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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de diferentes enfermidades, onde os fatores
sociais e ambientas vao estar ligados diretamente com a expansao e 0
desenvolvimento da doenca. Nos bancos de sangue no Brasil ndo h4 medidas de
controle nas bolsas de sangue para deteccéo do parasito, 0 que representa um risco
potencial para a populagdo. O presente estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar espécies de Leishmania infantum. circulante em doadores de sangue do
HEMOPE Recife. Para isto foram avaliadas 500 amostras de sangue de doadores
onde foram submetidas a uma PCR em Tempo Real. Na populacdo estudada a
prevaléncia foi de 6,2% para presenca do DNA circulante do parasito. Destes 54,8%
eram do sexo feminino, 54,8% tinha a faixa etaria de 18 e 25 anos. Considerando
ainda os doadores positivos na PCR em tempo real vimos que apenas 6,4%
residiam na zona da mata, 45,1% na capital pernambucana e 48,3% nos demais
municipios que compdem a regido metropolitana do Recife. No presente estudo foi
realizado a identificacdo da espécie circulante nestes individuos, onde de acordo
com os resultados, podemos sugerir a presenca da L. infantum. Diante dos
resultados é evidente a necessidade da tomada de medidas de controle para se
evitar a infecgao transfusional, pois os doadores assintomaticos oferecem riscos aos
receptores.

Palavras-Chave: Leishmaniose Visceral. Banco de Sangue. Leishmania.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of different diseases, where social and environmental
factors will be directly linked to the expansion and development of the disease. In
blood banks in Brazil there are no control measures in blood bags to detect the
parasite, which represents a potential risk for the population. The present study
aimed to identify and characterize Leishmania infantum species circulating in blood
donors from HEMOPE Recife. For this, 500 blood samples from donors were
evaluated in which they were submitted to a PCR in Real Time. In the studied
population, the prevalence was 6.2% for the presence of the circulating DNA of the
parasite. Of these 54.8% were female, 54.8% had the age group of 18 and 25 years.
Considering positive donors in real time PCR, only 6.4% lived in the forest area,
45.1% in the Pernambuco state capital and 48.3% in the other municipalities that
comprise the metropolitan region of Recife. In the present study the identification of
the circulating species was performed in these individuals, where according to the
results, we can suggest the presence of L. infantum. In view of the results, the need
for control measures to avoid transfusion infection is evident, since asymptomatic
donors present risks to recipients.

Key Word: Visceral Leishmaniasis. Blood Bank. Leishmania.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca crbnica e debilitante, causada por
protozoario do género Leishmania e transmitida por flebotomineos, que afeta a
saude e bem-estar dos seres humanos e animais (LAINSON, 1987; GONTIJO;
MELO, 2004).

Estratégias de controle da LV vém sendo realizadas, todavia a curva
ascendente de novos casos e a expansdao da LV no Brasil demonstra que os
métodos de controle utilizados sdo pouco efetivos (ZUBEM; DONANALISIO, 2016).
Sendo a LV uma doenca infecto parasitaria, endémica e de facil expansdo,
guestiona-se a possibilidade de transmissdo dessa patologia por outras vias, que
nao a vetorial (MARTHUR; SAMANTARAY, 2004).

No Brasil, a LV ainda ndo € considerada uma doenca de risco nas agéncias
de banco de sangue (BRASIL, 2004). Sendo isso um fator preocupante,
principalmente, devido relatos da possibilidade de transmissdo via transfusao
(URIAS et al., 2009; PROIETTI et al., 2007; LUZ et al., 1997). Além, da capacidade
do parasito sobreviver ao armazenamento do banco de sangue, reforcando assim, a
possivel transmisséo por essa via (DEY; SINGH, 2006).

Diante das dificuldades de diagnostico, das mudancas do perfil
epidemiologico e da escassez de estudos em bancos de sague, se faz necessario
estudos que abordem a infeccdo assintomatica por leishmania na populacdo de
doadores.

No Brasil, a prevaléncia de Leishmania infantum em doadores de sangue
assintomaticos de Monte Carlos-MG (421 pacientes) e de LV em Campo Grande-MS
(430 pacientes) foi de 5,5% e 15,6% respectivamente. Os resultados apresentados
demonstram a necessidade de se estabelecer métodos de diagndsticos mais
eficazes, que passem a ser usados nos bancos de sangue para a exclusdo de
doadores soropositivos para Leishmania sp, garantindo assim a seguranca dos
envolvidos na doacéo (URIAS et al., 2009; FRANCA et al., 2013).

Com o aumento dos casos da doenca, e de poucos dados na literatura sobre
a transmissdo da LV, é de suma relevancia identificar e caracterizar a espécie de

Leishmania encontradas em sangue de doadores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

Endémica em varios paises do mundo, a leishmaniose visceral € uma doenga
com numeros de morbidade e mortalidade elevados, principalmente nos tropicos e
subtropicos (CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; MKADA-DRISS et al., 2014).

Paises como Brasil, Suddo, Suddo do Sul, india, Bangladesh, e Etidpia
correspondem juntos mais de 90% de todos os casos de LV no mundo, com ndamero
de 6bitos chegando a 10%,sendo aproximadamente 20.000 a 40.000 mortes por ano
(ALVAR et al., 2012).

No Continente Americano, a LV se mostra presente desde o México até a
Argentina, aproximadamente 75% dos casos ocorre em territorio brasileiro, sendo
notificada em todos os estados (VOLPINI et al., 2004; MICHALSKY et al., 2011).
Apesar de ser uma doenca de caracteristica rural, tem se observado uma expansao
em pequenas e grandes areas urbanas, podemos citar como exemplo a regiao
nordeste brasileiro, na qual apresenta maior incidéncia (BRASIL, 2009).

Na regido nordeste, as leishmanioses possuiam inicialmente uma ocorréncia
limitada as areas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas hoje, encontra-se
em franca expansao, sendo responsavel por 53% de todos 0s casos registrados no
Brasil. Entre os anos 2000 e 2013, ocorreram 1.570 6bitos, sendo Maranhéo, Piaui e
Ceara os estados com os maiores indices de mortalidade, Pernambuco se destaca
pela grande expanséo por todo o estado nos ultimos 20 anos (CARVALHO et al.,
2007). O que mais chama a atencéo, é que apenas nos anos de 2015 e 2016 foram
5,351 casos confirmados da doenca no nordeste tendo neste mesmo periodo um
namero de 271 Obitos, se destacando em ambas a situacdo o ano de 2015 com
1.806 casos confirmados e 138 o6bitos. Figura 1 e 2. (BRASIL,2017).



Figura 1- Casos de LV em 2015 distribuidos por estado
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Figura 2- Obitos confirmados por LV distribuidos por estado em 2015
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No periodo de 2010 a 2014, no estado de Pernambuco, foram 3.329 casos
notificados, neste mesmo periodo foram registrados 35 6bitos em decorréncia da LV,
0S municipios que se destacaram por apresentarem uma intensa transmissao foram
Tamandaré, Caruaru, Salgueiro, Lagoa Grande, Santa Maria da Boa Vista, Petrolina,
Ouricuri e Santa Cruz, Carnaubeira da Penha, Serra Talhada e Goiana (Brasil,
2016).

Em um trabalho inédito realizado em Pernambuco entre os anos de 1934 a
1984, foi observado que a populacdo mais afetada eram as criancas menores de
nove anos, porém, este padrdo vem sendo modificado (Pereira et al.,1985). Como
demostra um estudo realizado no estado do Ceara, em que verificou uma mudanca
na faixa etaria dos individuos, onde a populacdo adulta representou ser a mais
infectada (CAVALCANTE; VALE, 2014).

Sendo considerada bastante complexa, a epidemiologia das leishmanioses,
devido aos seus ciclos antro-zoonéticos que envolve uma grande variedade de
vetores, mamiferos, reservatorios além da grande diversidade das espécies de
Leishmania (ASHFORD, 2000). Estima-se que a prevaléncia da doenca seja em
torno de 12 milhdes de casos em todo o mundo, havendo cerca de dois milhdes de
casos novos a cada ano, destes 500 mil de leishmaniose visceral (BASTIEN, 2011).

O rapido crescimento populacional estd relacionado com fatores que
contribuem para o aumento de casos da doenca. Como exemplo, temos o
desmatamento, a falta de saneamento basico, a pobreza e o0 convivio
homem/reservatério (COSTA et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005; WERNECK et al.,
2007). Esta expansdo da doenca € preocupante, o que implica na necessidade de
avancos direcionados a aspectos como: identificacdo de espécies, diagndstico,
tratamento, prevencédo, a caréncia de medidas de controle e de politicas publicas
refletem no aumento do nimero de morbidade e mortalidade (MONTEIRO, 2013).

Nota-se que as precarias condicbes de vida da populacdo sdo um dos
principais determinantes para o processo saude-doenca (COSTA; VIEIRA, 2001;
SILVA; VASCONCELOS, 2003).

Sendo assim, a aproximacao dos seres humanos com as areas de florestas e
a criacdo de animais, sao fatores que atraem o vetor ao peridomicilio, se
estabelecendo nestes locais a presenca do vetor vai contribuir na manutencédo do
ciclo da doenca (MISSAWA et al., 2008). O clima também vai influenciar na

presenca do vetor, uma vez que foi observado que em épocas de chuvosas a um



18

aumento da populacao vetorial (AGRA et al., 2016).

2.2 Transmissao direta e vetorial

As leishmanioses sdo antropozoonoses, causadas por diferentes protozoarios
do género Leishmania, apresentando em uma de suas formas clinicas, a forma
visceral, afetando principalmente os seres humanos. O vetor envolvido neste
processo é o flebotomineo, presente na zona rural e em ampla expansao na area
urbana (VILELA et al.,, 2011; FONTELES et al., 2009; DANTAS-TORRES et al.,
20009).

No Brasil os principais causadores da LV sé@o os flebotomineos Lutzomyia
cruzi e Lutzomyia longipalpis (Figura 2), popularmente conhecido como mosquito
palha (MAIA-ELKHOURY et al., 2008)

O inseto Lutzomyia longipalpis, foi descrito pela primeira vez em 1912, apos
ser encontrado nos estados de S&o Paulo e de Minas Gerais (LUTZ; NEIVA, 1912).
Mais tarde, constatou-se que ele era vetor da LV, podendo ser encontrado em
grande parte do continente americano (OVALOS, 2011). Principalmente em
localidades proximas a regides de Mata Atlantica remanescente (DANTAS-TORRES,
2006).

A principal fonte alimentar do vetor hematdéfago sdo os vertebrados,
contribuindo com o ciclo biolégico e transmissdo da doenca (FONTELES et al.,
2009).

Figura 3- Flebotomineo Lutzomia Longipalpis

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg
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A transmissdo ocorre no momento da picada, onde sdo inoculados no
vertebrado as formas promastigotas que séo caracterizadas por serem fusiforme,
moével e flagelada com cinetoplasto anterior ao nucleo, tendo 10-15um de
comprimento por 1,5 a 3,5 um de largura, estas formas promastigotas vao infectar os
macréfagos e se desenvolver em amastigotas que sdo caracterizadas por serem
arredondada, imével e possuirem uma bolsa flagelar com uma grande abundancia
de kDNA, seu tamanho é de 2-4 pum, logo ir4 ocorrer a ruptura do macrofago
liberando as formas amastigotas na corrente sanguinea; uma vez o vetor se
alimentando do sangue infectado as formas amastigotas vao transformar em
promastigotas onde vao se reproduzir no intestino, o ciclo se fecha no momento em
gue o vetor se alimenta novamente do vertebrado. Figura 3. (PEARSON; SOUSA,
1996, CUNNINGHAM, 2002; GONTIJO; CARVALHO, 2003; RIERA et al., 2008).

Figura 4- Ciclo de vida da Leishmania
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Outras vias de transmisséo vém sendo citadas, tanto em animais quanto em
seres humanos (TURCHETTI et al., 2014). Na Alemanha, por exemplo, foi descrito o
primeiro caso de transmissdo vertical de L. infantum em cées naturalmente
infectados, confirmando essa possibilidade (NAUCKE;LORENTZ 2012). Ainda em
cées, SILVA et al,(2009) demonstraram quando ndo ha a presenca do vetor, a L.
infantum pode ser sexualmente transmitida. Morais et al, (2013) destacam os
ectoparasitas como possiveis vetores podendo eles servirem como sentinelas ou
indicadores da circulagdo de Leishmania. Em humanos, a transmissdo congénita,
também ja foi relatada, sendo descrita pela primeira vez por Low e Cooke (1926).
Porém, em regides endémicas é dificil distinguir a transmiss@o congénita da vetorial
(MONTOVANI et al., 2005).

Além das transmissdes ja citadas, na literatura ha relatos de transmisséo por
meio de orgaos transplantados, como é relatado no estudo de Silvia et al., (2015)
apos um transplante renal. A leishmaniose pode aparecer como um complicacdo a
longo prazo apos o procedimento do transplante, porém tudo vai depender de qual
orgao foi transplantado (ANTINORI et al., 2008).

Outra forma também relatada, se dar pelo compartilhamento de seringas por
usuarios de drogas, sendo caracterizado como um cliclo alternativo, onde a seringa
no caso substitui o vetor, porém, ocorrendo a transmissao direta das formas
amastigotas (MARQUES et al., 2007)

2.3 Aspectos Clinicos das Leishmanioses

A LV é caracterizada como uma doenca sistémica, cronica e grave (MICHEL
et al.,, 2011). O individuo é definido como suspeito ao apresentar sintomas como
febre, perda de peso, astenia, hepatoesplenomegalia ,anemia e que seja
proveniente de area com ocorréncia de transmissdo. Os casos confirmados sédo por
critérios clinicos-epidemiolégicos e laboratoriais, havendo a confirmacéo o caso sera
tratado como um caso novo, se em 12 meses houver o ressurgimento de doenca o
caso sera classificado como recidiva (BRASIL, 2014).

A forma mais grave das leishmanioses é a forma visceral, apresentando uma
variacdo muito grande desde uma forma assintomatica até uma forma cronica,
podendo ser fatal quando néao tratado (BADARO,1996; DEY E SHING 2006)

Em um estudo realizado por Alvez e Fonseca (2018) em um grupo de 174
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pessoas com a doenca as principais manifestacdes clinicas apresentadas foram
febre, fraqueza, emagrecimento, palidez e hepatomegalia o estudo ainda chama a
atencao em relacdo ao diagnostico tardio no qual pode ter o desfecho de morte.

Vale ressaltar que o periodo de incubacao pode variar de 10 a 24 meses,
porém tudo vai depender da sucetibilidade do hospedeiro (PEDROSA e ROCHA,
2013).

Quanto aos perfis clinico-imunolégicos da LV, temos infec¢cdo sintomatica,
infeccdo subclinica resistente, infeccdo subclinica oligossintomética, e infeccéo
assintomatica (BARBOZA et al., 2010). Sao classificados como individuos
assintomaticos, todos aqueles que no atual momento se encontram aparentemente
saudavel, mas que estdo infectados pelo parasito da Leishmania. A forma
assintomatica vai ser identificada por meio da resposta imunologica especifica para
antigenos de Leishmania, por RT-PCR ou isolado em cultura (MICHEL et al., 2011;
FAKHAR et al., 2008).

Casos de portadores assintomaticos em areas endémicas, ja foram relatados
no Ird por Alborzi et al, (2008) e por Asfaram et al, (2017), Iraque por Souhaila et al,
(2010), Singh; Chaudhry;Wali (1996) relatam que cerca de 43,9% das pessoas que
apresentam a infeccdo assintomatica, podendo desenvolver a forma sintomatica em
um periodo de trés meses a um ano. O que se torna preocupante é que se existem
casos de assintomaticos em uma determinada regido sendo eles reservatorio do
parasito isto pode ser um fator desencadeante de uma epidemia no futuro, diante
disto, a melhor forma de reducdo da prevaléncia de assintomaticos € a aplicacéo de
intervencdes relacionadas ao vetor, pois, as intervencdes voltadas ao tratamento do
doente podem reduzir apenas 0s casos sintomaticos (STAUCH et al.,2011). Vale
ressaltar que a evolucdo da doenca vai depender do estado imunoldgico do
individuo (BRASIL, 2007).

2.4 Aspectos imunolégicos gerais da Leishmaniose

A imunidade frente a Leishmania depende do desenvolvimento de um padrao
de resposta Thl, dependente da inducéo inicial via IL-12 produzido pelas células
apresentadoras de antigeno . A IL-12 induz a secrec¢éo de IFNy pelos linfécitos Thl.
Esta citocina sera responsavel pelo estimulo da atividade microbicida dos

macroéfagos, a partir do aumento de producdo de moléculas microbicidas como 6xido
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nitrico (NO ) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (KAYE e SCOTT.,2011 ;
RODRIGUES et al., 2016).

Na Leishmaniose Visceral estudos realizados em camundongos demostraram
que as células T CD4 + e T CD8 + também sdo responsaveis pelo controle e
desenvolvimento da resposta imune especifica para o parasito (GOTO e PRIANTI.,
2009). Estas células produzem IFN-y que ativa macrofagos estimulando a producéo
de 6xido Nitrico (NO) e outros radicais livres com atividade microbicida.( KAYE e
SCOTT., 2011).

Outro mecanismo importante durante a infeccdo, é estabelecido a partir de
células dendriticas esplénicas que produzem IL23p19 que junto com IL12p40 vao
dar origem a IL23 biologicamente ativa. A IL23 junto com outras citocinas promove a
diferenciacdo da populacdo Thl7. Estas células tém sido associadas a um papel
protetor durante a leishmaniose visceral. Na LV a IL17 atua sinergicamente com IFN
vy na ativacdo de macrofagos e inducdo de producdo de NO. (NASCIMENTO et
al.,2015).

Na leishmaniose visceral a IL-10 tem um efeito anti-inflamatério, (OUYANG et
a.,2011.) sendo responsavel pela desativacdo dos mecanismos microbicidas do
macrofago frente a infeccdo. Esta citocina também esta relacionada a regulacdo da
producdo de IFNy pelas células T levando a diminuicdo e é capaz de inibir a
migracdo de células dendriticas nos sitios de ativacdo de linfécitos T. Desta forma
esta citocina estd associada a maior susceptibilidade a infeccdo na leishmaniose
visceral. (BHATTACHARYYA et al., 2011.)

Em individuos assintomaticos o diagnostico torna-se dificil, alguns estudos
vem demonstrando a estimulacdo de sangue total com antigeno soluvel de
Leishmania (SLA), como um bom teste para detectar individuos assintomaticos, uma
vez sendo avaliadas as concentracfes plasmaticas de INF-g e IL-10. Realizando
uma combinacdo destes marcadores com o diagnostico molécular, os resultados
podem ser eficaz para avaliacdo da prevaléncia dos assintomaticos em uma
determinada populacdo assim como ser uma ferramenta importante para o controle
da Leishmania. (IBARRA-MENESES et al., 2016; SINGH et al.,2012).
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2.5 Infecgéo assintomatica

O primeiro relato de infec¢éo assintomatica no mundo ocorreu em 1974, onde
foi descrito casos na regido Emilia-Romagna localizada no norte da Itélia, ap6s um
surto da doenca (PAMPIGLIONE et al.,1974).

No Brasil, a primeira vez que foi descrito o termo ‘assintomatico’ foi em 1984
por Badar6é et al, (1984). Como préprio nome ja diz, a forma assintomética é
caracterizada por ndo apresentar nenhum sinal e sintoma da doenga, para o
diagnostico é necessario a realizagdo de exames laboratoriais soroldgicos, porém,
se tratando da forma assintomatica, os diagndsticos moleculares sdo o0os mais
indicados (MARY et al.,, 2004; SELVAPANDIYAN et al., 2008; MICHAEL et al.,
2011).

Moreno et al, (2006) identificaram por meio de diferentes métodos
laboratoriais a infecgdo assintomatica por Leishmania, em areas de baixa
prevaléncia, no estudo foi utilizado como método de diagndstico a PCR e a sorologia
(ELISA, rK39, IFAT) nos resultados, foi visto que apesar de haver uma variacdo de
acordo com os testes, € possivel realizar o diagnostico da leishmaniose em
assintomaticos; no mesmo estudo também foi relatado a importancia de se estudar
0S casos assintomaticos e relaciona-los com a manutencdo da infeccdo em areas
urbanas e identificar os fatores de risco que levam a progressao da doenca.

Diversos fatores podem estar relacionados com o ndo aparecimento de sinais
clinicos, dentre estes fatores podemos destacar os fisioldégicos, nutricionais,
imunogénicos ate mesmo 0 parasito pode estar envolvido nesta determinacédo da
sintomatologia ( JIMENES-MARCO et al,2012).

Além disso, HOBOKEN (2007) cita que a predisposi¢do genética pode ter um
papel fundamental para o desenvolvimento da doenca; (JIMENEZ-MARCO et
al.,2012). E o que mostra o artigo de WEIRATHER et al. (2016) que teve como
objetivo verificar regides cromossémicas e relacionar com as manifestacfes
assintomaticas (cromossomo 9) e sintomaticas (cromossomo 15 e 19) da infec¢ao
por L. infantum. Outro fator, descrito por HIDE et al. (2013) em um estudo realizado
no sul da Franca, é que a viruléncia pode estar relacionada nesta determinacéo da
sintomatologia.

Em estudo realizado por Singh; Chaudhry; Wali, (1996) relatam que cerca de

43,9% das pessoas que apresentam infeccdo assintomatica, podem desenvolver a
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forma sintoméatica em um periodo de trés meses a um ano. Em um estudo similar na
india, que foi realizado com 2603 pessoas do distrito de Malda, 185 foram positivos
para o teste rapido, deles 96 tinham histérico de leishmaniose e 89 sem historico.
Entre as pessoas assintomaticas infectadas, observou-se o desenvolvimento da
doenca em 10,39% e a soroconversao em 80,52% casos, 9,09% permaneceram
soropositivos mesmo apods trés anos (SAHA et al., 2017). Diante de todos estes
contextos, mais estudos precisam ser aplicados para esta tematica, uma vez que um

individuo assintomatico pode ser um potencial transmissor das doencas.

2.6 Transmisséo Transfusional por Leishmania

Uma vez sendo um individuo assintomatico um potencial doador de sangue,
outra possivel forma de transmissao, é a transfusional, na qual ja foi relatada por De
Freitas et al. (2006), onde eles inocularam sangue total com presenca do parasito
em animais. Ap0s um periodo, os animais desenvolveram infec¢cdo e sintomas
clinicos de leishmaniose visceral. Aléem disso, a transmissdo da leishmaniose pelo
transplante de 6rgaos também vem sendo discutida como é ja descrito na literatura
por Pego et al. (2013) em que um paciente sem evidéncias de exposi¢cao de alto
risco a Leishmania spp desenvolveu a infeccéo apds um transplante renal.

O primeiro relato de transmissao via transfusdo sanguinea foi na China por
Chung et al, (1948), posteriormente outros relatos também foram descritos em
paises como a Suécia, Franca, Bélgica (ANDRE et al, 1958; KOSTMAN et al, 1963;
COHEN et al., 1991), no Brasil o primeiro relato ocorreu no estado do Rio Grande do
Norte (LUZ et al.,1997)

Apesar de ja haver relatos de transmissdo, até 0 momento no Brasil ndo é
realizado na triagem para doacdo de sangue a sorologia para esta infeccdo. Os
testes realizados até entdo séo para doenca de Chagas, hepatite, Sifilis, HTLV 1 e 2,
HIV 1 e 2 (URIAS et al., 2009; BRASIL, 2004; LIMA et al., 2012).

A Organizacdo Pan-americana de Saude, aconselha a recusa dos doadores
gue tiveram infeccao por leishmaniose por um periodo de dois anos, como também
recusa agueles possivelmente assintomaticos, jA a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) demonstra certa preocupacdo em relacdo a triagem realizada atualmente
(BLOCH; VERMEULEN; MURPHY, 2012).

No estudo de Chung et al. (1948), eles relatam uma aparente transmisséo da
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leishmaniose apos uma méae ter feito uma doacédo para as duas filhas, pouco tempo
depois da doacao ter sido realizada, a mée foi diagnosticada com a doenca, logo foi
realizado uma avaliacdo periddica nas criancas, onde foi constatado que apo6s dez
meses as criangas apresentaram-se infectadas.

André et al, (1958) descreveram o desenvolvimento da leishmaniose em
recém-nascidos apos receberem transfusdo sanguinea de individuos até entédo
saudaveis antes do tempo da doacdo do sangue, porém, algum tempo apos a
doacéo se iniciou as manifestacdes clinicas da doenca, e logo, apds oito meses as
criangas também iniciaram a sintomatologia.

Outro caso semelhante ocorreu na Bélgica, sendo o primeiro caso de
transmissao de Leishmaniose por transfusdo sanguinea, este caso foi relatado por
Cohen et al, (1991). No estudo é apresentado um caso de uma crianca de apenas
11 meses de vida diagnosticada com leishmaniose, a crianga era moradora de uma
area nado endémica e nunca saiu do local de nascimento, na investigagdo foi
observado no historico da crianca que ela havia recebido uma transfuséo de sangue
logo ap6s o nascimento. No Reino Unido, uma crianca ap0s necessitar de uma
transfusdo sanguinea devido a uma cirurgia cardiaca desenvolveu leishmaniose
visceral, tanto a crianga como a mae nunca havia saido do Reino Unido (CUMMINS
et al.,1995).

Enquanto no Brasil, LUZ et al, (1997) investigaram a prevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania em 1500 doadores de sangue politransfundidos em
hemodialise. Em um grupo de um numero de 1194 de doadores voluntarios a
sororeatividade foi de 9%, chegando a 25% nos oriundos da zona peri-urbano. Ja
nos pacientes politransfundidos e em hemodidlise da cidade de Natal-RN a
sororeatividade foi de 37%, valendo ressaltar que na cidade de Natal a leishmaniose
se encontrava em baixa endemia ocorrendo surtos esporadicos em localizadas
regides. Para a realizacdo dos testes, foi aplicado o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) de fucose-manose no qual apresentou uma sensibilidade de
100% e especificidade de 96%. A transfusdo sanguinea foi incluida como um fator
de risco, sendo relacionada fortemente com a presenca de anticorpos anti-
Leishmania. Os resultados do estudo demonstram a necessidade do controle da

leishmaniose uma vez que é uma possivel via de transmissao em areas endémicas.
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Também no Rio Grande do Norte, Otero et al, (2000) realizaram um estudo no
qgual foi feito uma relagdo entre a sororeatividade e a presenca de DNA de L.
donovani em doadores de sangue saudaveis assintomaticos. Como método de
diagnostico foi utilizado o ELISA e o PCR, dos 21 doadores assintomaticos
reagentes no ELISA, 24% foram positivos ao ser aplicado o PCR. Mostraram a
possibilidade da transmissdo da leishmaniose por transfusdo de sangue em areas
endémicas. Esse estudo foi um tanto controverso ja que L. donovani pertence ao

velho mundo, havendo assim necessidade de maiores investigacoes.

De acordo com Sistema de InformacBes de agravos de notificacdo (SMS), é
possivel observar que no Rio Grande do Norte, no periodo de 2012 a 2015, foi
registrado 367 casos confirmados de leishmaniose visceral, distribuidos em 76
municipios, sendo eles os que apresentam maiores numeros de casos Natal,

Mossoro6 e Acu. Ocorrendo neste mesmo periodo, 23 6bitos devido a doenca.

Assim como Natal na regido nordeste, no sudeste a cidade que se destaca é
Montes Claros em Minas Gerais, que entre os anos de 2009-2015 foram 2,682
casos confirmados, destes 464 ocorridos em 2009 (BRASIL, 2015). Neste mesmo
ano Urias et al, (2009) realizou um estudo, que teve como objetivo a prevaléncia de
adultos infectados com L. chagasi entre doadores de sangue do Hemocentro da
cidade de Montes Claros-MG. O estudo teve total de 421 participantes, destes
participantes foi coletado 10 ml de sangue para a realizacdo de teste sorologicos.
Para a triagem de LV foi utilizado a imunoflorescéncia indireta para Leishmania,
todas as amostras positivas foram aplicadas ao Kalazar Detect Rapid Test, sendo
estas bolsas de sangue impedidas para doacdo. Os casos positivos foram
submetidos a uma avaliacdo e ndo apresentaram nenhuma evidéncia clinica, sendo
considerados como assintomaticos e acompanhados por um periodo de um ano.
Dos 421 doadores 23 apresentaram positividade por meio da imunofluorescéncia
indireta para L. infantum e nenhuma para o teste rapido. No estudo também aponta

a importancia de maiores pesquisas em relacdo a transmissao transfusional.

Outro estado brasileiro com altos nUmeros de casos confirmados é o Mato
Grosso do Sul, entre os anos de 2010 e 2017 foram 1.470 casos confirmados, as
cidades que mais se destacam como areas de intensa transmissdo € Campo

Grande, Trés Lagoas, Corumbd, Aquidauana, Coxim e Anastacio (Brasil,2017).
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Diante deste quadro Franca et al (2013) realizou um estudo onde teve como objetivo
detectar anticorpos anti-Leishmania em doadores de sangue do Centro-Oeste. No
estudo 430 amostras de doadores de sangue, todas as amostras foram testadas por
meio da imunofluorescéncia, onde 15,6% foram positivas. Quanto a populacao foi
visto que 70,2% eram do sexo masculino com idade média de 32 anos. Por fim é
indicado que os métodos para diagnostico de leishmaniose em banco de sangue

devam ser rotina com objetivo de promover maior seguranga para os envolvidos.

Fukutani et al, (2014) verificaram a prevaléncia de infec¢do assintomatica de
Leishmania entre os doadores de sangue, no estudo realizado foi coletada 700
amostras, todas estas amostras foram submetidas primeiramente ao ELISA, nas
amostras reagentes foi aplicado o PCR EM TEMPO REAL (qPCR) a fim de
identificar a presenca de DNA do parasita e a PCR convencional para a regiao ITS.
Em concluséo os autores relatam que no grupo de doadores de sangue ha doadores
com a infecgdo assintomatica, o que se faz necessario de uma discusséo sobre a
necessidade de programar estratégias especificas de rastreamento e,

possivelmente, o risco de transmisséo de Leishmania por transfusdo de sangue.

Para uma melhor compreensdo montamos uma tabela com os estudos
publicados até o momento em que abordam a questéo do assintomatico o banco de

sangue. Tabela 1.

Tabela 1- Estudos que identificaram assintomaticos infectados com Leishmania nos
bancos de sangue do Brasil.

Técnica  N° de participantes  Resultados Local de Estudo Referéncia

ELISA 1194 9 Natal-RN Luz et al., 1997 [18]
ELISA-PCR 116 24-23 Natal-RN Otero et al., 2000 [19]
RIFI 421 55 Monte Claros-MG Urias et al.,2009 [20]
ELISA 176 11,4 Regido Central-PR  Braga et al., 2005 [21]
RIFI 430 15,6 Campo Grande-MS Franca et al., 2013 [22]
ELISA 700 54 Salvador-BA ukutani et al., 2014 [23]

PCR-ELISA 431 4,3-12,2 Fortaleza-CE ~ Monteiro et al., 2016 [24]
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2.7 Diagnostico

Para o diagnoéstico das leishmanioses, se faz necessario uma observacao de
todos os aspectos epidemioldgicos e clinicos do paciente e relaciona-los com os
exames laboratoriais, podendo ser os parasitologicos, imunologicos e moleculares
(HORIMOTO et al., 2009; LEMOS et al., 2003; BRITO et al., 2012; SILVA et al.,
2014).

Para LV é preconizado para o diagnostico imunoldgico a Imunofluorescéncia
indireta (IFl) sendo positivas todas aquelas amostras que apresentarem reacao a
partir da diluicdo de 1:80. Quando os titulos forem iguais a 1:40, com clinica
sugestiva de LV, recomenda-se uma nova amostra em 30 dias. A IFI pode ser tanto
guantitativa ou qualitativa, a quantitativa vai confirmar os resultados reagentes ou
indeterminados dos que foram submetidos a forma qualitativa, que vai definir se é
reagente, ndo reagente ou indeterminada (BRASIL,2009). Também € indicado pelo
MS o Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e os Testes rapidos imunocromatograficos
onde vao ser considerados positivos quando a linha controle e a linha teste
aparecem na fita ou plataforma (BRASIL, 2014).

O método imunolégico ELISA vai se basear na presenca de resposta humoral
especifica (HERWALDT, 1999), apresentando uma sensibilidade e especificidade
gue vai depender do antigeno utilizado, uma boa parte dos resultados que se
mostram promissores utilizam como antigeno o rK39 tendo uma sensibilidade e
especificidade de 100% a 96% (ROMERO; BOELAERT, 2010; PALATNIK et
al.,1995). Além desses, a DAT (Teste da aglutinacdo dierta) vai expor o resultado
por meio da deteccdo de anticorpos, que sédo apresentados nos periodos iniciais da
infeccdo ndo podendo ser detectados depois da cura, a sensibilidade deste teste
varia de 90% a 100% enquanto a especificidade tem uma variacédo de 72% a 100%
(SRIVASTAVA et al.,2011; SINGH; SIVAKUMAR, 2003; SASSI et al.,1999).

O IDMR é baseado por uma reacado tardia de hipersensibilidade, este
método imunoldgico identifica a infeccdo por Leishmania em humanos (REAIS et
al.,2008). O IDMR é uma técnica no qual o antigeno € inoculado no antebraco do
paciente e lida com 48h, serd considerada positiva se a enduracdo formada for
maior ou igual a 5 mm, (ANDRADE et al.,2005), esta lesdo é caracterizada pelo
endurecimento do local da inoculagdo que é causada pela infiltracdo de linfécitos e
macrofagos (CARVALHO et al,1995).
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O Teste rapido imunocromatografico além de ser empregado para o
diagnéstico da doenca, vem sendo usado para determinar a proporcao de infec¢des
assintomaticas, além de detectar infec¢do subclinica ou ativa (BARAO et al., 2007).
Este tipo de teste é especifico para LV, com ele € possivel detectar anticorpos para
a sequéncia especifica de 39 aminoacidos que se repetem compondo a proteina
recombinante k39 (DOURADO et al., 2007).

Além de todos estes ja citados, ha também os diagndsticos parasitoldgicos,
gue se baseiam na visualizacdo das amastigotas em 6rgaos, tecidos e sangue
periférico (SINGH;SIVAKUMAR, 2003; EGUCHI et al., 2017). No parasitolégico
guando realizado esfregaco em lamina as formas amastigotas séo vistas facilmente,
nesta técnica a sensibilidade € alta, porém a especificidade é muito variavel
(SHING.,2006).

Vale ressaltar que nas técnicas parasitologicas, para um bom resultado se faz
necessario primeiramente usar um material de qualidade, como também ter uma
equipe treinada e capacitada para a realizacado da técnica e leitura dos resultados
(SRIVIDYA et al., 2012) .

Outra técnica parasitologica utilizada, é a cultura, onde €& possivel a
identificacdo por meio do isolamento da promastigota, porém, esta técnica € mais
utilizada em laboratérios de pesquisa devido a demora para obtencéo dos resultados
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Outro método de diagnostico que vem sendo aplicado € indicado para casos
assintomaticos é a PCR, que tem como uma de suas grandes vantagens a deteccéo
do parasito, mesmo em cargas muito baixas (FAUCHER; PIARROUX, 2011)

2.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Quando os diagndsticos parasitolégicos e sorolégicos expressam um
resultado negativo ou inclusivo, mas ainda ha alguma suspeita clinica, é necessario
um método alternativo, este método € a PCR. Técnica que se baseia na reacao de
regides determinadas de DNA, amplificadas enzimaticamente. (MELLO,2006; ALAM
et al., 2009; Ruitter et al.,2014).

Na PCR, para a identificacdo e quantificacdo do parasito em lesfes e em
tecido sanguineo vem sendo utilizado como alvo o DNA do cinetoplasto (KDNA)

(VERGEL et al, 2009). Muito utilizado pelos pesquisadores o KDNA é formado por
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uma rede de DNA, onde € encontrada uma grande quantidade de moléculas
circulares de DNA (minicirculos). Os minicirculos sdo cerca de 10.000-20.000
copias, com sequéncias de 500 a 2500 pares de base (pb) além da regido
conservada ampliada ser 10 vezes mais sensivel que a da regido variavel, ja os
maxicirculos se apresentam em torno de 50 copias com 20.000 a 35.000 pares de
base (pb) (DEGRAVE et al., 1994, CORTES, 2008).

Devido a elevada sensibilidade e especificidade, os métodos moleculares
permitem a caracterizacdo de espécies com extrema exatiddo, como exemplo
dessas técnicas tem-se a PCR-RFLP. A identificacdo de regiées do DNA do parasito
gera perfis de banda na eletroforese e permite a diferenciacdo entre as espécies
com confiabilidade e rapidez, fundamental para se descrever espécies em regides
endémicas (VOLPINI et al., 2004).

O resultado destas técnicas € atraves da visualizagdo por meio de um gel de
agarose ou poliacrilamida, onde € possivel caracterizar os fragmentos que foram
separados por meio de peso e tamanho molecular (Auwera & Dujardin 2015).

Em um estudo realizado por Medeiros et al, (2017) para o diagndsticos em
assintomaticos foi desenvolvido uma técnica sem o uso de kits comerciais, que
permite o teste de varias amostras simultaneamente. Baseada na medicdo de
leituras de absorbancia em produtos de PCR, a técnica pode ser aplicada em paises
endémicos ajudando no monitoramento das intervencgdes de controle.

Com o aperfeicoamento da PCR convencional se desenvolveu a PCR em
tempo real apresentando uma maior sensibilidade, especificidade e rapidez além de
uma capacidade de quantificar cargas parasitarias em niveis muito baixos (Dantas-
Torres et al., 2016).

Uma das grandes vantagens da gPCR € a capacidade precisa de
guantificacdo, e o acompanhamento, em tempo real, do produto quantificado. A
técnica vem se demonstrando eficaz para diversos tipos de amostras, sendo
possivel a identificacdo da carga parasitaria por reacdo, acompanhamento durante e
pos-tratamento além da interacdo hospedeiro-parasito (BEN ABDA et al., 2011,
FRANCINO et al., 2006).

Esta técnica também vem sendo utilizada para diferenciacdo de espécies de
Leishmania ( KHOSRAVI et al., 2012). Como pode ser observado no estudo de
Khosravi et al. (2012) em que foi realizado a diferenciacdo de diferentes espécies

do mesmo subgénero (Leishmania). Pita-Pereira et al.(2012), também usou a
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técnica para diferenciacdo de subgéneros Leishmania e Viannia.

Durante todo o processo de termociclagem é possivel visualizar toda a reagéo
em tempo real através de graficos apresentados pelo monitor do equipamento. Por
meio destes gréaficos apresentados temos informacdes importantes (PAIVA-
CAVALCANTI, 2008), como:

e Ciclo threshhold- que nos informa o numero de ciclos onde a
fluorescéncia passa o threshold;

e Threshold- informa o desvio padrdo da intensidade de emissao de
flourescéncia;

e Curva de amplificacdo- informa o ciclo das amostras em analise;

e Baseline- Ciclos inicias da PCR.

Esta técnica é de facil reprodutibilidade além de rapida, porém se faz
necessario cuidados a fim de evitar contaminagdes (MARY et al., 2004).
Apesar de promissores os resultados da qPCR, a técnica ainda nao é viavel

para aplicacéo clinica devido aos altos custos operacionais (GALLUZZI et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da expanséo da LV para regifes antes livres da doenca e apresentar
um quadro clinico muitas vezes assintomético, a LV vem se tornando uma
preocupacao para os bancos de sangue, uma vez que até 0 momento no Brasil ndo
se conhece a real dimenséo da transmissao transfusional.

Para a realizacdo da doacdo de sangue, € necessario que a pessoa esteja se
sentindo bem e que nao esteja doente, qualquer sinal de doenca o individuo vai ser
impedido de realizar a doacdo. Porém, doencas como a Leishmaniose pode se
apresentar muitas das vezes na forma assintomatica, sendo o individuo um portador
da doenca, mesmo nao apresentando nenhuma sintomatologia.

Sendo 0 assintomatico um possivel transmissor, traz consigo um grande risco
para os envolvidos no processo de doacgdo, principalmente para 0s receptores
imunocomprometidos, pois a evolucdo da doenca esta ligada diretamente com o
estado imunoldgico do individuo. A rapida expansao, os diferentes comportamentos
de acordo com a regido além de questdes relacionadas a transmissao evidencia a
grande importancia da necessidade de métodos de triagem nos bancos de sangue.

Na fase assintomatica se torna dificil o diagndstico uma vez que 0s
pacientes nesta fase apresentam um baixo nivel de anticorpos e numero reduzido de
parasitas circulantes. Sendo assim sdo necessarias técnicas laboratoriais como a
PCR direcionada ao KDNA. Esta técnica ira conseguir realizar a deteccdo do
parasita mesmo em niveis baixissimos.

Diante disto este estudo objetiva a identificacdo e caracterizacdo da espécie
de Leishmania infantum em doadores de sangue do hemocentro de Recife-PE por

meios de métodos moleculares para um melhor resultado.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a prevaléncia da infeccdo assintomatica por Leishmania sp. em
doadores do hemocentro da cidade Recife-PE?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Estimar a prevaléncia da infec¢cdo assintomatica por Leishmania sp. em

doadores de sangue do hemocentro da cidade de Recife-PE

5.2 Objetivos Especificos

° Caracterizar o perfil sociodemografico dos doadores.

° Identificar e caracterizar por meio da gPCR DNA de Leishmania sp. em
sangue periférico de doadores do HEMOPE.

° Confirmar por meio da PCR convencional espécies de Leishmania

infantum. em doadores de sangue.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal e descritivo. As amostras
foram fornecidas pela Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco-
HEMOPE unidade Recife. As analises moleculares foram realizadas na FIOCRUZ-

Instituto Aggeu Magalhaes.
6.2 Populacao Estudada

Foram analisadas 500 amostras de sangue periférico e apenas participou do
estudo amostras de sangue de doadores aptos para doagdo que compareceram no
banco de sangue da cidade de Recife entre agosto de 2017 a setembro de 2017.

6.3 Amostra

Para o grupo de amostras foram selecionadas amostras aleatorias e
probabilisticas, individuos que compareceram ao banco de sangue para realizar
doacao de sangue, que foram considerados aptos para o processo de doacao e que
aceitaram a participar da pesquisa.

Para determinar o tamanho amostral necessario de individuos doadores de
sangue, foi realizado o calculo para populacdes infinitas, usando a prevaléncia
média da doenca no Brasil que é de 12,74%, realizamos um calculo com base nos
autores Urias (2009) Franca (2013), Fukatani (2014). Desta forma, teremos a

seguinte equacao para o célculo do tamanho amostral com base nas proporcoées:

N = <Z_a'_‘/_p_'_qz)

E
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Sendo:

n = NUmero de individuos na amostra

Za/2 = Valor critico, indicando o nivel de confianga adotado. (95%)

E= Margem de erro maxima da estimativa. (5%)

p = Proporc¢éo de individuos que pertencem a categoria em estudo.

g=Proporcao de individuos que ndo pertencem a categoria em estudo,

sendo que:q=1-p.

Nivel de confianca de 95% e erro maximo de 5% temos o n = 174, porém serao

totalizadas no estudo 500 amostras.

6.4 Critérios de Inclusao

Todos aqueles doadores considerados aptos para doagao e que assinaram 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) .

6.5 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo todos aqueles positivos em algum teste sorologico
realizado pelo HEMOPE.

6.6 Técnicas Laboratoriais Empregadas

6.6.1 Extracdo de DNA das amostras

A extracdo de DNA gendmico das amostras de sangue periférico foram

realizadas com a utilizacdo do kit Wizard® Genomic DNA Purification, de acordo

com as especificacées do fabricante. Fig. 7
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Figura 5- Extracao de DNA pelo KIT Wizard® Genomic DNA Purification
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Legenda 5. Extragdo realizada de acordo com as especifica¢gfes do fabricante

6.6.2 PCR em Tempo Real

Para a realizacdo da qPCR foi utilizado um ensaio descrito por Dantas-Torres
e colaboradores (2016) com pequenas modificacdes. Em nosso ensaio modificado é
utilizado a TagMan® Genotyping master mix (Applied Biosystems) e para 0 processo
de termociclagem configuramos as seguintes condi¢des: 50° C durante 2 minutos,
40 ciclos a 95 ° C durante 10 minutos e 95° C durante 15 segundos e 60°C 1
minutos.

As demais condicdes do ensaio permaneceram como o original, foram
utilizados os iniciadores especificos para L. infantum LEISH-1 (50-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-30) e LEISH-2 (50- ACCCCCAGTTTCCCGCC-
30) descritos por Francino et al, (2006), sonda TagMan® FAM-50-
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AAAAATGGGTGCAGAAAT-3"-non fluorescente quenche Rmgb.

6.6.3 PCR convencional

Para a confirmacao e verificacdo da sensibilidade do teste foi realizado a PCR
convencional. O volume final da reacéo foi de 25 pL, sendo composta de Tampéao
1X, DNTPs 0,2 mM, MgCl , 1,5mM, iniciadores 10 pmol sendo eles o RLC2 (5-
GGGAAATTGGCCTCCCTGAG-3’) e FLC2 (5-GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC-
3’), 100pb solucéo estoque e 10pb solugcéo de uso. Taq Polimerase 0,2 u/uL, DNA
80 a 350 ng/uL, Agua 13,75 uL. Como controle foi utilizado Leishmania (Leishmania)
infantum, Leishmania (Viannia) braziliensis.

No termociclador (Life Eco, Bioer versédo 2,04), os ciclos foram de 95°C - 10
min, 35 ciclos de: 94°C — 1 minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 30 segundos e extensao
final de 72°C — 10 minutos.

Os produtos desta PCR foram submetidos a analise por eletroforese em gel
de agarose a 1% com tampao tris-borato- EDTA (TBE) 1X pH 8,0 a 150V e 400mA
por 1h e 20 minutos, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e

visualizado em luz ultravioleta.

7 PLANO DE TABULACAO E FIGURA PARA ANALISE DE DADOS

Para tabulacdo dos dados sera utilizado a planilha no Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond/Washington/Estados Unidos) e analisados pelo
programa  Epi-infoTM  7.1.1.14 (Centers for Diseases Control and

Prevention,Atlanta/Gedrgia/Estados Unidos).

8 RESULTADOS

Artigo a ser submetido a revista POLS Neglected Tropical Diseases

Introducao

A Leishmaniose é uma doenca negligenciada causada por diferentes
espécies de Leishmania. As leishmanioses podem envolver trés manifestacdes
clinicas principais, que incluem lesdes cutaneas, mucocutanea ou uma patologia

visceral. Conhecida também como kala-azar a leishmaniose visceral (LV) é uma
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doenca endémica tropical, que acomete cerca de 200 a 400 mil pessoas por ano
mundialmente, sendo os paises mais afetados, o Brasil, india, Sud&o, Etiopia e
Blangladesh [1]. A LV é uma doenca causada pelo complexo Leishmania donovani
no Leste da Africa e na India, e pela Leishmania infantum na Europa, Norte da Africa
e América Latina e que pode ser fatal se ndo tratada [3,4]

A doenca classificada nas formas assintomaticas, oligossintomética ou
subclinica, aguda e crbnica, podendo ter uma evolucao para a forma grave [43].

Dentre o perfil clinico-imunolégico o que mais vem chamando atencdo é a
forma assintomatica, uma vez que os individuos assintomaticos podem estar
atuando como reservatorios da doenca, sendo isto um potencial fator para
contribuicdo da expanséo da infecgéo [2]; principalmente em relagdo aos bancos de
sangue, uma vez que o assintomatico morador de uma area endémica pode ser um
potencial doador de sangue [5].

Varios estudos em paises como Bélgica, Franca, india, Brasil, Suécia e Reino
Unido ja relataram a transmissao vias transfusdo sanguinea [45]. O primeiro caso
relatado no mundo foi em 1948 na China [16]. No ano de 1991 a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) levantou este alerta para os bancos de sangue [28]

Mesmo ja havendo relatos na literatura sobre a transmisséo transfusional da
doenca, no Brasil ainda ndo é realizado a triagem laboratorial para leishmaniose [7].
O que se torna um risco para os receptores destas bolsas de sangue uma vez que a
doenca esta diretamente ligada a estado imunolégico do individuo [8,9,10].

Diante do exposto e do aumento dos casos da doenca, o presente estudo
teve como objetivo verificar a prevaléncia da LV em doadores de sangue de um
banco de sangue localizado na cidade de Recife, capital do estado de Pernambuco,

localizado no Nordeste Brasileiro.

Métodos
Local de estudo e amostra

O estudo foi realizado agosto de 2017 a setembro de 2017 no banco de
sangue da cidade do Recife (8° 3' 15" sul, longitude: 34° 52' 53" oeste ) capital do

estado de Pernambuco (fig 1).
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Figura 1. Mapa do Brasil em destaque Pernambuco e a capital Recife

Farranaso
da tece oot

FPERNAMSBUCO Recife

Mapa do Brasil em destaque a regido Nordeste e estado de Pernambuco.

Participaram do estudo 500 doadores de sangue considerados aptos para
doacdo que compareceram ao banco de sangue HEMOPE (Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco) no periodo supracitado. Os doadores
eram de diferentes areas do estado, ndo apenas da capital Recife, local de endereco
onde o banco de sangue fica localizado.

A abordagem ao doador foi feita no momento do procedimento de doacéo,
onde se realizava 0 convite a participacdo da pesquisa, apos todos o0s
esclarecimentos e assinatura do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), o doador respondia a um questionario sociodemografico sobre idade
(18 a 25 anos, 26 a 33 anos, 34 a 41 anos, 42 a 50 e 51 a 60), cor ( Branco, Negro,
Pardo, Amarelo, outra) escolaridade (1° ao 5° ano, 6° ao 9° ano, ensino médio e
ensino superior), renda por salario minimo (1-2 salarios, 3-4 saléarios, 5-6 salarios,
mais de 7 salarios, local moradia de acordo com a divisdo das mesorregides do
estado de Pernambuco ( Recife- Capital, Regido Metropolitana, Zona da Mata,
Agreste, Sertdo, Outro estado) , logo em seguida era realizado a coleta sanguinea a
ser analisada em laboratorio. Todo o estudo foi aprovado nos comités de ética e
pesquisa das instituicdes envolvidas (65770317.9.0000.5190).

Amostras
As amostras de sangue foram coletadas em tubos com EDTA (&cido etileno

diamina tetra acético) previamente identificadas com o cddigo de barra do doadore,

onde apds toda a triagem laboratorial do banco de sangue, eram recolhidas
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aliquotas de 600uL, sendo transferido para um eppendorf para transporte no qual
era realizado em caixa térmica com gelo seco e encaminhado para o Instituto
Aggeu Magalhdes — IAM - FIOCRUZ-PE. Todas as aliquotas ficaram sobre
refrigeracéo -80 °C até serem analisadas. As referidas amostrar eram colhidas apés
a triagem do banco de sangue

Extracdo de DNA das amostras

A extracdo de DNA gendbmico das amostras de sangue periférico foram
realizadas com a utilizacdo do kit Wizard® Genomic DNA Purification, de acordo
com as especificagbes do fabricante.

PCR em tempo real

Para a realizacdo da qPCR foi utilizado um ensaio descrito por Dantas-Torres
et al (2016) com pequenas modificacbes [11]. Em nosso ensaio modificado é
utilizado a TagMan® Genotyping master mix (Applied Biosystems) e para 0 processo
de termociclagem configuramos as seguintes condi¢cdes: 50° C durante 02:00
(minutos), 40 ciclos a 95° C durante 10:00 (minutos) e 95° C durante 15 segundos e
60°C 01:00 (minutos). As demais condicdes do ensaio permaneceram cCOmo O
original, foi utlizado os iniciadores especificos para L. infantum LEISH-1 (50-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-30) e LEISH-2 (50-ACCCCCAGTTTCCCGCC-
30) e TagMan® FAM-50-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3'-non fluorescente quenche

rMGB de acordo com Francino et al [12].

Para a andlise das amostras foi realizada em duplicata inclusive a curva de

diluicdo também em duplicatas (10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg).

PCR convencional

As amostras positivas na qPCR foram submetidas a PCR convencional para
confirmacado da espécie. O volume final da reacao foi de 25 L, sendo composta de
tampédo 1X , DnTPs 0,2 mM, MgCl;, 1,5mM, iniciadores 10 pmol sendo eles 0 RLC2
(5-GGGAAATTGGCCTCCCTGAG-3) e FLC2 (5-
GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC-3’) 100pb solucdo estoque e 10pb solucéo de
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uso. Taq Polimerase 0,2 u/uL, DNA 80 a 350 ng/uL, Agua 13,75 pL. Como controle
foi utilizado Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Viannia) braziliensis. No
termociclador (Life Eco, Bioer versdo 2,04), os ciclos foram de 95°C - 10 min, 35
ciclos de: 94°C - 1 minuto, 56°C - 1 minuto, 72°C - 30 segundos e extenso final de
72°C - 10 minutos, os produtos desta PCR foram submetidos a andlise
por eletroforese em gel de agarose a 1% com tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1X
pH 8,0 a 150V e 400mA por 1h e 20 minutos, os géis foram corados com brometo de

etideo (0,5ug/mL) e visualizado em luz ultravioleta.

Resultados

Foram analisadas amostras de sangue periférico de 500 doadores de sangue,
42,6% (214) eram do sexo feminino e 57,4% (287) do sexo masculino. 35,0% (175)
consideravam-se pardos, seguido por brancos 30,4% (152) e negros 25,0% (127),
enquanto aos demais juntos somaram 9,2% (46).

Em relacédo a idade observamos o grupo de 18 — 25 anos corresponderam a
50,2% (251) dos doadores, 26-33 anos 27,4% (137), 34-41 12,2% (61), 42-50 8,2%
(41) e por fim de 51-60 2,0% (10). A partir dos dados, observamos que 0s grupos
de 18 a 25 anos e o grupo de 26 a 33 correspondem a mais de 70% do grupo total
de doadores.

Quanto a escolaridade a predominancia daqgueles que tinham ensino superior
e meédio correspondeu a 95,8% (479) dos doadores, aqueles que tinham apenas o
ensino fundamental | e Il corresponderam a 4,2% (21).

Apesar de ser localizado na cidade do Recife 45,5% (227) dos doadores
residem na capital pernambucana. Ja os residentes dos demais municipios da
regido metropolitana corresponderam a 42,0% (210), oriundos da zona da mata
9,8% (49), do agreste 2,2% (11), ja do sertdo pernambucano 0,4% (2) e de outro
estado 0,2% (1).

Ao serem perguntados sobre o fornecimento de agua encanada, 99,6% (498)
afirmaram ter acesso. Apenas 0,4% (2) afirmaram nao ter acesso ao fornecimento
de agua. Enquanto ao tipo de rede de esgoto 87,2% (436) informaram ter acesso a

saneamento basico, 5,2% (26) néo tinham acesso e 7,6% (38) ndo sabiam informar.

Deteccgao por meio da qPCR
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Ao submeter as amostras a qPCR foram identificadas 31 amostras de

sangue com a presenca do DNA do parasito da L. infantum.

Fig 2. Placa qPCR com as amostras positivas
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Legenda: Graficos de amplificacdo que representam as curvas das amostras

positivas para a presenca de DNA de Leishmania infantum, 1 e 2 representam a

duplicata das amostras na mesma placa. ( A — amostras, B- Controle negativo)



Fig 3. Placa de gPCR com a Standard
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Fig 4. Placa de qPCR com a curva de diluicao
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(de 10 ng,



Perfil dos doadores de sangue com presenca de DNA do parasito

45

Tabela 1. Caracteristicas s6ciodemograficas dos doadores que tiveram a

presenca de DNA do parasito em sangue periférico

CASOS 31

S %
GENERO
Feminino 17 54,8
Masculino 14 45,2
RACA
Branca(o) 10 32,3
Negra(o) 10 32,3
Amarela(o) 1 3,1
Parda(o) 10 32,3
IDADE
18-25 anos 17 54,8
26-33 anos 9 29,0
34-41 anos 2 6,5
42-50 anos 3 9,7
ESCOLARIDADE
1° ao 5° ano 0 0
6° a0 9° ano 0 0
Ensino Médio 11 35,5
Ensino Superior 20 64,5
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Renda familiar

1 -2 salarios minimos 16 51,6

3 — 4 salarios minimos 12 38,7
5 — 6 salarios minimos 2 6,5
Mais de 7 salarios minimos 1 3,2

Local de moradia

A localidade da residéncia dos doadores foi predominante na regiao
metropolitana, seguido pela capital Recife e Zona da mata (fig.4).

Figura 5. Titulo: Mapa de Pernambuco dividido por mesorregibes de acordo
como o local de moradia dos doadores infectados.

Legenda: A- Recife (14 doadores), B- Regido Metropolitana do Recife (15 doadores),
C-Zona da Mata (2 doadores), D- Agreste e E- Sertdo ndo houve doadores infectado
com o parasito.

Identificacdo das espécies

As amostras de DNA de doadores que foram positivas para presenca de DNA
de L. infantum por meio da gPCR, foram submetidos a PCR convencional para
confirmacado da L. infantum, utilizando primers especificos. Apenas em uma amostra
foi possivel confirmar a espécie L. infantum, as demais possivelmente pela carga
parasitaria, ndo foi possivel realizar a confirmacdo, demostrando-se ndo ser um

método eficiente para ser aplicado em assintomaticos (Fig.6)
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose para identificacdo de espécie.

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 120 13 14 15 16 17

230 pb
200pb/ Amostra positiva
& S

S 100pb : RN

M 01 02 03 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

Legenda: Corrida com as amostras dos infectados para identificacdo de espécie. M -
marcado de 100pb, 01 e 36-Controle negativo, 02-Controle positivo (L.b), 03-
Controle positivo (L.i) e de 04 até 35 amostras.

Em outro gel foi realizado uma corrida apenas com uma diluicdo 8X (10ng,
1ng, 100pg, 10pg, 1 pg, 100fg, 10 fg, 1 fg) de um controle positivo de L. infantum
onde foi observado que a PCR convencional sé conseguiu detectar aquelas

amostras com até 1pg de DNA (fig.5).

Figura 7. Titulo: PCR convencional-Diluicao.

Legenda: Corrida em gel de agarose com a diluicdo 7x do controle positivo L. | . 1-
Marcador; 2- 10 ng; 3- 1ng ; 4-100 pg; 5- 10 pg; 6- 1 pg; 7 -100 fg; 8- 10 fg; 9- Controle

negativo
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Discussao

A primeira vez que foi utilizada a definicdo de “assintomatico” foi no ano de
1974 em uma regido do norte da Italia, apés um surto da doenca [13]. J& no Brasil a
primeira vez em que foi utilizado o termo “assintomatico” foi no ano de 1986 em um
estudo realizado no municipio de Jacobina no estado da Bahia [14].

Sendo um individuo assintomatico e um potencial transmissor da doenca,
estudos comecaram a abordar o papel deste individuo nos bancos de sangue. O
primeiro trabalho que relata transmisséo via transfusdo sanguinea foi em 1948 na
China, o estudo relata que uma méae foi diagnosticada com a doenga pouco depois
de realizar uma doacdo de sangue para os seus dois filhos, sendo realizado o
acompanhamento destas criancas foi visto que apd6s nove meses de transfusdo as
criangas desenvolveram a doencga [16].

Outros casos de transmissdo comecaram a serem descritos em paises como
Bélgica, Franca também envolvendo criancas [17,18]. No Brasil o primeiro estudo
publicado em que levanta a hipotese da transmissao da doenca ocorreu em 1997. O
estudo foi realizado no Rio Grande do Norte com 1500 doadores de sangue [19].

No presente estudo, verificamos a prevaléncia da Leishmania sp. em
doadores de sangue, assim como também realizamos a identificacdo do parasito
circulante e relacionamos todos resultados com as
caracteristicas sociodemograficas dos participantes da pesquisa. O objetivo do
trabalho foi verificar esta prevaléncia em doadores de sangue de um banco de
sangue localizado na cidade de Recife-PE.

Nossos resultados demonstraram que a prevaléncia da infeccdo
assintomatica por leishmania infantum em doadores de sangue foi de 6,2%,
utilizando os métodos moleculares.

Em um estudo anterior, realizado Ceara. Em uma populacdo de 438, a
prevaléncia foi menor utilizando o diagnéstico molecular, porém foi utilizado a PCR
convencional [24]. Esta variacdo da prevaléncia também é observada quando
aplicado os diagndsticos sorolégicos, como podemos observar no estudo do Rio
Grande do Norte (RN) com 438 a prevaléncia foi de 12,2% sendo aplicado o ELISA
[25]; em um outro estudo também realizado no RN onde uma populacédo de 1.194
doadores 9% foram positivos [19]; a maior prevaléncia de 15,6% foi observada no

Mato Grosso do sul em uma populacdo de 430 doadores [23]. Toda esta variagcao
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da prevaléncia estd dentro dos numeros esperados uma vez que no panorama
mundial ha uma variagcdo na prevaléncia da infeccdo assintomatica de 0,05% a
73,4% dependendo da populacdo estudada e a técnica de diagndstico utilizada [10].

O que chama a atencdo € a quantidade de estudos que utilizam os métodos
sorologicos para diagnosticos, isto devido a facil e rapida reprodutibilidade dos
testes em questdo. Entretanto, o diagndstico sorolégico apresentam algumas
limitacbes que pode passar despercebido uma vez que utilizamos amostras de
individuos assintomaticos. Por este motivo realizamos apenas o diagnéstico
molecular devido a boa sensibilidade e especificidade que podem atingir até 95,7%
[30]; além de ser uma técnica utilizada para identificacdo de espécies [31].

Faz-se importante destacar que em casos de pesquisa de anticorpos contra
Leishmania quando reagente, ndo quer dizer que este individuo esteja com uma
infeccdo ativa. O que pode ocorrer para esta reacao positivar € a exposicao deste
individuo em algum momento ao parasito [39,40,41]. Isso explica a razdo da
prevaléncia deste estudo ter um valor menor ao ser comparado com os estudos que
realizaram meétodos soroldgicos, pois foi utilizado a qPCR, método muito mais
especifico e sensivel.

No presente estudo foi realizado também a caracterizacdo da espécie por
meio da gPCR , sendo confirmada pela PCR convencional, entretanto, das 31
amostras positivas para L. infantum na gPCR, apenas uma positivou na PCR
convencional, ja que a curva de diluicdo a sensibilidade foi até 1 pg de DNA, esse
resultado sugere a baixa parasitemia, fato este observado por Fisa et al, (2001) e
Mona et al, (2004) [49;50]. Aléem disso, de acordo com Lachaud et al, (2002) os
resultados desta técnica podem ter variagdo muito grande de acordo com o tipo da
amostra e até com o prime utilizado [48]. Diante disto, nota-se que a PCR
convencional ndo é indicada para assintomaticos, uma vez que nao vai ocorrer a
deteccdo em baixas cargas parasitarias.

Para isto o mais indicado € a Tempo Real, como mostra o estudo de Dantas-
Torres (2016) que em seu ensaio a PCR em Tempo Real conseguiu realizar a
deteccdo até 1 fentograma de DNA, utilizando um volume de apenas 15 uL por
reacdo, e com um tempo 34 minutos [11]. Devido as modificacbes do ensaio
realizado neste estudo, ndo foi possivel reproduzir com exatiddo o estudo citado,

porém, mesmo assim os resultados obtidos foram satisfatério.
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Ao identificar as amostras positivas para presenca do DNA do parasito,
relacionamos estes resultados com as caracteristicas sociodemograficas desta
populacdo. Com isto foi identificado que a presenca do DNA do parasito foi maior no
sexo feminino do que no sexo masculino, a diferenca entre 0os sexos apesar de néo
ser significativa também foi relatada em um estudo realizado no Parand [22]; assim
como também foi descrita e no estudo de Urias et al,(2009) em que a prevaléncia foi
de 52,2% o sexo feminino [21]. Porém, o que chama a atencdo séo os estudos que
divergem onde a prevaléncia maior € no sexo masculino, como exemplo no estudo
realizado por Fukutani et al, (2014) que de 38 doadores assintomaticos 81,5% eram
do sexo masculino [24]; prevaléncia parecida com a de Monteiro (2013) nesse
estudo com 58 assintométicos, 75,9% eram do sexo masculino [32].

Nossos resultados quanto a raca demonstram um equilibrio entre as racas,
negra, branca e parda. Vale ressaltar que estes dados sao referentes a populagéo
assintomatica. Este cenario muda quando comparamos 0S nossos resultados com
uma populagdo sintomatica como podemos verificar no estudo de Lisboa e
colaboradores (2016) em que 65% do seu grupo de estudo se declaravam pardos
[46], esta maior prevaléncia em pardos também foi relatada por Barbosa e Costa
(2013) [47]. Nosso estudo diverge dos demais, pois estamos trabalhando com
assintomatico e até o momento na literatura néo foi achado esta comparacdo com
esta determinada populacéo.

No Brasil, de acordo com os dados disponibilizados pelo ministério da saude
a taxa de letalidade entre os anos de 2001 a 2015 chega a 6,89%. Das regides
brasileiras, as que tiveram uma maior porcentagem de letalidade foram o Centro-
Oeste (9,34%) seguido da regido sudeste (9,23%), a regido nordeste teve uma
porcentagem de 6,36% e a regido norte 4,89% [5]. O que demonstra a negligéncia e
auséncia de medidas efetivas em todas as regiées do Brasil.

Apesar de 0 nosso estudo nao ter localizado doadores positivos residentes no
sertdo e no agreste isto ndo representa que nestas regidbes a doencas esteja
ausente. Isso se deve a baixa demanda de doadores provenientes destas
localidades. Apenas no ano de 2016 em Pernambuco foram 473 casos notificados e
confirmados, 0s municipios que mais se destacaram foram Tamandaré, Goiana
(Zona da Mata), Caruaru, Salgueiro (Agreste), Santa Cruz, Lagoa Grande, Santa
Maria da Boa Vista, Petrolina, Ouricuri e Carnaubeira da Penha, Serra Talhada

(Sertdo) [5]. Atualmente LV encontra-se expandida em todas as regides do estado
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[26]. Os resultados do presente estudo condizem com os trabalhos em que
descrevem o ambiente urbano como um lugar onde as caracteristicas sociais e
demograficas tém um grande impacto para a expansdo da doenca [32]. O que
justifica a doenca na capital Recife e no restante da Regido metropolitana. Apesar
de existirem estudos que demonstram a distribuicdo da doenca no estado se faz
necessarios estudos focados principalmente nos assintomaticos.

Quando analisado os dados referentes a idade, foi observado uma
concentragdo maior no grupo de 18-25 anos, ou seja, N0 grupo mais jovem, 0 N0SSO
resultado chama a atencdo uma vez que a maior prevaléncia da doenca se
concentra na populagdo com mais idade [35]. Assim como é demonstrado no estudo
de Braga et al, (2015) em que na populacdo de doadores assintomaticos 20%
tinham mais de 50 anos [22]. O grupo mais jovem se destacou no estudo por ser o
grupo que realiza o maior numero de doacdo nos bancos de sangue, refletindo
diretamente nos resultados.

Diante do exposto, pode-se observar a real possibilidade de transmissao
transfusional da doenca visto que atualmente no Brasil ndo € realizado a triagem
para Leishmania spp. [36]. Com isto, observamos o quanto os envolvidos no
processo de doacdo estdo expostos ao risco de infeccdo, vale ressaltar que a
prevaléncia presente neste estudo se deu principalmente pelo fato da localizacéo do
HEMOPE/Recife ser centralizada e de facil acesso. Em um estudo realizado por
Asfaram et al, (2017) apontam a real necessidade de realizacdo de testes
sorologicos e moleculares, mesmo assim na presenca de positividade a bolsa néo
precisa ser descartada, pode-se fazer a leucodeplecdo com sistema de filtros que
impedem a passagem do parasito, evitando assim a transmissao do parasito pela
bolsa de sangue [37].

Mesmo nao existindo conhecimento sobre o risco real de transmissdo
transfusional, é necessario medidas profilaticas comprometidas com a salude publica
e dessa forma, a adocao da triagem para Leishmania spp. nos bancos de sangue no

Brasil € indispensavel.
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9 CONCLUSAO

Os individuos assintométicos infectados por Leishmania sp. estdo presentes
na populagéao de doadores de sangue em Recife-PE, sem haver nenhum sistema de
triagem para Leishmania, facilitando assim uma eventual transmisséo transfucional.

A presenca de L. infantum nos doadores aptos a doacgdo requer

acompanhamento médico uma vez que o0s assintomaticos ndo podem ser tratados.
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Abstratc

Visceral leishmaniasis (LV) is a neglected tropical disease considered a
major public health problem, present in several countries, including Brazil.
Because it is an endemic disease and is presented many times in the
asymptomatic form, the hypothesis of other transmission routes other than the
vector begins to be raised. This hypothesis begins to be discussed in the blood
banks, because there is no testing for identification of the parasite in the
screening of blood bags. We performed an observational, transversal and
descriptive study, where we performed the collection of 500 blood samples from
blood donors to identify the presence of circulating Leishmania DNA in this
population. In order to detect the parasite, genomic DNA was extracted and
molecular tests such as gPCR and conventional PCR were carried out. Of the
500 samples analyzed, 6.2% presented positivity for the presence of the
circulating parasite in peripheral blood. In relation to the identification of the
species, of all the positive samples with the presence of DNA L. infantum, we
were able to carry out the confirmation by means of the conventional PCR of
only one sample, being L. infantum species. In view of the result of this study,
there is an alert for the need of laboratory screening of blood banks, as well as
health policies that see the asymptomatic as a possible transmitter.

Author Summary

Leishmaniasis is a complex of different diseases that affect mainly the low
income population and can present itself in two forms: tegumentary or visceral.
The state of Pernambuco, located in northeastern Brazil, is an endemic region
and needs more studies, since its negligence justifies the number of cases. In
blood banks in Brazil there are no control measures in blood bags for
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leishmaniasis, which represents a risk for the population. Faced with this
problem, we conducted this study, being the first to be carried out in the state of
Pernambuco and one of the few in the Northeast. The present study aims to
estimate the prevalence of asymptomatic Leishmania sp in donors suitable for
blood donation.

Introducéo

Leishmaniasis is a neglected disease caused by different species of
Leishmania. Leishmaniasis may involve three major clinical manifestations,
including cutaneous lesions, mucocutaneous or visceral pathology. Visceral
leishmaniasis (LV) is a tropical endemic disease that affects approximately 200
to 400 thousand people per year worldwide, with the most affected countries
being Brazil, India, Sudan, Ethiopia and Blangladesh. [1]. LV is a disease
caused by the Leishmania donovani complex in East Africa and India and by
Leishmania infantum in Europe, North Africa and Latin America and can be
fatal if left untreated [3,4].

The disease classified as asymptomatic, oligosymptomatic or subclinical,
acute and chronic, may have an evolution to severe form [43].

Among the clinical-immunological profile, the most attention is the
asymptomatic form, since asymptomatic individuals may be acting as reservoirs
of the disease, being this a potential factor for the contribution of infection
expansion [2]; especially in relation to blood banks, since the asymptomatic
resident of an endemic area may be a potential blood donor [5].

Several studies in countries such as Belgium, France, India, Brazil,
Sweden and the United Kingdom have reported transmission of blood
transfusion routes [45]. The first reported case in the world was in 1948 in China
[16]. In 1991 the World Health Organization (WHO) raised this alert for blood
banks [28].

Athough there have been reports in the literature on transfusional
transmission of the disease, laboratory testing for leishmaniasis in Brazil has not
yet been performed [7]. This becomes a risk for the recipients of these blood
bags since the disease is directly linked to the individual's immune status
[8,9,10].

In view of the above and the increase in cases of the disease, the present
study aimed to verify the prevalence of LV in blood donors from a blood bank
located in the city of Recife, capital of the state of Pernambuco, located in the
Northeast of Brazil.
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Methods
Place of study and sample

The study was conducted from August 2017 to September 2017 in the
blood bank of the city of Recife (8 ° 3 '15' 'south, longitude: 34 ° 52' 53" west)
capital of the state of Pernambuco (fig 1).

Figure 1. Map of Brazil in focus Pernambuco and the capital Recife

FERNAMSBUCDO

https://www.google.com.br/search?g=recife+pernambuco
+brasil+MAPA

Legend: Map of Brazil highlighting the Northeast region and state of
Pernambuco.

Participating in the study were 500 blood donors considered suitable for
donation who attended the HEMOPE blood bank in the aforementioned period.
Donors came from different areas of the state, not just the capital Recife, where
the blood bank is located.

The donor approach was made at the moment of the donation procedure,
where the invitation to participate in the research was made, after all the
clarifications and signature of the TCLE (Free and Informed Consent Term), the
donor answered a sociodemographic questionnaire on age 18 to 25 years, 26 to
33 years, 34 to 41 years, 42 to 50 and 51 to 60), color (White, Black, Brown,
Yellow, other) schooling (1st to 5th year, 6th to 9th year, and higher education),
Income per minimum wage (1-2 wages, 3-4 wages, 5-6 wages, more than 7
wages, local housing according to the division of mesoregions of the state of
Pernambuco (Recife- Capital, Metropolitan Region , Zona da Mata, Agreste,
Sertdo, and other state). The study was approved by the ethics and research
committees of the involved institutions (65770317.9.0000.5190).

Samples

Blood samples were collected in EDTA (Ethylenediamine tetraacetic
acid) tubes previously identified with the bar code of the doadore, where after all
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laboratory blood cell sorting, 600uL aliquots were collected and transferred to
an eppendorf for transport in the which was carried out in a dry ice box and sent
to Aggeu Magalhdes-IAM-FIOCRUZ-PE Institute. All aliquots were
refrigerated at -80 ° C until analyzed. Said samples were collected after
screening of the blood bank.

DNA extraction from samples

Extraction of genomic DNA from peripheral blood samples was performed
using the Wizard® Genomic DNA Purification kit, according to the
manufacturer's specifications.

Real-time PCR

For the performance of the qPCR, an assay described by Dantas-Torres et
al (2016) with small modifications [11] was used. In our modified assay we used
the TagMan® Genotyping master mix (Applied Biosystems) and for the
thermocycling process we set the following conditions: 50 ° C for 02:00
(minutes), 40 cycles at 95 ° C for 10:00 (minutes ) and 95°C for 15 seconds and
60°C 01:00 (minutes). The remaining conditions of the assay remained as the
original,  specific  primers  for L. linfantum  LEISH-1  (50-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-30) and LEISH-2 (50-
ACCCCCAGTTCCCCGCC-30) and TagMan® FAM-50-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3 non-fluorescent quenche rMGB according to
Francino et al [12].

For the analysis of the samples was performed in duplicate including the
dilution curve also in duplicates (10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 1pg, 100fg).

Conventional PCR

The positive samples in the gPCR were submitted to conventional PCR
for confirmation of the species. The final volume of the reaction was 25 uL,
consisting of 1X buffer, 0.2 mM DnTPs, 1.5 mM MgCl,, 10 pmol primers being
RLC2  (5-GGGAAATTGGCCTCCCTGAG-3 ) and FLC2 (5-
GTCAGTGTCGGAAACTAATCCGC -3 ') 100pb stock solution and 10pb
usage solution. 0.2 u/uL Taq Polymerase, 80 to 350 ng /uL DNA, water 13.75
uL. As control was used Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania
(Viannia) braziliensis. In the thermocycler (Life Eco, Bioer version 2.04), the
cycles were 95°C - 10min, 35 cycles of: 94°C - 1 minute, 56°C - 1 minute, 72°C
- 30 seconds and final extension of 72°C - 10 minutes. PCR products were
subjected to 1% agarose gel electrophoresis with 1X tris-borate-EDTA (TBE)
buffer pH 8.0 at 150V and 400mA for 1h and 20 minutes, the gels were stained
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with ethidium bromide ( 0.5pg / mL) and visualized in ultraviolet light.

Results

Peripheral blood samples from 500 blood donors were analyzed, 42.6%
(214) were female and 57.4% (287) were male. 35.0% (175) considered
themselves pardos, followed by whites 30.4% (152) and blacks 25.0% (127),
while the others together added up to 9.2% (46).

Regarding age we observed the group of 18 - 25 years corresponded to
50.2% (251) of the donors, 26-33 years 27.4% (137), 34-41 12.2% (61), 42-50
8.2% (41) and finally 51-60 2.0% (10). From the data, we observed that the
groups of 18 to 25 years and the group of 26 to 33 correspond to more than 70%
of the total group of donors.

Regarding education, the predominance of those with tertiary education
corresponded to 95.8% (479) of the donors, those with only elementary
education | and Il corresponded to 4.2% (21).

Despite being located in the city of Recife 45.5% (227) of the donors
reside in the capital of Pernambuco. Residents of the other municipalities in the
metropolitan region accounted for 42.0% (210), from the forest area 9.8% (49),
from the rural 2.2% (11), and from the Pernambuco outback, 0.4% (2) and
another state 0.2% (1).

When asked about water supply, 99.6% (498) reported access. Only 0.4%
(2) stated that they did not have access to the water supply. While the type of
sewage system 87.2% (436) reported having access to basic sanitation, 5.2%
(26) had no access and 7.6% (38) did not know how to inform.Deteccdo por
meio da qPCR

When the samples were submitted to qPCR, 31 blood samples were
identified with the presence of the DNA of the L. infamtum parasite.
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Fig 2. gPCR plate with positive samples
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Caption: Amplification graphs that represent the curves of samples positive for

the presence of Leishmania infantum DNA, 1 and 2 represent the duplicate
samples on the same plate. (A - samples, B - Negative control)
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Fig 3. gPCR plate with Standard Curve
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Fig 4, gPCR plate with dilution curve
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Caption: Amplification graphs representing standard curves (10 ng, 100pg,
10pg, 1pg, 100fg, 10fg) with Leishmania infantum DNA.
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Profile of blood donors with presence of parasite DNA

Table 1. Socio-demographic characteristics of the donors that had the
presence of DNA of the parasite in peripheral blood

CASES 31
No° %

GENRE
Female 17 54,8
Male 14 45,2
RACA
White 10 32,3
Black 10 32,3
Yellow 1 3,1
Bronw 10 32,3
AGE
18-25 Years 17 54,8
26-33 Years 9 29,0
34-41 Years 2 6,5
42-50 Years 3 9,7
SCHOOLING

1° a0 5° Year 0 0

6° ao 9° Year 0 0

High School 11 35,5

College 20 64,5
Renda familiar
1 -2 Minimum wage 16 51,6

3 — 4 Minimum wage 12 38,7
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5 — 6 Minimum wage 2 6,5

More of 7 Minimum wage 1 3,2

Place of residence

The locality of the donors' residence was predominant in the metropolitan
region, followed by the capital Recife and Zona da mata (fig.4).

Figure 5. Title: Map of Pernambuco divided by mesoregions according to
the place of residence of the infected donors.
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Legend: A- Recife (14 donors), B- Metropolitan Region of Recife (15 donors),
C-Zona da Mata (2 donors), D- Agreste and E- Sertdo there were no donors
infected with the parasite.

Identification of species

DNA samples from donors that were positive for L. infantum DNA by gqPCR
were submitted to standard PCR to confirm L.infantum using specific primers.
Only one sample was able to confirm the L. infantum species, the others
possibly due to the parasitic load, it was not possible to confirm, proving not to
be an efficient method to be applied in asymptomatic patients (Fig.6)
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Figure 6. Agarose gel electrophoresis for species identification.
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Caption: Race with the infected samples for identification of species. M-labeled
100pb, 01 and 36-Negative control, 02-Positive control (L.b), 03-Positive
control (L.i) and from 04 up to 35 samples.

In another gel a run was performed with only a 8X dilution (10ng, 1ng,
100pg, 10pg, 1pg, 100fg, 10 fg, 1 fg) of a positive control of L. infantum where
it was observed that conventional PCR was only able to detect those samples
with up to 1pg of DNA (fig.5).

Figure 7. Title: Conventional PCR-Dilution.

Legend: Run on agarose gel with 7x dilution of positive control L. I. 1-Marker;
2-10 ng; 3- 1ng; 4-100 pg; 5-10pg; 6- 1 pg; 7-100 fg; 8-10 g; 9- Negative
control.
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Discussao

The first time the definition of "asymptomatic" was used was in the year 1974 in
a region of northern Italy after an outbreak of the disease [13]. In Brazil, the first
time the term “asymptomatic™ was used was in 1986 in a study carried out in the
municipality of Jacobina in the state of Bahia [14].

Being an individual symptom-free and a potential transmitter of disease,
studies began to address the role of this individual in blood banks. The first
work reporting transmission via blood transfusion was in 1948 in China, the
study reports that a mother was diagnosed with the disease shortly after making
a donation of blood to his two sons, being carried out monitoring of these
children were seen that after nine months of transfusion children developed the
disease [16].

Other transmission cases began to be described in countries such as
Belgium, France also involving children [17.18]. In Brazil the first published
study in which raises the chance of transmission of the disease occurred in 1997.
The study was carried out in Rio Grande do Norte with 1500 blood donors [19].

In the present study, the prevalence of Leishmania sp. in blood donors, as
well as carry out the identification of current and connect all results with the
sociodemographic characteristics of the participants of the survey. The objective
of this work was to verify this prevalence in blood donors of a blood bank
located in the city of Recife-PE.

Our results showed that the prevalence of asymptomatic infection by
leishmania infantum in blood donors was 6.2%, using molecular methods.

In a previous study performed. In a population of 438, the prevalence was
lower by using the molecular diagnosis, however conventional PCR was used
[24]. This variation of the prevalence is also observed when applied serological
diagnoses, as we can observe in the study of Rio Grande do Norte (RN) with
438 the prevalence was 12.2% being applied the ELISA [25]; in another study
also performed in RN where a population of 1,194 9% donors were positive
[19]; the higher prevalence of 15.6% was observed in the Mato Grosso do sul in
a population of 430 donors [23]. All this change in prevalence is within the
expected numbers once the world scene there is a variation in the prevalence of
asymptomatic infection of 0.05% to 73.4% depending on the population studied
and the diagnostic technique used [10].

What draws attention is the amount of studies using serological methods
for diagnosis, this due to quick and easy reproducibility of the tests in question.
However, the serological diagnosis have some limitations that can pass
unnoticed since we use samples of asymptomatic individuals. For this reason we
performed only the molecular diagnosis due to good sensitivity and specificity
that can reach up to 95.7% [30]; In addition to being a technique used for
species identification [31].
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Does is important to highlight that in cases of presence of antibodies
against Leishmania when reagent, doesn't mean that this individual is with an
active infection. What can occur to this eventually turn positive reaction is the
exhibition of this individual at some point to parasite [39, 40.41]. That explains
the reason for the prevalence of this study have a lower value to be compared
with the studies performed serological methods, because it was used the qPCR,
much more specific and sensitive method.

In the present study was carried out also the characterization of the
species by gPCR, being confirmed by conventional PCR, however, of the 31
samples positive for L. infantum in gPCR, only a positivou in conventional PCR,
the dilution curve sensitivity was even 1 pg of DNA, this result suggests the low
parasitemia, observed by Fisa et al., (2001) and Mona et al., (2004) [49; 50]. In
addition, according to Lachaud et al., (2002) the results of this technique can
have very large variations according to the type of sample and the prime used
[48]. Before this, note that the conventional PCR is not recommended for
asymptomatic, once will not occur at low detection parasitic loads.

To this right is Real time, as shown in the study of Dantas-Torres (2016)
that in your real-time PCR assay has achieved up to 1 fentograma detection of
DNA, using a volume of only 15 uL for reaction, and with some time 34
minutes [11]. Due to the modifications of the test carried out in this study, it was
not possible to accurately reproduce the study cited, but even so the results were
satisfactory.

To identify positive samples for the presence of DNA of the parasite,
relate these results with the sociodemographic characteristics of this population.
With this it was identified that the presence of DNA of the parasite was higher
in females than in males, the difference between sexes despite not be meaningful
was also reported in a study conducted in the State of Parana [22]; as was also
described and in the study of Uriah et al., (2009) in which the prevalence was
52.2% of females literate [21]. However, what stands out are the studies differ
where the prevalence is higher in males, for example in the study directed by
Fukutani et al, (2014) that 81.5% of asymptomatic donors 38 were male [24];
like the prevalence of Monteiro (2013) in this study with asymptomatic 58,
75.9% were male [32].

Our findings regarding the race show a balance between races, black,
white and Brown. It is noteworthy that these figures are for asymptomatic
population. This scenario changes when we compare our results with a
symptomatic population as we can see in Lisboa et al, (2016) study in that 65%
of your study group if stated Browns [46], is most prevalent in Browns was also
reported by Barbosa and Costa (2013) [47]. Our study differs from others
because we are working with asymptomatic and so far in the literature was not
found this comparison with this particular population.

In Brazil, according to the data provided by the Ministry of health the
fatality rate between the years 2001 to 2015 arrives at 6.89%. Brazilian regions,
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those that had a higher percentage of mortality were the Midwest (9.34%)
followed by the Southeast (9.23%), the Northeast region had a percentage of
6.36% and the northern region 4.89% [5]. What demonstrates neglect and the
absence of effective measures in all regions of Brazil.

Although our study did not have located in the backcountry residents and
positive donors in the wild this does not represent that in these regions to be
absent. This is due to the low demand of donors from these localities. Only in
the year 2016 in Pernambuco were 473 cases reported and confirmed, the most
outstanding municipalities were Tamandaré, Goiana (Zona da Mata), Caruaru,
willow (Agreste), Santa Cruz, Lagoa Grande, Santa Maria da Boa Vista,
Ouricuri, Petrolina and Carnaubeira da Penha, Serra Talhada (Sertdo) [5].
Currently LV is expanded in all regions of the State [26]. The results of this
study are consistent with the work in describing the urban environment as a
place where social and demographic characteristics have a great impact for the
expansion of the disease [32]. The reason for the disease in the capital and in the
rest of the metropolitan area. Although there are studies that show the
distribution of the disease in the State makes necess

When analyzed the data concerning the age, it was observed a higher
concentration in the 18-25 years, i.e. in the youngest group, our result draws
attention once the higher prevalence of the disease focuses on the older
population [35]. As is demonstrated in the study of Braga et al, (2015) in which
the population of asymptomatic donors 20% had more than 50 years [22]. The
youngest group stood out in the study for being the group that performs the
largest number of donation in blood banks, reflecting directly on the results.

On the exposed, one can observe the real possibility of transfusion
transmission of the disease since currently in Brazil is not carried out the
screening for Leishmania spp. [36]. With this, we can see how much those
involved in the donation process are exposed to the risk of infection, it is worth
mentioning that the prevalence in this study occurred mainly because of the
location of HEMOPE/Recife be centralized and easily accessible. In a study by
Asfaram et al., (2017) pointed out the need for serological and molecular tests,
still in the presence of positivity the bag does not have to be discarded, you can
do the leucodeplecdo with filter system prevent the passage of the parasite,
preventing the transmission of the parasite by the bag of blood [37].

Even in the absence of knowledge about the real risk of transfusion
transmission, it is necessary to prophylactic measures committed to public
health and thus, the adoption of the screening for Leishmania spp. on blood
banks in Brazil is indispensable.
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Figure 1. Title: Map of Brazil highlighting Pernambuco and the capital
Recife. Caption: Map of Brazil highlighting the northeastern region and State of
Pernambuco.

Figure 2. Title Plaque gPCR with positive samples Caption: Duplicate the
samples. Caption: amplification Graphics that represent the curves of the
positive samples for the presence of DNA of Leishmania infantum, 1 and 2
represent the counterpart of the samples on the same Board. (A-, B-negative
Control samples)
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Figure 3. QPCR card with the Standard Curve.

Figure 4. Card with the Standard Curve QPCR. Figure 4. QPCR plate with
dilution curve Legend dilution curve. Caption: amplification graphs that
represent the standard curves (10 ng-1fg) with DNA of Leishmania infantum

Tablel. Title: socio-demographic Characteristics of donors who had the
presence of DNA of the parasite in peripheral blood. Caption: the confidence
interval was 95% for all the features.

Figure 5. Title: Map of Pernambuco divided by meso-regions according to
place of dwelling of infected donors. Legend: A-Recife (14 donors), B-the
metropolitan region of Recife (15 donors), C-Zona da Mata (2 donors), D-
Agreste and Sertdo E-there was no donors infected with the parasite.

Figure 6. Title: agarose gel electrophoresis to confirm the species. Caption:
Run on agarose gel with samples of the infected to identification of species. M-
marked, 01 and 36-negative Control, positive control 02 (L. b), 03-positive
control (L i) and 04 until 35 samples.

Figure 7. Title conventional PCR dilution. Caption: Race in agarose gel with
the dilution of positive control 7 x L. (). 1-Marker; 2-10 ng; 3-1ng; 4-100 pg; 5-
10 pg; 6-1 pg; 7 -100 fg
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