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IDENTIFICAGAO DE PRIMERS PARA DETECGAO DE DNA DA LEISHMANIA
(LEISHMANIA) INFANTUM CHAGASI E DA LEISHMANIA VIANNIA

BRAZILIENSIS: REVISAO SISTEMATICA DE ACURACIA

VASSALLO, Kaline Ribeiro de Almeidal: FREITAS, Gustavo Costaz SOUSA,
Guilherme Soares de3, SANTOS, Helcileia Dias* BARBOSA, Silvia Minharro®

RESUMO
A leishmaniose é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Leishmania, com as espécies Leishmania infantum e Leishmania braziliensis sendo
as mais prevalentes em casos humanos. Métodos tradicionais de diagndstico, como
microscopia e cultura, apresentam limitagdes, o que torna a PCR uma alternativa
promissora devido a sua sensibilidade e especificidade. Este estudo revisa
sistematicamente os primers mais eficazes para deteccdo dessas espécies em
técnicas de PCR, para a deteccdo de L. infantum e L. braziliensis, identificando
aqueles que melhoram a acuracia do diagndstico e contribuem para 0 monitoramento
de doencas em humanos. Um total de 634 artigos foram avaliados por meio de uma
revisdo sistematizada, dos quais 8 atenderam aos critérios de inclusdo. A andlise
focou em técnicas como PCR convencional, Nested PCR e qPCR, comparando-as

com métodos tradicionais de diagndstico. Os primers BHUL18S para L. infantum e
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ITS1 e kDNA para L. braziliensis se destacaram por sua alta sensibilidade e
especificidade melhoraram a acuracia diagnostica e facilitou a identificacdo de L.
infantum e L. braziliensis, contribuindo para diagnosticos precoces e precisos.
Evidenciando a importancia da PCR no manejo clinico das leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Leishmaniose tegumentar. Primers. PCR.

I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA
A leishmaniose é uma zoonose causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos por flebotomineos em areas quentes, afetando o sistema fagocitico dos
mamiferos, onde se multiplicam nos macréfagos (Neves et al., 2004; Veronessi; Fo-
caccia, 2015). A identificacdo das espécies é dificil pela auséncia de diferenciacao
morfoldgica, sendo dependente de fatores epidemiolégicos e clinicos (Gomes, 2007).
Técnicas moleculares, como a PCR, apresentam alta sensibilidade ao amplificar se-
qguéncias especificas de DNA (Noleto et al., 2017). Este estudo busca identificar pri-
mers mais sensiveis e especificos para detectar DNA de Leishmania, diferenciando
Leishmania infantum e Leishmania braziliensis, visando ao diagnéstico precoce e ao
monitoramento da doenca. O trabalho prop8e uma revisao sistematica para identificar
os primers mais eficazes no diagndstico dessas doencas, € 0 mesmo encontra-se in-
serido no eixo de ciéncias bioldgicas e saude, com énfase em estudos epidemiolégi-

cos e moleculares.

Il. BASE TEORICA
A base tedrica da pesquisa sobre métodos moleculares de diagnéstico da
Leishmaniose foi fundamentada em diversos autores e diretrizes reconhecidas. A
metodologia seguiu 0 Handbook da Colaboragéo Cochrane (Higgins & Thomas, 2022),
gue orienta revisdes sistematicas, e foi complementada pelas Diretrizes do Ministério

da Saude do Brasil (Brasil, 2014), adaptando-se ao contexto nacional. Essas fontes
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essenciais para desenvolver uma revisao sistematica abrangente, desde a formulacéo
da pergunta de pesquisa até a andlise de dados e avaliacdo de viés.

A revisdo focou em estudos sobre PCR (Polymerase Chain Reaction) como
técnica principal para detectar Leishmania infantum e Leishmania braziliensis. Autores
como Srivastava et al. (2011) e Mouttaki et al. (2014) analisaram a eficacia de
diferentes primers, estabelecendo uma base soélida para a escolha dos melhores
marcadores genéticos. Além disso, pesquisas de Adams et al. (2018) e Nateghi
Rostami et al. (2020) discutiram a precisdo e inova¢des em métodos como gPCR e
LAMP, aprimorando as préticas diagnosticas.

Ferramentas como QUADAS-2 (Whiting, 2011) foram utilizadas para avaliar a
qualidade metodologica dos estudos, garantindo a confiabilidade dos resultados. A
pesquisa também se baseou nos estudos de Sampaio (2007) para a aplicacdo de
testes estatisticos, possibilitando uma andlise precisa da sensibilidade e
especificidade dos métodos diagndsticos. As revisfes abordaram desde métodos de
PCR e seus primers até comparacbes de sensibilidade, assegurando uma

fundamentacéo tedrica solida para a metodologia proposta.

.  OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa é analisar e comparar a sensibilidade e
especificidade dos métodos moleculares, especialmente o PCR, no diagnostico da
Leishmaniose em suas diferentes formas clinicas, visando identificar o método mais
eficiente.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar a eficacia dos primers usados nas técnicas de PCR para detec¢ao de
Leishmania; 2. Avaliar a sensibilidade e especificidade dos Primers
encontrados; 3. Analisar a viabilidade de aplicar esses métodos em regides
com poucos recursos e 4.ldentificar lacunas nos estudos atuais e sugerir

melhorias nos métodos diagndsticos.
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IV. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada por meio de uma revisdo sistematica, seguindo a
metodologia estabelecida no Handbook da Colaboracdo Cochrane (Higgins &
Thomas, 2022) e nas diretrizes do Ministério da Saude (Brasil, 2014). O estudo foi
registrado na base de dados online PROSPERO (numero de registro:
CRD42024522728). Com base no acrénimo PIRO (Populacao, Teste indice, Padréo
de referéncia, Outcome), orientou as perguntas norteadoras sobre os melhores
primers para a deteccdo do DNA de Leishmania infantum e Leishmania braziliensis,
bem como as variacdes das técnicas de PCR.

Foi realizada uma busca em bases eletrénicas, incluindo PubMed, EMBASE,
SCIELO e BVS/LILACS. Os descritores utilizados para encontrar os artigos foram
baseados em termos MeSH, como "L. braziliensis", "L. infantum”, "Leishmaniasis",
"Mucocutaneous” e "Visceral Leishmaniasis", combinados com operadores boleanos
(AND/OR) e outros termos relacionados, como "PCR" e "molecular diagnostics".

O risco de viés dos artigos foi realizado com base na ferramenta QUADAS-2
(WHITING, 2011), que avalia a qualidade metodolégica em quatro dominios: selecao
de pacientes, teste indice, padrdo de referéncia e fluxo de pacientes. Apos a triagem,
os dados foram extraidos e organizados em uma planilha, abordando aspectos como
tipo de teste molecular, populacédo estudada, método de leitura, tipo de amostra e
especificidade e sensibilidade dos primers.

A amostra final foi composta por oito estudos que atenderam aos critérios
estabelecidos. A analise dos dados envolveu a extracao de informacdes sobre tipo de
teste, populagdo estudada, local e ano de realizacdo, além da sensibilidade e
especificidade dos primers utilizados. A andlise estatistica foi realizada para comparar
a sensibilidade e especificidade dos primers, utilizando testes de frequéncia relativa e

absoluta.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados da pesquisa re\;elaram uma diversidade significativa nos
métodos de diagndstico molecular utilizados para a deteccdo de Leishmania, com
énfase na analise de primers especificos. A revisao sistematica incluiu oito estudos,
dos quais cinco abordaram Leishmania braziliensis e trés focaram em Leishmania
infantum. Os primers BHUL18S para L. infantum e ITS1 e KDNA para L. braziliensis
se destacaram por sua alta sensibilidade e especificidade. As variantes de PCR, como
o Nested PCR e a gPCR, mostraram um desempenho superior em relacdo a
microscopia e cultura, proporcionando maior precisdo no diagnostico. A sensibilidade
dos primers variou consideravelmente entre os estudos, com os melhores resultados
alcancando até 95% em condi¢cdes laboratoriais controladas, enquanto outros
mostraram valores de sensibilidade abaixo de 70%.

A andlise dos dados indicou que a especificidade dos métodos utilizados foi,
em geral, alta, com a maioria dos estudos reportando taxas superiores a 90%. No
entanto, foi observado que a especificidade pode ser influenciada pela presenca de
infeccdes concomitantes e pela qualidade das amostras biologicas, fatores que devem
ser considerados ao interpretar os resultados.

Além disso, a discussado sobre os dados obtidos apontou para a necessidade
de padronizacdo dos métodos e primers utilizados, uma vez que a variacdo na
sensibilidade e especificidade pode impactar diretamente no diagndstico e no manejo
clinico da leishmaniose. A literatura revisada sugere que a combinacao de diferentes
métodos de diagnostico molecular pode aumentar a precisdo na deteccdo de
Leishmania, destacando a importancia de estratégias multidisciplinares na pesquisa e
no controle da doencga. A continuidade de estudos comparativos e a aplicacdo de
técnicas inovadoras, como a PCR, podem contribuir significativamente para

aprimorar as abordagens diagndsticas em areas endémicas.

VI.  CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS
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A revisdo sistematica revelou a importancia do diagndstico molecular da
Leishmaniose, além de aprofundar a compreenséo sobre a eficacia dos primers. Os
primers BHUL18S para L. infantum e ITS1 e KDNA para L. braziliensis se destacaram
por sua alta sensibilidade e especificidade, porém, houve uma auséncia de
padronizacéo de protocolos estudados que pode ter dificultado a extracdo de dados.
E deixado lacunas de conhecimento, sugerindo futuras investigacfes. A experiéncia
pratica adquirida contribuiu significativamente para a formagéo académica, reforcando

a importancia da pesquisa na busca por solucdes inovadoras.
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