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RESUMO*
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € umaéstia infecciosa cronica, néo
contagiosa e endémica no continente americanopsdgrtie o sul dos Estados Unidos até o
norte da Argentina. E causada por protozoarios @wemp Leishmaniae transmitidas de
animais para humanos por varias espécies de diptao subfamilia Phlebotominae,
conhecidos genericamente por flebotomineos. A ceagécadeia da polimerase (PCR) é uma
ferramenta de biologia molecular que tem apresentatdias vantagens para o diagndstico,
caracterizacdo clinica e epidemioldgica das leisiimsas. O objetivo deste trabalho foi
analisar a sensibilidade de cinco pares de inicemdda PCR descritos na literatura com
distintos limiares de detec¢do de DNA ldgshmaniae padronizar uma técnica de mdultipla-
PCR para detecgdo desishmania (Vianniaem flebotomineos. Os diferentes iniciadores
apresentaram variacdo na sensibilidade de amghiftcama PCR convencional; 1fg/uL de
DNA para os iniciadores MP3H e MP1L, 2 fg/uL pasarmciadores B1 e B2, 128 fg/uL para
os iniciadores LUSA e LB3C, 32x10° fg/uL para ogiedores LBF1 e LBR1 e 256x103
fg/uL para os iniciadores 13A e 13B. A multipla-P@BtectouLeishmania (Vianniaem
3/130 (2,3%) pools” de flebotomineos da espédigssomyia neivaiA taxa de infeccao foi,
considerando 1 flebotomineo infectado em cada mi®I),23% ou 3/1278. Os resultados
mostraram que existe a ampla variagdo quanto ab#iefegle analitica dos iniciadores,
reforcando importancia da escolha de iniciadores, aymultipla-PCR contendo um controle
interno de amplificacdo é uma ferramenta importgater deteccdo de infecgdo natural por
Leishmaniaem flebotomineos e qi& neivaipode ter um importante papel na transmisséo de
Leishmania (Vianniaho norte do Estado do Parana.

Palavras-chave:Leishmaniose. PCReishmaniainiciadores do DNA. Flebotomineos.
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(Titulo: Times 14 justificado)
Standardization of molecular techniques for diagn@nd epidemiology of

American cutaneous leishmaniasis

ABSTRACT* (Times 12 centralizado negrito e itali

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a chramiiectious disease, non-contagious and
endemic in the Americas, and from the southern th$wrthern Argentina. It is caused by
protozoa of the genusishmaniaand transmitted from animals to humans by sevsraties

of flies of the subfamily Phlebotominae, known géradly by sandflies. The polymerase
chain reaction (PCR) is a tool of molecular bioldbgt has presented several advantages for
the diagnosis, characterization and clinical epidérgy of leishmaniases. The objective was
to analyze the sensitivity of five pairs of PCRnpers described in the literature with different
sensitivity for detecting_eishmaniaDNA and a standardize technique of multiple-PCR to
detectLeishmania (Viannigin sandflies. Os different primers showed vaoiatin sensitivity

in conventional PCR; 1fg / mL of DNA for primers R and MP1L, 2 fg/uL for primers B1
and B2, 128 fg/uL for primers LUSA and LB3C, 32xXIQAuL for primers LBF1 and LBR1
and 256x103 fg/uL for primers 13A and 13B. The nplgtPCR detected_eishmania
(Viannia) in 3/130 (2.3%) pools of sandflies Bfyssomyia neivaiThe rate of infection was
0.23% or 3/1278 considering a sandfly infectedaohepool. The results showed that there is
wide variation in analytical sensitivity of primermginforcing the importance of the choice of
primers; the multiple-PCR containing an internalpdéification control is an important tool for
the detection of natural infection Hyeishmaniain sandflies; and\. neivai can play an
important role in transmission beishmaniaViannia) in north of Paran& State.

Keywords: Leishmaniasis. PCR.eishmaniaDNA primers. Sand flies.

Obs.: Conforme a norma da ABNT NBR 6022/2003 aywal&eywordsesta escrita junta,

em negrito e italico.
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LEISHMANIOSES

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas eatraq continentes e séo
consideradas endémicas em 88 paises, dos quai® ffases em desenvolvimento. Estima-
se que a prevaléncia mundial da doenca em humanesc& de 12 milhdes de casos, com
400.000 a 600.000 novos casos por ano das forreesrais e de 1 a 1,5 milhdes das formas

cutaneas (WHO, 2009). Até a década de 40 eramdmyasias zoonoses de animais silvestres,
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gue acometiam ocasionalmente pessoas em contatflarestas. Atualmente esta parasitose
vem ocorrendo em zonas rurais com elevado graunttepg, e nas regides periurbanas
(LIMA et al., 2002).

XXXXKXXKXXXXKXXKXK  XKXKXXKXXXXEXXXKXXKXXKXIXKXKXXKXXK XKXXXXXKXXXXKXXKXX
XXXXXKXXXKXXKXXKXXXXKXXK  XXXXKXXKXXXXIXXXKXXKXXKXXKXKK XXXXKXXKXXXXXXXKXXXKXXK
XXXXXXXXKXXXKXXKXXXXXXXXKXXK XXXXXXXXXXXXXKX XXXXXXHXXXXKXXXXXXXXKX
XXXXXXXXXKXXXXXXXX XXXXXXXXEXXXKXXKXXXXKXXKX XXXXXXHXIKXKXXXXKXXKXXXKXXXX
XXXXXXKXXK  XXXXKXXKXIXXXXXXKXXKX XXXXXXKXXKXXXXKXXKHK XXX XKXXKXXXXXXXKXXK
XXXXXKXXXKXXKXXKKXKXKXXXKXXKXXKXKKK XXXXKXXXKXXKXXKXXKXXKXXKXXKXKKX XXXXKXXXKXXK
XXXXXXXXEXXXKXKKXXXXXKXXXKXXKXXXXXXXXKXX XXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXKX
XXXXXXXXIXXXKXKKXXK XXKXXXXXKXXXX

XXXXXXKXXKXXKXIKXXK XXXXKXXKXXKXIXXXEXXXKXXKXIXKXEKXXKX XXXKXXKXXXXKXXKXXK
XXXXXXXXKXXKXXKXXXXKXXK  XXXXKXXKXXXXIXXXKXXKXXKXXKXKK  XXXXKXXKXXXXXKXKXXXKXXK
XXXXXXXXKXXXKXXKXXXXXXXXKXXK XXXXXXXXXXXXXKX XXXXXXHXXXXKXXXXXXXXKX
XXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXEXXXKXXXXXXXXKXXKX XXXXXXHXIKXKXXXXKXXXKXXXKXXXX
XXXXXXKXXK  XXXXKXXKXXXXKXXKXXKX XXXKXXKXXKXXXXKXXKHXK XXX XKXXKXXXXXXXKXXK
XXXXXKXXXKXXKXXKXXXXEXXXKXXKXXKXKKK XXXXKXXXKXXKXXXXXKXXKXXKXXKXKKK XXXXXXXKXXK
XXXXXXXXKXXKXXXKXKXXXKXXKXXKXXXXXKXXXKXX XXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXKX

1 9,0,0,9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0.90,0,0,0,0,0,.9,0,0,0,0,0¢

LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € umaésiia infecciosa crbnica, ndo
contagiosa, autéctone e endémica no continentei@ner sendo desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina (MARZOCHI,1992)cdtisada por protozodarios do género
Leishmaniae transmitidas de animais para humanos por va@species de dipteros da
subfamilia Phlebotominae, conhecidos genericamgte flebotomineos (GRIMALDI,
TESH, 1993).

No Brasil, no periodo de 1980 a 2006 foram regles&634.914 casos de LTA. Destes,
14.129 foram notificados na Regido Sul, dos quaigaR (97,4%) ocorreram no estado do
Parana (BRASIL, 2009).

XXHXXXKXXXKXXEXKXXKX XHXKXXKKXXKXXIXKXXEXKXXEKKXXEKKXIXKXK  XXXXKXXXKXXKXXXXKXX
XHXXXHXXXKXHXXIXKXXIXHKXXEKXK XXXXHKXXEXHKXXEKHKXIXKHIXIXKXXIXHKXXKK  XKXXKXXIXHXXXEXXXXEXXXXKXXX
XHXXKHXXXKXXIXHKXXEXXXXEXXXXKXX XHXXXXXXXXXXXXXX XXXXHXXXIXXXXXXXXXKXX

XXXXXXXXXXXXXXXXX 1,0,:0,.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000000,0,0,0,0.4 0,9,0,0,0,0,0,0,9,9,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.4
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),0,0,0,0,0,.0.0.0.0. QD 0.0.0.0.0.0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,.G05.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.00000000 QU 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.4
),0,0,0,0,0,0,0,.0,0.0,.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000.000,0,0,80.0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.0,.0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,85,9,0,0,0,0,0,0,0,0,0,4
1, 9,9,0,0,0.0.0.0,0,0,0.0.0,0,0,0.0.0.0,0,0.0.9.0,0,0.0.0.0,0,0,0.00,0,4 $.0,9,0,0,0,.0.0.9,0,0,:0,.0.0.0,.0.0.0.0,0,0.0.0,0,0,4

,9,0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0.0,0,.90,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0¢

O PARASITO

XXXXXHKXXHXXKHXXKHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXKXXKIXXKIXXKIXIKEKK XKXKKXKKXKKXXXXKXX
0 9,0,0.9,0,0,9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0.0,0.0.0,QID.0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.9,.0,0.9,0,0.0.0 QI 0,0.0,.0,0,0,0,0.0,0,0.9,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.9,0.6.0,0,0.0,0,0.0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX 2,9,9,0.0,0,0,0.¢,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.¢
XXX XXX XXX ),9,9,0.9,0,0.0.0,0.9,0,:0.0.0,0.0.0,0.0,0,0.0,0,4 0.9,9,0.9.0,0.0.,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,4
1 9,0,0.9,0.0.9,0.0 CHID 0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.9,0,.0.0, 0. GEED9.0,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0 G 9,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0.¢
1 9,0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,.0.0,0,.00.0,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0.0,859.0,0,0.0,0.0.0,0,0.¢
0,0,0,0,9.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,:0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.¢ 1.9,0,0.9,0,:0.0,0,0.0,0,0.0,0.0,0,0,9,0,0,0,0,0,0.¢
,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,9,0,0.0,0,0,0.0,0.0,0.8

XXXXXHXXXHXXXHXXXHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXHKXXKXXKIXXKEXIKEXK XKXXKXKKXKXKXXXXXXX
0 9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,QD.0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,0,.0,0.9,0,0.0. 0 QI 0,0.0,.0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0,0.¢
,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0,0,0,0,0,0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX $,9,9,0.9.0,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,0.¢
,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0.0,0.0,0,0¢ ). 9,9,0.9,0,0.0.0,0.0,0,0.0.0,0.0.0,0.0,0,0.0,0,4 0.9,.9,0.9.0,0,0.,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,
) 9,0,0.9,0,0.9,0.0 QD 0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0,9,0,0.9,0,.0.0, 0. QD 9.0,0.9.0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0 GEED 0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
0 9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,.0.0,0,.00.0,0,9,0,0,9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,§5.9,0,0,0.0,0.0.0,0,0.¢
0,0.9,0,0.0.0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,:0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0.¢ ).9,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.¢

0,0,0,0,0,0,0,0,:0.0,.0,.0.0.0.0.0.0.0.0/0.0.0,0.0,0,0,0,0,0,0.&

OS VETORES

XXXXXHXXXHXXXXXXHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXKXXKIXXKIXXKIXIKEXK XKXKXKXKKXKKXXXXXXX
),0,0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0.0,0,0.0.0,0.0 QN 0.0.0.0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0.0,0,0.0 ¢ QD §,0.0.0,0,0.0,.0.0.0,0.0.0,0.0.0,0.0.0,0.0 ¢
,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX 2,9,9,0.0.0,0.0.,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,0.¢
XXXXKXXKXXKXXXXXX i9,9,0,9,0,0,0,0,0,9,0,0.0,0,0,9,0,0,0,0,0,0,0, 0,0,.9,0.9,0,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,9,0,0,9,0,0,9,0,4
) 9,0,0.9,0,0,0,0.0 QD 0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0.9,0,.0.0, 0. QD 9.0,0.0.0,0.9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.0 GEED 0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
),0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0.0,0,0.0.0,0.0.0,0.0.0,0,0.0,.0.0 0,85 9,0,0,0,0.0.0,0.0,0,0.0.0,0.0.0,0.0,0.0,0,0.0.0,0.0,0,0.0 8.0 0,0.0.0,0.0,0,0.0 ¢
0,0.9,0,0.0.0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.¢ ).9,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,:0.0,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0,0.¢
1 9,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0.90,0,0,9,0,0.0,0,0,9,0,0¢

XXXXXHXXXHXXKXHXXXHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXHKXXKIXXKIXIKIXIKEXK XKXXKXKXKXKKXXXXKXX

),0,0,0,0,0,0,0,:0,:0.0,0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0 QD.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.000000000000 000 000,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.4
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XXXXXXXKXXXXKXXXKXXXKXXKKXXX XXXXXXXXXXXKXXX XXXXKXXIXXKXXXXXXKXX
XXXXXXXXXXXKXXXXXX XXXXKXXXXXXKXXXKXXXXKXXXKXK XXXXKHXXXKKXXXXKXXKXXXXKKXXX
XHXXXKXXXKX XXKHXXXKHKXXKXXIXKXXKKX XXKKXXKIXIXHKXXKXXIKHK XXXXKXXKXXXEXXXXKXXXK
XHXXXHXXXEXHXXIXKHXXIXHKXXIXHKXIEXHKIIXEXXXIEX XXXIXHXXXEKHXXIXEKHKXIXKHIHKIIXEXXXIXKXXIKX XXXXXXXKXXX
XXXXHKXXKXXXXEKXXIXKXXIXKXXKKXXEXXXXKXXKKX XHXXKXXXKXXKXHKKXXKXXXXKXXKK
XXXXKXXEXKXXKXXXKXX XXXXXKXXXKXX .

Os estudos realizados no norte do Parana mostramasguespéciedMigonemyia
migonei(Franca) Nyssomyia whitmar(Antunes & Coutinhqg)Pintomyia pessodiCoutinho
& Barretto) Pintomyia fischer(Pinto) eNyssomyia neivaiPinto) estdo sempre presentes e
podem ter relevancia na epidemiologia da LTA (TEGI@Det al.,, 2001; REINHOLD-
CASTRO et al., 2008).

A investigacdo da infeccdo natural em flebotominemsestado do Parana tem sido
pouco estudada. O primeiro isolamento e identificadel. braziliensisem flebotomineos foi
realizado por Luz et al. (2000) que encontrarammpeio de dissecacgao 3 (0,18%) fémeas de
N. whitmani,naturalmente infectadas, provenientes do muniadgicCambira, no norte do
Parana. Ainda no Parana, Neitzke et al. (2008)saram 2.487 fémeas e Scodro et al. (2008)

2213 fémeas, cuja maioria er&dnneivaie também nao foi detectado infeccéo.

EPIDEMIOLOGIA

XXXXXKXXHXXKXHXXXHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXKXXKIXXKIXXKIXXKEXK XKXKXKXKXKXKXKXXXXXXX
),0,.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0.0.0,0.0 QIN.0.0.0,.0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0.0,0,0.0 ¢ QD §,0.0.0,0,0.0,0.0,0,0.0.0,0.0.0,0.0.0,0.0 ¢
,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX 2,9,9,0,0,0,0.0.,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,0.¢
XXXXKXXKXXKXXKXXX ,9,9,0.9,0,0,0,0,0,9,0,0,0,0,0,0,0,0,0,9,0,0,0, 0,0,.9,0,0,0,0,0.¢,0,0.0,0,0.9,0,0,9,0,0,0,0,0,0,0,
1 9,0,0.9,0,0,9,0,.0 QD 0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0.9,0,0.0, 0. QD 9.0,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0 GEED 0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,.0,0.0,0,0,0.¢
0 9,0,0,9,0,0,9,0,0,0,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,.0.0,0,.00.0,0,9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.0, 85 9.0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
0,0.0,0,0.0.0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0.¢ 1.9,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0,0.¢
,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0.0,0.0,0,0.0,9.0,0.0,0,0,0.0,0.0,0.8

XXOXXXHXXXHXXKXHXXKHXXKK XXXKXXKXXKXXKXXKXXKIXXKIXXKEXXKEXK XKXKKXKXKXKXKXXXXKXX
0 9,0,0.9,0,0,9,0,0,0,0,0,9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,QID.0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0. 0 QI 9,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.0,0.0,0,0,0,¢
,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX 2,9,9,0.9,0,0.0.,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,0.¢
,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0.0,0.0,0,0¢ ). 9,9,0.9,0,0.0.0,0.0,0,:0.0.0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,4 0.9,.9,0.9.0,0,0.,0,0.9.0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,4
1 9,0,0.9,0,0.9,0.0 QD 0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0.9,0,.0.0, 0. QD 9.0,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0 G 9,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0.¢

0 9,0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0,.0.0,0,.00.0,0,9,0,0,9,0,0,9,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,85.9,.0,0,0,.0,0.0,0,0,0.¢
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0,0.0,0,0.0.0.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,.0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0.¢ 1,9,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,:0.0,0.0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.¢
,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,09.0,0.0,0,0.0.0,0.0,0.8

XXXXXHXXXHXXKXHXXXHXXXK XXXKXXKXXKXXHKIXKXXKIXXKIXXKIXIKEXK XKXKKXKKXKKXXXXKXX
$ 9,0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,QD.0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,.0,0.9,0,0.0. 0 QI 9,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0,0,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0,0¢ XXXXXXXXXXXXXXX 2,9,9,0.0,0,0.0.¢,0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0.¢
,0,9,0,0.0,0,0.0,0,0.0.0,0.0,0,0,¢ ). 9,9,0.9,0,0.0.0,0.0,0,:0.0.0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,4 0.9,.9,0.9.0,0.0.¢,0,0.9,0,0.9,0,0.9.0,0.9,0,0.9,0,
1 9,0,0.9,0,0.9,0.0 QD 0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0,9,0,0.9,0,.0.0, 0. GEED9.0,0.0,0,0,9,0,0,0,0,0.9,0,0.0,0,0.0 G 0,0,0,0,0.0,0,0,9,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
1 9,0,0.9,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,.0.0,0,.00.0,0,9,0,0,9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,§59,.0,0,0,0,0.0,0,0,0.¢
0,0.9,0,0.0.0.0.0,0,0.0.0,0.0,0.9,0,0,0.0,0,0.0,0,:0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0.¢ 1.9,0,0.9,0,0.0,0,0.0,0,:0.9,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.¢

),:0,0.0.0.0,:0,:0.9.9.0,:0.9.9.0.0.0,.0.80.0,:0.0.00.0.0,0.00 &

DIAGNOSTICO

D000 0000000000000 ED 1000000000000 0 0000000000000 0EDII0000000 000000004
) 9.0.0.9.0.0.9.90.0.90.0.0,0.0.0.0.0.0.00.0.0.85.9.9.90.0.9.0.0.90.0.0.0.0.0.0.0.0.0.90.0.000.0000080.0.909.90.099099099009000900904
),:9,0.0.0,:0.90,9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0.0.0.0.4 XXXXXXXX XXX XXX X ),0.0,9.9.0.9.9.0.9.0.9.9.0.0.9.0.0.0,0 ¢
XXXXXXXX XXX XXX XXX ),:0,0.9,.9,0.9,9,.0.9,9.9.90.9.9.0.9.0.0.9.9.0.0.0.4 ),9,.0,9.0.0.9.9.0.:0.0.0.9.9.0.9.9.0.9.9,0.0.0.0.0.4
) 9.0.0.9.0.0.0.0.0 Gl 9.90.0.9.9.0.0.9.0.0.90.0.0.0.0.0.0.0.0.0H.0.90.9.0.0.0.0.0.9.0.0.90.0.0.0.000 0T 0.0.9.9909909900900900904
) 9.0.0.9.0.0.9.90.0.90.90.0,0.0.0.0.9.0.0.90.0.0.90.90.0.0.0.0.0.90.0.0.8.0.9.0.0.90.0.0.9.9.0.90.9.0.09000090000000008.99009000990904
),:0.0.9,9.0.90.0,.0.0,0.0.0.9.0.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0.0,0.0.0.¢ ),:0,0.9.0.0.90.9,0.9,9.0.0.9.9.9.0.9.9.0.9,0,0.0.0.¢
),:0,0.9,0.0.9.0.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.90.9,0.9.0.0.0,0.¢

D000 0000000000000 IS0 0000000000000 000000000000 EDII00000 00000000004
) 9.0.0.9.0.0.9.0.0.90.0.0.0.0.0.0.0.0.00.0.0.85.9.9.9.0.0.0.0.90.0.0.0.0.0.0.0.0.0.90.0.000.0000080.0.9099.0990990990009000900904
),:9,0.0.0,:0.9,9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.9.9.0.0.0.0.0.4 XXXXXXXX XXX XXX X ),0.9,0.9.0.9.9.0.9.0.9.9.0.0.0.0.0.0,0 ¢
XXXXXXXX XXX XXX XXX )0,.0.9,.9,:0.9,9,0.90,9.9.90.9.9.0.9.9.0.9.9,0.9.0.4 ),0,0,9.9.0.9.9.0.9.0.0.9.9.0.9.9.0.9.9,0.0.0.0.0.4
),:0,:0.90.9.0.0,.0.0.0. QD 9.9.0.90.9.0.0.0.0.0.9.0.0.9.0.0.0.0.0 G §.0.0.0.0.0.0.9.0.0.9.9.0.0.9.0.0.0. ¢ G 9.9.9.0.9.0.0.9.0.0.9.9.0.9.906.0.04
) 9.0.0.9.0.0.90.90.0.90.90.0,0.0.0.0.90.0.0.90.0.0.0.0.0.0.0.0.0.9.90.0.8.0.9.0.0.9.0.0.9.9.0.0.9.0.9090.900090000000008.9900900990904
1. 9.0.0.9.0.0.90.0.0.90.9.0.0.9.0.0.0.0.0.9.0.0.90.0.0.0.0.0.0.9.0.0.9.0.0.¢ ) 9,0.9.9.0.0.9.0.0.0.0.0.0.0.9.0.0.90.0.0,0.0.0.0 ¢
),:0,0.9,0.0.9.0.9.0.9.0.0.9.9.0.9.9.9.9.9.0.0.9,0.0.0.0.0,0.¢
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TECNICAS MOLECULARES NA DETECCAO DE Leishmania

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma femande biologia molecular que
tem apresentado varias vantagens para o diagnosti@acterizacao clinica e epidemiologica
das leishmanioses. Logauando aplicada apropriadamente, pode ser maiscibspe
sensivel, versdtil, e rapida que os meétodos comweais (BELLI et al., 1998).

Existe grande variacdo na sensibilidade do métedeCR, particularmente no que se
refere ao método de extragdo de DNA utilizado,c@lba dos oligonucleotideos iniciadores
(REITHINGER et al., 2000), as amostras clinicalizatilas bem como do tempo de infecgéo
(VENAZZI et al., 2006).

Para deteccdo de DNA deishmaniaem flebotomineos a PCR € uma técnica (util,
capaz de identificar vetores suspeitos das leisluses (RODRIGUEZ et al., 1999), além de
ser mais especifica e sensivel que a dissecacatiebotomineos (FELICIANGELI et al.,
1988).

XXHXXXKXXXKXXKKXXKX XHXKXXKKXXKXXIXKXXIXKXXKHKXXKKXXKXK  XXXXKXXXKXXKXXXKXX
XXXXHKXXKXXXXKXXIXXXXKKXXK XKXXKXXEXKXXKKXXKXXIXKXXIXKXXKKK  XXKXXKXXXKKXXKXXXKXXKXK
XHXXXHXXXKXXIXHXXXEXXXXEXXXXKXX XHXXXXXXXXXXXXXX XXXXHXXXIXXXXXKXXXXKXX
XHXXXXXXXXXXXXXXKX XXXXKXXXXHXXXIXHXXXEXXXXKXXXKXK XXXXHXXXIKXKHXXXEXXXXEXXXXKXXXXK
XXXXKXXKXX XXKXXKHKXXKXXXKXXKKXK  XXXXXKXXXKXXKXXXKXXK  XXXKXXKXXXXKXXXXKXXXKXK
XXXXHKXXKXHXXXKXXEXKXXEXHKXXEXHKKIXEKXXIKXK XXXKXXKHKXXKKXXKXIXIXKXXKXKXXKKXK XXXXXXKXXKXK
XHXXXHXXXKHXXIXHXXXIHKXXEXXXIXEXXXXXXXXXXXKX XHXXXHXXXKHXXIXHKHKHKXIXXXXXKXXXXK

1,9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0,0.90,0,0,0,0,0,.0,0,0,0,0,0¢

JUSTIFICATIVA

XXXXKXXKKXXKHKHKXXKK XXKXXXKHKXXKKXXKKXXXKKXXKHKXXKKXX XXXXKKXXXKXXXXXXXX
 9,0,0.9,0,0,9,0,0,0,0,0,9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,QD.0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0.0,0 QI 9,0.0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
0 9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0,9,0,0,0,0,0,.0,4 XXXXKXXKXXXXXXX $,0,9,0.0,0,0,0,,0,0,9,0,0,9,0,0,0,0,0¢
XXX XXX XXX ) 9,9,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.0.0,0.0.0,0.0,0,0.0,0,4 0.9,9,0.9.0,0,0.¢,0,0.0.0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0.9,0,4
),0,0,0.0.0,.0,0 0. C.GEED 9,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0.0.0,0.0 0. GEED00,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0.0.0,0.0 0,00 QI §,0,0.0,0.0,0,0.0.0,0.0.0,0.0.0,0.0 ¢
 9,0,0.9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,9,0,0.0,0,0,9,0,0.9,0,0.9,0,.0.0,0,.00.0,0,9,0,0,9,0,0,9,0,0.9,0,0,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,0,0.0,§5.9.0,0,0.0,0.0,0,0,0.¢
,9,0,0,9,0,0.9,0,0.0,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0.9,0,0,0,0,0,9,0,0,9,0,¢ ,9,9,0.9,0,0.9,0,0,9,0,0,9,0,9,0,0,9,0,0,9,0,0,0,4

,0,0,0,0,0,0,0,:0.0,.0,0.0.0.0.0.0.0.0 0.0.0,0.0,0,0,0,0,0,0.&
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OBJETIVOS
GERAL

Estudar técnicas moleculares para deteccd®iddmaniaspp.

ESPECIFICOS
Avaliar a sensibilidade de diferentes iniciadoresRCR para detectareishmania
comumente utilizados em pesquisas epidemioldgiess diagnostico laboratorial.
Comparar o desempenho da PCR com diferentes inrgadco diagndstico de LTA

em amostras bioldgicas de cdes e humanos de mgi@mica.
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Padronizar uma multipla-reacdo em cadeia da padiseerpara detectar infeccao
natural porLeishmaniaem flebotomineos.
Investigar a infec¢éo natural poeishmaniaem flebotomineos de regidao endémica do

Parana utilizando multipla-reacéo em cadeia dareohse.
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Endereco para correspondéncia: Universidade Edtddudaringa. Departamento de

Andlises Clinicas (DAC) — Av. Colombo 5790 CEP 87@®0, Maringa, Parana, Brasil

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a sensibikdashalitica de diferentes iniciadores
comumente utilizados em pesquisas epidemiolégiess geteccdo de DNA deeishmania
pela PCR e compara-los no diagnostico de LTA. Adises da sensibilidade dos cinco pares
de iniciadores (MP3H-MP1L; B1-B2; LUSA-LB3C; LBF1BR1; 13A-13B) descritos na
literatura mostraram distintos limiares de detecg@dNA delLeishmania Os iniciadores
MP3H-MP1L apresentaram melhor desempenho para facapdo do DNA, detectando
1fg/uL de DNA delLeishmaniaspp. Os iniciadores 13A-13B apresentaram baixerdpenho
detectando 256 x #@/uL de DNA deLeishmaniaspp. A ampla variacdo da sensibilidade
analitica dos iniciadores usados na PCR e as isigivgs diferencas quando comparados aos
meétodos convencionais de diagnésticos de LTA, radal neste trabalho, enfatizam a
importancia da padronizacdo da técnica de PCRnélsa da sensibilidade da escolha de
adequados oligonucleotideos iniciadores.

Palavras-chave:Leishmaniose, PCReishmaniaPrimers do DNA.
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INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitariasadasigor protozoarios do género
Leishmania transmitidas de animais para humanos pela pidaed€&meas de dipteros da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, eomos genericamente por
flebotomineos. Existe amplo espectro de formascelén incluindo aquelas que afetam pele,
mucosa, ou orgaos internos (Grimaldi & Tesh, 1998nson & Shaw, 1998; Murragt al,
2005).

As leishmanioses estdo distribuidas em quatro roemis e sao consideradas
endémicas em 88 paises, 72 dos quais sao paisssenvolvimento. A prevaléncia mundial
da doenca em humanos é estimada em 12 milhéessds, @m 400.000 a 600.000 novos
casos por ano das formas viscerais e de 1 a Ih8esildas formas cutaneas (WHO, 2009).

No Brasil a leishmaniose tegumentar americana (L& Aausada no minimo por seis
espécies diferentes deishmania na maioria dos casos a espécie envolvitla @iannia)
braziliensis(Gontijo & Carvalho, 2003).

Técnicas classicas de diagnostico para LTA aindzaremm em uma série de
limitacbes. Exames microscopicos de raspado de pssmo rapidos e de baixo custo,
apresentam limitacdes quanto a sensibilidade, graced nas lesdes cronicas. Técnicas de
culturain vitro, embora mais sensiveis, S80 suscetiveis a corged®s microbiologicas e sdo
dificultadas pelo crescimento com exigéncias padres dos diferentes parasitos (Armighs
al., 1990). O teste de Montenegro apresenta boa iBsplecle, pois ativa o0 mecanismo de
hipersensibilidade do tipo retardada, mas nao plestenguir entre infeccéo atual e passada.
Técnicas de diagnéstico soroldgico apresentam onireniente da reatividade cruzada de
antigenos delLeishmania com anticorpos induzidos por outro cinetoplastidemmo
Trypanosoma cruzi(Camargo & Rebonato, 1969; Badabal, 1986). Além disso, baixa
sensibilidade, devido aos baixos titulos de amic@aracteristico de LTA (Grimaldi & Tesh,

1993). Técnicas moleculares, como a Reacdo em &Ldddrolimerase (PCR), oferecem uma
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abordagem alternativa para a demonstracéo dositparasn amostras clinicas (Whige al.,
1992). Devido a sua especificidade molecular, @a@o e caracterizacdo genética das
leishméanias podem ser realizadas simultaneameateiglet al, 1993; 1996).

A ampla literatura sobre diagnostico molecular daltem proporcionando varias
alternativas do uso de iniciadores que amplificaquéncias especificas de espécies de
Leishmania bem comao, iniciadores que amplificam seqiénomsuns a todas as espécies
(Medeiros et al, 2002; Garciaet al, 2005). O objetivo deste trabalho foi estudar a
sensibilidade de diferentes iniciadores na PCR metectar Leishmania comumente
utilizados em pesquisas epidemiologicas e compardid diagnostico de LTA em amostras

bioldgicas de caes e humanos de regido endémica.

MATERIAIS E METODOS

Amostras biologicas.Foram estudadas 73 amostras de DNA armazenad&3@G nd
Laboratério de Leishmanioses da Universidade Esatadle Maringad, sendo todas
provenientes de regido endémica para LTA. Destasr@n de cées (sangue, escarificacédo de
lesé@o e bidpsia de lesdo) com origem no MunicipidMdriluz, Abatia, Rio Bonito do Iguacu,
Santa Cecilia do Pavao e Nova América da Colinea(f@d e 47 de humanos (escarificacao de
lesdo) da regido noroeste do Parana atendidoslLpéloratério de Ensino e Pesquisa em
Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade EstadigaMaringa.

As amostras de sangue foram coletadas e adicioaaidas| volume de uma solucao
de ACD (&cido citrico 25mM; citrato de sédio 50mMilucose 81mM). O material foi
congelado a -18°C até a extracdo de DNA. O DNA almgse foi extraido pelo método
cloroférmio-fenol (Velasquezt al, 2006) ou guanidina-fenol (Venazet al, 2006). O
sedimento de DNA foi ressuspendido eml5@de tampéo TE (TRIS 10mM; EDTA 1mM; pH

8,0).
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As amostras de escarificacdo e biopsia de lesamfadicionadas a 100 de tampéao
STE (TRIS 10mM; EDTA 1mM; NaCl 0,1M; pH 8,0). O DN@e bidpsia de leséo foi
extraido pelo kit Puregefie(Gentra, EUA). Para extracdo do DNA de amostras de
escarificacdo de lesdo, os tubos contendo o miaf@réan incubados a 95°C por 30 min, em
Thermocycler (Biometra PC, Alemanha), centrifugadds3.000g por 1min e o sobrenadante
transferido para outro tubo e estocado a -18°0C asd.

Diagnostico laboratorial convencional de LTA.O diagnéstico convencional para
LTA foi realizado pela pesquisa direta do parasitde anticorpos pela imunofluorescéncia
indireta.

Para pesquisa direta do parasito, laminas contematerial de lesdo foram coradas
pelo Giemsa e analisadas quanto a presenca desfamstigotas (PA).

Para a reacdo de imunofluorescéncia indireta (Iflizou-se como antigenos formas
promastigotas deeishmania (Viannia) braziliensiSilveiraet al, 1990) e conjugado anti-
imunoglobulina G canina - fluoresceina (Sigma-Addyi EUA) ou conjugado anti-
imunoglobulina G humana - fluoresceina (Biolab-Meéx, Brasil). Os soros foram diluidos a
partir de 1/20 e foram consideradas positivas assaas que apresentaram titulos iguais ou
superiores a 40 (Silveiet al, 1996; 1999).

Cultivo do parasito. Formas promastigotas deeishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/1987/M11272) foram cultivadas em meio 1@8vitroger, EUA) contendo
10% de soro bovino fetal (InvitrogBnEUA), 1% de L-glutamiria(Invitroger?, EUA) e 1%
de urina humana, a 25 em estufa B.O.D. (Logen Scientific, Brasil), attage estacionaria
de crescimento.

Extracdo de DNA deLeishmania. Os parasitos (aproximadamente 50mL de cultura)
foram lavados 3 vezes por centrifugagéo (1.600glponin) em solugdo salina tamponada
(SST) gelada. O DNA foi extraido pelo método gusmaeenol (Venazziet al, 2006),

ressuspendido em TE, quantificado utilizando oQibit" fluorometer (Invitrogefi, EUA) e
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diluido serialmente (1024 ng/uL a 0,5fg/uL) pardesies de sensibilidade dos iniciadores na
PCR.

PCR. Foram utilizados cinco diferentes pares de inigad®MP3H (5'-
GAACGGGGTTTCTGTATGC-3') e MP1L (5-TACTCCCCGACATGCIICTG-3') (Lopez
et al, 1993), Bl (5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3) e B2 (&
CTAATTGTGCACGGGGAGG-3) (De Bruijn & Baker, 1992), LUSA (5-
TTTATTGGTATGCGAAACTTC-3) e LB3C (5-CGT(C/G)CCGAACCCGTGTC-3)
(Harris et al, 1998), LBF1 (5-AAATTCGCGTTTTTTGGCCTCCCCG-3’) &€BR1 (5-
GCATAAACTAGAGACGGAACAGAG-3’) (Marcussi et al, 2008), 13A (5-
GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3') e 13B (5-ATTTTACACCAACCCCGATT-3") (Rodgers
et al, 1990). A mistura de reacdo (25 pl) continha 1 géicada iniciador (Invitrog&n
Brasil), 0,2 mM de dNTP (Invitrogéh EUA), 1U de Taq DNA Polymerase (Invitroden
EUA), 1,5 mM de MgQJ, 1X tampéao de enzima @2 de DNA extraido. Amplificacdo foi
realizada em Termocicladora PC (Biometra, Alemanfi@pela 1 resume os protocolos
utilizados na PCR. O produto de amplificacéo fdiraatido a eletroforese em gel de agarose,
corado com brometo de etideo (QgémL), a 10-15 V/cm. Para cada 5 amostras ampdifisa
foram adicionados um controle positivo [DNA de (V.) braziliensij e um controle
negativo. ApO0s a corrida, a verificacdo da presedea bandas foi realizada em
transiluminador (Macro Vue UV-20 Hoefer).

Andlise estatisticaPara comparacao dos resultados da PCR e métodeencamais
(PA e IFI) os dados foram analisados pelo testédademar, utilizando o programa Statistica

7.1, considerando como significatipa< 0,05.

RESULTADOS
Os resultados das andlises de sensibilidade amalftara os cinco iniciadores

mostraram limiares distintos de detec¢do de DNALeishmaniaspp. O par de iniciador
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MP3H-MP1L foi o que apresentou melhor dsempenheatetdo 1fgiL de DNA de
Leishmania (Viannia)Por outro lado, os iniciadores 13A-13B foram o diveram pior
desempenho, detectando somente 256°g/i@ de DNA deLeishmaniaspp. (Figura 1 e
Tabela 1).

As analises de 8 amostras de escarificacdo e higesiesbes de cades com lesdes
sugestivas de LTA e que apresentavam PA e IFlipasjtmostraram positividade de 100,0%
na PCR utilizando os iniciadores MP3H-MP1L, cortitlmdo com 0,0% de positividade com
os iniciadores LBF1-LBR1 e 13A-13B. Em 18 amosttadDNA extraido de sangue de caes
com lesdes sugestivas de LTA, porem PA e IFl negstia positividade da PCR com os
iniciadores MP3H-MP1L foi de 83,3% e 0 menos sezisti o LBF1-LBR1 (27,7%).

Em 27 amostras de DNA de lesdes humanas sugestevdsTA, com PA e IFI
positivas, a positividade da PCR com os iniciaddd@3H-MP1L foi de 100,0% enguanto
que a PCR com os iniciadores 13A-13B apresentoitipdade de 22,2%. Nas 20 amostras
de lesdes sugestivas de LTA de humanos, poréem ¢om IFl negativas, a positividade da
PCR com os iniciadores MP3H-MPL1L foi de 60,0% emiua@ue as PCR com os iniciadores
LUSA-LB3C, LBF1-LBR1 e 13A-13B apresentaram-se ne/ge.

Os resultados da PCR em amostras de lesbes de ¢mineacdes utilizando os
iniciadores MP3H-MP1L, considerados 0s mais seisivdemonstraram positividade
superior aos dos métodos convencionais de diagoddt LTA, 39/47 (83,0%) nas amostras
de humanos e 100% nas amostras de cdes (Tabela 2).

A andlise dos resultados da PCR de amostras defiesgdo e bidpsia de lesdo de
cées e escarificacao de lesdo de humanos, comtauspd. TA, mostrou que a PCR com 0s
iniciadores MP3H-MP1L foi mais sensivel que os rdésoconvencionais (PA e IFlp E
0,015). Os iniciadores LUSA-LB3C, LBF1-LBR1 e 13RH, detectaram menor namero de
amostras positivas quando comparados aos métodogeramonais, mostraram baixa

sensibilidade, sendo estas diferencas estatistidansgnificantesp= 0,023;p = 0,015 ep =
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0,0001, respectivamente). A amplificacdo realizadan o par de iniciador B1-B2 néao
apresentou diferenca estatistica aos métodos coiovais f=0,546).

Foram verificados altos percentuais de positividasi@ndo os diferentes iniciadores
para amplificacdo do DNA pela PCR em amostras dgusacanino de regido endémica com
lesGes sugestivas de LTA, em especial com MP3H-M#d. foi de 83,3%. A analise das
lesbes e soros destes mesmos caes por PA e IFctesmente, revelaram resultados

negativos.

DISCUSSAO

A LTA é considerada um sério problema de saudeigaibhundial. Sua importancia
reside ndo somente na sua alta incidéncia e anmgilibdicdo geografica, mas também na
possibilidade de assumir formas que podem deterni@sées destrutivas, desfigurantes e
incapacitantes (Gontijo & Carvalho, 2003). A neasde de um bom diagndstico laboratorial
de LTA é devido a semelhanca de sinais clinicoa patras doencas, e a importancia de se
iniciar rapidamente o tratamento adequado (Isazd 2002).

A PCR oferece certas vantagens sobre as técniéasiads de diagnoésticos e
caracterizacdo de patogenos infecciosos (White al, 1992). Quando aplicada
apropriadamente, pode ser mais especifica, sensieetatil, e rapida que os métodos
convencionais (Bellet al, 1998).

Vérios alvos moleculares para o desenvolvimentmales iniciadores da PCR tem
sido identificados enb.eishmania incluindo DNA do minicirculo do cinetoplasto (kBN
(Belli et al, 1998; Rodgerset al, 1990; De Brujin & Barker.,1992; Weigkt al, 2002), o
gene daminiexon(Marfurt et al, 2003), DNA ribossomal (Ulianet al, 1994), e o gene da
glicose-6-fosfato desidrogenase (Castititoal, 2003), entre outrosA PCR utilizando os
iniciadores MP3H-MP1L, que amplifica fragmentos sote do KDNA de espécies do

subgéneraLeishmania (Viannig) provou ser muito sensivel, capaz de detectapullfge
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DNA, similar aos dados descritos por Lopsal (1993) e Velasqueet al (2006), que
detectaram 0,14fgL e 0,9fglL de DNA, respectivamente. Outro par de iniciadoe g
apresentou otima sensibilidade analitica foi o Bl-@etectando 2fgl. de DNA, valor este,
muito proximo ao encontrado por De Bruijn & Bake®92).

O gene daminiexonapresenta alto valor as técnicas de biologia mtdeaplicado
aos estudos das leishmanioses devido ao alto nimeecopias no genoma e a presenca de
regides conservadas e variaveis que difere entmomplexos deeishmania(Fernandest
al., 1996). Derivado deste gene o par de iniciaddsAWUB3C tem capacidade de amplificar
fragmentos de DNA de varias espécied. dshmaniado complexd.. braziliensis incluindo
L. (V.) braziliensisL. (V.) guyanensjd.. (V.) panamensjd.. (V.) peruvianaHarris et al,
1998). Para este par de iniciador, o presenteltralmaostrou baixos indices de sensibilidade
analitica (128fgiL) quando comparado a estudos prévios realizadoslaais et al. (1998)
estudando amostras de escarificacdo de lesdo denfgscna America do sul e central, e
Gomeset al (2007) em caes no Brasil, com deteccéo supefify/al de DNA.

As técnicas moleculares de deteccéo e classificdeaespécies deeishmaniatem
dado papel de grande importancia ao desenvolvingmiaiciadores relacionados ao kDNA
(Weigle et al, 2002). Recentemente, Marcusti al (2008) desenvolveram um par de
iniciador (LBF1-LBR1) capaz de amplificar uma seugié@ especifica a espéclie (V.)
braziliensis Dados obtidos em nosso trabalho, usando esteinp@ador, mostraram
sensibilidade analitica de 32pb/de DNA, revelando expressiva diferenca no lindar
deteccdo de DNA quando comparado ao resultadoglgldde DNA detectado por Marcussi
et al (2008). A amplificacdo do minicirculo do kDNA deishmania (Vianniajambém foi
realizada utilizando os iniciadores 13A-13B, queeapntaram baixa eficiéncia, detectando
somente concentracdes superiores a 256 pdg DNA. Mannaet al. (2004) empregando os
mesmos iniciadores, poréem com DNA ldeshmania infantugndemonstrou sensibilidade de

1pghL de DNA; valor mais expressivo, de 1Qfg/de DNA del. (V.) braziliensis foi
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encontrado por Rodgest al (1990). No entanto, este ultimo utilizou métod® ONA
hibridizacdo que teve como resultado o aumentmsilsBdade e, portanto, a eficiéncia do
iniciador.

A PCR tem apresentado varias vantagens para oddiagm, caracterizacao clinica e
epidemioldgica das leishmanioses. Contueaste grande variacdo na sensibilidade da PCR,
particularmente no que se refere ao método de géixtrade DNA, a escolha dos
oligonucleotideos iniciadores (Reithingeret al, 2000; Ikonomopouloset al, 2003;
Bensoussaret al, 2006), as amostras clinicas utilizadas bem cdmaéempo de infeccéo
(Venazziet al., 2006).

O diagnostico laboratorial conclusivo de LTA é defiela demonstracdo de formas
amastigotas do parasito em material de escarificagdbiopsia de lesdo e aspirado de medula
(Gontijo & Carvalho 2003). Varios estudos de LTAusada por parasitos do complexo
braziliensisna América Central e do Sul tém comparado o distipw por PCR com as
técnicas convencionais. Exceto para alguns pouasssc os testes utilizando a técnica de
PCR foram significativamente mais sensiveis quméodos parasitologicos de diagnosticos
(Medeiroset al 2002; Rodriguezt al 1994). Em nosso trabalho, 26 amostras de cées
(escarificacdo, bidpsia e sangue) e 47 amostrdsud®nos (escarificacdo) foram testadas
pela PCR usando cinco pares de iniciadores combdatele analitica variavel. A PCR
utilizando o par de iniciador MP3H-MP1L, que amphf um fragmento da regido do
minicirculo do kDNA do subgéneroeishmania (Viannig)apresentou alta positividade em
amostras biologicas de escarificacdo e bidpsieesi@ol de cdes e escarificacdo de lesdo de
humanos e foi significativamente mais eficiente qgemétodos convencionais £ 0,015).

Por outro lado, a PCR com os iniciadores LUSA-LBBBF1-LBR1 e 13A-13B, demonstrou
significativa ineficiéncia com relacdo aos métodosvencionaisg = 0,023;p = 0,015;p =
0,0001; respectivamente). Embora o par de inicesl&1-B2 tenha detectado maior niumero

de amostras quando comparado as técnicas convaisiesta diferenca de positividade ndo
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foi estatisticamente significativap (= 0,546). Todas as amostras detectadas pela PCR
utilizando os iniciadores menos sensiveis tambéanfaletectados pela PCR com iniciadores
mais sensiveis, com excecao de uma (DNA de sangmiea), ndo detectada pela PCR-
LBF1-LBR1 mas detectada pela PCR-13A-13B.

Deteccdo de DNA dd.eishmaniaspp em amostras de sangue de cdes de area
endémica tem sido relatada por varios autores ¢sl@uentagt al, 1999; Reithingeet al.,
2000; 2003; Velasqueat al, 2006). Em nosso trabalho, todos os iniciadoee®@R foram
capazes de detectar DNA Heishmaniaspp com diferentes percentuais de positividade em
sangue de caes com lesdes sugestivas de LTA, pooémresultados negativos para os testes
de PA e IFI.

Considerando os dados obtidos, os iniciadores d& di@cionados ao diagndstico e
epidemiologia de leishmanioses apresentaram angi@ac@o quanto a sua sensibilidade
analitica. Quando comparados aos métodos convenigide diagnosticos de LTA mostraram
diferenca significativa, enfatizando a importande padronizacdo da técnica de PCR, da

analise da sensibilidadeda escolha de adequados oligonucleotideos inigad
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Figura 1. PCR usando como molde DNA de formas promastigdéas. (V.) braziliensis

(MHOM/BR/1987/M11272) diluido seriadamente. Oligolaotideos iniciadores 13A-13B.
B: Oligonucleotideos iniciadores LBR1-LBF1l. C: Q@ligicleotideos iniciadores LUS5A-
LB3C. D: Oligonucleotideos iniciadores MP3H-MP1L. ®igonucleotideos iniciadores B1-

B2. M: Marcador molecular de 100pb (Invitrogen®,A)S



Tabela 1.Protocolos utilizados nas reacées em cadeia dagqalse
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Caracteristica

MP3H-MP1L B1-B2 LUSA-LB3C

LBF1-LBR1

13A-13B

Produto de PCR

Amplificacao
Desnaturacéo inicial
Desnaturacao
Anelamento
Polimerizacao
N° de ciclos

Polimerizagao final
Gel de eletroforese (%)

Sensibilidade analitica
da PCR (fg/uL)

Minicirculo do Minicirculo do Sequéncia Lider do

kDNA do kDNA de RNA do complexo
subgénerd.. Leishmaniaspp. L. braziliensis
(Viannia) (70pb) (750pb) (146-149pb)
95°C - 5 min 95°C - 5 min 5°@ -5 min
95°C - 1,5 min 95°C - 1,5 min 951(5 min
57°C - 1,5 min 60,5°C - 1,5 min 55°C5 min
72°C - 2 min 72°C -2 min 72°Cmih
30 35 30
72°C - 10 min 72°C - 10 min 72°C - 10 min
3 1 2
2 128

Minicirculo do

kDNA deL. (V.) b

(536pb)

95°C - 5 min
95°C - 1,5 min
58°C - 1,5 min
72°C - 2 min
26
72°C - 10 min

1,2

32 x 103

Minicirculo do
kDNA delL.
(Viannia) (120pb)

95°C - 5 min
95°C - 1,5 min
57°C - 1,5 min
72°C - 2 min
30
72°C - 10 min

2

256 x 103
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Tabela 2. Resultados da Reacdo em cadeia da polimerase salifiecentes pares de
oligonucleotideos iniciadores em amostras biol&ida cdes e humanos com lesdes

sugestivas de LTA, conforme diagnostico por té@amvencionais.

Iniciadores (NP/NT)

Grupos Materiais MP3H- B1- LUSA- LBF1- 13A-
MP1L B2 LB3C LBR1 13B

Caes Escarificacéo e

o 8/8 4/8 2/8 0/8 0/8
PA +/ IFI + biopsia
Caes
Sangue 15/18 14/18 6/18 5/18 6/18
PA -/ IFI -
Humanos N
Escarificacéo 27127 27127 26/27 15/27 6/27
PA +/ IFI +
Humanos .
A/ IF] Escarificacao 12/20  7/20 0/20 0/20 0/20

PA, pesquisa de formas amastigotas; IFIl, imunofilscgncia indireta; (+), teste
positivo; (-), teste negativo; NP, nimero de anagspositivas; NT, namero total de
amostras
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Artigo 2: “DETECCAO DE INFECCAO NATURAL POR  Leishmania (Viannia) EM

Nyssomyia neivai UTILIZANDO MULTIPLA-PCR, NO ESTADO DO PARANA”
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RESUMO

A infeccdo natural em flebotomineos pogishmaniaem area endémica de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) foi analisada pela t&crda mdaltipla-reacdo em cadeia da
polimerase (multipla-PCR). Os flebotomineos foraptarados com armadilhas luminosas de
Falcdo em &rea endémica do Municipio de Doutor @gmaurante os meses de marco, abril
e julho de 2008. Foram analisados 1.428 flebotoosirig.278 fémeas e 150 machos), sendo
1.386 (97,1%) da espécMyssomyia neiva{Pinto) e 42 (2,9%) da espédi whitmani
(Antunes & Coutinho). As andlises pela multipla-P@Bstraram a presenca deishmania
(Viannia)em 3/130 pools de flebotomineos, indicando uma taxa de infeag0,23%. Este
trabalho mostra a infeccédo natural peishmania (VianniagmNyssomyia neivano Estado
do Parana e a multipla-PCR como importante ferréanea pesquisa de infec¢cao natural por
Leishmaniaem flebotomineos.

Palavras-chave Leishmaniose, PCR_eishmaniaflebotomineos
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INTRODUCAO

A leishmaniose € uma das doencas infecto-parasitdg maior incidéncia no mundo,
com aproximadamente 12 milhdes de pessoas infec&ma88 paises e 350 milhdes que
vivem em areas de risco (WHO, 2009). A doenca aptaduas formas basicas de expressao,
a leishmaniose cutanea e a leishmaniose visceependlendo da espécie Heishmania
envolvida e da resposta imune do individuo (WH@YBODo total de casos de leishmaniose
tegumentar registrados no mundo, 90% ocorreram eilRica Islamica do Ird, Arabia
Saudita, Sudao, Argélia, Afeganistdo, Brasil e PEWHO, 2009). Atualmente, as
leishmanioses tém uma distribuicdo geografica remaigla do que ha algumas décadas, sendo
relatada em areas anteriormente ndo endémicas e(@espP001). Entretanto, existem
dificuldades para distinguir o niumero real de cad®aum falso aumento devido a melhor
deteccao, maior precisdo nos relatos e/ou acesitafto ao tratamento (Desjeux, 2001).

A incidéncia da leishmaniose tegumentar americefA)Y vem crescendo na América
Latina, principalmente no Brasil, onde foram regibs 634.914 casos no periodo de 1980 a 2006.
Destes, 14.129 foram notificados na Regido Sul, qiess 13.762 (97,4%) ocorreram no
estado do Parana (Ministério da saude, 2009). Adéncia elevada e ampla distribuicéo
geografica mostram a importancia da LTA, além de, ggssa doenca pode assumir formas
com lesbes destrutivas, desfigurantes e incapé&stancom repercussdo no campo
psicossocial do individuo (Gontijo, 2003).

No Brasil, o ciclo de transmissao deishmaniaenvolve poucas das aproximadamente
800 espécies de flebotomineos existentes no mukglaigr & Medeiros, 2003). Os estudos
realizados no norte do Parand mostram que as espdgonemyia migoneiFranca)
Nyssomyia whitman{Antunes & Coutinhqg) Pintomyia pessoa(Coutinho & Barretto)
Pintomyia fischeri(Pinto) eNyssomyia neivafPinto) estdo sempre presentes e podem ter

relevancia na epidemiologia da LTA (Teodatoal, 2001; 2003; 2004; 2007; Membrie¢
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al., 2004; Reinhold-Castret al, 2008). A deteccao e identificacdo de espécieedmania

em flebotomineos naturalmente infectados séo irapta$ para a prevencao da doenca em
areas endémicas (Katp al, 2005). A taxa de infeccéo de vetores naturalengrfiéctados em
areas endémicas e a correta identificacdo do agsiakdgico € muito importante na
epidemiologia das leishmanioses (Michalgkyal, 2002). Luzet al. (2000) constataram pela
primeira vez, no Estado do Parana, a infeccadl.dehitmanipor Leishmania braziliensis,
mostrando a necessidade de noestsidos para detectar a infecgdo natural em oegpEies

de flebotomineos freqlientemente encontradas nass &adémicas, que podem estar
envolvidas na epidemiologia da LTA neste estadabfetivo deste trabalho foi detectar a
infeccdo natural pokeishmaniaem flebotomineos de regido endémica do Pararizamtilo

multipla-reacdo em cadeia da polimerase.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo.Este estudo foi desenvolvido numa éarea de lazecgRo Marista),
no municipio de Doutor Camargo (52’ Longitude Oeste e 28’ Latitude Sul), que se
insere na Mesorregido Norte-Central Paranaenseecarf® Marista localiza-se as margens
do rio Ivai, com 57,6 hectares, dos quais 40,8anestsdo cobertos por mata do tipo floresta
estacional semidecidual que, apesar de ter sofpidodes alteracdes, ainda € habitada por
aves e mamiferos silvestres (Teodetal, 2001).

Coleta de flebotomineosAs coletas foram realizadas em trés diferentesides, ou
seja, marco de 2008, das 20 as 24 h, abril de 2023821 as 5 h, e julho de 2008, entre 1 e 6
h. Para tal, foram utilizadas armadilhas luminakagalcdo, nos seguintes ecotopos:

Ecotopo 1 (E1): num galinheiro desativado ao ladeitd do alojamento, dentro da

mata (4 horas);
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Ecotopo 2 (E2): na margem do rio, ao lado da madadpo de uma escada que desce
até a margem do rio) (13 horas);

Ecotopo 3 (E3): nos fundos de uma residéncia eabnante alugada para visitantes
(17 horas);

Ecotopo 4 (E4): na entrada principal de um alojameds margens do rio Ivai, usado
por grupos de pessoas que procuram retiro espif@ueoras);

Identificacdo dos flebotomineosOs insetos foram processados no laboratério de
entomologia do Departamento de Analises Clinicalmigersidade Estadual de Maringa da
seguinte forma: apdés serem mortos com cloroférfoiam acondicionados em frascos tipo
eppendorf contendo isopropanol, para sua consenag@sterior identificacado (Paieh al.,
2007). Para este fim, em microscopio estereosc@gionsetos a serem identificados foram
depositados sobre laminas lavadas com hipoclor28cae desinfectadas em alcool a 70%.
Nas laminas foram colocadas duas gotas de saliéal €8,9%); com auxilio de estiletes, na
primeira gota foram retiradas as patas e as asassdto e na segunda gota, no caso de
fémeas, foram feitos dois pequenos cortes na pdirgdloado abdémen com objetivo de expor
a espermateca, o qual era coberto com laminuleamieado ao microscépio éptico, com
aumento de 200 vezes, para identificacdo da espgésiflebotomineos. A nomenclatura das
espécies de flebotomineos seguiu Galati (2003).inGstos, apos a identificacdo, foram
conservados em frascos tipppendoricontendo isopropanol, cada com 8 a 10 espécimes, no
caso de fémeas ou 50 espécimes, no caso de mpahomposterior extracdo do DNA.

Extracdo de DNA de flebotomineosAs extracdes foram realizadas epodls’ de 8
a 10 flebotomineos por tubos. Para obtencdo do DNAnsetos foram macerados com
espatula estéril em 20uL tampao de lise/inseto BMaCl, 10mM EDTA, pH 8,0, 50mM
Tris-HCL pH 7,4, Triton X100 1% e 10mM DTT), segaigor 3 ciclos de congelamento

(nitrogénio liquido) e descongelamento (60°C). Esaeerado foi incubado por 1 hora a 60°C
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e por mais 3 horas a 60°C com a adicdo de luldipseteinase K (20mg/mL), 80uL/inseto
de tampao de lise e 1%l/inseto de Triton X100. Ap@scubacédo, foram adicionados 300uL
de solucéo de isotiocianato de guanidina e fend)) (@otiocianato de guanidina 5M:fenol
equilibrado; v/v) e homogeneizado vigorosamenteafoacrescentados 50uL de cloroférmio
gelado e homogeneizado delicadamente. A amostieftrifugada por 10 min a 9300g e ao
sobrenadante, transferido para outro tubo, foramsamos 300uL de etanol absoluto gelado
para precipitacdo do DNA. O material foi centrifdggor 15 min a 9300g e o sedimento foi
lavado por mais 2 vezes com 300uL de etanol alwsajetado por centrifugacdo (10
min/9300g). O DNA foi seco em termobloco (BIOPLUKS2002) a 95°C, ressuspendido em
20uL de HO destilada e estocado a 4°C até o uso.

Cultivo de Leishmania. Formas promastigotas deishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/1987/M11272) foram cultivadas em meio 1@8vitroger®, EUA) contendo
10% de soro bovino fetal (Invitrog®nEUA), 1% de L-glutamirfa(Invitroger?, EUA) e 1%
de urina humana, a 25 em estufa B.O.D. (Logen Scientific, Brasil), attage estacionaria
de crescimento.

Extracdo de DNA deLeishmania. Os parasitos (aproximadamente 50mL de cultura)
foram lavados 4 vezes por centrifugagéo (1.600glponin) em solugdo salina tamponada
(SST). O sobrenadante foi descartado e o DNA ekdirdd sedimento pelo método guanidina-
fenol (Venazziet al, 2006). O DNA foi quantificado pelo Kit Qubit fluorometer
(Invitroger’, EUA) e diluido para os testes de sensibilidadeiniciadores na PCR e controle
positivo da reagéo.

Hot-start muitipla-PCR e PCR convencional. Para amplificacgdo do DNA por
multipla-PCR foram utilizados dois pares de inicias. Os iniciadores MP3H (5'-
GAACGGGGTTTCTGTATGC-3’) e MP1L (5-TACTCCCCGACATGCICTG-3') foram

empregados para amplificacdo do fragmento de 7@pledido conservada do DNA do
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minicirculo do cinetoplasto (KDNA) do subgéndreishmania (Viannia) (Lopezet al,
1993). O segundo par de iniciador amplifica umrragto de 220pb da regido do gd¢vi&6

da cacofonia em insetos do génktdzomyia 5LIcac (5'-GTGGCCGAACATAATGTTAG-

3’) e 3LIcac (5-CCACGAACAAGTTCAACATC-3) (Linset al, 2002). A mistura de reacao
da PCR foi realizada com volume final de 25 pltendo 0,5 UM de cada um dos iniciadores
(Invitroger?’, Brasil), 0,2 mM de dNTP (Invitrog&n EUA), 1U de Platinufi Tag DNA
Polymerase (Invitrogéh EUA), 1,5 mM de MgGl 1 X Tamp&o de enzima @2 de DNA
molde. A amplificacdo foi realizada em TermociclaBC (Biometra, Alemanha) a“@por

7 min para ativacao da enzima (hot-start PCR),idecuor 30 ciclos, cada um consistindo de
1min e 30s a 95°C, 1min e 30s a 57°C e 2min a 7Ap0s o ultimo ciclo, a extensao foi
continuada por mais 10min a 72°C. O produto de #icgido foi submetido a eletroforese
em gel de agarose, corado com brometo de etidéqugOnL), a 10-15 V/cm. Para cada 5
amostras foram adicionados um controle positivanecontrole negativo. ApGs a corrida, a
presenca de bandas foi verificada em transilumin@dacro Vue UV-20 Hoefer).

Para a PCR convencional foram utilizados os inaiess Bl (5-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3') e B2 (5-CTAATTGTGCACGGGGGG-3) que
amplificam regido do minicirculo do kDNA de todasespécies deeishmaniaDe Bruijn &
Baker, 1992). A mistura de reacao continha voluote tle 2L, sendo 1uM dos iniciadores
(Invitroger?, Brasil), 0.2 mM de dNTP (Invitrog&n EUA), 1U de Tag DNA Polymerase
(Invitroger®, EUA), 1.5 mM de MgGl 1 X Tamp&o de enzima @2 de DNA extraido. A
amplificacdo do DNA foi realizada com temperaturizgial de 95 por 5min, seguida por 35
ciclos de 1min e 30s a 95°C, 1min e 30s a 60,52@ie a 72°C, e extensao final por 10min a
72°C.

O produto de amplificacdo foi submetido a eletreserem gel de agarose, corado pelo

brometo de etideo 0,g/mL, a 10-15 V/cm. Para cada 5 amostras foramiagidos um
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controle positivo e um controle negativo. A presemde bandas foi verificada em
transiluminador (Macro Vue UV-20 Hoefer).

Ensaio de sensibilidade da PCRPara determinar o limiar de deteccdo de DNA pela
PCR, foi realizad@xtracdo de DNA de um “pool” de 50 flebotomineo<hws seguido pela
quantificacdo pelo Kit Qubit fluorometer (Invitrogefi, EUA) e diluicdo serial. Foram
realizadas analises da PCR quanto a sensibilidaaliiea dos iniciadores 5LIcac-3LIcac.
Para a sensibilidade analitica da PCR com os doces MP3H-MP1L foi usando como
molde DNA de formas promastigotas He (V.) braziliensis(MHOM/BR/1987/M11272)
diluido serialmente. Para a sensibilidade de técda multipla-PCR foram adicionados 192
pg/uL de DNA de flebotomineos machos a cada ditudg DNA deleishmania (Viannia)
braziliensis(32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5 fg/uL).

Também foi realizada PCR usando como molde DNAod@ds promastigotas de
(V.) braziliensis (MHOM/BR/1987/M11272) diluido serialmente para detmar a

sensibilidade analitica dos iniciadores B1-B2.

RESULTADOS

Foram analisados 1.428 flebotomineos, dos quaigBlePam fémeas e 150 machos,
constatando-se as seguintes espédigssomyia neivafPinto) eN. whitmani(Antunes &
Coutinho), com 1.386 (97,1%) e 42 (2,9%) exemplegspectivamente.

A tabela 1 mostra os ecétopos onde foram capturaddiebotomineos analisados
pela PCR. Do total de fémeas pesquisadas, apenase38s eram da espédie whitmani

A sensibilidade analitica dos iniciadores MP3H-MP&L5LIcac-3LIcac, testados
individualmente pela PCR convencional, foi de Jufgbde DNA delLeishmania (Viannia)
(Figura 1A) e 6 pg/uL de DNA d¥. neivai(Figura 1B), respectivamente. Entretanto, quando

testados em conjunto pela multipla-PCR o limiardé¢eccédo foi de 8 fg/pde DNA do
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subgénerd_eishmania (VianniajFigura 1C). O par de iniciador B1-B2 apresenteted¢ao
de 2 fg/uL de DNA déeishmaniaspp pela PCR convencional (Figura 1D).

Foram realizadas analises por meio da mdultipla-P@&R todas as fémeas de
flebotomineos capturados. Nenhuma das amostras Ni& @e flebotomineos testadas
apresentou interferéncias perceptiveis por ini@sglaialrag DNA polimerase.

Os resultados obtidos pela técnica de multipla-P@RBRstraram presenca de
Leishmania(Viannia) em 3/130 pools de flebotomineos testados (Figura 2A.). Estes
resultados foram confirmados pela PCR convenciasahdo os iniciadores B1-B2 (Figura
2B). A taxa de infeccéo, considerando 1 flebotomiiméectado em cada pool, foi de 0,23%
ou 3/1278 fémeas analisadas. Todospmols” positivos foram de flebotomineos da espécie

N. neivai

DISCUSSAO

Em grande parte dos estudos realizados para pasgeisinfeccdo natural por
Leishmaniaem flebotomineos, estes devem ser dissecados g@rdim, e para posterior
PCR. Para tanto, os insetos devem ser processagiosap0s sua coleta (preferencialmente
nas primeiras horas), por sua pouca resistén@ad®iseu ambiente natural e inviabilidade de
realizacdo do procedimento apds a morte do flebioonpor tempo prolongado. Neste
estudo néo foi realizada dissecacéo para a obserdsginfeccdo natural pbeishmanianos
flebotomineos. Os insetos coletados foram consesvath isopropanol (Paivet al, 2007),
permitindo a coleta de um grande numero de espéanaepossibilidade de manter seu DNA
preservado de forma adequada, para seu postenmseia.

Para a extragdo do DNA foi utilizado o inseto irddiapenas retiradas as patas e as
asas) e ndo apenas o tubo digestorio. Retid, (2007) demonstraram que, para este fim, a

utilizagdo do inseto inteiro apresentou melhorssiltados do que apenas o tubo digestorio.
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Quanto a validacdo do protocolo de extracdo de DOi¢Aflebotomineo, foi levada em
consideracao a quantidade de DNA obtido e a reddg&ainibidores da reacédo, o que foi
confirmado pelos resultados da multipla-PCR mesttiaando insetos inteiros.

O uso da PCR em flebotomineos capturados no camyo grocedimento util para
determinar a infeccdo pdeishmaniaem grande nimero de amostras, identificando \&tore
suspeitos das leishmanioses (Peseal 1994, Rodrigueet al 1999). Além disso, € mais
especifica e sensivel que a dissecacao dos flebwtom (Feliciangelet al, 1988) e que
outros métodos convencionais de diagnostico enepies (Rodrigueet al, 2002; Oliveira
et al, 2003).

A sensibilidade de deteccdo de DNA do subgéhershmania (Vianniagncontrada
quando da utilizacéo do iniciador MP3H-MP1L foi Hég/uL de DNA, provando ser muito
sensivel, resultado semelhante ao encontrado ppeslet al (1993) e Velasqueet al
(2006), que detectaram 0,14 fg/uL e 0,9 fg/uL d¢ADrespectivamente. A sensibilidade
analitica da PCR convencional, utilizando para #moatdo o par de iniciador B1-B2, foi de
2 fg/uL de DNA, préximo a detecgéo de 1 fg/uL encamha por De Bruijn & Baker (1992).

Para verificar a presenca de provaveis interfesembecontetdo digestorio dos insetos
que poderiam causar inibicdo dag DNA polimerase e impedir a deteccdao de DNA de
Leishmaniafoi utilizado o par de iniciador que amplificagene da cacofonia elrutzomyia
como controle interno de amplificacdo. O gene deofoaia emLutzomyiatem sido
demonstrado como importante controle interno deidaiile da enzima polimerase (Pita-
Pereiraet al, 2005).

Embora, o ensaio de multipla-PCR tenha apresentsekibilidade analitica inferior
aos dos iniciadores MP3H-MP1L na PCR convenciasik ainda foi considerado altamente
sensivel para a deteccdo de DNA do subgéhershmania (Viannia) Além disso, mais

vantajoso por apresentar um par de iniciador comgda de controle interno da reacao, ja que
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0S insetos possuem em seus tecidos inibidores apenpdiminuir a eficiéncia da reacéo de
PCR, majoritariamente em seu exoesqueleto, cabgaxe(Higginset al, 1995; Siridewaet
al., 1996).

Os resultados do teste de multipla-PCR para deiedgdleishmania (Viannia)
mostraram positividade em 3/130 (2,3%)obls” de flebotomineos, analise que foi
confirmada pela PCR convencional utilizando osiagiores B1-B2, que amplificam regido
do minicirculo do KDNA de todas as espécieslLaeshmania A taxa de infecgcédo foi,
considerando 1 flebotomineo infectado em cada pledD,23% ou 3/1278 fémeas analisadas.

Os flebotomineos infectados foram capturados népos E2 (margem do rio) e E4
(alojamento). Os dois locais sdo proximos a mdtarconde vivem pequenos mamiferos
silvestres, possiveis reservatorios naturaikelehmania Este fato pode explicar o encontro
de flebotomineos naturalmente infectados pelo podteo pesquisado.

Apesar de a LTA ter carater endémico no Parandyvesiigacdo da infeccdo em
flebotomineos tem sido pouco estudada. O primedamento e identificacdo de.
braziliensis em flebotomineos neste Estado foi realizado por ket al, (2000) que
encontraram 3 (0,18%) fémeasNewhitmani,naturalmente infectadas plorbraziliensisde
um total de 1.612 fémeas de flebotomineos dissscagmvenientes do municipio de
Cambira, no norte do Parana. No municipio de Adpaltis, no Parana, Casteb al (2005)
ndo detectaram a infeccdo poeishmaniaem 2.559 fémeas dissecadas, das espéties
intermedia(2.530),M. migonei(11), P. fischeri(15) eN. whitmani(3). Cabe lembrar que no
Parand os parasitos isolados da maioria dos casdsTA humana e canina, tém sido
identificados comda.. (Viannia) braziliensigLonardoniet al, 1993; Silveireet al,, 1999).

A PCR tem sido bastante empregada no estudo d#denatural ou experimental de
flebotomineos, utilizando diversos iniciadores éRét al, 1994; Rodriguezt al, 1999;

Aransayet al, 2000; Michalskyet al, 2002; Mirandeet al, 2002; Pita-Pereirat al, 2005;
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Kato et al, 2005; Jorquerat al, 2005). No Estado do Parana usando dissecacdoRe P
convencional Neitzkeet al, (2008) analisaram 2.487 fémeas e Scaxral, (2008) 2213
fémeas, cuja maioria eral neivaie ndo detectaram infec¢cdo. No Estado do Rio deirdan
analisando 4Qpools de fémeas por multipla-PCR e hibridizacdo forancoatradosN.
intermedia(5/32) eM. migonei(3/5) infectados corh. braziliensis resultando em uma taxa
de infeccéo de 2% dos insetos (Pita-Pewdia, 2005).

Embora a deteccdo de infeccdo pelas reacdes de ni@GRpermitam atender os
requisitos para a incriminacdo vetorial propostos Killick Kendrick & Ward (1981), as
infeccbes experimentais dé&l. intermedia (Silva & Gomes, 2001) mostraram sua
susceptibilidade as cepas ldebraziliensise suas localizagbes no trato digestorio. Este fato
somado a epidemiologia da LTA, indicam que os fielmineos do complexN. intermedia
s.l. podem ter um papel importante na epidemiologieeidamaniose (Marcondes, 1996).

Este é o primeiro relato de infeccédo naturallpshmaniado subgénerbeishmania
(Viannia) emN. neivaino Estado do Parana, utilizando uma técnica déptaiPCR. Outro
resultado positivo de infeccéo natural Bimneivaifoi relatado por Marcondest al (2009)
em Santa Catarina, utilizando as técnicas de PSBuéhern blot hibridizacdo. Além disso,
no noroeste da Argentina, Cérdoba-Larmisal (2006), utiizando PCR e hibridizacéo,
também detectaram infec¢do p@ishmaniaViannia) na espécidl. neivai.

A espécie de flebotomineld. neivaitem sido predominante no Recanto Marista
(Teodoroet al, 2001, 2003, 2007; Reinhold-Castb al, 2008), onde ocorreram casos
autoctones de LTA, que foram detectados espécimiestadas. Considerando estes fatos e a
existéncia de outros relatos de infeccdo naturstidespécie, comprova-se a importancia de
N. neivaina epidemiologia da LTA.

Este trabalho mostra que a multipla-PCR contendeamrole interno de amplificacédo

é uma ferramenta importante para deteccdo de &dectatural porLeishmania em
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flebotomineos e quéN. neivai tem um importante papel na transmisséolLeéeshmania

(Viannia)também no Estado do Parana.
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Tabela 1. Flebotomineos coletados

Doutor Camargo, Parana.

no Recanto Marista, npiniade

Ecotopo Fémeas Machos Total
3/2008

El 45 8 53

E2 72 18 90

E3 60 14 74
Subtotal 177 40 217
4/2008

E2 61 zero 61

E3 530 60 590

E4 253 50 303
Subtotal 844 110 954
7/2008

E2 zero zero zero

E3 zero zero zero

E4 257 zero 257
Subtotal 257 zero 257

Total 1278 150 1428

Localizacdo das armadilhagk1-galinheiro desativado, E2-margem do

rio, E3-fundos/residéncia, E4-alojamento.
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C D

Figura 1. Ensaios de sensibilidade analitica da multipla-PERPCR
convencional com os distintos iniciadores.

A e D: PCR convencional utilizando os iniciadore®3#-MP1L e B1-B2,
respectivamente.

B: PCR convencional utilizando os iniciadores 5ti&lcac.

C: Mdltipla-PCR usando como molde DNA de formashpeistigotas dé. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/1987/M11272) diluido serialmente adicionadha
mesma proporcdo a 192 pg/uL de DNA de flebotominewachos,

amplificados com os pares de iniciador MP3H-MPHLkac-3LlIcac.
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1 2 3 4 5 C+ C- M

220bp

70bp
A B

Figura 2. PCR de DNA de flebotomineos. A: Multipla-PCR deoatras de DNA de
flebotomineos (1, 2, 3, 4 e 5); B: PCR convenciooain os iniciadores B1-B2, das
mesmas amostras submetidas ao multipla-PCR; Cenpositivo (C+); Controle

negativo (C-); Marcador molecular de 100pb (M).
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CAPITULO I
CONCLUSOES
Este estudo sobre padronizacdo de técnicas malesulpara os estudos de
leishmanioses mostrou que:

1) Os iniciadores da PCR estudados, direcionadogdiagndstico e epidemiologia de
leishmanioses apresentaram ampla variacdo quaid sensibilidade analitica.

2) A PCR com os diferentes inicidores estudados tnarasn diferenca significativa
comparados aos métodos convencionais de diagnesigchTA.

3) A padronizagdo da técnica, a analise da seidsibé e a escolha de adequados
oligonucleotideos iniciadores séo fatores impoespiara o bom desempenho da PCR .

4) A multipla-PCR contendo um controle interno dgpéficacdo € uma ferramenta importante
para deteccao de infeccédo natural lpgishmaniaem flebotomineos.

5) A infeccdo natural poteishmaniado subgénerd_eishmania (Viannia}em Nyssomyia
neivai no Estado do Parand, utilizando uma técnica ddiptaidPCR é relatada pela
primeira vez.

6) Nyssomyia neivdem um importante papel na transmissdbeshmania (Vianniajambém

no Estado do Parana.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
As técnicas moleculares vém sendo foco para mpéeguisadores e em diversos
segmentos da ciéncia da saude. Os resultados eatmmtapontam para as melhores

condicOes para que a PCR tenha bom desempenhem dinecionar os futuros estudos

epidemiolégicos e de diagnostico. XXXXXXXXXXXXXXKXX
XXXXXKXXXKXXXXXXXXKXXXKXXKXXXKXXKXXK XXXXXXXXXXXXXXKXXXK
XXXXXXKXXKXKXXXKXXKXXX XXX XXXHXXXHXXEXXXKXXKXXXXKXXXKXXKXXX
XXXXXXXXXXXKXXKXXXKXXKX XXXXXXXXKXXXKXXXXXXXKXXXKXXK XXXXXXXKXXXKXXXXX
XXXXXXXXKXXXKXXXXKXXXK XXXXXXXXXXXXXXKXX XXXXXXXXKXXXKKKXXXXXXXXKXX
XXXXXXXXKXXKXXXKXXXXXXXXKXX XXXXXXXXKX XXXXXXXXXXXKXXXXXXKX
XXXXXXXXXXXKXXXKXXXKXXK XXXXXXXXXXXXXXKXXXKX
XXXXXXKXXXXKXXKXXKXXKXKXXKXXKXXXKX XXXXXXXXXXXKXXKXXXXXKXXKXXXKXXXKXK
XXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXKXXXKXXKXXKXXXXXKXKXXXKXXKX

XXXXHKXXEXXXXKXXXKXXEXKXXKKX XXKXXEXXXXEKXXXKXXKK XXXKXXKXKKXX .
A padronizacdo da multipla-PCR para identificacde Leishmania em
flebotomineos permitirA avancos nos estudos daeepodogia das leishmanioses.

XXX XXXXKKXK XXXXKKHHKXXXXXKKHHXXXXXXKHXKXXXXIK XXX XXXXKXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 1,0,0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0000000,0,0,0,0,0,0,0.4
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX ),0,:0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0000000,0,0,0,0,0.¢ XXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXX )0,0.0,0,0,0,0.0,9,0,0,9,.0.0.0.0,0,0.0.0.0,0,0.4
1, 9,9,0,0,0.0.0,0,0,0,0.0.0,0,0.0.0.0.0,0,0.0,0.0,4 XXXXXXXXXX ,0.0.0.0,0,0,0.0.9,0,0,0,0.¢.0.0,0,0,0.4
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX
0,:9,0,0,0,0,0,0,0,0,:0,.0,.0,.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.00004¢ 1,0,:0,.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.00¢9,0,0,0,0,0,0.0.0.0,0.0.0.4
XXXXXXXXXXX )0.9,0,0,0.0.0.0,0,0,:0.0.0.0,0,:0.0.0.0,0,0.0.0.0,0,0,0.0.0.0,0,0.0.0.0.¢

1 9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0.9,0,0,.9,0,0.9,0,0,0,0,0.8.0.9,0,0,0,0,0.0,0,0.0,0,0.9,0,.0.9,89,0,0,9,0,0,0,0,0,0,0,



