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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca parasitaria de
carater zoonGtico, causada pelo protozoario Leishmania infantum. No Brasil, a
principal espécie transmissora é Lutzomyia longipalpis. Até o ano de 2013, o
municipio de Lavras era considerado, de acordo com os critérios estabelecidos
pelo Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, area silenciosa
e ndo vulnerdvel para a LVC. Frente a dados ndo oficiais de animais positivos,
fez-se necessario a investigacdo do estado epidemioldgico da LVC. O presente
trabalho teve como objetivo investigar o estado da LVC no municipio de Lavras
utilizando técnicas moleculares e soroldgicas. A infec¢do por L. infantum foi
confirmada em amostras de baco e medula 6ssea de nove cdes submetidas a
gPCR. Quatro cdes foram positivos tanto em amostras de medula éssea como de
baco. Para a avaliacdo dos ensaios soroldgicos, o soro de 52 animais foi
submetido aos testes DPP®, ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Bio-
Manguinhos e ELISA — rKDDR. Dos 52 animais, foram observados 40 (75%)
positivos e 12 (25%) negativos para LVC nos testes DPP® e ELISA
Biomanguinhos. Apds a realizacdo do ELISA rKDDR, foram observados 34
(65%) animais positivos e 18 (35%) animais negativos, indicando que se faz
necessario uma avaliacdo mais detalhada desse material, a fim de se determinar
a ocorréncia ou ndo de reatividade cruzada dos testes DPP® e ELISA
Biomanguinhos ou uma possivel falha diagnéstica no ELISA rKDDR. Atraves
dos resultados obtidos neste projeto foi possivel confirmar, através da gPCR, o
primeiro caso de infeccdo canina pela espécie Leishmania infantum no
municipio de Lavras-MG.

Palavras-chave: Leishmania infantum, qPCR, ELISA



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a zoonotic parasitic disease
caused by Leishmania infantum. In Brazil, the main transmitter species is
Lutzomyia longipalpis. By the year 2013, the city of Lavras was considered,
according to the criteria established by the Manual of Surveillance and Control
of Visceral Leishmaniasis, quiet area and not vulnerable to the LVC. Face to
unofficial data of positive animals, it was necessary to investigate the
epidemiological status of the LVC. Given these facts, this study aimed to
investigate the status of the LVC in Lavras using molecular and serological
techniques. The L. infantum infection was confirmed in spleen and bone marrow
samples nine dogs subjected to gPCR. Four dogs were positive in both bone
marrow and spleen samples. For the evaluation of serological tests, serum of 52
animals was submitted to DPP®, ELISA Canine Visceral Leishmaniasis - Bio-
Manguinhos and ELISA - rKDDR. Of the 52 animals, 40 were observed (75%)
positive and 12 (25%) negative for the LVC DPP® Biomanguinhos and ELISA
tests. After completion of the ELISA DDR, it was observed 34 (65%) positive
animals and 18 (35%) negative animals, indicating that it is necessary a more
detailed assessment of this material, in order to determine the presence or
absence of cross-reactivity test DPP® and ELISA Biomanguinhos or a possible
misdiagnosis ELISA rKDDR. Through the results of this project was confirmed
by gPCR, the first case of canine infection by Leishmania infantum in Lavras-
MG.
Keywords: Leishmania infantum, gPCR, ELISA
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral canina é uma doenca de carater zoonGtico,
causada por protozoarios do género Leishmania (Familia Kinetoplastida; Ordem
Trypanosomatidae) que atinge cdes de todos os continentes, com exce¢do da
Oceania (DANTAS-TORRES, 2009). Mais de 12 espécies de Leishmania ja
foram detectadas causando a infecgdo em cdes, porém o agente etiol6gico mais
importante da leishmaniose visceral canina é a Leishmania infantum (NICOLLE,
1908), espécie também denominada Leishmania chagasi (CUNHA; CHAGAS,
1937). No Brasil, bem como em diversos paises da América Central e do Sul,
Europa, Mediterraneo e Africa a L. infantum é também responsavel pela forma
visceral da doenga em humanos (BANETH et al., 2008; DANTAS-TORRES,
2012). Sua transmissao entre animais susceptiveis e para humanos nas Américas
ocorre de forma majoritaria pela picada de fémeas do flebotomineo Lutzomyia
longipalpis (LUTZ; NEIVA, 1913), pertencentes a ordem Psychodidae também
conhecidos como mosquito-palha (YOUNG; ARIAS, 1992; RIBEIRO et al.,
2005). Os cées sdo considerados os principais reservatérios urbanos da doenca
(ALVAR, 2004).

No Brasil e no mundo a leishmaniose visceral é considerada uma das
doencas parasitarias de maior importancia para a saude publica devida sua
elevada morbidade e mortalidade, bem como pelo grande nimero de casos ndo
relatados (GONTIJO; MELO, 2004). Entre os anos de 1994 e 2009, a média de
casos registrados no Brasil foi de 2/100.000 habitantes (DE ARAUJO et al.,
2013). Pelo fato dos cdes desempenharem um papel central na epidemiologia da
leishmaniose no pais, trés principais medidas foram estabelecidas para o
combate da doenga: eliminagdo de cdes positivos, combate as formas adultas do

vetor e diagnodstico de humanos positivos seguidos de tratamento (BRASIL,
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2014). Embora estudos indiqguem que estas medidas podem reduzir
drasticamente a transmissdo se mantidas por um longo periodo de tempo
(MAGALHAES et al., 1980; DESJEUX, 1996; JERONIMO et al, 2000),
pesquisas subsequentes indicaram que cerca de 80% de cdes infectados de areas
endémicas exibem a forma assintomatica da leishmaniose e atuam, dessa forma,
como fontes ativas de infeccdo e passam desapercebidos pelos testes soroldgicos
vigentes (DANTAS-TORRES et al., 2006).

O teste de triagem preconizado atualmente pelo Ministério da Saude € o
Dual Path Plataform (DPP® Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos)
seguido do EIE — Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos em soro como
confirmatorio, segundo estabelecido pela Nota Técnica Conjunta 001/2011
CGDT — CGLAB/DEVIT/SVS/MS, publicada em 29 de dezembro de 2011
(BRASIL, 2011). Porém a aplicagdo do DPP® e do ELISA Bio-Manguinhos
para o diagndstico e controle da LVC é questionada por diversos autores ao
longo dos dltimos anos (DE JESUS et al., 2003; GRIMALDI et al., 2012;
QUINNEL et al., 2013), que demonstram que os testes possuem falhas que
podem resultar na eutanasia de um animal falso positivo, bem como na
permanéncia no ambiente urbano de cées falso-negativos, que atuam como fonte
de infeccdo para os flebotomineos e colocam dessa forma a populacdo humana
em risco. Neste sentido, é de grande importdncia e necessidade investigar o
estado da LVC no municipio de Lavras, através da utilizacdo de técnicas
moleculares que permitam a confirmagdo da infec¢do por L. infantum, bem
como lancar méo do uso de técnicas sorologicas que apresentem maiores valores
de sensibilidade e especificidade para auxiliar no diagnostico desta doenca no

municipio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar (kala-azar) é
uma doenca vetorial que afeta humanos e cdes de forma sisttémica (MALLA,;
MAHAJAN, 2005), possuindo periodo médio de incubagdo nestes de 2 a 6
meses e 3 a 7 meses respectivamente, levando a morte de 90% dos humanos
infectados caso ndo haja tratamento (BRASIL, 2006). E também altamente
influenciada por fatores socioecondmicos e ambientais (DE ARAUJO et al.,
2013). A doenca é causada por espécies de protozoarios digenéticos
pertencentes ao filo Sarcomastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (ROSS, 1903), sendo no Brasil o agente responsavel a
Leishmania infantum, que possui como principal vetor o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis (MICHALSKY et al., 2002; DANTAS-TORRES, 2006b)

2.1.1 Ciclo basico e transmissdo da leishmaniose visceral canina

Parasitos do género Leishmania sdo transmitidos pela picada de insetos
pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, também
conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui, asa-dura, dentre outras
denominagdes (LAINSON; SHAW, 1978).

No Brasil, o flebotomineo da espécie L. longipalpis é considerado o
vetor principal da L. infantum, afetando tanto os humanos como os animais
domésticos em ambientes urbanos e periurbanos (SACKS; KAMHAWI, 2001;
LAINSON; RANGEL, 2005).

No ciclo de vida da L. infantum, que necessita tanto do hospedeiro

vertebrado (humanos ou cdes) como do hospedeiro invertebrado (flebotomineos)
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para se completar, os parasitos podem apresentar formas flageladas
(promastigotas e paramastigotas), as quais se desenvolvem no tubo digestivo do
flebotomineo, enquanto que as formas ndo-flageladas, denominadas amastigotas,
desenvolvem-se no interior das células do sistema fagocitario mononuclear
(SFM) dos hospedeiros vertebrados (GRIMALDI; SCHOTTELIUS, 2001). O
ciclo se inicia quando a fémea de flebotomineo ingere durante o repasto
sanguineo em um hospedeiro as formas amastigotas. No interior do tubo
digestivo do inseto as amastigotas comecam a se dividir, e diferenciam-se em
promastigotas prociclicas (células alongadas e com flagelo livre).
Posteriormente, apés o rompimento da membrana peritréfica, os parasitos
migram para a regido anterior do tubo digestivo do inseto e invadem o esoéfago e
faringe. Nesta regido anatdémica, os parasitos se diferenciam em formas
infectantes chamadas promastigotas metaciclicas (SCHLEIN, 1993). Durante
um novo repasto sanguineo, a fémea de flebotomineo regurgita as formas
promastigotas metaciclicas infectantes no local da picada, onde sao
imediatamente internalizadas por macréfagos residentes ou por células do SFM
do hospedeiro vertebrado. No interior dos fagolisossomos, as formas flageladas
se diferenciam em amastigotas, que passam a se multiplicar por divisdo binaria,
até que a célula hospedeira se rompa liberando as amastigotas, que serdo
fagocitadas por macréfagos adjacentes (ALVAR, 2004).

Outras formas de transmissdo da L.infantum podem ocorrer, tais como
vertical, transfusdo sanguinea e venérea, porém sdo consideradas incomuns
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).



18

2.2 Métodos de diagnostico da leishmaniose visceral canina

2.2.1 Diagnéstico clinico

Na auséncia de manifestacdes patognomdnicas, os sinais clinicos
tipicamente encontrados em cées sdo alteracfes cutaneas, linfadenomegalia local
ou generalizada, letargia, vOmito, febre, diarreia perda de peso e caquexia,
hepatoesplenomegalia, lesGes oculares, alterages renais e onicogrifose (MAIA,;
CAMPINO, 2008). Formas atipicas, como alteracbes hemostaticas, colite
crbnica e desordens cardiovasculares, respiratorias, bem como alteracdes
locomotoras e de ordem neuroldgica também podem ser observadas nos caes
(BLAVIER et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et al., 2011). Devido ao
compartilnamento de sua sintomatologia clinica e alteragBes patolégicas com
outras doencas de cdes, o diagndstico clinico da leishmaniose visceral canina é
subjetivo e deve ser complementado com outros métodos de diagndstico
(BRITO et al., 2000).

2.2.2 Diagndstico parasitologico

Os métodos de diagndstico parasitoldgicos para LVC de visualizagao
dos parasitos por meio de microscopia sdo 0s que apresentam os maiores indices
de especificidade, podendo alcancar até mesmo o valor de 100%,
(HERWALDT, 1999). Através da coleta de aspirados de medula é¢ssea e baco,
bem como bidpsias de tecidos vivos, linfonodos e amostras de sangue periférico
é possivel observar a presenca de amastigotas em laminas fixadas com coloragao

Giemsa, possuindo sensibilidade entre 60% a 80% em todos os tipos de tecidos
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citados anteriormente, com exce¢do do baco, onde a sensibilidade é de cerca de
93%. Porém, a aspiracdo é contraindicada em casos em que ndo se possui
experiéncia, ja& que a manobra pode levar a uma grave hemorragia e
consequentemente ao 6bito do animal (SUNDAR; RAI, 2002).

O método da imunohistoquimica pode ser utilizado como ferramenta
auxiliar no diagnostico da LVC de forma a complementar o diagndstico da
técnica de hematoxilina-eosina, particularmente em tecidos que podem néo
apresentar uma carga parasitaria elevada (MAIA; CAMPINO, 2008). Esta
técnica baseia-se na deteccdo das formas amastigotas em tecidos fixados em
laminas de microscopia nas quais anticorpos anti-Leishmania sdo adicionados e
posteriormente é feita a leitura em microscépio 6ptico (BOURDOISEAU et al.,
1997b, TAFURI et al., 2004). Segundo estudo realizado por Xavier e
colaboradores (2006), a técnica de IHQ apresenta valores de sensibilidade
superiores quando comparada com a técnica de HE (44,8% e 62,1%,
respectivamente).

A cultura de Leishmania pode aumentar a sensibilidade do diagnostico,
porémapresenta maior custo e é de lenta execucgdo, o que a torna inviavel para o
diagnostico clinico. Contudo alguns novos métodos como a micro cultura
(MCM), que utiliza botbes leucocitarios e células sanguineas mononucleares,
pode aumentar ainda mais a sensibilidade do teste e levar um menor tempo para
a sua execucdo (SRIVASTAVA, 2011).
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2.2.3 Diagnostico sorologico

Diferentes métodos de diagndstico soroldgico para a LVC vém sendo
desenvolvidos ao longo dos anos e, embora sejam utilizados com frequéncia, a
taxa de infeccdo em populacBes caninas de areas endémicas é geralmente
subestimada devido aos altos titulos de imunoglobulinas especificas que os caes
podem apresentar, permitindo que a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em
diversos animais passe despercebida (ALVAR et al., 2004), ja que 0 aumento do
namero de anticorpos é geralmente lento e gradual (OLIVA et al., 2006).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) comecou a ser utilizada
para o diagnostico da leishmaniose visceral canina ha cerca de 50 anos e até
recentemente era considerada uma técnica ‘‘padrdo-ouro’’, devido a
caracteristicas como elevada sensibilidade (85% - 100%) e especificidade
(94,7% -100%), maior aplicabilidade em estudos epidemioldgicos, rotina clinica
veterindria e acompanhamento de cdes em tratamento contra a doenca
(GRADONI, 2002; MANCIANTI et al., 2002; ALVAR et al., 2004). Porém, sua
realizacdo requer capacitacdo do responsavel técnico e experiéncia, bem como
laboratérios com equipamentos de custo elevado e diluicBes seriadas, o que
tornam a execucao do teste trabalhosa e demorada (MAIA; CAMPINO, 2008).

O ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) é um método que
permite a leitura de um elevado nimero de amostras em um curto periodo de
tempo, no qual se pode encontrar elevados valores de sensibilidade em cées
tanto assintomaticos (94,1% —100%) como sintomaticos (100%), langando mao
de antigenos como promastigotas ou amastigotas em meio sollvel para a
deteccdo de anticorpos anti-Leishmania no soro de cdes (METTLER et al.,
2005). Antigenos recombinantes utilizados nesta técnica, como a rk39, podem
apresentar valores de sensibilidade (95-98,1%) e especificidade (100%) elevados

(ROSARIO et al., 2005). Um novo antigeno recombinante ainda nio disponivel
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no mercado denominado rKDDR (Kinesin Degenerated Derived Repeat) possui
maior sensibilidade (cdo 88,54% e 78,13; humano 92,86% e 90,48%,
respectivamente) e especificidade (cdo 97,30% e 90,09%; humano 100% e
97,92%, respectivamente) em relagdo a rK39 conforme observado em ensaios
comparativos de reconhecimento sorolégico canino e humano. Somado a estes
fatos, a ELISA rKDDR apresenta melhor desempenho gquando comparada com o
Kit EIE-LVC, teste sorol6gico recomendado pelo Ministério da Saude para o
diagndstico da LV canina, indicando que a rKDDR pode ser utilizada para o
teste diagnostico da leishmaniose visceral e contribuir para o controle da
infeccdo em cdes e humanos (LEMOS, 2014). A utilizacdo de outros tipos de
materiais para a analise de anticorpos, como a urina, pode auxiliar no
prognostico de cdes positivos que apresentem quadros de glomerulopatias,
conforme observado em estudo prévio por Solano-Gallego (2004). Uma
implicacdo da técnica de ELISA é que a variacdo entre o material utilizado como
antigeno na sensibilizacdo da placa pode influenciar nos resultados, levando ao
decréscimo de anticorpos quantificados no soro dos animais (BALEEIRO et al.,
2006).

Em 2011, o diagnostico imunoldgico da leishmaniose visceral canina
passou por grandes modificacbes, sendo estas baseadas em um estudo
multicéntrico realizado sob a coordenacdo do Ministério da Salde, onde foram
avaliadas as metodologias de RIFI, EIE e o teste rapido imunocromatografico,
DPP® - Biomanguinhos (BRASIL, 2011). O DDP® ¢ um ensaio
imunocromatografico para testes de diagndstico rapido, de carater qualitativo
para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania e que utiliza a proteina
recombinante K28 (fragmentos k26, k39 e k9) como antigeno (FUNED, 2013).
Embora apresente valores de sensibilidade satisfatorios (76,2%) (MANCIANTI

et al. 2002), Reithinger e colaboradores (2002) determinam como principal
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desvantagem da fita com rK39 sua baixa especificidade (com valores variando
entre 61% e 75%), o que leva a um alto nimero de cées falso-negativos.

Outros métodos de diagndstico para a leishmaniose visceral canina
como o teste de aglutinagdo direta (DAT) e o “Western Blotting’” (WB) também
apresentam elevados valores de sensibilidade e especificidade, porém a obtencao
dos resultados é demorada devido a caracteristicas de seus protocolos de
execucdo, 0 que restringe a utilizacdo destas técnicas principalmente ao nivel
académico, sendo ambas de pouca eficacia em estudos epidemioldgicos
(MEREDITH et al., 1995; SCHALLIG et al., 2002b; FERROGLIO et al., 2007).

2.2.4 Diagn6stico molecular

A técnica de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) em tempo real, em
relacdo a PCR convencional, possui a vantagem de ser um teste gquantitativo, o
que possibilita sua utilizacdo durante periodos de tratamento e permite avaliar
qual o nivel de infeccdo e qual a quantidade de parasitos na amostra com
precisdo (BOSSOLASCO et al.,, 2003). E uma técnica baseada no uso de
fluorocromos ou sondas fluorescentes que permitem o monitoramento em tempo
real do produto amplificado, na qual a analise da emissdo de luz é feita por um
detector de sinal de luminoso associado a um amplificador de sinal que traga um
grafico com a absorcdo obtida ap6s cada ciclo de amplificagdo, e a intensidade
do sinal produzido reflete quanto do produto foi amplificado (KUBISTA et al.
2006). A gPCR também minimiza os riscos de contamina¢do do material
utilizado pelo fato de ndo apresentar os diversos passos de manipulacdo
necessarios na técnica convencional de PCR, bem como permite a deteccdo e

quantificagdo da carga parasitaria de forma simultdnea (VITALE et al. 2004).
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A gPCR vem sendo utilizada em estudos relacionados & carga
parasitaria, avaliacdo da interacdo parasito/hospedeiro e monitoramento de
esquemas terapéuticos a partir de amostras clinicas provenientes de pacientes e
de cdes com LVC (QUARESMA et al. 2009; KHADEMVATAN et al. 2011,
WEIRATHER et al. 2011). De forma a complementar o diagnéstico da LVC
através da gPCR, Manna e colaboradores (2009) observaram que existe uma
relagdo positiva entre a carga parasitaria e as manifestacdes clinicas da doenga,
através de um estudo feito em amostras de sangue total e aspirado de linfonodos

de caes naturalmente infectados.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o estado da leishmaniose visceral canina no municipio de

Lavras — MG utilizando técnicas soroldgicas e moleculares.

3.2 Objetivos especificos

e Confirmar o primeiro caso de infeccdo canina por Leishmania
infantum no municipio de Lavras — MG.

e Avaliar o resultado dos testes DPP® Leishmaniose Visceral Canina -
Bio-Manguinhos e ELISA rKDDR para o diagnéstico da leishmaniose
visceral canina;

e Avaliar o teste ELISA rKDDR para o diagnéstico da LVC com

amostras de cdes do municipio de Lavras.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal - CETEA (CEUA/UFMG, Protocolo 44/2012) e de
Etica em Pesquisa — COEP (CAAE —00842112.2.0000.5149) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.1 Local de realizacdo do experimento

Este projeto foi realizado nas dependéncias da Universidade Federal de
Lavras — UFLA e da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, no
periodo de abril de 2014 a novembro de 2015.

No Setor de Patologia Veterinaria do Departamento de Medicina
Veterindria da UFLA foi realizada a coleta de amostras de baco e medula 6ssea
de cdes previamente eutanasiados e que se encontravam na camera fria. Estas
amostras foram mantidas em freezer -80°C do Laboratério de Fisiologia e
Metabolismo do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA, e
encaminhadas para analise pela técnica gqPCR no Laboratério de Imunologia e
Gendmica de Parasitos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB da UFMG.

O soro canino utilizado neste projeto foi armazenado no Laboratério de
Biologia Parasitaria da UFLA, e encaminhado para o Laboratério de Imunologia
e Genbmica de Parasitos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB da UFMG
para a realizagdo do ensaio de ELISA utilizando como antigeno a proteina
rKDDR.
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4.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo Real quantitativa — g°PCR

A quantificagdo das amastigotas de L. infantum em amostras de bago e
medula dssea dos cédes foi realizada através da gPCR, a partir de material
coletado em nove cédes sabidamente positivos pelos testes DPP® e ELISA
Biomanguinhos. O DNA dos tecidos foi extraido pelo DNeasyBlood & Tissue
Kit (Qiagen, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante. A carga
parasitaria foi estimada utilizando os primers Forward, 5' TGT CGC TTG CAG
ACC AGA TG 3’ e Reverse, 5" GCA TCG CAG GTG TGA GCA C 3. O
amplicon desses primers representam um fragmento de 90 bp do gene de cépia
Unica de DNA polimerase de L. infantum (GenBank acesso nimero AF009147).
O gene constitutivo canino f-actina foi utilizado como controle enddgeno para
normalizacdo inicial de concentracdes de DNA e para verificar integridade da
amostra. Os primers utilizados para amplificar um fragmento de 307 bp do gene
foram os seguintes: Forward, 5 CTTCTACAACGAGCTGCGCG 3' e Reverse,
5' TCATGAGGTAGTCGGTCAGG. A reacio foi realizada em um volume total
de 10 pL, contendo 30ng da amostra de DNA, 3p moles de cada primer e SuL de
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) diluidos em agua para PCR. A
reacdo foi iniciada ap6s desnaturacdo do DNA a 95°C por 10 minutos, seguido
de 40 ciclos de amplificacdo (95° C/10 segundos, 60° C/1 minuto). Todas as
amostras foram processadas em duplicata. O produto da clonagem do gene de L.
infantum foi utilizado para a construgdo da curva padréo. Os vetores contendo 0s
insertos foram inicialmente dosados em espectrofotdmetro NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) a 260nm e 280nm,
apos diluicdo 1:1000. O resultado da absorbancia foi utilizado para calcular a

concentragdo de DNA da amostra. Considerando que no comprimento de onda
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de 260nm, a densidade optica igual a 1 corresponde a 50pug/mL de DNA de fita
dupla. A concentracdo de DNA da amostra (ug/mL) foi entdo convertida em
pmol/uL, e a partir desta concentragdo, foi obtido o numero de moléculas do
plasmideo mais o inserto por microlitro da amostra. Ap6s determinar o nimero
de moléculas por microlitro das amostras, estas foram diluidas sucessivamente
na razdo dez, e as diluices entre 10" até 10° moléculas foram utilizadas para a
construgdo da curva-padrdo. O software ABI PRISM foi utilizado para a analise

dos resultados.

4.3 Selecéo dos animais e coleta de soro

Este projeto utilizou dados secundarios de 52 amostras de soro
provenientes de cdes coletadas durante o Programa Nacional de Controle da
Leishmaniose Visceral Canina (PNCLV) realizado no municipio de Lavras
(MG). Os cées avaliados eram errantes, cdes do abrigo da Sociedade Lavrense
Protetora dos Animais, cdes atendidos em clinicas particulares da cidade ou no
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Cabe ressaltar
que todas as coletas foram realizadas por uma veterinaria, e seguindo todos os
preceitos éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal. Os seguintes testes foram utilizados para o diagndstico dos cdes: DPP®
e ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos.

Amostras de cdes soropositivos e encaminhados pela Vigilancia
Epidemioldgica de Lavras ao setor de Patologia Veterinaria da UFLA para
eutanasia também foram utilizadas no presente trabalho.

A soroteca utilizada no presente trabalho era composta de soros de 12
cdes negativos e de 40 cdes positivos pelo teste DPP® e ELISA Leishmaniose

Visceral Canina - Bio-Manguinhos mantidos a temperatura de -20°C.
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4.4 ELISA - rKDDR

Placas de ELISA de 96 wells (Costar®, EUA) foram sensibilizadas por
16 horas (overnight) a 4°C com 50ng de antigeno recombinante diluido em 100
uL de tampdo carbonato [Na,COz; 15 mM (Synth, Brasil); NaHCO; 34 mM
(Merck, Brasil); pH ajustado em 9,6]. Ap6s a sensibilizacdo, as placas foram
bloqueadas com 150 pL de PBS-Caseina (Merck, Alemanha) a 2%, pH = 7,4,
durante 2 horas a temperatura ambiente. Apos o bloqueio das placas, 100 puL dos
soros dos cées foram diluidos na proporc¢do de 1:100 em PBS-Tween20 a 0,05%
(pH = 7,4) e posteriormente adicionados aos pogos e incubados por 12-16 horas
(overnight) a 4°C. Em sequéncia, as placas foram lavadas 5 vezes com a solu¢édo
de lavagem (PBS- Tween20 a 0,05%). 100 uL do anticorpo anti-IgG canino com
a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich, USA), em diluicdo na proporcéo de 1:5000
(em PBS-Tween20 a 0,05%), adicionados em todos 0s poc¢os e as placas foram
entdo incubadas a 37°C por 1 hora e 30 minutos. As placas foram novamente
lavadas 5 vezes com a solucdo de lavagem (PBS-Tween20 a 0,05%), e em
seguida adicionados 100 pL da solugéo reveladora (acido citrico 0,1 M; Na,PO,
0,2 M; OPD 0,05% e H,O, 0,1%) aos pogos. As placas foram entdo incubadas a
37°C, ao abrigo de luz, por 10 minutos, quando a reacdo foi interrompida pela
adi¢do de 50 pL de 4N H,SO, diluido em &4gua MilliQ. A absorbancia resultante
da reagdo foi mensurada em leitor de microplacas de ELISA com comprimento
de onda de 492 nm. Para discriminar os animais em positivos e negativos no
teste, os valores de absorbancia obtidos foram comparados com o Status

rKDDR, nos quais os Vvalores iguais ou maiores ao cut-off (0,252) sendo
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considerados positivos e valores menores ao cut-off foram considerados

negativos.

4.5 Andlise estatistica

Para analise dos valores de absorbancia, optou-se pela utilizacdo dos
dados em forma de propor¢do. Para comparacdo das proporgdes obtidas pelos
trés métodos de diagnostico soroldgico, utilizou-se Teste de Fisher (dados ndo
paramétricos) e para os valores de carga parasitaria dos tecidos analisados
utilizou-se o Teste T (dados paramétricos) ao nivel de p < 0,05 para valores
significativos em ambos os testes. Para a analise de concordancia entre os testes
DPP®/ELISA Biomanguinhos e ELISA rKDDR, foi utilizado o teste Kappa, e
os valores interpretados de acordo com a seguinte escala de Fleiss : 0,00-0,20,
pobres; 0,21-0,40, justo; 0,41-0,60, moderada; 0,61-0,80, bom; 0,81-0,99, muito
bom e 1,00, perfeito (FLEISS et al. 1972). Todas as andlises foram feitas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA) e o programa
Microsoft Excel 2010 para o processamento e organizacdo dos dados de
absorbancia gerados pelo ELISA rKDDR.

5 RESULTADOS

5.1 Confirmacao do primeiro caso de LVC no municipio de Lavras — MG
por qPCR.

A partir da utilizagdo de amostras de medula ¢ssea na gPCR, foram
observados quatro cdes positivos e cinco cdes negativos, e para as amostras de

baco, cinco cdes positivos e quatro cdes negativos, para a espécie L. infantum.
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Estes cdes representam os primeiros casos confirmados de infeccdo por L.
infantum, parasito responsavel pela LVC, através da q°PCR no municipio de
Lavras, Minas Gerais.

Os valores de frequéncia para animais positivos e negativos nas
amostras de medula 6ssea foram de 45% e 55%, e nas amostras de baco, 55% e
45% respectivamente.

Foi construida a curva - padrdo da DNA polimerase (Figura 1) a partir
de uma regresséo linear, na qual se encontrou o valor de 0,98 para R?, indicando
assim um ajuste expressivo das variaveis como uma funcéo linear. Esses valores
indicam, além da presenca do DNA do parasito nas amostras, que o log da
quantidade de parasitos diminui nas amostras analisadas de acordo com o
aumento do nimero de ciclos necessarios para ultrapassar o limiar da fase

exponencial de amplificacdo do material genético de L. infantum.

35

30 4
25 4

CT o |

médio ¢ Sariel
151 3 4838x + 42 006 Unear (Sériel)
y=-2,4 x+42

0 | R*=0,9844
5 J
(o}

0 2 B 5 8 10
Log quantidade de parasitos

Figura 1. Curva-padrdo da DNA polimerase de Leishmania infantum obtida nas amostras de
medula Gssea e bago através da gPCR.

Os valores de parasitos por miligrama de tecido para medula dssea e
baco de cada cdo, bem como a linha que representa a mediana podem ser
observados graficamente na figura 2 abaixo.
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Figura 2. Carga parasitaria de cdes positivos para Leishmania infantum a partir de amostras de
baco e medula 6ssea na qPCR.

Dos nove cées avaliados quatro foram positivos tanto em amostras de
medula 6ssea como de bago, e um cédo (animal 3) foi positivo apenas em sua
amostra de medula 6ssea. A mediana da carga parasitaria nas amostras de
medula 6ssea foi de 2x10° parasitos/mg de tecido, e nas amostras de baco
14x10° parasitos/mg de tecido. N&o houve diferenca significativa para os valores
de carga parasitaria entre os dois tipos de tecido analisados (para valores de

p<0,05 significativos).

5.2 DPP®/ ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos e
ELISA rKDDR

A partir da realizacdo dos testes DPP®/ ELISA Leishmaniose Visceral
Canina - Bio-Manguinhos no soro dos 52 cédes foram observados 40 positivos e
12 negativos, e com relacdo as amostras submetidas ao teste ELISA rKDDR,
foram observados 34 positivos e 18 negativos.

Os valores das frequéncias dos animais positivos e negativos no teste
DPP®/ ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos foram de 75%
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e 25% respectivamente, e para o teste ELISA rKDDR 65% e 35% das amostras,
respectivamente.

Assumindo como valor de cut-off 0,252, a média da absorbancia dos
animais positivos para o teste ELISA rKDDR foi 1,705, e 0,100 para os animais
negativos. O valor de concordancia entre os dois testes assumiu um valor Kappa
de 0,383, considerado “fair”, e o erro padrao um valor de 0,117. Através do teste
de Fisher, o valor de p obtido foi de 0,033, o que indica que podemos observar
uma diferenca significativa entre os dois métodos de diagndstico (para valores p
< 0,05 significativos).

Dos 40 animais positivos nos testes DPP®/ ELISA Leishmaniose
Visceral Canina - Bio-Manguinhos, nove apresentaram resultado negativo no

teste ELISA rKDDR, e dos 12 negativos, trés apresentaram resultado positivo.

6 DISCUSSAO

O municipio de Lavras era considerado até o ano de 2013, de acordo
com o0s critérios estabelecidos pelo Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (BRASIL, 2014), area silenciosa e ndo vulneravel para a
leishmaniose visceral canina. Uma investigacdo preliminar demonstrou a
ocorréncia de cdes com diagndstico sorolégico positivo para Leishmania spp. em
diversos centros de atendimento veterindrio do municipio, bem como resultados
positivos em exames histopatoldgicos e parasitolégicos no setor de Patologia
Veterinaria da UFLA, porém nenhum caso ainda havia sido notificado (dados
ndo publicados). A partir da triagem de cdes em um abrigo do municipio,
utilizando os métodos de diagndstico preconizados pelo Ministério da Salde
(teste imunocromatografico DPP® e ELISA Leishmaniose Visceral Canina -

Bio-Manguinhos) encontrou-se uma taxa de positividade para 20%, dos cées
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avaliados (SANTOS et al.,, 2014). Flebotomineos da espécie Lutzomyia.
longipalpis também foram encontrados em armadilhas dispostas em diferentes
bairros do municipio e no campus da Universidade Federal de Lavras
(BARCELOS et al., 2015). A partir destes estudos, verificou-se que Lavras se
enquadra como area de transmissdo de leishmaniose visceral, com presenca de
vetor e de casos autdctones da doenca em cées, o0 que levou a realizagdo de um
inquérito soroldgico no municipio, estudo epidemiolégico preconizado pelo
Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral que procede ao
primeiro caso notificado da doenca (BRASIL, 2014). No periodo de Setembro
de 2014 a Junho de 2015, foram realizados 2.468 testes DPP®, sendo 2.228 cées
(90,3%) negativos e 240 (9,7%) positivo. Destes 240 cdes positivos, 72 (30%)
foram negativos no ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos e
168 (70%) confirmaram o resultado do DPP® (ALVARENGA et al., 2015).

A fim de confirmar de forma especifica a infec¢do por L. infantum nos
cdes de Lavras, amostras de baco e medula 6ssea foram coletadas de nove
animais sabidamente positivos nos testes DPP® e ELISA Leishmaniose Visceral
Canina - Bio-Manguinhos e submetidas posteriormente a PCR em tempo real -
gPCR. Atualmente, esta técnica vem sendo utilizada por diversos autores para o
diagnéstico ou monitoramento da evolucdo da LVC através da quantificacdo da
carga parasitaria, em substituicdo a outras técnicas, como por exemplo, a PCR
convencional, pois apresenta altos valores de sensibilidade, precisdo e
reprodutibilidade (VITALE et al., 2004, MANNA et al., 2006). Nas amostras de
medula 6ssea, observaram-se quatro cdes positivos e cinco negativos, e para as
amostras de bago, cinco cées positivos e quatro negativos. Os valores de
frequéncia para animais positivos e negativos nas amostras de medula 6ssea
foram de 45% e 55%, e nas amostras de baco, 55% e 45% respectivamente, e
apenas quatro caes foram positivos tanto em amostras de medula éssea como de

baco. Estes resultados diferem daqueles encontrados em trabalhos que utilizaram
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gPCR em cdes sorologicamente positivos, nos quais cerca de 100% dos animais
apresentaram parasitos nos tecidos analisados (RAMOS, et al. 2013, REIS et al.
2013, MOHAMMADIHA et al. 2013). A diferenca entre os resultados
apresentados no presente trabalho e na literatura pode ter ocorrido devido
variagbes no tecido utilizado, conforme observaram Solca (2012) e Ramos
(2013) em estudos prévios utilizando amostras de bago e medula Ossea.
Contudo, a confirmacdo da infeccdo por L. infantum realizada neste estudo é a
primeira no municipio de Lavras, que contava até o presente momento apenas
com cdes diagnosticados como positivos através de ensaios sorolégicos. Visto
que o grau de reatividade cruzada nestes ensaios é alto devido a conservacdo
protedmica entre as diferentes espécies de tripanossomatideos, sua
especificidade pode ser drasticamente reduzida devido a diferencas no material
utilizado como antigeno para o teste (OLIVEIRA et al. 2008, ROMERO et al.
2009, ZANETTE et al. 2014).

Embora preconizado pelo Ministério da Salde como teste oficial de
triagem, ensaios imunocromatograficos em papel podem pode apresentar
variacGes em seus valores de sensibilidade e especificidade (34,9% a 76,2% e
61,1% a 100%, respectivamente) (GRADONI et al. 2002, MANCIANTI et al.
2002, SCHALLIG et al., 2002a, REITHINGER et al., 2002b, COSTA et al.
2003, MOHEBALI et al. 2004, METTLER et al. 2005, OTRANTO et al. 2005,
ROSYPAL et al. 2005, MAIA; CAMPINO, 2008), e conforme observaram
Grimaldi e colaboradores (2012), o DPP® apresenta elevados valores de
especificidade (96%), porém baixa sensibilidade (47%) na identificagcdo de cées
infectados e assintomaticos, e de forma contraria, sensibilidade
significativamente maior (98%) em animais sintomaticos. Esta situacdo sugere
que o DPP® possui resultados mais confidveis apenas para cdes que ja
manifestam a doenca, podendo apresentar resultados falso-negativos em animais

assintomaticos. O ELISA Leishmaniose Visceral Canina - Biomanguinhos € o
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ensaio utilizado como confirmatério do DPP® e, embora possa ser utilizado em
estudos epidemioldgicos de larga escala, apresenta como agravante a
possibilidade de reatividade cruzada com espécies de Leishmania spp.
dermotropicas, conforme demonstrou De Jesus e colaboradores (2003) em um
estudo realizado em &rea ndo endémica para LVC no Par, e pode por sua vez
levar ao diagnostico de cées falso-positivos.

Diante da necessidade de aprimoramento dos testes sorolégicos
utilizados pelo Programa Nacional de Controle da Leishmaniose Visceral e do
desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico, Lemos (2014) desenvolveu
um novo antigeno recombinante, baseado na porcao repetitiva de kinesina de L.
infantum, que é solGvel, possui 8.5 motivos repetitivos de 39 aminoacidos e que
foi denominado rKDDR. De forma a avaliar a resposta da rKDDR em testes a
campo em uma diferente regido endémica para LVC, amostras de soro de 52
cdes do municipio de Lavras foram submetidos ao teste ELISA com este novo
antigeno. Apos a realizacdo do teste, foram observados 34 (65%) cédes positivos
e 18 (35%) cdes negativos no ELISA rKDDR. Ensaios comparativos de
reconhecimento sorolégico canino comprovaram gque a rKDDR quando
comparada a rK39 possui maior sensibilidade (88,54% e 78,13 respectivamente)
e especificidade (97,30% e 90,09% respectivamente), além do teste ELISA
rKDDR apresentar melhor desempenho quando comparada com o teste ELISA
Biomanguinhos, teste soroldgico recomendado pelo Ministério da Salde para o
diagnostico confirmatorio da LVC (BRASIL, 2014).

Devido ao elevado nimero de amostras consideradas negativas pela
ELISA rKDDR apresentarem-se positivas nos testes DPP® e ELISA
Leishmaniose Visceral Canina - Biomanguinhos, faz-se necessario uma
avaliacdo mais detalhada desse material, como por exemplo titulo de anticorpos,
gPCR tanto para Leishmania spp. como para outros parasitos, verificacdo da

possibilidade de reatividade cruzada com outras espécies de parasitos tais como
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Babesia canis, Erlichia canis, Rangelia vitalli e Trypanosoma cruzi nos
resultados dos testes DPP® e ELISA Biomanguinhos entre outros testes, de
forma a analisar quais as possiveis variaveis envolvidas que levaram a estes
resultados. Devido a importancia da pesquisa de novos ensaios, a utilizacdo de
um novo antigeno como a rKDDR abre perspectivas para o desenvolvimento
tecnoldgico direcionado ao aperfeicoamento e implementacdo de novos testes
rapidos, préaticos e de baixo custo, tanto para o diagnostico da leishmaniose
humana como da LVVC (LEMOS, 2014).

7 CONCLUSOES

e Através dos resultados obtidos neste projeto foi possivel confirmar, através
da gPCR, o primeiro caso de infeccdo canina pela espécie Leishmania
infantum no municipio de Lavras-MG.

e Para que se possa avaliar de forma mais precisa a eficacia da técnica ELISA
rKDDR para o diagnostico da leishmaniose visceral canina em Lavras —
MG, novos dados devem ser adicionados ao presente projeto, tais como
aqueles derivados de diagnostico parasitolégico e molecular de cdes que

tiverem amostras de soro analisadas.
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