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METANALISE DE ESTUDOS DE PRECISAO DE TESTES MOLECULARES PARA
IDENTIFICAGAO DE PRIMERS PARA DETECGAO DE DNA de Canis familiaris;
Felis catus; Homo sapiens; Rattus sp. e Gallus gallus EM SANGUE DE
REPASTO DE FLEBOTOMINEOS
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RESUMO

A identificacdo das fontes de repasto sanguineo de flebotomineos é fundamental para
compreender os padrbes epidemiologicos da leishmaniose. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) € uma técnica que utiliza primers com sensibilidade e especificidade
variadas capazes de detectar DNA de vertebrados a partir do trato digestivo do vetor.
Objetivo: Aplicar a metandlise como ferramenta para sintese de evidéncias dos
melhores primers para deteccdo do DNA de vertebrados urbanos envolvidos na
transmissao da leishmaniose (Canis familiaris, Felis catus; Homo sapiens; Rattus sp.
e Gallus gallus) descritos em testes de diagndsticos, publicados na literatura cientifica.
Método: Trata-se de uma revisdo sistematica com metandlise realizada em seis
bases de dados, sem restricdo de idioma ou periodo, de acordo com as diretrizes
PRISMA. Foram incluidos 25 estudos transversais publicados entre 2008 e 2024 que
utilizaram PCR para identificacdo de fontes de sangue em flebotomineos. Foram
extraidos dados sobre o gene-alvo, tipo de PCR, primers usados e taxa de sucesso
da técnica. Resultados: O gene do citocromo b (cyt b) foi o mais utilizado (80%),
seguido pelos genes COIl, 12S e PNOC. A metanalise indicou uma taxa média de
sucesso combinada de 71% (IC95%: 56-84%), com alta heterogeneidade entre os
estudos (12 = 94,9%), atribuida as diferengas metodoldgicas e a falta de padronizagéo
de protocolos. Discussao: A variabilidade das condi¢des laboratoriais, o tamanho
amostral e a diversidade de primers influenciam diretamente a eficiéncia da técnica.
Apesar disso, a PCR mostra-se uma ferramenta robusta para identificagao de fontes
de repasto sanguineo. Conclusao: Sequéncias direcionadas ao gene cyt b exibiram
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maior eficacia para detecgdo de DNA de vertebrados urbanos. Ha necessidade de
padronizagao metodologica para aprimorar a reprodutibilidade dos estudos.
Palavras-chave: Leishmaniose. Phlebotominae. PCR. Primers do DNA. Metanalise.

. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A identificagdo das fontes de repasto sanguineo de flebotomineos é etapa util
na compreensao dos ciclos de transmissao da leishmaniose, pois permite reconhecer
quais vertebrados participam da manuteng¢ao do parasita no ambiente. A analise do
conteudo intestinal desses insetos fornece um painel sobre os padrées alimentares
do vetor, contribuindo para o delineamento de estratégias de vigilancia e controle da
doenca. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) se destaca como técnica aplicada
a essa investigacao, por permitir a detecgcédo de fragmentos de DNA dos hospedeiros
a partir de pequenas quantidades de material biolégico. Este trabalho apresenta uma
revisdo sistematica com metanalise acerca da eficacia dos primers utilizados para
deteccao de DNA de vertebrados urbanos — Canis familiaris, Felis catus, Homo
sapiens, Rattus sp. e Gallus gallus — a partir de amostras de flebotomineos, visando
identificar aqueles com maior taxa de sucesso. A pesquisa insere-se na area de
conhecimento das Ciéncias Biologicas e da Saude, com énfase na Parasitologia,
Epidemiologia e Biologia Molecular, voltada ao diagndstico e controle de doencas de

relevancia médica e em saude publica.

. BASE TEORICA
A leishmaniose € uma antropozoonose causada por protozoarios do género
Leishmania, transmitida por flebotomineos infectados durante o repasto sanguineo
em vertebrados suscetiveis (GONTIJO; MELO, 2004; REY, 2009). Os principais
hospedeiros incluem animais domésticos e silvestres, como caes, gatos, galinhas e
roedores, além de humanos (LAINSON; RANGEL, 2005). A interacdo entre vetor,
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reservatorios e parasita compde um sistema complexo que influencia a dindmica da
transmissao e a distribuicdo geografica da doencga (SRINIVASAN; PANICKER, 1992).
Métodos soroldgicos, como o ELISA, ja foram utilizados para identificar fontes de
repasto, porém apresentam baixa sensibilidade e risco de reacbes cruzadas
(HAQUAS et al., 2007). A técnica molecular de PCR surgiu como alternativa mais
sensivel e especifica, permitindo detectar DNA de multiplos hospedeiros a partir de
pequenas amostras (MALEKI-RAVASAN et al, 2009). Entre os genes mais
empregados, destaca-se o citocromo b (cyt b), amplamente usado na identificagdo de
vertebrados em estudos entomoldgicos. Essa abordagem molecular tem contribuido
para a elucidagao do comportamento alimentar dos vetores e para o aprimoramento

das estratégias de controle da leishmaniose.

lll. OBJETIVOS
Aplicar a metanalise como ferramenta para sintese de evidéncias dos melhores
primers para deteccdo do DNA de vertebrados urbanos envolvidos na transmissao da
leishmaniose (Canis familiaris, Felis catus; Homo sapiens; Rattus sp. e Gallus gallus)

descritos em testes de diagndsticos, publicados na literatura cientifica.

IV. METODOLOGIA

Trata-se de uma reviséo sistematica com metanalise conduzida conforme as
diretrizes PRISMA. As buscas foram realizadas nas bases de dados MEDLINE,
EMBASE, LILACS, SCOPUS, WEB OF SCIENCE e SCIELO, sem restricao de idioma

ou periodo, com base nos descritores “Phlebotomines”, “Polymerase chain reaction”
e “Blood meal”, combinados com os operadores booleanos AND e OR. Foram
incluidos estudos transversais que aplicaram PCR para identificar fontes de repasto

sanguineo de flebotomineos e relataram a taxa de sucesso da técnica. A sele¢cao dos



— L —

ooooo
U F m E ”””
UNIVERSIDADE FEDERAL
------- DO NORTE DO TOCANTINS

% IV JORNADA DE INICIACAO
ZA& CIENTIFICA

“Desafios e possibilidades de integragao regional no ensino, pesquisa, extensao e inovagao”

THAURNT == @rer @eneq

-------

artigos foi feita de forma independente e pareada por dois revisores, com calculo do
indice Kappa de Cohen para verificar a concordancia. Dados extraidos incluiram
autor, ano, pais, espécie de flebotomineo, gene-alvo, tipo de PCR, primers utilizados,
taxa de sucesso e numero de amostras analisadas. A qualidade metodoldgica foi
avaliada pelo checklist para estudos transversais do Joanna Briggs Institute (JBI)
(PORRITT et al,, 2024). A metanalise foi conduzida utilizando transformacao de
Freeman—Tukey e modelo de efeitos aleatdrios para calcular a taxa média de sucesso
combinada, com intervalo de confianga de 95%. A heterogeneidade entre os estudos

foi avaliada pelo teste I2.

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atualizagdo das buscas identificou 949 registros. Apds a triagem pareada
(indice Kappa de Cohen = 0,667), a amostra final incluiu 25 estudos. Na avaliagao da
qualidade metodoldgica baseada no checklist JBI, 40% (10/25) dos estudos foram
classificados como de qualidade alta e, portanto, baixo risco de viés, 44% moderada;
16% baixa. Apenas dois estudos atingiram pontuagédo maxima.

Para a metanalise, calculou-se a propor¢do de sucesso da PCR (fémeas
positivas) e erro-padrao por estudo. Aplicou-se corre¢ao de Haldane-Anscombe para
proporgdes extremas e a transformagao de Freeman-Tukey para estabilizar variancia.
O software JASP (v.0.18.3) (JASP team, 2024) foi utilizado nas analises. A analise
revelou uma taxa média de sucesso de 71% (IC95%: 56—84%), para a PCR utilizada
na identificacdo da fonte de repasto sanguineo de flebotomineos, com uma
heterogeneidade elevada (1> = 94,9%), atribuida as diferengas metodoldgicas como o
tipo de PCR utilizado, método de extracdo do DNA, volume de DNA submetido ao

teste, tamanho da amostra.
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A PCR mostrou aplicabilidade pratica razoavel para identificacdo da fonte de
repasto sanguineo, porém a variabilidade limita a generalizagdo das conclusdes sobre
superioridade de primers em termos de sensibilidade e especificidade. Isso requer a
padronizagdo metodologica (protocolo de extracdo, gene-alvo, controles e relato de

parametros de PCR) para permitir comparagao direta entre primers.

VI. CONCLUSAO/CONSIDERAGCOES FINAIS

Esta metanalise evidenciou que a maioria dos estudos incluidos apresenta
delineamento transversal e limitagdes metodolégicas que impedem conclusdes
causais sobre a relacéo entre a taxa de sucesso da PCR e a qualidade dos primers.
A auséncia de controle de fatores de confusdo e a heterogeneidade entre métodos
comprometem a comparabilidade dos resultados. A metanalise estimou taxa média
de sucesso de 71% (IC 95%), confirmando a aplicabilidade da PCR. Recomenda-se
a padronizacado de protocolos, controle de variaveis ambientais, diversificagao das
técnicas de coleta e relato transparente das estratégias de mitigacao de vieses para
ampliar a confiabilidade das evidéncias e analises comparativas robustas sobre a

sensibilidade e especificidade dos primers utilizados.
VIl. REFERENCIAS

COHEN, J. A coefficient of agreement for nominal scales. Educational and
Psychological Measurement, v. 20, n. 1, p. 37-46, 1960.

GALVAO, T. F.; PANSANI, T. de S. A.; HARRAD, D. Principais itens para relatar
revisdes sistematicas e meta-analises: A recomendacdo PRISMA. Epidemiologia e
Servigos de Saude, v. 24, n. 2, p. 335-342, abr. 2015.



— N —

ooooo
U F m E ”””
....... UNIVERSIDADE FEDERAL
------- DO NORTE DO TOCANTINS

% IV JORNADA DE INICIAGAO
ZA& CIENTIFICA

“Desafios e possibilidades de integragao regional no ensino, pesquisa, extensao e inovagao”

THAURNT == @eer @ewey

GONTIJO, C. M. F.; MELO, M. N.. Leishmaniose visceral no Brasil: quadro atual,
desafios e perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 7, n. 3, p. 338—-349,
set. 2004. DOI: https://doi.org/10.1590/S1415-790X2004000300011.

HAOUAS, Najoua et al.. Desenvolvimento de ferramenta molecular para identificagéo
de hospedeiros reservatérios de Leishmania por meio de analise de repasto
sanguineo em insetos vetores. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 6, p. 1054-1059, 2007. DOI: https://doi.org/10.4269/ajtmh.2007.77.1054.

JASP Team. JASP (Version 0.18.3)[Computer software]. 2024.

LAINSON, R.; RANGEL, E. F. Lutzomyia longipalpis and the eco-epidemiology of
American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil: a review.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 100, n. 8, p. 811-827, dez. 2005.

MALEKI-RAVASAN, N. et al. |dentificacdo de farinha de sangue em flebotomineos
capturados em campo: comparac¢ao de ensaios PCR-RFLP e ELISA. Jornal
iraniano de doencgas transmitidas por artrépodes, v. 1, p. 8, 2009. PMID:
22808367.

MILLER, John J. The inverse of the Freeman—Tukey double arcsine transformation.
The American Statistician, v. 32, n. 4, p. 138-138, 1978.

PORRITT, K. et al. Systematic reviews of qualitative evidence (2024). Aromataris E,
Lockwood C, Porritt K, Pilla B, Jordan Z, editors. JBI Manual for Evidence Synthesis.
JBI; 2024 .Available

from: https://synthesismanual.jbi.global. https://doi.org/10.46658/JBIMES-24-02

REY, L. Bases da parasitologia médica. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2009.

SRINIVASAN, R.; PANICKER, K. N. Identification of bloodmeals of phlebotomine
sandflies using the agarose gel diffusion method. The Southeast Asian journal of
tropical medicine and public health, v. 23, n. 3, p. 486—488, 1992.


https://doi.org/10.4269/ajtmh.2007.77.1054
https://synthesismanual.jbi.global/
https://doi.org/10.46658/JBIMES-24-02

-----
-------

----------

ooooo

-------

UNIVERSIDADE FEDERAL
------- DO NORTE DO TOCANTINS

IV JORNADA DE INICIACAO
CIENTIFICA

“Desafios e possibilidades de integrac¢ao regional no ensino, pesquisa, extensao e inovagao”

TEAUFNT %% @F4eT @cnpq

VIl. AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq — Brasil. Agradeco ao Programa

de iniciacao cientifica da UFNT/PROPESQ por oportunizar a experiéncia cientifica.



