£

Organizacdo u&”@ Organizacdo
;) Pan-Americana  X{X%9” Mundial da Satide
da Saide -~

sscuidno recovrears AMEAricas

Oficina internacional de padronizacdo de ensaio de PCR em tempo real para
guantificacdo da carga parasitaria no manejo da leishmaniose cutanea nas
Américas

Zaida E Yadon', Otacilio C Moreira?, Luiza de O. R. Pereira® e Elisa Cupolillo®

1. Pesquisa em Doengas Transmissiveis. Departamento de Doengas Transmissiveis e Andlise
de Saude - Organiza¢do Pan-Americana da Saude

».  Laboratdrio de Biologia Molecular e Doengas Endémicas, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

3. Laboratdrio de Pesquisas em Leishmanioses, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil

A leishmaniose é considerada a doenca tropical mais negligenciada pelo critério de Anos de Vida
Perdidos Ajustados por Incapacidade (DALYs, do inglés disability-adjusted life years). Globalmente cerca
de 12 milhGes de pessoas estdo infectadas e 350 milhdes vivem em dreas de risco. A doenca apresenta
diferentes manifestacdes clinicas, como infeccGes assintomaticas ou suas duas formas mais comuns: a
leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose cutdnea (LC).! A manifestacdo clinica da LC varia de
pequenas lesdes localizadas a grandes Ulceras disseminadas por todo o corpo. Esta manifestacdo clinica
estd associada a varias espécies de Leishmania no Novo Mundo (Hemisfério Ocidental), principalmente
L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e L .peruviana, dependendo da

regido geografica.

O diagnéstico da LC é realizado por meio da combinagdo de critérios clinicos, epidemioldgicos e
de testes parasitoldgicos. O diagndstico parasitoldgico permanece o padrdo-ouro e inclui o exame
microscopico de escovado ou aspirados, o exame histopatoldgico de bidpsias das lesdes e a cultura de

aspirados ou material obtidos das lesGes.’

A abordagem molecular para o diagndstico da LC e para a identificacdo do parasita tem sido
usada ha décadas pois apresenta um grande potencial para ser aplicada diretamente na amostra clinica,

evitando o processo demorado de isolamento e cultivo do parasita.

Desde o inicio do uso da PCR para o diagndstico da leishmaniose, varias metodologias vém
sendo testadas sem um consenso quanto aos protocolos e alvos moleculares. Isso dificulta a
comparacdo de dados, uma vez que cada grupo de pesquisa utiliza o seu préprio protocolo interno, até

mesmo para a prepara¢do de amostra. Assim, a padronizacdo e validacdo de um protocolo Unico no
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diagndéstico molecular e na estimativa da carga parasitaria representam uma necessidade para a
conducdo de estudos relacionados ao desenvolvimento de novos medicamentos, a vigilancia

epidemioldgica e ao diagndstico clinico de rotina.

Nesse contexto, o Programa de Pesquisas em Doencgas Transmissiveis da Organizacdo Pan-
Americana da Saude vem desenvolvendo um projeto que visa a padronizagao e valida¢do da PCR para o
diagndéstico e manejo da LC, aplicdvel em diferentes laboratdérios e varios paises. Desta forma, foi
realizada uma oficina de validacdo e harmonizacdo de métodos de PCR, que reuniu especialistas
trabalhando com PCR para LC em laboratdrios de dreas endémicas. Esta oficina internacional foi
financiada pela Ruta N, OPAS e DNDi América Latina e realizada em dezembro de 2016 com a
participacdo de 10 laboratdrios especializados em PCR para LC, de 7 paises da América Latina
(Argentina, Brasil (2), Colombia (3), Costa Rica, México, Panama e Peru). O objetivo principal desse
encontro foi comparar o desempenho de ensaios moleculares na identificacdo e quantificacdo de
diferentes espécies de Leishmania, a fim de estabelecer um protocolo padronizado de PCR em tempo
real multiplex mediante a quantificacdo absoluta da carga parasitaria e normalizacdo pela quantidade de

DNA humano, a partir de amostras obtidas de lesGes cutaneas.

Durante a oficina foi padronizado um protocolo baseado em coluna de silica para extragdo de
DNA a partir de amostras de lesdes cutaneas, contendo um controle de qualidade externo. Além disso,

comparou-se o desempenho de trés alvos moleculares para Leishmania: SSUrDNA, kDNA e HSP70.

Os resultados preliminares com cepas das espécies mais prevalentes de Leishmania indicaram
uma extens3o dinamica de 10° a 5 Par. Eg./mL para os alvos SSUrDNA e kDNA, e de 10° a 50 Par. Eqg./mL
para HSP70. Para o alvo humano RNAse P, foi obtida uma linearidade de 10 a 10 ng/mL de DNA
humano, na PCR multiplex com alvos de Leishmania, indicando a viabilidade de quantificar o parasita e
normalizar os dados pela quantidade de DNA humano, a partir de amostras clinicas. Nas amostras de
pacientes que apresentaram parasitismo alto, moderado e baixo, todos os alvos puderam ser
amplificados e a carga parasitaria pode ser estimada seguindo esta metodologia. Por outro lado,
durante a avaliagdo da especificidade analitica com amostras de referéncia de outros
tripanosomatideos, como Trypanosoma cruzi, T. rangeli, Chritidia fasciculata e Herpetomonas
muscarum, o alvo HSP70 apresentou maior especificidade para a identificagdo de espécies de

Leishmania.
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O proximo passo serd a padronizacdo e validacdo clinica da  metodologia definida
consensualmente durante esta oficina. Para isso, serd utilizado o DNA extraido de amostras de Ulceras

obtidas de pacientes com LC atendidos em unidades de saude dos paises participantes desta iniciativa.

A oficina de trabalho foi sediada na Unidade de Biologia Molecular e Computacional - Programa
de Estudo e Controle de Enfermidades Tropicais — PECET, Sede de Investigacdo Universitaria — SIU —

Universidade de Antioquia, Medellin, Coldmbia.

Todas as atividades cientificas e técnicas foram coordenadas pelo Laboratdrio de Pesquisas em
Leishmanioses e pelo Laboratdrio de Biologia Molecular e Doencas Endémicas da Fundacdo Oswaldo

Cruz, Brasil.
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