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Resumo

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que apresentam
diferentes manifestacdes clinicas e grande diversidade epidemiologica. O
objetivo deste estudo foi o de padronizar a PCR, para diferenciar L. (L.)
chagasi de L. (V.) braziliensis em amostras bioldgicas, visto que ambas as
espécies sdo prevalentes no Estado de S&o Paulo. Este trabalho foi
dividido em trés partes. A primeira restringiu-se a escolha e avaliagdo dos
marcadores especificos e a padronizacdo da reacdo. Na segunda, avaliou-
se a PCR (PCR-L. (L.) chagasi) utilizando um marcador especifico para o
diagnoéstico da leishmaniose visceral americana (LVA) em 114 amostras
caninas (44 cées sintomaticos e 70 assintomaticos) em um estudo
prospectivo. A sensibilidade e especificidade da reacdo foram avaliadas a
partir dos métodos parasitologicos (microscopia direta e cultura in vitro).
Houve 92% de concordancia entre os métodos parasitologicos e a PCR-L.
(L.) chagasi. Das 61 amostras positivas na PCR-L. (L.) chagasi, 49 foram
positivas pelos métodos parasitolégicos. A especificidade também foi alta,
pois nao foram observadas reacdes positivas com outras espécies
utilizadas no controle. Nas amostras negativas de 61 cdes os métodos
parasitologicos foram positivos em 5 dessas amostras. Esses resultados
discordantes revelaram que estes animais poderiam estar com
leishmaniose tegumentar americana (LTA), o que foi confirmado pela PCR-
L. (V.) braziliensis positiva. Na terceira parte avaliou-se a PCR-L. (V.)
braziliensis em lesdes humanas. As amostras analisadas foram coletadas
de pacientes atendidos em ambulatérios da regido de Sorocaba, que é a
segunda regido de maior endemicidade para LTA no Estado de Séao Paulo.
Biopsias de lesbes de 109 pacientes foram analisadas por PCR-L. (V.)
braziliensis, métodos parasitologicos, reacdo intradérmica de Montenegro e

analise histopatoldgica. O diagnoéstico definitivo da LTA, baseado na analise



clinica e na visualizacdo do parasito, evidenciou 52 pacientes positivos e 57
negativos. A sensibilidade e a especificidade da PCR-L. (V.) braziliensis
foram de 96% e 100% respectivamente. Os métodos parasitologicos
apresentaram sensibilidade de 69% e especificidade de 100%. A reacao
intradérmica de Montenegro foi sensivel (100%), mas com baixa
especificidade  (65%). Estes resultados  falso-positivos  foram
correlacionados a possiveis reagfes cruzadas com outras infecgbes ou
reacao alérgica ao fenol, preservativo presente no antigeno. Este estudo
mostrou que a PCR & um meétodo altamente sensivel e especifico para
compor o diagnostico diferencial das leishmanioses e reforca a idéia da
inclusdo da PCR no diagnéstico das leishmanioses, visando determinar a

espécie de Leishmania envolvida na infeccéo.



Abstract

Leishmaniases are infectious diseases with different clinical manifestations
and widely epidemiological diversity. The aim of this study was to standardize
PCR to distinguish L. (L.) chagasi from L. (V.) braziliensis in biological
samples since both species are prevalent in S&o Paulo State. This study was
separated into three steps. The first was to choose and evaluate specific
markers, as well as to establish the reaction standardization. In the second
step, we evaluated the PCR (PCR-L. (L.) chagasi) ability to diagnose New
World visceral leishmaniasis (VL) and to distinguish L. (L.) chagasi from other
Leishmania species in domestic dogs. The reaction was evaluated in 114
dog samples (44 symptomatic and 70 asymptomatic dogs) in a prospective
study. Sensitivity and specificity were determined using the results of
parasitological methods (culture and microscopic examination). PCR-L. (L.)
chagasi and parasitological methods were concordant in 92% of samples. VL
was confirmed in 49 dogs, while 61 had negative results. Discordant results
were shown in 9 dogs, but were further tested by PCR-Leishmania sp with
positive results. VL was also confirmed in 5 of them. PCR-L. (L.) chagasi
also, showed high specificity detecting 61 dogs negative for VL. The 5 dogs
with positive culture and PCR-Leishmania sp had New World cutaneous
leishmaniasis (CL) since they were positive for PCR—L. (V.) braziliensis. The
third step of this study evaluated the efficacy of PCR (PCR-L. (V.)
braziliensis) in detecting Leishmania in patients with cutaneous lesions. The
results were compared to those obtained by traditional methods of CL
diagnosis (parasitological methods, Montenegro intradermal reaction and
histopathological analyses) in 109 biopsies from patients with cutaneous
lesions living in the Sorocaba, the second most endemic region of Sao Paulo
State. Definitive diagnosis, established by clinical and “consensus laboratory

criteria” (positive culture, stained tissue smears or PCR), determined 52



patients with CL and 57 with other etiologies. The sensitivity and specificity of
PCR-L. (V.) braziliensis were 96% and 100%, respectively. The
parasitological methods showed sensitivity of 69% and specificity of 100%.
Montenegro intradermal tests were highly sensitive (100%) but with low
specificity (65%). These false-positive results could be related to possible
cross-reactions with other infections or allergenic response to phenol, the
preservative present in the Montenegro reagent. This study confirmed the
high sensitivity and specificity of PCR for differential diagnosis of
leishmaniases and showed the importance of including PCR for species

identification.
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1. Introducéo

As leishmanioses constituem um grupo de zoonoses causadas
por protozoarios do género Leishmania. Apresentam grande complexidade
nas caracteristicas bioldgicas e geram diferentes graus de especificidade e
interacdo com seus hospedeiros. Representam um sério problema de
saude publica mundial. A doenca pode acometer a pele, mucosas e
visceras do homem, de animais domeésticos e silvestres em diferentes

regides do planeta (Grimaldi e Tesh, 1993).

1.1. Morfologia

Leishmania é um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Possui dois estagios distintos em seu ciclo de vida. (1)
amastigota, quando o parasito € intracelular, multiplica-se nos macréfagos
dos hospedeiros mamiferos. Apresenta forma oval medindo de 2 a 5 um de
diametro, flagelo curto e interiorizado, nucleo arredondado e excéntrico
(figura 1A). (2) Promastigota, quando se desenvolve no tubo digestivo do
hospedeiro invertebrado (flebotomineos) e em meios de cultura. Possui
forma alongada medindo de 10 a 15 um de comprimento e 1,5 a 3,5 um de
largura (figura 1B) (Grimaldi e Tesh, 1993; Pearson et al., 2000; Rey et al.,
2001).
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Figura 1. — Formas evolutivas de Leishmania - A: amastigota e B:

promastigota. Fonte: www.who.int/tdr
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1.2. Transmisséo e ciclo biolégico

Os transmissores das leishmanioses sdo insetos da familia
Psychodidae, sub-familia Phlebotominae. Sdo pequenos dipteros, pilosos e
de cor-palha ou castanho-claro. Adotam a postura das asas abertas e
ligeiramente levantadas, dando-lhes um aspecto peculiar, justificando seus
nomes popularmente conhecidos no Nordeste brasileiro como
“cangalhinha”, “orelha-de-veado”, “asa-dura”; no Sul como “mosquito-
palha”, “birigui”; e na Amazonia, “tatuira”. (Aguiar et al., 1986; Basano e
Camargo, 2004).

Na América do Sul a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
causada pelas principais espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e
L. (V.) guyanensis tem como vetores as espécies Lutzomyia migonei, Lu.
flaviscutellata, Lu whitmani, Lu intermedia, Lu. umbratilis (Degrave et al.,
1994; Passos et al., 1999; Ashford, 2000). A leishmaniose visceral tem
como transmissores cerca de 30 espécies de flebotomineos no mundo
(Desjeux, 1996). Nas Américas o principal vetor € Lutzomyia longipalpis
(Laison & Shaw, 1987; Galati, 1997; Santos et al., 1998; Dos Santos et al.,
2003).

Os protozoarios sao transmitidos dos hospedeiros invertebrados
para hospedeiros vertebrados a partir da picada da fémea do flebotomineo
infectada, que busca alimento (repasto sangiineo) durante a maturacao
dos ovos. Ao picar o vertebrado, a fémea regurgita as formas promastigotas
metaciclicas infectantes do parasito que misturam-se a saliva (Figura 2). A
saliva tem papel modulador da resposta imunoldgica do hospedeiro,
facilitando o sucesso da infeccdo e a sobrevivéncia do parasito no sangue
do hospedeiro vertebrado (Bogdan et al., 1990; Grimaldi e Tesh, 1993; Zer
et al., 2001; Ramos-e-Silva e Jacques, 2002).
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Nas Ameéricas cerca de 40 mamiferos silvestres, geralmente
roedores e marsupiais, ja foram encontrados parasitados por Leishmania.
Alguns considerados reservatérios naturais do parasito (Forattini et al.,
1972; Falqueto e Sessa, 1991; Klaus et al., 1999; Brandao-Filho e Shaw,
2006).

Na pele do hospedeiro vertebrado os promastigotas sé&o
rapidamente fagocitados por macréfagos e no seu interior se transformam
em amastigotas. Sofrem divisdo binaria formando grandes aglomerados,
rompendo o macrofago, onde serdo novamente fagocitados por outros
macrofagos. Todas as espécies de Leishmania que infectam mamiferos
sao parasitos intracelulares do sistema fagocitico mononuclear. No decurso
das relacdes parasito-hospedeiro, seja no sentido da cura, seja nas
diferentes manifestacdes clinicas, os fatores genéticos do parasito ou do
hospedeiro terdo seu papel fundamental na modulacdo das reacles
imunologicas (Bittencourt et al.,, 1996; Amato et al., 1998; Rittig e Bogdan,
2000).

A transmissao do parasito do hospedeiro vertebrado para o inseto
se da quando o inseto vetor pica 0 homem ou um animal parasitado. Retira
juntamente com o sangue ou linfa intersticial as formas amastigotas. Dentro
do tubo digestivo os parasitos passardo por formas variadas desde
amastigotas tipicas, esferomastigotas e por organismos piriformes ou
fusiformes, até alcancarem a configuragcdo promastigota que sdo ativas
pelos movimentos flagelares. Os promastigotas se multiplicam por divisdo
binaria, formando grandes aglomerados com aspecto de rosaceas, invadem
as porcdes anteriores do estdmago, proventriculo e eséfago do
flebotomineo (Figura 2) (Bogdan et al., 1990; Grimaldi e Tesh, 1993; Zer et
al., 2001; Rey 2001; Ramos-Silva e Jacques, 2002).

Fatores ecoldgicos importantes refletem no processo sinantrépico

gue envolve o homem, animais e 0s insetos vetores. Entre esses pode-se
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citar o grau de degradacdo ambiental, a disponibilidade de fonte continua
de alimentos, as adaptacdes que supostamente podem desenvolver esses
parasitos e que podem traduzir mudancas na sua infectividade,
patogenicidade e viruléncia, refletindo na forma clinica e na resposta

terapéutica (Gomes, 1992).

Figura 2. Ciclo biologico de Leishmania sp.
Fonte: www.who.int/tdr/disease/leish/lifecycle.htm.

1.3. Classificagao e nomenclatura

A classificacdo e a nomenclatura das espécies de Leishmania
distribuidas no Novo Mundo foram baseadas na distribuicdo geogréfica e
no tipo de lesdes que causam ao homem (Quadro 1).

Outras espécies da América do Sul como L. (V.) equatoriensis, L
(L.) hertigi, L.(L.) deanei, L. (L.) aristedesi e L. (L.) forattinii foram descritas
até agora apenas em animais silvestres (Cupollilo et al., 1998).

Recentemente foi descrita uma nova espécie, a L. (V.) lindenbergi
isolada de soldados por ocasido de um surto de leishmaniose no Estado do

Para, Brasil (Silveira et al., 2002).
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Quadro 1: Principais agentes etioldgicos, manifestacdes clinicas e distribuicdo geografica das leishmanioses no Novo Mundo®.

Espécie

LesOes causadas no homem

Distribuicdo geogréfica

L. (Viannia) braziliensis
L (V.) peruviana
L.(V.) guyanensis

L. (V.) panamensis

L. (V.) lainsoni

L. (V.) shawi

L. (V.) naiffi

L. (V.) colombiensis

L. (Leishmania) mexicana
L. (L.) amazonensis

L. (L.) pifanoi

L. (L.) venezuelensis

L. (L.) garnhami

L. (L.) infantum = L. (L.)

chagasi

Cutaneas e mucosas

Predominantemente cutaneas
Predominantemente cutaneas
Predominantemente cutaneas
Casos raros com lesbes cuténeas
Casos raros com les@es cutaneas
Casos raros com les@es cutaneas
Cutaneas e mucosas

Cutaneas eventualmente mucosas difusas
Cutaneas eventualmente cutaneas difusas

Cutaneas eventualmente cutaneas difusas
Cutaneas

Predominantemente cutaneas

Lesdes viscerais (calazar)

Ameérica Central e do Sul até o norte da Argentina

Altos vales andinos e encosta ocidental dos Andes
Noroeste e Norte da América do Sul até o rio Amazonas
América Central e costa pacifica da América do Sul
Norte do Estado do Para

Regidao Amazébnica

Regidao Amazébnica

Colébmbia Panama e Venezuela

México e América Central

América Central, Norte, Nordeste, Centro Oeste?; Sudeste® e Sul do
Brasil.

Venezuela
Venezuela

Andes Venezuelanos

Sul do México ao Norte da Argentina, com predominancia no
Nordeste Brasileiro.

'Segundo Marzochi et al., 1999; ?Dorval et al, 2006; *Taniguchi et al., 2005.
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1.3.1. Subgénero Viannia

1.3.1.1. Complexo L.(V.) braziliensis

As espécies mais freqlentes que causam a leishmaniose
tegumentar no Brasil sdo L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. Sao
responsaveis pela forma cuténea localizada, causando uma leséo na pele
que pode-se curar espontaneamente ap0s algumas semanas ou meses.

L. (V.) braziliensis pode desenvolver a forma mucocutanea que se
inicia com Ulcera priméaria de pele que pode desenvolver metastases na
regidao oronasal, causando grande destruicdo de tecidos e, que em alguns
casos, sado extremamente mutilantes (Gontijo e Carvalho, 2003; Basano e
Camargo, 2004; Pinheiro, 2004). Em geral cada espécie de Leishmania
desencadeia manifestacéo clinica caracteristica, entretanto é importante
mencionar que diferentes espécies podem apresentar formas clinicas da
doenca de modo semelhantes, considerando fatores relacionados a
resposta imune do hospedeiro.

L. (V.) guyanensis € mais freqiiente nos Estados do Amazonas e
Mato Grosso (Lainson e Shaw, 1987; Delgado et al., 1997; Romero et al.,
2002). Diversas espécies do subgénero Viannia como L. (V.) lainsoni, L.
(V.) shawi, L. (V.) naiffi, L. (V.) colombiensis e L. (V.) equatoriensis foram
isoladas de animais silvestres na Regido Amazonica e paises vizinhos, mas
raramente infectam o homem (Passos et al.,, 1999; Andrade et al., 2001,

Rey et al., 2001).
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1.3.2. Subgénero Leishmania

1.3.2.1. Complexo L. (L.) mexicana

No Brasil a Unica espécie deste subgénero responsavel por
lesBes cutdneas e mucosas € L. (L) amazonensis. Produz lesGes cutaneas
Gnicas ou em pequeno numero. Nao produz metdstases mucosas, mas
pode causar a leishmaniose cutaneo-difusa ou forma disseminada da
doenca em individuos imunossuprimidos As lesbes causadas por L. (L.)
amazonensis apresentam grande numero de parasitos (Gomes, 1992;

Pinheiro, 2004).

1.3.2.2. Complexo L. (L.) donovani

As espécies responsaveis pela leishmaniose visceral sdo: (i)
Leishmania (L.) donovani encontrada em paises da Africa Oriental e
asiaticos, principalmente India, Paquistio e Bangladesh. Infecta
preferencialmente individuos adultos, sendo conhecida como calazar
indiano; (i) Leishmania (L.) infantum, encontrada em areas do
Mediterraneo, Africa Oriental, Oriente, Norte da Asia e da China. Infecta
preferencialmente criancas sendo conhecida como calazar infantil; (i)
Leishmania (L.) chagasi, responsavel pela leishmaniose visceral das
Américas (LVA) ou calazar americano. Infecta indistintamente adultos e
criangas. O nome da espécie foi criado na suposicdo de tratar-se de
espécie distinta e presente na regido antes da colonizacdo européia.
Acredita-se agora que Leishmania (L.) infantum foi trazida da Regido
Mediterranea por cdaes infectados que acompanhavam o0s imigrantes

europeus. As pesquisas baseadas em anadlises enzimaticas e genéticas
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revelaram que as diferencas entre as duas espécies sdo tdo pequenas que
nao justificam diferencia-las. Sendo assim, a maioria dos autores considera
L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi a mesma espécie (Killick-Kendrik et al.,
1980; Lopes et al., 1984; Lopes e Wirth, 1986; Lainson e Shaw, 1987;
Marzochi e Marzochi, 1994; Mauricio et. al., 1999 e 2006).

1.4. Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses constituem uma das sete prioridades da
Organizacdo Mundial de Saude. Estimativas indicam que existem cerca de
400.000 novos casos anuais, 12 milhées de individuos estéo infectados e
350 milhdes de individuos estdo expostos a doenca (Desjeux, 1996; WHO,
2007).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é assinalada em
quase todo o hemisfério ocidental do continente Americano, desde o
México até o norte da Republica Argentina. A prevaléncia das
leishmanioses no mundo € baseada em notificacbes e publicacdes de
casos (WHO, 1990; Desjeux, 1996).

Nos ultimos anos, o Brasil registrou uma média de 30 mil casos
anuais no Rio de Janeiro, Bahia, Amazonas, Mato Grosso, Parana e Sao
Paulo. Embora novos casos da infeccdo devam ser notificados para os
orgaos oficiais, muitas vezes a informacédo é negligenciada fazendo com
gue os dados oficiais sejam subestimados. As principais causas da
subnotificacdo s&@o: casos oligossintomaticos, desinformacdo de
profissionais da importancia da notificacdo e falta ou erro no diagnéstico.
(Salman et al., 1999; Marzochi et al., 1999; Desjeux, 1996; FUNASA, 2002;
Carvalho et al., 2006).

No Estado de Sdo Paulo, a partir de 1907 a LTA surgiu de forma

epidémica entre os trabalhadores da construcdo da estrada de ferro
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Noroeste do Brasil, na extensdo das linhas da Companhia Paulista de
Estradas de Ferro e da Estrada de Ferro Sorocabana. Atualmente o
conceito classico de transmissdo esta se modificando. Embora se
mantenha a relacdo-proximidade da casa com a mata e a associacdo do
homem invadindo o ambiente silvestre, a doenga vem se manifestando em

todas as faixas etéarias e indistintamente entre sexos (Tolezano, 1994).

A leishmaniose visceral € uma das seis doencas endémicas mais
importantes do mundo, pela alta incidéncia e mortalidade principalmente
entre criancas desnutridas e individuos imunocomprometidos como o0s
pacientes com AIDS (Alencar et al.,, 1991). Tem distribuicdo geografica
mundial ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e Américas, com
excecdo do continente Oceania. Nas Américas, a leishmaniose visceral
(LVA) tem ampla distribuicdo desde o sul dos Estados Unidos até o norte
da Argentina. E uma zoonose tendo o cdo como um dos principais

reservatorios no ambiente domeéstico (Deane e Deane, 1964).

No Brasil ja foi descrita em véarias regides rurais, periurbanas e
urbanas de grandes centros como Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Corumbé& (MS) entre outros. Atualmente é endémica
em 19 dos 27 estados brasileiros (Ministério da Saude, 2007). Até 1998, no
Estado de Sdo Paulo a doenca ocorria somente como casos esporadicos,
cujas investigacdes posteriores revelaram tratar-se de “importados”. Em
1998, no municipio de Aracatuba, regido oeste foi detectado o primeiro
caso canino autéctone do Estado de S&o Paulo e a presenca do vetor
Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912; Galimbertti et al., 1993;
Tolezano et al., 1999). Em 1999 surgiu o0 primeiro caso humano autoctone
nesta regido (Savani et al., 1999; CVE/SES, 2007). Desde entdo, observa-

se a expansado da doenca a medida que se verifica a adaptacdo do vetor a
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zonas urbanas (Camargo - Neves et al., 2001; Camargo - Neves e Gomes,

2002).

1.5. Patogenia das leishmanioses em humanos

Os diferentes grupos de Leishmania apresentam diferentes
caracteristicas quanto a infectividade e viruléncia. A patogenicidade varia
de acordo com a espécie de Leishmania envolvida, as condicdes genéticas
e 0S mecanismos de regulacdo imunolégica do hospedeiro. Todas estas
caracteristicas contribuem para a diversidade dos quadros clinicos da
doencga como lesdes discretas e localizadas evoluindo para cura ou para o
desenvolvimento de metastases (Grimaldi e Tesh, 1993; Marzochi e

Marzochi, 1994; Grevelink e Lerner, 1996; Silveira et al., 1998).

1.5.1. Leishmaniose tegumentar americana

A evolucao da LTA depende da resposta do hospedeiro a partir
do local da picada do vetor e a localizacdo das lesdes (Marzochi e
Marzochi, 1994). As lesdes comecam como uma infeccdo localizada e
evoluem para disseminada ou difusa, dependendo da espécie de
Leishmania e das deficiéncias de resposta celular do hospedeiro (Grimaldi

et al., 1987; 1989; Grimaldi e Tesh, 1993; Gontijo e Carvalho, 2003).

L. (V.) braziliensis é responsavel por lesdes cutaneas e mucosas,
que podem recidivar apés o tratamento e cura (Passos et al., 1999;

Andrade et al., 2001).
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As lesbes sdo exclusivamente de pele e localizam-se
preferencialmente nas partes descobertas do corpo e que sdo mais
expostas as picadas dos flebotomineos. Neste local observa-se destruicdo
celular e reacéo inflamatodria. A inflamacéo cutanea evolui para necrose
formando Ulceras arredondadas ou ovaladas de aspecto raso ou profundo.
As bordas das lesdes séo salientes, enduradas e com limites internos. Sao
chamados de “talhados a pique” (Rey, 2001). Outras formas podem
também surgir como impetigoide, liquendide, tuberculosa, lupoide, nodular,
vegetante, ectimatdide ou em crostas (Amim e Manisali, 2000; Gontijo e
Carvalho, 2003). A ocorréncia de linfoadenopatia regional geralmente
precede o surgimento das ulceragdes por uma a doze semanas. Na maioria
dos casos a infeccdo progride e, apos um periodo de laténcia clinica que
pode durar até varios meses, surgem lesdes cutaneas e/ou mucosas
devido a disseminacdo hematogénica e/ou linfatica (Dowlati, 1996; Salman
et al., 1999; Gontijo e Carvalho, 2003). As Figuras 3A e 3B mostram uma

lesé@o ulcerosa e lesdes Ulcero-crostosas, respectivamente.

Figura 3. A: Leséo ulcerosa de uma paciente em area endémica de Sorocaba, SP.
B: Lesdes ulcero-crostosas localizadas na face e entre os dedos da méo direita de
uma crianca em area endémica de Itu, SP. Fonte: Documentério Instituto Adolfo
Lutz - Sorocaba -SP.
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A leishmaniose mucosa € a variacao clinica mais prevalente na
Ameérica do Sul. As manifesta¢gfes incluem acometimento de pilares e uvula
com aumento de volume, hiperemia, rugosidades e Ulceras superficiais
(Marsden, 1986). Caracteriza-se por nodulos sintomaticos mais frequentes
em membros inferiores com posterior ulceracao e frequientemente linfangite.
Estima-se que 5% dos pacientes desenvolvam lesdes secundérias no
complexo naso-faringeo como obstrucdo nasal, perfuracdo de septo e
destruicdo da cartilagem nasal (Marsden, 1986; Schubach et al., 1998a;
Marzochi et al., 1999; Amim e Manisali, 2000; Di Lella et al., 2006).

As lesbes mucosas sdo clinicamente definidas pelo
comprometimento do revestimento mucoso das vias aéreas superiores. Os
mais comprometidos sdo: septo cartilaginoso, corneto nasais, palato mole,
gueda da piramide nasal, Uvula, faringe e laringe. Nestes locais as lesdes
sdo ulcerosas, perfurantes, vegetantes ou necroticas (Figura 4A). Nas
formas mais graves compromete a estrutura 6ssea da face ocasionando
problemas na degluticdo, fonacdo, respiracdo e alteracao estética. Estes

sintomas podem levar o paciente a morte (Marsden, 1986; Motta et al.,

2007)

1.5.2. Leishmaniose visceral americana

Determinar a fase inicial da leishmaniose visceral é praticamente
impossivel devido a inexisténcia de sintomatologia clinica. No local da
picada pode ocorrer uma lesdo primaria como uma papula de cor palida ou
ligeiramente pigmentada, que pode desaparecer sem qualquer tratamento
ou outra manifestacéo clinica. Gradualmente, quase imperceptivelmente e,
dependendo da resposta imune do hospedeiro, alguns sintomas podem

surgir. O periodo de incubacdo € muito variavel, situando-se de 10 dias a
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oito meses ou até trés anos (Marsden, 1986; Amim e Manisali, 2000; Di
Lella, 2006).

As formas clinicas podem variar como a assintomatica,
oligossintomatica ou classica. A forma assintomatica caracteriza-se por nao
apresentar nenhuma manifestacdo clinica. E diagnosticada somente em
inquéritos soroldgicos em &reas de transmissédo. A forma oligossintomatica
caracteriza-se pela presenca de sinais ou sintomas como febre,
hepatomegalia, diarréia e anemia discreta. Estes sintomas podem persistir
por cerca de trés a seis meses, podendo evoluir para a cura clinica
espontanea ou para a doenca plenamente que pode se manifestar num
periodo de dois a 15 meses. A forma classica caracteriza-se por
manifestagbes clinicas exacerbadas como hepatoesplenomegalia, febre,
comprometimento do estado geral, perda de peso progressiva, anorexia e
astenia. As alteracdes dos exames laboratoriais mais significativas sao
anemia, leucopenia e/ou plaquetopenia e hipergamaglobulinemia. As
complicagcbes associadas a broncopneumonia, gastroenterites, septicemias

e hemorragias contribuem para o aumento da mortalidade (Figura 4B).

Figura 4. A: Lesdo com comprometimento do septo cartilaginoso. Fonte: Aula Prof.
Valdir Sabbaga Amato. http://www.cve.saude.sp.gov.br. B: Hepato-esplenomegalia
em um garoto brasileiro de 4 anos de idade com leishmaniose visceral.
www.vet.uga.edu/VPP/NSEP/Brazil2002/leishmania/Port/Leish09.htm
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1.5.3. Co-infec¢éo com o virus HIV

A leishmaniose € considerada uma zoonose emergente e
reemergente (Ashford, 2000) e a co-infec¢éo de Leishmania sp e HIV ocorre
em diversas partes do mundo. No sul da Europa, 2 a 9% dos pacientes com
AIDS desenvolvem leishmaniose visceral, principalmente Italia apresentando
alta prevaléncia (WHO/Leish/1996; Gradoni et al.,, 1996). No Brasil a co-
infeccdo LTA mucocutanea e AIDS foi descrita pela primeira vez em 1987
em um paciente proveniente do Estado do Rio de Janeiro (Coura et al.,
1987; Machado et al., 1992).

Na infeccdo por HIV observa-se progressiva desregulacéo do
sistema imunoldgico, com desvio da resposta celular tipo Thl para a
humoral tipo Th2, o que é favoravel para a replicacdo e disseminacéo de
organismos intracelulares, como € o caso de Leishmania (Da Cruz et al.,
2000; Sampaio et al., 2002; Ministério da Saude-MVC-LVA - SP, 2007).

Nos pacientes com AIDS séo descritas manifestacdes clinicas ndo
usuais de casos de LVA por L. (L.) chagasi como lesdes cutaneas, episédios
de sinusite e pneumonia (Machado et al., 1992; Postigo et al., 1997; Rabello
et al., 1998; Orsini et al., 2002). Nos casos de LTA cutaneo por Leishmania
(V.) brazilieinsis os pacientes apresentam diversidade clinica, quadros
graves, disseminacao e refratariedade ao tratamento habitual (Gorgola et al.

1993; Sampaio et al., 2002; Di Lella, 2006).

1.6. Patogenia das leishmanioses em animais domésti  cos
A patogenia e sintomatologia da forma cutanea da LTA nos

animais domésticos sao muito semelhantes as dos humanos. Os animais

acometidos podem apresentar lesdo Unica ou multipla, podendo ser
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ulceradas, vegetantes ou crostosas. As lesdes surgem em regides do corpo
mais desprotegidas de pélos. Nos cées, equinos e felinos, as lesbes
ocorrem nas pontas das orelhas, olhos, labios, narinas, regido anal e
genitalias (Figura 5A) (Barros et al., 1985; Ramos-e-Silva e Jacques, 2002)

Como nos humanos, o estado imunoldgico do animal determina o
processo patogénico da doenca. Pode evoluir para cura espontanea ou
desencadear quadros graves como lesdes bucais, lesbes abertas sujeitas a
infeccbes secundarias por fungos e bactérias levando o animal a debilidade
e morte.

A ocorréncia de LTA em humanos e caes simultaneamente em
areas endémicas sugere questionamentos sobre o papel do cdo no ciclo de
transmissdo do parasito. Reithinger et al. (1999) sugeriram a investigacao
ndo sO nos caes e outros animais domeésticos, mas também nos vetores e
animais silvestres que freqientam o peridomicilio, bem como a persisténcia
da infeccdo em cées e sua possivel relagcdo com a infeccao.

Nas éareas urbanas pelo fato de ndo ter sido identificado
claramente até o momento o principal reservatorio, varios autores
incriminam 0s cdes como reservatério nas areas peridomiciliares e
domiciliares (Barros et al., 1985; Falqueto et al., 1986; Sessa et al., 1994).
Outros autores acreditam que o “reservatorio” configura-se no equilibrio
entre 0 hospedeiro e o parasito, fato que ndo ocorre no cédo (Ashford,
1996). Portanto torna-se dificil afirmar que o cdo desempenhe este papel,
visto que 0 mesmo apresenta sintomatologia. Nas areas endémicas no
Estado de Séo Paulo, seja area rural, periurbana ou urbana a transmissao
ainda envolve os fatores classicos primarios como a presenca da mata e/ou
residuo de mata, do inseto vetor, animais silvestres e 0 homem interagindo
cOm 0S Mesmos.

Estudos realizados por Savani et al. (1999) em cées errantes do

Estado de Sdo Paulo demonstraram que, mesmo em areas de alto risco,
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estes ndo apresentaram nenhuma relagdo com o ciclo de transmisséo e
seu papel é irrelevante como fonte de infeccéo.

Céaes portadores de LVA apresentam lesfes cutaneas, alopecia
com descamacdo eczematosa, principalmente na regido dos olhos, nas
articulacoes e pregas da pele. As areas sem pélos favorecem o ataque do
vetor e quando ha lesbes, estas séo ricas em parasitos (Ashford et al.,
1996). Os sinais clinicos classicos na maioria dos casos sintomaticos é o
crescimento exagerado das unhas (onicogrifose), lesdes oculares
(ceratoconjuntivite bilateral, uveite e glaucoma), anorexia, febre irregular,
apatia, polipnéia, palidez de mucosas, caquexia, linfoadenopatia
generalizada, leucopenia, hepatoesplenomegalia, rachaduras no coxim
plantar, coriza, edema nas patas, neuralgia, poliartrite, polimiosite, lesdes
0sseas e hemorragias por trombocitopenia. Frequentemente a doenca
progride para a morte (Figuras 5B e 5C) (Deane e Deane, 1955; CVE-Inf.
Técnico-LVA-SP, 2007). Assim como o homem, as trés formas clinicas
podem ser evidenciadas na LVA canina. Na forma sintomatica, os animais
apresentam o0s sinais clinicos classicos citados acima, altos titulos de
anticorpos para antigenos brutos como lisados de Leishmania sp ou
antigenos especificos como o rK39. Na forma oligossintoméatica exibem
sinais clinicos pouco caracteristicos e baixos titulos de anticorpos. Podem
evoluir para a cura ou desenvolver a doenca, quase sempre apos um longo
periodo de incubacdo. Na forma assintomatica ndo apresentam sinais
clinicos, porém os exames sorologicos e parasitolégicos sao positivos
(Berrahal et al., 1996; Chatterjee et al., 1999; CVE-Inf. Técnico-LVA-SP,
2007).
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Figura 5. A: Cado com LTA apresentando lesdo na orelha. B e C: Cdes com LVA
apresentando caquexia acentuada, alopecia com descamacdo eczematosa, lesdes
de pele e onicogrifose. Fonte: Foto gentiimente cedida pelo Prof. Dr. José Eduardo
Tolezano, Instituto Adolfo Lutz, SP.

1.7. Tratamento

O tratamento das formas cutaneas visa o controle clinico dos
doentes evitando as recidivas e a evolugdo para a forma mucocutanea.
Desta forma, previne-se o0 aparecimento de lesdes mutilantes (Koff e
Rosen, 1994; Marzochi et al., 1999; Da Cruz e Azeredo Coutinho, 2001).

Apesar da diversidade de espécies de Leishmania e da variedade
de formas clinicas, do ponto de vista terapéutico, todas sao submetidas aos
mesmos medicamentos. No entanto, diferem quanto a sensibilidade aos
guimioterapicos (Botelho et al., 1998; Machado et al., 2002). A droga de
primeira escolha € o antimonial pentavalente antimoniato de N-metil-
glucamina, comercialmente conhecido como Glucantime®. Nao havendo

resposta satisfatoria, as drogas de segunda escolha sédo a anfotericina B e

anfotericina B lipossomal e a de terceira escolha é a pentamidina (Castro,

35



1972; Amato et al., 1996; Moskowitz e Kurban, 1999; WHO, 2007; Minodier
et al. 2007).

O esquema terapéutico difere entre alguns Estados do Brasil, mas
seguem a orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude e do Ministério da
Saude (WHO, 2007). Pacientes em tratamento necessitam de avaliacao
clinica antes, durante e apés o tratamento devido aos efeitos colaterais,
cardiotoxicos, hepatotdéxicos e nefrotoxicos que o0s medicamentos
desencadeiam (Marsden, 1986; Marzochi et al., 1999; Rodrigues et al.,
1999; Ribeiro et al., 1999).

O tratamento de cédes com leishmanioses (LTA e LVA) nao
apresentam bons resultados, porque mesmo que o cao melhore seu quadro
clinico, o protozoario permanece no seu organismo com a possibilidade de
induzir resisténcia dos parasitos as drogas empregadas, o que dificultaria
ainda mais o tratamento em humanos. O cdo continuaria sendo o
reservatorio e uma importante fonte de contaminacéo para os vetores. Além
disso, € um tratamento caro e prolongado que exige do proprietario

responsavel um compromisso muito grande (APASFA, 2008; WHO, 2007).

1.8. Diagnéstico das leishmanioses

O diagnostico € composto pelos achados clinicos, a histéria

epidemioldgica e os testes laboratoriais (Furtado, 1980; Gontijo e Carvalho,

2003). Contudo, como o diagnadstico laboratorial é pertinente ao tema desta

tese, somente ele sera relatado nesta Introdugéo.
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1.8.1. Diagnéstico laboratorial

1.8.1.1. Métodos parasitoldgicos

A pesquisa direta ou andlise microscopica demonstra a presenca
de amastigotas e pode ser realizada em diferentes amostras biolégicas. Na
leishmaniose tegumentar as amostras comumente sao obtidas da lesao por
escarificacdo, aspiracdo ou biopsia. Na leishmaniose visceral, por pun¢des
de medula Ossea, linfonodos ou baco. Estes materiais sdo fixados em
lamina por “imprint” ou aposicéo e corados por Giemsa ou Leishman (Navin
et al., 1990; Marzochi et al., 1999; Genaro, 2002).

O exame histopatologico revela a presenca ou ndo de infiltrado
inflamaté6rio granulomatoso linfohistiocitario e células parasitadas por
amastigotas em amostras provenientes de biopsias (Magalhdes, 1986;
Mehregan e Mehregan, 1999; Safaei et al., 2002).

O isolamento de Leishmania pode ser realizado in vitro, a partir
dos diferentes materiais bioldégicos semeados em meios de cultura
especificos para Leishmania como NNN ou Ducrey. Pode também ser
realizado in vivo por meio de inoculacdo em animais de laboratorio
(Marzochi et al., 1999).

Os métodos parasitolégicos sao considerados de exceléncia para
o diagndstico das leishmanioses, pois é o diagnostico de certeza, devido a
demonstracdo do parasito. Entretanto, alguns fatores devem ser
considerados. Ndo sdo capazes de identificar a espécie na infeccédo, fator
importante para definir a doenca. No caso de lesdes cutaneas, a
probabilidade de encontrar o parasito € inversamente proporcional ao
tempo da lesdo. A sensibilidade dos métodos parasitolégicos em infeccdes
por L. (V.) braziliensis estd em torno de 100% nos primeiros meses de

evolugao, 75% aos seis meses e 20% acima de 12 meses (Reed, 1996;
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Marzochi et al., 1999; Salman et al., 1999). O isolamento dos parasitos por
meio da cultura apresenta sensibilidade em torno de 20 a 40%, isto ocorre
pela escassez dos parasitos nas amostras biologicas e o alto indice de
contaminacdo (Rodrigues et al.,, 1994; Berman, 1997; Marzochi et al.,
1999). Os exames histopatologicos apresentam sensibilidade em torno de
50%. Diferenciam o resultado positivo, onde o parasito é evidenciado, do
resultado sugestivo, onde se descrevem apenas as alteracOes
histopatoldgicas, caracteristicas que nado definem o diagnostico (Mehregan
e Mehregan, 1999; Pirmez et al., 1999; Raso e Genaro, 2000; Ramos-e-
Silva e Jacques, 2002).

1.8.1.2. Métodos imunoldgicos

Véarias reacdes imunolégicas foram desenvolvidas para o
diagnéstico das leishmanioses. As mais utilizadas s&o: reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
“western blot”, hemaglutinagéo direta, difusdo em gel, radioimunoensaio,
citometria de fluxo para deteccdo de anticorpos anti-L. (V.) braziliensis
(Anthony at al., 1980; Kar, 1995; Goncalves et al., 2002; Rocha et al.,
2002). Sao testes relativamente sensiveis, porém pouco especificos pela
presenca de reacdes cruzadas com antigenos de outros tripanosomatideos
(Grimaldi et al.,, 1987; Grimaldi e Tesh, 1993; Kar, 1995). Os testes
imunoldgicos sdo recomendados como complementacdo diagnéstica e
controle de cura, mas também nao séo capazes de distinguir a espécie de
Leishmania (CVE-Inf. Técnico-LVA-SP, 2007).

A reacéo intradérmica de Montenegro (IDRM) € um teste utilizado
com relativa frequéncia para o diagnostico da LTA. O teste consiste na

injecdo intradérmica de 0,1 a 0,2 mL de uma suspensdo de promastigotas
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para a inducdo da resposta de hipersensibilidade tardia. Apés 48 a 72
horas, pacientes tanto infectados assintomaticos como sintomaticos podem
apresentar uma papula endurecida superior a 5 mm de diametro (Salman et
al., 1999). A positividade do teste é de 97% em pacientes que tém ou
tiveram a doenca, o que limita seu valor diagnostico para as regides
endémicas (Kar, 1995; Deps, 1998; Machado et al., 2002). Contudo, pode
ser negativo na fase precoce da infeccdo, em pacientes imunodeprimidos e
nas leishmanioses difusa e visceral (Salman et al., 1999; Ramos-e-Silva e
Jacques, 2002).

O teste cutaneo é preparado mais comumente com promastigotas
integros suspensos em solugdo salina fenolada. Alguns pacientes
apresentam alta sensibilidade ao fenol, ocorrendo no local da aplicacéo
uma reacao falso-positiva muito exacerbada de origem alérgica (Marzochi

et al., 1999).

1.8.1.3. Métodos moleculares e caracterizacdo de  Leishmania

Além dos exames parasitologicos e dos ensaios imunoldgicos
destacamos dois métodos de caracterizacdo ndao moleculares, que séao a
determinacdo por anticorpos monoclonais (ou Sorodema) e o perfil
eletroforético de enzimas (Rioux et al., 1990; Cupolillo et al., 1994; Grimaldi
e McMohon-Pratt, 1996). A utilizagdo de anticorpos monoclonais apresenta
a limitacdo das reacfes cruzadas com outras espécies de filogenia similar.
A identificacdo da espécie de Leishmania por eletroforese de isoenzimas é
demorada, podendo ser determinada em 2 ou 3 meses devido a
necessidade de se obter grandes quantidades de parasito e exigindo muita
dedicacéo e experiéncia do profissional. (Grimaldi e Tesh, 1993; Degrave et

al., 1994; Schallig e Oskam, 2002).
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Por outro lado, os métodos moleculares utilizados para a
deteccdo e taxonomia das diferentes espécies de Leishmania tém grande
importancia, pois colaboram para o melhor entendimento dos estudos
epidemioldgicos, quimioterapicos, de vacinas, de controle de reservatorios
e vetores (Degrave et al., 1994; Marzochi et al., 1999).

A cariotipagem é empregada para examinar a heterogeneidade
das diferentes cepas de Leishmania sp. Embora tenha sido um método
eficiente para distinguir as semelhancas e diferencas entre as moléculas de
DNA, nao é capaz de identificar a espécie do parasito (Tavares et al., 1992).
Contudo, quando associada a hibridizacdo com marcadores especificos é
capaz de distinguir espécies (Tavares et al.,, 1992; Sotto et al., 1995). A
hibridizacao foi largamente utilizada para localizar sequéncias especificas de
genes com o auxilio de sondas que se ligam a cromossomos previamente
preparados. Estas sondas originalmente foram desenvolvidas com
marcadores radioativos para serem visualizadas por autorradiografia. Devido
a alta periculosidade de exposicdo aos marcadores radioativos, hoje séo
utilizados marcadores quimicos de luminescéncia que se baseiam na
deteccdo de sondas marcadas com haptenos e enzimas anti-haptenos
conjugadas, assim como substratos quimicos de luminescéncia (Wilson,
1995). Entretanto o uso de sondas de KDNA em técnicas de hibridizacéo
possui um baixo limite de deteccéo (100-1000 parasitos por amostra clinica),
limitando sua utilizagdo no diagnostico da LTA devido as lesbes serem
pobres em parasitos (Degrave et al., 1994; Wilson, 1995).

A andlise do polimorfismo do DNA por fragmentos de restricdo
enziméatica (RFLP) tem sido utilizada com sucesso na andlise do
polimorfismo de DNA gendmico de Leishmania para a caracterizacao e a
identificacdo de espécies ou subgéneros (Macedo et al., 1992; Russel et
al., 1999; Marfurt, 2003; Volpini et al., 2003). Comparada a caracterizacao

de isoenzimas, a PCR-RFLP possui a vantagem de cobrir todo o genoma
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do organismo estudado. Possui expressao co-dominante, isto é, em cada
loco estudado € possivel identificar genotipos hetero e homozigotos,
gerando mais informacfes. O numero de marcadores € praticamente
ilimitado. A desvantagem é que a técnica ndo pode ser automatizada e
envolve passos intensivos em mao de obra, requer pessoal técnico
habilitado e a disponibilidade de um banco de sondas que pode demorar
anos para ser construido.

Em 1982 Wirth e MacMahhon-Pratt demonstraram por
hibridizacdo que nao existe reacdo cruzada entre as moléculas de KDNA
dos complexos L.(V.) braziliensis e L.(L.) mexicana. Esta descoberta fez
com que varios pesquisadores desenvolvessem oligonucleotideos
baseados nas moléculas dos minicirculos de kDNA. Existe um consenso
entre 0s pesquisadores de que essas moléculas sao bons marcadores
moleculares, pois se apresentam em grande numero no cinetoplasto (cerca
de 10.000 copias) e tém uma regidao conservada de pelo menos 120 pares
de bases (Degrave et al., 1994; Cruz e Tosi, 1996; Rodrigues, 2000).

De forma geral, varios grupos propuseram a utilizacdo da PCR
como um meétodo sensivel para a identificacdo de Leishmania. Dependendo
do tipo de marcadores (oligonucleotideos iniciadores), pode-se amplificar o
DNA para género, (Schubach et al., 1998b), subgénero (De Brujin e Barker,
1992) ou para determinada espécie de Leishmania (Belli et al., 1998). O
meétodo baseado na PCR € especifico, sensivel e rapido.

Nosso estudo propbe realizar o diagnostico diferencial das
leishmanioses visceral e tegumentar por PCR, empregando um método

relativamente simples e rapido utilizando marcadores especificos.
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2. Objetivo geral

Estabelecer o diagndstico molecular para a deteccdo e a
caracterizagdo das espécies de Leishmania responsaveis pelas

leishmanioses visceral e tegumentar no Estado de S&o Paulo.

2.1. Objetivos especificos

1- Padronizar a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e a

extracdo de DNA de diferentes amostras bioldgicas.

2- Avaliar o diagnéstico molecular da LVA utilizando a PCR,
possibilitando a identificacdo de Leishmania (L.) chagasi do complexo

Leishmania donovani das outras espécies do sub-género Leishmania.

3- Avaliar o diagnoéstico molecular da LTA, possibilitando

identificar Leishmania do sub-género Viannia.
4- Determinar a sensibilidade e a especificidade da PCR

comparadas as observadas nos métodos tradicionais de diagndstico

laboratorial de leishmanioses.
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3. Materiais e métodos

3.1. Parasitos

Para determinar a especificidade e a sensibilidade da PCR foram
utilizadas as seguintes cepas: L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD), L. (L.)
amazonensis (MHOM/BR/1967/PHS8), L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/2903) e Trypanosoma cruzi (cepa Y). As cepas de
Leishmania foram mantidas a 25°C em meio 199, suplementado com L-
glutamina 292 mg/L, piruvato de sodio 110 mg/L, bicarbonato de sédio 2,2
g/L, hemina 0,02%, soro fetal bovino inativado 10% e gentamicina 200
pug/mL. Epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram mantidos a 28°C em meio
LIT (liver infusion tryptose medium) contendo 10% soro fetal bovino inativado
(Camargo, 1964). Na fase log da curva de crescimento, 108 parasitos foram
centrifugados e lavados duas vezes com tampéao fosfato tamponado (PBS),
pH 7.2, a 1000 g por 10 min. Os sedimentos contendo os parasitos foram
utilizados para a extracdo de DNA. Para testar a especificidade da PCR
foram adicionados aos controles DNA extraido de Rickettsia rickettsi,
Rickettsia canis e Ehrlichia canis (gentiimente doados pela Profa. Dra.

Solange Maria Gennari - FMVUSP).

3.2. Amostras caninas

O diagnéstico molecular da LVA foi realizado em 114 amostras de

cées de 30 diferentes municipios do Estado de S&o Paulo endémicos para
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LTA e/ou LVA. Estas amostras foram selecionadas considerando-se o0s
fatores de risco epidemioldgico para LVA como a proximidade com outros
cées ja infectados, sinais e sintomas da doenca. As amostras caninas foram
divididas em dois grupos de acordo com a sintomatologia. O grupo |,
constituido de 44 caes sintomaticos que apresentaram pelo menos quatro
sinais classicos de LVA como dermatite esfoliativa, Ulcera ou ndodulo
cutaneo, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, anorexia, febre,
palidez de mucosa e outros. Dos caes sintomaticos, apos eutanasia foram
coletados fragmentos de baco, figado e linfonodos, e enviados para o
Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Central - SP para confirmar o diagnéstico
clinico. O Grupo Il foi composto de 70 cé&es assintomaticos ou
oligossintoméaticos que poderiam ser sugestivos de LVA ou outras doencas
caninas. Os sinais mais comuns foram nodulos e Ulceras cutaneas, baixo
peso ou crescimento das unhas, aumento do abddémen. As amostras
analisadas deste grupo de animais foram aspirados de medula e/ou
linfonodo, bidpsias de lesGes cutaneas. Todas as amostras analisadas foram
coletadas por médicos veterinarios dos “Centros de Controle de Zoonoses”
dos municipios estudados. Foram coletadas em condigbes estéreis e
imediatamente colocadas em tubos contendo 1-2 mL de NacCl 0,85% estéril
com gentamicina 200 pg/mL, encaminhadas para o nosso laboratorio dentro
de 48 horas e imediatamente processadas. Cada amostra foi dividida em
trés aliquotas. Duas foram processadas para realizar os métodos

parasitolégicos (direto e indireto) e a terceira para a extracdo de DNA.
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3.3. Amostras dos pacientes

No periodo de junho a novembro de 2005 foi realizado o
diagnostico laboratorial de 109 pacientes com suspeita clinica de LTA. Os
pacientes foram atendidos na Rede Publica de Salude de 22 municipios da
regido de Sorocaba e o material bioldégico encaminhado ao Instituto Adolfo
Lutz, laboratério | de Sorocaba. O Instituto Adolfo Lutz é o laboratorio de
referéncia para o DRS - 16 para realizar o diagnostico laboratorial das
leishmanioses.

As amostras dos pacientes foram coletadas nas Unidades de
Saude dos municipios por profissionais especializados conforme a
descricdo. ApOs a administracdo do anestésico, as lesdes foram
previamente limpas com solucdo anti-séptica e, com auxilio de um “punch”
dermatolégico descartavel foi retirado um fragmento da borda da lesdo. A
bidpsia foi colocada em frasco contendo 2mL de NaCl 0,85% estéril,
acrescida de 200 pg/mL de gentamicina e encaminhada ao laboratério no
prazo de 48 horas onde foi processada. Cada amostra foi dividida em trés
ou quatro aliquotas (dependendo do tamanho do fragmento). Duas foram
utilizadas para os métodos parasitologicos e a terceira foi para a extragao
do DNA. O exame histopatoldgico foi realizado somente em 71 amostras
(quarta aliquota).

Todos os dados relacionados a este trabalho foram obtidos
segundo a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (anexo 1) e

Comisséao Técnico Cientifica (anexo 2) do Instituto Adolfo Lutz.
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3.4. Diagndstico tradicional

3.4.1. Teste intradérmico de Montenegro  (IDRM)

Os testes foram realizados no Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba.
Eles foram efetuados por meio de injecdo intradérmica de 0,1 mL de
antigeno de Montenegro na face anterior do antebrago dos pacientes. O
antigeno de Montenegro é constituido de promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis homogeneizados em solucao fenolada (0,5 %) a concentracao
de 40 mg/mL de nitrogénio (Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobiologicos, PR). As leituras foram efetuadas 72 horas apds as
inoculacdes, pela observacdo de presenca de papula ou “halo de
enduracéo”. O teste foi considerado positivo quando a enduracgéo foi maior

ou igual a 5 mm de diametro.

3.4.2. Exame histopatologico

Os exames histopatoldgicos foram realizados no Departamento
de Patologia — PUC — Sorocaba. Os fragmentos foram embebidos em blocos
de parafina, submetidos a cortes de 4 um e fixados em laminas. A seguir as
laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e observadas em
microscopio optico (aumento de 400X). O resultado foi positivo quando
amastigotas foram visualizadas e sugestivo quando se observaram apenas

alteracdes histopatoldgicas (Ministério Saude do Brasil, 2007; WHO, 2007).
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3.4.3. Diagndstico parasitolégico

3.4.3.1. Método direto - microscopia

Uma aliquota do material coletado (raspado de borda de lesao,
aspirados de medula e/ou linfonodo) foi distendido sobre uma lamina de
vidro formando um esfregaco. Os fragmentos de biopsias foram colocados
por aposicéo na lamina. Apos serem fixados com metanol foram corados por
Giemsa e observados por microscopia Optica (aumento de 1000X) para

identificacdo de amastigotas (WHO, 2007).

3.4.3.2. Método indireto - cultura

Os fragmentos das lesbes e de orgdos necropsiados foram
previamente macerados utilizando um pistilo de plastico estéril e semeados
em dois diferentes meios de cultura. Um dos meios é constituido de “agar
potato infusion” com 30% de sangue de coelho desfibrinado (Ducrey) e outro
de &gar base, pH 6.8, com 5 -15% de sangue de coelho desfibrinado (BAB).
Ambos os meios foram suplementados com uma fase liquida contendo 2,0
mL de “Brain Heart Infusion” (BHI) e urina humana estéril a 5% com 200
pug/mL de gentamicina (Armstrong e Patterson, 1994). Os tubos foram
incubados a 22° C por 10 a 15 dias. Foram examinadas semanalmente para
a observacéo de promastigotas (Grimaldi e Tesh, 1993; WHO, 2007).

O diagnéstico parasitologico foi considerado positivo quando se
detectaram parasitos por pelo menos um dos métodos.

Os exames parasitologicos humanos foram realizados no Instituto
Adolfo Lutz de Sorocaba e os de cédes no Instituto Adolfo Lutz, Laboratério

Central.
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3.5. Diagndstico molecular

3.5.1. Extracdo de DNA

Os aspirados de medula e/ou linfonodo, biépsias de leséo e os
fragmentos de visceras foram macerados e dissolvidos em tampé&o de lise
(Tris-HCI, 10 mM, pH 8.0; EDTA, 10 mM; SDS, 0,5%; N-laurilsarcozil,
0,01%; proteinase K, 100 yg/mL) e incubados em banho-Maria a 56T até a
lise completa das células. O periodo de incubacao variou de acordo com a
amostra. As substancias soluveis, aspirados e culturas contendo
Leishmania foram incubados de 30 a 120 minutos, ja os fragmentos de
pele, linfonodos e visceras cerca de 5 a 12 horas.

O DNA foi extraido pelo protocolo de fenol/cloroférmio/isoamil e
para precipitacdo do DNA foi utilizado o isopropanol. O DNA precipitado foi
lavado com etanol a 70% por meio de centrifugacédo a 10.000 g durante 10
minutos e o sedimento foi dissolvido em agua contendo 20 pg/mL de

RNAse (Sambrook et al., 1989; Gomes et al., 2007).

3.5.2. Quantificacdo do DNA

As amostras de DNA dos parasitos isolados foram diluidas 1: 200
em H,O Mili Q estérii e as absorbancias foram medidas em
espectrofotometro (HACH DR 4000U) no comprimento de onda 260 e 280
nm (luz ultravioleta). O grau de pureza das extracdes foi determinado pela
razdo entre as leituras D.O. 260/ D.O. 280 que deveria apresentar valores
entre 1,8 e 2,0. Amostras que apresentaram razao abaixo de 1,6 (presenca
de proteinas ou contaminantes) foram novamente processadas. A

concentracdo de DNA foi determinada pelas leituras realizadas a 260 nm.
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Segundo Sambrook et al. (1989) a absorbancia igual a 1 equivale a
concentracdo de 50ug/mL de DNA dupla fita.

O volume de DNA utilizado para cada reacao variou de 1 yl a 5 yl
(85 a 425 ng). Esta variacdo deve-se a amostra utilizada e da fonte onde o
DNA foi extraido (DNA extraido dos parasitos isolados em meio de cultura

ou dos fragmentos de tecido).

3.5.3. Padronizacao da reacéo e escolha dos marcado res

Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da
reacdo, desde a extragdo do DNA das amostras, realizacdo da PCR,
funcionamento do termociclador, manipulagdo do produto amplificado,
separacao eletroforética, coloracdo e visualizagcdo dos fragmentos. Em
todos os procedimentos, materiais e equipamentos utilizados nas diferentes
etapas foram adequados as exigéncias quanto a desinfeccdo ou
esterilidade e se encontravam em perfeitas condi¢des de funcionamento.

Cada conjunto de reacdo foi acompanhado de dois controles
negativos (agua pura e DNA extraido de amostra sabidamente negativa
para Leishmania) e um controle positivo (DNA extraido de promastigotas
das cepas padrdes de referéncia das diferentes espécies de Leishmania).

Para verificar a integridade do DNA extraido das amostras clinicas
foram realizadas PCR utilizando o] marcador B1-B2
(5’ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC-3' e
5'CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC3') que amplifica um fragmento de
140 pb do gene da B-globulina humana (Lee et al., 2001). Este procedimento
adicional permitiu verificar a presenca de algum agente capaz de inibir a
reacdo de amplificacdo. Se alguma substancia inibidora da Tag- DNA

polimerase estivesse presente na amostra devido a algum erro durante a
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extracdo da mesma, o resultado seria negativo. Nestes casos, onde a
reacao de amplificacdo de uma amostra humana n&o ocorreu, procedeu-se a
re-extracdo da mesma a partir da etapa do cloroférmio/isopropanol. As
reacoes em que foi utilizado o marcador B1-B2 foram realizadas
simultaneamente, ou com 0 mesmo protocolo de temperatura das reagcdes
de um dos marcadores para Leishmania. ApOs a certeza de que todas as
amostras clinicas ndo possuiam nenhum inibidor, realizou-se a PCR
utilizando os marcadores especificos.

Os marcadores descritos no Quadro 2 foram testados com as
espécies “padrdo”. A adaptacdo da temperatura de anelamento dos
marcadores foi realizada com reacdes em gradiente. Os tempos dos
programas de temperatura também foram adaptados as condicbes de nosso
termociclador. Somente os marcadores grifados apresentaram resultados
favoraveis e foram escolhidos para desenvolver este trabalho.

Leishmania sp foi identificada utilizando-se um marcador que
amplifica um fragmento de 120 pb da regido conservada dos minicirculos
do KDNA (Passos et al., 1999) (Quadro 2 e Figura 6).

L. (L.) chagasi foi identificada utilizando-se um marcador que
amplifica um fragmento de 145 pb de uma regido variavel do minicirculo do
KDNA (regido LT1), especifica para o complexo L. (L.) donovani (Ravel et
al.,1995; Lé Fichoux et al., 1999) (Quadro 2 e Figura 6).

L. (V.) braziliensis foi determinada utilizando-se um marcador que
amplifica um fragmento de 146-149 pb (Quadro 2). A sequéncia alvo de um
dos iniciadores é da regido conservada SL, comum em todas as espécies de
Leishmania. O outro iniciador provém da regido nao transcrita, variavel e

especifica para o complexo L. (V.) braziliensis (Harris et al.,1998) (Figura 7).
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Quadro 2. Marcadores utilizados neste estudo. Condi¢des de temperatura para cada marcador e tamanho do produto amplificado

Espécie de Leishmania Sequéncia Anelamento Fragmento
e marcador * sense e ** antisense € /n°ciclos (pb) Referéncia

Leishmania sp.

K13 A * 5 GTCGGGGAGGGGCGTTCT 3 58C/30 120 Lachaud etal,

K13 B ** 5 ATTTTACACCAACCCCCAGTT 3 2002
Leishmania sp.

150 * 5 GGG(GIT)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3’ Passl‘gsggt al,
152 #5(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(AIT) TTACACCAACCCC 3’ 55C/30 120

L. (L.) chagasi * 5 CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG 3

RVI ** 5 CCACCTGGCCTATTTTACACCA 3’ Ra"fggg al.,
RV2 60T/30 145

Leishmania sp. - LU-52 * 5 TTTATTGGTATGCGAAACTTC 3

L. (L.) mexicana- LM-3A  ** 5 GCACCGCACCGG(A/G)CCAC 3’ 218-240 Har;iggeg al,
L. (V.) braziliensis - LB-3C  **5' CGTC/IGCCGAACCCCGTGTC 3’ 58<C/35 146-149 (Multiplex)
L. (L.) chagasi - LC-3L ** 5" GCCCGCG(C/T)GTCACCACCAT 3’ 351-397

As sequéncias grifadas foram escolhidas
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Regido conservada
~200 bp

Regido variavel
(rica em AT)
~ 550-700 bp

500
antisense

200

100

Leishmania sp.*
120 pb

750-1000 bp

L. chagasi ®
145 pb

antisense

Fragmento LT1 - Regido especifica para

complexo L. (L.) donovani

Figura 6. Diagrama esquematico da organizacdo de cada minicirculo de Leishmania e
a localizacdo dos marcadores para Leishmania sp. '(Passos et al., 1999) e L. (L.)

donovani “(Ravel et al., 1995).

L. (V.) braziliensis*

146-149 bp
600
200
100
SL .
—_— e antisense
39 nt 55-101nt
transcrita nao-transcrita transcrita

Figura 7. Diagrama esquematico do gene RNA mini-exon (ou spliced leader -SL) de
Leishmania e localizacdo do marcador que identifica o complexo L.(V.) braziliensis.

'(Harris et al.,1998).
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3.5.4. PCR e eletroforese

As amplificagcbes foram realizadas com o “Kit” (Amersham-—
Pharmacia—Biotech). Cada tubo contém uma pérola que quando hidrolisada
num volume final de 25ul é composta por 1,5 U de Taq DNA polimerase, Tris-
HCI, 10 mM, pH 9.0; KCI, 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 200 uM de cada dNTP e
BSA com o estabilizante. Para cada reacdo foram adicionados a pérola, 50
pmoles de cada iniciador e 1yl a 5 yl de cada amostra de DNA, ajustando-se o
volume final para 25 pl com agua Milli Q livre de DNAse.

Os tubos foram colocados no termociclador (LONG GENE - MG
96G). A primeira etapa foi composta de um ciclo inicial de desnaturacdo a
95<T por 5 minutos. A segunda etapa foi composta de ciclos de desnaturacéo
a 94T e extensdo a 72T por 30-60 segundos interca lados com ciclos de
anelamento, cujo niumero e temperatura foram ajustados para cada par de
iniciador e estdo descritos na tabela 2. A terceira etapa foi de um ciclo de
extensao final a 72C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram diluidos em tampdo de corrida
(glicerol 30%; xilenocianol FF 0,25%; azul de bromofenol 0,25%) na proporcao
de 1:6, aplicados em gel de agarose a 2% em TBE (Tris-Borato, 0,045M;
EDTA, 0,001M) com 0,5 pl/mL de brometo de etidio e separados por um
sistema de eletroforese horizontal numa cuba contendo o mesmo tampé&o. Os
géis foram visualizados sob iluminagdo com luz UV e as imagens captadas
pelo programa Syngene GeneSnap Imager, versao 6.05.01. Os tamanhos dos
fragmentos foram comparados com o padrédo de peso molecular de 100 bp

utilizado no gel juntamente com as amostras.
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3.6. Analise dos dados

Os critérios clinicos e laboratoriais foram utilizados para estabelecer
o diagnostico definitivo da LTA. As amostras clinicas foram consideradas
positivas quando os parasitos foram evidenciados por um dos métodos
parasitologicos ou pela PCR positiva. Estes valores foram utilizados como
“critério laboratorial”’, onde cada resultado individual foi comparado para calculo
da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo
(VPN).

Os calculos foram baseados em uma tabela 2x2 onde:

VP (verdadeiro positivo) = n°® de individuos com a doenca e com
teste positivo.

FP (falso positivo) = n° de individuos sem a doenca e com teste
positivo.

VN (verdadeiro negativo) = n° de individuos sem a doenca e com
teste negativo.

FN (falso negativo) = n° total de individuos com a doenca e com

teste negativo.

Teste Com doencga Sem doenca
Positivo VP FP
Negativo FN VN

. As férmulas estatisticas aplicadas foram:

1- Sensibilidade = VP / VP + FN;

2- Especificidade = VN / VN + FP;

3- Valor preditivo positivo = VP / VP + FP;

4- Valor preditivo negativo = VN / VN + FP.

As porcentagens de concordancia foram calculadas pela relacéo:

n° de resultados concordantes / nimero total de amostras x 100.
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4. Resultados

4.1. Escolha e especificidade dos marcadores

As padronizagdes dos marcadores mencionados na Tabela 2
foram realizadas utilizando-se DNA extraido das espécies “padrdo” de
Leishmania, que foram: L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD), L. (L.)
amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8) e L. V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/2903) por serem as trés principais espécies causadoras
das leishmanioses no Brasil. Incluimos também DNA extraido de
Trypanosoma cruzi, o causador da doenca de Chagas, por ser também
classificado na ordem Kinetoplastida e por ser prevalente em algumas
regides onde também ocorre leishmaniose. Fontes de DNA extraidos de
Rickettsia rickettsi; Rickettsia canis e Ehrlichia canis foram utilizados por
causarem doencas em cées, cujos sintomas podem ser confundidos com
leishmaniose.

As padronizagdes incluiram a adequacao da reacdo as condi¢des
do nosso laboratoério. Iniciamos com a adequacdo da temperatura de
anelamento, pela reacdo em gradiente. Os tempos dos programas de
temperatura também foram adequados as condicdbes de nosso
termociclador. O marcador RV1-RV2 foi o que apresentou melhores
resultados para a determinagéo de L. (L.). chagasi (PCR-L. (L.). chagasi).
Escolhemos o marcador 150-152, que foi o mais apropriado para detectar
Leishmania sp. (PCR- Leishmania sp) e LU-5A-LB-3C, o mais apropriado
para caracterizar L. (V.) braziliensis (PCR-L. (V.) braziliensis)

A especificidade dos marcadores RV1 - RV2 e LU-5A - LB-3C
podem ser observadas na figura 8. O produto de 145 pb somente foi

amplificado em L. (L.) chagasi (Figura 8 A). Da mesma forma, somente
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L.(V.) braziliensis apresentou o fragmento de 145-149 pb amplificado

quando foi utilizado o marcador LU-5A - LB-3C (Figura 8 B).

1 2 345 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

600-

200-
100-

t t

145 pb 146-149 pb

Figura 8 Andlise dos produtos amplificados de L. (L.) chagasi (A) e L. (V.)
braziliensis (B). L. (L.) chagasi foi identificada com dois marcadores que amplificam
um produto de 145 pb de uma regido especifica (fragmento LT1) dos minicirculos
de kDNA de L. (L) donovani. L. (V.) braziliensis foi identificada com dois
marcadores que amplificam um produto de 145-149 bp do gene SL-RNA. Um
marcador provém da regido conservada e o outro da regido variavel do gene e
especifica para o sub-género Viannia. As amostras de DNA indicadas na figura
foram utilizadas na PCR a concentracdo de 85-90 ng. Os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em géis de agarose 2%. Linha 1, marcador de
massa molecular (100 pb); linha 2, L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD); linha 3, L.
(L.)) amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8); Ilinha 4, L. (V.) brazliensis
(MHOM/BR/1975/2903); linha 5, Trypanosoma cruzi (cepaY); linha 6, R. rickettsi
(FMVUSP); linha 7, Rickettsia canis (FMVUSP); linha 8, Ehrlichia canis (FMVUSP).

4.2. Diagnostico molecular da LVA em amostras canin  as

As amostras biolégicas dos 114 caes foram divididas em dois grupos
segundo a sintomatologia: Grupo |, “sintomaticos”, composto de 44 céaes
sacrificados por apresentarem pelo menos quatro sinais clinicos classicos de
LVA. As amostras utilizadas para a extracdo de DNA foram fragmentos de

necropsias de figado, baco e linfonodo; Grupo Il, “assintomaticos”,
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constituido de 70 cdes assintomaticos ou com leves sinais clinicos da LVA.
As amostras utilizadas para a extracdo de DNA foram aspirado de linfonodo
ou medula 0ssea e/ou biopsia cutanea.

A Tabela 1 mostra uma sintese dos resultados dos exames
laboratoriais de ambos os grupos de cées. No Grupo dos 44 céaes
sintomaticos, 29 apresentaram resultados positivos e 13 negativos em
ambas as metodologias, enquanto que 2 cdes mostraram resultados
discordantes (parasitos foram detectados pelos métodos parasitologicos,
mas a PCR foi negativa). No Grupo dos 70 cées assintomaticos, 20
apresentaram resultados positivos e 43 negativos em ambas as
metodologias e 7 caes apresentaram resultados discordantes (4 testes
parasitologicos negativos e PCR-L. (L.) chagasi positiva e 3 cdes com PCR
negativa e cultura positiva). A porcentagem de concordancia para ambas as
metodologias foi de 92% para todas as amostras, sendo que no primeiro
grupo foi de 95% e no segundo de 90 %

A seguir as amostras que apresentaram resultados discordantes
foram investigadas. Todas foram ensaiadas para determinar se realmente
eram infectadas por Leishmania. Todas as amostras foram positivas para a
PCR-Leishmania sp, confirmando, assim, a presenca da LVA em 4 caes do
Grupo Il que tiveram resultados negativos nos métodos parasitologicos e
PCR-L. (L.) chagasi positiva (Tabela 2). Estes animais tiveram ambas as
metodologias positivas apés o sacrificio e fragmentos de 6rgaos analisados.
Os outros 5 cdes (2 do Grupo | e 3 do Grupo II) com resultados
discordantes apresentaram cultura e PCR-Leishmania sp positivas. Como
estes animais viviam em regifes que também s&do endémicas para L. (V.)
braziliensis, as amostras foram ensaiadas e apresentaram-se positivas na
PCR-L. (V.) braziliensis. A Tabela 2 mostra a caracterizacdo genotipica das

amostras estudadas.
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Tabela 1. Avaliagdo da sensibilidade da PCR em diagnosticar LVA. Comparacado dos métodos parasitolégicos e da PCR para L.(L.)
chagasi em caes sintomaticos (Grupo I) e assintomaticos (Grupo II).

Métodos Parasitoldgicos (Par.) e PCR-L. (L.) chagasi

Resultados
Concordantes Discordantes
Céaes Tipo de amostra
ambos Par. negativo Par. positivo
Total positivo negativo concordancia* PCR positivo PCR negativo
(%)
Grupo | Figado, baco, linfonodos 44 29 13 42 (95%) 0 2
“Sintomaticos” (fragmentos/necropsia)
(sacrificados)
Grupo Il Aspirados de linfonodos, 70 20 43 63 (90%) 4 3
“Assintomaticos” Biopsia cutanea
Total 114 49 56 105 (92%) 4 5

*A porcentagem de concordancia foi calculada pela relagéo: n° de resultados concordantes/ n° total de amostras x 100.
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Tabela 2. Genotipagem das amostras positivas pelos métodos parasitolégicos com diagnéstico da LVA e LTA nos cées sintomaticos
(Grupo ) e assintomaticos (Grupo II).

Identificacdo da espécie de Leishmania

Métodos Parasitologicos PCR
Caes PCR-Leishmania sp.
positivos L. (L.) chagasi L. (V.) braziliensis
Grupo | 31 29 2
“Sintoméaticos”
(sacrificados)
Grupo Il 27 24 3
“Assintomaticos”
Total 58 53 5
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4.3. Diagnostico molecular da LTA em amostras human  as

Todas as 109 amostras de pacientes com suspeita clinica de LTA
foram analisadas por PCR-L. (V.) braziliensis. Para exclusdo de casos de
leishmaniose néo causadas por L. (V.) braziliensis as amostras negativas
foram ensaiadas na PCR-Leishmania sp. com o marcador 150-152.
Simultaneamente também foram testadas com o marcador R1- 32 da
globina humana. Este marcador amplifica um produto de 140 pb que
quando positiva indica que a extracdo de DNA da amostra humana nao
apresenta inibidores da taq DNA polimerase. As amostras que
apresentaram resultado negativo nesta PCR foram repurificadas e re-
testadas.

O critério estabelecido para o diagnostico definitivo foi um
consenso entre os resultados obtidos nos métodos parasitolégicos e na
PCR-L.(V.) braziliensis.

Dos 109 pacientes com suspeita clinica de LTA, 52 (48%) foram
positivos e 57 (52%) negativos. Conforme mostra a Tabela 3, dos 52
pacientes positivos para LTA, 50 (96%) apresentaram PCR-L. braziliensis
positiva e, 36 (76%) testes parasitoldgicos positivos. A IDRM foi positiva nos
52 pacientes (100%). A medicdo do diametro da enduracdo (em milimetros)
foi realizada 72 horas apos a inoculacdo do antigeno de Montenegro. Este
grupo de pacientes apresentou as seguintes medidas: 16 pacientes com
enduracdo até 10 mm, 16 com 15 mm, 18 com 25 mm e 2 com 30 mm. O
exame histopatolégico foi realizado somente em 32 amostras, sendo 14
positivas, 14 sugestivas e 4 negativas. As duas amostras com PCR-L.
braziliensis e PCR-Leishmania sp negativas foram positivas no exame direto
. Dos 57 pacientes negativos todos tiveram resultados negativos na PCR-L.
braziliensis e nos métodos parasitolégicos. No entanto os 20 pacientes

(35%) apresentaram resultados positivos na IDRM com as seguintes

60



medidas: 11 pacientes com enduracao até 10 mm e 9 com 15 mm. O exame
histopatolégico foi realizado somente em 39 amostras e 0s resultados foram
todos negativos. As 22 amostras discordantes (2 na PCR e exame direto e
20 na IDRM e PCR) foram ensaiadas com o marcador R31-32, Como todas
apresentaram resultados positivos, foi comprovado que a extracdo de DNA
foi perfeita e as amostras nao apresentavam inibidores da tag DNA
polimerase.

A tabela 4 mostra os resultados de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo dos métodos laboratoriais empregados
no diagnostico da LTA. Para os métodos parasitolégicos os valores foram:
sensibilidade de 0.6923, especificidade de 1.0, VPP de 1.0 e VPN de
0,7808. A IDRM apresentou sensibilidade de 1.0, especificidade de 0.6491,
valor preditivo positivo 0.7222 e valor preditivo negativo 1.0. Os exames
histopatolégicos foram excluidos da analise estatistica devido ao numero

realizado ser inferior ao dos outros testes realizados.

4.4. Dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes

A tabela 5 mostra a distribuicdo dos dados clinicos e
epidemiologicos dos 109 pacientes estudados. Dos 52 pacientes com
infeccdo por L. (V.) braziliensis, 36 (69%) eram do sexo masculino e 16
(31%) do sexo feminino. A distribuicdo da faixa etaria foi de 8 (15%)
menores de 15 anos, 14 (27%) de 15 a 34, 14 (27%) de 35 a 54, 9 (17%) de
55 a 64 e 7 (14%) maiores de 65 anos. Quanto ao local da residéncia, 11
(21%) foram de zona urbana, 15 (29%), de periurbana e 26 (50%), de zona
rural, (Tabela 5). Os pacientes no momento da realizacdo do diagndstico
apresentaram os seguintes tempos de lesdo: 48 (1 a 6 meses) e 4 (7 a 12

meses). LesBes multiplas foram observadas em 12 (23%) dos pacientes. As
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lesBes tanto multiplas como Unicas apresentaram as seguintes localizacoes:
16 (31%) nos membros inferiores, 19 (36%) nos membros superiores, 3
(6%) no torax e 2 (4%) na cabeca.

Dos 57 pacientes sem LTA, 32 (56%) eram do sexo masculino e
25 (44%) do sexo feminino. A distribuicdo da faixa etéria foi de 8 (14%)
menores de 15 anos, 13 (23%) de 15 a 34, 18 (32%) de 35 a 54, 10 (17%)
de 55 a 64 e 8 (14%) maiores de 65 anos. Quanto ao local da residéncia, 21
(37%) eram de zona de urbana, 14 (25%) de periurbana e 22 (38%) de zona
rural. Os pacientes no momento da realizacéo do diagndstico apresentaram
0s seguintes tempos de leséo: 37 (1 a 6 meses), 16 (7 a 12 meses) e 4 (7%)
mais de doze meses. LesBes multiplas foram observadas em 3 (5%) dos
pacientes. As lesGes tanto multiplas como Unicas apresentaram as
seguintes localizacdes: 35 (62%) nos membros inferiores, 8 (14%) nos

membros superiores, 3 (5%) no torax e 8 (14%) na cabeca.
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Tabela 3. Comparacgéo dos métodos tradicionais com a PCR para a deteccao de L. (V.) braziliensis em pacientes com lesdo cutanea.

Métodos Tradicionais

Numero PCR Parasitolégico Reacdao Intradérmica de Montenegro Histopatolégico
de
pacientes Neg Pos Neg Pos Neg Pos [10-15-25-30] Neg Pos Sugestivo  Nr
(didametro em mm)
Positivo 2 50 16 36 0 52 [16 —16 - 18 - 2] 4 14 14 20
52
Negativo 57 0 57 0 37 20 [11-09-0-0] 39 0 0 18
57
Total
109 . 59 50 73 36 37 72 43 14 14 38

Neg: negativo, Pos: positivo e Nr: teste ndo realizado. O diagnéstico da leishmaniose tegumentar foi determinado segundo critério
baseado no consenso laboratorial e descrito em Materiais e Métodos.
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Tabela 4. Diagnéstico laboratorial da leishmaniose tegumentar: sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo.

Método Numero de amostras Sensibilidade Especificidade VvPP? VPN®
Negativo Positivo
PCR 59 50 0.9615 1.0 1.0 0.9661
Parasitolégico 73 36 0.6923 1.0 1.0 0.7808
Reacao Intradérmica de 37 72 1.0 0.6491 0.7222 1.0
Montenegro

2 valor preditivo positivo (VPP), ® Valor preditivo negativo (VPN), a sensibilidade e especificidade determinados para cada ensaio
considerando o critério de consenso laboratorial descrito em Materiais e Métodos
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Tabela 5. Distribuigdo dos dados clinicos e epidemiolégicos dos 109 pacientes com
suspeita clinica de LTA.

Dados clinicos e epidemioldgicos Positivo (%) Negativo (%)
n=52 n=57
Masculino 36 (69) 32 (56)
Sexo
Feminino 16 (31) 25 (44)
<15 8 (15) 8 (14)
15-34 14 (27) 13 (23)
Idade
(anos) 35-54 14 (27) 18 (32)
55-64 9 (17) 10 (17)
>65 7 (14) 8 (14)
Urbana 11 (21) 21 (37)
Habitag&o Periurbana 15 (29) 14 (25)
Rural 26 (50) 22 (38)
1-6 48 (92) 37 (65)
Tempo de leséo
(em meses) 7-12 4 (8) 16 (28)
212 0 4 ()
Pernas/pés 16 (31) 35 (62)
Lesdes Bracos/maos 19 (36) 8 (14
(local)
Torax 3 (6) 3 (5
Cabeca 2 4) 8 (14
Multiplas* 12 (23) 3 (5

* Lesdes em dois ou mais locais.
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Discussao

A idéia de conduzir este estudo surgiu devido a incidéncia da LTA
e da LVA ter aumentado nos ultimos 20 anos no Brasil. Cerca de 35 mil
novos casos de LTA e 5.000 de LVA sédo notificados anualmente,
praticamente em todos os Estados do Brasil (CVE, 2007). No Estado de Séo
Paulo, apesar da LTA ja estar instalada ha mais de cem anos, a transmissao
ainda ocorre durante as atividades realizadas no campo ou em regides
periurbanas. Esses fatores aliam-se ao grau de degradacdo ambiental
imposto pelo crescimento das cidades (Rey, 2001). Quanto a LVA, o Estado
de S&o Paulo apresenta uma baixa endemicidade quando comparada com
outras regides brasileiras. No entanto, desde os primeiros casos humanos
notificados a partir de 1999 na cidade de Aracatuba, a doenca esta em
franca expansdo. Atualmente, o parasito ja foi detectado em 55 municipios
paulistas e os indices de mortalidade estdo em torno de 10% (CVE, 2007). O
Ministério da Saude implantou programas de controle das leishmanioses nos
diferentes Estados da Federagdo que visam um conjunto de agées como
vigilancia aos reservatorios, aos vetores e a populacdo em geral. Uma das
medidas adotadas para reduzir a incidéncia de LVA em humanos e em caes
é eliminar caes infectados. Tal estratégia tem sido questionada, visto que a
incidéncia da doenca nao diminui com o sacrificio dos animais. Varias razoes
justificam a falha das medidas de controle. Entre elas destacam-se o
aumento da populacao canina, a demora entre a coleta do sangue do céo e a
execucado do exame (Reithinger et al.,1999; Costa et al., 2007), os exames
laboratoriais utilizados no diagndstico apresentam baixa sensibilidade e nao
diferenciam as diferentes espécies de Leishmania. Esses fatores interferem
diretamente nas acdes de vigilancia e controle (Reithinger et al., 1999;

Capelli et al., 2004).
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Estas razdes foram suficientes para buscarmos outros métodos de
diagnoéstico que pudessem apresentar maior sensibilidade e especificidade,
de rapida e facil execucéo. O objetivo deste estudo foi o de padronizar uma
metodologia molecular eficiente, rapida e simples para diferenciar L. (L.)
chagasi de L. (V.) braziliensis em amostras bioldgicas, visto que ambas as
espécies sdo prevalentes no Estado de Sao Paulo. Outros métodos como a
hibridizacdo, caracterizacdo bioquimica e RFLP também apresentam alta
sensibilidade e especificidade, mas necessitam de maior tempo para a
realizacdo e também apresentam alto custo (Lopes et al., 1984; Rodriguez et
al., 1994; Fernandes et al., 1996; Pirmez et al., 1999; Michalsky et al., 2002;
Volpini et al., 2004). Para maior compreensédo dos dados, este trabalho foi

dividido em trés partes.

A primeira parte deste trabalho restringiu-se a escolha e avaliacdo
de marcadores especificos e a padronizacao da reacéo.

A escolha da regido alvo para o desenho de iniciadores é de
crucial importancia, pois € um dos principais fatores para se estabelecer a
alta sensibilidade e especificidade da reacdo. Neste estudo, trés condi¢des
foram cuidadosamente avaliadas durante a escolha da regido alvo: (i)
elevado numero de copias; (i) sequéncias conservadas nas diferentes
espécies de Leishmania; (iii) sequéncias variaveis nas quais pudessem
diferir, no minimo, complexos.

Quando o objeto de estudo envolve protozoarios da ordem
Kinetoplastida como os géneros Leishmania, Trypanosoma, Crithidia e
outros membros, além do DNA nuclear, conta-se com mais uma organela
ricamente composta de DNA. O cinetoplasto, situado na base do flagelo é
composto de uma rede de moléculas de DNA circulares (kDNA) que pode
ser dividida em dois grupos. O primeiro grupo € composto de moléculas

grandes, com cerca de 20-35 kb denominadas de maxicirculos. Sao
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extremamente homogéneas entre os diferentes grupos que compdem a
Ordem Kinetoplastida e estdo presentes em cerca de 20-50
copias/cinetoplasto. O outro grupo é composto de moléculas menores (de
0,5-1,5 kb) denominadas minicirculos. Apresentam-se em grande quantidade
(10.000 unidades/cinetoplasto) e com sequéncias heterogéneas entre os
grupos. Desta maneira, 0s minicirculos sdo amplamente utilizados para
separar classes, géneros ou espécies.

Cada minicirculo de Leishmania é composto de uma molécula de
DNA circular de 0,75 a 1kb de comprimento. Apresenta uma regiao de
aproximadamente 200 pb contendo trés blocos de sequéncias conservadas
em todas as espécies de Leishmania (Fu e Kolesnikov, 1994). O restante da
molécula, aproximadamente, 550-700 pb apresenta sequéncias altamente
variaveis, contendo um grande numero de nucleotideos A e T. Nesta regido
existem as sequéncias especificas para os diferentes grupos de Leishmania
(Figura 6).

Outra regido génica vastamente utilizada como alvo para
caracterizar espécies de Leishmania € o gene RNA mini-exon (ou “spliced
leader”- SL) que se localiza no nucleo (Figura 7). Cada genoma apresenta
cerca 100 a 200 coOpias desse gene e cada uma delas, denominada SL é
composta de uma regido de transcricdo conservada (exon) contendo uma
sequéncia de 39 pb e outra regido (intron), também conservada, mas de
tamanho variavel (55 a 101 pb, dependendo da espécie). Entre cada SL
existem as regides variaveis que nao sao transcritas e diferem na sequéncia
de nucleotideos e no tamanho (140 a 350 bp) (Harris et al.,1998).

Para validar uma PCR e utiliza-la no diagnéstico molecular da LVA
canina e humana foram testados dois marcadores como descritos na tabela
2. O trabalho inicial foi o de adequar a reacdo as condicbes do nosso
laboratorio. Iniciamos com a adequacao da temperatura de anelamento, pela

da reacdo em gradiente. Os tempos dos programas de temperatura também
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foram adequados as condi¢cdes de nosso termociclador. O marcador RV1-
RV2 (Ravel et al.,, 1995) foi o que apresentou melhores resultados. Este
marcador foi construido a partir da regido variavel dos minicirculos do kDNA,
especifica para o complexo L. (L.) donovani, que engloba as espécies L. (L.)
donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi e L. (L.) archibaldi.

A seguir, decidimos escolher um segundo marcador que
identificasse somente género (Leishmania sp). Uma amostra com PCR- L.
(L.) chagasi negativa poderia ser positiva para outras espécies de
Leishmania. Assim, testamos dois marcadores, descritos no Quadro 2 nas
mesmas condi¢cdes experimentais que descritas acima para o marcador
RV1-RV2. Escolhemos o marcador 150-152 (Passos et al., 1999), que
amplifica uma sequéncia de 120 pb da regido conservada dos minicirculos
de Leishmania (Fu e Kolesnikov, 1994).

A necessidade da escolha do marcador para L. (V.) braziliensis
baseou-se nos resultados positivos para Leishmania sp. e negativos para L.
(L.) chagasi. Escolnemos o marcador LU-5A - LB-3C, previamente descrito
por Harris et al. (1998), que amplifica uma sequéncia de 146 a 149 pb. A
sequéncia alvo de um dos iniciadores é da regido conservada. O outro
iniciador provém da regido nao transcrita, especifica para o complexo L. (V.)

braziliensis (Figura 7).

A segunda parte deste estudo foi a avaliacdo da PCR-L. (L.)
chagasi em amostras caninas em um estudo prospectivo. A sensibilidade e
especificidade da reacao foram determinadas tendo-se como “padrao ouro”
0s métodos parasitologicos (microscopia direta e cultura in vitro). Nossos
resultados demonstraram que houve 92% de concordancia entre os métodos
parasitolégicos e a PCR. O marcador RV1-RV2 foi sensivel em detectar L.
(L.). chagasi tanto nas espécies “padrao” quanto nas amostras biolégicas de

cées. Das 53 amostras positivas na PCR, somente em 49 delas os parasitos
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foram revelados pelos métodos parasitolégicos. Resultados similares foram
obtidos no diagnostico de LVA em cées do sul da Franca (Lachaud et al.,
2002). A especificidade também foi alta, pois ndo foram observadas reacdes
positivas para outras espécies de Leishmania. Amostras de 61 caes foram
negativas, ao passo que os métodos parasitologicos revelaram resultados
positivos em 5 destas amostras. Estes resultados discordantes (negativos
para L. (L.) chagasi e positivos para Leishmania sp e métodos
parasitologicos) revelaram que estes animais poderiam estavam infectados
por outra espécies de Leishmania. A PCR-L. (V.) braziliensis positiva
confirmou a suspeita que estes cdes estavam com LTA, visto que estes
animais viviam em regides que também sao endémicas para LTA.

No Estado de Sao Paulo a LVA esta em franca expanséo, portanto
novos focos vao sendo apontados a medida que novos casos caninos sao
confirmados. Das amostras estudadas, nem todos os caes com LVA eram
de area endémica. As investigacOes realizadas pelo Programa de Vigilancia
e Controle da LVA do Estado de S&o Paulo apontaram que alguns deles
representavam casos autoctones. Desta forma, a PCR auxiliou o Programa
para confirmar a ocorréncia de 14 novos focos de LVA-canina nos 30
municipios investigados. Algumas destas regides sao endémicas para LTA e
cinco caes apresentaram PCR positiva para L. (V.) braziliensis, apesar dos
cdes apresentarem sintomatologia que levava a suspeita de LVA. Esses
municipios foram reclassificados, segundo o Programa de LVA, como
“municipios com transmissao” sendo investigados com estratégias

especificas estabelecidas pelo Programa.

A terceira parte do estudo foi a avaliagdo da PCR-L. (V.)
braziliensis para validar o diagndstico molecular da LTA em lesées humanas
utilizando um marcador espécie-especifico. As amostras analisadas foram

coletadas de pacientes atendidos em ambulatérios de Dermatologia da Rede
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Publica de Saude da regido de Sorocaba, que é composta por 48 municipios
de pequeno a grande porte. A escolha da regido de Sorocaba deve-se a alta
prevaléncia da LTA, sendo a segunda de maior endemicidade no Estado de
Séo Paulo. Cerca de 80 casos sao registrados por ano tanto em areas rurais
quanto urbanas. A prevencdo de novos casos relaciona-se as estratégias de
vigilancia epidemioldgica, incluindo o diagndstico e tratamento adequados e
0 combate ao vetor (Desjeux, 1996; Marzochi et al., 1999; Salman et al.,
1999; FUNASA, 2002; CVE, 2007).

Normalmente o diagnostico da LTA é baseado nos aspectos
clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais. As manifestacdes clinicas por sua
vez podem estar associadas a determinadas espécies de Leishmania, mas
sabe-se da existéncia de formas atipicas, disseminadas ou visceralizadas
causadas por L. (V.) braziliensis (Gontijo e Carvalho, 2003; Basano, 2004;
Pinheiro, 2004; Posada-Vergara et al., 2005). Atenta-se também para a
importancia do diagnostico diferencial, uma vez que a LTA pode ser
confundida com outras infec¢cdes que ocorrem com frequéncia em diferentes
regibes do Brasil, como lesbes por hanseniase, sifilis, tuberculose,
blastomicose ou mesmo o carcinoma (Ramos-e-Silva e Jacques, 2002).
Assim, é providencial e necessario confirmar os casos suspeitos e verificar a
espécie de Leishmania envolvida, visto que os métodos tradicionais de
diagnéstico ndo permitem a identificacdo, aléem da baixa sensibilidade.
Assim, adotou-se como “padrdo ouro” um consenso de resultados obtidos
pelos métodos tradicionais e a PCR. O diagndstico definitivo da LTA foi
baseado na andlise clinica e na evidenciagdo do parasito por um dos
métodos parasitolégico e/ou PCR. Dessa forma, das 109 amostras clinicas
estudas, 52 foram consideradas positivas e 57 negativas.

A sensibilidade e a especificidade da PCR-L. (V.) braziliensis
foram de 96% e 100% respectivamente. Resultados similares foram obtidos

em outros estudos (De Brujin e Barker, 1992; Belli et al., 1998; Marques et
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al., 2001; Barros et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Venazzi et al., 2006;
Fagundes et al., 2007; Gomes et al., 2007).

Somente dois pacientes apresentaram analise parasitoldgica
positiva e PCR negativa. A hipotese de ter ocorrido problemas na extracéo
de DNA e as amostras apresentarem inibidores da Tag DNA polimerase foi
descartada pelo resultado positivo da PCR com o marcador R1-32 (que
amplifica uma sequUéncia humana). A hipétese das amostras estarem
infectadas com outras espécies de Leishmania sp também foi eliminada pelo
resultado negativo da PCR-Leishmania sp. Como estas duas amostras
foram positivas somente no exame direto, ndo descartamos a idéia de um
resultado falso positivo pela dificuldade de se identificar amastigotas em
lesGes extremamente infectadas com outros agentes. Estas observacdes
sdo baseadas nos indices de sensibilidade e especificidade dos métodos
parasitologicos obtidos neste estudo. A alta especificidade (100%) e a
relativa sensibilidade (69%) podem ser relacionadas a fatores que interferem
nessas analises, como as caracteristicas da propria amostra clinica (biopsias
e raspados), que comumente apresentam contaminacdo bacteriana,
impedindo seu crescimento “in vitro” e/ou prejudicando a leitura microscépica
dos esfregacos e “imprints” e lesdes que apresentam baixo ndmero de
parasitos (Pirmez et al., 1999; Weigle et al., 2002).

A reacdo intradérmica de Montenegro foi um teste altamente
sensivel (100%). Todos os pacientes com LTA apresentaram reacao
positiva. Entretanto, a especificidade foi extremamente baixa para um teste
(65%). Dos 57 pacientes negativos, 20 (35%) apresentaram reacoes
positivas com enduracdes entre 9 a 16 mm. Novamente, as 20 amostras
discordantes foram analisadas pelas PCRs com os marcadores para 0 gene
humano (31-32) e para Leishmania sp. Como os DNAs estavam integros e
as reacoes foram negativas em todas as amostras, nao descartamos a idéia

de estes pacientes apresentarem alguma sensibilidade a solugdo salina
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fenolada utilizada como solvente e conservante no preparo do antigeno de
Montenegro, visto que nenhum deles tinha sido tratado para LTA
previamente ou realizado o teste anteriormente. ReacOes alérgicas ao
conservante do antigeno utilizado na reacdo intradérmica e resultados
discordantes entre IDRM e outros métodos também ja foram observados
por outros autores (Kar, 1995; Deps, 1998; Marzochi et al., 1999; Machado
et al., 2002; Fagundes et al., 2007). Além disso, pacientes que vivem em
regides endémicas ou ja tiveram a doenca e foram tratados podem
apresentar 97% a 100% de positividade (Klaus et al., 1999; Ramos-e-Silva e
Jacques, 2002). Portanto, o valor diagnéstico da IDRM, é limitado
principalmente em pacientes de regido endémica. Devido a esses fatores de
interferéncia, recomenda-se muita cautela na interpretacdo dos resultados
da reacdo de Montenegro, visto que é um teste muito solicitado.

O exame histopatolégico ndo foi contemplado nas analises
estatisticas, pois foi realizado em apenas 71 amostras. Essas amostras
foram positivas em 14 pacientes, negativas em 43 e sugestivas em 14
pacientes. Embora em menor nimero de amostras analisadas, mas foi
suficiente para verificar a dificuldade de detectar amastigotas. Outros
estudos também relatam a dificuldade na visualizacdo dos parasitos, tanto
na pesquisa direta pela coloracdo de Giemsa como em preparados
histolégicos, pela pouca quantidade de parasitos e pelo tamanho dos
mesmos (Cuba et al., 1981; Pirmez et al., 1999, Weigle et al.,2002).

A correlacdo dos dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes
com o diagnéstico da LTA (Tabela 7) revelou dados interessantes. O
diagnostico foi confirmado em uma populacdo alvo tipica para LTA,
previamente descrita (Grimaldi and Tesh, 1993; Gontijo and Carvalho, 2003;
Chagas et al., 2006). A maioria séo individuos do sexo masculino (69%) em
idade produtiva (15-54 - 54%). Vivem em areas rurais (50%), com lesdes

recentes (92%) predominantemente em bragos/maos e pernas/pés (67%).
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Apesar desse estudo ndo abranger detalhes de um estudo epidemioldgico
propriamente dito, os resultados observados nesse grupo de pacientes
parecem apontar as mesmas conclusdes observadas em estudos realizados
por Falgueto e Sessa, 1991; Passos et al., 1999. Os fatos mais relevantes
foram:

a) mulheres (31%) e criangas (15%) também foram acometidas,
fato que pode relacionar-se a transmissao peridomiciliar e intradomiciliar.
Dados epidemiolégicos semelhantes foram reportados por varios
pesquisadores, mesmo em diferentes regides (Gomes et al., 1992;
Tolezano, 1994; Passos et al.,1999; Basano e Camargo, 2004).

b) pacientes com mudltiplas lesbes, que podem ser relacionadas a
varias picadas do inseto ou ainda a expansao da lesao inicial em formar
nodulos, que se rompem e criam novas lesfes. Essequadro é muito
observado na regido de Sorocaba.

c) As regides do corpo onde ocorreram a maior frequéncia de
picadas foram os locais mais expostos, como bracos e pernas, seguidos
pela regido do toérax e cabeca (envolvendo a regido dos olhos, testa e
orelhas).

d) Apesar do tempo entre o aparecimento da lesédo e a realizacao
do diagndstico variar de 1 a 12 meses, a maioria dos pacientes procurou 0s
servicos de saude nos primeiros 6 meses de lesdo. Fato de crucial
importancia, para o tratamento precoce, impedindo a manifestacdo de
guadros graves.

e) As regides urbanas e periurbanas analisadas em nosso estudo
ainda mantém muita proximidade com a mata (modificada) ou residuo de
mata. Além disso, existem relatos dos pacientes com atividades ligadas a
zona rural, como trabalhos e passeios.

As caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos 57 pacientes

sem LTA foram diferentes. As amostras foram regularmente distribuidas
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entre homens (56%) e mulheres (44%) e igualmente distribuidos em idade
produtiva (15-54 - 55%). Todos estavam igualmente distribuidos em areas
urbana (37%), periurbanas (25%) e rural (38%). Apesar da maioria dos
casos apresentar lesdo Unica e recente (65%), lesdes antigas foram
observadas em 35% dos casos e predominantemente localizadas nas
pernas/pés (62%). O diagnéstico clinico foi determinado em apenas 15
desses pacientes (4 com carcinoma, 5 com infec¢do fungica, 2 com Ulcera
varicosa, 1 com tuberculose e 3 com processo cronico de etiologia néo
definida). Entretanto para a maioria dos casos néo foi possivel determinar o

diagnostico definitivo.
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6. Conclusoes

Este estudo mostrou que a PCR € um método altamente sensivel
e especifico para compor o diagnostico diferencial das leishmanioses. Tem
efetiva capacidade de genotipar os parasitos presentes em diferentes
amostras biolégicas como aspirados de medula e linfonodo, biépsias ou
necropsias de 6rgaos.

Apés a padronizacdo da metodologia, o diagnéstico da LVA e LTA
pode ser realizado ndo s6 para detectar o parasito como também para
identificar a L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis em caes sintométicos e
assintomaticos e em pacientes humanos.

Portanto, esse trabalho reforca a idéia, j& preconizada por outros
grupos e centros de referéncia, da inclusdo da PCR no diagnéstico das
leishmanioses, visando determinar a espécie de Leishmania envolvida na
infeccdo. Esses dados ainda enfatizam o potencial uso deste procedimento
em Programas de Vigilancia e Controle da LVA contribuindo para o
direcionamento das acdes de vigilancia, visto que a PCR é um

procedimento rapido e eficiente.
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PCR identification of Leishmania in diagnosis and control of
canine leishmaniasis

Aparecida HS. Gomes, Isabelle M.R. Ferreira, Maria LS. K. Lima, Elaine A. Cunha,
Andrea 8. Garcia, Maria FL. Araijo, Vera L. Pereira-Chioccola *

Laborasris de Parasbolopls, raises Adolfe Lage, Av. Dr Armalds, 13558 andary CEP 01246902, 530 Raslo, 5P, Brasil
Received 12 Jaly 2006 received imrevisad form 7 Ooober 2006; accepied 11 Coober 3006

Abstract

L shmeaum asess are endemic in many comnfries, mainly m nral areas. In Bragil, Leirhmania infeciion & responsible for many
catest af Leishmamistes, mclding receni reparis in whan regions. Despite ther semilivily, mditiom] semlogical and pam-
sinlogical methods for deteciing Leishmanisses have proven madeqmie for species discrimmaion. This sindy admed to idem$ify
Leishmania species in hiological samples by a fast methodology, avaiding “in vilro™ colivation. Knowledge of the Leishmania
species is an imparian oal in regions whers bath Mew Werld visceral leishmanissis (VL) and cobmeons leishmanissis (L) are
menvalent. As thess new focl appear in aneas nol trdifiomally endemic for VI, the main problem is o distmguish between e
antoch thimons mfections and mfecions acquined m other well-known endemic areas. Since, domestic dogs are known (o be the
main VL and CL reservair, they are regularly investigaied in endemic areas fo prevent, princpally, severe and offen fatal VL in
Immams. However, several mfecied dogs presend no cimcal signs or climical signs similar o other canime diseases. Here, we
evaluaied the ability of PCR o disgnose VL and distmguish L (L} chagas from ofher Leishmania species in domesfic dogs.
Samples from 114 dogs from 30 cifies (Sao Paolo, Brasil) wene divided into two groups: 44 symplomatic and 70 s ympiomatic.
They were assayed by pamsiiological methods (oo lume and micros copic examin afion ) and PCR o defermine L. (L) chagasd, L. (¥}
brazilien sy, and i some cases, Leichmania spp. Pansilological tesis and PCR-I. chagari were concordaniin 105 samples (92 .
VL was confinmed in 49 dog s, while 56 had negative resnlis. OF the 114 samples, 9 had discordam resnlis, bot were furiher tesied by
PUR-Leichmania spp. with positive resolis. V1L was alio oo firmed im 4 dogs having negative pansiiological tes s and positive PCR-
L chagari Comsecuently, this PCR was posif ve for 100% (534 9) of dogs with pamsites dedecied in parss ological tesis. Alka, PCR
demaons trated high specificity detecing 61 dogs negafive for VL. Leishmania mfecion was negafive m 56 dogs, and 5 with posifive
culture and PUR-Leishmania spp. had UL since they were posifive in PCR-I. bmyiliensis This sidy shows the imporiance of
mnchding PCR in dixgnoss of Leishman i es by differential diagnosis confiribo ing o the survedll d l aof VL
& 2006 Poblshed by Flsevier BV,

Keywordy: Amerioan visceml leisbamandasin A cunt e i ] el Dafie al dagmosis in dogs ; Gesonyping: PCR

1. Tmtrod uetion

The genus Leishmenla causes 3 wide spectrom of
human disesses, ranging fromself-limited cotaneou s to

ﬁ Tl «55 11 3068 the more sevene diffuse cotaneoos and visceral forms,

fax 485 11 NS TR & & consequence of the complex host immunelegical
B! celebress: pobd cocolai@ il sp govke response (Grimaldi snd Tesh, 1993; Lainson and
VL. Pemima- Chiceoola). Shaw, 1998
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Leishournda apecies in Latin- America belong to two
different taxonomic groups. The first is the sub-genus
Leishmania, composed of L. mecloma ad L amego-
nengis, responsible for localized or diffuse cutaneous;
and L. chagasi, the causative of the New World
viscerptropic leishmaniasis. L. Bbragliensis, L. pana-
mengls, Lo guyanesis and others comprise the sscond
sub-genus Wannda group and cause cutaneous of
mucocutaneous lesions (Degrave et al., 1994; Lainson
and Shaw, 1998).

The traditional disgnosis of Leishmaniases consists
of serplegical tests (ELISA and Immunofiuorescence ),
direct examination of smesrs after Giemsa staining, ““in
vitrp'" culmre and histological technigues (Grimaldi
and Tesh, 1993; MSB, 2006). Despite its sensitivity, the
traditional diagnosis has been found insdequate for
species discrimination. Forthis purpose immunalogical
methedologies, such & serodeme of  monocbonal
antibodies, have been developed, but they present
limitations such a3 cross-resctions among  other
phylogenetic similar species (Grimaldi and Mcho-
hon-Fratt, 1906).

The varigbility of Laishemnia has been iraditionally
studied by a muolilocs enzyme  electiophoresis
technigue (MLEE, isoenzyme analyses) based on 15
enzymes. The amine acid polymorphism was respon-
sible for change in enzyme mobility producing different
phenotypes (or zymodemes) (Rioux et al, 19900 This
taxonomic methodelogy has been regulardy used in
epideminlogical smdies (Copolillo et al, 1994
Generslly, the definitive species identification is
determined within 2 o 3 months. This wechnigue
requires the isolation of the parasite and its growih in
culture me dinm, bot many promastigoes isolates do not
amplify in culiuwre medivm. Additionally, the culure is
rarely done in routine diagnosis. Thos, this method is
time-oonsuming, requiring culture facilities and indi-
vidual expertise {Degrave et al., 1994; Schallig and
Orakeam, 20020

Knowledge of the Leishmania species is panticulary
important in regions where both Mew World visceral
leishmaniasiz (VL) and New World cutanesus leish-
maniasis (L) e prevalent (Schallig and Oskam,
20020, Recent findings showed L. chagas! dispersion in
endemic areas for L bragilensl, the causative agent of
CL in Ss0 Pauky State, Brazil {Camargo-Meves, 2004,
CVE, Xu5). As dhese new foci sppesr in amess not
traditionally endemic for VL, the main problem is to
distinguish between troe sutochihonous infections and
infections acguired in other well-known endemic anea.
Since domestic dogs known to be the main VL and CL
resepvoir, they are regolarly investigated in endemic
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areas o prevent, principally, severe and often fatal VL
in humans {Grimaldi and Tesh, 1993). However, the
camine VL surveillance is limited since most infected
dorgs present no clinical signs or clinical signs similar to
other canine diseases. Smdies anslyzing sera from
symptomatic and ssymptomatic dogs with VL showed
the difficulty in deermining the proportion of infected
dogs that develop a detectable specific immune
response. The ssymptomatic ones ofien remain ser-
onegative or borderine positive { Ashford et al., 1995,
Berrahal et al., 190; Pauls et al., 20603).

Dwespite the significant contribution of a variety of
milecular methods for identifying Lelchmuenda {Rodri-
ower et al, 1994; Fernandes et al., 1996, Schallig and
Oisleam, 2002; Violpind et al., 2003; Marfurt et al., 20003,
these methods are time consuming and expensive for
diagnosistic punposes. In condrast, a specific PCR-based
e thosd is appeealing &5 it s rapid, sensitive, and specific,
aveiding culturing of parasites, thus being suitable for
Leishmanizes swveillance programs that reguine
efficient laboratorial response for rapid and effective
il E

This study gimed to determine Lalshmanla species in
binlogical samples by a fast and sinple methodol ey,
avpiding “in vitro" cultivation thus; we evaluaied the
efficacy of PCR for Mew World VL disgnosis and its
capacity to distinguish L. chagesl from other Lelohoma-
mkr species in domestic dog samples. This PCR
amplifies a fragment present in the highly reitersted
mindcircles of DMNA, having been shown to be highly
senaitive and specific for VL caused by L. infantum in
samples from Mediterranean region (Lachand et al,
2062y, We opied for these primers on the basis of the
current mxonomy of the L donovenl complex, which
hes three designated species, L donowand, L. infaontum
{syn. L chagad) and L archibaldl {Mauricio et al.,
205

2, Material and meethiods
21 Straing of parasies ond condne somplas

VL disgnosis was performed in 114 dogs from
October 2003 10 November 2005, All dogs analyzed in
this study were selected considering epidemiological
risk factors for VL, such as proximity of other infected
dirgs as well as signs or symptoms of the disesse. The
dogs lived in different localities of Sap Paulo Swate,
inc uding 30 cities{ amall and medivm size) endemic for
(L, & well as having endemic conditions for VL. The
dogs wene divided into two groups sccording to
symptomatology. Group L composed of 44 dogs
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referned toas “sympiomatic” , had strong clinical signs
for WL {at least four signs) including exfolistive
dermatitis, cotansous wloers andfor nodules, hrmpha-
denopathy, splenomegaly, hepatomegaly, weight loss,
lameness, anorexia, fever asbnormal nail growih,
muscle wasting, or pal muoous membranes. These
dogs wene culled, and liver, spleen and lymph node
necropsy fragments were sent o our laboratory to
confirm the clinical diagnosis. Group 11, composed of
T dogs refered 0 a5 “asympiomatic”, were ssympio-
matic or had minimal clinical signs for VL, including
clinical signs for other canine diseases. The common
signs wene nodules, cutaneous uleers, weight loss, or
shnormal nail growth. Lymph node aspirstes andfor
cutane ous biopsy samples were collected o confirm VL
diagnosiz. All analyred samples were collected in
e pitic conditions, immediately added to tubes contain-
ing 1-2 ml of a sterile (LBS% MNaCl and 208 ug'ml
gentamicin, sent to the lshoratory within 48 h, and
immediately processed. Each sample was divided into
three aliguots. Two of which were processed for
parasimlogical methods (colture and  microscopic
examination) and the third for DMA extraction. For
PCR specificity and & positive control, the following
WHO reference strains were used: L (L) chagasi
(MHOM/BRS19THLDN, L. (L) aeegenensds (MHOM/
BR/STPHR), L. (M) bragifengs (MHOMBRST52903),
and Trypumnosomas crugl (Y strain). Lelhmanla sirains
were grown at 25 °C in Eagle's medium, supplemented
with 202 mgd L-ghtamin, 110 meg] sodivm pynovate,
22 g/l sodium bicarbonaie, 0U02% hemin, 10% heat-
insctivated fetal calf serum and 200 gfml gentamicin.
T, erugl epimastigotes, strain Y were grown at 28 "Cand
cultivated in LIT {(liver infusion trypiose medim)
containing  10%  heat-insctivaied fetal calf serum
{Camargo, 1964). In the log curve phase, 107 parasites
were harvested, washed twice in phosphate-buffened
saline (pH 7.2) at 1000 g for 100min. The parasie pellets
were used to DNA extraction. The Ethics Commitee of
Instimto Adolfo Lutz approved this stady.

22 Parasiilogical diagnosis

A portion of samples was plated onte a glas slide,
fivated with methanol, and stained with Giemsa
sconrding to WHO (2004) . The presenc e of amsast gotes
was observed microscopically (mapnification, 1000 )
The second portion was placed in fn witre cultures.
Tissue fragments wene previously homogenized by a
sierile plastic pisil and placed inte 1.5 m] mbes, The
samples wene placed into two tohes containing two
biphasic media, one of which we 30%  rabhit
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defibrillated blond in agsr potsto infusion (Ducrey)
and the other 5-15% rabbit defibrillated blood in agar
bese pH 6.8 {BAB). Both media were supplemented
with2 mlbrain hean infusionmediom (BHI), 5% sterile
humian wrine and 200 pefml gentamicin { Armstrong
and Patterson, 1994). The tubes were incubaied st 22 °C
for 10-15 days. The presence of promastigoes was
carefully observed weekly by microscope (Grimaldi
and Tesh, 1993; WHO, 200). Parasitological diagnosis
was considered positive if parasites were present in st
least one of the eats

23 Molerular diagnosis

23 1. DNA exaraction

Reference strain pellets and canine samples were
dissnlved in bysis buffer containing 10 mM Tris-HCL
pH &.0; 10 mM EDTA; 0.5% SDS; (U] % N-laurilsar-
cozyl and 100 pe/m] proteinase K. The mixtues were
briefly vortex mixed and incubawed &t 56 °C untl the
complete lyses of the cells, Incubation peried of each
type of sampe varied. Fluid substanoes such as lymph
s Eapirates and proméstigotes wene incubated For
30=120 min. Liver, spleen, lymph node fragments and
biopsies were incubated for 524 h. DNA was extracted
by phenol/chlomform/isoamylaloohol methoed and pre-
cipitsted by Bopropanol. After washing with 7%
ethanol for 10 min ot 10,000 < g, the DNA pellet was
dissnlwed in ultra pure water containing RNAaze 20 ugf
ml DMA conoentrations extracted from refenence sirain
were deermined in OD at 260, while DMNA purity was
determined by the ratio of OD at 260 and 280 nm
(Sambrook et al, 19890 For PCR. amplification, | pl of
reference strains DMA (8590 ng) o 5l of dog
samples were used a5 DMNA template.

232 Polymerase chaln reaction

The amplifications were camried out with a kit
purchased from Amersham-Pharmacis-Biotech. The
PCR beads were composed of 1.5 units of Tog DNA
polymerase, 10mM Tris-HCL, pH 90y S0 mM KCL
1.5 mM Mg Cly; 200 mM of each dNTF and stabilizers s
BSA. Each reaction was performed sdding esch DMA
template and 50 pmol of esch primer o a final volume of
25 ul. L. (L) chageasi was determined by primers BV
{sense) F-CTTTTCTGGTOCCGOGGGTAGG-3 and
RV2 (amtizense) §-CCACCTGGOCTATTTTA-
CACCA-Y, which amplified a 145 bp sequence from
LT] fragment of KDMA minicineles as target &t 60 °C of
annealing temperature (Favel et al., 1995, Le Fichoux
et al, 1999, L. bragilensis was deermined by a primer
pair, which amplified a 146-14% bp sequence from the
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mvlticopy spliced leader (SL) RMA {mini-exon) geme a5
farget in & emperamre annealing at 39 °C. One primer
wa LI-SA (sense) 5 -TTTAT TGGTATGOGAAA-
CTTC-¥, from a conserved SL intron (55-101 nucleo-
tides) in Felfwmanla spp. The other was LC-3L
(antisense)  F-GOCOGCGICTYGTCACCACCAT-Y
from a varisble non-wanscribed spacer, which & a
specific region for L braziliensis {Hamis of al., 1998)
Leishmania spp. wa detenmined in the guestionable
samples by a primer pair, which amplified a 120 bp
aequence from the comerved segion of Fedfenmnia
mirdcincle kKDNA & target inan annealing te mpe raiuge of
55°C. The primers were: 150 {sense) §-GGGIGY
TAGGGHOGTTC TICGHOGAMA -3 and 152 (antsense)
FACHEICHEIC O ATICTAT {(ATITTACACC AAC-
COC-Y (Pasaos et al, 1'999). DMA porified from culiune
parasites was tested twice to deermine species speci
ficity. The dog samples were tested at least twice. Each
amplification run contained two negative contrels {ulira
pure water and a negative DNA sample for Laisharnir)
and one positive control {DMNA from promastigotes). A
mube containing DNA from promastigotes (1 pl) and &
megative DNA sample for Lebvhmuenda {extracied from a
dog living in nog-endemic anea) (3 al) as emplate was
ineludedinseme amplifi cationruns toverify whedwe rany
Tagg polymerase inhibitor coold result in a false ne gative
PCR {Sambrook et al., 1989, Afier thermal cycles, PCR
products wene elecwrophoresed in 2% agaose gel and
stained with ethidium bromide. DNA fragments were
visualized uwnder UY illuminstion and images wene
anslyzed by a Syngens GeneSnap Imager, version
60501, Th smes of fragments were based on
comparison in 8 100 bp ladder.

1 2 3 4 &
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24 Dair analysis

PCR-L chagrsi sensitivity mnd specificity wens
determined considering the parssitological medhods as
“gold standsrd" and performed with dhe SPSS 1000
aftwane. "Percents of concordant resulis” (betwesn
PCR-I. chagasi and parssitelogical methods) were
calculsted asthe following ratio; (number of concondant
resultsVinumber total of samples) w100,

1. Results

The main objective of this sudy was © ivestigae a
snsitive and specific method for distinguishing L
chagas from L. breziliensis in biological samples. PCR
using specific and sensitive primers was chosen to avoid
DMA  hybridization or weamment with resriction
enzymes. The primer pair EVI/RVI amplifies a
145 bp seqguence from LT1 frapgment of L donovand
group kDNA minicircles {Ravel et al., 1995; Le Fichoux
etal, 1900 Lachand et al., 2002). We chose the primer
pair LU-SALC-3L for L Braziliensis detection {Harris
etal, 1998) The product expected wis 146-149 bp.

Firstly, we determined whether EY1 and RV2
primess wese specific in Mew World Laishenanla
species. The specificity was evaluated in the three
most  prevalent Leishrumla species in Brazil (L
amazonensis, L bragliensis, L chagas. Mext, we
also evalusted T crusd, the protozos cansative spent of
Chages disease because both genera hawe many
phylegenstic similarities (Tibayrene, 1997), alo fhene
are regions in Brazil, where both diseases are prevalent.
The specificity of LU-54 and LC-3L were determined

—

1463 |43 bp

Fig 1. Species specificky of the PCR ssays for L (L) chepanl (A) and L. (V) brarilieesd s (B} For L (L} chepend, g RV and RV2 primers
amphified the 143 bp product from a specific mgion (L1 & gemens of EDNA manicindes of L demeowand mimicirck: KDNAL For L |V} beardlless,
ke L34 and LC- 31 prin ers amgpli fied dhe, 145149 bp peodiect froema vard e sos-gra ssoribed spa oz, and specific e gion from the SL-RNA geme.
The DN A strains § e cnted below ot o concentmSon of £5-60 sgwem o plified ond anal wedin decoophores is i 1% agoose gel Laze 1, 100 bp
N (g dovmesn b md slvormrms s 1080 Bp; lame 2L (L) chapond MHOMBRN9THLD lame 3, L (L.} amaronsests | MHOMBR/STPHE); lme 4,
L. (W) brazilennls HOMBERTH203), lame 5, Trypamorems orus (Y smiz).
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Table 1

Compasison of paresi iological mabods and FCR for L chaged & sympiomasic igroep 1) end asympacmasic {gmep 1) dogs

[ Sanple npe Toaal Remales | parasiclogical matbods (Pm) md PCR-L. chagan)
Comcordat e calane
Btk Btk Concomdance” Megagve Bm,  Posithe Pm,
ot ive B e [x 3] positiwe PCR pegasve FCR
Grooosp | { ymnpéoema se Liver, spleen, a4 ey | 13 4 {55y ] x
el led dogs) Iymph podes
{Becropsy fragmenes)
Goougp 1 Lymrip oy T " 43 a3 {50 4 k]
jasympoomatic dogs)  aspirates,
cutamens biopay
Tootal 114 49 k] 105 (52) 4 3

* Pacent of concordant resals was calowlated as the fol lowi ng ratios jsasmiber of concomlant wsules)N member ool of samples) = 1000

in the same manner As shown in Fig. 1A, RVI/REV2
primers amplified & 145 bp only in L. chagasi. Similardy
LUSALC-3L showed specificity for L Brazllensis
{Fig. 1B}

The canine samples wene processed within 48 h after
oollection in a simple procedure o recover maost of the
DMA present in samples. This process  prevented
inhibition of the thermostable DMA polymerase by
many componenits found in complex biological samples
{Al-Soud and Radstrom, 1908

Samples from 44 sympiomatic dogs with classical
signs for VL {group 1) presented the following results:
29 dops had positive resulis for parasitological
methads and PCR-L. ehagasi. Two dogs had
discordant results. Parasites wepe detected by para-
sitological methods, bot PCR. was negative (Table 1)
The results of T mymptomatic dogs (group 1) were:
20 were positive for Lo chagasi in PCR as well as
parasitological methods. Howewer, 7 dogs had
disoordant results. Four had negative parasitological
tests and positive PCR-L. chagaesl. In contrast, thres
dirgs hed negative PCR and positive culture. The
conoofdance pepcent for parasitological and PCR
results was 92% for all samples. Concordance for the

first and second group was 95 and W%, espectively
{Tahle 10

Next, the discordant resuls described in Table 1
were investigaed. These DMA samples were further
analyzed in PCR-Leighmandy spp, all presenting
positive results. These results confirmed VL infection
in four dogs having negative parasitological diagnosis
and positive PCR-L chagasi. They wene culled, then
necropsy fragments were alsp analyped and were
positive in both methodologies. The other five dogs
(two from group I and three from group 1) with
discordant results had positive colwre and PCR for
Lelshmania spp. As these regions ame endemic for L
Bragliensiz, we decided to do another PCR, using the
LU-5ALC-3L primers. As shown in Table 2, the five
samples amplified the 146-149bp products for L
Bragliensis showing that these dogs had cutansous
leishawaniasis.

4. Discussion
Currendly, Leishmaniases have been increasing

waorldwide, wrincipally due to incresses in homan and
domestic animal iraffic. This phe nomenon incresses the

PCR (Ll shvende species identification)

L eclagas (RV1 and RV}

L brapillgesd g (LU-SA ad LC-AL)

Takide 2
L e VL i gmecasic im sy plomrase {gmaep 1) and asympeomase igroep [T} dogs
Dogs Posative amd parssi ological
method and PCR-Lednbmanda spp.

G | { Symnpao e 3

mmd callled diogs)
Greoasp I x

fasympeoenatic dogs)
Toal ]

o | 2
e} 3
3 3

Gremotyping of posiove samples i pamsinodogical methods.
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likelihond of leishmanial infection in lbow 07 non-
endemic areas (Lainson and Rangel, 2005, MSH, 200,
In Brazil, approximately 2500-50(0 cases of VL and
30, =350 ¢ zse s of CL are reponted per year, In low
incidence regions, such & Sap Paulo State, VL
mortality  was  approximately 108 {1990-2005)
{CVE, 2006; MSB, XNM).

The scoess of leishmaniasis transmission control
programs depends on several preventive measunes, such
as  surveillance of reservoirs, insect vectors and
population. These measures in endemic regions must
b rapid and efficient to prevent L. chagad dispersion.
InBrazil, one approach usad to reduce the incidence of
human VL is to coll infected dogs. The impact of such
dog-culling programs on incidence of human and
canine VL has been questionsble and controversial
{Reithinger et al., 2002; Capelli et al., 2004} Despite
culling, VL incidence has incresed (CVE, 2004; MSE,
20 WHO, 2006L The failure of such condrol
campaigns could be striboted to: (i) long delay
between sample collection and exam  execution
{Reithinger et al., 2002); (i) suspsct samples ane
analyzed by parasitological, histological or serelogical
tests whose methodolegies are unshle to distinguish
Lelshmania species. Consaquently, sensitive and rapid
diagnostic tests need o be considered. Therefone, PCR
wias chosen to distinguish L chagadd from L
Bragiliensis in biological samples using specific and
senaitive primers because other methodologies, suchas
hybridization, biochemistry characterizations and
RFLF, have shown high sensitivity and specificity
{Rodriguez et al, 1994; Femnandes ot al., 19946; Schallig
and Oskam, 2002; Volpini et al., 2000, but are time-
consuming, and costly methods.

The targets in Lalshmania genome include KDDMNA
minicircles, SSURNA, and SL ENA (mini-exon) gene
repest (Raminez and Guevers, 1987, Degrave et al,
1904; Femandes et al, 1904; Marfun et al., 2003
kDMNA minicircles sre good candidstes since they
present very high copy number {10,000 per cell) and
contain  conserved and  variable sequences. Each
minicincle presents approximately S0 bp. The primer
pair 1500152 amplifies 2 sequence of the 150 bp-
conserved region present in all Lelchmanla species
{Degrave et al, 1994) Another minicicle megion
{arpund 650 bp) is 2 varable sequence betwesn the
apecies. Conseguenty, we chose RV 1RY2 primers dhat
amplify a sequence of the specific region for the L
daeneamd complex. Mofeover, the high sensitivity (at
least one parasite in 5—10 ml of bleed) and specificity of
these primens in blood samples from doegs with visceral
leishmaniasis in the Mediterranean rendered them

108

srong candidaws for our purpose (Le Fichoux et al.,
1999; Lachaud et al., 2002). Here, RV 1/RV2 primers
were alao specific when refenence sirains were asayed.
Mo PCR product was obtained from L brepiliensis and
L awazenensis parasites, which are prevalent in several
Brazilian regions, nor was 8 PCR product observed in T2
crugl epimastigotes, another kinetoplastid phylogeneti-
cally close to Lelshouania spp.

The detection of samples with CL was made by PCR
waing LU-SALC-IL primers resulting from the SL
BMA gene repeat region. This gene is present in noclear
genome as & andem amray of approximately 2000 copies.
Each copy contains a transcribed conserved region and
& non-transeribed variable region differing among the
Lelshmanda complexes insaquence and size | Femandes
et al., 1996 Harris et al, 1998) The primer sense is
conserved in Lelvhmanda spp. The antisense i specific
o the variable region for L brogilends complex
including L bragilienss, L. guyanensis, L panamensis,
and L. perudan.

We believe that the following condiions improved
PCR assay sensitivity: (i) establishing a procedure to
recover most of the DMA present in the samples to
increase the sensitivity: (i) canine samples wene
processed rapidly within 48 h of collection o prevent
any T polymerase inhibition Many components
found in biclogical samples (bloosd, wrine, feces and
cerebroapinal liguid) inhibit the reg-polimerase, mod-
ifying PCR results (AlSoud and Radstrom, 19980
Therefore, PCR reactions were performed using a
mixture of a negative DMNA sample with positive DMNA
{from positive control) & template. The mesuls wene
positive, showing that no substance present in DMNA
samples inhibied the reaction.

The parasitological methods present complex inter-
ferences, such & bacierial contaminaton in culiures
and difficulties in seeing the parasies fixed in glass
slides after Giemsa staining. However, as the definitive
& clinical diagnosis was not resched, we considerad the
perasitological assays & the gold standard method o
determine PCR-L chagad sensitivity and specificity
{Ashford et al., 1995)

Our msin goal was to determine whether 44 dogs
with seripus sympioms from group [ hed VL (Table 1)
Veterinarians, with donors’ consent, culled dogs with-
out previous laboratorial diagnoesis for VL, on the basis
of their drastic health conditions. Ofthe 31 culled dogs
with positive parasitol ogical tests and PCR -Leishenania
app., 29 (66%) had VL, confirmed by positive PCR-L
chagasi. The other 2 dogs had CL confirmed by PCR-L
Bregillensis (Table 2). Among the T asympiomatc
dirgs, only 24 {34%) had 2 confirmad VL diagnosis. The
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other 3 dogs had CL, also confirmed by PCR-L
Bragliensis {Tables | and 2). The 4 dogs with negative
perasinlogical tests and positive PCR { Led s andy spp.
and L. chergasl) were culled and necropsy fragments
were analyzed. Pamasites were deteced in both
methoedolegies (molecular and parasitological). These
reaults confirmed the high specifi city (56 dogs presened
negative pesulis in both methodologies) and high
senaitivity (53/49) for PCR-L. chagasi in defining VL
diagnosis,

The 53 dogs from both groups disgnosed with VL
lived in areas not traditionally endemic for VL. After
detecting the fist cae in a city, the “Surveillancs
Program for WL in Sao Paule State” investigaied the
epidemiological hisiory of each dog to determine
whether it was an autochthonous infection (if the dog
was bom and raised in that city andior went to an
endemic amea) of whether infection was acquined in
anpther well-known endemic area. Additionally, the
dirgs living near the infected dog were alao investi gated.
As diapnosis by PCR-L. chagasiwas fast, it detected the
swtochthonous foous of canine VL in 14 of the 30 cities
sudied. The PCR-L chagasd specificity was further
confirmed by the 5 dogs with CL with negative PCR-L
chagasd that lived in 2 cities traditonally known as
endemic fior CL.

The detection of VL in these regions generaied
intense surveillano: in neighbosing cities. Mild signs
were investigated by velerinarians and samples wene
sent to our laboratory. Negsative pesults wene shown in
56 dogs. The 43 dogs (7T7%) from group 1T had these
characteristics, most of which lived in the 14
neighboring cities under investigation. The 13 culled
dogs (29%) from group I with negative results for
Leighmania probably had odver diseases with symptoms
similar to leishmaniasis.

In conclusion, PCE was effective both for differ-
ential diagnosis and genotyping. These findings ane
oonsizent with other smdies (Ashford er al, 1905;
Lainson and Shaw, 1998), inwhich the PCR inclusion in
Leishmaniases disgnosis can be a nobust tool for eardy
diagnosis and timely actions. These data emphasize the
potential use of these approsches in surveillance and
contre] programs for Leishmanises. Knowledge of the
Leishmandy species can also prevent culling of dogs
withoot VL. Lefsheamnia type is not determined by
positive parasitological of serological tests; how ever, in
an endemic ares, it is sufficient for determination of
culling the suspecteed animal (CVE, 2006) Thes
detection methods are panticulary relevant for devel-
oping countries where Leishmsani des remaing 3 sefous
public health problem.
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Awdicie hiory; Cutnenws l&shmanmxes present similar dimical appesrances, but diffesing prognosis in the course of
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by parasites of the subgerus [echmonis Another problem is d&i true Ledsk
I'I'uﬂmaﬂﬂahdbﬂmmdﬂumﬂmwhmundad#pmﬂm
l bt are h o submit patien s l::p:nﬁl: treatmenit for ouitan eous |e shman o
'I'Il:ﬂ:.lﬂrenhlrdﬂt:ﬂnqnl’!ﬂm‘ ing in Leish iz in path with « lesom.
Mu(ﬁ}m:mﬂnmdmdhrammmﬂmmﬁﬂ@lﬂIuh
ENA The results wene companed to those of traditional methods. We anal yeed biopsies of 109 patients
with cutaneous ke jons in thesecond mest endem c region of %20 Paulo Stade, Brazil Defimtive disgnosis
was established by dinical and “romsensus b ratony criteria® ( poesd five culiure, sined tieoe smears or
PR OF 52 patients with cutaneous leishmaniasis, 961 had Fn!m:l’ﬂ EI. positive parasitalogical
esis and 100E, positive M intradermal dexis. Histopath iom [only in 32 sam-
[h}wnp:ﬂh:miquh SWmilaﬂnqphmmdm'qiﬂ.ﬂ!ﬂpaﬂtuﬁ:ﬂu
etiologies had neg: results in parasiological methods, POR and histopash ological examination (im 29

s, buit Me y imitrack 'lzdsm in35L PR was highly sensitive and specific
hLW}hﬂﬂ&ﬂrﬂnﬂndﬂimmﬂdwﬂdﬂh&mrﬂu&.huﬁtmﬁm
of the parasological tests, the mvity was less than 708, Momenegro intradermal nmction was
highly wﬂ'imhnrﬂthwq:a:ﬂdly.ui:&&lknmﬁerﬂthmﬁﬂquﬂd@dm
toms wene shown In 14 samples, it was difficult to determine the tue nesult. PCR applisd to biopsies
Fumdmbemddl’ndi'ﬁruﬂald@m of outaneoms lesions of ather etiologies in patients Hving
m ic areas. The ad e are most sirildng in clinical spedmens with scace amastignees for
wiich conwentiona] methods have low sensitivity and should be consdered for clinical and epidemiolag-
icall patterns. On theother hand, both Me a i test and parasitalogical methods are only
madestly effective in outaneous leishmanixis ﬁagmm.

itk
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1. Imtroadise toan

Leishmaniases are a group of chronke disexess caused by the
genes Lejshimania, bransmitted from animals to himans by the bhite
of infected female sand fHed There i shrosd spectrim of clindcal
Farres, inchiding thease that sffect skin, mecods, of internal organs
{Grimakli and Tesh, 1993; Lainson and Shaw, 1998)

LLeishimaniases are prevalent on fowr continents and oo dered
endemicin 88 countried, 72 of wiich sre devel oping countries. The
wiorldwide prevalene of the disexe is estimared st 12 million
caned, with 400000 to 500,000 new caes per year for visceral
lorme and of 1-1.5 million for the outaneoes fems (WHO, 2007

" Cornmaposding aatae, Fax: +55 11 3068 B30
E-mol g s poidoonolaia Lapgoe be (VL Fersra Ohivocola §

DOM-43545 - e Sroar marer 0 008 Eleder Inc Al rights resred
iz 10U 01§ fewppara 2008, (.04

In Brazl, approsd mately 2500-5000 caies of viscersl forms and
IOO0-35,000 caies of cutanedus fonms sfe feponted per year
About 3-5% of sl patients who develog outansois OF IO ne-
oues. lesions have leihmanissis (M5B, 20071 In S50 Paulo State,
where the incidence i low, approximately 500 new Ciies are
reponted per year. Another consideralde problem is the wihandestion
of the infection. In recent years, sutodhthonms cases hive been
described in reral arexs. Presently, the incidence of periwrban
andl wrban cxses has been increxsing Approsimately 10% of the
populstion that live in endemic srexs is at fsk for soquiring the
infeaion (CVE 2007) These data are sufficient for developing
mew contral strategies auch a3 facilities for disgnosis, trestment
anedl peospeted astions | nfior mati on

Leishmanda apecied in Latin-America belong to two Laxommic
sulvgenera The first i the subgemes Leihmano compaed of

Parmitol (2008), dei: 10,100 62 ppara 200802014
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Leis lumanda (L) mexicana and Lashmania (L) amaranensis, redponsi-
e for localized or difise cutsneous disexse; amd Leishmanda (L)
infaniuwn chagoei the cause of New World viscerotrogic leishman-
s The semnd subgenus is Viamda comse of New Workd outsme-
ous. leishmanissis with cutaneous or mudooutsneous |esions,
comprising Leitbmania (V) brarilienss Leithmania (V) panarmensis,
Leislmanda (V) gupaness and ot hers (Rimo et ol 1990; Lainson
and Shaw, 1998) In Brazl, cutsneouws leishmaniads is caused by
at lexst 3ix different Leishmands spedies (5 haw, 1994) but the vast
majarity of cutanemes lesions are caused by L (Viannda) brazdliens i
(Grimaldi and Tesh, 1993 Lainson snd Shaw, 1998)

The Leishimanda species present with 2 similar clindcal appear-
amie, bt with different prognosis during the omese of the infec-
tion. The ulcers cased by parasites of the subgenus Viannia sre
more sggressive and can recur aker trestment. The wen auwed
by parasites of subvgenes Leislomania are les severe and maone likely
0y Lihe S pnits ey of sfter trestment {Gmaldi snd Tesh, 1993;
Pirmez et al. 1999; Ramos-e-Silkva snd |scques, 2002) Ad some pa-
tients have small numbers of paradtes within the lesions, it is dil-
fowlt to edstablish & correct dizgnosis. Another problem is o
diistinguish betwesn trwe Leishmanda infection and other skin dis-
exies in endemic aneas for cwtame ous leishman asis, where cutane-
ot lesions and 2 single pmitive Montenegro intradermal test sre
aulficient to  submit patients to  specific brestment lor
lei dhmsniagis

The traditional disgmomis of New Workd ataneows leishimanis-
it i performed using clinical and epidemiological festures amd
through parsitological tests, by means of lesion biopsy of the
andl procesging of the specimend for direct examinstion of smesrs
aber Giemsa stsining in vitre culture. histopathological tech-
migues, and immwenol ogical methods (Grmalkdi 2mnd Tesh, 1993 ; Ra-
mos-e-Silva snd |scquesi202) The different Leishmanda 4pecies
are mit equally exsy to culture. Contaminastion i a @nstant prob-
lem, and varistions in eficacy among different growth mediem
formulstions or even batches may be encountersd. Likewise, the
success of microsmpic identification of amastigotes in stsined
preparstions depemds on the number of parasites present sndfor
the experience of the technician exmining the slide_

The differentistion of Leishmania species i panti ol sy i mpor-
tant in regions such &8 Se0 Paile State where both visceral amd
cutanemis beishmanixes are co-endemic. Recent findings showed
L (L) chages disperson in endemic srexs for L (V) brasdlisnsi
(CVE 2007 The sccurste identifi cation of Leithmanda species has
clinical and epidemiologicsl benefits It sllows better oentstion
of medical trestment and Follow-up, since dinical progress amd
parasite senditivity to drugs may vary depending on the species
of Leishmania Detection of the particular Leithmania species lrom
an endemic afes is ko esentisl to plan more suitsble control
activities and to wnderstand the epidemialogy of the disexse For
this punpode several malecular methods have beendevelaped. sudh
a3 polyme rase chain resction | POR)POR loll owed by hyb dizstion;
amid POR-restriction fragment length polymonphism (POR-RFLP)
(Barker et &l 1991; Rodriguer et al. 1994; Harris et al_ 1998;
Schallig and Oskam, 2002; Marfunt et sl 2008; Valpini et al_
2B Our growp previosly evahusted a PR lor deteding amd
genotyping L (L) chagas amd L (V) brasbenss in carine mples,
which has been shown to be ghly sensitive and specific { Gomes.
etal, 2007

This atudy simed to evaluste the eficacy of PCR in detecting
cutaneds lbeishmanisds in patients with ot aneous lesons, and
its capacity to distinguish L (V) brarilisnsis from ot her Leishmanda
apecies svoiding “in vitro™ cultivation. This PCR amplifies a frag-
ment present in the multicopy spliced lesder (ENA gene). having
ez huoiwin to be highly sensitive and specific for L V) brazilismis
conrgplex (Harris et sl, 1998) The results werne compared to thise of
traditional methods for the bboratory diagnosis of cutsneous

leishmandasa The patients studied sttended pubdlic dermatalogy
clinics in Sorocabia, sn endemic region of Sa0 Palo State. This re-
gion is considersd the secomd mmt endemic region for cutanesus
leishmandsss in S50 Paulo State (shout 80 new ciied per year)
(CVE, 2007, comprising 45 cities (small to medium size) with rur-
al, periwrban and wiban bocalities.

2. Materials and me thods
2.1. Patients and sormples

From June 2005 to Movember 2006, cutaneows |eishmanissds
dizgnodis was performed in 109 patients with cutanems lesions
attending public dermatology clinics in 22 cities of Sorocaba re-
gion—>5s0 Paulo State All patient s analyzed in this study sko lived
in these dities amd were selected considering epidemiological risk
[sctors for cutanems leidhmani s, sudh &8 proximity of other in-
lected pa tients x well 24 signs or symptoms of the disease. A com-
plete dermatological examination wis perfonmed. and all patients
presented cutaneous lesions suggestive of leshmanisis. None of
them had aouired the infection belore or had been treated with
drugs for leishmanisis The lesdons were initially cleansd with
antiseptics slter the sdministration of 2 local anesthetic. The bor-
ders of the lesion were scraped or smears of material were ab-
tained by pumch biopsy of the lesions and immedistely sdded o
tubes contsining 1-2 mi of 2 sterile 0.85% NaOl snd 200 pgfiml gen-
tamicin soliion, and sent to the bboratory within 48 h, where
they were immedistely prooessed. Each aample wis divided into
thres or four fragments, twoof which were processed lor parasito-
logical tests (culture snd microioopic examinstion), and a third lor
DA extraction. In 71 specimen, the fowrth fragment was wsed for
i stopathological exnminastion. The Ethics Committes of Instituo
Adallp Lutz approved this study.

2.2 Traditional diggneos

221 Montenegro intradermal fest

This test was performed a3 previowsly described (Reed et sl
1986). The antigen suspension was supplied by immumobiological
Production snd Resesrch Genter (Centro de Producioe Pesquisa de
Imnenobioligics, PR, Br - purdused by 5o Paulo Stste Heslth Sse-
retarist) and comprised a crude extract of L (L) amaronenis dis-
aohved in phenol QO0Sgiml, at a concentration of 40pgimi
protein nitrogen. Intradermal injections were made with 0.1 mi
of the antigen on the lbrearm of the patients. The reactions were
mexiured sfter 48-72 h and were mmidered positive il induwrs-
tions were mare than 5 mm in diameter.

222 Parasitolog ml methods

A partion of samples was plaved onto 2 glass dide, fxated with
methanol, amd stained with Giemas acmading to the WHD [WHD,
2007 ). The presence of smastigotes wis obderved michooopi cally
(magnificstion 10001 The semnd pomtion was placed in oltre
Tidsue fragments were homogenized in 2 sterile plastic pestle
and placed into 1.5 mi tubes. The samples were placed into two
tubees contsimng two biphasic media, one of which was 30 rabbit
defibrinsted Mood in Agsr Potato Infusion (Ducrey ) and the other
5=15% rabbit defibrillsted blood in Agar Base pH 58 (BABL Both
medi a were supplemented with 2 mi Brain Heart Infusion medivm
(BHIL 5% sterile human wine snd 200pg/ml gentamicin (Arm-
atrong and Patterson, 1994) The tubes wene incubated st 25 °C
for 10=15 days The presence of promastigotes wis canefully ob-
served weekly by micrscopy (Grimakdi and Tesh, 1993; WHO,
2007 ). Parmitalogical dizgnodls was conddered paitive il pars-
sited were predent in ot beast ane of the teas.

Parasital, (2008, doi: 101016/} exppara 200802 .01 4
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2217 Histapathologiol method

The fragments were embedded in paraffin snd stsined with
hematoxylin-esin (MSE, 2007; WHO, 2007 | Redults wene condid-
ered positive wihen parasites were seen an microscopy. Pathologi-
cal findings were condidersd only suggestive of the infection

2.3 Maoleailer diagnosi

2.31. DINA exhraotion

DNA from clinical fragments was extracted a3 previously de-
acfibed (Gomes et al, 2007) The samples were disoled in
10 mM Tris-HOL pH 8.0k 10mM EDTA; 0.5% 5DS; OUME N-lau-
ribarcoeyl 100 pgiml proteinase K and brieily vomes mixed snd
imubated st 56 °C until complete cell lysis (5-24h). DNA was ex-
tracted by phemnal fohlonolnm fisos mmylal cohol method and precip-
et ed by isopropanal . Alter washing with 70% ethanal for 10 min st
10000, the DNA pellet was dissolved in wira pone water contain-
ing ENAxse 20 pg/ml. DNA purity wis determined by the ratio of
O0 &t 260 and 280 nm (Sambrook et al, 1983)

232 Polymense chain readion

The amplification snd primer selection were carried out a3 pre-
viowsdly described (Gomes et al, 2007) Each resction was per-
formed by the sddition of Spl to esch DNA templste asnd
50 pmol lor each primer in 2 final valume of 25 gl The amplifics-
tions were canfied ouwt with a kit purchased from Amersham-Phar-
macia-Biotech The POR beads were compsed of 1.5 U of Tag DNA
polymerzss, 10 mM Tris=HCL pH 9.0; 50 mM KOl 1.5 mM MgOl2;
200mM of esch dNTP and stsbilizers a3 BSA. L (V) brazsilienic
complex was determined by a primer pair. which amplified a
1d6=-149bp sequence fram the multi copy spliced leader (SL) RNA
gene i target in & tempersture snnesling st 58 °C. One primer
wid LU-5A (sense) T-TITATTGGTATGOGAAACTTC-3" from & con-
served SLointron in Leishmanis spp. The other was LB-3C (anti-
sende) S-0GTC/GHOOCAADCOOGTGTC-3 fom a variable non-
wransoribed spacer, which is a specific region for L (V) brazilienis
complex (Harris et al. 1998) To control the cowrse of extrsction
and check for POR inhibitors, 2 140 bp fagment of the human f-
glolin gene was amplilied in parallel The primers used were fl
[4enae) 5-ACCACCAACTTCATOCACGTTCACC-3 and [ (antienss)
SLTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3 (Lee et al. 20001) Both
reactions were i smultaneously with the same bemperatune
protocal. Lashmania app. was Rerther determined in the negative
PCR samples for L (V) brarilisncis by 2 primer pair, which amplified
& 120-bp sedquende from the conderved region of Leislomania mind-
circle KDNA &3 target in an anmealing temperatune of 55 °C (Pagios
et &l 1999) The wamples were tested at laast twice. Esch amplifi-
cation men contained two negative controls (witra pure water and 2
negative DNA sample lor Leislmania) and one positive control
(DMNA extract of L (V) broslisnss promastigotes, WHO relerence
atrain—MHOMBR/75/2008 ). Aker thermal cycles, POR products
wiere electrophoresed in 2% sgarode gel and stsined with ethidiem
bromide DNA fragments were made visible by UV il homination,
aid images were analyzed by a Syngene Gene Snap |mager, versdon
G050, The sizes of lragments were bated on comparison to a 100-
I ladder.

2.4 Data analysi

Climdcal and Isboratony criteria were wed to establish the disg-
modi The samples were considered positive when cultures or
At el tisswe smears or POR were poditive. These valwes were uwied
a5 the “midensis borstary oriteria™ sgainst which esch individ-
el dingmmtic sany was compared. Senditivity, specifi dty, positive
(PPV) amd negative (NPV) predictive vahses were detenmined
considering the consensus results and were calculated a5: (i)

sensitivity—ratio of true positives true positives + false negatives;
(i) specificity—ratio of true negativesitrue negatives+ fake
poditives: (iii) PPV—ratio of thee positives/tnee paitives + fake
negatives; and (iv) NPV —ratio of trhee negativestne negatives +
Il se positives_

3. Results

The central objective of this study was to investigate 2 PCR for
diatinguishing L (V) bradlsnsi in biopdies fom other Leishmanda
apecies We chose a previously described primer pair (Harrs
et &l 1998) based on the target Leishmanda region. The 5L RNA
{muind -exon) gene repest i present in the nuclesr genome x84 tan-
dem array of approximatel y 200 copies. Each copy containg & oran-
acribed conderved region and & non-transcribed varable region
that differs among the Leishmamna complexes in both sequence
amdl size (Fernamndes et sl 1994) The 5° primer was from the oon-
served region, and the 37 primer wis specific to the variable region
of L (V) braslienss complex and 2 145-143 bp fragment was
amplified (Fig- 1) Harris et al (1998) have shown high sensitivity
a5 pecifici ty of this primer pair tested in cnude extracts of dermal
sorapings prepared from ulcerated lesions of confirmed o aneous
leishmanisdis from patients in South and Central America_ In addi-
o, owr growp has previously evalusted these primers in canine
samples, which has ako been shown to be senditive and specific
(Giomes et al, 20071

Daering the st udy-period | 18 months ). the 109 pati ents ol ind cally
aupeaed of having cutsneos lelshmani i refemed o the puldic
dermatology clinics were disgnmed by clinical, epidemiological
data snd “oons endus | sborston sl oriteria™_ The prevale nee for outs-
meows leishmaniads in this study was 48% (52 cxed) Parmites
were identified by at lexst one of the methods employed (parsito-
logical, POR or histapathol ogical ) in 36 male (695) and 16 female
(31%) A detsiled disribution of the clinicsl -epidemiologicsl fea-
tures of sll patients is shown in Table 1 The majority of the posi-
tive patients were in the sge groups 15-34 (27%) and 35-54
years (27E) The highest infection rate (S0X) wad seenin patiens
living in rural sreas, snd the lesions were recent (1-6 months ) in
92% of the cries. Single lesomn were seen in the majority of the
caied sl were mainly located on the armafhands (35%) and
legsffest (31%) Mubiple lesions appesred on (Wo oFf mofe pans
of the body in 23% of the cxses

Negative diagnosis was determined in the cther 57 patients
(52%) 32 males| 56%) and 25 lemale (44%) Some differences were

e S

untisense
Intron
|
SEIRE
regicns
conserved varinhle conserved
(trumscribed) imon-trunscribed) {Ermnseribed)

Fig. 1. Schemaric diagsm of rhe SLENA geae and localizarion of S prises for L
[V} Braniliems [ Hareis et al, 1955) The DNA of e sample indicaned i gel ar
coscestraion of 35-00 &y was amglified and asalyred in secropheis = 1%

agamae gel
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Tabe 1
Disoriburios of disical aad ephiemsdaiogical Saneses froms the 100 padems: with
OB Sl

i feaneres Pusitive (X} Mgaive [X]
A= R=5T
Sex
e 36 (59} 32(58}
Fem ale 16 (31} 5[ 44}
A [y
%15 (15} 214}
15-34 14 27} 13(23}
35-54 14 27} 1832}
55-64 8 (17} 10087}
#ES 7 (14} E(14}
Hakiraion
Uirbas 11 21} 21(37}
Fe s 15 (29) 1425}
= 26 (50 23(38}
Dueraioe [ i snosehe)
1& 43 (92} I7[E5)
71z 4 (8} 1628}
wlZ [ 4(T}
Lesives
Lazal
Legs amad o 16 (31} 35(E2}
A amd Bands 19 (36} 214}
fa 38} 1[5}
Hizad 2[4} E(14}
Mdngle lsices 12 (23} 35}

observedin this group. The majority of the patients were in the age
growp 35-54 years (%) Patient distribution was similar for we-
b, periurban snd rwrsl areas (37, 25 and 38T, redpectively ). amd
in the majority (B5%) of the cxes, the leions werne also recent
{1-6 manths ). but older lesions ( after 7 months) sko were seen
(35%) Single lesions were observed in the majority of the crses
amil were maindy located on the legs snd feet (E2T)

The overall | abor story results, showing each individuwsl disgnoms-
tic test for climcal samples of all patients are shown in Table 2
Samples from the 52 poditive patients had the foll owing resulis:
50 (96X) patients had poitive resuls For POR, wheress parasites
were detected by st lext one parsitological method in 69X (36
of 52) of the patients. Pasitive Montenegro intradenmal test results
were oberved in all paitive patients (100X They had the Gollow-
ingg imluorati on di smeters (in mm) after 48-72 h of the inoculstion:
16 patients had indurstions wp to 10mm; 16, up to 15 mm; 18 wp
o 25 mm; and 2, up to 30 mm. Histopathal ogical examinstion was
possible in ondy 32 samples from poasitive patients snd the results
14 were paitive, 14 suggestive, snd 4 negative. The 57 negative
patients had the following results: all ssmples were negative in
parmitological methods o well 2 PO Maontenegro intradenmal
tests were positive in 20 (35%) patients with the following i nduwra-
tion dismeters: 11 patients had induwrstions up to 10 mm and 9 wp
to 15 mm. Histopathological examination could be performed on
only 39 samples and all were negative The matrol of the POR
inhibitors wis & poditive lor haman f-glolin Megative human -

Table 2
i - [

o

globin samples were re-purilied and tested sgain. Thus, all 59 neg-
ative anmples (2 from positive amd 57 from negative patients) for L
(V) bradlsnsis were poditive lor human feglobin. The second oomn-
tral was to determine whether two patients with negative POR and
positive parasitological methods; and the 20 patients pasitive lor
the Montenegro intradermal test and negative lor the other e
might be infected with snother Leishmania sub-group Their asm-
ples wene tested again by PR to determine Leishmania ssp. No
PR product was obdenved in samples, confirming that sl positive
patients snalyzed in this study were infected with only L (V3
yreril e .

Mext, the laborstory results were evaluted to determine the
aenditivities, specificities, PPV and NPV of esch assxy. Histopathol-
ogical results were excluded From the statistical dats becase there
were anly 71 samples PR and parasitological methods were
Thighly specilfic, having a specificity of 1.0 (100Z) POR had 2 sensi-
tivity of 09615, wheress parxitological methods had a sensitivity
of 06923 The Monbtenegro tedt wis highly specific (1.0) lor the
dizgnodis of cutsneous lelshmanisss, but the specificity and posi-
tive predictive value was very low (L6491 and 07222, respec-
tively)l The negative predictive value of POR was 09651
parxitological methods, 0.7808; and Montenegro intr adenmal test,
1.0 Table 3 shows the results of each imdividusl disgnoitic test

d. Discussion

In recent years, cutaneous lelhmanisi has been incresxing
wiorldwide, principally due the increasing populstion mobdling
This contributes to Leshmanis infection emergence in low or
non-endemic aress (Gontijo and Carvalhe, 2003; MSE, 2007) To
prevent new cxies in these srexs, epidemiological atrategies
inchuding rapid disgnosis, trestment and vector control mmst be
implemented_

Typically, a disgnods of cutanems leishmanisis is baed on the
clinical presentstion of patients in geographical regions whene the
inlection normally ocours and on epidemiologicsl criteria since
certain disesse manilestations have been asocisted with particu-
lar species or complexes. However, carcinomes of ledions caused
by leprosy, syphilis, tuberculosis or Paromaridiaides brasiliensis,
alll of which are el stively common in Brazil, shold be cons dered
im differe ntisl dia gnosis (Ramod-e-Silva and [scques, 2002; Gontijo
amd Carvallvo, 2003) Atypical infections have ocowred such a3 vis-
ceral disesse camed by L (V) brariliensis (Posada-Vergara et al
2005) Thus, the identification of Leislmania species in dindcal
samples is necessary to confinm a suspected cxse of leishmandasia
Consequently, moleolar techniques have several advanta ges com-
pared to traditionsl ones_ swch &5 the sbhility to detect parmites
present in very low numbers and the shility to be performed with
& brosd range of clinical specimens (Barker et &l 1991; Laxskay
etal 1995; Pirmez et al_ 1999; Bensmussan et sl 2006)

I thee lagt decade. signdficant progress has been made in malec-
il ar techniques for dizgnosing ifection disexes. Several studies
Thave demonstrsted the uselfulness of POR on beishimsnd sses | Barker
et sl 1991; Laskay et sl 1995 Haris et al. 1998; Pirmez et al

1 il el PR o L (W) v ity e o i vl ol i il

Musmribeer of parieats Tradivioaa | serhods

[ Famsimlogical Mvene sy isarade s al st Histopasological

Meg  Pos Mg Fos Mg Fos Ul [M0-15-25-30)(memis diamens] Meg  Fos  Segestie Bp
Puosizve 52 z 50 3 36 o 52 [1E-16-15-2] 4 14 14 m
Hegatve 57 = [ 57 [ 37 0] [11-8-0-0] L] o o B
Toal 108 £ 50 73 36 7 ] 43 14 14 k]

O liek s s imed i o o
Mieg, megarine; Fos, positive; Np, DEsT was sod perirmesd

laborarorial coneria deadbed b Manerials and meiods sedios

Parasital, (2008, doi: 101016/} exppara 200802 .01 4
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Tabde 3

Laboramey diageosis for cutanenes leidemasiads: semsigviry, specificiny, positive and segative pordctive values

[ Bismibes of samples SessiTRATy Speciiciny v [
Begative Fosizve

PR = = 05615 T T nges

Parasitdlogical ness £ ® 0523 Lo 10 Q7EE

M s inre dermnal et kol kS 10 [2TH 07232 Lo

* Posinive pedicive valse PPV

" Bagarie peedicive valse NPV ], sescitvin aed spacificiny e sach aay verm denermined ¢oscidering S coesesos Laborarorial oiteria described s Mamdals ad

e Bl ST

1999; Bensowsann et al, 2006; Gomes et sl 2007) Thus, PCR was
chosen to determine L (V) brariienis complex in clinical asmples
since other methodologied, swch & hybedization, 16 ochemical
chasr scterization and POR-RFUP (Fernamdes et sl 1994; Rodriguwe:
et al, 1994; Schallig and Oskam, 2002; Volpini et sl 2003) are
mare time-conswming and costly methods.

The SLENA gene is 2 good target due to the high member of @p-
e in the genome and the presene of onserved and varsbie re-
gions that difler among the Leishmania complexes (Fernandes
et &l 1996) The primer pair used in this sudy was developed to
amplify 2 146-149 bp sequend from this gene in L (V) brariliemi
complex, incluling L (V) brariliensis L (V) guyanemis, L (V) pan-
amengs, L (V) peruviana (Harnis et sl 1998) Previous studies have
aluirenn high sensitivity (01 to paraites ) and 3pecificity of this pri-
mer pair tested in orude extracts of dermal sorapings prepared
from wicersted lesions of confirmed cutsne o |eishmaniasis from
patients in Sowth and Central America (Harris et al. 1998) and dogs
in Brazil (Gomes et al, 2007 ) No POR product was abtasined from L
(L) chagasi and L (L) amamnensss paradtes, which are prevalent in
aeveral Brazilian regions, nor was a POR product observed in T, oruei
epimastigotes, another kinetoplastid phylogenstically cose to
Leglomania spp (Gomes et al . 2007 ) and widely distribaed in Bra-
HL Since the vast majority of cses of cutanemis leishmani xi in
Brazil are cawsed by L (V) brazliensis (Grimaldi and Tesh, 1993;
Ramos-e-Silva amd Jscqued, 2002). we selected this primer pair
for dixgnosis and genotyping the L (V) brariimss comples_

Here, the efficacy of POR was further determined amparing the
el s i th thise of traditi ona | methods_ As suggested by others, it
is dhiffbcwlt to opt for & single “gold standard™ method to dete mine
the sensitivity and specificity of & method in cutanemes | e dumnan-
i diagnodia In this respect, different suays oould be evalwsted
Consequently, maeument of 258y performance wis based on the
aumption that, with sulficient coherence of clinical i nfonmati on,
& patient wad pasitive lor cutaneous leishmaniass when the infec-
tion was detected by st lexst two of the fowr disgnmtic s
(Weigle et al. 2002 Supporting this approach, 48% of the patients
with cutsneows lesions studied here were diagnosed a8 having
cutane o |eishmanixsia Parxiites were demondtrated in a typical
oo i oom ¢ arget for cutaneows leishmandssis that has been previ-
ouealy well desoribed (Grimaldi and Tesh, 1993; Gontijo and Carv-
albvn, 2003 Alvar et al, 2006) The majority were men (B3T) of
productive sge. 15-54 (S4%); living in meral aneas (S0%); withrecent
lesions (92%); predominantly in armsfhands and legsfleet (67T
Al patientsinchuded in this group were trested with a pent svalent
antimonial dreg (Grimald and Tesh, 1993; Gontijo amnd Carvalha,
2B

The clinical and epidemiological festwres from the oher 52%
patients with negative results were quite different They were
evenly distributed in men (56 ) and women (445, sko in produc-
tive age 15-54 (555 ) They were equally distrbuted in wiban (37X
periwrban (25%) and mneral (38%) srexs. Dedpite the majority of the

cinoma; 5 with infections caed by fungi; 2 with variome wioers;
1wl th tubencul o) and 3 with chiondc processes without defined
etiology ) However, in the majority of the patients (42 case) a
delfinitive diagnosis was not obtained. The 20 patients with posi-
tive Montenegro i ntradermal test were trested with 2 pentavalent
antimonial dineg sccording to the remmmendations of the “Amer-
i tegumentary beishmani i surveillane and control. Techni-
cal manwal® (M3B, 2007) where & single poditive Montenegro
intradermal test is sulficient to submit patients to specific treat-
ment. The other 22 patients were trested with antildotic dnegs. De-
apite the high specificity of parxsit ol ogical methods, the sensitivity
wird less than 70K, These data are correlated with various draw-
ks of thede xanys inchiding bacterisl contamination in oultunes
aimce lesiond very often have secondary ba o en al i nfections, xs well
& difficulty in seeing the parastes fved on glas dides slter Giem-
a2 staining (Cuba et sl 1981; Pirmez et &l 1999; Weigle et al,
2B )L

Al positive patients had poitive Montenegro intradenmal teats,
having indurstions between 5 and 30 mm diameter. Dillerent
atudies have abio shown high senditivity (Pirmez et sl 1999; Mar-
quiess et al, 2000 Barros et &l 2005; Vensesi et o 2006) and its
imponance for detecting old lesions, where it is difficult to view
the parxsite. However, it cannot distinguishactive. insctive_or past
indection (Pirmez et sl 1999) The grestest problem was the low
apecificity (65%) Falie poitive results were seen in 20 patients
(355 with resctions wp to 11 mmin dismeter. Similsr results have
been repomed before (Marques et sl 2001; Oliveira et al. 2005;
Venars et al. 2006) and could be relsted to pssible cross-resc-
tions with other infection (Barfos et al, 2006) or allergenic re-
apamde o phenol, the preservative present in the Montenegro
resxgent (Marzochi et al, 1998; Fagundes et ol 2007 Monte negro
intradermal tests candetect past infections even aler cure. making
this test inadequate for follow-up on the evalution of the disese
(Ramos-e-Silva and Jamues, 2002; Oliveira et al, 2005) None o
the 109 patients studied here had been previously identified x
having leshmanisis. Although histopathologicsl examina tions
cowkd be performed on only 71 samples and these results were
not wied in the statisticsl ansbysis, it was difficult to determine
the dizgmmis by this method Suggestive or negative histopatholo-
gical results were predent in 18 samples positive by other methods
Otheer studies have sho dedoribed the low sensitivity of methods
that requine direct viewing of the parxites such s towdh prepars-
tions or histopat hology. In addition, experenced histopathologists
are required due to the rafty of the parastes snd their small dze
{Cuba et sl 1981 Pirmez et al. 1999; Weigle et al. 2002)

The sensitivity and specificity of the POR for L (V) braziiensis
oomplex were 95 and 100, respectively. Only two patients with
parmites detected by parsitologicsl methods had negative POR
anil, abso had negative results for Leishmania spp. in 2 POR wsing
a primer pair, which amplified & 120-bp sequence Fom the con-
served region of Leishmands (Pasios et sl 1999) Thus, POR applied

e having single and recent ledons (650 older les alan
were deen (35T, mainly 16 located on the legs and feet (62T A
clinical dizgnisis wad determined only in 15 patients (4 with car-

o i o wis the mit sensitive and specific disgnomtic sy
compared to conventional methods, proving to be a good toal for
the differentisl disgnmis of cutsneous lesions of other etiologies
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in patients living in endemic sress. The sdvanteges are most strik-
ing in clinical specimens with scare smatigotes for which oon-
ventional methods have low sensitivity and should be considened
for clindcal and epidemialogical investigation. On the other hand,
both Montenegro intradermal test and parsitological tests are
madeatly efficient for cwtanemes |eishmanissis dizgnosis. Inclusdon
of PCR in cutanemes leishmanxi detedion B remmmended
where there is: (i) inadequate leishmanisl treatment when pa-
tients have & poitive Montenegnointradenmal test snd other tradi-
tional methods sre megative; (i) in arexs in which several
Leitlmmanda species requining different mansgement are endemic
These findings are @nsistent with other studies (Pirmez et al_
1999; Marques et & 20001; Weigle et ol 2002; Venars et al.,
2006; Gomes et sl 2007) and are particulsl y rel evant for develap-
ing cowntries where amanems lelshmaniads remains a serious

pulic hesith probem.
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