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METANALISE: IDENTIFICAGAO DE PRIMERS PARA DETECGAO DE DNA DE
LEISHMANIA (LEISHMANIA) INFANTUM CHAGASI E DA L. (VIANNIA)
BRAZILIENSIS)
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RESUMO

As leishmanioses representam importante desafio em saude publica. O diagnostico
da Leishmania spp. de forma precoce e precisa € essencial, mas os métodos
convencionais apresentam baixa sensibilidade. As técnicas moleculares,
especialmente a PCR, surgem como ferramentas promissoras pela maior acuracia e
capacidade de diferenciagao entre espécies. O objetivo desse trabalho foi identificar,
pela revisdo sistematica e metanalise, os primers de maior sensibilidade e
especificidade para detecgédo do DNA de Leishmania (L.) infantum chagasi e L. (V.)
braziliensis. Seis estudos foram selecionados pelos critérios de elegibilidade. A
qualidade metodoldgica foi avaliada pelas ferramentas QUADAS-2 e STARD, e a
analise estatistica realizada no software RevMan 5. A PCR apresentou desempenho
superior aos métodos convencionais, com sensibilidade entre 0,37 e 1,00 e
especificidade de até 0,95. O alvo kKDNA minicircle demonstrou melhor desempenho
global, seguido pelos genes ITS1 e HSP70, que se destacaram na diferenciacéo de
especies.

Palavras-chave: Leishmaniose. Diagnodstico Molecular. PCR.

. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA
A leishmaniose € uma zoonose de relevancia mundial e importante problema
de saude publica, especialmente em regides tropicais. O diagndstico precoce é fun-

damental para o controle e o tratamento, mas ainda enfrenta limitagdes pela falta de
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padronizagao entre os métodos disponiveis. As técnicas moleculares, especialmente

-------

a PCR, surgem como ferramentas promissoras pela maior acuracia e capacidade de
diferenciacao entre espécies.

Diante disso, este estudo por meio de uma revisao sistematizada com metana-
lise buscou identificar os primers de maior sensibilidade e especificidade utilizados em
testes moleculares, visando a padronizagdo e ao aprimoramento do diagndstico da
doencga, em especial pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), na deteccdo do
DNA de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e L. (Viannia) braziliensis, princi-

pais espécies causadoras das formas visceral e tegumentar no Brasil.

II.BASE TEORICA

A leishmaniose € uma doenca infecciosa e parasitaria de carater zoonético,
causada por protozoarios do género Leishmania, e constitui importante problema de
saude publica nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Manifesta-se clinica-
mente nas formas cutanea, mucocutanea e visceral (VERONESI; FOCACCIA, 2015).
A identificagdo da espécie é essencial para o diagndstico e o manejo adequado, po-
rém a diferenciagdo morfoldgica entre as espécies € complexa e demoradas (GOMES
et al., 2006).

Dentre os métodos disponiveis, as abordagens moleculares, a PCR, tornou-se
ferramenta fundamental no diagnéstico da leishmaniose, por possibilitarem a detec-
¢ao direta do DNA parasitario com elevada sensibilidade e especificidade (NOLETO
et al., 2017). O desenvolvimento de primers direcionados a diferentes regides do ge-
noma de Leishmania tem permitido aprimorar a acuracia diagnostica, a diferenciagao
entre espécies e o monitoramento epidemioldgico das infec¢gdes (MARY et al., 2004;
VAN EYS et al., 1992). A literatura cientifica recente refor¢a que o desempenho diag-

nostico das técnicas moleculares varia conforme o alvo genético selecionado, o tipo
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de amostra bioldgica e o protocolo de amplificagao utilizado. Assim, a escolha do pri-

mer adequado é determinante para garantir a confiabilidade dos resultados e a padro-
nizagao entre os estudos (CALDAS et al., 2020; TANIDA et al., 2021).

l.OBJETIVOS
O estudo teve como objetivo geral identificar, por meio de revisao sistematizada
e metanalise, os primers de maior sensibilidade e especificidade utilizados na
deteccdo do DNA de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e L. (Viannia)

braziliensis.

IV.METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao sistematizada com metanalise de acuracia diagnos-
tica, conduzida conforme o Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Diagnostic
Test Accuracy (HIGGINS; THOMAS, 2022) e as Diretrizes Metodolégicas para Revi-
sbées Sistematicas e Metanalises de Estudos de Acuracia Diagndstica do Ministério da
Saude (Brasil, 2014), e registrada na base PROSPERO sob o numero
CRD42024522728.

Foram incluidos estudos publicados sobre diagndstico molecular de leishmani-
ose humana, envolvendo Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e L. (Viannia)
braziliensis. As buscas ocorreram nas bases PubMed/MEDLINE, EMBASE, SciELO e

BVS/LILACS, utilizando os descritores “Leishmania braziliensis”, “Leishmania infan-

tum”, “molecular diagnostics” e “PCR”, combinados por operadores booleanos.
Selecionaram-se estudos que apresentaram dados de sensibilidade, especifi-
cidade ou tabelas 2x2 (VP, FP, VN, FN), comparando a PCR ou suas variagdes ao

teste de referéncia. Foram excluidos duplicados, revisdes narrativas, estudos incom-
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pletos ou sem descrigdo dos primers. A triagem foi realizada de forma pareada e in-

-------

dependente no Rayyan®, e a qualidade metodoldégica avaliada pelas ferramentas
QUADAS-2 e STARD.

Os dados foram organizados em planilha Excel® e analisados no RevMan 5.4
(COCHRANE COLLABORATION, 2020), aplicando modelo de efeitos aleatérios, in-
tervalo de confianga de 95% e testes de Cochran (Q) e I? para heterogeneidade. Por

utilizar apenas dados secundarios, o estudo foi dispensado de aprovacao ética.

V.RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados pelos critérios, seis estudos (GOMES et al., 2014,
IBARRA-MENESES et al., 2021; MOHAMMADIHA et al., 2013; MOUTTAKI et al.,
2014; SUAREZ et al., 2015; TOZ et al., 2013.) foram incluidos na analise final.

A avaliacdo metodoldgica conduzida pelas ferramentas QUADAS-2 e STARD
demonstrou baixo risco de viés na maioria dos estudos, com incertezas pontuais ape-
nas nos dominios de selecédo de pacientes e padrao de referéncia, sem impacto rele-
vante sobre os resultados globais (WHITING et al., 2011; OLIVEIRA; GOMES; TOS-
CANO, 2011).

A metanalise evidenciou superioridade da PCR em relagdo aos métodos con-
vencionais de diagnostico, com sensibilidade variando entre 0,37 e 1,00 e especifici-
dade de 0,00 a 0,95, refletindo diferengas de amostras e alvos genémicos. O minicir-
culo de kDNA apresentou o melhor desempenho global, com sensibilidade acima de
95% e especificidade de até 100%, sendo o marcador mais confiavel para detecgao
de Leishmania spp (GOMES et al., 2014; SUAREZ et al., 2015).

Os alvos ITS1 e HSP70 demonstraram sensibilidade menor, porém maior ca-
pacidade de diferenciagéo entre espécies, especialmente em regiées onde coexistem
L. braziliensis e L. infantum (TOZ et al., 2013; MOUTTAKI et al., 2014). A combinacao

de alvos génicos, como HSP70 e 18S rDNA, apresentou acuracia proxima de 98,5%,
4
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reforcando que estratégias multi-alvo aumentam a confiabilidade diagndstica e redu-
zem o risco de falsos negativos (FILGUEIRA et al., 2020).

4 &A ....... BONORTE DO TOCANTING y
%@1 IVJORNADA DE INICIACAO

VI.CONCLUSAO/CONSIDERAGOES FINAIS
A metanalise realizada demonstrou que a utilizagado de métodos moleculares
baseados na PCR apresenta desempenho superior aos testes convencionais no diag-
nostico das leishmanioses, destacando o minicirculo de kDNA como alvo de maior
sensibilidade e os genes ITS1 e HSP70 como marcadores complementares para di-
ferenciagao entre espécies. Os resultados reforgam a importancia de investir em téc-
nicas moleculares aplicaveis a rotina laboratorial e a vigilancia epidemiologica, contri-

buindo para o diagnostico precoce e o controle da doenga.
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