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DIFERENCIACAO MOLECULAR DE SUBGENERO, COMPLEXO E
ESPECIES DE Leishmania

RESUMO - As diferentes espécies de Leishmania causam amplo espectro de
manifestagbes clinicas sendo genericamente classificadas em leishmaniose
cutanéa (LC), mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV), acometendo
tanto criancas como adultos, e varias espécies de mamiferos. Para a
identificagdo da espécie faz-se necessério o isolamento do protozoario a partir
de amostras biolégicas e o diagnostico em laboratorios de referéncia.
Atualmente, o “padrdo ouro” para identificagdo de cepas de Leishmania spp.
em estudos epidemioldgicos é o multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), a
gual é uma técnica laboriosa e de aplicacéo restrita a amostras em cultivo. As
técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido
bastante utilizadas para caracterizar e diferenciar as espécies de Leishmania.
Tal diferenciagcdo pode ser importante para a determinacdo do tratamento
correto aos pacientes, diminuindo a letalidade, e para estudos epidemiologicos
com o mapeamento do padrdo de distribuicdo das leishmanioses, auxiliando
assim na priorizacdo das medidas de controle desta zoonose. A presente
pesquisa teve como objetivo avaliar in silico os oligonucleotideos iniciadores ja
utilizados no diagnostico molecular e validar, por PCR em Tempo Real, sua

especificidade em cepas de referéncia cultivadas in vitro.

Palavras-Chave: Diagndéstico diferencial, leishmaniose, Reacdo em cadeia da

polimerase em Tempo Real



MOLECULAR DIFFERENTIATION OF Leishmania SUBGENUS, COMPLEX
AND SPECIES

SUMMARY - Different species of Leishmania cause a wide spectrum of clinical
manifestations which are generically classified as cutaneous leishmaniasis
(CL), mucocutaneous (MCL) and visceral leishmaniasis (VL), affecting children
and adults, as well as several species of mammals. Species identification
requires isolating the protozoan from biological samples and the use of
diagnostic techniques done in reference laboratories. Currently, the "gold
standard" for identifying strains of Leishmania spp. in epidemiological studies is
the multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), which is a laborious technique
and restricted used in cultured samples. Techniques based on the Polymerase
Chain Reaction (PCR) are being more frequently used in order to characterize
and differentiate Leishmania species. Such differentiation is important to
indicate the adequate treatment for the patients minimizing lethality and for
epidemiological purposes as mapping its distribution pattern, in order to help
prioritizing the control measures for this zoonosis. The present research aimed
to evaluate the currently used primers for molecular diagnosis and validate
them by Real Time PCR for their specificity in reference strains cultivated in

vitro.

Keywords: Differential diagnosis, leishmaniasis, Real-time polymerase chain

reaction
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae) e transmitidas por insetos
flebotomineos, sendo a espécie Lutzomyia longipalpis o principal vetor da
leishmaniose visceral (LV) no Brasil (BRASIL, 2014). Diversas espécies de
mamiferos, incluindo o homem e o céo, sédo afetadas por esta doenca (BRASIL,
2017).

Mais de 98 paises e territorios, principalmente nas regides tropicais, sao
endémicos para as leishmanioses devido a fatores ambientais que favorecem a
presenca dos vetores, sendo que mais de 90% dos novos casos registrados
em 2014 ocorreram em seis paises: Etiopia, india, Somalia, Suddo, Suddo do
Sul e Brasil (WHO, 2016; 2018) (Figura 1).

—

, — Leishmsniose visceral (LV) e leishmaniose cutdnes (LC)
- - 4
- s D D Paises semcasos elevados para LVe LC
e

D Paises comcasos elevadosem LV

2500 0 2500 5000 7500 10000 km
N T ] .+, PaisescomcssoselevadosemLC

FIGURA 1 - Distribuicdo mundial das leishmanioses visceral e cutanea. Fonte:
Adaptado de WHO (2016).
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Populacbes carentes em condicdo de desnutricdo, com sistema
imunoldgico enfraquecido, com restricdo de recursos e habitacdo precéaria sdo
as que apresentam maior risco de contrairem a doenca e, como consequéncia,
a cada ano aproximadamente 1,3 milhdes de casos em humanos sao
registrados no mundo, resultando entre 20 e 30 mil mortes por ano (WHO,
2018).

Existem mais de 20 espécies de Leishmania que sdo conhecidas por
causar um amplo espectro de manifestacdes clinicas as quais sao classificadas
em: Leishmaniose Cutanea (LC), caracterizada pelo aparecimento de lesdes
nas partes mais expostas do corpo como a face, bracos e pernas;
Leishmaniose Mucocutanea (LMC), caracterizada por lesdes que levam a
destruicéo total ou parcial das membranas mucosas do nariz, boca e cavidade
da garganta; Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como kalazar,
potencialmente fatal e caracterizada pela perda de peso, febre irregular,
aumento do baco e do figado, anemia; e a Leishmaniose dermal Post-Kalazar”,
caracterizada como uma complicacédo da LV onde ha espectro clinico variavel,
mas que se difere das LC por ndo apresentarem as lesbes em forma
“vulcanica” e nem sempre apresentam distribuicao peri-oral (WHO, 2018).

No Brasil estdo presentes trés formas clinicas (LC, LMC e LV) da
doenca, (BRASIL, 2018; WHO, 2018) e, considerando-se 0 continente
americano, 96% dos casos de LV estdo concentrados no Brasil, com ampla
distribuicdo geografica, destacando-se as regides Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste (OPAS/OMS, 2018) (Figura 2).
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FIGURA 2 - Distribuicdo da leishmaniose visceral nas Américas. Fonte:
OPAS/OMS (2018).

Inicialmente, a LV apresentava carater eminentemente rural,
expandindo-se para as areas urbanas a partir da década de 80 devido a
alteracbes ambientais, aumento da interagdo entre animais silvestres e
domésticos decorrente dos desmatamentos, adaptacdo do vetor ao meio
urbano e ao éxodo rural, tornando-se um grave problema de saude publica no
Brasil (ALVAR et al., 2004; BARCANTE, 2015; SOLANO-GALEGO et al.,
2009).

O estado de Séo Paulo teve uma rapida disseminagédo de casos da LV
humana e canina nas Ultimas duas décadas, e passou a se distribuir nos
centros urbanos, se estendendo do noroeste para o sudeste, em direcdo a
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regido de Bauru, acompanhando o avanc¢o da rodovia Marechal Rondon e o
gasoduto Bolivia-Brasil (CARDIM et al., 2013; SEVA et al., 2017).

Agente etioldgico

As leishméanias sdo protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, sendo dividida em 3 subgéneros:
Leishmania, Viannia e Sauroleishmania (REAL et al., 2013; TSOKANA et al.,
2014) (Figura 3).

Family

Trypalnosomatidae

N g s s ey R s e
s e

|
g Leishmania Viannia Sauroleishmania
2 =l

gg L.do:l')ovani L.!mlpim L.nlmjor L.aoJabpb L.mo!a'cana L. braziliensis L. guyanensis

FIGURA 3 - Classificacdo em familia, género, subgénero, complexos e
espécies da Leishmania. Fonte: Adaptado de REAL et al. (2013).

O subgénero Leishmania tem espécies presentes no Velho e no Novo
Mundo, tendo como principais espécies a L. major causando a LC e a L.
donovani causando LV, no Velho Mundo, a L. amazonensis causando LC e a L.
infantum causando LV no Novo Mundo. Ja o subgénero Viannia esta distribuido
exclusivamente na regido tropical das Américas, causando infec¢gbes cutaneas
e mucocutaneas, tendo como principal espécie a L. braziliensis (BATES, 2007;
BRASIL, 2017). O subgénero Sauroleishmania compreende as espécies néo
patogénicas para os humanos sendo encontradas principalmente em répteis
(RAYMOND et al., 2012).
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O comportamento das formas promastigotas no tubo digestério do vetor
tém sido usado como parametro de classificagdo taxondémica do género
Leishmania, sendo classificadas em Viannia as que apresentam
desenvolvimento na regido do piloro e secao peripilaria e Leishmania para as
espécies que se desenvolvem na regido suprapilaria do vetor (LAISON; SHAW,
1987).

Tal classificacdo tem sido confirmada por meio de andlises filogenéticas
baseadas em diferentes métodos moleculares, entre eles a técnica de
Eletroforese de enzima multiloco (Multilocus Enzyme Electrophoresis — MLEE)
(TSOKANA et al., 2014).

Vetor

Os protozoarios causadores das leishmanioses tém um ciclo de vida
digenético complexo, exigindo um hospedeiro vertebrado suscetivel e um
inseto vetor (SAVOIA, 2015). Os vetores transmissores pertencem a ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae (AKHOUNDI et al., 2016) sendo divididos em género
Phlebotomus, no Velho Mundo, e em Lutzomyia no Novo Mundo (PACE, 2014).

Os flebotomineos necessitam de suprimentos de carboidratos os quais
serdo adquiridos principalmente da seiva das plantas (ALEXANDER; USMAS,
1994). Exclusivamente as fémeas se alimentam de sangue de vertebrados para
a maturacdo dos ovos (DIAS; LOROSA; REBELO, 2003),

No continente Americano, a transmissdo das leishmanioses ocorre por
espécies de flebotomineos do género Lutzomyia. No Brasil, a transmisséo das
leishmanioses tegumentares ocorre pelas espécies Lutzomyia flaviscutellata,
Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu. wellcomei, entre outras. Para a LV, a
transmissao ocorre principalmente pela espécie Lu. longipalpis (Figura 4),
sendo a mais importante para transmissdo da LV no Brasil principalmente se

for considerada a sua capacidade de adaptacdo em diversos habitats (BRASIL,
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2014; WHO, 2018). Em é&reas onde a presenca de Lu. longipalpis ndo séo

7z

registradas, outros vetores foram reportados, como é o caso do Lu. cruzi
(SANTOS et al., 1998) no Mato Grosso do Sul.

FIGURA 4 - Foto ampliada de fémea de flebotomineo adulto. Fonte: BRASIL
(2014).

Os L. longipalpis medem de 1 a 3 mm de comprimento, possuem 0
corpo revestido por pelos de coloracao clara e sao facilmente reconheciveis por
apresentarem voos em pequenos saltos e pousares com as asas entreabertas.
Na fase adulta, estes insetos se adaptam facilmente em diversos ambientes
porém, na fase larvaria, necessitam de ambientes terrestres umidos, ricos em
matéria organica e de baixa incidéncia de luz (BRASIL, 2014). Estes
flebotomineos possuem atividade crepuscular e noturna e sao facilmente
encontrados préximos a uma fonte de alimento (BRASIL, 2014), tendo como
preferéncia alimentar os passaros, caes, humanos, cavalos, felinos, roedores
entre outros (AFONSO et al., 2012).

Transmisséao
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A transmissdo do protozoario ocorre quando fémeas de flebotomineo
infectadas inoculam, durante o repasto sanguineo, as formas promastigotas
dos protozoéarios na pele do hospedeiro. As formas promastigotas sao entéao
fagocitadas por macréfagos, dentro dos quais, se diferenciam na forma
amastigota e se reproduzem, resultando na ruptura da célula, e infeccdo de
novos macrofagos. O ciclo biolégico do protozoario continua quando o
hospedeiro infectado é picado pelo flebotomineo, que ingere as formas
amastigotas. No trato digestério do vetor, 0s protozodrios passam por um
complexo processo, que dura de 3 a 5 dias, até se transformarem em
promastigotas metaciclicas, forma infectante para mamiferos (HANDMAN;
BULLEN, 2002; KATO et al., 2010; KILLICK-KENDRICK, 1990) (Figura 5).

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos

a Flebctomineo ingere sangue de
um individuo saudavel

(injetando com sua saliva No organismo os
o protazoarios na forma de promastigota) promastigotas sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

macrcfagos
migram para a faringe
do inseto

9 N
=N
\ Promastigotas se
' transformam em

amastigotas dentro de

macrofagos A

NG

Amastigotas se transformam em
promastigotas

. ®5. —
¢ 0 b T Amastigotas se
® L tr \ multiplicam dentro da
©o \ S, células por divisdo
"% '_Q,L_'_ \ — bindria (incluindo
Ingestdo de células Iq’;@) | ma.créfagos) em varios
parasitadas ! : tecidos A

Flebotomineo ingere

sangue com macréfagos
A: Estagio infeccicso mfe:ta'dos com

amastigotas

A: Fase de diagndstico

Htp:/Maww dpd cdc.govidpdx

FIGURA 5 — Ciclo de transmissdo da Leishmania spp.Fonte: Adaptado de
“Center for Disease Control”, EUA. (Disponivel em: http://www.cdc.gov/dpdx/).
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Esta transmissao é classificada em zoondtica, quando os animais sdo 0s
reservatérios principais e, antroponética, quando o humano assume esse papel
(DESJEUX, 2004).

Reservatorios

Os reservatérios sdo capazes de manter a transmissdo e permitir a
persisténcia da doenca (FUKAMI; NISHIURA, 2015). Véarias espécies tém
potencial a serem reservatérios de Leishmania spp., sendo tanto animais
silvestres, como domésticos. Roedores, primatas, lobos, morcegos, caes e
gatos sédo exemplos de potenciais reservatorios (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU,
2017; ROQUE; JANSEN, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Os caes domeésticos sdo considerados o0s principais reservatorios para a
LV no perimetro urbano, tendo importante papel epidemiologico na
manutencédo do ciclo do parasita no ambiente urbano (ALVAR et al., 2012).

Apesar de serem necessarios mais estudos para a compreensao de seu
papel no ciclo da LTA, os principais reservatorios sdo 0s ratos e 0s caes
(BRITO et al., 2012; KENT et al., 2013)

Medidas de prevencdao, controle e diagndéstico das leishmanioses

O Ministério da Saude do Brasil elaborou o Manual de Vigilancia,
Prevencéo e Controle de Zoonoses que compreende estratégias de vigilancia
de zoonoses, dentre elas as LV e LC (BRASIL, 2016).

As medidas de prevencdo da LV estdo divididas em trés grandes
topicos: 1) medidas dirigidas a populacdo humana que preconizam a protecéo
individual como o uso de repelentes, mosquiteiro e telagem de portas e janelas;
2) medidas dirigidas ao vetor como 0 manejo e saneamento ambiental através
da limpeza urbana e eliminacdo e destinacdo adequadas de residuos

organicos, visando reduzir o niumero de ambientes propicios ao vetor; 3)
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medidas dirigidas aos cdes como o uso de telas em canis e de coleiras
impregnadas com inseticidas, como medida de prevencado individual. Além
disso, a educacdo em saude, e a capacitacdo das equipes de profissionais de
areas afins para diagnostico precoce e tratamento adequado sdo primordiais
para o controle desta zoonose (BRASIL, 2016).

As medidas de controle da LV também podem ser divididas em tépicos:
as dirigidas ao controle do vetor, com o uso de inseticidas que devem ser
aplicados dependendo das caracteristicas epidemiolégicas e entomolégicas de
cada localidade; as dirigidas ao controle do reservatério canino que
compreendem a identificacdo e eutanasia dos caes com sorologia ou exame
parasitologico positivos e as dirigidas ao paciente humano que compreendem o
diagnostico e tratamento precoces (BRASIL, 2016).

Para a LC, também chamada de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), as medidas de prevencdo sao as mesmas preconizadas para a LV. Ja
as medidas de controle compreendem a vigilancia e a pesquisa entomoldgica
nos focos, a vigilancia dos reservatorios silvestres e dos animais domésticos,
além do diagndstico e tratamento dos pacientes humanos (BRASIL, 2016).

De maneira geral, o diagnodstico das leishmanioses € feito por meio da
observacdo das manifestacbes clinicas e por meio de testes parasitologicos
(WHO, 2018).

Para a LV os testes imunologicos séo feitos por meio da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), por testes imunocromatograficos ou por
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os testes parasitologicos sdo confirmatorios,
com a observacao de formas amastigotas do parasito em amostras bioldgicas
dos pacientes (BRASIL, 2017).

A identificacdo do reservatério canino da LV é atualmente realizada por
duas técnicas: o teste imunocromatografico rapido “dual path platform” (TR-
DPP) para a triagem, e o teste ELISA, para confirmacdo dos caes positivos
(BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).

Para a LTA, o diagnostico laboratorial é constituido pelos exames

parasitolégico (esfregaco da lesdo ou imprint de fragmentos de tecido do
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paciente), imunolégico (sorologia por imunofluorescéncia indireta, ou
intradermorreacdo de Montenegro, ou ensaio imunoenzimatico-ELISA), e
molecular, geralmente por meio da reagdo em cadeia pela polimerase
(BRASIL, 2017).

Nos casos dos animais domésticos diagnosticados com a LTA em areas
de ocorréncia concomitante com LV, é necessaria a identificacdo da espécie do
parasito. Apesar de o tratamento ndo ser uma medida aceita para o controle da
LTA, ndo é recomendada a eutanasia dos animais como forma de controle, a
menos que 0s animais evoluam para lesdes que causem sofrimento (BRASIL,
2017).

Diferenciacdo molecular das espécies de Leishmania

Uma das limitacdes dos testes soroldgicos e parasitolégicos € que nao
permitem a diferenciacdo das espécies de Leishmania envolvidas nas
infeccbes. Em areas que apresentam diferentes formas clinicas da doenca,
como ocorre no Brasil, é interessante a possibilidade de se realizar a
diferenciacdo das espécies envolvidas, ndo s6 do ponto de vista
epidemiologico, como para a determinagcdo do prognoéstico da doenca e para
indicacdo terapéutica, uma vez que os medicamentos utilizados apresentam
certo grau de toxicidade, e a dose e o tempo de tratamento dependem da
forma clinica da doenca (AKHOUNDI et al., 2016; MEDLEY et al., 2015;
PELISSARI et al., 2011; SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008).

Atualmente, o “padrao ouro” para identificagdo de cepas de Leishmania
spp. em estudos epidemiologicos é a Eletroforese de Enzima Multilocus
(MLEE), baseado na motilidade de isoenzimas (DE MORAIS et al., 2016; DE
SANTIS et al., 2011; SCHONIAN; KUHLS; MAURICIO, 2011). Contudo, este
método se baseia em enzimas altamente conservadas e dependentes de um
padrdo de mobilidade eletroforético e, alteracdes na composicdo dos

aminoacidos, podem causar uma interpretacdo equivocada dos resultados.
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Além disso, a MLEE é uma técnica laboriosa e demorada, economicamente
pouco viavel em larga escala e de aplicacdo restrita @ amostras de culturas por
necessitar de um numero abundante de parasitas (DE MORAIS et al., 2016;
KUHLS et al., 2007; OCHSENREITHER et al., 2006).

O uso de técnicas moleculares cresce relevantemente por conta da alta
sensibilidade, especificidade e a possibilidade de aplicagdo em varias amostras
clinicas (GALLUZZI et al., 2018).

As técnicas baseadas na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vém
sendo descritas para caracterizar e diferenciar as espécies de Leishmania,
entre elas a PCR seguida de sequenciamento (SCHULZ et al., 2003), a PCR
acoplada ao Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-
RFLP) (AKHOUNDI et al., 2013; DE ANDRADE et al., 2006; VOLPINI et al.,
2004)e a Multiplex PCR (JORQUERA et al., 2005), sendo, contudo, técnicas
bastante laboriosas.

A PCR em tempo real (qPCR) vem se tornando cada vez mais popular
por ser uma técnica mais rapida e por ndo necessitar de analises posteriores,
apresentando menor risco de contaminacgao cruzada (GALLUZZI et al., 2018).

Paralelamente aos avancos das técnicas moleculares, tecnologias de
sequenciamento em larga escala foram sendo desenvolvidas e aprimoradas
em conjunto com ferramentas de bioinformatica, possibilitando o estudo de
genomas completos de diversos organismos, dentre os quais os de Leishmania
spp.(CANTACESSI et al., 2015; IVENS et al., 2005).

O primeiro genoma de Leishmania a ser publicado foi o da L. major
(IVENS et al., 2005), seguido dos genomas de L. infantum e L. braziliensis,
feitos concomitantemente (PEACOCK et al., 2007). Posteriormente Downing et
al. (2011) e Rogers et al. (2011) publicaram os genomas de L. donovani e L.
mexicana, respectivamente. O primeiro genoma de uma espécie hao
patogénica, L. tarentolae, foi publicado por Raymond et al. (2012), seguido do
genoma da L. amazonensis, 0 primeiro genoma montado no Brasil (REAL et
al., 2013). Estes genomas estdo em constante atualizacdo (ALONSO et al.,
2016; GONZALEZ-DE LA FUENTE et al., 2017; ROGERS et al., 2011) e, os
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dados de sequenciamento, montagem e anotacao destes genomas e de outras
espécies (L. aethiopica, L. arabica, L. enrietti, L. gerbilli, L. panamensis, L.
tropica e L. turanica) estdo disponibilizados em bancos de dados publicos,

compondo importante fonte de recursos para diversos estudos.

Objetivo geral

Avaliar os oligonucleotideos iniciadores disponiveis na literatura para
diferenciacdo das espécies de Leishmania com o intuito de futuramente
desenvolver uma plataforma de diagndstico espécie-especifico das

leishmanias.

Objetivos especificos

e Avaliar, por PCR eletrénico, os oligonucleotideos iniciadores disponiveis
na literatura utilizando-se os dados genémicos de bancos publicos;

e Avaliar, por PCR em tempo-real, os oligonucleotideos iniciadores
disponiveis na literatura utilizando-se cepas de referéncia cultivadas in

vitro.
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CAPITULO 2 — Avaliac&o de oligonucleotideos especificos para o

diagnostico molecular das leishmanioses*

RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por mais de 20 espécies de
Leishmania e se apresentam sob diferentes formas clinicas. A deteccdo e
identificacdo das espécies é importante do ponto de vista epidemiolégico e
terapéutico, porém, a técnica “padréo ouro” para realizar essa diferenciagéo, a
Eletroforese de Enzimas Multilocus (MLEE), é laboriosa e economicamente
pouco viavel, motivos pelos quais vem sendo substituida por técnicas
moleculares. Objetivou-se avaliar in silico, por meio de técnicas de
bioinformatica e in vitro, por meio de técnica molecular (gPCR),
oligonucleotideos iniciadores (primers) Leishmania espécie-especificos ja
descritos na literatura. Apos analise por PCR eletronica (e-PCR) e filtragem,
dos 116 pares de primers selecionados, nove (09) se mostraram condizentes
com o descrito na literatura. A avaliacdo in vitro por gPCR resultou em cinco
(05) pares especificos seja a nivel da espécie, complexo ou subgénero de
Leishmania. A abordagem utilizada propicia rapidez e economia de recursos

para validacédo de diagndstico molecular especifico para Leishmania.

Palavras-Chave

Leishmania; Diagndstico diferencial; Diferenciacdo molecular; e-PCR; qPCR

*Segundo normas da Revista Acta Tropica
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae) que acometem diversas
espécies de mamiferos, incluindo o homem e o cé&o, representando um
importante problema de saude global (Akhoundi et al., 2017; Galluzzi et al.,
2018).

Mais de 20 espécies sao conhecidas por causarem um amplo espectro
de manifestacbes clinicas, sendo que diversas regides apresentam a
ocorréncia de duas ou mais formas clinicas da doenca (WHO, 2018).

A deteccdo e a identificacdo das espécies de Leishmania possibilitam a
determinacao do prognostico, de solucdes terapéuticas e da epidemiologia das
leishmanioses (Schriefer et al., 2008; Medley et al., 2015), sendo a técnica de
Eletroforese de Enzima Multilocus (MLEE) o “padréo-ouro” (Schénian et al.,
2011). Entretanto, este método é laborioso e de aplicacéo restrita a amostras
de cultivo, além de poder haver interpretacéo errénea dos resultados em casos
de alteracdes na composicdo dos aminoacidos alvos (Ochsenreither et al.,
2006; Kuhls et al., 2007; De Morais et al., 2016).

Em contrapartida, técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) tém possibilitado seu uso em diferentes
amostras biolégicas, resultando em sensibilidade e especificidade elevadas,
além de rapidez de execucédo (Galluzzi et al., 2018).

Diversos autores ja utilizaram a técnica de gPCR, associadas ou ndo a

outras analises moleculares para diferenciar espécies de Leishmania, como a
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PCR seguida de sequenciamento, PCR acoplada ao Polimorfismo de
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP) e a PCR Multiplex
(Schulz et al., 2003; Akhoundi et al., 2013; Conter et al., 2018). O sucesso e
especificidade desta técnica dependem do conhecimento prévio das
sequéncias alvo (Tsokana et al., 2014), consequentemente, da disponibilidade
de informag6es gendmicas e de ferramentas de bioinformatica que permitam a
analise destes dados (lvens et al., 2005; Cantacessi et al., 2015). Em adicao, a
analise in silico, previamente as técnicas moleculares, propicia economia de
tempo para a geracao de resultados, sem custo adicional (Schuler, 1997).

O objetivo desse trabalho foi aliar, por meio de técnicas de
bioinformatica, as informacdes gendmicas disponiveis em bancos de dados
publicos com técnicas moleculares para avaliar a especificidade de

oligonucleotideos iniciadores (primers) ja descritos na literatura.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Selecdo de primers especificos para Leishmania e

avaliacao in silico
Utilizando-se as informacfes de artigos cientificos ja publicados foram
selecionados primers subgénero-especificos, complexo-especificos e espécie-

especificos (Tabela Suplementar 1).

A avaliacao in silico dos primers foi realizada por meio da PCR eletrdnica
(Electronic PCR - e-PCR) (Schuler, 1997) permitindo-se o alinhamento destes

com a sequéncia alvo. Para esta analise foram utilizadas todas as sequéncias
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gendmicas de Leishmania spp., disponiveis no banco de dados do Centro
Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia (NCBI), do TriTrypDB, e de L.
amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. mexicana (MHOM/BZ/1982/BEL21), L.
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) e L.
shawi (MHOM/BR/1984/M8408), as quais pertencem a um banco de dados do
LBBMA, FMVA-UNESP que poderé ser disponibilizado mediante solicitagdo.

Apb6s a e-PCR, a filtragem dos primers resultantes foi realizada
utilizando-se o programa estatistico R (R Core Team, 2013), considerando-se
os parametros: i) alinhamento condizente com a especificidade relatada na
literatura; ii) tamanho do fragmento de DNA amplificado entre 80 e 250 pares
de bases (pb); iii) auséncia de gaps ou mismatches em alinhamento contra a
espécie ao qual é referente; iv) mais de 5 gaps e mismatches em alinhamento
contra demais espécies.

2.2 Avaliacédo dos primers por PCR em tempo-real (QPCR)

O conjunto de pares de primers filtrados foi submetido a avaliacdo por
gPCR, utilizando-se nove (09) cepas de Leishmania: L. amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. infantum
(MHOM/BR/1972/LD46), L. guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. major (LV
39 MRHO/SvV/59/P), L. mexicana (MHOM/BZ/1982/BEL21), L. shawi
(MHOM/BR/1984/M8408), L. panamensis (C18-176) e L. chagasi (cepa isolada
no municipio de Aracatuba-SP e mantida no Laboratorio de Imunologia da

FMVA/UNESP).
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A extracao de DNA das cepas foi realizada com o kit DNeasy Blood &
Tissue (Qiagen®), seguindo-se as instrucdes do fabricante obtendo um volume
final de 50ul. As reacdes da gPCR foram realizadas em triplicata, em
termociclador Real Time IQ™5 (Bio-Rad®), em volume final de 20uL contendo
entre 30-50ng de DNA total (avaliados por Nanodrop® - ND-1000
Spectrophotometer), 10uM de cada primer e 10 uyL de Power SYBR™ Green
PCR Master Mix (Applied BioSystems®). Apés a etapa de ativacdo da enzima
AmpliTag Gold® (95°C por 10 minutos), a amplificacdo ocorreu em um total de
40 ciclos a 95°C por 15 segundos para a etapa de denaturacédo da dupla fita de
DNA e a 60°C por 60 segundos para o anelamento dos primers e extenséo do
fragmento alvo.

A andlise de curva de dissociacdo foi realizada submetendo-se as
amostras a temperaturas de 55 a 95°C, com um aumento gradual de 0,5°C/s.
Como controle positivo das reacfes foram utilizadas amostras de DNA das
cepas ja mencionadas e os primers género-especificos 13A/13B (Rodgers et
al., 1990). Como controle negativo foram realizadas reacfes sem DNA.

Com o objetivo de definir parametro de positividade, cada par de primer
testado, os valores de Cts das amplificacbes das diferentes espécies de
Leishmania foram comparados com os Cts dos controles positivos. Como 0s
resultados da gPCR (Ct dos controles positivos e amostras) compdem dados
nao paramétricos, o teste de Wilcoxon foi aplicado e as reacdes com valores de

P menores que 0,0056 (correcdo de Bonferroni dos valores 0,05 para 9 testes),
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foram definidas como negativas (Figura Suplementar 1). Resultados

considerados discrepantes a comparacao das triplicatas foram excluidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho utilizou, pela primeira vez, uma abordagem que combina a
associacao da andlise in silico (e-PCR) e in vitro (qQPCR) para a avaliacao de
primers especificos para Leishmania spp.. Assim, foi possivel a identificacdo
prévia de primers especificos, através de analise de dados gendmicos a e-
PCR, e posterior avaliacdo por qPCR, para utilizacdo futura em amostras
biologicas. A abordagem proposta aumenta consideravelmente o niumero de
sequéncias-alvo que podem ser analisadas de acordo com a necessidade de
cada pesquisa ao mesmo tempo em que diminui o tempo e custo de avaliacéo
da especificidade desejada.

Um conjunto de 116 pares de primers espécie, género ou complexo-
especificos descritos na literatura foi avaliado para a amplificacao especifica de
DNA de Leishmania spp.. A avaliacdo por e-PCR resultou em amplificacédo
especifica de 76 pares de primers (65,52%), sendo que destes, 16 pares
(16,65% do total) resultaram em especificidade de acordo com o que havia sido
descrito na literatura. Apds a filtragem destes resultados, apenas nove (09)
pares de primers (7,8% do total) preencheram os critérios de selecao (item
2.1).

Vale ressaltar que aqueles primers que especificidade condizente com o

descrito na literatura a e-PCR, porém nado foram selecionados para a avaliacao
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por gPCR por ndo preencherem critérios estabelecidos neste estudo, néo
devem ser descartados pois podem ser especificos a PCR convencional, por
exemplo. Assim como os primers ISVA-ISVC (Castilho et al., 2003) que
resultaram em amplificacdo para espécies do subgénero Viannia, conforme
descrito na literatura porém, o tamanho de fragmento amplificado era maior de
300pb tendo sido, portanto, descartado para a avaliacdo a gPCR neste estudo.
Embora os critérios de selecdo fossem necessarios para que pudessem ser
avaliados a gPCR, limitaram o presente estudo, além disto, a falta de algumas
informagbes gendmicas ainda existente nos bancos de dados publicos pode
resultar em falsos-positivos ou até mesmo falsos-negativos. Entretanto esta
deficiéncia de dados vem sendo minimizada a cada dia, através do crescente
aumento de informacdes gendmicas disponibilizadas em bancos de dados
publicos (Akhoundi et al., 2017).

Apesar disso, a e-PCR é uma ferramenta extremamente util quando se
necessita de uma analise prévia as técnicas moleculares, otimizando tempo e
recursos financeiros.

Apés andlise por e-PCR, os primers selecionados foram também
avaliados por meio da gqPCR, conhecida por apresentar alta sensibilidade e
especificidade (Galluzzi et al.,, 2018). Nas reacbes de gPCR os controles
positivos sdo essenciais para monitoramento da variacdo dos ensaios,
particularmente quando ndo séo realizadas curvas de calibracdo (Bustin et al.,

2009).
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Assim, o controle positivo das reacdes de gPCR baseou-se na
amplificacdo de fragmento de DNA de kinetoplasto (kDNA) de cada cepa de
referéncia testada utilizando-se os primers 13A/13B (Rodgers et al., 1990),
género-especifico. Considerando-se a distribuicdo dos valores de Ct destas
reacOes foi possivel observar que os valores de Ct médio das espécies do
subgénero Leishmania foi cinco vezes menor quando comparado ao das
espécies do subgénero Viannia (Tabela Suplementar 2).

Os primers 13A/13B amplificam fragmento de DNA com elevado namero
de copias alvo do kDNA de Leishmania spp. (Rodgers et al., 1990). Os alvos
KDNA ndo possuem sequéncias de DNA idénticas dentro dos organismos,
enquadrando-se em diferentes classes de sequéncias e tendo seu numero de
sequéncias dependentes da espécie, sendo este numero variavel e de
aproximadamente 10.000 cépias (Rogers and Wirth, 1987) embora o nimero
exato de coOpias para cada uma das espécies seja ainda desconhecido
(Weirather et al.,, 2011). A diferenca da distribuicdo das amplificacGes
observada entre os dois subgéneros pode ser resultante do fato das espécies
do subgénero Leishmania possuirem maior nimero de copias para o fragmento
amplificado pelos primers 13A/13B em relacédo as espécies do género Viannia.
Este resultado pode ser futuramente melhor explorado para a diferenciacao
entre os subgéneros Leishmania e Viannia.

Os nove (09) pares de primers especificos a e-PCR que preencheram os

critérios de selecdo definidos para este estudo foram entdo testados in vitro,
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por gPCR, e cinco (05) deles (55,5%) resultaram em amplificagcbes de

fragmentos de DNA com a especificidade relatada na literatura (Tabela 1).

Tabela 1 — Especificidade dos primers segundo a literatura e os

resultados apos andlise in silico (e-PCR) e in vitro (QPCR)

Especificidade a

Prim Descricao da literatura Especificidade a qPCR
rimer o 6-PCR p q
Espécie-especifico (L.
ISVB-ISVC* p” i P ( L. braziliensis L. braziliensis
braziliensis)
) .. L. guyanensis; L. _ I
Subgénero-especifico o L. shawi; L. braziliensis; L.
11H* . . braziliensis; L. . .
(Complexo Viannia) _ guyanensis; L. panamensis
panamensis
. i L. shawi; L. . o
Subgénero-especifico b L. shawi; L. braziliensis; L.
6F* . braziliensis; L. . .
(Complexo Viannia) _ guyanensis; L. panamensis
panamensis
Subgénero-especifico b L. shawi; L. braziliensis; L.
B6F* g . P . L. braziliensis . .
(Complexo Viannia) guyanensis; L. panamensis
G6PD-LLF/  Subgénero-especifico . L. mexicana; L.
. i L. mexicana .
G6PD-LLR* (Complexo Leishmania) amazonensis
Espécie-especifico e o .
b1l-b2 P . p. L. braziliensis L. braziliensis; L. shawi
(L. braziliensis)
. i L. braziliensis; L. L. infantum; L. major; L.
Subgénero-especifico . . . .
. . infantum; L. major; mexicana; L. shawi; L.
MLF-MLR (Complexo Leishmania e . - :
Viannia) L. panamensis; L. braziliensis; L. guyanensis ;
tarentolae L. panamensis; L. chagasi
L. - L. major; L. infantum; L.
LEISH1/ Espécie-especifico (L. . . .
. L. infantum mexicana; L. shawi; L.
LEISH2 infantum) . .
guyanensis; L. chagasi
L. major; L. infantum; L.
Mary-f/ Espécie-especifico ) mexicana; L. shawi; L.
, L. infantum o .
Mary-r (L. infantum) braziliensis; L. guyanensis;

L. panamensis; L. chagasi

*Primers que resultaram em especificidade para espécie, complexo ou subgénero.
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Os primers ISVB-ISVC foram especificos, tanto in silico quanto in vitro,
para a espécie L. braziliensis; os primers 11H, 6F e B6F também mantiveram a
especificidade relatada para espécies do subgénero Viannia, corroborando com
o descrito na literatura (Castilho et al., 2003; Oddone et al., 2009).

Ja os primers G6PD-LLF/ G6PD-LLR, anteriormente citados como
especificos para o subgénero Leishmania (Castilho et al., 2008), apresentaram
especificidade para o complexo L. mexicana, com amplificacdo de fragmento
de DNA apenas com DNA das espécies L. mexicana e L. amazonensis, dentre
as avaliadas neste trabalho.

Os primers b1-b2 resultaram em amplificacdo de DNA especifica para a
espécie L. braziliensis a gPCR, de acordo com o resultado previamente
publicado (Mimori et al., 1998). Entretanto, o resultado da amplificacdo de
fragmento de DNA de L. shawi ndo foi considerado estatisticamente diferente
ao de L. braziliensis em nossa analise (teste de Wilcoxon). Como L. shawi é
também uma das espécies pertencentes ao subgénero Viannia, o referido par
de primer néo foi considerado espécie-especifico e sim subgénero-especifico.

Nossos resultados de amplificacdo de fragmento de DNA com o0s
primers MLF-MLR (Ceccarelli et al., 2014) também nao permitiram a
diferenciacdo entre os subgéneros Leishmania e Viannia a e-PCR ou a qPCR,
mesmo tendo realizado a analise da curva de dissociacdo. Porém, Ceccareli et
al. (2014) também relataram que estes primers resultavam em diferenciacéo
dos subgéneros quando a amplificacdo foi seguida da analise da curva de

dissociacdo em alta resolucdo (HRM- high resolution melting). Sendo assim,



42

podemos sugerir 0 uso de tais primers para analises género-especificas a
gPCR.

O resultado da aplicagdo com os primers LEISH1-LEISH2 (Francino et
al., 2006), citados como especificos para regido conservada de kDNA de L.
infantum, resultou em confirmacdo desta especificidade a e-PCR. Porém, a
aplicacdo destes primers a qPCR resultaram em amplificacdo de DNA das
espécies L. chagasi, L. infantum, L. major, L. mexicana, além da L. guyanensis
e L. shawi. Padrdo similar de resultado a gPCR foi observado com os primers
Mary-f/ Mary-r (Mary et al., 2004), citados como especificos para L. infantum e
gue também resultaram em amplificacio de DNA de outras espécies
pertencentes aos dois subgéneros (Tabela 1). Esta inespecificidade observada
no presente trabalho corrobora com a observado por Ceccarelli et al. (2014),
gue ao avaliarem estes mesmos primers observaram amplificacdo de
fragmento de DNA das espécies L. amazonensis, L. guyanensis, L.
panamensis e L. braziliensis, além de L. infantum.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a eficiéncia da
associacao de andlises in silico previamente as andlises in vitro, uma vez que
possibilitou identificar de forma &gil e sem custo adicional, quando comparados
0 tempo e 0S recursos que seriam necessarios para se testar apenas in vitro,
inespecificidade para a maior parte dos primers selecionados de acordo com o
relatado na literatura. Entretanto, divergéncias nos resultados obtidos entre as
analises in silico e in vitro, como por exemplo, a especificidade a e-PCR dos

primers desenhados para L. infantum, e a inespecificidade destes mesmos
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primers quando testados a QPCR, ainda sdo passiveis de ocorréncia
possivelmente devido a lacunas nas filtragens, a falta de informacéo gendémica,
ou mesmo a informagBes genéticas errdbneas das espécies em questdo
depositadas nos bancos de dados. Felizmente, esta deficiéncia vem sendo
minimizada a cada dia, através do crescente aumento de informacbes
gendmicas disponibilizadas em bancos de dados publicos (Akhoundi et al.,

2017).

4.  CONCLUSOES

A utilizagéo da analise in silico, por meio da e-PCR, mostrou eficiéncia
suficiente para a selecdo prévia de primers, seguida de avaliac&o in vitro, por
gPCR, minimizando custo e tempo necessarios para a diferenciacdo entre
subgéneros, complexo e espécies de Leishmania.

Como o volume de informacBes gendmicas cresce a cada dia, esta
metodologia é altamente recomendada para a otimizacdo de analises

moleculares para o diagndstico das leishmanioses.
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Tabela Suplementar 1 — Oligonucleotideos iniciadores disponiveis na literatura para diferenciacdo de espécies de

Leishmania selecionados para o estudo.

Primers Forward Reverse Referéncias Especificidade
10F TGCGAGTATACCTCTCCTTCA CAACAACAACAACCGAGAGG Oddone, 2009 Subgenus-specific
11C GTGGGTATGCGTGTGTCTCT ATTAAAGTTGCCACCCTCAC Oddone, 2009 Subgenus-specific
11H CACACCTGCTACTGGTCCTC TCTGTTTCATGACATGCCTTT Oddone, 2009 Subgenus-specific
6F CAACAGCAAAGCACAAAGAA CAGCAATGCCGATAAGAAAC Oddone, 2009 Subgenus-specific
6PGD.1262.F/.R CAAGGAGATGAAGGAGGGTC CTTGTCAACACGTTCGTAGC Tsukayama et al., 2013  Complex-specific
6PGDextF/R CACCAGTCCGCTCCCT GCCTCTGTATTTCACGCTTC Tsukayama et al., 2009  Species-specific
6PGDIntF/R TTCAAGGCGTTCCCTACATT ACTCGCCAGCGTTGTGATA Tsukayama et al., 2009  Species-specific
7GN CTCCTGGAACGGCTAACAC TGATATGAGGCACATTCAGC Oddone, 2009 Subgenus-specific
Al/A2 TGCGAGGATAAAGGGAAAGAA GTGCCCTGACTTGCATGTCTA Mimori et al., 1998 Species-specific
ACO1R ACGTCAGCACACAAACGTC CTTCTTCCTGCTTTGCCTCT Oddone, 2009 Subgenus-specific
AC16RF/R GGGTGTCGAGGATGAGGT TAGTGCCATTAGGGGCTCA Oddone, 2009 Subgenus-specific

De Bruijn and Barker,
B1/B2-Bruijn&Barker GGGGTTGGTGTAATATA GTGG CTAATTGTGCACGGGGAGG Complex-specific

b1-b2 Mimori
B3H

B6F
BPKDNAMIN
cpbF2.1/Do2.1
CPBFOR/ REV
CSg46

CSg47

CSg48

GTGGGCGTATCTGCTGATGAC
GGTATGCGTGGATATGAAGC
CACCTCTTGCCTGCACTT

CTGGGGGTTGGTGTAAAATAGGGC

GCGGCGTGATGACCAGC
CGAACTTCGAGCGCAACCT
AAACGTGCAAAGGCACATC
GTGTTCGTGAAACGTCGAAA
TTGACGTGTACACCGCTCTT

CAAAAAGCGAGGGACTGCGGA
CTCGGCATCGCAGTTTC
TTTAAACGTCGGTCTGTGTG
CCCGATTTTTGGCATTTTT GG
CAATAACCAGCCATTCGTTTTTA
CAGCCCAGGACCAAAGCAA
TCTATTACCGCGCTCATGCT
AAAAGGCCGGTTTCAAATTC
TTCTGAGAAAGGCAACCGATA

1992

Mimori et al., 1998
Oddone, 2009
Oddone, 2009
Bhattarai et al., 2010
Laurent et al., 2009
Tintaya et al., 2004
Oddone, 2009
Oddone, 2009
Oddone, 2009

Species-specific
Subgenus-specific
Subgenus-specific
Species-specific
Species-specific
Complex-specific
Subgenus-specific
Subgenus-specific

Subgenus-specific



CSg53
CSg55
CSg59
F1/R2

F1/R3

F10/R6
F2new/R2new
F3/R4

FerreiraPrimerl
FLC2/RLC2
g6pdhPrimer
G6PD-LLF/ G6PD-LLR
G6PD-LVF/ G6PD-LVR
GAPD-F/GAPD-R
GPlexF/R

GPIlintF/R
HSP706F/R1310
hsp70F1/R1
hsp70F2/CRv
HSP70F25/R1310
HSP70F25/R617
icdPrimer
infcpbE/Inf2.1

CATGTAGGCATGCGGTTGTA
GCTTTGCTTGGACTGGAGAG
CATTTGAGCTGCACGTGTCT
GAACGAATCCCTTATTCTCYATG

CTTGCTTACGCCGCAGA TAC

ACGTGGGCGAACGCAC

ACGAGCGCCGTCCGYAA
GAATCCCTTTTCAAGATGAGCG
ATTAT
TGTCGCTTGCAGACCAGATG
GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC
ATGTCGGAAGAGCAGTCT
CTTGTTGCCTCCGGCTAC
TTGATCACTGGTACATGCATTAAG
GTGGGCAAGGTCATC
AATGTTCTTCATACCCCTCT
TGGGATTGGCGGCAGCGACCTT
GTGCACGACGTGGTGCTGG TG
AGCGCATGGTGAACGATGCGTC
GGAGAACTACGCGTACTCGATGAAG
GGACGCCGGCACGATTKCT
GGACGCCGGCACGATTKCT
ATGTTCCGCCATGTTTCGGC
GTCTTACCAGAGCGGAGTGCTACT

GCTCCTTTTCTCGTTTGAAC
GGAGGGAAAAGGAAGTCCAG
AGGGGAGAGTGTGTTTGGTG
GGAACCGGTTGAGCGGC
GAAAAAAAAGACGCTTCACACA
AGC
GCCATCTACACCTTCAGTGCCT
CGGTC
TTCCYMCATCCACCAAGC

CCCCTGAGAGGCAATCACAG

GCATCGCAGGTGTGAGCAC
GGGAAATTGGCCTCCCTGAG
TCACAGCTTATTCGAGGGAA
GGCCATGTAAGCATCCT CAT
CTCGTCCAGAATGCAGC AC
CTGCTTCACCACCTTCTT GAT
TTCCGTCCGTCTCCTG
CGCCACAGGTACTGGTCGT
CCTGGTTGTTGTTCAGCC ACTC
CTTCATCGAGTACGCGTAGTTCTCC
TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG
CCTGGTTGTTGTTCAGCCA CTC
CGAAGAAGTCCGATACGA GGGA
TTACGCGCTCATCGCCTT
ATAACCAGCCATTCGGTTTTG

Oddone, 2009
Oddone, 2009
Oddone, 2009
Mauricio, 2006

Mauricio, 2006

Mauricio, 2006
Mauricio, 2006
Mauricio, 2006

Ferreira et al., 2012
Gualda et al., 2015
Zemanova, 2007
Castilho et al., 2008
Castilho et al., 2008
Castilho et al., 2008
Tsukayama et al., 2009
Tsukayama et al., 2009
Auwera, 2013
Zampieri et al., 2016
Zampieri et al., 2016
Auwera, 2013

Auwera, 2013
Zemanova, 2007
Laurent et al., 2009
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Subgenus-specific
Subgenus-specific
Subgenus-specific

Complex-specific

Complex-specific

Complex-specific
Complex-specific
Complex-specific

Species-specific
Species-specific
Complex-specific
Subgenus-specific
Subgenus-specific
Subgenus-specific
Species-specific
Species-specific
Family-specific
Complex-specific
Complex-specific
Family-specific
Family-specific
Complex-specific

Species-specific



IR1/LM15

IR1/LM17

ISVA-ISVCr

ISVB-ISVC

ITS1f/ITS1r
kDNAf/KDNAr1
kDNAf/KDNAr2

KMP-11
L(L.)amazonensis
DNApolymerasel
L(V.)braziliensis kDNA1
L.(L.)amazonensis
cytochromeB1
L.(L.)amazonensis kDNA1
L.(L.)amazonensis kDNA2
L.(L.)amazonensis kDNA3
L.(L.)amazonensis kDNA4
L.(L.)majorminicirclel

L.(L.)mexicanaminicirclel

L.(L.)tropica cytochromeB1

L.(L.)tropica cytochromeB2

GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGC
TGGATCATT

GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGC
TGGATCATT

GTCGGTTATCCTATTCGG GTC
TACTCGCCATGTCGGAGG
GTAACAAGGTAGCTGT
ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC
ATGCCTCTGGGTAGGGGCGTTC
GATCCCCACGTACGAGGAG

GACGACGACGAGGAGGATGG

AATTTCGCAGAACGCCCCTAC

GCGGAGAGGAAAGAAAAGGCTTA

GGTCCCGGCCCAAACTTTTC
GGTAGGGGCGTTCTGCGAAT
GGGTAGGGGCGTTCTGC
TGAGTGCAGAAACCCCGTTCATA
ACGGGGTTTCTGCACCCATT
AATGCGAGTGTTGCCCTTTTG
CAGGTTGCTTACTACGTGTTT
ATGGTG
TCAGGTTGCTTACTACGTGTTT
ATGGTG

CTCTCCTCCCTCGCTTGTC

CCCCTCTCCTCCTCCCC

ATCACAATGATGGTCAAC GCAC
ATCACAATGATGGTCAAC GCAC
TTCTACTGTATGTTGT
GGGAGCGCGGCCCACTAT ATT
GGGTGCGCGGCCCACTAT ATT
AAGCTTGTGGTCCTGATCTAA

GCGACGGGTACAGGGAGTTG

GTACTCCCCGACATGCCTCTG
AAAAGTCATGCTAAACACAC
ACCACA
CCGGGGTTTCGCACTCATTT
CCCGGCCTATTTTACACCAACC
TACACCAACCCCCAGTTITGC
ACACCAACCCCCAGTTGTGA
GTAGGGGCGTTCTGCGAAAA
GCCGAACAACGCCATATTAACC
TCGTATTACAAACCCTAAATC
AAAATCTCA
TGCTAAACAAACACCACATA
TGATCTGC

Cupolillo et al., 1995;
Berunza-Cruz et al.,
2009

Cupolillo et al., 1995;
Berunza-Cruz et al.,
2009

Castilho et al., 2003
Castilho et al., 2003
Cavalcanti et al., 2013
Cavalcanti et al., 2013
Cavalcanti et al., 2013
Matos et al., 2010

Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011
Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011
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Species-specific

Species-specific

Subgenus-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific

Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific

Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific

Species-specific

Species-specific

Species-specific



L.(L.)tropica cytochromeB3

L.(L.)tropicacytochromeB4

L.(V.)braziliensis
DNApolymerasel
L.(V.)braziliensis
DNApolymerase2
LITS.F/LITS.R
L.majorMAG1
L1/L2
Lch14/Lchl5
LCS-1/LCS-3
LCS-2/LCS-3
Lei70L/R
LEIF-LEIR
LEISH1-LEISH2
Lid-f/Lid-r
Lind31FW/RV
LITSR/ITS1IR-TR1
LITSR-L5.8SR

LM9/LV2

Lmaj-f/Lmaj-r

Lm-f/Lm-r

LSGITS1-F1/ LSGITS1-R1
LSPF/LLAR

TGACACACATATTTTAGTGTGG
GTGGTAGG
CACATATTTTAGTGTGGGTGG
TAGGTTTTG

TCGTTGAGGGAGGAGGTGTTTC

ACGTCGCCAACTGCTTCACC

CAAATACACGCATGCA CTCTC
GTCGTTGTCCGTGTCGCTGT
GGTCACTCGGCATTTTTGC
CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG
GCAATGCCAGCTACATATATG
GTAGGGGTGAAGGGCGGTG
CGCAACCTCGGTTCGGTGTG
AAGGTCAAAGAACAAGGCCAAG
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG
CCAGATGCCGACCAAAGC
CCGCGTGCCTGTCG
CTGGATCATTTTCCGATG
CTGGATCATTTTCCGATG

GGACGAGCTCATGGCGCC

TTCTGCTCCGTCGGTGTAGA
CCAGTCCCAGAACACAAACATG
CATTTTCCGATGATTACAC
GGGTAGGGGCGTTCTG

TCCCCAATAAGACATCATTGT
ACATGGTAA
TCCCCAATAAGACATCATTGT
ACATGGTAA

TCGGCTTTGAGGTTGGCTTC

GTGTTCGCACCGCCTTGAC

TTTAATAATCCTGGTCACAGCC
CGCTGTGTGTGTCCGTGTGT
GTGCCCTGACTTGCATGTCTA
TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA
CAGCTTTTTGGGTGGGTAACA
CAGCTTTTTGGGTGGGTAACA
CGCGGTGCTGGACACAGGGTA
GCATCGGAGTCGG
ACCCCCAGTTTCCCGCC
CGCGCACGTGATGGATAAC
CCCACACAAGCGGGAACT
GAAGCCAAGTCATCCATCGC
TGATACCACTTATCGCACTT

CAATGCAGTCATCCTTTC

GCTTTCGATTGGCTACGACAA
CCTATCGACCAACACAGA AAAGG
CGTTATGTGAGCCGTTATC
CCCCCAGTTGTGACCG

Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011

Weirather et al., 2011

Dabiri et al., 2014
Weirather et al., 2011
Mimori et al., 1998
Silva et al., 2016

Neto et al., 2012

Neto et al., 2012
Spanakos et al., 2002
Solca et al., 2012
Francino et al., 2006
Wortmann et al., 2005
Colombo et al., 2015
Toz et al., 2013

El Tai et al., 2000
Berzunza-Cruz et al.,
2009

Wortmann et al., 2005
Wortmann et al., 2005
Almeida et al., 2016
Conter et al., 2018
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Species-specific

Species-specific

Species-specific

Species-specific

species-specific
Species-specific
Subgenu-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
complex-specific
Subgenu-specific
Complex-specific
Complex-specific

Complex-specific

Complex-specific
Complex-specific
Subgenus-specific

Species-specific



LSPF/LLCR
LSPF/LVBR
LU-5A/LB-3C
LU-5A/LC-3L
LU-5A/LM-3A
LV-f/LV-r

M1/M2 Primer

Mary-f/Mary-r
MATRAE2/Ae2.1
MATRAE2/Ma4.1
MATRAE2/Tr4.1
MC1-MC2 Primer
MDHextF/R
MDHintF/R
MLF-MLR
MPI.1082.F/R
MPlextF/R
MPIlintF/R

mpiPrimer

NADP-malicenzyme F/R

P299F/R

PassosF/PassosR

PIGS1A/ PIGS2B
rRNA-YangPrimer

GGGTAGGGGCGTTCTG
GGGTAGGGGCGTTCTG
TTTATTGGTATGCGAAACTTC
TTTATTGGTATGCGAAACTTC
TTTATTGGTATGCGAAACTTC
CAACAAAATGCTTCGCAACAG

CCAGTTTCGAGCCCCGGAG

CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG
GGCGATGGTGGAGCAGATGATCT
GGCGATGGTGGAGCAGATGATCT
GGCGATGGTGGAGCAGATGATCT
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG
TCACAACCGCAACTACGA
GCCGCCAACGACAGGGAC
CGTTCTGCGAAAACCGAAA
ACGCCCAAGTGGAAGGATG
CCCTTTGGTTGTCGGT
TTTACAAGCAGTACCCCGATGA
ATGTCTGAGCTCGTAAAGCT
CGCAACCGCTTCACCAATAAGGGC
AGCGGAAAGGCAGATGCGTAGG
AGC

GGCCCACTATATTACACCAACCCC

CCTCATTGCTTTGGTCCTGG
AGCAGGTCTGTGATGCTCCT

CCGATTTTTGAACGGGA
GCGCGGCCCACTATA
CGT(C/G)CCGAACCCCGTGTC
GCCCGCG(CIT)GTCACCACCAT
GCACCGCACCGG(A/G)CCAC
CGCAACGCCTTCATGGA
GGTGTAAAATAGGGGCGGA
TGCTCTG
CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA
AGTACGTGCACATCA GCACATGGG
CGGTTCTCGTAGCACACTTGTTG
CTCCCCCGTTCGGAT
CACCCATTTTTCCGATTTTG
CTACTCACGATAACGGCAGA
GCCGCCAACGACAGGGAC
CGGCCCTATTTTACACCA ACC
ACACCACTGTACCGTTCACC
TCATACGCATAGGAGCA
GGCTGCATACCAGGTTCGTCATC
CTACCTGTCGCTCAAGTC
CAACTCCTTCTCCAGGTAGTAGTT
CGCCGTGTTGTTGCTGTTC GAGT
CG

GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA

GGCGTGCCCACGTATATCGC
GGACGTAATCGGCACAGTTT

Conter et al., 2018
Conter et al., 2018
Harris et al., 1998
Harris et al., 1998
Harris et al., 1998
Wortmann et al., 2005

Eresh et al., 1994

Mary et al., 2004
Laurent et al., 2009
Laurent et al., 2009
Laurent et al., 2009
Cortes et al., 2004
Tsukayama et al., 2009
Tsukayama et al., 2009
Ceccarelli et al., 2014
Tsukayama et al., 2013
Tsukayama et al., 2009
Tsukayama et al., 2009
Zemanova, 2007
Zemanova, 2007

Choudhury et al., 2008

Passos et al., 1996. In:
Pita-Pereira et al., 2012
Tintaya et al., 2004
Yang et al., 2007
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Complex-specific
Subgenus-specific
Complex-specific
Complex-specific
Complex-specific

Complex-specific
Complex-specific

Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Species-specific
Subgenus-specific
Complex-specific
Species-specific
Species-specific
Complex-specific
Complex-specific

Species-specific

Subgenus-specific

Complex-specific

Species-specific



RV1-RV2-Primer
S4-S12

SHERPF- SHERPR
SLACS

SSUrDNAf/ SSUrDNAr
V1/V2

WSSUF- WSSUR

CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG

GATCCAGCTGCAGGTTCACC GGTTGATTCCGTCAACGGAC
GGACCAGATGAACAACGCCGCGG ACGAGCCGCCGCTTATCTTGTCC
GGAGAAACTCACGGCACAGG GCGCCTCGTAGGTCACAGTT
CGACAAGCGCTCTCCC CCCAGTACGTTCTCCC

GCTTCTCGTTTCGCTTTGAAC
GCTTGTTTCAAGGACTTAGCC

CCACCTGGCCTATTTTACACCA

CAAGACAAGAAAAAAGGCGGC
GAAATATCGGTGAACTTTCGG

Le Fichoux et al., 1999
Uliana et al., 1994
Moreira et al., 2014
Weirather et al., 2011
Cavalcanti et al., 2013
Mimori et al., 1998
Noyes et al., 1997
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Species-specific
Species-specific
Species-specific
species-specific
Species-specific
Subgenu-specific

Complex-specific

Tabela Suplementar 2 — Valores médios de Ct observados a amplificacdo de fragmentos de KkDNA de espécies de

Leishmania, por qPCR, utilizando-se os primers 13A/13B (Rodgers et al., 1990)

Espécies Ct médio
L. chagasi 1,65
L. amazonensis 2,34
L. mexicana 2,88
L. major 6,33
L. infantum 8,72
L. shawi 20,36
L. guyanensis 24,13
L. panamensis 25,76
L. braziliensis 26,63
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Figura Suplementar 1 — Boxplot das amplificacdes por gPCR de fragmento de DNA de Leishmania spp. de acordo com
os valores de Ct. Controles positivos representados em azul, controles negativos representados em preto, amostras

consideradas positivas em verde, e negativas em vermelho.



