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APRESENTACAO

E com grande satisfacdo que celebro, com os demais autores e
colaboradores, o lancamento da coletdnea “Estudos em ciéncias da saude”,
objetivando acompanhar as atualizagbées no conhecimento académico da area.
E essencial lembrarmos que as ciéncias da salde estudam todos os aspectos
relacionados ao processo saude-doenca. Este campo de estudo tem como objetivo
desenvolver conhecimentos, intervencdes e tecnologias para uso em saude com a
finalidade de aprimorar o tratamento e a assisténcia de pacientes.

Aobrafoiorganizada em dois volumes. O volume 1 contém 14 capitulos, frutos do
dedicado trabalho de pesquisadores que se empenham em prol do desenvolvimento
cientifico e da formacao de qualidade no ensino superior e na pés-graduacao. Os
estudos deste volume avaliam temas relacionados a assisténcia ao paciente, ao
desenvolvimento cientifico e tecnologico e aos fatores relacionados a determinadas
doencas ou condicdes de saude.

Espero que todos os académicos e profissionais da area aproveitem o
conhecimento compartilhado pelos autores neste e-book. Na certeza de que esta
obra muito contribuira para todos aqueles que se deparam com os temas abordados,
desejo-lhe uma o6tima leitura.

Edson da Silva
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CAPITULO 13

ANALISE DE CARTAO COMERCIAL PARA A DETECCAO
DE DNA DE LEISHMANIA POR PCR EM TEMPO REAL EM

Data de aceite: 20/02/2020

Data de Submisséo: 02/12/2019

Fernanda dos Santos Rolim
Universidade Luterana do Brasil

Canoas- Rio Grande do Sul
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Canoas- Rio Grande do Sul
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RESUMO: As leishmanioses representam um
grupo de doengas causadas por mais de 20
espécies de protista do género Leishmania.
Sao transmitidas por meio da picada de insetos
vetores (flebotomineos). O aspecto clinico
da leishmaniose no homem pode apresentar
diferentes formas: cutanea, mucocutanea,
cuténea difusa e visceral. A frequéncia de sinais
observados nos cdes sdo 0 emagrecimento,
surgimento de lesbes cutaneas, ulceras na
pele, entre outros. O animal pode ir a 6bito em
poucas semanas de acordo com a evolugéao
da doenca. A deteccdo de Leishmania pode

Estudos em Ciéncias da Salde

AMOSTRAS CANINAS

ser pelos métodos parasitolégico, soroldgico
ou moleculares. Cartdes comerciais para fixar
amostras, tem sido relatado para o diagnostico
de varias doengas. O cartdo com a amostra
fixada, facilita o transporte e 0 armazenamento.
O objetivo deste trabalho foi analisar a obtencao
de DNA de Leishmania a partir de plasma fixado
em cartdo comercial para amplificagao por PCR
em tempo real. Quarenta amostras de plasma
canino com diagnéstico de leishmaniose foram
fixadas no cartdo comercial protein saver 903.
O DNA extraido do cartao foi analisado por PCR
em tempo real. Das 20 as amostras positivas,
quatro delas nao forma detectados DNA, e
todas as 20 negativas, foram também negativas
no PCR em tempo real. Este estudo demonstra
pela primeira vez a possivel deteccdo de
leishmania sp. através do uso do cartdo protein
saver 903.

BUSINESS CARD ANALYSIS FOR REAL
TIME PCR LEISHMANIA DNA DETECTION IN
CANINE SAMPLES

INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grupo
de doencas causadas por mais de 20 espécies
de protista do género Leishmania, ocorrendo
Sao

em areas tropicais e subtropicais.
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transmitidas por meio da picada de insetos vetores, conhecidos como flebotomineos,
que infectam seus hospedeiros no repasto sanguineo. As leishmanioses sao
reportadas nos 5 continentes e consideradas endémicas em 98 paises (WHO, 2010).
Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em seis
paises: Brasil, Etiépia, india, Somalia, Suddo do Sul e Sud3o.

Os hospedeiros do protista podem ser o homem e diversas espécies de animais
silvestres e domésticos (DESJEUX, 2004; WHO, 2010; MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Porém, o principal reservatério relatado na literatura ainda é o cao, podendo
este ser infectado também por varias espécies de Leishmania (WHO, 2010). O
aspecto clinico da leishmaniose no homem pode apresentar diferentes formas:
cutanea, mucocutanea, cutanea difusa e visceral. A leishmaniose visceral (LV) é a
forma mais letal, por haver o comprometimento dos 6rgéos internos. E caracterizada
por manifestacdes clinicas como febre alta, perda de peso, anemia, aumento do
baco e do figado. A leishmaniose visceral canina (LVC), tem evolugéo lenta e o cao
pode desenvolver a forma aguda ou cronica. A frequéncia de sinais observados nos
caes sdo o emagrecimento, surgimento de lesdes cutaneas, ulceras na pele, entre
outros. O animal pode ir a 6bito em poucas semanas de acordo com a evolug¢édo da
doenca (ROELFSEMA et al., 2011; BRASIL, 2014).

O diagnéstico de Leishmania pode ser proporcionado por diferentes métodos
como parasitoldgico, sorolégico ou moleculares (TAYLOR, COOP &amp;amp; WALL,
2010). Sendo que os métodos moleculares sdo os que demonstram as melhores
taxas de sensibilidade e especificidade, sendo capazes de detectar o agente
etiolégico em pequena quantidade no hospedeiro (REIS et al., 2011). A reacéao
em cadeia da polimerase (PCR) € um método muito sensivel e tem sido utilizado
para diagnéstico das leishmanioses em estudos epidemiolégicos e para deteccéo
de parasitos em vetores e reservatérios (SILVA et al., 2004). A coleta de amostras
fixadas em cartbes comerciais tem sido relatada nos estudos de campo por facilitar
o transporte e 0 armazenamento das amostras por um longo periodo. Além de ser
compativel com o uso de diversas amostras bioldgicas como sangue, medula 6ssea,
aspirado de linfonodo, raspagem de pele (GONZALEZ- MARCANO et al., 2016). Isso
facilita pesquisas em areas remotas com poucos recursos, onde o processamento
de sangue e manutencao de amostras congeladas € mais dificil. A coleta em cartao
comercial pode representar uma forma alternativa de baixo custo para solucionar
estas dificuldades.

OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem por objetivo demonstrar a possivel deteccdo de
Leishmania sp. através do uso do cartdo protein saver 903.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Extracdo de DNA de Leishmania de amostras caninas fixadas diretamente no
cartdo comercial;

-Analisar por PCR em tempo real os DNAs extraidos do cartéo;

-Comparacgao da extracéo feita a partir do cartdo com uma extracao por kit
comercial através dos resultados de PCR;

METODOLOGIA

Amostras

Foram selecionadas 40 amostras sanguineas de caes provenientes de um
banco de amostras do laboratorio de biologia molecular da Universidade Luterana do
Brasil (ULBRA) sendo, 20 amostras positivas para leishmaniose e 20 negativas. As
amostras foram testadas previamente através dos métodos soroldgicos preconizados
(Dual Path Platform e ELISA-EIE®) e por PCR em tempo real. Foram fixados 50 pL de
plasma de cada amostra nos cartdes (Whatman 903 ProteinSaverCards) e secados
a temperatura ambiente por pelo menos quatro horas. Em seguida foram colocados
em embalagem do tipo zip lock com dois dessecantes por cartdao e congelados a
-20°C. Para cada amostra fixada no cartdo foram retirados dois discos de 3 mm
de diametro com o auxilio do cortador Harris Uni-Core TM e transferidos para um
microtubo eppendorf de 1,5 mL para a extracdo. Para cada extracdo foram retirados

dois circulos sem amostras fixadas para o controle negativo.

Extracao de DNA

O DNA foi extraido utilizando o mini-kit comercial QlAamp DNA (Qiagen) de
acordo com as instrugcdes do fabricante. As amostras de DNA extraidas foram
mantidas a -20 ° C até analise posterior.

PCR em tempo real

Para o PCR em tempo real foi realizada como descrito por Rolim et al., (2016)
para identificar o género Leishmania. O alvo para amplificacdo era uma sequéncia
de 120 pb da regiéo conservada do minicirculo cinetoplasto.

RESULTADOS ALCANCADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras positivas analisadas através do PCR em tempo real foi
possivel confirmar a presenca de DNA de Leishmania em 16 amostras, sendo que
em apenas amostras ndo foi possivel a deteccdo. Dentre as amostras negativas,
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nenhuma apresentou resultado positivo.

As amostras de sangue tém sido utilizadas para a analise do material genético,
pois fornecem grandes quantidades de células que contém ndo s6 DNA, mas também
uma variedade de agentes (HANSEN et al.,, 2007). Porém o volume de amostra
contido no disco perfurado pode representar menos de 1% da amostra de sangue
total capturada no cartdo. COX et al. (2010) afirma que o DNA fica onde é colocado
no cartdo e ndao se espalha uniformemente pela matriz. Além disso, os animais
podem estar com baixa carga parasitaria. Sendo assim a probabilidade de perfurar
discos com DNA, em uma amostra com baixa parasitemia, pode diminuir. No nosso
trabalho, é possivel que, estes fatos justificam as 4 amostras em que néo foi possivel
a deteccao de DNA de Leishmania. Todavia, a detec¢cao de DNA de Leishmania
por meio de cartdes comerciais tém demonstrado bons resultados para o diagnéstico
em humanos. Estudos com amostras de sangue (OSMAN et al., 1997; CAMPINO
et al., 2000; SILVA et al., 2004) e de medula 6ssea (ALAM et al., 2009) fixadas no
cartao foram relatadas maior sensibilidade no diagnoéstico de LV quando comparadas
com métodos de cultura e exame direto. Semelhantes resultados também foram
encontrados no diagnéstico da LC foram relatados por FATA et al. (2009) ao utilizar
amostras de pele fixadas em cartdo, porém era o cartdao FTA.

CONCLUSOES

Este estudo demonstra a possivel deteccdo de DNA de Leishmania sp. de
amostras de plasma fixadas em cartéo protein saver 903.
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