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ALBUQUERQUE, S. C. G. Desenvolvimento de ferramentas moleculares baseadas em
multiplex PCR para inclusdo de controles de qualidade amostral no diagnéstico das
leishmanioses. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a
Saude) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

RESUMO

A deteccdo precoce das leishmanioses e a répida instituicdo do tratamento sdo de suma
importancia para os individuos e comunidades afetadas, visto que pacientes contribuem para a
manutencdo do ciclo da doenca. Diante das limitacbes apresentadas pelos métodos
tradicionais de diagnostico, a PCR tem se apresentado como ferramenta promissora para a
deteccdo dos casos. No entanto, perdas de DNA durante o processo de purificacdo podem
afetar mais significativamente o material genético dos parasitos, gerando resultados falso-
negativos. Este estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar dois protocolos de triplex
PCR para investigar possiveis causas de negatividade no diagndstico molecular das formas
visceral (LV) e tegumentar (LT) das leishmanioses. Pares de primers para detecgdo de um
controle interno (gene G3PD) e dois controles externos (DNA gendmico de M. pachydermatis
e plasmideo comercial pUC18 foram adaptados a protocolos de PCR convencionais validados
para a deteccdo de L. infantum e L.(V.) braziliensis e duas reacdes triplex foram otimizadas.
Dados de sensibilidade (S), especificidade (E) e eficiéncia (¢) dos novos sistemas foram
calculados em 186 amostras de sangue coletadas de cdes em areas endémicas, utilizando
como referéncia protocolos de PCR e PCR em tempo real (qQPCR) consagrados na literatura.
A concordancia entre 0s novos testes e os testes de referéncia foi determinada pelo calculo do
indice de Kappa. A triplex PCR para o diagndstico da LV mostrou S = 78.68%, E= 85.29% e
e= 81.05% com boa concordancia (K = 0.60, p< 0.0001) com o conjunto de resultados
PCR/gPCR. Para o diagnostico da LT observou-se S = 97.29%, E = 79.16%, e = 90.16%, com
K = 0.78, (p<0.0001) indicando excelente nivel de concordancia entre os testes. As novas
ferramentas apresentadas podem ser aplicadas para aumentar a acuracia no diagnostico das
leishmanioses, contribuindo para a rapida implementacéo do tratamento e, reduzindo a longo
prazo os indices de mortalidade e morbidade das leishmanioses.

Palavras-Chave: Leishmaniose; Diagnostico; Reacdo em Cadeia da Polimerase Multiplex;
controle de qualidade



ALBUQUERQUE, S. C. G. Development of molecular tools multiplex PCR-based for the
inclusion of sample quality controls in the diagnosis of leishmaniasis. 2014. Dissertation
(Master in Biosciences and Biotechnology Applied to Health) — Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhées, Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

ABSTRACT

Early detection of leishmaniases and rapid initialisation of treatment are paramount for
individuals and communities affected, since infected people contribute to maintain the disease
cycle. Due to the limitations presented by traditional diagnostic methods, PCR has emerged as
a promising tool for the detection of cases. Loss of DNA during the purification process can
affect more significantly the genetic material of the parasites and causing false-negative
results. This study aimed to develop and evaluate two triplex PCR protocols to investigate
possible causes of negativity in molecular diagnosis of visceral (VL) and cutaneous (CL) of
leishmaniases. Pairs of primers for the internal control detection (G3PD gene) and two
external controls (genomic DNA of M. pachydermatis and commercial plasmid pUC18 were
adapted to conventional PCR protocols validated for the detection of L. infantum and L.(V.)
braziliensis and two triplex reactions were optimized. The sensitivity (S), specificity (Sp) and
efficiency (e) of the new systems were calculated in 186 blood samples collected from dogs in
endemic areas, using as reference PCR and real-time PCR (qPCR) protocols established in the
literature. The level of agreement between the new test and the reference tests was determined
by calculating the Kappa index. The triplex PCR for the diagnosis of VL showed S = 78.68%,
Sp =85.29% and e = 81.05% e with good agreement (K = 0.60, p <0.0001) with the results of
PCR/gPCR. For the diagnosis of CL, S = 97.29%, Sp = 79.16% and e = 90.16% were
observed with K = 0.78, (p <0.0001) indicating excellent level of agreement between the tests.
The new tools presented herein can be applied to increase the accuracy in the diagnosis of
leishmaniases, contributing to the rapid implementation of treatment and reducing the
mortality and morbidity of leishmaniases

Keywords: Leishmaniasis; Diagnosis; Multiplex Polymerase Chain Reaction; quality control
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias causadas por
protozoarios (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) do género Leishmania transmitidas ao
homem por picadas de insetos hematdfagos conhecidos como flebotomineos (CHAPPUIS et
al., 2007). A doenca pode se apresentar nas formas tegumentar (LT) ou visceral (LV) de
acordo com a espécie parasitaria envolvida, e difere em distribuicdo geogréfica,
hospedeiro/vetor e taxas de incidéncia e de mortalidade (MARZOCHI; MARSDEN, 1991). A
deteccdo precoce e a rapida instituicdo do tratamento sdo de suma importancia para o
individuo e para a comunidade, uma vez que pacientes infectados atuam como reservatorios
contribuindo para a transmissao e manutencao do ciclo da doenca (CHAPPUIS et al., 2007).

A confirmacdo diagndstica requer a demonstracdo da presenca do protozoario em
lesdo cutanea (LT), em raspados de pele (LT), aspirados de tecidos linfoide (LV), hepético
(LV), ou em cultura; sendo métodos de diagnostico atualmente utilizados: exames
parasitologicos, testes soroldgicos e cultivo dos parasitos (BRASIL, 2010). O exame
microscopico e a cultura sdo pouco sensiveis, sendo esta ultima passivel de contaminacgdes e
delongada na defini¢do do diagndstico. Métodos soroldgicos podem ser Uteis, porém possuem
problemas com reagdes cruzadas e ndo séo capazes de diferenciar a infeccdo da doenca ativa,
além de ndo diagnosticar a doenca em pacientes imunossuprimidos (IKONOMOPOQULOS et
al., 2003). Desta forma, ainda ndo existe um método classificado como padrdo-ouro para o
diagnostico da infecgéo por Leishmania spp. retardando o inicio do tratamento, a notificacéo
dos casos e a elaboracédo de estratégias eficientes de controle.

Devido as limitacGes apresentadas pelas atuais metodologias, existe a necessidade de
se desenvolver ferramentas capazes de promover um diagnostico acurado em curto espaco de
tempo. Diante deste fato, os métodos moleculares vém sendo desenvolvidos, com destaque
para a tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) e
variagoes como a nested-PCR (ABATH et al., 2002; FISA et al., 2002), reverse transcriptase
PCR (RT-PCR), PCR multiplex (BAHK et al., 2004) e mais recentemente a PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009, 2013), que possibilita a
realizacdo de estudos relacionados a carga parasitaria, interacdo parasito-hospedeiro e
monitoramento da terapia (CASTILHO et al., 2008; FRANCINO et al., 2006; MARY et al.,
2004; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009, 2013).
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Com aplicacdo das técnicas baseadas no principio da PCR, a biologia molecular tem
contribuido para a deteccdo do DNA do parasito com alta sensibilidade e especificidade
(YANG; ROTHMAN, 2004). Porém, para um diagndstico seguro, com margem minima de
erro, faz-se necessario a utilizacdo de controles de qualidade amostral, com base na deteccéo
de genes intrinsecos do espécime bioldgico (THELLIN et al., 1999). A positividade para estes
genes demonstra a qualidade da amostra em relacdo a degradacdo do DNA ou presenga de
inibidores, reduzindo a possibilidade de emissdo de um resultado falso-negativo
(GONCALVES et al., 2012). De modo semelhante, a detec¢do de uma sequéncia extrinseca
de DNA propositalmente adicionada a amostra, pode demonstrar possiveis perdas do material
durante o processo de purificagdo (MUMY; FINDLAY, 2004). No entanto, comumente as
avaliacdes da qualidade amostral e da extracdo sdo feitas em ensaios separados, gerando mais
custos e prolongando o tempo para a determinacédo do diagnostico.

Levando em consideracdo os avangos e a versatilidade da biologia molecular, o
presente estudo teve como objetivo padronizar e avaliar protocolos de multiplex PCR capazes
de detectar pequenas quantidades do DNA alvo parasitario (L. infantum / L. (V.) braziliensis),
simultaneamente a controles da qualidade amostral: o gene para gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase (G3PD) de mamiferos como controle interno da reacdo, e DNAs ex0genos
(pUC18 / Malassezia pachydermatis) adicionados a amostra como controle do processo de

extragéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas de carater zoondtico que acometem o
homem e diversas espécies de animais silvestres e domeésticos (GALATI, 1995). A parasitose
afeta as células do sistema mononuclear fagocitario apresentando uma variedade de
sindromes, de modo que pode desenvolver as formas tegumentar (LT) e visceral (LV) de
acordo com a espécie parasitaria envolvida, e diferem em distribuicdo geogréfica,
hospedeiros, vetores e taxas de incidéncia e de mortalidade (MARZOCHI; MARSDEN,
1991). Trinta espécies de Leishmania sdo conhecidas, sendo 20 patogénicas ao homem
(ASHFORD, 2000; LOPEZ-CESPEDES et al., 2012).

A LT é caracterizada por um amplo espectro de manifestacdes clinicas: lesdes
cutdneas ulcerativas desenvolvidas no local da picada do flebotomineo (forma cutanea
localizada - LC); multiplos ndédulos ndo ulcerativos (forma cutaneo-difusa - LCD) e
inflamacGes mucosas destrutivas (forma mucosa - LCM). Na maioria das vezes, a doenca
apresenta-se como uma lesdo ulcerada Unica com bordas elevadas e fundo granuloso
(BRASIL, 2010a). O espectro clinico observado reflete a complexidade da etiologia destas
formas da doenga: L. (Viannia) braziliensis esta distribuida na América do Sul, América
Central e México podendo causar tanto LC quanto a forma mucosa; outras espécies
dermotrdpicas como L. (V.) peruviana (Peru), L. (V.) panamensis (América Central e Norte da
América do Sul), L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, e L. (V.) colombiensis, L. (Leishmania)
amazonensis (América do Sul), L. (L.) mexicana (América Central, México e Estados
Unidos), L. (L) pifanoi e L. (L.) venezuelensis (América do Sul) tém sido isoladas de pacientes
com as formas localizada e difusa de acordo com a éarea geografica (BRASIL, 2007;
PISCOPO; MALLIA, 2006; REITHINGER et al., 2007).

Em humanos a LV é causada principalmente por duas espécies de Leishmania, cada
uma tendo uma distribuicdo regional mundial caracteristica. A espécie Leishmania infantum,
tem sido demonstrada como agente causador da LV no Mediterraneo, Oriente Médio, Asia
Central, China e América Central e do Sul, enquanto Leishmania donovani foi identificada na
india e na Africa Oriental (STOCKDALE; NEWTON, 2013). Esta forma da doenca pode
ainda eventualmente ser causada por L. tropica ou L. amazonensis nas Americas (GILL;
BEECHING, 2009). As manifestacdes clinicas da LV caracterizam-se por um amplo espectro,

gue pode variar de discretas (oligossintomaticas) a moderadas e graves, e que se nao tratadas
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podem levar o paciente a morte. Febre e esplenomegalia sdo os principais sinais clinicos do
desenvolvimento da doenca. (BRASIL, 2010a).

Os principais agentes etioldgicos circulantes no Brasil sdo Leishmania braziliensis e L.
infantum (syn. L. chagasi) (MAURICIO et al., 2000), responsaveis pelo desenvolvimento das
formas tegumentar e visceral, respectivamente (BRASIL, 2006, 2007). No entanto, ja foram
identificados sete agentes causadores das diferentes formas cutaneas no pais, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés espécies mais encontradas em
casos de LT sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais
recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi
foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2007).

2.2 Epidemiologia

As leishmanioses representam uma das endemias parasitarias de maior importancia em
termos de salde publica no mundo, com uma extensa distribuicdo nas Américas,
especialmente na Ameérica Latina (LAINSON, 1983). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco em 98 paises, com
registro aproximado de dois milhGes de novos casos, das diferentes formas clinicas ao ano
(ALVAR et al., 2012). Depois de maléria e tripanossomiase Africana (doenca do sono) as
leishmanioses sdo a terceira mais importante doenca transmitida por vetor e esta em nono
lugar em termos de carga global da doenca entre todas as doencas infecciosas e parasitarias
(HOTEZ et al., 2004), sendo responsavel por mais de 57.000 mortes por ano (HOTEZ et al.,
2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2000). Ambas as formas clinicas da
leishmaniose foram inicialmente caracterizadas como doencas de carater eminentemente
rural; no entanto, recentemente a doenca vem se expandindo para areas urbanas de médio e
grande porte (BRASIL, 2010a).

Pouco é sabido sobre as taxas de prevaléncia e de incidéncia na populacdo
comprometida, visto que o sistema de notificacdo é falho apesar de o registro dos casos ser
obrigatério em muitos paises, inclusive no Brasil. Assim, os indices de incidéncia/prevaléncia
encontrados nas bases de dados oficiais destes paises ndo expressam 0 grau de
comprometimento real da populagdo (MAIA-ELKHOURY et al., 2007). Segundo Stockdale e

Newton (2013), existem vérias razfes para a sub-notificacdo dos casos de leishmaniose, entre



21

elas, a ndo disponibilidade de testes diagndsticos, 0 numero de infec¢des assintomaticas e a
falta de acesso das populagdes carentes aos servicos de saude.

Alvar e outros (2012) estimam que ocorram entre 700 mil a 1,2 milhGes de casos de
LT e 200 e 400 mil casos de LV por ano. Mais de 90% dos casos de LV estdo concentrados
no sul da Asia, no continente Africano e no Brasil, enquanto a grande maioria dos casos de
LT, estdo distribuidas nas Ameéricas, Leste Asiatico e regido do Mediterraneo.

No ambito nacional, embora a sub-notificacdo seja um problema constante, tem sido
registrado um aumento crescente no nudmero de casos de ambas as formas da doenca nos
ultimos 20 anos, observando-se surtos epidémicos em todas as regiGes do pais. Portanto, o
Brasil ocupa atualmente a posicdo de principal responsavel pelos casos registrados na
América Latina (BRASIL, 2006).

A LT apresenta ampla distribuicdo, com casos autoctones em todas as regides
brasileiras (BRASIL, 2007). Em Pernambuco, a doenga incide em todas as regides, com
predominancia (mais de 60% dos casos) na regido correspondente a Zona da Mata, sendo
quase totalmente na forma cutanea localizada (BRANDAO-FILHO et al., 1999; BRITO et al.,
2012).

A LV estd distribuida em 21 estados da Federacdo, atingindo as cinco regides
brasileiras. A doenca constitui-se em importante problema de saude publica, cuja letalidade
pode alcancar 90% quando ndo se institui o tratamento adequado (BRASIL, 2010a, 2010b).
Apesar do aumento da distribuicdo dos casos entre as regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste
na Gltima década, o Nordeste ainda apresenta 65% dos casos do pais. Apenas no estado de
Pernambuco foram notificados no periodo entre 2003 e 2010, 635 novos casos de LV em
humanos (SISTEMA DE INFORMA(;AO DE AGRAVOS DE NOTIFICAQAO, 2013).

2.3 Ciclo biolégico, vetores e reservatorios

O ciclo evolutivo dos parasitos do género Leishmania compreende uma fase no
hospedeiro invertebrado onde os parasitos multiplicam por divisdo binaria, e outra fase no
hospedeiro vertebrado no qual formas amastigotas vivem e se multiplicam no interior dos
vacuolos parasitoforos dos macrofagos. Fémeas de insetos flebotomineos, hospedeiros
intermediarios desses parasitos, sdo infectadas quando formas amastigotas sdo sugadas

durante o repasto sanguineo. No trato digestivo do inseto, o parasito sofre sucessivas
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modificacOes, até que se transforma em promastigota, tornando-se novamente infectante ao
hospedeiro definitivo mamifero (NEVES, 2004) (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo de biol6gico de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (2008).

Nota: 1) Flebotomineo injeta promastigotas pela pele durante o repasto sanguineo; 2) Promastigotas sdo
fagocitadas por polimorfonucleares rapidamente recrutados para o local da picada; 3) Polimorfonucleares
infectados liberam os parasitas, que sdo internalizados por macréfagos; 4) Promastigotas se transformam em
amastigotas no interior dos macréfagos; 5) Amastigotas se multiplicam no interior de macrdéfagos em varios
tecidos; 6) Fémeas de flebotomineos ingerem macréfagos infectados durante o repasto sanguineo; 7)
Amastigotas se transformam em promastigotas (formas infectantes) no intestino do inseto; 8) Promastigotas se
dividem e migram para a regido esoféagica do vetor, de onde serdo liberados reiniciando o ciclo.

No Brasil, a transmissdo de Leishmania estd associada a insetos flebotomineos das
espécies L. whitmani, L. intermedia e L. migonei (LT) (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994) ou
Lutzomyia cruzi e L. longipalpis (LV) (GONTIJO; MELO, 2008). Os flebotomineos sédo
mosquitos pequenos de aproximadamente 0,5 cm de comprimento, com patas longas e
delgadas, e o corpo densamente piloso. Voam aos saltos e mantém as asas eretas mesmo em
repouso, ao contrario de outros dipteros da subfamilia Phlebotomineae, o que facilita a sua
identificacdo. O sangue, ingerido durante o repasto, € necessario para a maturacdo dos ovos.
Os machos se alimentam de sucos de flores e plantas, sendo considerados fit6fagos
(BASANO; CAMARGO, 2004). Estes insetos sdo conhecidos popularmente, como mosquito



23

palha, tatuquira, birigui, entre outros, dependendo da area geogréfica e constituem insetos
pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género
Lutzomyia (MARZOCHI, 1992; YOUNG; DUNCAN, 1994).

A maioria das espécies de Leishmania tem origem zoonotica, sendo a variante
antroponética (L. donovani), ocorrente na india, Suddo e Afeganistdo, consequéncia da
adaptacdo de algumas espécies a estes ciclos (SHAW, 2007). Segundo Noyes (1998a), o
homem é considerado hospedeiro acidental (antropozoonose), enquanto o protozoario infecta
cerca de nove ordens de mamiferos e répteis em areas subtropicais e tropicais do mundo.

L. (V.) braziliensis foi identificada em roedores silvestres como Bolomys lasiurus e
Nectomys squamipes no estado de Pernambuco (BRANDAO-FILHO et al., 1998), e possui
entre outros reservatorios animais domesticos como o cdo (CE, BA, ES, RJ e SP), equinos e
mulas (CE, BA e RJ), albergando em propor¢éo expressiva o parasito (BRASIL, 2010a). O
cao (Canis familiaris) é incriminado como principal reservatorio de L. infantum, e a infecgéo
em cdes tem sido mais prevalente que no homem nas éreas urbanas (BRASIL, 2010a).

A multiplicidade de fatores envolvidos na transmissao e diagndstico das leishmanioses
constitui-se em dificuldades para se formular estratégias eficientes de controle da doenca
(GOMES; NEVES, 1998). Nos ultimos 12 anos, avancos cientificos importantes tém sido
feitos no tratamento, diagnostico e prevencao das leishmanioses. Estes desenvolvimentos tém
facilitado a implementacdo de programas de controle regional e nacional; no entanto, a
eficacia destas estratégias ainda é insuficiente e os indices de morbidade e mortalidade das
leishmanioses em todo o mundo mostram uma tendéncia crescente e preocupante
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010a).

2.4 Biologia molecular de Leishmania spp.

De modo geral, os microrganismos do género Leishmania correspondem a um grupo
de protozoarios unicelulares biologicamente distinto. Possuem uma mitocondria incomum que
contém caracteristicas de acido desoxirribonucléico (DNA), conhecida por cinetoplasto
(Figura 2 A). O cinetoplasto é incomum porque possui arranjos de dezenas de maxicirculos e
milhares de minicirculos que juntos, formam uma rede compacta de DNA chamado kDNA
(Figura 2 B), que corresponde entre 15% e 35% do DNA total celular (BREWSTER,;
ASLETT; BARKER, 1998; BREWSTER; BARKER, 2002; LAMBSON; BARKER, 2002;
SIMPSON, 1987). Cada célula contém cerca de 50 maxicirculos (20.000 a 35.000 pares de
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base - pb), que contém genes que codificam proteinas mitocondriais e 0 RNA ribossomal
(rRNA), enquanto os minicirculos estdo em nimero de 10.000 a 20.000, com sequéncias de
500 a 2.500 pb (CORTES, 2008).

Figura 2 - Representagdo esquematica da ultraestrutura de parasitos do género Leishmania spp.

Fonte: (BARKER. 1980)
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Fonte: Barker (1980), Degrave et al. (1994) e Rey (2011).

Nota: (A) Formas amastigota (esq.) e promastigota (dir.) de Leishmania, com destaque para a localizacdo do
cinetoplasto (K) no circulo vermelho; B) micrografia eletronica demonstrando a disposi¢do dos maxicirculos e
minicirculos de DNA; C) esquematizacdo das regides de variacdo e conservagdo de sequéncias no minicirculo.

Os minicirculos representam 95% do kDNA (RAY, 1987); contém cerca de 800
pares de base (pb) em tamanho sendo, aproximadamente, 200 pb em uma regido conservada e
600 pb em regido variavel (Figura 2 C) (BARKER, 1980; MORALES et al., 2001; NOYES et
al., 1998). A caracteristica de estar presente em grande nimero de cdpias, com regibes
conservadas para uma determinada espécie, tém levado diversos trabalhos a explorar o KDNA
como alvo da PCR para fins de diagnéstico (BRUIJN; BARKER, 1992; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2009; 2013), possibilitando a deteccdo com alta sensibilidade da
infeccdo por Leishmania spp. em diferentes amostras clinicas (NOYES et al., 1998; MARY et
al 2004).
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O DNA ribossomal (rDNA) de Leishmania possui unidades repetidas dentro do
nucléolo. Assim como em outras células eucaridticas, ha cerca de 100 a 500 cépias do gene
rDNA no genoma nuclear, onde cada unidade de transcricdo, € composta de uma regido
promotora lider, o espacador transcrito externo (ETS — External Transcribed Spacer), uma
regido codificadora do rRNA 18S, um espacador ndo codificante interno (ITS-1), uma regido
codificadora de rRNA 5,8S, um outro espacador néo codificante interno (ITS-2), uma regido
codificadora de rRNA 28S e, finalmente, um segmento intergénico espacador ndo transcrito,
IGS (MATEUS et al., 2006). Este alvo permite a diferenciacéo entre espécies de Leishmania
spp. e também tem sido usado por diversos autores para o diagnostico e identificacdo dos
parasitos (VAN EYS et al., 1992; MEREDITH et al., 1993; LEMRANI et al., 2009).

2.5 Diagnostico das leishmanioses

Tradicionalmente, as caracteristicas clinicas em conjunto com o estudo do exame
direto e testes soroldgicos positivos representam a melhor evidéncia para o diagnostico das
leishmanioses (BRASIL, 2010a ; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Um esquema das técnicas
utilizadas em conjunto como critérios diagnésticos da infeccdo por Leishmania estd
representado na Figura 3.

Técnicas de microscopia para a demonstracdo das formas amastigotas se configuraram
como os primeiros métodos de referéncia no diagndstico parasitolégico (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010a). O requisito basico, seguro e determinante considerado
como padrdo-ouro no diagndéstico laboratorial das leishmanioses € a documentacdo de formas
amastigotas em material obtido de raspados de lesdo (LT), puncdo de medula éssea ou baco
(LV) corados com Giemsa ou Leishman, analisados a microscopia Optica (BRASIL, 2010%
DOURADO et al.,, 2007). Todavia, 0 exame microscopico direto tem limitacbes de
sensibilidade e dificuldades de coleta, que o tornam ineficiente para o uso na rotina
diagnostica de ambas as formas de leishmaniose. A visualizagdo microscopica de parasitos na
LT é complexa, em virtude da pouca quantidade de parasitos encontrados nas lesdes causadas
por L. (V.) braziliensis e devido ao fato de que a visualizacdo de amastigotas em bidpsias de
pele é mais dificil em virtude da grande variedade de tipos celulares e escassez de macréfagos
(ASHFORD, 2000).

A sensibilidade dos testes parasitoldgicos para LT é inversamente proporcional ao

tempo de evolugdo da lesdo: estd em torno de 100% nos dois primeiros meses de evolucgéo,
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75% aos seis meses, sendo raros 0s parasitos apos um ano de evolugdo da doenca (CUBA-
CUBA et al., 1985). Na maioria dos casos de LT, quando identificada pelos profissionais de
salde, a doenca se apresenta na fase cronica, tornando esta limitacdo ainda mais exacerbada
(ANDRADE et al., 2005).

Do mesmo modo, apesar da alta sensibilidade observada com puncgdes esplénicas e
de medula 6ssea na LV, estas amostras sdo consideradas procedimentos invasivos e exigem
ambientes apropriados para a coleta, além de alto grau de treinamento técnico, ndo sendo
consideradas adequadas para estudos epidemioldgicos em larga escala (SUNDAR; RALI, 2002;
SRIVASTAVA et al., 2007).

Uma forma alternativa e mais laboriosa de demonstracao do parasito € o isolamento do
parasito in vivo, que é obtido pelo indculo do material de lesGes em meio de cultura e em
animais susceptiveis como o hamster (Mesocricetus auratus), ou in vitro (BRASIL, 2007;
GONTIJO; CARVALHO, 2003). Apesar de ser bastante sensivel, o cultivo dos parasitos in
vitro é susceptivel a contaminagBGes fungicas e bacterianas provenientes do espécime
bioldgico (PISCOPO; MALLIA, 2006).
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Figura 3 - Conjunto de critérios e técnicas utilizadas no diagnostico cléssico das formas tegumentar e visceral

das leishmanioses.
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Fonte: Gontijo e Carvalho (2003).

Exames soroldgicos e imunologicos tornaram-se Gteis em ambos os casos (LT e LV)
para triagem de doentes, diante da dificuldade de demonstragéo das formas amastigotas de
Leishmania. Para o diagnostico e estudos epidemioldgicos da LT, o teste imunoldgico da
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) tem sido amplamente utilizado (MARZOCHI,
1992; MARQUES et al., 2006; PASSOS et al.,, 2000). A IDRM permite avaliar a
hipersensibilidade celular tardia, e ¢ de grande valor presuntivo no diagndstico de LT,
constituindo valioso recurso nos casos em que 0s parasitos estdo escassos ou ausentes, sendo
bastante util nos inquéritos epidemiologicos de prevaléncia em areas endémicas (KAR, 1995;
SHAW; LAINSON, 1975). Entre as técnicas soroldgicas, 0 Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) e a Imuno Fluorescéncia Indireta (IFI) sdo recomendados, sendo a IFI a
técnica diagndstica de rotina, especialmente para LV (GONTIJO; CARVALHO, 2003;
REITHINGER; DUJARDIN, 2007).
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A partir da década de 1970, surgiu a metodologia de Enzimaimunoensaio e algumas
varia¢des como Dot-ELISA, Fast-ELISA e micro ELISA, entre outras, que utilizam antigenos
crus ou purificados (DOURADO et al., 2007). A utilizacdo de antigenos recombinantes ou
purificados, como as glicoproteinas de membrana gp 63, gp 70, gp 72 e rK39, especificas do
género Leishmania, melhora a sensibilidade e a especificidade do diagnostico
(SRIVASTAVA et al., 2011). A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IF1), utilizada a partir
da década de 1960 (DUXBURY; SADUN, 1964), ¢ uma metodologia que utiliza formas
promastigotas do parasito, que a limitam em termos de especificidade e reprodutibilidade
(SUNDAR; RAI, 2002). Os antigenos mais utilizados sdo promastigotas fixados em laminas,
e amastigotas provenientes de figado e bago de hamsters (DOURADO et al., 2007).

Anticorpos anti-leishmania estdo presentes no soro de pacientes com LT e podem ser
detectados por ELISA ou IFI, aglutinacdo direta e outros ensaios (GONTIJO; CARVALHO,
2003). No entanto, esses métodos devem ser realizados em centros de referéncia com pessoal
treinado, acarretando em uma aplicabilidade limitada no diagnéstico de um caso de LT em
curso, nao sendo rotineiramente utilizados na pratica clinica (ANDRADE et al., 2005). De
modo semelhante, a IDRM ¢é limitada pela positividade do teste durante a doenca e apos a
cura, ndo diferenciando doenca atual de regressa ou doenca de infec¢do sendo, habitualmente
negativo na forma difusa da LT, na forma visceral e em pacientes imunodeprimidos
(ANDRADE et al., 2005).

A LV ¢é caracterizada por uma marcada estimulacdo policlonal de linfécitos B, que
resulta em hipergamaglobulinemia e grande producdo de anticorpos, o que facilita o
diagndstico através de testes sorolégicos, evitando os métodos parasitolégicos, que sao
invasivos. Apesar disto, as metodologias sorolégicas disponiveis diferem em sua sensibilidade
e especificidade, e na sua aplicacdo pratica nas condi¢des de campo (CARVALHO et al.,
2003; GONTHNO; MELO, 2004). Essas técnicas possuem limitacdes de uso, pois 0s
anticorpos permanecem presentes apds o tratamento (cicatriz sorolégica), ndo permitindo
avaliacdo de resposta terapéutica. Como ha infecg¢bes subclinicas, um teste positivo também
ndo necessariamente indica doenca ativa (GONTIJO; MELO, 2004). Podem ocorrer, ainda,
reacfes cruzadas com outras doencas, como tripanossomiase, hanseniase, malaria,
esquistossomose e tuberculose (SUNDAR et al., 2002; CARVALHO et al., 2003; SUNDAR,
2003).
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2.5.1 Diagnostico molecular

Na tentativa de superar as limitacGes apresentadas pelas técnicas classicas, métodos
moleculares vém sendo desenvolvidos desde a década de 1980 para identificacdo de grupos e
espécies de Leishmania em variadas amostras clinicas tais como raspados de lesdo ou
fragmentos de biopsia (LT), ou em isolados de cultura, pungdo medular, esplénica e hepética
(LV), e nas células mononucleares do sangue periférico, bem como pool de flebotomineos
(GENARO, 2002; MICHALSKY et al., 2002).

A vantagem dos testes de amplificacdo de DNA resulta de sua aplicacdo pratica,
tendo capacidade de examinar diretamente tecidos lesados ou isolados de Leishmania; alta
sensibilidade para deteccdo de patdgenos; tempo reduzido para identificacdo de um
organismo; possibilidade de processamento de um grande nimero de espécimes com um
ensaio automatizado; capacidade de distin¢do entre organismos morfologicamente similares;
possibilidade de deteccdo de organismos ndo viaveis ou cultivaveis (COSTA, 1999; SHAW;
GRIMALDI; CUPOLILLO, 2005). Desta forma, laboratérios médicos e veterinarios, de
diagnostico e saude publica, tém sido fortemente incentivados a adotar a técnica de PCR para
doengas endémicas; no entanto, para utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes
para se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo (FRANK, 2005).

A PCR permite a deteccdo altamente sensivel e especifica das leishmanias (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2009; SCHONIAN et al., 2003). Esta aplicacdo € necessaria para 0
diagnostico diferencial com outras enfermidades antes do inicio do tratamento
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007), e os protocolos de PCR tém demonstrado, neste sentido,
melhor performance que a microscopia e cultura especialmente em amostras com baixa carga
parasitaria (CRUZ et al., 2002; STRAUSS-AYALI et al., 2004; GARCIA et al., 2005).

Apesar da variedade de métodos moleculares avaliados como métodos diagndsticos,
ensaios baseados em PCR ainda constituem um dos maiores avan¢os no diagnéstico, na
pesquisa e na clinica (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Devido a este reconhecimento, a
técnica da PCR tem sido modificada para expansdo do seu uso e versatilidade (YANG;
ROTHMAN, 2004). Variagdes como a PCR em tempo real (ou PCR quantitativa - gPCR)
(PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009), e a nested PCR (ABATH et al., 2002; FISA et al.,
2002; AKHAVAN et al.,, 2010) tem sido desenvolvidas e estudadas. A possibilidade de
utilizacdo, na mesma reacdo, de mais de um par de primers com amplificacdo simultanea de

maultiplas sequéncias do DNA-alvo é chamada de multiplex PCR. Assim, mais de uma
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sequéncia de DNA, em uma mesma amostra, pode ser amplificada ao mesmo tempo
(CHAMBERLAIN et al., 1988; GEHA et al., 1994; REA et al., 2001; BAHK et al., 2004).

Os sistemas LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009) e KDNA1 (PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2013) desenvolvidos recentemente para detectar L. infantum e L. (V.)
braziliensis, respectivamente, atraves da amplificacdo de minicirculos de DNA pela técnica de
PCR quantitativa, demonstraram alta sensibilidade e boa concordéancia com outros protocolos,
tendo excelentes resultados em amostras de areas endémicas do estado de Pernambuco. Estes
resultados sugeriram 0 uso destes protocolos como ferramenta diagndstica na regido, e sua

padronizacdo para uso em ensaios de PCR convencional.

2.5.2 Aplicacdo de controles internos e externos de qualidade ao diagndstico molecular por
PCR

Apesar de suas inimeras vantagens, as técnicas de PCR apresentam deficiéncias. Os
resultados da PCR dependem de algumas variaveis envolvidas, como area endémica, tipo de
amostra, alvo do DNA utilizado e método de extracdo do DNA (BRASIL, 2006). Protocolos
de PCR precisam de otimizagéo e padronizacao, e a fidelidade das reac6es de PCR consiste na
eliminacdo da contaminacdo das amostras e inibidores de reagdo. Além disso, resultados
falso-negativos podem ocorrer devido a faixa limitada de deteccdo em alguns ensaios. Em
virtude destes obstaculos, a utilizacdo de controles internos (CI) e controles de extracdo tém
sido fortemente recomendada (REITHINGER; DUJARDIN, 2007).

A grande desvantagem da maioria dos protocolos de diagnostico por PCR publicados é
ndo conter a amplificagéo interna de um controle de qualidade (HOORFAR et al., 2004). Em
contraste com amplificacdo de um controle positivo, o Cl é uma sequéncia de DNA néo-alvo
presente na propria amostra que é co-amplificado com a sequéncia alvo (LUND; MADSEN,
2006). Em uma PCR sem CI, um resultado negativo pode significar que ndo houve sequéncia
alvo presente na reacdo mas, também pode significar que a reacéo foi inibida, devido a fatores
tais como ao mau funcionamento de termociclador, mistura de PCR incorreta ou pobre
atividade da DNA polimerase (RADSTROM et al., 2003). Por outro lado, numa PCR com ClI,
um sinal do controle serd produzido mesmo que ndo haja nenhuma sequéncia alvo presente,
podendo assim revelar possiveis falhas da técnica amostra por amostra (LUND; MADSEN,
2006).
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A presenca de inibidores em amostras de sangue e outros espécimes bioldgicos
utilizados para o diagnostico pode prejudicar a performance da reacdo de PCR. Proteinas,
quimicos e sais como Proteinase K, EDTA, Fenol, heparina e hemoglobina atuam neste
sentido por trés mecanismos principais: a) inativacdo da DNA polimerase termoestavel; b)
degradacdo ou captura de acidos nucleicos; c) interferéncia na lise celular pré-PCR
(RADSTROM et al., 2004). Além destes fatores, o desenho de primers com quantidade de
bases GC maior que 50% dificulta a desnaturacdo; ou perdas de material genético do agente
etioldgico durante o processo de extracdo de DNA podem levar a ndo amplificacdo do alvo na
reacdo (YANG; ROTHMAN, 2004; GONCALVES et al., 2012).

A necessidade de inclusdo de controles da qualidade amostral tem sido amplamente
demonstrada na literatura (DONOSO et al., 2007; MAUBON et al., 2012). No entanto,
comumente as avaliacfes da qualidade da amostra sdo feitas em ensaios separados, gerando
mais custos e prolongando o tempo para a determinacdo do diagndstico.

Recentemente, uma duplex PCR foi otimizada e padronizada para avaliar a integridade
da amostra de DNA simultaneamente ao diagndstico da infeccdo por Leishmania spp.
(GONCALVES et al., 2012). A verificacdo da qualidade amostral foi feita pela amplificacéo
do gene que codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (G3PD ou
GAPDH), adicionando-se um sistema de primers capaz de detectar o gene G3PD em diversas
espécies de mamiferos, a duas reagbes de PCR: uma para L. infantum (mLV) e outra para L.
(V.) braziliensis (mLTA). A expressdo deste gene em todas as células de mamiferos garante a
sua deteccdo em amostras com condi¢Oes apropriadas para o teste diagnostico (SOLANO-
GALLEGO et al., 2007; GILSBACH et al., 2006; CASTILHO et al., 2008). No estudo de
Goncalves e outros (2012), o controle interno demonstrou méa qualidade em 33% das amostras
testadas, as quais foram excluidas para a determinacdo do diagndstico, uma vez que,
apresentaram-se improprias para este fim; confirmando a importancia da verificacdo da
qualidade amostral. Adicionalmente, algumas amostras de pacientes sabidamente doentes e
com boa qualidade demonstrada, tiveram o resultado negativo para o alvo principal (L.
infantum), provavelmente devido a perdas inerentes ao processo de purificacao.

Os resultados de Gongalves e outros (2012) corroboram o fato de que mesmo em
amostras integras e proprias para execucao de diagnostico pela técnica de PCR, o processo de
extracdo é uma etapa critica, passivel a co-extracdo de sais e proteinas que inibem a
hibridizacdo DNA-DNA e as rea¢des enziméticas na PCR (MUMMY; FINDLAY, 2004).

Além disso, a extragdo também pode resultar em pequenas perdas do DNA alvo, devido a
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fatores como pobre recuperacdo de material genético na eluicdo e lise incompleta de células
(ALM et al., 2000; MUMY; FINDLAY, 2004).

A deteccdo de uma sequéncia de DNA propositalmente adicionada a amostra pode
demonstrar eventuais perdas do material genético durante o processo de purificacdo (MUMY;
FINDLAY, 2004; BERG et al., 2005; GONCALVES et al., 2012), o que pode ser utilizado
para superar as limitacdes referentes as perdas inerentes a este processo. Mumy e Findlay
(2004) demonstraram a utilidade de um plasmideo como controle externo da purificacdo de
DNA em amostras de solo, reportando a eficiéncia de diferentes métodos de extracdo. A
utilidade da inclusdo de controles externos tem sido demonstrada em diversos tipos de
amostras cuja extracdo de DNA é dificil (CUBERO et al., 2002; LUND; MADSEN, 2006;
LEBLANC-MARIDOR et al., 2011; MURPHY et al., 2007), no entanto, sua aplicacao ainda

ndo foi explorada em amostras de sangue para fins diagnosticos.

2.5.3 Plasmideo comercial pUC18

O plasmideo comercial pUC18 caracteriza-se como um pequeno fragmento de DNA fita
dupla, amplamente utilizado como vetor de clonagem e também na manipulacdo de
fragmentos de DNA (XAVIER, 2009). Uma grande variedade de plasmideos comerciais estdo
disponiveis e tém sido aplicados para a construgdo de bibliotecas génicas ou para a clonagem
direta de genes (VIEIRA; MESSING, 1982). Alguns plasmideos tornaram-se classicos, como
0 pBR322, pUC18 e 0 pUC19, que tornou-se um classico pelo novo paradigma da selecéo por
cor, permitindo a expressdo de uma proteina quimérica com beta-galactosidase, que permite a
identificacdo a olho nu de colbnias transfectadas no procedimento de clonagem (YANISCH-
PERRON; VIEIRA; MESSING, 1985). O baixo custo desta ferramenta molecular e a
facilidade de sua multiplicacdo e obtencdo em laboratdrio estimularam sua escolha como um
dos controles externos neste estudo. A adicdo de uma quantidade conhecida deste DNA
exogeno pode reportar possiveis perdas do material genético do agente etiolégico durante a
purificacdo de DNA de amostras de sangue total, permitindo a reducdo da liberacdo de

resultados falsos negativos decorrentes desta problematica.
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2.5.4 Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis € uma levedura caracterizada por ser lipofilica, mas nao
lipodependente, diferindo das demais espécies pertencentes ao g@género Malassezia,
anteriormente conhecido como Pityrosporum (INAMADAR; PALIT, 2003); sendo um
habitante saprofita da superficie cutanea de animais, ndo patogénica em humanos
(CAFARCHIA et al., 2007; 2011). Por ser de facil obtencdo e cultivo, e possuir grande
distancia filogenética quando comparada ao género Leishmania, a levedura M. pachydermatis
mostrou-se uma ferramenta Gtil para a deteccdo de possiveis perdas de material genético

durante o processo de extracdo, que antecede o diagndstico molecular das leishmanioses.
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3 JUSTIFICATIVA

Visando elucidar duvidas em relagdo & deteccdo de Leishmania spp., 0 Servigo
Regional de Referéncia em Leishmanioses (SRL) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées,
filiado a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM / FIOCRUZ) Pernambuco - Brasil, fornece o
diagnéstico de complexidade, controle de qualidade para os Laboratorios Centrais (LACENS)
do Nordeste e treinamento de Recursos Humanos. A execucdo do diagnostico de
complexidade compreende na resolucdo de casos inconclusivos ou duvidosos, que ja
passaram pelas unidades municipais e estaduais onde ndo foi possivel a determinacdo do
diagnostico final. Podem ser realizados diferentes ensaios, de acordo com a necessidade do
médico solicitante, os quais incluem testes sorologicos, cultivo, exames parasitologicos e PCR
(PAIVA-CAVALCANTI et al., 2010).

Diante da competéncia atribuida ao SRL e levando-se em consideragdo 0s avancos
da biologia molecular e as deficiéncias inerentes a tecnologia de PCR, objetivou-se
desenvolver e padronizar ferramentas diagndsticas baseadas em multiplex PCR capazes de
detectar pequenas quantidades do DNA do agente etiologico (L. (V.) braziliensis ou L.
infantum), um controle da qualidade da amostra (gene para gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase de mamiferos — G3PD) e um controle do processo de extracdo (plasmideo
pUC18 ou DNA gendémico de M. pachydermatis) na mesma reacdo. O desenvolvimento de
ferramentas diagnosticas que permitem a avaliacdo da qualidade da amostra e controle de
extracdo simultaneamente a deteccdo de L. infantum / L. (V.) braziliensis ird limitar ao
maximo a possibilidade de erro na emissdo do diagnostico final de um paciente com
leishmaniose, seja este animal ou humano, reduzir a possibilidade de falsos negativos e
garantir a qualidade dos resultados. Adicionalmente, uma maior capacidade de
monitoramento dos resultados podera evitar eventuais repeticbes dos testes, reduzindo os
custos operacionais.

A implementacdo de métodos diagnosticos rapidos e confiaveis permitira o
estabelecimento precoce do tratamento para o paciente, além da possibilidade de uma
caracterizagdo epidemioldgica mais representativa, culminando num melhor direcionamento
das medidas de controle que, a longo prazo, reduzird o nimero de casos de leishmaniose

tegumentar e visceral em regides endémicas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA E HIPOTESE

4.1 Pergunta condutora

A inclusdo de controles de qualidade interno e externo no diagnostico molecular das

leishmanioses promove maior acuracia a técnica de PCR?
4.2 HipoOtese
Protocolos de multiplex PCR podem ser otimizados com a inclusdo de alvos

moleculares para o controle da qualidade amostral, aumentando a acuracia do diagndstico

molecular das leishmanioses.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Otimizar e avaliar ferramentas moleculares baseadas em multiplex PCR para
deteccdo simultanea de regides-alvo do KDNA de Leishmania infantum ou L. (V.) braziliensis,
controle interno da reacdo (gene G3PD de mamiferos) e controle de extracdo (plasmideo

pUC18 ou DNA genémico de M. pachydermatis).

5.2 Especificos

a) Otimizar reacdes de triplex PCR para o diagnéstico da LT e LV utilizando os sistemas
desenvolvidos por Goncalves e outros (2012), acrescidos do DNA gendmico de
Malassezia pachydermatis ou plasmideo pUC18 como controles externos para o
processo de extragéo;

b) Determinar o alvo para controle externo com melhor adaptacdo para configurar os
ensaios triplex de diagnostico;

c) Avaliar o desempenho dos novos testes multiplex através de analise de concordancia,
comparando-os com protocolos de PCR e gPCR;

d) Avaliar a aplicabilidade pratica dos novos testes atraves de indicadores de validade

clinica, em funcéo de protocolos de PCR e qPCR.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo de validacdo de métodos diagnosticos, baseado em etapas
sugeridas por Sackett e Haynes (2007), consistindo em trés fases: 1) Anélise da
reprodutibilidade dos testes em amostras sabidamente positivas e negativas e 1) Analise da
sensibilidade e especificidade clinicas e analiticas dos novos testes 111) Andlise estatistica da
concordancia dos resultados dos novos testes com resultados de testes consagrados pela

literatura em amostras de campo.

6.2 Amostragem

Foi adotada uma amostragem de conveniéncia (COSTA NETO, 1977; REIS, 2003).

Para as etapas iniciais do estudo (otimizacdo e fase 1) foram utilizadas amostras de
sangue de individuos residentes em areas ndo endémicas para as leishmanioses, que nao
receberam transfusdo sanguinea e apresentaram diagndstico negativo (PCR e gqPCR) pelo
SRL-FIOCRUZ/PE de acordo com Paiva-Cavalcanti et al., (2009; 2013) sendo estes definidos
como controles negativos. As amostras sabidamente positivas (controles positivos) utilizadas
nestas etapas foram obtidas pela adicdo de DNA gendmico de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) ou L. infantum (MHOM/TN/1980/IPT1) ao DNA extraido de
humanos ou cées sadios.

Para as fases Il e Ill foram obtidas amostras de sangue de cées de areas endémicas
para LT e LV, coletadas em atividades de campo do SRL-FIOCRUZ/PE.

6.3 Coleta de sangue

Para os pacientes definidos como controle negativo e cdes inclusos no estudo, ap6s
antissepsia com algoddo embebido em alcool etilico 70%, foram coletados de 2 - 5 mL de
sangue, com auxilio de uma seringa de 5 mL acoplada a uma agulha 25x7 mm. O material foi
armazenado em tubo contendo solucdo anticoagulante (EDTA 0,009 g/5 ml de sangue) e

estocado em freezer a -80°C para posterior extragédo de DNA.
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6.4 Consideracdes éticas

Os pacientes e/ou seus responsaveis, bem como 0s proprietarios dos animais,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A), autorizando a
utilizacdo do material coletado para fins cientificos.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FIOCRUZ), Licenca LW-41/10 (Anexo A). A referida proposta também foi
submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CPgAM/FIOCRUZ,
parecer 42/2010 (Anexo B) registro no CAAE: 0041.0.095.000-10/0001.0.095.000-11.

6.5 Extracdo de DNA

A extragdo de DNA das amostras de sangue foi efetuada com o Illustra blood
genomicprep mini spin Kit (GE Healthcare, New York, USA), seguindo as instrugdes do
fabricante; as quais compreendem, basicamente, 03 etapas (lise de células, lavagem da mini
coluna e elui¢do do DNA).

Para a determinacdo dos limites de deteccdo e testes em amostras, 0 DNA reporter foi
adicionado ap06s a lise das células, antes do processo de lavagem e precipitacdo de proteinas,
para o controle das demais etapas do processo de extragéo.

O fluxograma de trabalho seguido para a otimizacdo e avaliacdo dos novos testes de

multiplex PCR esta ilustrado na Figura 4, sendo detalhadas as etapas nos items a seguir.

Figura 4- Fluxograma de trabalho seguido para a otimizacdo e avaliacdo dos sistemas de multiplex PCR
compostos para o diagnésticoda LT e LV.

. Testes preliminares do Coleta de sangue e
Escolha dos sistemas » » . .
controle externo extracao de DNA
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Fonte: A autora.
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6.6 Multiplex PCR convencional para o diagnéstico da LT

6.6.1 Escolha dos controles externos e desenho de primers

Com base em duas sequéncias de plasmideos [GenBank: L08752 e L09136] — NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), e com o auxilio do software PRIMER BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) foram desenhados dois sistemas com
capacidade de deteccdo para o plasmideo comercial pUC18 (Boehringer Mannheim® -
Brasil).

Como uma alternativa ao pUC18, testes utilizando DNA gendomico de Malassezia
pachydermatis (cepa CD 50; sequéncia no NCBI: C2/DQ915506) como controle de extracéo
foram realizados. Foi utilizada como alvo para este sistema de controle externo a regido ITS-1
(internal transcriber spacer) do DNA genémico de M. pachydermatis, que codifica para RNA
ribossomal, Para sua deteccdo foram usados os primers 18SF1 e 5.8SR1, descritos por
Carfachia e outros (2007).

6.6.2 Avaliagéo preliminar dos controles externos

Um teste inicial foi feito para avaliar o desempenho dos sistemas desenhados para
deteccdo do pUC18. Neste experimento, a reacdo foi composta por uma amostra sem 0
plasmideo (controle negativo sem adicdo de DNA - no template control - NTC) e outras trés
amostras contendo diferentes concentragdes do pUC18. Apoés a avaliacdo inicial, um sistema
foi escolhido para compor os ensaios da triplex PCR. Um teste similar foi posteriormente
realizado para avaliar o funcionamento do controle externo alternativo - DNA gendmico de
M. pachydermatis.

Uma curva de diluicdo do plasmideo foi construida para determinacdo do limite de
deteccdo (de 0,5 fg/pL a 50 ng/uL, razdo de diluicdo 1:10), utilizando uma concentracao de
20 pmol/uL dos primers. Obtido o limite de detec¢do, véarias concentra¢fes dos primers foram
testadas (entre 1 pmol/pL e 20 pmol/puL) para determinar a concentragéo de Pf (forward) e Pr
(reverse) a ser incluida na reacdo mLTA (GONCALVES et al., 2012) (Apéndice B). Um teste
preliminar com os iniciadores para deteccdo de M. pachydermatis foi posteriormente

realizado sob as condigdes de reacao da triplex PCR otimizada com o plasmideo pUC18.
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Para determinacdo do limite de deteccdo pré-extracdo do DNA gendmico de M.
pachydermatis na reagdo triplex, foi construida uma curva de diluicdo do DNA da levedura
(de 1 fg/uL a 1 ng/uL, razéo de diluicdo 1:10). Para obter as solu¢des com os trés alvos, cada
amostra da curva foi misturada com amostras de DNA humano ja extraidas, sabidamente
positivas para LT. Posteriormente, o limite de deteccdo foi determinado adicionando-se as
diferentes concentracfes do DNA da levedura durante o processo de extragdo de DNA em

sangue total sabidamente positivo para LT, conforme descrito no Item 6.5.

6.6.3 Otimizag&o do sistema triplex PCR para LT

O sistema triplex formado foi testado em amostras sabidamente positivas e negativas
para LT, mantendo-se as condicdes de ciclagem padronizadas por Gongalves e outros (2012).
Os primers B1/B2 (BRUIIN; BARKER, 1992) utilizados na mLTA para detectar L. (V.)
braziliensis foram substituidos por oligonucleotideos desenhados recentemente pela equipe
para  detectar com maior  sensibilidade 0 parasito: kDNAILf  [5’-
ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3’] e kDNA1Lr [5’-GGGAGCGCGGCCCACTATATT-
3’] (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2013). Os experimentos de otimizacdo foram compostos
pelas seguintes amostras: a) Non Template Control ou controle negativo sem amostra - NTC;
b) amostra com o pUC18; c) DNA extraido de sangue sabidamente negativo para LT com
pUC18; d) amostra com DNA de L. (V.) braziliensis e pUC18; e) DNA extraido de sangue
sabidamente positivo para LT com pUC18; f) DNA gendmico de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) como controle positivo.

A otimizacdo da reacdo triplex foi efetuada por meio da analise dos resultados de
interacdo entre os sistemas para deteccdo do pUC18, G3PD e KDNAL. Quando necessario,
foram feitas modificacBes nas condicdes de ciclagem (temperaturas de anelamento e
extensdo), bem como alteragdes na quantidade e concentracdo dos reagentes. De modo
semelhante, foi realizada a otimizacdo da reacdo de PCR com DNA genbmico de M.
pachydermatis como controle externo. O limite de deteccdo do controle externo e do agente
etiologico na reacdo triplex foram determinados atraves da adi¢do de 1 ng a 0,1 fg (diluicéo
seriada fator 10) do DNA genémico de M. pachydermatis e L. (V.) braziliensis,

respectivamente, a amostras de sangue sadio durante o processo de extracao.
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6.7 Multiplex PCR convencional para o diagnéstico da LV

6.7.1 Escolha do alvo

O controle externo escolhido para o diagnostico da LV foi o DNA genémico de M.
pachydermatis, conforme descrito no item 6.6.1.

6.7.2 Avaliacdo preliminar do controle externo

Um teste inicial foi realizado para avaliar o desempenho do sistema Mf / Mr na
deteccdo de M. pachydermatis sob as condi¢des de ciclagem da mLV (GONCALVES et al.,
2012), utilizando primers Mf / Mr a 5 pmol/uL. Apds a avaliacdo inicial, o sistema foi

incluido para compor os ensaios da triplex PCR.

6.7.3 Otimizacéo do sistema triplex PCR para LV

O sistema triplex formado foi testado em amostras humanas sabidamente positivas e
negativas para LV, mantendo-se as condi¢des padronizadas por Gongalves e outros (2012).
Este experimento foi composto pelas seguintes amostras: a) NTC; b) DNA extraido de sangue
sabidamente positivo e negativo para LV; ¢) DNA extraido de sangue sabidamente positivo
para LV com adicdo de DNA gendmico de M. pachydermatis; d) DNA genémico de L.
infantum (MHOM/TN/1980/IPT1) como controle positivo.

Um sistema triplex para LV foi otimizado por meio da analise dos resultados de
interacdo entre o sistema Mf / Mr, G3PD e LINF 1B (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009) e,
por meio de modificacdes nas condicBes de ciclagem (temperaturas de anelamento e
extensdo), bem como alteragdes na quantidade e concentracdo dos reagentes. O limite de
deteccdo do controle externo e do agente etiologico na reacdo triplex foram determinados
através da adicdo de 1 ng a 0,1 fg (diluicdo seriada fator 10) do DNA genémico de M.
pachydermatis e L. infantum, respectivamente, a amostras de sangue sadio durante o0 processo

de extracao (item 6.5).
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6.8 Sequenciamento dos produtos de PCR para confirmacao da especificidade dos novos

sistemas

Os produtos de PCR obtidos pelas reacdes padronizadas foram purificados e
sequenciados, de acordo com o protocolo padrdo do Nuicleo de Plataformas Tecnol6gicas
(NPT) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), utilizando o sequenciador
automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA. As sequéncias
obtidas  foram  analisadas e  editadas utilizando o  software  BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), e comparadas com sequéncias similares
disponiveis no GenBank, usando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

6.9 Analise e documentacdo dos resultados

Para avaliar a reprodutibilidade dos sistemas desenvolvidos foram efetuadas repeti¢oes
intra e inter ensaio. Para tanto, durante a padronizacao, as amostras sabidamente positivas e
negativas (conforme item 6.3) foram processadas em duplicatas, sendo 0 mesmo experimento
repetido.

A interpretacdo e registro dos resultados dos testes de PCR e multiplex PCR foram
efetuados por eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL),
usando marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder - GibcoBRL-Life Technologies,
USA ou Hind Il - New England Biolabs, USA).

6.10 Avaliacdo da concordancia entre novos testes e testes de referéncia

O diagnoéstico duplo-cego das amostras coletadas em campo foi realizado por
protocolos de PCR convencional (LINF 1B e kDNA1) e em tempo real (LINF 1B e
KDNAL) - observador 1 - SRL-FIOCRUZ/PE, e pelos protocolos de triplex PCR otimizados
para LV (tLV) e LT (tLT) - observador 2 - experimentador do estudo.

A concordancia entre os resultados dos sistemas LINF 1B e tLV e dos sistemas
KDNAL e tLT foi determinada pelo célculo da estatistica de Kappa com nivel de significancia
5% (p<0,05), considerando-se o seguinte julgamento: k = 0,0, ruim; 0,0 <k < 0,20, leve; 0,21
< k < 0,40, moderada; 0,41 < k < 0,60, boa; 0,61 < k < 0,80, excelente e 0,81 < k < 1,00,
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perfeita concordancia entre os testes (ROSNER, 2006). Os testes estatisticos foram realizados

com auxilio do software BioEstat 5.0.

6.11 Indicadores de validade clinica - sensibilidade, especificidade e eficiéncia

Os resultados dos protocolos desenvolvidos foram comparados com os testes de
referéncia. Amostras concordantes entre estes testes foram consideradas como verdadeiras-
positivas (VP) ou verdadeiras-negativas (VN). Resultados discordantes entre os protocolos
foram considerados como falsos-positivos (FP) ou falsos-negativos (FN) pelos testes em
analise. A sensibilidade (S), especificidade (E) e eficiéncia (¢) dos novos testes foram
calculadas em quadro de contingéncia 2x2 (Quadro 1), onde: S=VP/VP +FN; E=VN/VN
+FPeg=VP+VN/n(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010b).

Quadro 1. Combinagdo binéria entre os resultados provaveis obtidos pelos novos testes e o diagnostico
verdadeiro (testes de referéncia)

Novos Testes Resultado PCR e/ou gPCR
tLV/tLT Positivo Negativo
Positivo VP FP
Negativo FN VN

Fonte: A autora

Nota: tLT - triplex para o diagndstico da leishmaniose tegumentar; tLV - triplex para o diagnostico da
leishmaniose visceral; VP - verdadeiros positivos; FP - falsos positivos; VN - verdadeiros negativos; FN - falsos
negativos.
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7 RESULTADOS

7.1 Multiplex PCR convencional para o diagnéstico da LT

7.1.1 Escolha dos alvos e desenho dos primers

Para obter um sistema de controle externo adaptavel a reacdo mLTA, foram desenhados
dois pares de primers, (P1 e P2) com capacidade de deteccdo do plasmideo comercial pUC18
(Boehringer Mannheim® - Brasil). Os produtos de amplificacdo dos dois sistemas possuem
tamanhos distintos (Quadro 2).

O sistema de primers 18SF1 e 5.8SR1 (CAFARCHIA et al., 2007) foi escolhido como
controle de extracdo alternativo por gerar um produto de 282 pares de bases, um tamanho
adequado para compor as reacOes triplex. Além disso, a temperatura de anelamento dos
primers (60°C) é semelhante aquela padronizada para a mLTA (63°C), compativel para o

processo de padronizacdo da reacdo com trés alvos.

Quadro 2 - Sequéncias dos primers e tamanho dos produtos de amplificacdo dos sistemas desenhados para
deteccdo dos controles externos.

Sistema Primers Sequéncia N° de pb
Py P1f 5 - CGTAATAGCGAAGAGGCC - 3’ 368
P1r 5 - TAAGAAACCATTATTATC - 3
P2 p2f 5 - TTGTACTGAGAGTGCAC - 3 318
P2r 5- CAGGAAACAGCTATGAC - 3
185f1  5- AGGTTTCCGTAGGTGAACCT- 3
Mf / Mr ; . 282

5.8Srl 5 -TTCGCTGCGTTCTTCATCGA -3

Fonte: A autora.
Nota: pb - Pares de bases; f - forward; r - reverse

7.1.2 Avaliagéo preliminar dos controles externos

O experimento inicial para a avaliacdo dos sistemas de primers desenhados
demonstrou um excelente desempenho de P1, tendo apresentado amplificacdo nas trés
concentracdes testadas (Figura 5). O sistema P2 foi menos eficiente na amplificacdo do
plasmideo nas concentracdes testadas (dados ndo mostrados).

O sistema de primers P1 foi o escolhido para compor os ensaios da triplex PCR para o
diagnédstico da LT. O limite de detecgdo obtido por reacdo uniplex para as condi¢Ges de

ciclagem da mLTA foi de 10 pg de pUC18 por reagéo (25 pL) (Figura 6).
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Mantendo o limite de detecgédo de 10 pg de pUCL18, foi escolhida a concentracéo de 10

pmol/uL de P1f e P1r para ser adicionada na reagdo de mLTA a ser otimizada (Figura 7).

Figura 5 - Teste inicial do sistema de primers P1.

P1100ng
P1 10ng
P1 1ng

pb
NTC

<368 pb

Fonte: A autora.
Nota: NTC - amostra sem DNA; As quantidades representadas na figura foram adicionadas ao volume final de
25 pL da reacdo. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb) 100 Base-Pair

Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA

Figura 6 - Dilui¢des decrescentes do plasmideo comercial para determinacéo do limite de deteccéo.

pb
NTC
100 ng
10 ng
1ng
100 pg
10 pg
1pg
100 fg
10 fg
1fg

<368 ph

Fonte: A autora.
Nota: Todas as quantidades de plasmideo indicadas na figura foram adicionadas ao volume final de 25 pL da
reacdo de PCR. NTC: amostra sem DNA. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso

molecular (pb) 100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA.
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Figura 7 - Determinacéo da concentracéo de P1f e P1r a ser incluida na reagdo de mLTA.

o] o Lo o
o N — —

n

<368 pb

Fonte: A autora.

Nota: Concentragdes representadas em picomoles de primer por microlitro. A concentracdo de 10 pmol/pL foi a
menor capaz de detectar o plasmideo a 10 pg por reagéo. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador
de peso molecular (pb) 100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA.

A partir do teste preliminar o DNA genémico de M. pachydermatis (Figura 8),
realizado sob as condi¢bes de reacdo da triplex PCR otimizada com o plasmideo pUC18
(Quadro 3), pode-se observar melhor performance do sistema Mf / Mr comparado ao P1.
Houve amplificacdo do material genético da levedura a partir da concentracdo de 3 pmol/pL
de cada primer, utilizando-se 1 ng de DNA por reacéo (25 pL).

Figura 8 - Teste inicial realizado com diferentes concentracdes dos primers Mf / Mr (expressas na figura em
unidades de picomoles por microlitro), nas condi¢des de reagdo padronizadas para o sistema pUC 18.
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< 282 pb

Fonte: A autora.
Nota: NTC: amostra sem DNA. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb)
A DNA /Hind Il (New England Biolabs, USA)

O limite de deteccdo do controle externo M. pachydermatis foi determinado apds a

padronizacdo da triplex PCR, como demonstrado no item 7.1.3.
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7.1.3 Otimizac&o do sistema triplex PCR para LT

Para melhorar a performance da reagdo de triplex PCR com pUC 18 como controle de
extracdo foi necessario o aumento da concentracdo de deoxinucleotideos tri fosfatados
(dNTPs), Taq polimerase, primers e cloreto de magnésio, em relacéo as condic¢des de reacdo
da mLTA, anteriormente padronizadas por Goncalves e outros (2012). Apds estas alteragoes,
a reacéo triplex PCR foi padronizada (Figura 9). As condigdes de reacéo e ciclagem definidas
estdo resumidas na Quadro 3. Mesmo apos a obtengdo da amplificacdo simultanea das trés
bandas com as configuracbes de reacdo padronizadas, foi observada auséncia de
reprodutibilidade inter e intra teste do sistema P1 em amostras positivas para o sistema
KDNAL.

Quadro 3 - Condicdes de reacdo e ciclagem padronizadas para triplex PCR para o diagnéstico da leishmaniose

tegumentar Americana com detec¢do simultanea de controles externo (gene G3PD de mamifero) e interno
(pUC18).

Componentes da Reacéao Ciclagem
Agua 5,5 puL Desnaturaco inicial: 94°C/5 min.
Lx Buffer + MgCI225mM 6 pl. Desnaturacéo: 94°C/30 seg.
DNTPs 4mM 2,5 L
KDNAIF (LTA) 2pmol/uL 2 Anelamento: 63°C/1 min.
KDNALr (LTA) 2 uL Extensdo: 72°C/1min.
G1f (G3PD) Spmol/ul. Lub Extenséo final: 72°C/5min.
G2r (G3PD) 1L
P1f (hUC18) 20pmol/ul 1L N° de ciclos: 35
P1r (pUC18) 1puL
Taq Polimerase (5U) 1puL
DNA teste 2 uL
TOTAL: 25 L

Fonte: A autora.

Apds o primeiro experimento preliminar com o sistema de controle externo Mf / Mr,
trés diferentes concentracdes do sistema de primers 18SF1 e 5.8SR1 foram utilizadas para
avaliar a eficacia em detectar o seu respectivo alvo, quando em conjunto com o0s outros dois
sistemas (KDNA1 e G3PD), sob as condigOes de reacdo e ciclagem da triplex PCR descritas

na Quadro 3. Nenhuma alteragdo nas condicOes de reacdo e ciclagem da triplex PCR foi
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necessaria para promover a amplificacéo do alvo (L. (V.) braziliensis) e de ambos os controles
amostrais (Figura 10).

Figura 9 - Teste da reagdo triplex PCR para o diagnostico da leishmaniose tegumentar

—

<

Z

a

HX
oo<(°'g
H%H

)

5> = 8
2 + 7
0‘35“5’.+2
O o 0z
28 3& 5503
o0 B =

<567 pb
<368 pb
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Fonte: A autora.

Nota: Demonstracdo da amplificacdo simultdnea do pUC18 (368 pb), do gene G3PD (controle interno - 567 pb)
e do DNA de Leishmania braziliensis (138 pb). NTC: amostra sem DNA. O tamanho dos produtos foi
determinado pelo marcador de peso molecular (pb) 100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies,
MD, USA.

Figura 10 - Amplificacdo simultanea dos trés alvos da triplex PCR LT, utilizando DNA de M. pachydermatis
como controle externo.

NTC
T
NTC

™ pd S Q

o)
o

< G3PD (567 pb)
< M. pachydermatis (282 pb)
< kDNAL1 (138 pb)

Fonte: A autora.

Nota: Os numeros referem-se as concentragdes (em pmol / uL) dos primers do controle externo (18SF1 e
5.8SR1). Um nanograma de DNA genémico de M. pachydermatis foi adicionado as amostras. O tamanho dos
produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb) A DNA /Hind III (New England Biolabs, USA).
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Pelo desempenho apresentado no experimento acima, a concentragao de 10 pmol/pL
dos primers 18SF1 e 5.8SR1 foi escolhida para a determinacdo do limite de deteccdo do DNA
genémico de Malassezia na reacdo triplex PCR. O experimento foi realizado sob as condicdes
de reacdo e ciclagem descritas na Quadro 3, e demonstrou um limite de detec¢do do sistema
de primers 18SF1 e 5.8SR1 de 1 fg de DNA de M. pachydermatis por reagéo (25 pL), tendo
havido também a amplificacdo simultdnea dos outros dois alvos, em todas as concentracoes
da curva (Figura 11).

Foi determinado posteriormente o limite de detec¢do adicionando-se o DNA da
levedura durante o processo de extracdo de DNA em sangue total sabidamente positivo para
LT, apbs a etapa de lise das células. O material genético da levedura foi detectado até uma

guantidade de 100 fg por reacdo (25 uL), tendo ocorrido amplificacdo simultdnea dos trés

alvos (Figura 11).

Figura 11 - Limite de deteccdo do controle externo M. pachydermatis na triplex PCR padronizada.
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Peg e 23 fe
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< G3PD (567 pb) _
< M. pachydermatis (282 pb)
< kDNAL (120 pb)

Fonte: A autora.
Nota: Quantidades de DNA gendmico de M. pachydermatis por reacdo indicadas na figura. NTC: amostra sem

DNA. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb) 100 Base-Pair Ladder
DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA.
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Figura 12 - Limite de deteccdo do controle externo M. pachydermatis na triplex PCR p6s-extragéo.
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Fonte: A autora.
Nota: NTC: amostra sem DNA. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb)
100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA.

Foi possivel detectar o agente etiologico (L. (V.) braziliensis) na reacéo otimizada com

quantidades minimas de até 10 pg de DNA por reacdo (Figura 13), correspondendo a

aproximadamente 4,5 x 10° parasitos por mililitro de sangue total.

Figura 13 - Limite de deteccdo de L. (V.) braziliensis na reagdo triplex otimizada
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< M. pachydermatis (282 pb)
< kDNAL1 (138 pb)

Fonte: A autora.
Nota: NTC - No template control. As quantidades de DNA estdo expressas por reacdo. O tamanho dos produtos
foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb) A DNA /Hind III, New England Biolabs, USA.

Para a avaliacdo do novo sistema otimizado, amostras de pacientes obtidas pela equipe

(tem 6.2) foram submetidas ao novo teste. Resultados da analise de concordancia e

indicadores de validade serdo descritos no ltem 7.3.
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7.2 Multiplex PCR convencional para o diagndéstico da LV

7.2.1 Escolha do alvo

Em virtude da boa performance apresentada pelo sistema de controle externo Mf / Mr
no desenvolvimento da triplex PCR para o diagnéstico da LT, este mesmo sistema foi

escolhido para compor o ensaio triplex para o diagnostico da LV
7.2.2 Avaliagéo preliminar do controle externo

O sistema de controle externo escolhido apresentou amplificacdo de seu alvo no teste
preliminar com as condicdes de reacdo propostas por Gongalves e outros (2012) para o
diagnéstico da LV, como mostra a figura abaixo (Figura 14). De acordo com este resultado,

foi demonstrada a boa performance do sistema Mf / Mr nas condic¢des de reacéo e ciclagem da

mLV.

Figura 14 - Teste preliminar do sistema Mf / Mr para deteccdo do DNA gendmico de M. pachydermatis como
controle externo, nas condicdes de reacdo da mLV.

100 pg
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1ng
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Fonte: A autora.
Nota: Quantidades de DNA genémico da levedura adicionadas a reacdo descritas na figura. O tamanho dos

produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb) 100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life
Technologies, MD, USA.
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7.2.3 Otimizac&o do sistema triplex PCR para LV

Amostras humanas sabidamente positivas e negativas para LV, com adicdo do controle
externo (Item 6.5) compuseram os ensaios de otimizacdo. Para a amplificacdo simultanea dos
trés alvos (Figura 15), foi necessario o aumento da concentracdo de MgCl, de 25 para 50 mM;
Taq DNA polimerase de 5U para 10U por reacdo e reducdo da temperatura de anelamento
para 60,3 °C. As configuracdes da reacdo padronizada estao descritas ha Quadro 4.

O controle externo demostrou limite de deteccdo de 10 pg de DNA alvo na reacao
triplex. Foi possivel detectar o DNA de L. infantum até 1fg por reacdo, correspondendo a
aproximadamente 2,7 x 10 parasitos por mililitro de sangue (Figura 16).

Quadro 4 - Condicdes de reagdo e ciclagem padronizadas para triplex PCR para o diagnostico da leishmaniose
visceral com detec¢do simultanea de controles interno (gene G3PD de mamifero) e externo (M. pachydermatis).

Componentes da Reacéao Ciclagem
Agua 7,5 uL Desnaturaco inicial: 94°C/5 min.
Ix Buffer + MgCI250 mM 6 pl. Desnaturacéo: 94°C/30 seg.
dNTPs 2mM 2,5 uL
LINF1 23 (LV) S5pmol/ul 1L Anelamento: 60,3°C/1 min.
LINF1 154r (LV) 1puL Extensdo: 72°C/1min.
G1f (G3PD) Ipmol/ul Lub Extenséo final: 72°C/5min.
G2r (G3PD) 1L
MF (M. p) 5pmol/uL 1L N° de ciclos: 35
Mr (M. p) 1puL
Taq Polimerase (5U) 1puL
DNA teste 2 uL
TOTAL: 25 uL

Fonte: A autora.
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Figura 15 - Reacdo triplex PCR padronizada, com amplificagdo simultanea do alvo (L. infantum) e controles
interno (G3PD) e externo (M.p - M. pachydermatis).

G3PD + LINF1B
G3PD + M.p + LINF1B
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< LINF 1B (132 pb)

Fonte: A autora.
Nota: NTC - amostra sem DNA. O tamanho dos produtos foi determinado pelo marcador de peso molecular (pb)
100 Base-Pair Ladder DNA - GibcoBRL-Life Technologies, MD, USA.

Figura 16 - Limite de deteccéo de L. infantum na reacdo triplex otimizada.
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Fonte: A autora.
Nota: NTC- no template control. PM — Padrdo de peso molecular Marker A DNA / Hind Il (New England
Biolabs, USA).
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7.3 Confirmacao da especificidade dos novos sistemas por sequenciamento de DNA

Amplicons obtidos com o conjunto de primers para o Cl obtiveram elevada
similaridade (75%) com uma sequéncia de G3PD ou GAPDH humano [GenBank: X01111.1].
As sequéncias dos amplicons gerados com o sistema P1, mostraram alta similaridade (100%
de identidade) com o vetor de clonagem pUC18 [GenBank: L08752.1]. Altas similaridades
(100% de identidade) foram também encontradas com outros vetores de clonagem [GenBank:
JX069764.1; JQ927446.1; HQ207194.1; FJ389180.1] e com uma sequéncia de Bacillus
subtilis [GenBank: CP002468.1]. A analise in silico dos primers 18SF1 e 5.8SR1 para a
amplificacdo do CE ndo mostrou similaridade com sequéncias do género Leishmania.
Amplicons obtidos pelo protocolo kDNA1 demonstraram 94% de similaridade com a cepa L.
(V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2904 [GenBank: FR799010.1]. Amplicons obtidos por
deteccdo do LINF 1B mostraram similaridade de 100% com uma sequéncia de L. infantum
disponivel no GenBank [Genbank: AF291093.1].

7.4 Avaliacdo das novas ferramentas para o diagnosticoda LV e LT

Os resultados das 186 amostras (88 para LT e 98 para LV) testadas pelo SRL-
FIOCRUZ/PE, foram utilizados como padra-ouro para a avaliagdo dos novos protocolos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010b): entre as amostras testadas, 45 foram
positivas (PCR +: 44 / gPCR +: 1/ PCR e gPCR +: 45) e 43 negativas na PCR e gPCR para
0 KDNA1 (LT); 49 foram positivas (PCR +: 37 / qPCR +: 12 / PCR e gPCR +: 49) e 49
negativas pela PCR e/ou gPCR pelo protocolo LINF 1B (LV).

A tLT obteve resultado positivo para a presenca de L. (V.) braziliensis em 41 das
amostras testadas, e resultado negativo em 47. Foi observada auséncia de amplificagdo do CE
em 25 amostras, indicando possivel perda de material durante o processo de extragdo. Duas
das amostras testadas pela tLT ndo obtiveram positividade para nenhum dos alvos (Cl e CE),
indicando degradacéo e / ou perda do DNA amostral durante a extracéo.

Para a tLV, houve positividade para a presenga de L. infantum em 53 amostras e
negatividade em 45. Entre as 98 amostras testadas para LV, trés ndo obtiveram amplificacdo
do CE.
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O resultado global encontrado para LV e LT demonstra a ocorréncia de perda
significativa de DNA durante o processo de extracdo em 28 das 186 amostras de campo
analisadas.

A Figura 17 ilustra os conjuntos de resultados de positividade para os trés alvos
possiveis e os resultados encontrados entre as amostras testadas, sendo 88 para a reacdo
triplex para LT (tLT) e 98 para a reacéo triplex para LV (tLV), e os percentuais de resultados
concordantes e discordantes entre os testes de referéncia e 0s novos testes.

Figura 17. Conjuntos de resultados possiveis e positividades observadas para os trés alvos entre as amostras de
campo testadas pelos novos testes.
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Fonte: A autora.

Nota: Cl: controle interno (G3PD); CE: controle externo (M. pachydermatis); L.i: L. infantum (LINF 1 B); L.b:
L. (V.) braziliensis (kDNAL).

Os testes desenvolvidos demonstraram bom indice de concordancia com o conjunto de
resultados da PCR e gPCR (KDNA ou LINF 1 B), considerando-se todas as amostras testadas.
Eliminadas as amostras que tiveram negatividade para o controle externo, houve melhora da
concordancia entre os testes para as reagdes tLT e tLV. O indice de Kappa calculado para a
tLT e tLV versus testes de referéncia esta descrito na Quadro 5.

Os parametros calculados utilizando o total de amostras e eliminando-se as amostras
invalidadas pela auséncia de amplificacdo do controle externo estdo expostos na Quadro 5.
Foi observada melhora da sensibilidade e especificidade com a eliminagdo das amostras

improprias, e equilibrio entre ambos.
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Quadro 5 - indices de concordancia e indicadores de validade clinica calculados para o total de amostras e
amostras validas, frente aos resultados de protocolos consagrados de PCR e PCR em tempo real.

tLV
Sensibilidade Especificidade Eficiéncia Kappa  Concordancia
S (E) (®) (p valor)
Total de 73,46% 65,30% 69,38% 0,6252 Boa
amostras (<0,0001)
Amostras 78,68% 85,29% 81,05% 0,6012 Boa
validas (<0,0001)
tLT
Sensibilidade Especificidade Eficiéncia Kappa  Concordancia
(S) (E) (®) (p valor)
Total de 77,77% 86,04% 81,81% 0,6601 Boa
amostras (<0,0001)
Amostras 78.,26% 88,09% 82,95% 0,7845 Excelente
validas (<0,0001)

Fonte: A autora.
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8 DISCUSSAO

As melhorias continuas feitas no &mbito do diagndstico molecular (ex.:
automatizacao) e a alta demanda por ferramentas diagnosticas réapidas e eficientes levou a
reducdo dos custos da PCR, tornando-a um método mais acessivel (LIVENGOOD; WRENN,
2001; YANG; ROTHMAN, 2004). Nos ultimos anos, a PCR foi estabelecida como o método
de preferéncia para o diagndstico e identificagdo das espécies Leishmania spp., devido a sua
maior sensibilidade e tempo curto de resposta, em comparacdo com alguns testes de
diagnostico tradicionais (ex.: cultura de protozoarios) (TSUKAYAMA et al., 2013). Em
acordo com esta tendéncia, o Servico de Referéncia em Leishmanioses FIOCRUZ-PE (SRL)
fornece o diagnodstico através de diferentes ensaios, que incluem a reacdo em cadeia da
polimerase como principal método, além de testes soroldgicos, cultivo e exames
parasitologicos, realizando paralelamente pesquisas relacionadas a ecoepidemiologia das
leishmanioses (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2010).

Assim como a sorologia e demais métodos diagnosticos, a reacdo em cadeia da
polimerase € suscetivel a resultados falso-positivos (ex.: devido a contaminagdo das amostras
por DNA residual ou ma manipulacdo) e falso-negativos (ex.: presenca de inibidores da
reacdo de PCR ou ma performance do processo de extracdo). Para superar estas limitaces
esclarecer a presenca de inibidores enzimaticos ou degradacdo do material genético na
amostra em teste, genes constitutivos tém sido usados como controles internos para
verificacdo da integridade do DNA (CASTILHO et al., 2008; GONCALVES et al., 2012).

No intuito de melhorar a relacdo custo/beneficio/tempo do diagndstico das
leishmanioses, foi proposto recentemente um ensaio de duplex PCR capaz de detectar um
gene constitutivo como controle interno da reagdo (GONCALVES et al., 2012). No referido
trabalho, foi possivel observar que amostras de pacientes com baixa carga parasitaria as quais
contém quantidades minimas do DNA do agente etioldgico, podem ser significativamente
afetadas pela degradacdo ou perdas de DNA durante os processos que precedem o diagnostico
molecular. Este fato sugeriu a necessidade de incluir controles para monitorar possiveis falhas
durante a etapa pré analitica mais critica: a purificacio do DNA. Para aperfeicoar a
capacidade diagndstica da PCR, foram descritos no presente estudo dois protocolos de triplex
PCR com inclusdo de controles externos, desenvolvidos para monitoramento simultaneo de
possiveis perdas durante o processo de extracdo de DNA, e eventual degradacdo do material

durante o estoque pre-analitico das amostras.
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Reacdes de multiplex PCR podem ajudar a economizar tempo e reduzir esfor¢cos em
um laboratério de diagnostico, sem comprometer a confiabilidade dos resultados. A
amplificacdo preferencial de uma sequéncia-alvo em detrimento de outra € um fenémeno
conhecido em PCRs multiplex que sdo desenhadas para amplificar mais do que um alvo em
simultaneo (MUTTER; BOYNTON, 1995; POLZ; CAVANAUGH, 1998). A amplificacdo
simultdnea dos trés alvos nos protocolos de triplex PCR desenvolvidos foi obtida
principalmente atraves da reducdo da temperatura de anelamento, como relatado por Elnifro e
outros (2000).

Corroborando com as observacGes de Chamberlain e outros (1989), alteracbes na
concentracdo de alguns reagentes foram necessarias para a amplificagdo eficiente dos
controles interno e externo simultaneamente aos alvos L. (V.) braziliensis ou L. infantum nas
reacOes tLT e tLV, respectivamente. A otimizacdo desses componentes em PCRs multiplex
que sdo projetadas para amplificacdo simultdnea de mdltiplos alvos pode ser benéfica
(ELNIFRO et al., 2000). No entanto, de acordo com Elnifro e outros (2000) o aumento da
concentracdo de reagentes como deoxi nucleotideos tri fostatados (ANTPs), tampao e enzima
contribui pouco para o aumento da sensibilidade e especificidade da reacdo e pode aumentar a
probabilidade de anelamentos inespecificos dos primers com posterior producdo de produtos
de amplificacdo espurios. Conforme observado por Elnifro e outros (2000), o aumento de
concentracdo destes reagentes foi capaz de provocar eventuais amplificacdes inespecificas.
Todavia, o tamanho dos fragmentos amplificados de cada par de primers é conhecido e sua
especificidade foi demonstrada pela analise das sequéncias.

Durante os experimentos de otimizacdo, foi observada falta de reprodutibilidade do
sistema P1 em detectar o plasmideo pUC18 em amostras positivas. Amostras com alta carga
parasitaria levam ao consumo precoce dos reagentes pela amplificacdo do DNA do agente
etioldgico, impedindo a deteccdo do DNA plasmidial. No entanto, o sistema P1 demonstrou
boa reprodutibilidade em amostras negativas para L. (V.) braziliensis. Deste modo, o0 objetivo
proposto foi alcangado, tornando-se um sistema Util para a avaliacdo diagndstica, reduzindo as
chances da liberacdo de resultados falso-negativos. A utilizacdo do plasmideo como controle
de extracdo tem como vantagem a facilidade de obtencdo em laboratorios de pesquisa em
biologia molecular, onde tém sido amplamente explorados como vetores de clonagem,
vacinas de DNA, vetores de terapia génica e afins (OLIVEIRA; MAIRHOFER, 2013).

Em virtude da facilidade de obtencdo e cultivo e grande distancia filogenética em

relacdo ao género Leishmania spp., 0 DNA genémico de Malassezia pachydermatis foi
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selecionado como alvo alternativo para o controle de perdas na extragdo. Trata-se de uma
levedura de facil cultivo, caracterizada por ndo necessitar de suplementagdo lipidica; sendo
um habitante saprofita da superficie cutanea de animais, e ndo patogénica em humanos, o que
permite seu manuseio em nivel 2 de biosseguranca (BRASIL, 1995; CAFARCHIA et al.,
2007; 2011). Com a perspectiva de validar os protocolos de triplex PCR para o diagndstico de
rotina, este controle externo foi preferencialmente trabalhado. O DNA de M. pachydermatis
utilizado como controle externo mostrou-se eficiente quando adicionado durante o processo
de extracdo, tendo apresentado bons limites de deteccdo sem, no entanto, impedir a
amplificacdo simultanea do kDNA de L. (V.) braziliensis ou L.infantum e do controle interno.

Quando comparado ao P1, o par Mf / Mr apresentou melhor limite de deteccdo. A
capacidade de detectar minimas quantidades do controle externo se reflete na faixa de
concentracdo do DNA alvo (L. (V.) braziliensis / L. infantum) que sera garantida pelo controle
externo. De acordo com os limites de deteccdo do CE observados, perdas iguais ou superiores
a 100 fg (tLT) e 10 pg (tLV) de material genético de Leishmania spp. serdo detectadas. De
acordo com o manual do kit de purificacdo de DNA utilizado (Illustra Blood GenomicPrep
minispin kit - GE Healthcare, USA), 20% a 30% do DNA total da amostra podem ser
perdidos no suporte de afinidade durante a eluicdo do material.

Em procedimentos de diagnostico, até mesmo perdas minimas podem afetar
significativamente a deteccdo do DNA do parasita, levando a conclusfes diagndsticas
incorretas (GONCALVES et al., 2012). Neste contexto, estas novas ferramentas permitem
uma melhor interpretacdo dos resultados da PCR e promovem a garantia de qualidade do
diagnostico das leishmanioses cutanea e visceral. Da mesma forma, uma vez que os Kits
comerciais sdo geralmente baseados em um principio semelhante, o presente método pode ser
usado para avaliar a qualidade do diagndstico efetuado por diferentes laboratorios. Além
disso, estes protocolos podem ser (teis para a avaliacdo de diferentes protocolos ou Kits de
extracdo, como demonstrado recentemente por Stoeckel e outros (2009), que avaliaram dois
controles exogenos acrescidos e recuperados pos-extracdo para a deteccdo de DNA
microbiano em agua.

Considerando-se a prevista competicdo entre alvos em reacGes de PCR multiplex, €
esperada uma menor sensibilidade analitica em comparacao aos resultados de reacdes de alvo
unico. Apesar da concorréncia entre os alvos, os protocolos otimizados demonstraram limite

de deteccgéo equivalente ou melhor do que protocolos uniplex encontrados na literatura para a
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deteccdo dos mesmos parasitas. Este achado leva, por conseguinte, a um maior potencial para
diagndstico da infeccao.

Disch e outros (2006) desenvolveram uma duplex PCR para deteccdo do complexo L.
donovani com limite de deteccédo de 4,7 fg, inferior ao limite alcancado pela tLV que tem, no
entanto, uma sequéncia alvo complementar (CE). Outro aspecto positivo da tLV é aumento do
limite de detecgdo (1 fg) em relagdo ao LINF 1B (10 fg) (PAIVA-CAVALCANTI et al.,
2009), apesar da presenca de Cl e CE na reacdo. De modo semelhante, a tCL mostrou melhor
sensibilidade analitica do que o protocolo apresentado por Bruijn e Barker (1992), que é
utilizado na rotina diagnostica do SRL FIOCRUZ-PE, Brasil. Marcussi e outros (2008),
apresentaram os iniciadores LBF1/LBR1 para a identificagéo de L. (V.) braziliensis com um
limite de deteccdo de 50 ng de DNA na reacdo, o que estd em contraste com o obtido com o
ensaio triplex tCL (10 pg).

Além da maior capacidade de deteccdo dos agentes infecciosos, em ambos 0s ensaios
de triplex, a relacdo custo/beneficio € melhorada por garantir a qualidade dos resultados
amostra-por-amostra, juntamente com a deteccéo simultanea de Leishmania spp. A realizacdo
de trés PCRs em uma sO mistura economiza reagentes e torna mais racional a decisao pela
repeticdo de reacoes.

No que tange a validacdo de métodos diagndsticos, define-se como “padrdo-ouro™ o
método ou conjunto de métodos que fornecem resultados classificados como inequivocos. Seu
uso € um pré-requisito necessario para examinar a utilidade diagndstica de qualquer teste
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010b; RODRIGUEZ-CORTES, 2010). O
critério inequivoco para determinar a infeccdo de um individuo por Leishmania spp. é o
isolamento dos agentes etiologicos ou exame histopatoldgico (RODRIGUEZ-CORTES,
2010). Todavia, apesar da alta especificidade dos métodos parasitoldgicos tradicionais, sua
sensibilidade é baixa (SCHNUR; JACOBSON, 1987). Neste contexto, ndo ha consenso sobre
a disponibilidade de um padrdo-ouro para a infecgdo por Leishmania (RODRIGUEZ-
CORTES, 2010).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2010b) na auséncia de um padréo-
ouro, padrdes relativos de comparagdo sdo frequentemente necessarios: a exemplo, ensaios
soroldgicos e animais vacinados podem ser utilizados como padréo de referéncia na validagéo
de novos testes soroldgicos. Obviamente, os calculos de sensibilidade e especificidade s&o

mais fidedignos quando um padrdo-ouro estiver disponivel, pois o erro nas estimativas do
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padrdo relativo sera transferido para as estimativas do novo ensaio (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010b).

Embora até o momento nenhuma técnica de laboratdrio isolada ser aceita como o
padrdo-ouro para o diagnostico da infeccdo por Leishmania, os resultados obtidos por PCR
sdo significativos (MARQUES et al., 2006). Um estudo de Belli e outros (1998) demonstrou
sensibilidade e especificidade de 100% da PCR quando comparada com a microscopia direta.
Para o diagnostico da forma cuténea, a PCR ja tem sido considerada como o teste Gnico mais
confiavel (FABER et al., 2003; LAWN et al., 2004; WEIGLE et al., 2002).

Neste cenario, o conjunto de resultados de protocolos de PCR e PCR em tempo real
foi eleito como ‘padréo-ouro’ para 0s novos testes aqui desenvolvidos. A comparacdo entre
resultados dos novos testes com protocolos de PCR ja aceitos pela comunidade cientifica
demonstra a equivaléncia de sua utilidade como métodos diagndsticos. Na auséncia de
consenso sobre a utilidade destas técnicas moleculares como testes de referéncia, foi
adicionalmente realizada a anélise de concordancia pelo calculo do indice de Kappa. Este
dado pode fornecer suporte a analise dos indicadores de validade, uma vez que a auséncia de
um padrdo-ouro perfeito pode causar davidas quanto a sua interpretacgéo.

A aplicagdo das reagOes triplex em amostras de campo ilustrou claramente a
importancia do controle de perdas de DNA durante a execuc¢do de um diagnéstico molecular.
Entre as amostras analisadas, 15,05% (28 entre 186) apresentaram amplificacdo do Cl com
negatividade para o CE, em decorréncia de pobre recuperacdo de DNA na extra¢do. Sendo
assim, cerca de 1/6 das amostras ndo foram consideradas confiaveis para determinar o estado
de infecgdo. Na prética diagnéstica, amostras sabidamente negativas com auséncia de
amplificacdo do CE seriam invalidadas, tornando-se necessaria a repeti¢cdo dos testes. Um
aumento mais significativo na sensibilidade e concordancia com os protocolos tradicionais de
PCR foram observados nos resultados da tLT, onde maior nimero de amostras foram
invalidado pela auséncia do Cl e / ou CE.

Entre as 41 amostras de LT verdadeiro-positivas, 25 (60,9%) ndo apresentaram
amplificagdo CE. Este resultado ocorreu nas amostras com uma elevada carga parasitéria, 0
que provavelmente levou ao consumo precoce de reagentes para a amplificagdo do DNA de
Leishmania, tal como mostrado anteriormente (POLZ; CAVANAUGH, 1998).

Para o diagnostico da LT, diferentes sensibilidades e especificidades tém sido
demonstradas por ensaios de PCR com varios alvos moleculares (S = 91% e E = 100% para
Lb ITS1, S = 98,7% e E = 53,8% para KDNA) (BENOUSSAN et al., 2006). A PCR para



62

KDNA é considerada o método mais sensivel para o diagndstico de leishmaniose, visto que ha
aproximadamente 10.000 minicirculos por parasita (DISCH et al., 2005) e, portanto, € util
para reacOes de diagndstico. Em contraste com os protocolos avaliados por Benoussan e
outros (2006), a tLT demonstrou especificidade satisfatoria (79,16%), e equilibrada com alta
sensibilidade (97,29%), utilizando o kDNA como alvo principal.

O equilibrio entre sensibilidade e especificidade encontrados na avaliacdo tLV permite
a aplicacao da técnica proposta com diferentes propositos na pratica clinica. Um protocolo de
PCR foi recentemente apresentado por Srivastava e outros (2011), com equilibrio entre
sensibilidade e especificidade (87,8% e 84%, respectivamente), quando utilizado em amostras
coletadas em campo. O método aqui proposto & comparavel (78,68% e 85,29%,
respectivamente), apresentando a vantagem de uma melhor interpretacdo dos resultados da
PCR. A boa concordancia calculada entre tLT e tLV e os testes de referéncia indicou
utilidade semelhante as reacBes uniplex, com a garantia da qualidade dos resultados
negativos.

O correto diagndstico e caracterizacdo dos parasitos infectantes é essencial para a
recomendacdo de tratamentos adequados, tanto para LT como para LV (GOTO; LINDOSO,
2010). Neste contexto, de acordo com a andlise das sequéncias os sistemas de deteccdo
escolhidos podem ser aplicados em varias areas onde L. infantum e espécies do subgénero
Viannia sdo encontradas, corroborando com os resultados obtidos para o0 LINF1B e kDNA1
em ensaios de gPCR (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2009, 2013).

Os dois protocolos desenvolvidos neste estudo (tLT e tLV) podem ser aplicados com
sucesso em servicos de diagndstico de rotina no Brasil e em outras areas onde LT e LV sdo
endémicas, oferecendo um diagndstico rapido e preciso destas doengas negligenciadas em
expansdo. Diante do exposto, as ferramentas moleculares desenvolvidas representam a
perspectiva de melhor capacidade de analise dos resultados, contribuindo para a garantia da
qualidade no diagnéstico das duas formas de leishmaniose apresentadas. Além disso, espera-
se que apos etapas simples de padronizacdo estes métodos possam ser aplicados ao
diagndstico de outras doencas infecciosas e parasitarias em laboratorios de referéncia para uso

em diagnostico e pesquisa.
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9 CONCLUSOES

As reacdes triplex PCR otimizadas para o diagnostico da LT e LV promovem a
deteccdo simultanea de regides-alvo do KDNA de L. (V.) braziliensis ou L. infantum, controle
de qualidade da amostra (gene G3PD de diferentes mamiferos) e controle de extracao
(plasmideo pUC18 ou DNA gendmico de M. pachydermatis).

A incluséo de controles de qualidade internos e externos permite melhor interpretagéo
dos resultados da PCR. Esta vantagem se reflete na melhora da sensibilidade e eficiéncia dos
testes, consequentemente aumentando a utilidade da PCR para a determinacgéo da infeccéo por
Leishmania spp.

A comparacéo dos novos testes desenvolvidos com testes de PCR e qPCR consagrados
pela literatura demonstrou equivaléncia entre os mesmos, permitindo aplicacdes com fins

semelhantes na pratica diagndstica.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

A implementacdo de ferramentas diagnosticas sensiveis e especificas que possam ao
mesmo tempo avaliar a qualidade da amostra bioldgica (controle interno), e também detectar
perdas minimas do DNA do agente etioldégico durante o processo de extracdo (controle
externo), podera reduzir a liberagcdo de resultados falso-negativos para pacientes acometidos
pelas formas visceral e tegumentar da leishmaniose.

Resultados produzidos com o méximo de confiabilidade em tempo reduzido
permitirdo um rapido inicio do tratamento de individuos infectados, reduzindo as chances de
progressao da doenca a uma fase sintomatoldgica grave.

A otimizacdo de protocolos com capacidade quantitativa, com uso da gqPCR e
tecnologia TagMan, torna-se necessaria, com perspectiva de aplicacdo para pesquisas €
monitoramento da resposta terapéutica. Neste sentido, serd iniciado um trabalho de
otimizacdo e avaliacdo de protocolos de duplex PCR em tempo real para deteccdo especifica
de L. infantum e L. (V.) braziliensis, simultamneamente a um controle enddgeno.

Como projeto integrado ao SRL do CPgAM, este estudo fortalece os objetivos da
FIOCRUZ como Instituicdo de pesquisa, alinhando o desenvolvimento de tecnologias com a

prestacdo de servicos a populacdo brasileira.
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Eu, , RG

, aceito participar desse estudo, cujo objetivo é

desenvolver um método de diagndstico para as leishmanioses. Fui informado que
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visceral / leishmaniose tegumentar americana no estudo acima referido, sem que
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Application of the mammalian glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene for sample quality control in multiplex PCR for
diagnosis of leishmaniasis
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Abstract: Leishmaniasis is a neglected disease endemic in five continents. It is a severe disease that
may lead to death, and its early detection is important to avoid severe damage to affected individuals.
Molecular methods to detect Leishmania are considered alternatives to overcome the limitations presented
by conventional methods. The aim of this study was to develop multiplex PCR systems able to detect
small amounts of target DNA of Leishmania infantum and Leishmania braziliensis, and the gene coding
for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PD) in mammals, enabling quality evaluation of the
sample simultaneously with detection of the specific target. The systems created for G3PD recognition
were combined with detection systems for L. infantum and L. braziliensis to compose multiplex PCR systems
for visceral (mVL) and cutaneous (mACL) leishmaniasis diagnosis. The multiplex PCR systems developed
were assessed in blood samples from five different species of mammal reservoirs involved in the disease
cycle in Brazil, and 96 and 52 human samples from patients with suspected visceral leishmaniasis (VL) and
cutaneous leishmaniasis (ACL), respectively. Three G3PD detection systems were created (G3PD1, G3PD2
and G3PD3) with different product sizes, G3PD2 was chosen for the formation of multiplex PCR systems.
The two multiplex PCR systems (mVL and mACL) were reproducible in all species evaluated. Results of
test samples (sensitivity, specificity and efficiency) suggest its use in routine diagnosis, research activities
in medicine and veterinary medicine. Additionally, the systems designed to detect the G3PD gene are
capable of combining with other targets used for molecular diagnosis of infectious diseases. Concerning
leishmaniasis, the multiplex PCR systems can be used in epidemiological studies for the detection of new
and classic reservoirs, which may contribute to the reliability of results and development of actions to
control the disease.

Key words: leishmaniasis, diagnosis, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, quality control.

INTRODUCTION

Leishmaniasis is a vector-borne disease that
is caused by obligate intramacrophage protozoa
(family Trypanosomatidae, order Kinetoplastida).
It is a neglected disease, endemic in rural areas of
five continents and is the third most important
vector-borne disease in the world (1). The annual
incidenceisabout 1.5to 2 million cases worldwide,
with up to 350 million people at risk of infection

(2). There are an estimated 500,000 new cases of
visceral leishmaniasis (VL) and more than 50,000
deaths from the disease each year (3). Such death
rate is surpassed, among parasitic diseases, only
by malaria (4).

There are at least 20 species of Leishmania,
which may cause different clinical diseases. The
prevalence of Leishmania spp. infection varies
according to geographical distribution (5). VL
is caused by L. donovani complex that consists
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of Leishmania (Leishmania) infantum syn.
Leishmania (Leishmania) chagasi and Leishmania
(Leishmania) donovani (6). American cutaneous
leishmaniasis (ACL) is caused by species of
Leishmania braziliensis and Leishmania mexicana
complexes (7, 8). In Brazil, L. infantum and
Leishmania (Viannia) braziliensis are the most
common species isolated from VL and ACL
carriers, respectively (7).

Early diagnosis and treatment are important
as individual and community control measures.
Untreated patients can act as reservoirs and
contribute to the anthroponotic transmission
(8). The clinical signs and symptoms are not
pathognomonic for VL or ACL, and may be
confused with other similar conditions such as
malaria, tropical splenomegaly, schistosomiasis
or cirrhosis with portal hypertension, African
trypanosomiasis, milliary tuberculosis,
brucellosis, typhoid fever, bacterial endocarditis,
histoplasmosis, malnutrition, lymphoma,
leukemia and numerous primary and secondary
skin diseases (9).

The conventional routine diagnosis of
leishmaniasisrequiresmicroscopicdemonstration
of Leishmania amastigotes in aspirates from
spleen tissue, scraped skin smears, or in bone
marrow. Blood culture is also commonly used
(10). However, these conventional methods
of diagnosis do have some limitations (11).
Microscopic examination has low sensitivity
and requires invasive samples (bone marrow,
spleen, liver), whereas culture is susceptible
to contamination and is time-consuming.
Serological methods may be useful, but have
problems with cross-reactions and differentiation
between current and past infections, furthermore
they are not accurate in immunosuppressed
patients (12-16).

In the past ten years, the molecular biology
has become increasingly relevant to the diagnosis
and control of infectious diseases. Information on
DNA sequences has been extensively exploited
for the development of polymerase chain reaction
(PCR)-based assays for wvarious applications,
including understanding of parasites and
diagnosis of the diseases (10).

With application of PCR and its variations
(nested, multiplex, real-time), molecular biology
has contributed to the detection of parasite DNA
with high sensitivity and specificity (17-19).
However, for accurate diagnosis, with a minimum

margin of error, it is necessary the use of internal
controls, such as the housekeeping genes. The
positivity for these genes demonstrates the
quality of the sample under test and guarantees
the issuance of a negative result.

Variations of PCR have been developed and
used to identify Leishmania spp. such as the
quantitative polymerase chain reaction (qPCR),
nested PCR, and multiplex PCR (20-28). The
possibility of combining multiple targets in the
same assay led to expansion of applications of
the multiplex PCR technique on leishmaniasis
diagnosis, since the identification of complexes
and species of the parasite to evaluation of sample
integrity and PCR performance on sandfly pools
(23-28).

Several targets have been used to detect
Leishmania including kinetoplast DNA (kDNA)
with high conserved multiple copies (29-31).
Recently the gene for glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD), single copy, has been
used to identify the subgenus Viannia being able
to distinguish L. braziliensis from other species
(32).

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(G3PD) is an enzyme with a crucial role in
glucose metabolism, with nuclear, cytoplasmic
and membrane functions in cells of organisms
which use glycolysis to produce energy. The
presence of this gene in all mammalian cells
ensures its detection in samples whose conditions
are suitable for diagnostic tests, making it a
potential tool for sample quality control in real-
time PCR, as well as the genes of albumin, p-actin
and p-globin (20, 33-35). However, in these trials,
sample quality assessment is done in separate
reactions, generating more costs and increasing
the time for determining the diagnosis.

The limitations in diagnosis methods and the
lack of access of the population to diagnostic
tools indicate the need to develop technologies
with quality assurance of results, readily
accessible to affected population, and that have a
favorable cost-benefit. In this context, this paper
aims at developing multiplex PCR systems to
limit the possibility of errors in the definition
of the final diagnosis, in human or animal
patients, to promote the simultaneous detection
of specific target (L. infantum or L. braziliensis)
and quality control of the samples (G3PD gene
from mammals) in the same reaction, which
will reduce costs with reagents and time for
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the release of diagnosis. This tool will be useful
for the diagnosis of leishmaniasis as well as for
epidemiological studies.

MATERIALS AND METHODS

Blood Samples

Blood was collected from Homo sapiens,
Canis  familiaris,  Oryctolagus  cuniculus,
Necromys lasiurus and Rattus rattus to assess the
reproducibility of the multiplex PCR systems
in samples from different mammals. Informed
consent was obtained from all studied subjects,
from the database of Leishmaniasis Reference
Service (LRS), Fiocruz, PE, Brazil. In addition,
the present study was approved by the Research
Ethics Committee (CEP-FIOCRUZ/PE, 42/2010)
and by the Ethics Committee in Animal Use
(CEUA- FIOCRUZ/R]J, LW-41/10).

DNA Extraction

The extraction of DNA from blood samples
was performed with Illustra® blood genomic Prep
Mini Spin kit (GE Healthcare, USA) according to
the manufacturer’s recommendations.

Primers Design

Based on the results of Castilho et al. (33),
MEGA software (4.0) (available online at www.
megasoftware.net) was employed for alignment
of G3PD sequences from different mammals
involved in the transmission cycle of leishmaniasis,
using a NCBI BLAST database (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov). From this alignment, two primers
were designed capable of binding to DNA to the
following mammalian species: Homo sapiens, Sus
scrofa, Mus musculus, Rattus norvegicus, Sigmodon
hispidus, Equus caballus, Felis catus, Bos taurus,
Macaca fascicularis, Macaca auratus, Oryctolagus
aries, Canis lupus and Canis familiaris.

G3PD Detection Systems

To develop G3PD detection systems, the
primers presented by Castilho et al. (33),
GAPD-F and GAPD-R, were combined with
primers designed in this study, looking for a
better differentiation among bands for detection
of Leishmania spp. and composition of multiplex
PCR systems. For a preliminary assessment
of G3PD gene systems, an experiment was
conducted in which the reaction was composed
of sample without DNA (negative control), dog

blood samples that tested positive and negative
tor VL, and genomic DNA of L. chagasi (MHOM/
BR/1974/PP75) as a positive control under the
conditions and system described by Lachaud et
al. (36).

Multiplex PCR System Development

Two multiplex PCR systems were developed
and tested under the conditions of the Linf 1B and
B1/B2 for simultaneous detection of L. infantum
or L. braziliensis and G3PD gene, respectively
(20, 29).
Optimization of Multiplex PCR Systems
Reproducibility evaluation in different
mammalian species

Blood samples from Homo sapiens, Canis
familiaris, Oryctolagus cuniculus, Rattus rattus
and Necromys lasiurus were used.

The analysis of positive results was performed
by adding genomic DNA of L. infantum or L.
braziliensis in samples of each animal species
used in the study, based on the optimal range of
detection of Linf 1B and B1/B2 (20, 29). When it
was necessary, modifications in cycling conditions
(annealing temperatures and extension) were
made, as well as alterations in quantity and
concentration of reagents.

Detection range determination

A dilution curve of factor 10 (10 ng to 0.1 fg)
of parasite DNA, tested in both multiplex PCR
reactions, to check possible loss of sensitivity of
multiplex PCR reaction compared to conventional
systems was performed.

Documentation of Results

The analysis, interpretation and registry of test
results were performed using 1.5% agarose gel
electrophoresis, stained with ethidium bromide
(10 mg/mL), and a molecular weight marker 100
bp ladder DNA (GibcoBRL Life Technologies,
USA).

Testing of Patient Samples

After optimization, the multiplex PCR for
visceral leishmaniasis (mVL) and the multiplex
PCR for American cutaneous leishmaniasis
(mACL) systems were evaluated in 96 blood
and bone marrow samples from human and dog
patients, and 52 biopsy samples from human
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patients. These samples had been previously
tested positive for leishmaniasis by conventional
PCR, at LRS, Fiocruz/PE, Brazil.

Sensitivity, specificity and efficiency of mVL
and mACL were calculated according to Ferreira
and Avila (37).

RESULTS

G3PD Detection Systems

The designed primers (Figure 1) were
combined with GAPD-F and GAPD-R and
three detection systems were generated: G3PD1,
G3PD2 and G3PD3 (Table 1) (33). 'The result
of preliminary experiment showed an excellent
performance of the three systems designed for
G3PD gene detection (Figure 2).

Based on the products generated for
simultaneous detection of L. infantum, L.
braziliensis and G3PD gene, the G3PD2 system
was chosen for optimization of the multiplex
PCR for L. infantum detection, and the multiplex

PCR for L. braziliensis detection (Table 2).

mVL Optimization

The analysis of experiments under conditions
of Linf 1B showed no reproducible results (20).
In order to generate reproducibility, the reactions
were modified using the conditions described by
Lachaud ef al. (36) with primers of Linf 1B. After
the modification, excellent reproducibility was
obtained among different mammalian species
(Figure 3).

Detection range

To avoid loss of sensitivity for the detection of
a specific target (L. infantum), the concentration
of primers to detect the G3PD gene was reduced,
from 5 pmol/ul to 1 pmol/pL, in order to
equilibrate the competition among reagents and
encourage the Linf 1B system.

The optimal conditions of functioning of mV1L,
in a final volume of 25 uL, were: Tag polymerase
bufter 0.5 uM Tris, 1.25 uM KCI, pH 8.4; 0.3 uM

H. sapiens 148 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC. . CTGTGGGCAAGGTCATCCCT... ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
M. fascicrlaris 38 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT . CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC. . CTGTGGGCAAGGTCATCCCT. . ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
S, scrofa 380 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCC... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC... CTGTGGGCAAGGTCATCCCT... ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
M. musculus 89 GCGCCTGGTTACCAGGGCTGCC... CCATCTTCCAGGAGCGAGACCCC .. CTGTGGGCAAGGTCATCCCA .. ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGS
R. norvegicus 110 ACGCCTGGTITACCAGGGCTGCC . CCATCTTICCAGGAGCGAGATCCC. . CTGTGGGCAAGGTCATCCCA  ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
S. hispidus 108 GCGCCTGGTCACCAGGGUTGCT . CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC . CTGTGGGUAAGGTCATCCCA  ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGH
F. catus 38 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT ... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC . CTGTGGGCAAGGTCATCCCA = ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
C. lupus 39 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC. . CTGTGGGCAAGGTCATCCCT.. ACATCAAGAAGGTAGTIGAAGCAGG
C. familiaris 20 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT.. CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC .

E. caballus 93 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC. . CTGTGGGCAAGGTCATCCCT... AGATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
B. raurus 09 GCGCCTGGTCACCAGGGCTGCT... CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCT... CCGTGGGCAAGGTCATCCCT... AGATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
0. artes T8 GEGCCTGGTTACCAGGGCTGCOC . CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCT - CCG AG : 2 AGATC GGTGE )

M. auratus 09 ACGCCTGGTCACCAGGGLTGCT . CCATCTTCCAGGAGCGAGATCCC . CTGTGGGCAAGGTCATCCCA  ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG
G3F CGOCTGGTCACCAGGGCT

GIF ATCTTCCAGGAGCGAGATCCC

GIR™ GTGGGCAAGGTCATCCCT

GIR " ATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG
L. infantum 43CCGCATGGTGTTCCAGGCCATC . CGGCGGATGTGCTTGTGGTGAAC . GOGCGGCGGCCATGAACATC . COGTCGTGGACCTGACGTTCCGCG

L braziliensis
1. eruzi

44 GICGCATGGTGTITCCAGGCCAT.
45 TGGGCCAATTGGACAGGCCGTT

- ACGCCGGACGTGCTTGTGGTGAA . . CGUGCGGCGGCTGTAAACAT. . TCTGTICGTGGACCTGACATTICGC
- AGGGTTCTCAGAAAATTCGTGTT... ATATCGACAACGGGAAAAAG. . GOCAGCCTGTCTCGAAGGAAATGT

Figure 1. Multiple sequence alignment (generated by MEGA 4.0) of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (G3PD) mammalian that indicates G3F, G1F, G1R and G2R oligonucleotide positions.
Leishmania infantum, Leishmania braziliensis and Trypanosoma cruzi are not similar to the sequences of
designed primers. G3F and G1R*: primers designed in this study and their aligned sequences; GT1F* and
G2R*®: primers GAPD-F/R previously presented (4) and their aligned sequences. "~ G3PD 2 system - primers
G1F and G2R.

Table 1. Detection systems formed by the combination of primers designed for detection of the G3PD gene

System identification Primers Product size
G3PD1 G1FxGI1R 441 bp
G3PD 2 G1Fx G2R 567 bp
G3PD3 G3FxGI1R 621 bp
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Figure 2. Systems G3PD1 (1), G3PD2 (2) and G3PD3
(3). The templates in each column are identified in
the picture: NTC — non template control; C. familiaris
positive for VL; C. familiaris negative for VL; genomic
DNA from L. chagasi as positive control (132 bp
band). Product size was determined by Marker A
DNA / Hind lll (New England Biolabs, USA).

MgCl; 5nM dNTP; 5 uM of each primer Linf 1B;
1 uM G1F; 1 uM G2R; 0,25U Taq polymerase and
2 uL DNA template. In these conditions, the mVL
showed a detection limit of 0.1 fg.

H. sapiens VL-
C. familiaris VL-
R. rattusVL-

N. lasiurus VL-
O. cuniculusVL-

O
et
<

Positive control

Table 2. Systems chosen for composition of the
reaction of multiplex PCR for simultaneous detection
of L. infantum and L. braziliensis and quality control
samples, the gene G3PD of mammals

Systems mVL mACL
B1/B2 - 750 bp
G3PD2 567 bp 567 bp
Linf1B 132 bp -

Testing of Patient Samples

A total of 32 (33%) samples did not pass
quality control and were rejected for validation
tests. The evaluation of mVL in patient samples
showed: 25% sensitivity, 97% specificity and 79%
efficiency.

The low sensitivity obtained in contrast
with the excellent detection limit created the
hypothesis of sample degradation due to long
storage time (samples stored since 2005). To
check the sensitivity of mVL in blood samples
and rule out possible flaws in this diagnostic
system developed, a dilution curve similar to that
aforementioned was performed, by diluting DNA
from L. infantum in freshly collected human
blood. The analysis of this experiment showed
that the mVL system does not have failures in
the detection limit (detection of 0.1 fg) and tested
positive all blood samples recently collected.

H. sapiens VL+

C. familiaris VL+

R. rattusVL+

N. lasiurus VL+

O. cuniculusVL+
Positive control (+)
Positive control (++)

NTC

Figure 3. Reproducibility test of mVL system in negative (A) and positive (B) samples of different mammals
involved in leishmaniasis cycle. (A) Arrow: 132 bp band of L. chagasi positive control. (B) G3PD gene with
a band of 567 bp and the specific target L. chagasi with a band of 132 bp. Positive control (+) = 100 fg/
uL; positive control (++) = 10 pg/pL. Product size was determined by a 100 bp ladder DNA (GibcoBRL-Life

Technologies, USA).
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H. sapiens CL-

C. familiaris CL-
Mlasiurus CL-

O. cunicultss CL-
Posilive control {+)
Positive control (++)

R. rattus CL-

o
[t
Z

H. saplens CL+

C. familiaris CL+

R. ralfus CL+
Miasiurus CL+

O. cunictius CL+
Posilive control (+)
Positive control (++)
Posilive control {(+)
Posilive control (++)

NTC

B1/B2

Figure 4. (A) Reproducibility of mACL in negative samples of different mammals. Positive control (+) = L.
braziliensis 1 pg/pL. Positive control (++) = L. braziliensis 1 ng/uL. (B) Reproducibility of mACL in positive
samples. For positive evaluation 100 ng of L. braziliensis DNA was added to samples of different mammals.
The bands observed are from G3PD gene (band of 567 bp) and the specific target L. braziliensis (band of 750
bp). Positive control (+) = L. braziliensis, 1 pg/pL. Positive control (++) = L. braziliensis, 1 ng/pL. Product size
was determined by a 100 bp ladder DNA (GibcoBRL-Life Technologies, USA).

mACL Optimization
Reproducibility in different mammals

The mACL worked well under the following
reaction conditions: Taq polymerase buffer 0.5
pM Tris, 1.25 uM KCl, pH 8.4; 0.3 uM MgCl; 5
nM dNTP; 25 uM of B1/B2 primers mixture; 5
uM G1F; 5 uM G2R; 0.25 U Taq polymerase and
2 uL DNA template. It showed reproducibility
among different mammalian species, and both
negative and positive samples (Figure 4).

Detection range

A temperature gradient was applied to verify
the conditions under which mACL has a better
detection limit. The optimal cycling conditions in
a final volume of 25 pL were: initial denaturation:
94°C for five minutes; denaturation: 94°C for
30 seconds; annealing: 63°C for one minute;
extension: 72°C for one minute; final extension:
72°C for five minutes. In these conditions, the
mACL showed a detection limit of 10 pg.

Testing of Patients Samples

The evaluation of the mACL system in biopsy
samples showed sensitivity and specificity of
100% and 87.5% respectively, and 92% ethiciency.

DISCUSSION

The main deficiencies in applying PCR assays
include false-positive results (from background

DNA contamination) and potential false-
negative results, besides the detection limits
of the assay. Clinical samples often contain
substances that may partially or completely
inhibit the amplification reaction by the DNA
polymerase (38, 39). Appropriate care and correct
conditioning of the sample may prevent such
problems, but the integrity of target DNA must be
monitored. Methods that ensure the best sample
processing include incorporation of internal
amplification controls into the PCR assay to
monitor the presence of purified sample DNA
and potential PCR inhibitors (40).

The need to include internal controls has been
observed in various types of clinical samples,
especially in materials in which purification
of nucleic acids is dificult due to abundance
of organic matter such as feces and food (41-
46). The inclusion in PCR assays of genes that
constitute cells such as f-actin, p-globin, albumin
and G3PD has been useful to evaluate the quality
of samples in PCR and PCR experiments (20, 34,
47, 48). Due to the recognized need for evaluating
the integrity of DNA, controls are usually used
in separate reactions, generating more costs and
consuming more time to establish the diagnosis
(49).

In the present study, three detection systems
were created to allow distinction among the
various targets used in the molecular diagnosis
of leishmaniasis. In addition, the developed
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control systems have a wide applicability in
molecular diagnostics, and can be optimized
in a similar way with PCR-based diagnosis of
bacteria, virus, and other protozoa, which did not
evaluate the possibility of false-negative results in
their tests (50-53). The goal of the current study
was to evaluate the quality of samples associated
with detection of a target in the same reaction,
in order to provide a safe outcome for patient
diagnosis and also to apply it in epidemiological
studies. The evaluation of the reproducibility of
mVL and mACL systems showed that they can be
used in research of new reservoirs, contributing to
the expansion of leishmaniasis eco-epidemiology
knowledge and adequacy of control measures for
each source of the disease.

The detection limit presented by mVL was
higher than that recorded by Paiva-Cavalcanti
et al. (20), with no reduction of efficiency in
multiplex PCR compared to real-time PCR.
Disch et al. (54) suggested a duplex PCR for L.
donovani complex with 4.7 fg of detection limit,
lower than the limit reached by mVL. Harris ef
al. (26) proposed a multiplex PCR with 1 fg of
detection limit for characterization of new world
Leishmania complexes. The proposal presented in
the present study has better detection ability and
is species-specific.

The evaluation of patient samples revealed a
significant loss of reliability due to poor quality
samples or their degradation (33% of the samples
tested negative in internal control). Despite of
low sensitivity obtained in mVL, the experiment
conducted on recently collected Dblood,
maintained an excellent detection limit and
showed that losses due to degradation occur in
samples stored for long periods (such as samples
from LRS, stored since 2005), and the DNA of
etiological agent is the most affected, probably
because there is less of its DNA material than of
the host. Despite the low sensitivity obtained in
mVL, the system showed specificity and detection
limits in accordance with the objective.

The mACL showed better sensitivity than
that reported by Bruijn and Barker (29), for the
system B1/B2 alone. Marcussi et al. (55) presented
the LBF1/LBR1 primers for identification of L.
braziliensis with a limit of 50 ng of DNA in the
reaction, a detection limit lower than mACL.

The tested samples for mACL showed excellent
results that suggest its use in routine diagnoses.
Gomes ef al. (56), evaluating PCR for detection

of L. braziliensis in biopsy samples, obtained 96%
sensitivity. Despite the fact that the SL RNA gene
was the target, the results of Gomes et al. (56) are
similar to mACL.

The detection limits provided by the two
multiplex showed that this molecular diagnostic
tool can be used without loss of efficiency, besides
promoting reduction of reagent costs and time
for the institution of therapy. These data are
extremely important to regions where the disease
is endemic, since the developed techniques
may promote improvements in quality of life of
affected persons by reducing the risk of serious
injuries due to ACL.

During the validation of this method, the
importance of having sample quality control
was proved by the percentage of degraded
samples detected by mVL. Some methodologies
employed in recent studies do not perform the
evaluation of sample quality, and in this case, there
is no guarantee of the accuracy of negative
results. The use of sample control in the same
reaction without sacrificing sensitivity (mACL)
or detection limits (mVL) of the original system
is an advantage for the economy of reagents and
time compared to reactions conducted separately.

Given to the limitations presented by
conventional methods, the development of a tool
that is able to promote an accurate diagnosis is
essential. In this context, this study presents
two multiplex PCR that allows assessment of
the quality of the sample simultaneously with
the detection of L. infantum or L. braziliensis,
therefore reducing the number of false negatives
and assuring the quality of results. The methods
can be applied both for diagnosis in humans and
animals, and their use is particularly indicated in
routine diagnosis and research.

CONCLUSION

The development of mVL and mACL systems
may be implemented in the diagnosis in LRS,
Brazil. Additionally, the systems designed to
detect the G3PD gene are able to combine
with other agents for molecular diagnosis. For
leishmaniasis, the multiplex systems might be
used in epidemiological studies for detection of
new and classic reservoirs, contributing to the
reliability of results and development of actions
to control the disease.
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ABSTRACT

Background: Molecular biology methods have become increasingly relevant to the diagnosis
and control of infectious diseases, such as leishmaniasis. Since various factors may affect the
sensitivity of PCR assays, including DNA yield and purity, an optimal extraction method is
pivotal. Losses of parasite’s DNA during extraction may significantly impair its detection by
PCR and lead to false-negative results. This study proposes a triplex PCR assay targeting the
parasite’s DNA, an external control (pUC18) and an internal control (G3PD) for accurate
diagnosis of leishmaniasis. Results: Three primers pairs were adapted to detect Leishmania
braziliensis DNA, the external and the internal control. The triplex PCR assay was assessed
regarding its ability in detecting the three target DNA fragments simultaneously. PCR
products from pUC18 DNA resulted in bands of 368 (P1) and 316 (P2) base pairs (bp). The
triplex PCR assay allowed the simultaneous detection of the internal and external controls as
well as of small quantities (10 pg of parasite’s DNA) of the target parasite’s DNA.
Conclusions: The new tool standardized herein brings more reliable interpretation of the PCR
results, mainly contributing for quality assurance of leishmaniasis diagnosis. Furthermore,
after simple standardization steps, this protocol could be applied to the diagnosis of other
infectious diseases in reference laboratories. This triplex PCR enables the assessment of small
losses during the DNA extraction process, problems concerning DNA degradation (sample

quality) and the detection of L. (V.) braziliensis kDNA.

Keywords: Extraction control, multiplex PCR, pUC18, leishmaniasis, diagnosis, false-

negative
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Background

Molecular biology methods have become increasingly relevant to the diagnosis and control
of infectious diseases, such as leishmaniasis. Information on DNA sequences has been
extensively exploited for the development of polymerase chain reaction (PCR)-based assays
for various applications, including understanding of parasite genetics and diagnosis of
parasitic diseases [1]. DNA analysis offers advantages over traditional serological and
parasitological methods, including decreased processing time of samples and elimination of
the need for cultivation [2, 3]. As a result, medical and veterinary diagnostic and public health
laboratories worldwide are increasingly being called upon to introduce molecular diagnostic
tests for both endemic and exotic diseases [4]

PCR and its variations (e.g., nested, multiplex, real-time) have contributed to detection of
disease agents in humans and animals, including Leishmania spp. with high sensitivity and
specificity [5 — 7]. Additionally, the possibility of combining multiple targets in the same
assay enables the identification of parasites to the species level [8 — 10], the evaluation of
sample integrity and also PCR performance on pools of phlebotomine sand flies [11, 12].

Recently, a duplex PCR assay was standardized to evaluate the integrity of the DNA
template by amplifying the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (G3PD or
GAPDH) of mammals in the same reaction for the diagnosis of Leishmania spp. Infection [7].
The quality of the DNA samples extracted from blood and biopsies was evaluated by
including a primer system to detect the G3PD gene in two standardized PCR assays for L.
infantum (mVL) or L. (V.) braziliensis (mMACL). The expression of this gene in all
mammalian cells ensures its detection in samples whose conditions are suitable for diagnostic
tests [13 — 15]. In the aforementioned study, the endogenous control was negative in 33% of
the samples tested, demonstrating losses in terms of reliability due to poor quality samples. In

addition, some known positive samples, with quality assured by the G3PD detection, were
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PCR-negative for the main DNA target (L. infantum). These results indicated the necessity of
high quality assurance of each individual sample, also to assess possible losses of minimal
amounts of the target parasite’s DNA.

The extraction of nucleic acids from biological samples is a critical step and may result in
losses of the target DNA [16]. Since various factors may affect the sensitivity of PCR assays,
including DNA yield and purity, an optimal extraction method is pivotal. In recent years,
commercial extraction Kkits have become available for blood and other biological specimens,
such as skin. These kits perform direct cell lysis, speeding up sample processing and reducing
the potential of variability, which has led to common use. However, extraction protocols often
suffer from inadequacies including incomplete cell lysis, DNA binding to surfaces, poor DNA
recovery and the co-extraction of salts and proteins that inhibit DNA-DNA hybridization and
enzymatic reactions [16,17].

Realizing the importance of DNA extraction for the proper functioning of PCR-based
methods, several groups have evaluated the efficiency of commercial kits for different types
of samples [16, 18 — 20]. Nevertheless, the most routine PCR protocols monitor the sample
quality by spectrophotometric determination of DNA or in separate reactions, neither
controlling for PCR inhibition nor confirming successful DNA extraction recovery, ultimately
increasing the costs and chances of false-negative results. Conversely, the detection of a
known-to-be-present DNA sequence in the sample may reveal possible losses of genetic
material during the purification process, bringing more correct interpretation of the PCR
results. Therefore, to refine the molecular diagnosis of human and canine leishmaniasis, this
study assessed a molecular triplex PCR assay targeting an external control (a commercial
plasmid), an internal control (a housekeeping gene) and the target parasite’s DNA (L. (V.)
braziliensis kinetoplast DNA). This method may be adapted for the molecular diagnosis of

any infectious disease, providing fast results with small margin of error.
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Materials and methods

Blood samples and controls

Human and canine blood samples were collected from healthy individuals and dogs and
used as controls. Informed consent forms were obtained from all dog owners and individuals
included in the study and all procedures were approved by the Research Ethics Committee
(CEP-FIOCRUZ/PE, 42/2010) and by the Ethics Committee in Animal Use (CEUA-
FIOCRUZ/RJ, LW-41/10) of our institution. As positive controls, blood samples from healthy
dogs and humans were spiked with genomic DNA of L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903): ~4.5 x 10° parasites/m| were used, considering the detection limit

(mACL = 10 pg) of the duplex PCR as determined previously [7].

DNA extraction by commercial kit

Blood DNA extraction was performed using a commercial kit (Illustra blood genomicPrep
Mini Spin Kit, GE Healthcare, USA), following the manufacturer’s instructions and
comprising basically five steps: blood cell lysis, load and bind, wash 1, wash 2, and elution.
After protein degradation and cell lysis, before the second step (load and bind), the plasmid

pUC18 was added according to the predetermined limit of detection.

Plasmid pUC 18, primers design and multiplex PCR standardization

The commercial plasmid pUC18 (Boehringer Mannheim, Brazil) was used to assess DNA
losses during the extraction process. Two primer pairs were designed based on two sequences
available in GenBank [GenBank: L08752] and [Genbank:L09136]. PCR trials were conducted
to evaluate the performance of the two pUC18 detection systems. Non-template control
(NTC) and three different concentrations of pUC18 were included in each PCR run. Based on

these preliminary results, the primer pair with the best performance was chosen to compose



92

the triplex system. The detection limit of the PCR was assessed by testing 10-fold serial
dilutions (from 50 ng/ul to 0.5 fg/ul) of pUC18. Concentrations between 1 and 20 uM of the
forward (Pf) and reverse (Pr) primers were tested to determine the optimal amount of primers
to be included in the duplex PCR reactions for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis
(mACL) [7].

For the first triplex PCR trials, according to the preliminary results, the plasmid pUC18
was added to negative and positive controls and each primer (Pf and Pr) was added to the
MACL master mix [7]. The primers KDNAf (5’-ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC-3") and
KDNAr (5’-GGGAGCGCGGCCCACTATATT-3’), designated as KDNA system, were
designed herein to detect the conserved region of the L. (V.) braziliensis kDNA. The
standardization process was performed by analyzing the results of the interactions among the
systems Pf/Pr, G3PD (endogenous control), and KDNA1. When necessary, changes were
made in the cycling conditions by testing different annealing and extension temperatures
performed in the Eppendorf Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Germany). To assess the
best conditions for the triplex PCR, different amounts of each reagent (ANTP, MgCl, and

recombinant Tag DNA Polymerase - Invitrogen, Brazil) were also evaluated.

Specificity of primer pairs on triplex assays

To evaluate the specificity of the primers in a triplex PCR format, a sample containing the
three targets (L. (V.) braziliensis, G3PD gene, and pUC18) was subjected to PCR
amplification by the three primer sets (kDNA1, G3PD and P1) separately, under standardized
conditions. The PCR products obtained by this experiment were purified and sequenced using
an automatic sequencer (ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA). The
obtained sequences were analyzed using BioEdit software

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) and compared with similar nucleotide
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sequences available in GenBank using the Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn)

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

Gel electrophoresis and documentation
Amplicons were resolved in 1.5% agarose gel electrophoresis, stained with ethidium
bromide (10 mg/ml). A 100 bp Ladder DNA (GibcoBRL Life Technologies, USA) was used

as molecular marker. Gel pictures were taken using Kodak M1 GL100 Imaging System.

Results

The sequences of the two primer pairs targeting the plasmid pUC18 were: P1f (5'-
CGTAATAGCGAAGAGGCC-3") and P1r (5"-TAAGAAACCATTATTATC-3") for the
system P1; and P2f (5"-TTGTACTGAGAGTGCAC-3") and P2r (5"-
CAGGAAACAGCTATGAC-3") for the system P2. Amplicons from pUC18 DNA resulted in
bands of 368 (P1) and 316 (P2) base pairs (bp), being suitable for multiplex PCR with G3PD
(567 bp) and kDNAL (138 bp). Based on its excellent performance, (Figure 1A) the system
P1 was chosen to compose the triplex PCR. The system P2 was not reproducible. The uniplex
PCR carried out with pure pUC18 DNA was able to detect as low as 5 pg/ul (total of 10 pg
per reaction mixture) as shown in Figure 1B. The lowest amount of primers that held this
sensitivity (10 uM of each of them) was chosen to compose the first triplex PCR trials.

Competition among primer pairs and target templates was observed and therefore it was
necessary to modify some conditions of mMACL and P1 standardized initially. Simultaneous
amplification of the three targets (pUC18, G3PD, and L. (V.) braziliensis) was obtained under
the following conditions: Taq Polymerase Buffer (0.7 uM Tris-HCI, 1.8 nM KCI, pH 8.4), 5.6

nM MgCl,, 40 nM dNTPs, 2 uM of each primer KDNAf/ kDNAr1, 5 uM of each primer G1F
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/ G2R, 20 uM of each primer Pf/ Pr, 10 U Taq polymerase, and 2 pul DNA template. PCR
products are shown in Figure 2.

Sequences of amplicons generated with the system P1 showed high homology (100%
identity) with pUC18 cloning vector [GenBank: L08752.1]. High homologies (100% identity)
were also found with other cloning vectors [GenBank: JX069764.1, JQ927446.1,
HQ207194.1, and FJ389180.1] and with Bacillus subtilis [GenBank: CP002468.1]. As far as
G3PD, the highest homology (75%) was found with a sequence of a human x-linked GAPD
pseudogene [GenBank: X01111.1]. The KDNA1 product was 94% similar to a sequence of L.
(V.) braziliensis strain MHOM/BR/75/M2904 [GenBank: FR799010.1]. Identities between
88% and 93% were also found with other species of the subgenus Viannia (L. peruviana, L.

guyanensis, and L. panamensis) (data not shown).

Discussion

The purpose of this work was to bring up the idea of a method to track possible causes of
false-negative results on microbiological diagnosis by PCR, requiring minimal technical
training. The triplex PCR assay here proposed provides a rapid molecular tool to assess the
occurrence of false-negative results by detecting simultaneously two quality controls and the
target parasite’s DNA simultaneously.

In theory, the differences in terms of guanine and cytosine (GC) contents of primers used
(e.g., P1 and KDNAL) could interfere in the annealing temperatures for each primer pair and
eventually affect the triplex PCR performance. However, no interference was observed under
the standardized conditions.

A lack of reproducibility of the third primer system detecting the extraction control was
observed only in positive samples. Depending on the parasitic load in the positive specimens,

the early amplification of the parasite’s DNA consumes the reagents, leading to no
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amplification of the reporter. Indeed, the P1 system gave reproducible results during
optimization process in L. (V.) braziliensis-negative samples, being helpful in diagnosis
interpretation, achieving the proposed aim. Even minimal losses of genetic material may
affect significantly the detection of the parasite’s DNA, which is often in small quantities,
leading to incorrect diagnostic conclusions. Against this background, this new tool brings
more reliable interpretation of the PCR results, mainly contributing for quality assurance of
leishmaniasis diagnosis. Furthermore, after simple standardization steps, this protocol could
be applied to the diagnosis of other infectious diseases in reference laboratories.

While competition between targets was recorded initially, changes in the PCR conditions
allowed us to eliminate competition problems, even maintaining the limit of detection (18
parasites per reaction), previously obtained with the mACL duplex system [7]. The
simultaneous amplification of three different targets may interfere in limit of detection of the
PCR as compared with simplex PCR protocols, which may be able to detect minimal amounts
of the parasite DNA [21]. The main advantage of the triplex assay presented herein is the
amplification of three different targets, ensuring the quality of the result. The analysis of DNA
sequences showed no cross amplification between the three primer pairs included in the
triplex PCR assay. Primers designed to detect the plasmid pUC18 and the housekeeping gene
G3PD did not amplify Leishmania spp. DNA, reducing the possibilities of false-positive
results to zero. Interestingly, BLASTn searches revealed that the pUC18 sequence was similar
to sequences of other plasmids, which could also be tested and optimized, according to the
availability in each laboratory or research group.

The continuous refinement of PCR technologies (e.g., introduction of robotics) and the
increasing demand for rapid and efficient diagnostic tools is leading to the overall reduction
of costs, making PCR-based methods more accessible [22, 23]. As it occurs with other

diagnostic methods (e.g., serology), PCR-based methods are also liable to false-positive (e.g.,
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due to background DNA contamination) and false-negative results. False-negative results may
be due to many reasons, including low amount of template DNA in the test sample,
inadequate removal of PCR inhibitors, ineffective release of microbial DNA content from the
host cells, and poor DNA recovery after extraction and purification steps. As a possible
solution to clarify the presence of inhibitors or degraded target DNA on samples, constitutive
genes have been used in parallel assays to assess the integrity of the DNA template [7, 15]. To
improve the cost/benefit relationship and time consuming of this evaluation, we recently
proposed a duplex PCR assay capable to detect a housekeeping gene as an endogenous
control [7]. Nevertheless, samples from patients with low parasite burden may contain
minimal amounts of parasite’s DNA, which may be even more affected by degradation or
losses during the pre-PCR stages. This fact suggests the need to include additional internal
controls to monitor possible failures during critical steps, such as DNA purification. The
addition of a reporter DNA template may indicate the presence of Taq DNA polymerase
inhibitors and degraded microbial DNA, as well as losses of small DNA amounts during the
extraction and purification processes.

The advantages of using internal or external controls have been shown with various types
of clinical samples [25 — 28]. For instance, an external DNA recovery standard has been
developed for the determination of DNA recovery efficiency in soil samples tested by
quantitative PCR [16].

In addition, preliminary data indicates that our kDNA1 set of primers can also detect
different species of the subgenus Viannia (unpublished data), which suggests that this Triplex
assay could be standardized to be used in geographic areas where multiple etiological agents
of ACL occur in sympatry.

In conclusion, the triplex PCR proposed herein enables the assessment of small losses

during the DNA extraction process, problems concerning DNA degradation (sample quality)
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and the detection of L. (V.) braziliensis kDNA. To our knowledge, no similar method has
been applied to the molecular diagnosis of parasitic diseases using blood samples. This
method may be applied for the molecular diagnosis of any infectious disease, providing

quicker results with minimal margin of error.
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Abstract

Background: Early detection of leishmaniases and prompt institution of treatment
are paramount for individuals and communities affected by these diseases. In this
context, early diagnosis is critical and PCR has proven to be an efficient tool.
However, limitations inherent to the molecular tools in current use remain. To
overcome these limitations and to ensure the accuracy of results, two triplex PCR
assays with quality controls for the reactions detecting leishmaniasis were
developed.

Methodology/Principal findings: Two primer sets to detect internal and external
controls were adapted to protocols for the detection of Leishmania infantum and L.
(V.) braziliensis and two triplex reactions were optimized. The sensitivity (S),
specificity (E) and efficiency (e) were assessed in 189 dog blood samples from areas
where cutaneous and visceral leishmaniasis are endemic in Brazil. The kappa
coefficient (k) was calculated to compare the level of agreement between the new
tools and validated PCR and real time PCR protocols which were used as the gold
standards. The triplex PCR for visceral leishmaniasis showed S = 78.68%, E =
85.29% and e = 81.05%, with a good agreement (k = 0.60, p<0.0001) with the gold
standards. The cutaneous leishmaniasis protocol showed S = 97.29%, E = 79.16%
and e = 90.16%. Additionally, kappa analysis (k = 0.78, p<0.0001) showed excellent
agreement of this protocol with the gold standards.

Conclusions/Significance: These new tools enable, in a single reaction, the
diagnosis of the diseases and the evaluation of the sample quality and DNA
extraction process, thus reducing the cost of reagents and avoiding the eventual
need for collecting of a second sample. They may also be applied to assess
diagnostic errors, contributing to a faster implementation of treatment, and adapted
for the molecular diagnosis of any parasitic and infectious disease, providing quicker
results with minimal margin of error.
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Author Summary

Leishmaniases are neglected tropical diseases which the number of new cases
worldwide can reach 1.7 million people. The earlier diagnosis and, consequently, the
prompt treatment are important control measures, since sick animals and humans
contribute to maintain the disease cycle. Molecular methods have been successfully
applied for the diagnosis of leishmaniasis, allowing brief and accurate results.
Nevertheless, these still have some limitations; degradation of genomic material can
occur during long time storage, inhibitors present in the samples may occasionally
impair the detection of the aetiological agent and DNA losses during the DNA
extraction process favour false negative results. The aims of this study were to
optimize two diagnostic systems for detecting Leishmania infantum and Leishmania
braziliensis infection, with the addition of quality controls to assure reliability of the
results simultaneously in the same reaction. These two systems were successfully
developed (VL triplex and CL triplex) offering a fast and accurate diagnosis, thereby
contributing to the rapid diagnosis and prompt treatment of these diseases.
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Introduction

Neglected tropical diseases (NTD) affect about one billion people worldwide and
are among the major causes of illness in developing countries, where they produce
significant disability in the poorest populations [1,2,3]. Among NTD, leishmaniasis
represents a major threat for public health in 98 countries, with about 350 million
people at risk of these infections [4]. Although around 400 thousand cases of visceral
leishmaniasis (VL) and 1.2 million cases of cutaneous leishmaniasis (CL) are
reported per year in endemic areas [1], these diseases remain grossly ignored in the
list of tropical disease priorities [5,6], in most of the countries where they are
endemic. Control strategies rely on reservoir and vector control, the use of
insecticide-impregnated materials, active case detection, and treatment [5,6]. In this
context, early diagnosis and a prompt institution of therapy is of paramount
importance for reducing the risk of transmission at both the individual and community

levels, in endemic areas [5].

Confirmation of leishmaniasis diagnosis is generally achieved by the detection of
amastigote forms in stained microscopic preparations or by culturing the parasites
from infected tissues (e.g., skin biopsies, bone marrow or spleen aspirates) [7]. In
endemic areas, immunologic tests are used not only for diagnostic purposes but also
as a tool in epidemiological studies. The most employed techniques are the
Montenegro skin test (MST), indirect immunofluorescence antibody test (IFAT) and
enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA). In fact, the association of
immunologic tests with direct parasitological examination is frequently used in the
diagnostic routine in endemic areas [4,8,9].

Nonetheless, parasitologic and serologic methods for leishmaniasis diagnosis
have some limitations. They have low sensitivity and specificity in discriminating
among Leishmania species and they may not allow the differentiation between active
or past infections [10]. The limitations inherent to the microscopy and immunology-
based assays have spurred parasitologists towards the use of more refined
molecular tools [11]. Besides the conventional PCR, other PCR-based methods,
including nested-PCR [12,13], multiplex PCR [14], and real-time PCR (or quantitative
PCR - gPCR), have been recently implemented for the detection of several parasitic
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infections [15,16,17]. The use of molecular diagnostic techniques has shown that

PCR can achieve “gold standard” criteria, in some instances [18].

Nonetheless, the PCR limitations related to the evaluation of the quality of
samples and DNA extraction procedures may cause false-negative results, when
compared with conventional parasitological methods [19]. Indeed, the results of
studies aimed at developing PCR assays [20] emphasize the importance of including
quality controls in PCR reactions for both VL and CL diagnosis, particularly in
developing countries where retesting (whenever necessary) samples may be costly.
For example, in the aforementioned study, the internal control (IC) was not detected
in 33% of the samples tested, demonstrating losses in terms of reliability due to poor
quality samples [20]. These results also indicate the necessity for high quality control
of each individual sample to assess possible losses of minimal amounts of the target

parasite’s DNA.

The continuous refinement of technologies and the increasing demand for rapid
and efficient diagnostic tools is leading to the overall reduction of costs, making PCR-
based methods more accessible for their application in laboratory routines [21].
Therefore, to refine the molecular diagnosis of leishmaniasis, this study presents two
triplex PCR assays in order to provide, in a single reaction, the pathogen detection,
the evaluation of the sample quality and of the DNA extraction process. The method
presented may be adapted for the molecular diagnosis of any infectious disease,

providing fast and reliable results.

Methods
Samples

Samples from dogs and humans living in a non-endemic area, apparently healthy
and negative for VL and CL using conventional PCR and gPCR [15,17] were used as
negative controls in the optimization and validation processes [22]. Samples known
to be positive were obtained by the addition of genomic DNA from L. infantum
(MHOM/TN/1980/IPT1) or L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) to DNA

extracted from healthy dogs and humans.
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A total of 186 blood samples collected from dogs from Passira (07°59'42” S,
35°34°51” W), a municipality of Pernambuco state, north-eastern Brazil were used for
evaluating the accuracy of the tests developed. Samples were collected during
house-to-house visits and the combined results from conventional PCR and gPCR
were used as gold standard to determine whether these dogs were infected or

uninfected.

Ethics statement

Animal owners provided written consent to have their animals sampled. All adult
subjects provided signed a term of consenting their participation, and a parent or
guardian of any child participant signed informing consent on their behalf. This
research was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA / FIOCRUZ,
Brazil) (License LW-41/10). The work has also been submitted to and approved by
the Ethics Committee (CEP) of Aggeu Magalhdes Research Center FIOCRUZ,
Brazil, approval numbers: 42/2010 and 22/2011.

DNA extraction

The extraction of DNA from blood samples was performed with the lllustra blood
genomicprep mini spin kit (GE Healthcare, New York, USA), following the
manufacturer's instructions. The method basically comprises 3 steps (cell lysis,
washing out impurities and elution of the DNA). For the optimization of triplex PCR
reactions, the external control was added after cell lysis to estimate loss during the
washing and elution steps.

Leishmania detection systems

Due to the high sensitivity and specificity obtained in gqPCR assays, the LINF1B
and protocols recently designed and validated for L. infantum and L. (V.) braziliensis

detection [15, 17], respectively, were optimized for conventional PCR.

Internal control (IC)
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The amplification of mammalian glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
gene (G3PD) was chosen as IC to determine DNA degradation and PCR inhibitors

present in the blood samples [20].

External control (EC)

Due to the amplicon sizes and melting temperature of the LINF1B or kDNA1 and
G3PD, an exogenous DNA sequence was selected to determine DNA losses during
extraction. For its ease of retrieval and the large phylogenetic distance from
Leishmania spp., the yeast Malassezia pachydermatis was assessed as a potential
EC. The ITS-1 (internal transcribed spacer) region (~285 bp) of M. pachydermatis
was amplified using 5.8SR1 and 18SF1 primers and genomic DNA extracted from a

cultured reference strain (CD50), as previously described [23].

Triplex PCR reaction optimization

The triplex reactions formed with the addition of EC were preliminarily tested in
samples known to be positive and negative for VL and CL, retaining the reaction and
cycling conditions standardized by Gongalves and co-workers [20]. To optimize the
simultaneous detection of the three targets, when necessary, changes were made to
the melting temperature and concentration of reagents. The detection limits of the EC
and of the aetiological agents in the triplex reactions were determined by the addition
of a 10-fold serial dilution (from 0.1 fg to 1 ng) of genomic DNA of M. pachydermatis
and L. infantum / L. (V.) braziliensis, in blood samples from healthy individuals during

the extraction process.

Amplicons were resolved by electrophoresis on 1.5% agarose gels stained with
ethidium bromide (10 mg / mL), using the 100 bp DNA Ladder (GibcoBRL-Life
Technologies, MD, USA) as molecular weight marker. For the analysis, interpretation
and documentation of the qPCR results, ABI PRISM 7500 SDS software (version

1.4) was used.

Sequencing
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The amplicons obtained from the triplex PCR reactions were purified (illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification kit, GE Healthcare, New York, USA) and
sequenced using a BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (version 3.1) (Applied
Biosystems) in an automated sequencer (ABI 3100 Genetic Analyzer). Sequences
were determined in both directions (using the same primers individually as for the
PCR) and the electropherograms verified by eye. Sequences obtained were
compared with those available in GenBank using the Basic Local Alignment Search
Tool for nucleotides (BLASTnN).

Sensitivity, specificity and efficiency

Results of the new tests were compared to the gold standards and concordant
results were considered as true positive (TP) or negative (TN). Discordant results
were considered as false positive (FP) and negative (FN). Then, the sensitivity (S),
specificity (E) and efficiency (e) of the new PCR protocols were calculated using 2x2
contingency tables, and the following formulae: S=TP /TP + FN;E=TN /TN + FP
ande =TP + TN/ n [24].

Double-blind trials

A double-blind diagnosis of the aforementioned field-collected samples was
performed by conventional and real-time PCR protocols (LINF 1B and kDNA1 uniplex
PCRs) (observer 1) and triplex PCR for detection of VL (tVL) or triplex PCR for
detection of CL (tCL) (observer 2). The concordance between the tVL versus LINF
1B PCR / gPCR results and tCL versus KDNA1 PCR / gPCR results was assessed
using kappa (k) statistic calculation and judged as k = 0.0, poor; 0.0 < k < 0.20, slight;
0.21 <k £0.40, modest; 0.41 < k < 0.60, good; 0.61 < k < 0.80, excellent and 0.81 <
k < 1.00, perfect agreement between tests [25]. The level of significance was set at p

< 0.05. Statistical analysis was done using BioEstat 5.0 software.

Results

After adjustments of reagent concentrations (e.g., increasing dNTP and

magnesium concentrations) and cycling conditions (decrease of melting
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temperatures) both tVL and tCL were able to differentiate Leishmania positive and
negative samples by amplification of the L. infantum or L. (V.) braziliensis KDNA
simultaneously with EC and IC (Figure 1). Table 1 summarizes the settings of the two
reactions optimized. The tVL was able to detect up to 10 pg of EC DNA and showed
a detection limit of 1 fg of L. infantum genomic DNA. The analytical sensitivity of tCL

for the EC and L. (V.) braziliensis targets were 100 fg and 10 pg, respectively.

Confirming the specificity of the primers for the correct targets in the triplex
reactions, amplicons obtained with the IC primer set obtained high similarity (75%)
with a sequence of G3PD or GAPDH human X-linked pseudogene [GenBank:
X01111.1]. The in silico analysis of the compatible sequences with primers 18SF1
and 5.8SR1 for EC, showed no similarity to sequences of the genus Leishmania.
BLAST analysis of amplicons obtained by KDNA1 protocol showed 94% similarity
with L. (V.) braziliensis strain MHOM/BR/75/M2904 [GenBank: FR799010.1].
Amplicons obtained by LINF 1B detection showed similarity of 100% with a L.
infantum sequence available in GenBank [Genbank: AF291093.1].

The diagnostic systems developed achieved a good balance between sensitivity
and specificity. When considering as valid the results in the samples on which IC or
EC were not detected, the tVL obtained S = 78.68%, E = 86.48% and e = 81.63%
while for tCL was S = 78.26%, E = 88.09% and e = 82.95%, as compared with the
gold standard. Eliminating the low-quality samples (15.05%), in which IC and/or EC
were PCR negative, the validity indicators estimated were S= 78.68%, E = 85.29%
and e = 81.05% for tVL, whereas S = 97.29%, E = 79.16% and e = 90.16% for tCL.
The positivity on the 98 and 88 samples tested by tVL and tCL, respectively, are

shown in Figure 2.

Results obtained by tVL showed good agreement (k = 0.62, p<0.0001) with the
gold standard. Eliminating the low quality samples, the results among these
techniques showed k = 0.60 (p<0.0001). The level of concordance between tCL and
gold standard (k = 0.66, p<0.0001) increased to k = 0.78 (p<0.0001) when low quality

samples were excluded.

Discussion
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To increase the diagnostic capacity of PCR, this study describes two triplex PCR
assays designed for the molecular diagnosis of leishmaniasis in humans and dogs,
by using external and internal controls to determine losses of DNA during the
extraction process or degradation during storage. Indeed, the use of internal controls
has been proven very important to assess sample quality [20], which is fundamental
for obtaining an accurate final molecular diagnosis. Incidentally, the application of
external controls has been done in different kinds of sample and for distinct purposes
[26,27].

In recent years, PCR has been established as the preferred method for
Leishmania spp. diagnosis and species identification due to its higher sensitivity and
short turnaround time [28] as compared to some traditional diagnostic tests (e.qg.,
protozoal culturing). On the other hand, in developing countries, the use of PCR is
still limited for economic reasons [29], mainly for the diagnosis of neglected diseases

such as leishmaniasis.

Multiplex PCR assays may help to save time and reduce efforts of a diagnostic
laboratory, without impairing the reliability of results. The simultaneous amplification
of three targets in the two triplex reactions herein developed was obtained mainly by
reducing the annealing temperature, as previously reported (for example, see Ref.
[29]). Among the 41 true L. (V.) braziliensis-positive samples, 25 (60.9%) did not
show EC amplification. This result occurred in samples with a high parasite load,
which probably led to early consumption of reagents for Leishmania DNA

amplification, as previously shown [30].

The tCL assay demonstrated reproducibility in L. (V.) braziliensis-negative
samples. According to the manufacture’s handbook of the DNA purification kit used
herein, losses from 20% to 30% of the genomic DNA in the silica-membrane may
occur. During diagnostic procedures, even minimal losses may significantly affect the
detection of parasite DNA, leading to incorrect diagnostic conclusions. The ability to
detect minimal amounts of EC is in line with the concentration range of target DNA
(L. (V.) braziliensis or L. infantum) that may be detected by the new developed

protocols.

According to the EC detection limits obtained, losses equal or higher than 10 pg
(tVL) and 100 fg (tCL) of genetic material from Leishmania spp. would be detected. In
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this context, these new tools allow a better interpretation of PCR results and promote
quality assurance of leishmaniasis diagnosis. In the same way, since commercial kits
are commonly based on a similar principle, the method presented may be used to
assess the quality of the diagnosis provided by different laboratories. Moreover,
these protocols may be useful for the evaluation of different DNA extraction kits or
protocols.

Considering competition between targets, analytical sensitivity would decrease in
multiplex assays when compared with the uniplex PCR results. One of the positive
aspects of our triplex PCR is that the tVL detection limit increased in relation to LINF
1B (10 fg) [15] in spite of the presence of IC and EC in the reaction. In addition, in
both triplex assays, the ‘cost-benefit’ relationship is improved by ensuring the quality

of results along with the simultaneous detection of Leishmania spp.

Correct diagnosis and characterization of the infecting parasite is pivotal for
recommending the appropriate treatment protocol for both VL and CL [31]. In this
context, the detection systems chosen can be applied in several areas where L.
infantum (or L. donovani) and species of the subgenus Viannia are found, in
agreement with results obtained with the LINF1B and kDNA1 qPCR assays [15,17].

For CL diagnosis, different sensitivity and specificity have been demonstrated for
PCR assays with several molecular targets (S = 91% and E = 100% for Lb ITS1; S =
98.7% and E = 53.8% for kDNA) [32]. The kDNA PCR is considered to be the most
sensitive method for diagnosing leishmaniasis since there are ~10,000 minicircles
per parasite [33] and is therefore useful for diagnostic procedures. In contrast with
the protocols evaluated by Benoussan and co-workers [32], the tCL demonstrated
satisfactory specificity (79.16%) with high sensitivity (97.29%), using the kDNA as the
main target. The tCL also showed better sensitivity than reported by Bruijn and
Barker [34], for the uniplex B1/B2 PCR, which is widely used in research laboratories
in Brazil. Marcussi and co-workers [35] presented the LBF1/LBR1 primers for
identification of L. (V.) braziliensis with a detection limit of 50 ng of DNA in the

reaction, which is in contrast with the one obtained with our tCL assay (10 pg).

In spite of the competition of targets (a known limitation of multiplex PCR assays),
our protocols have shown equivalent or better detection limit and high accuracy,

leading consequently to greater potential for diagnosing the infection. Incidentally,
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Disch and co-workers [36] developed a duplex PCR for L. donovani complex with a
4.7 fg detection limit, which better than the limit reached by our tVL assay that has,
however, one additional target sequence (EC). The balance between sensitivity and
specificity found in tVL evaluation allows application of the proposed technique with
different purposes in clinical practice. A PCR protocol was recently presented by
Srivastava and others [37], which achieved a good balance between sensitivity and
specificity (87.8% and 84%, respectively) using in field-collected samples. The
method herein proposed is comparable, but with the advantage of better

interpretation of PCR results.

The application of the triplex reactions in field samples clearly illustrated the
importance of controlling DNA losses while performing a molecular diagnosis. Among
the samples tested, poor DNA recovery resulted in 15.05% of IC and/or EC
negativity. Indeed, nearly 1/6 of the samples were not fully reliable in determining the
status of infection. Conversely, significant increases in sensitivity and agreement with
the traditional PCR protocols were observed in tCL results, in which a higher number

of samples were invalidated by the absence of IC and/or EC.

The good agreement calculated between tVL and tCL and their gold standards
(i.e., PCR and gqPCR combined results) indicated their usefulness in a similar way to
uniplex reactions, with the guarantee of the accuracy of negative results. Accordingly,
the two protocols developed in this study (tVL and tCL) may be successfully applied
in routine diagnostic services in Brazil and elsewhere where VL and CL are endemic,

by offering a fast and accurate diagnosis of these expanding, neglected diseases.
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Figure legends

Figure 1. Triplex PCR assays optimized for simultaneous detection of L. infantum
(tVL: 1 fg of Li and 10 pg of EC) or L. (V.) braziliensis (tCL: 10 pg of Lb and 100 fg of
EC), internal control (IC) and external control (EC). (MM) Molecular marker: Product
size was determined using 100 bp DNA Ladder (GibcoBRL-Life Technologies, MD,
USA). NTC — no template control.

Figure 2. Diagram with PCR positivity data on three targets (Leishmania infantum (Li)
or Leishmania braziliensis (Lb), internal control (IC) and external control (EC).
Significant loss of DNA during the extraction process was demonstrated in 3.06% (3
samples) and 28.4% (25 samples) of the results for visceral and cutaneous
leishmaniasis, respectively. TN- True negatives; TP- True positives according to the

gold standard adopted.
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American cutaneous leishmaniasis (ACL) caused by Leishmania (Viannia) braziliensis is a neglected dis-
ease of humans in the New World that may also cause irreversible skin and eventually mucocutaneous
lesions. This parasite can also infect dogs and represents a diagnostic challenge for veterinarians.
Methods currently available for the diagnosis of ACL have a low sensitivity and may be time-consuming,
representing a limit for treatment expedition of ACL. Quantitative real time PCR assays (qPCR) for the

’r‘;’yl‘“"”'f55t . detection of L. (V.) braziliensis in canine blood samples were developed herein, and the detection limit
Diz;::g?; argets and specificity of different molecular targets (kDNA and rDNA) evaluated. Of the protocols assessed, two

qPCR assays, one targeting the kDNA and other the SSU rDNA of L (V%) braziliensis, performed better, with
detection limits of 100 fg and 10 pg, respectively. These assays were also used to test skin samples from
humans with suspected ACL. The results indicate that the qPCR protocols developed represent an
advance for the diagnosis of ACL in dogs and humans from this region, and provide a rapid and non-
invasive diagnosis of the infection by L (V.) braziliensis. Considering the quantitative nature of the as-
says, they will also be useful for monitoring treatment efficacy and preventing relapses in human pa-
tients in Brazil, although further studies are needed to critically evaluate the specificity of the gPCRs for
their capacity to distinguish different Leishmania species and subspecies (represented by zymodemes) in
other countries. Finally, molecular assays established may represent new tools for future basic and
applied research focused on species identification, host—parasite associations, and infection dynamics in
host and vector populations.

Leishmania spp.
Real time PCR

@ 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction In Brazil, cutaneous leishmaniasis or American cutaneous

leishmaniasis (ACL) is a common disease of dogs and humans, with

Leishmaniases are a complex of diseases caused by parasitic
protozoa (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) of the genus Leish-
mania, which are transmitted to animals and humans by phlebot-
omine sand fly vectors [1]. The clinical presentation of the disease
may vary according to the causative agent and host immune
response [2]. Thus, the identification of the Leishmania species
involved in each case is central to undertaking a particular treat-
ment protocol.
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autochthonous cases in all geographical regions [3]. Indeed, the
most widespread Leishmania species causing cutaneous leishma-
niasis in dogs and humans in the New World is Leishmania (Viannia)
braziliensis [2,4], which may be transmitted by many phlebotomine
sand fly species [5]. The diagnosis of ACL is often performed by
means of clinical, epidemiological, and laboratory analysis. How-
ever, the wide range of clinical signs impairs the clinical diagnosis,
making it not always easy to perform [3]. In the same way, classical
diagnostic techniques, including direct parasitological examination,
leishmanin skin test, parasite isolation in culture media, and
detection of anti-Leishmania antibodies by serological methods
[2,6,7] may be time-consuming and subjective, often lacking in
sensitivity and cross-reactions may occur.

Molecular tools may assist in overcoming common limita-
tions presented by classical diagnostic techniques. In addition to

Please cite this article in press as: de Paiva Cavalcanti M, et al., Quantitative real time PCR assays for the detection of Leishmania (Viannia)
braziliensis in animals and humans, Molecular and Cellular Probes (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.mcp.2013.01.003
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Abstract Visceral leishmaniosis (VL) is a parasitic disease caused by Leishmania
infantem, which is primarily transmitted by phlebotomine sandflies. However, there has
been much speculation on the role of other arthropods in the transmission of VL. Thus, the
aim of this study was to assess the presence of L. infanfum in cats, dogs and their ecto-
parasites in a VL-endemic area in northeastern Brazil. DNA was extracted from blood
samples and ectoparasites, tested by conventional PCR (cPCR) and quantitative real time
PCR (qPCR) targeting the L. infantum kinetoplast DNA. A total of 280 blood samples
(from five cats and 275 dogs) and 117 ectoparasites from dogs were collected. Animals
were apparently healthy and not previously tested by serological or molecular diagnostic
methods. Overall, 213 (76.1 %) animals and 51 (43.6 %) ectoparasites were positive to L.
infantum, with mean parasite loads of 795.2, 31.9 and 9.1 fg in dogs, cats and ectopara-
sites, respectively. Concerning the positivity between dogs and their ectoparasites, 32
(15.3 %) positive dogs were parasitized by positive ectoparasites. The overall concordance
between the PCR protocols used was 59.2 %, with qPCR being more efficient than ¢cPCR;
34.1 % of all positive samples were exclusively positive by qPCR. The high number of
positive animals and ectoparasites also indicates that they could serve as sentinels or
indicators of the circulation of L. infantum in risk areas.
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American opansous ishmanioss AOL is a disease caused by dafferent specees of Liskh-
maniy perdneo, Lesmania Srazilienss being the main species found in Exil. In this stady,
two rural areas in Permamibeoo, northeastern Brazil, whers ACL is endemic, were shacisd
Canomic DA, was soiracted from canines soioparasies [ficks, Neas, and Boe) and iesied
Lsing 3 comreemiional POR and 2 quanGtative real fime PORL A fodal of 117 soioparsies were

:‘F_f_'f":_,‘l;“ collecied, Being 50 4274X) of them positive for L. brax fimsis {in at least one PCR protocol),
Dogs with a mean parasite koad of 14.74 i gl Furthermeore, 46 (0200 posive sooparasies
Lot brriesis weere collecisd from pasitive dogs and 4 (£.006] from negative ones. This study reports the
MR detection ofL Sraziliensis DA insoioparasies, bui does not prove theirvedior compeience.
Heal tire R Ceriainty, experamenial ransmisson siudies are necessary to assess their role, i any, in the
ransmision of Lisbmonio parasiles b dogs.

& 2013 Beevier BY. Al right= reserved

1. Introduction amd Brumams as well, that interact in different kinds of envi-

American outaneous leishmanicsis (&CL) constibutes an
important public Bealth proble m, whose control is difficult
toachieve. In Brazil ACL is on the rise, with awtochthomous
cazes of buman infection by Lechments broziliemss im all
Brazzilian regions (Brito et al. 201 3], The difficulties in con-
trolling ACL may be related to the complex epidemiolomy
of this dissase, which involves the participation of dil-
ferent wertor species, different wild and domestic animal
hasts (small rodents, marsupials, dogs, cats, and horses)

* Coerenpresding asifer. Tel= 455 81 ZDN 22T Ba: +55E1 ZD0N2EL
E- il addremer: mil snoaucreaicynisilitnl com b,
melepzam S oo be Mo Paoes Coreal et

E04-A0THF - wer front matier © 2013 Barvier EW.AD rights reserwed
Ettpdadotomg! 1L 10 DE jvwtpar 200 203006

ronments (eg. primary forests, human houses, and crop
plantations].

Im spite of the numensus reports of natural infection by
L brozifiemsts in dogs, their role in the life cpdie of this par-
aszite has not been clarified yet (Brand2o-Rlho et al, 20110
In recent years, there has been a growing scientific interest
abszant thee possible role of sctoparasites in the epidemiol-
oy of camine wisceral leishmamicsis {Coutinkbo et al., 3005%;
Solamo-Gallego et al, 2012], but their actual importance,
if any, im the transmission opcle of Leishmanio igfantum
remains unknown [Dantas-Torres, 2001].

Im thee pressnt study, we zssessed the presence of L
berziifensis in canine ectoparasites coll=cted in the frame-
waork of a previous study (Morais et 2l 3013) carried ot
in northezstern Braxil.

Please cite this articlke in press as: Morais, RC5.d. et al, Detection and guantification of Letdhmends brardiensis in ectopar-
asites from dogs. Vet. Parasital. (20031, hitpef idedoLorg! 1 L1016/ vetpar 200 300006
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Titulo do Projeto: “Padronizagdo de PCR multiplex e padronizagdo e
validagdo de PCR multiplex em tempo real para diagnéstico das
leishmanioses”.

Pesquisador responsavel: Milena de Paiva Cavalcanti

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 15/06/2010

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 46/10
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atualizagao do projeto.
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