPCR 1st reaction i + + - - = = =
2nd reaction + + + + + + = =
LnPCR 1st reaction + + + = = = = =
2nd reaction + + + + + + = =
+ Positive; — Negative.

Sci. (2009), doi:10.1016/j.rvsc.2009.02.005
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Considering right and left conjunctivas.

+ Positive, - Negative; L - Left conjunctiva, R - Right conjunctiva;

dure associated with the most sensitive PCR assays showed sensi-
tivities above of 90% for symptomatic dogs. The sensitivity of this
method for diagnosis of asymptomatic dogs is now under study.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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