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RESUMO

O uso de procedimentos simples para coleta de amostras e a realizacdo de um
diagndstico eficiente da leishmaniose visceral canina (LVC) sdo de grande relevancia
para auxiliar o controle desta grave doenga. Com base nisso, avaliou-se o potencial de
amostras clinicas de coleta ndo invasiva como os swabs conjuntival, nasal, oral e swab
de pele orelha para o diagndstico molecular da LVC, utilizando-se a reacdo em cadeia
da polimerase convencional (PCR). Além disso, foram avaliadas as cargas parasitarias
obtidas destas amostras e suas possiveis implica¢fes, utilizando a PCR em tempo real
(gPCR). Para isso, foram utilizados cées naturalmente infectados obtidos no Centro de
Controle de Zoonoses de Belo Horizonte-MG. Dez cées saudaveis e livres de infeccdo
foram adotados como grupo controle. As amostras destes animais foram coletadas em
trés momentos diferentes. Na primeira coleta, foram obtidos 80 cédes que foram
divididos em dois grupos de 40 individuos de acordo com a auséncia (grupo 1) ou
presenca de sinais clinicos compativeis com a LVC (grupo 2). Destes animais, foram
coletados o swab conjuntival separadamente de cada ocular, aspirados de medula 0ssea,
bidpsia de pele de orelha e sangue periférico. Estas amostras foram submetidas a PCR-
hibridizacdo e a qPCR. Os resultados da PCR-hibridizacdo para os grupos 1 e 2 foram
respectivamente: conjuntiva direita, 77,5% e 95%; conjuntiva esquerda, 75% e 87,5%);
pele de orelha, 45% e 75%; medula 6ssea, 50% e 77,5%; sangue periférico, 27,5% e
22,5%. As positividades da PCR-hibridizacdo para o swab conjuntival foram
equivalentes (p>0,05) ou superiores aquelas referentes as amostras de coleta invasiva
(p<0,05). Os dados de qPCR revelaram que as cargas parasitarias cutaneas dos dois
grupos de cdes foram equivalentes (p>0,05) e mais altas em relacdo as demais amostras
dentro de cada grupo (p<0,05). Os titulos de IgG antiLeishmania dos cées com
manifestacdes clinicas foram superiores aos dos cdes sem expressdo clinica (p = 0,025).
Correlacdes positivas e significativas foram detectadas entre os titulos de 1gG total e a
carga parasitaria nos cdes sem sinais clinicos apenas quando a medula dssea e a pele de
orelha foram consideradas (p<0,05).

A segunda e a terceira coletas envolveram 34 e 28 cdes naturalmente infectados
respectivamente, dos quais foram coletadas as mesmas amostras clinicas citadas
anteriormente, com o acréscimo do swab nasal (n = 62). Para o diagndstico qualitativo,
todos os materiais coletados desses cdes foram submetidos a PCR complexo Leishmania

donovani especifica (CPCR), exceto o sangue periférico. A positividade para o swab



nasal foi equivalente aquelas obtidas para as demais amostras, alcancando a frequéncia
de 87% (54/62), (p>0,05). A carga parasitaria estimada para o swab nasal foi
equivalente aquela obtida com o swab conjuntival (p> 0,05) e inferior ao parasitismo na
medula 6ssea e pele de orelha (p<0,05).

Somente dos cées da terceira coleta (n = 28) foram obtidos os swabs oral e de
pele de orelha, além das demais amostras clinicas jA& mencionadas. As positividades
calculadas para a cPCR foram: 79% (22/28) para o swab oral e 43% (12/28) para o swab
de pele de orelha. O resultado para swab oral foi equivalente aqueles das demais
amostras clinicas (p>0,05) e superou apenas o dado referente ao swab de pele de orelha
(p = 0,013). A carga parasitaria no swab oral foi equivalente aquelas estimadas nos
swabs conjuntival e nasal (p>0,05) e inferior em relacdo as outras amostras clinicas
(p<0,05). Para o swab de pele de orelha ndo foi possivel estimar a carga parasitaria com
a metodologia adotada.

Em suma, as amostras clinicas obtidas com swab, exceto o swab de pele de
orelha, apresentaram importante potencial para o diagnostico molecular da LVC, pois
superaram ou equivaleram-se as amostras de coleta invasiva. Destaque é dado ao swab
conjuntival que apresentou bom desempenho para o diagnéstico de cées infectados sem
sinais clinicos. As cargas parasitarias cutaneas igualmente altas nesses caes impéem um
sério desafio para o controle da LVC em regides endémicas, dadas as dificuldades em se

diagnosticar acuradamente cées infectados sem expresséo clinica.

Palavras chave: Diagnostico, PCR, Leishmania infantum, coletas ndo invasivas,

leishmaniose visceral canina.
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ABSTRACT

An accurate diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) based on simple
procedures for sample collection is very important as an auxiliary measure control of
this severe disease. In this work we used conventional PCR to evaluate the potential of
clinical samples obtained noninvasively as follows: conjunctival, nasal, oral and ear
swabs for the diagnosis of CVL. In addition, we analyzed the parasite loads obtained
from these samples and the possible implications using the real time PCR (gPCR).
Naturally infected dogs were collected in the Municipal Zoonotic Diseases Control
Department of Belo Horizonte-MG. Ten healthy no infected dogs were adopted as
control group. The animals were collected in three different moments. Firstly, 80 dogs
were obtained and divided into two groups with 40 dogs: group 1 without clinical signs
and group 2 with clinical signs. From all these animals, the conjunctival swab from each
eye, bone marrow, skin biopsy and peripheral blood were collected and submitted to the
PCR-hybridization and gPCR. The frequencies of positive results obtained by KDNA
PCR/hybridization for asymptomatic and symptomatic dogs, respectively, were as
follows: right conjunctiva, 77.5% and 95.0%; left conjunctiva, 75.0% and 87.5%; skin,
45.0% and 75.0%; bone marrow, 50.0% and 77.5%; and blood, 27.5% and 22.5%. The
PCR-hibridization positivity for conjunctival swab was equivalent (p>0.05) or higher
than those for other samples (p<0.05). The gPCR data revealed that the parasite burden
in the skin was the highest within each group (p<0.05), but there was no statistical
difference between them (p>0.05). The antiLeishmania IgG titers from dogs with
clinical manifestations were higher than those from dogs without clinical signs (p =
0.025). Positive and significant correlations were detected between parasitism and 1gG
titers only in the bone marrow and skin from dogs without clinical signs (p<0.05).

The second and third collection enrolled 34 and 28 naturally infected dogs
respectively. The same clinical samples mentioned above were collected. Additionally,
the nasal swab was obtained (n = 62). The qualitative diagnosis was carried out with all
these samples, except peripheral blood, using PCR with Leishmania donovani complex
specific primers (CPCR). The positive index obtained from nasal swab was 87% (54/62)
and this result was equivalent to those from other samples (p>0.05). Its parasite load
was statistically equivalent to the parasitism in the conjunctival swab (p>0.05) and

lower than the parasite burden in the bone marrow and skin (p<0.05).
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The oral and ear swabs were collected from the last 28 dogs. The cPCR positive
results were as follows: oral swab, 79% (22/28); ear swab, 43% (12/28). There was
statistical difference between these data (p = 0.013) and the positivity obtained from
oral swab was equivalent to those from other samples (p>0.05). The parasite burden in
the oral swab was equivalent to the parasitism in the conjunctival and nasal swabs
(p>0.05) and lower than those estimated in the other samples (p<0.05). It was no
possible to assess the parasite load in the ear swab with the gPCR.

In conclusion, the clinical samples obtained noninvasively, except the ear swab,
showed an important potential for the molecular diagnosis of CVL because they had a
superior or equivalent performance when compared with bone marrow and skin biopsy.
A special emphasis is given to the high sensitivity of PCR-hybridization with the
conjunctival swab sample for detecting the infection in dogs without clinical signs. The
high parasite loads in the skin of dogs with and without clinical signs represent a serious
challenge for the CVL control in endemic regions, especially due to the drawbacks to
detect the infection in dogs without clinical manifestations.

Key words: Diagnosis, PCR, Leihsmania infantum, noninvasive collections, canine

visceral leishmaniasis.
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1) INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas causadas por protozodrios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (Ross 1903) e tém
como forma de transmissdo mais importante a picada de fémeas de flebotomineos
infectados (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae). Vetores do género Lutzomyia sao
responsaveis pela transmissdo nas Américas e do género Phlebotomus, no Velho Mundo
(Desjeux 1996, Bates 2007).

As leishmanioses possuem uma grande distribuicdo geogréfica e se caracterizam
por uma grande diversidade de fatores envolvendo aspectos biolégicos, ambientais,
ecoldgicos e sociais, sendo, por isso, consideradas de alta complexidade.

Aproximadamente 21 espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros
Leishmania e Viannia, este ultimo presente apenas nas Ameéricas, podem infectar o
homem (Lainson & Shaw 1998), dando lugar a uma ampla variedade de quadros
clinicos. Esta variacdo vai desde infecgdes inaparentes até um amplo espectro de
manifestacOes que acometem a pele, mucosas e/ou 0rgaos internos.

As manifestacdes clinicas no homem sdo dependentes de varios fatores, como a
espécie do agente etiologico, sua viruléncia, a espécie dos vetores envolvidos e aspectos
ligados ao hospedeiro, como sua resposta imune e seu status nutricional, dentre outras
variaveis. Nesse contexto, as leishmanioses apresentam algumas manifestacdes clinicas
principais.

Leishmaniose Cutanea (LC): se caracteriza pela presenca de lesGes tegumentares
delimitadas, ulceradas ou ndo, localizadas nas regides da picada do flebotomineo. Nesta
manifestacdo clinica, as lesdes podem atingir as mucosas da boca, nariz e faringe e
causar desfiguracbes em tecidos moles e cartilagens. Concomitantemente, podem
ocorrer metastases ou mesmo tempos depois da cura das lesdes primarias. A doenca tem
progressao lenta ou cronica, e na sua forma cutdnea difusa, as lesbes podem se
disseminar pela pele dos pacientes com resposta imunologica deficiente em relacdo a
Leishmania (Silveira et al. 2004).

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar é considerada a manifestacdo mais
grave da doenca, sendo comumente fatal nos casos ndo tratados. Apresenta
desenvolvimento cronico e sistémico em que o0s parasitos tém forte tropismo pelas
células do sistema fagocitico mononuclear do figado, baco, medula dssea e tecidos
linfoides (Murray et al. 2005, WHO 2010).
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Em geral, a infeccdo caracteriza-se pelo parasitismo das células do sistema
fagocitico mononuclear da derme, mucosas ou dos 6rgaos ja citados do hospedeiro
mamifero e esta associada a alta morbidade na forma tegumentar e a alta mortalidade na
forma visceral.

A leishmaniose é endémica em 98 paises distribuidos nos cinco continentes e
estima-se que 14 milhdes de pessoas estejam infectadas e outras 350 milhGes se
encontrem em situacdes de risco de infecgdo. De acordo com estimativas mais recentes,
0 nimero médio de casos anuais de LV registrados estd entre 200 e 400 mil, enquanto
0s casos de LC variam de 700 mil a 1,2 milh&o. Mais de 90% dos casos de LV estéo
concentrados em apenas seis paises: India, Bangladesh, Sudo, Suddo do Sul, Brasil e
Etiopia. A distribuicio da LC e mais ampla ocorrendo nas Américas, regido
mediterranea, Asia ocidental e central e no oriente médio. Dez paises apresentam de 70
a 75% dos casos mundiais de LC: Afeganistdo, Argélia, Colombia, Brasil, Ira, Siria,
Etiopia, Suddo, Costa Rica e Peru (WHO 2010, Alvar et al. 2012). Seguramente, estes
dados sdo subestimados, uma vez que nem todas as nacdes afetadas tém um sistema
compulsério de notificacdo de casos, e mesmo aquelas que o fazem, enfrentam
problemas logisticos que aumentam a imprecisdo das estimativas (Singh et al. 2006a,
Bern et al. 2008).

Outros estudos vém demonstrando que a leishmaniose esta em franca expanséo
pelo mundo e ocorréncias de casos em regifes ndo endémicas tém sido recorrentes. As
principais causas apontadas para isso Sdo 0s impactos antropicos sobre 0 meio ambiente
envolvendo guerras, migracoes, globalizacdo e o aquecimento global (Shaw 2007).
Estes fatores, juntamente com a coinfeccdo Leishmania-HIV e a resisténcia de algumas
cepas dos parasitos aos tratamentos convencionais, tém contribuido para mudar o perfil
epidemiologico da leishmaniose no mundo (Desjeux 2004, Piscopo & Mallia 2006).
Embora as leishmanioses ainda estejam fortemente associadas as populacdes mais
pobres (Alvar et al. 2006), novos casos vém sendo relatados em paises desenvolvidos
(Shaw 2007).

1.1) A leishmaniose visceral

Dentre as manifestacdes clinicas das leishmanioses, aquelas da LV séo
consideradas as mais graves e apresentam alta letalidade nos casos ndo tratados. Seus

agentes etiologicos sdo as espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani.
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Sob o ponto de vista epidemioldgico, a LV pode ser uma antroponose causada por L.
donovani ou uma zoonose causada por L. infantum (=L. chagasi), sendo os cées 0s
principais reservatorios domésticos.

A discussdo sobre a sinonimia entre L. infantum (Nicolle & Comte 1908) e L.
chagasi (Cunha & Chagas 1937) gerou muitas controveérsias e a nomenclatura utilizada
para 0 agente etioldégico da LV ainda tem sido reportada de forma ndo padronizada
(Dantas-Torres 2006, Lima et al. 2010). Alguns autores argumentam que L. infantum
chagasi seria uma subespécie com base em caracteristicas fenotipicas e genotipicas
(Lainson & Rangel 2005). No entanto, estudos com base em técnicas bioquimicas e
moleculares demonstraram ndo haver diferencas significativas entre L. infantum e L.
chagasi (Mauricio et al. 2000, Leblois et al. 2011). Apesar desta polémica, had uma forte
tendéncia para ado¢do do nome Leishmania infantum com base na lei da prioridade. Por
isso, ao longo deste trabalho, adotaremos essa terminologia para o agente etioldgico da
LV.

Os paises mais afetados pela LV se encontram no sudoeste asiatico e na América
Latina, onde ha grande 6nus social provocado por essa doenca. Ao todo, existem 65
naces em que a LV é endémica e estima-se que 200 milhdes de pessoas estdo sob risco
de adquirirem a infecgdo. De todos 0s casos humanos da doenca registrados anualmente
no mundo, cerca de 59.000 repercutem em 0bito, contingente este superado apenas pela
malaria dentre as doencas parasitarias causadas por protozoarios (Desjeux 2004, Alvar
et al. 2006). No entanto, os dados de mortalidade referem-se apenas as mortes
hospitalares, e tém sido obtidos de forma esparsa (Alvar et al. 2012, WHO 2012). O
agravamento do quadro clinico da LV esta fortemente associado com a desnutricédo e a
infeccdo pelo virus HIV, o que pode aumentar a mortalidade. Além disso, as criancas
sdo um publico especialmente afetado pela doenca nas regides endémicas. Os sintomas
mais comuns da LV humana sdo fraqueza, febre intermitente, anorexia e
esplenomegalia com ou sem hepatomegalia (WHO 2010).

A populacdo de menor poder aquisitivo é, sem davida, a mais vulneravel a
doenca. Apesar de existirem métodos de diagnostico e tratamentos especificos, um
grande numero de pessoas carece de condigbes adequadas para acessar estes
procedimentos, o que eleva os indices de mortalidade (Gontijo & Melo 2004).

Com base na atual expansdo da LV e no aumento expressivo do nimero de casos

humanos, o Programa Especial de Pesquisas e Treinamento em Doencas Tropicais,
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vinculado a Organizacdo Mundial de Saude, passou a considerar essa doenca uma

prioridade dentre as principais moléstias tropicais (WHO 2010).
1.2) A importancia epidemioldgica do cdo na Leishmaniose Visceral

O céo € considerado o principal reservatdério doméstico de L. infantum, tanto em
areas rurais como urbanas (Gomes et al. 2007). 1sso se deve ao alto grau de parasitismo
na pele do animal infectado e a grande susceptibilidade a doenca de muitos deles,
(Palatnik-de-Sousa et al. 2001). Dessa forma, a ocorréncia de infecgdo de flebotomineos
em regides endémicas é facilitada, e o cdo assume um papel decisivo na manutencao do
ciclo da doenca. Em condi¢cBes favoraveis de transmissdo, com alta densidade
populacional do vetor e de ces, a infeccdo pode se espalhar rapida e extensivamente na
populacdo canina (Quinnell et al. 1997, Oliva et al. 2006).

Espécies de Leishmania causadoras das formas cutdnea e mucocutanea da
doenca também j& foram encontradas em cées (Dantas-Torres 2007, Mohebali et al.
2011). No entanto, o papel desses animais como possivel reservatorio competente dos
agentes etiologicos da leishmaniose tegumentar ainda é pouco conhecido (Dantas-
Torres 2007).

A relacdo da LV canina (LVC) com o risco de ocorréncia da LV humana tem
sido tema de intenso debate. Alguns estudos minimizam esta relacdo ao demonstrarem
gue a eutandsia em massa de cdes soropositivos tem baixo impacto na reducdo de casos
de LV humana em regides endémicas do Brasil (Dietze et al. 1997, Miles et al. 1999,
Courtenay et al. 2002). Mais de dois milhGes de cées foram examinados no Brasil entre
2002 e 2007 e mais de 160.000 cées soropositivos foram eutanasiados. Entretanto, ndo
se observou uma reducao da incidéncia de casos humanos a niveis razoaveis (Lemos et
al. 2008). Este fato demonstra que ha falhas nas campanhas de controle da LV, e aponta
para a necessidade de reavaliacdo da politica de combate a doenca no Brasil. Entre as
possiveis causas da ineficiéncia do controle da LV estdo as limitagbes dos testes
diagndsticos soroldgicos utilizados em larga escala nos inquéritos caninos (Braga et al.
1998, Moreira et al. 2004, Rosario et al. 2005), a demora entre a coleta de amostras
clinicas caninas, sua analise e a eutanasia dos cdes infectados (Vieira & Coelho 1998,
Courtenay et al. 2002, Moreira et al. 2004) e a rapida reposicdo de cdes susceptiveis

pela populacdo (Dye 1996, Moreira et al. 2004).
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Por outro lado, uma associagdo significativa entre a eutanasia de cdes e a
reducdo da incidéncia de LV humana ja foi detectada (Ashford et al. 1998, Nunes et al.
2010), o que mantém a polémica discussdo sobre a validade desta medida de controle
sobre a populagdo canina. A eliminacdo de cdes soropositivos tem mostrado mais
eficacia quando realizada sem atrasos e associada a outras formas de controle como o
combate ao vetor e o tratamento das pessoas infectadas (Ashford et al. 1998, Braga et al.
1998). A importancia epidemioldgica dos cdes vem sendo reforcada, uma vez que
outros estudos tém evidenciado que a LVC se constitui como um fator de risco para a
LV humana. Em regides urbanas, com transmisséo recente da LV, foi corroborada a
hipotese de que casos caninos da doenca precedem casos humanos. Nesses locais, foi
comprovada uma associacdo na distribuicdo espacial da LV em cées e no homem
(Bevilacqua et al. 2001). O reservatério canino tem sido apontado como fator
importante para o surgimento de novos focos da doenga (Paranhos-Silva et al. 1998).
Uma relagdo proxima entre as infec¢des canina e humana, especialmente entre criancas,
também ja foi relatada em paises europeus (Sanchez et al. 1996, Papadopoulou et al.
2005).

Segundo estimativas, ha cerca de 2,5 milhGes de caes infectados na Europa e a
LVC continua se expandindo neste continente (Moreno & Alvar 2002, Ferroglio et al.
2005). Na América do Sul, as taxas de infec¢do canina também séo altas, especialmente
em algumas regibes do Brasil e da Venezuela (Werneck et al. 2007). No Brasil, a
prevaléncia da infec¢do nos cées € bastante variavel em diferentes regides, de modo que
seus registros variam de 1% até 67% (Coutinho et al. 1985, Paranhos-Silva et al. 1996,
Franca-Silva et al. 2003). Entretanto, tem sido mostrado que a prevaléncia da infeccéo
canina obtida com os métodos diagndsticos convencionais é subestimada (Solano-
Gallego et al. 2001a).

No cdo, a doenca é geralmente crbnica, podendo ndo haver sinais clinicos
sugestivos, ou € caracterizada por uma ou mais das nove principais manifestaces
clinicas: hiporexia com perda de peso, linfoadenopatia local ou generalizada, les6es na
pele, lesdes oculares, anemia, epistaxe, claudicacdo, insuficiéncia renal e diarréia
(Ferrer 1999). Em alguns casos, a evolugdo da doenca ocorre de forma aguda ou grave,
levando o animal ao 6bito em poucas semanas. Em alguns animais, o desenvolvimento
da doenca pode ser latente, evoluindo, inclusive, para cura espontanea (Genaro 1993).
Alguns estudos sugerem que aproximadamente 50% de todos 0s animais soropositivos

infectados ndo mostram nenhum sinal clinico da doenca, e que cerca de 30% destes
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animais permitem a infeccdo de flebotomineos, o que tem grande importancia
epidemioldgica (Alvar et al. 2004, Quinnell & Courtenay 2009). Outros autores também
demonstraram a importancia dos cdes sem expressdo clinica da LV, uma vez que estes
animais foram comprovadamente fonte de infeccdo para o vetor (Molina et al. 1994,
Guarga et al. 2000, Courtenay et al. 2002).

Em regides endémicas, € fato comprovado que a prevaléncia da infeccdo canina
é alta, e a maioria dos cées infectados ndo apresentam sinais clinicos (Berrahal et al.
1996, Solano-Gallego et al. 2001a, Baneth et al. 2008). Com base na epidemiologia da
LVC, a frequéncia de caes com doenca clinica em regiGes endémicas deve corresponder
a menor parte da populacdo, enquanto que a maioria dos cdes é exposta e/ou se infecta
sem apresentar sinais clinicos evidentes da LV. Esta distribuicdo de cdes pode ser
representada por um diagrama em forma de piramide dividida em extratos (Figura 1).

Cées com doenca
clinica

Caes soropositivos
sem sinais clinicos

Caes soronegativos,
PCR+ sem sinais clinicos

Cées soronegativos
que ndo albergam o parasito

TRENDS in Parasitology

Figura 1: Distribuicdo esquematica da leishmaniose visceral canina em um foco endémico. Neste

modelo, assume-se que poucos cdes da populagdo devem ser soropositivos com PCR
negativa (ndo mostrados), (Baneth et al. 2008).

A importancia do sexo, idade e raca canina tem sido estudada por diversos
autores mediante levantamentos epidemiologicos. O sexo parece ndo ser significativo

quanto & prevaléncia da infeccdo de LV (Amela et al. 1995, Morillas et al. 1996,
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Sanchez et al. 1996), embora Fisa et al. (1999) tenha demonstrado que cdes machos
mais velhos sdo mais frequentemente infectados. Em relacdo a idade, algumas pesquisas
indicam haver uma distribui¢cdo bimodal para os casos de LV registrados, sendo um pico
referente a cdes com idade entre 2 a 4 anos e outro a cédes de 7 anos, fase esta
caracterizada por um declinio da resposta imunologica (Alvar et al. 2004, Miranda et al.
2008). Teoricamente, todas as racas caninas sao susceptiveis a doenca. Diferentemente,
a raca “Ibizian hound” foi destacada por apresentar um nivel de resisténcia significativo
a leishmaniose, uma vez que cdes desta raca apresentam intensa resposta imune celular
e raramente manifestam sinais clinicos da doenca (Solano-Gallego et al. 2000). Outros
estudos sugerem que as racas Boxer, Cocker spaniel, Rottweiler e pastor aleméo sdo
mais susceptiveis ao desenvolvimento da LV (Sideris et al. 1999, Franca-Silva et al.
2003).

Estudos mais detalhados sobre a susceptibilidade e resisténcia canina a LV tém
revelado que o gene Slcllcl, formalmente denominado N-RAMPI, esta associado a
susceptibilidade dos cédes a doenca (Altet et al. 2002). Polimorfismos dos genes do
complexo de histocompatibilidade principal classe 1l (MHC I1I) também tém sido
associados a susceptibilidade canina a LV (Quinnell et al. 2003b). Porém, a influéncia
ambiental também ¢ fator importante para a manifestacdo ou ndo da doenca, de modo
que o status nutricional, a presenca ou auséncia de outras infec¢bes parasitarias
concomitantes e a viruléncia da cepa de L. infantum envolvida sdo fatores extrinsecos ao
hospedeiro de grande relevancia (Baneth et al. 2008). Nesse contexto, a progressdo da
doenca nos animais infectados é muito variavel, podendo o reservatorio permanecer em
estagio subclinico por meses, anos ou até pela vida inteira (Alvar et al. 2004).

A transmissdo da LV entre cdes, sem a participacao aparente do inseto vetor, tem
sido investigada e confirmada em alguns casos. A transmissao transplacentaria, embora
rara, foi demonstrada no Brasil pela primeira vez por Silva et al. (2009a), e também foi
confirmada em cées da raca Beagle por Rosypal et al. (2005) nos Estados Unidos. A
transmissdo venérea também foi reportada recentemente (Silva et al. 2009b). A infec¢édo
via transfusdo sanguinea também foi registrada, o que chamou atencdo para cées
potencialmente portadores do parasito e que sejam doadores de sangue em clinicas
veterinarias (Freitas et al. 2006). No entanto, tais rotas alternativas de infeccdo parecem
ter pouco peso na histéria natural e na epidemiologia da LV canina e necessitam de

estudos mais aprofundados.
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A distribuicdo geogréfica da LV canina tem aumentado, pois casos da doenca
tém sido detectados, cada vez mais, em regifes ndo endémicas. Isso esté relacionado,
em grande parte, as migracGes humanas com cdes infectados entre regides endémicas e
areas onde o vetor ja existe (Arias et al. 1996, Gothe et al. 1997, Teske et al. 2002,
Shaw et al. 2003). Essa tendéncia vem causando preocupacéo, uma vez que a expansao

desta zoonose pode aumentar os riscos de ocorréncia da LV humana.

1.3) A Leishmaniose Visceral no Brasil

O primeiro caso de LV no Brasil foi registrado em 1934, a partir da identificacdo
de formas amastigotas em cortes histoldgicos de figado de pacientes que morreram sob
suspeita de febre amarela (Penna 1934). O primeiro surto da doenca foi relatado 20 anos
depois em Sobral, no Ceara (Deane 1956).

Inicialmente, a LV no Brasil tinha um carater essencialmente rural. Nos anos 80,
comprovou-se uma importante modificacdo neste perfil, uma vez que a doenca, antes
restrita a zonas rurais do Nordeste, avancou para regides indenes atingindo periferias de
grandes cidades (Gontijo & Melo 2004). Antes desta expansdo, a regido Nordeste
continha 90% dos casos de LV e, segundo dados mais recentes, esta mesma regiao
apresenta cerca de 48% dos casos brasileiros, uma consequéncia da maior distribuicdo
da LV no pais (Brasil 2009). Na decada de 90, os estados do Mato Grosso do Sul, Pard,
Tocantins, Minas Gerais e S&o Paulo passaram a contribuir de forma significativa para o
aumento dos casos de LV no Brasil (Brasil 2010a).

Nos anos 2000, essa tendéncia de crescimento foi confirmada, e a taxa de
letalidade chegou proxima de 10% (Maia-Elkhoury et al. 2008). Até 2009, casos
autoctones de LV foram registrados em mais de 1.600 municipios em 21 dos 27 estados
brasileiros e a incidéncia média anual chegou a 1,9 casos/100.000 habitantes (Maia-
Elkhoury et al. 2008, Brasil 2009).

Estes dados indicam que as medidas de combate a LV adotadas até entdo néo
foram totalmente eficientes. O programa de controle da LV no Brasil se iniciou na
década de 50 e seu objetivo principal era romper os elos epidemiolégicos da cadeia de
transmissdo da doenca. Entretanto, os procedimentos de controle adotados tém sido
questionados com base na falta de evidéncias da reducdo da incidéncia da LV humana
no pais. Diante disso, o Ministério da Salde e a Fundacdo Nacional da Saude

convocaram um comité de especialistas para reavaliar o programa e redirecionar as
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estratégias de controle (Costa & Vieira 2001). Essa analise vem sendo direcionada com
base em argumentos respaldados na literatura especializada e em aspectos operacionais
como a falta de padronizacdo dos métodos diagnésticos para a LV humana e canina;
discordancia entre a eliminacdo de cdes soropositivos e a prevaléncia da infeccdo
humana; necessidade da comprovacdo da existéncia de outros reservatérios, além do
cdo, como marsupiais e canideos silvestres; pouco entendimento sobre os reais efeitos
das acdes de combate ao vetor; possivel existéncia de formas de transmissdo sem a
participacao de flebotomineos.

Quanto a existéncia de outros reservatorios de L. infantum, alguns estudos tém
investigado a possivel participacdo de outros animais na cadeia de transmissdo da LV,
como por exemplo os equinos (Rol&o et al. 2005), felinos (Silva et al. 2010) e roedores
(Ferreira et al. 2010).

O Brasil € o pais mais afetado pela LV na América Latina, apresentando o maior
nimero de casos humanos e é considerado o terceiro maior foco da doenga no mundo
(Miles et al. 1999, Brasil 2006, Maia-Elkhoury et al. 2008). O comportamento
epidemiologico da doenca no pais é ciclico e tem apresentado surtos em periodos
médios de 5 anos (Alves 2009a). Este comportamento foi claramente observado no pais
no periodo entre os anos de 1985 e de 2004 (Werneck 2008).

A LV no Brasil é de grande complexidade, pois a doenca se distribui em uma
vasta area, apresentando aspectos geograficos, climaticos, ecoldgicos e sociais muito
diferenciados. Observa-se que a doenca é mais freqiente em criangas menores de 10
anos, sendo 41% dos casos registrados somente em menores de 5 anos. Isso
provavelmente esta relacionado a auséncia de uma resposta imune celular efetiva
agravada pela desnutricdo, muito comum em regides endémicas, e a exposic¢do ao vetor
infectado no peridomicilio. Em termos gerais, 0 sexo masculino é proporcionalmente
mais afetado, chegando a 60% dos casos (Brasil 2003).

Diante desse quadro, alguns aspectos fundamentais sobre a LV no Brasil
continuam pouco compreendidos e sob debate, como a real extensdo do problema, os
fatores de risco para a populacdo, as maneiras pelas quais se pode avaliar o impacto das

intervencdes de controle e antecipacdo de epidemias.
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1.4) A urbanizagdo da Leishmaniose Visceral

Inicialmente, a LV era considerada como uma enzootia de ocorréncia natural no
meio silvestre e acidentalmente atingia seres humanos e cédes que esporadicamente
entravam no ambiente de matas. Posteriormente, a LV passou a ter um carater endémico
em zonas rurais do Nordeste brasileiro (Deane & Deane 1962). Nas décadas de 70 e 80,
casos de LV humana foram detectados em regies metropolitanas de varias areas
nordestinas, denotando uma grande transicdo epidemioldgica da doenca que passou a
adquirir um perfil urbano (Werneck 2008).

Desde entdo, vérias cidades brasileiras vém apresentando, de forma preocupante,
mais casos autoctones da doenca ao longo das ultimas décadas. Entre elas, destacam-se
Fortaleza (CE), Natal (RN), Sdo Luis (MA), Camagcari e Feira de Santana (BA),
Teresina (P1), Aracaju (SE) Santarém (PA), Palmas (TO), Aquidauana, Corumbé, Trés
Lagoas e Campo Grande (MS), Véarzea Grande (MT), Aracatuba e Bauru (SP), Rio de
Janeiro (RJ) e Montes Claros, Paracatu e Belo Horizonte (MG), dentre outras (Brasil
2003, Maia-Elkhoury et al. 2008). Em 2009, foi detectado o primeiro caso de LV na
regido sul do pais no estado do Rio Grande do Sul (Brasil 2010b). Neste contexto, a LV
pode ser considerada uma doenca emergente e reemergente no Brasil (Alves &
Bevilacqua 2004).

Atualmente, a LV apresenta um nitido carater urbano em diferentes regides do
mundo. A urbanizacdo dessa doenca ¢ um fenémeno relatado em diversos paises como
o0 Ird (Oshaghi et al. 2010), Marrocos (Boussaa et al. 2005), México (Sanchez-Garcia et
al. 2010) e Italia (Tarallo et al. 2010). Acredita-se que este novo panorama tenha relacéo
com diversos fatores, como o adensamento populacional nas grandes cidades, o
agravamento das desigualdades sociais concomitante com a precariedade das condicfes
de moradia, alimentacdo e saneamento basico, o grande nimero de pessoas susceptiveis,
numerosos cées vadios e adaptacdo do inseto vetor ao ambiente urbano. Além disso, a
inadequacdo dos investimentos em educacdo e saude, descontinuidade das acdes de
controle e fatores associados a resisténcia do parasito a quimioterapicos e a
imunossupressdo, como as co-infec¢bes Leishmania/HIV, tém sido apontados como
causas em potencial da expansdo da LV (Reithinger & Davies 2002, Desjeux 2004,
Gontijo & Melo 2004, Harhay et al. 2011).

Os impactos ambientais causados pelo homem também sdo uma forte influéncia

na dindmica epidemioldgica da LV, de forma que os desmatamentos, a polui¢do e o
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aquecimento global podem estar relacionados com a expansdo da doenga e com seu
estabelecimento efetivo nas grandes cidades (Reithinger & Davies 2002, Desjeux 2004).

No Brasil, a presenca do vetor foi confirmada no ambiente urbano no final da
década de 70. Desde entdo, os flebotomineos vem sendo encontrados de forma
recorrente em canis, paidis e até no ambiente intradomiciliar.

Tem sido relatado na literatura que o ambiente propicio a ocorréncia da LV é
geralmente aquele de baixo nivel socioecondmico e mas condi¢bes de saneamento
basico. Este cenario é tipico dos sublrbios e periferias urbanas brasileiras, onde o inseto
vetor pode ser encontrado em grande numero (Desjeux 2004). Entretanto, essa
caracterizacdo vem se modificando no pais principalmente em estados das regies
Sudeste e Centro-Oeste, onde a LV ja ocorre em regifes urbanas mais desenvolvidas
(Brasil 2006).

A urbanizacdo da LV no Brasil remonta aos ultimos 40 anos, ao longo dos quais,
0 pais passou por importantes alteragdes na sua estrutura agraria, 0 que resultou em
grande éxodo rural. De acordo com o IBGE, 85% da populagéo brasileira vive nos
centros urbanos. Este fato, associado a problemas socio-econémicos, cria um ambiente
favoravel para a emergéncia e reemergéncia de doencgas, como o calazar (Gontijo &
Melo 2004).

Belo Horizonte é um claro exemplo da urbanizagdo da LV no Brasil. Nos
ultimos anos, o nimero de casos humanos da doenca tem aumentado na capital mineira.
O primeiro caso registrado foi em 1993 e sabe-se que a LV foi introduzida na cidade a
partir de um municipio vizinho. Até 1999, 345 casos autdctones da doenca foram
documentados na regido metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), sendo 223 (65%)
pertencentes somente a capital (Silva et al. 2001a). Tem-se verificado, desde entdo, uma
acelerada expansao das leishmanioses na RMBH e uma baixa capacidade de resolucao
diagndstica em seus municipios (Luz et al. 2001, Oliveira et al. 2008). Estudos de
georeferenciamento em diferentes regionais de Belo Horizonte demonstraram que
84,2% dos casos humanos de LV estavam correlacionados com 0s casos caninos
(Margonari et al. 2006). De 1993 a 2007, foram registrados 994 casos humanos
autoctones e 116 6bitos no municipio mineiro. Mais de 1.400.000 amostras clinicas
caninas foram analisadas neste periodo e constatou-se uma tendéncia crescente na
incidéncia da doenca em humanos e na prevaléncia canina (Lopes et al. 2010). Admite-
se que cerca de 10% da populacdo canina em Belo Horizonte apresenta positividade

para a LV e que a alta soroprevaléncia nos cdes representa risco para a infeccao
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humana. Além disso, a vulnerabilidade ao avango desta doenga tem sido correlacionada
com problemas sécioecondémicos como a pobreza e deficiéncias no servico de saude
(Caiaffa et al. 2005).

Este cenario comprova e justifica o fato de Belo Horizonte ser a cidade do
Sudeste brasileiro que mais chama a atencdo em relagcdo ao processo de urbanizagéo da
LV. Além disso, a capital mineira apresenta uma das taxas mais altas de prevaléncia da
LV humana do pais (Harhay et al. 2011).

O aspecto urbano da LV é claramente composto por grande variedade de fatores
que se relacionam mutuamente e por isso, a epidemiologia da doenca neste meio é
muito complexa. Mais estudos sdo necessarios para melhor compreensao das relages

entre os componentes da cadeia de transmissao da LV nas cidades e em seus arredores.

1.5) Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnostico preciso da LV canina é de grande complexidade uma vez que
muitos cées infectados ndo apresentam sinais clinicos evidentes, alguns se autocuram e
outros podem desenvolver a doenca apo6s um longo periodo. Quando presentes, as
manifestacdes clinicas sugestivas da doenca permitem uma avaliacdo do céo e auxiliam
no diagndstico. No entanto, ndo ha um sinal clinico patognomdnico para a LV canina e
as caracteristicas consideradas tipicas no animal doente podem se confundir com as de
outras enfermidades como erliquiose, babesiose, rickettsiose, neoplasia cutanea, entre
outras (Barbosa-de-Deus et al. 2002, Reis et al. 2006a).

A combinacdo da avaliagdo clinica com outros métodos diagnésticos torna-se
imperativa para um diagnostico mais seguro. Diversas técnicas tém sido desenvolvidas
para esse fim e podem ser didaticamente divididas em duas modalidades: testes

imunoldgicos e parasitoldgicos.

1.5.1) Imunodiagndstico

Este tipo de diagndstico se baseia na avaliacdo da resposta imune celular ou
humoral resultante da presenca do parasito e, portanto, sdo métodos indiretos de
deteccdo. Em cdes, as metodologias mais utilizadas sdo baseadas na deteccdo de
anticorpos. Estes métodos partem do pressuposto de que os cées infectados passam por
uma estimulacdo policlonal de linfocitos B, que gera hipergamaglobulinemia ou grande

producéo de anticorpos antiLeishmania (Cafavate et al. 2005).
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Os testes soroldgicos utilizados em maior escala no Brasil para avaliacdo de caes
sdo o imunoensaio de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ambos respaldados por diferentes estudos que
apontaram medidas de sensibilidade e especificidade satisfatorias para estas técnicas.
Estes métodos sdo, portanto, recomendados pelo Ministério da Salde em inquéritos
caninos amostrais e censitarios (Dietze 2005).

A RIFI ¢ realizada com base em dilui¢des seriadas do soro do hospedeiro na
presenca de antigenos de promastigotas de Leishmania sp. Os resultados sdo
interpretados com base em uma reagdo fluorescente que ocorre a partir da ligagdo de
anticorpos antiLeishmania com antigenos do parasito (Shaw & Voller 1964, Gradoni
2002). A expressdo dos resultados se da em diluicGes e, no Brasil, sdo considerados
positivos quando o titulo obtido é igual ou superior a 1:40 (Brasil 2003). Diferentes
trabalhos demonstraram altos indices de sensibilidade e especificidade para a RIFI em
regibes endémicas para a LV (Mancianti et al. 1995, Mettler et al. 2005, Maia et al.
2009) de modo que esta técnica tem sido recomendada como teste soroldgico de
referéncia para o diagnostico da LVC sendo extensivamente utilizada na pratica
veterinaria (Alvar et al. 2004).

O teste ELISA é considerado um importante avango tecnologico para o
diagnostico da LV, pois permite a avaliagdo de um grande nimero de amostras em um
curto espaco de tempo, seu protocolo pode ser facilmente adaptado para a utilizacdo de
diferentes antigenos e a leitura dos resultados é automatizada. O resultado final € obtido
por uma reacdo enzimatica colorimétrica e expresso em densidade Optica, o que torna a
leitura mais objetiva (Voller et al. 1976, Reithinger et al. 2002a). Nos inqueéritos
populacionais, o teste ELISA é considerado mais sensivel, porém menos especifico do
que a RIFI (Mancianti et al. 2002).

Quando antigenos brutos sdo utilizados para RIFI e ELISA, ocorrem limitacGes
quanto a especificidade e reprodutibilidade destas técnicas (Sundar & Rai 2002, Singh
2006b). No caso da RIFI, exige-se um maior treinamento para sua execucdo, além de
envolver uma reacdo dispendiosa (Gontijo & Melo 2004). Reacdes cruzadas podem
acontecer com a leishmaniose tegumentar e com a tripanossomiase americana
dificultando a aplicacdo desta técnica em regifes onde ha sobreposicdo dessas doencas
com a LV (Sundar & Rai 2002, Porrozzi et al. 2007, Madeira et al. 2009a). Também
tem sido relatado que, tanto a RIFI quanto ELISA, tem sensibilidades menores quando

aplicados em cées infectados sem sinais clinicos da LV (Mir¢ et al. 2008). Além disso, a
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utilizacdo de diferentes antigenos e a variedade de procedimentos para determinagdo do
ponto de corte (cut off) destes testes soroldgicos sdo um entrave para uma adequada
padronizacdo dos mesmos (Maia & Campino 2008).

E importante ressaltar que, dentro da popula¢do canina, pode ocorrer grande
variabilidade quanto a resposta imune frente a infeccdo por L. infantum. Existem cdes
com altos niveis de anticorpos sendo estes facilmente detectados pelas metodologias
disponiveis. Também ha animais com claros sinais da doenca, porém com sorologia
duvidosa ou negativa devido a imunossupressao (Fisa et al. 2001). Existem cées sem
manifestacdes clinicas da LV com niveis muito varidveis de anticorpos e que
manifestam a doenga ap6s longo periodo. Finalmente, h4 aqueles animais infectados
que sdo resistentes, caracterizados por apresentarem altos niveis de interferon-gama e
que podem permanecer sem sinais clinicos por toda a vida (Alvar et al. 2004). Este
panorama complexo certamente gera importantes variagdes nas medidas de acuracia dos
testes soroldgicos.

Estas metodologias de uso mais frequente tém passado por importantes
aperfeicoamentos técnicos e, com isso, vém alcancando melhores sensibilidades e
especificidades. Processos mais refinados de purificacdo e a tecnologia do DNA
recombinante permitiram a obtencdo mais eficiente de polipeptideos contendo epitopos
especificos. Um exemplo é o rK39, uma proteina imunodominante especifica do
complexo L. (L.) donovani e que contém epitopos repetitivos (Burns et al. 1993). Esta
proteina demonstrou bons resultados quando associada ao teste ELISA, mostrando
simplicidade e rapidez para o diagndstico de cdes em grande escala (Scalone et al.
2002). A combinacéo de diferentes subunidades de antigenos recombinantes como rK9,
rk26 e rK39 também foi utilizada com o ensaio de ELISA e esse procedimento
aumentou a sensibilidade deste teste sorologico (Rosati et al. 2003).

Badaré et al. (1996), desenvolveram o Teste Rapido Anticorpo Leishmania
donovani (TRALd) que se baseia num método imunocromatografico no qual a proteina
recombinante rK39 é fixada em membrana de nitrocelulose. Esse procedimento se
revelou simples e rapido e demonstrou altas sensibilidade e especificidade em caes de
area endémica. No entanto, a mesma técnica foi incapaz de detectar infeccdo em
animais com titulos de RIFI entre 1:40 e 1:320 (Genaro et al. 1997). Mesmo assim, 0
TRALd é bastante promissor para aplicacbes em maior escala no campo pois requer

pequena quantidade de sangue e sua execucao e leitura sdo bastante praticas.
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O teste de aglutinacdo direta (DAT) tem sido citado como método alternativo
para o sorodiagnéstico da LV. Este procedimento é baseado no uso de antigeno estavel
e liofilizado para a deteccdo de anticorpos antiLeishmania em soros caninos e foi
avaliado por Oskam et al. (1996). Os resultados deste trabalho evidenciaram altas
sensibilidade e especificidade da técnica. Em estudos comparativos envolvendo
diferentes testes soroldgicos, o DAT se revelou igualmente sensivel, especifico e
reprodutivel como o ELISA (Silva et al. 2006, Ferreira et al. 2007). O DAT apresenta
baixo custo e simplicidade, tornando-se atraente para levantamentos epidemiolégicos e
trabalhos de campo (Rami et al. 2003). No entanto, esta técnica tem especificidade
variavel de acordo com o antigeno utilizado (Alvar et al. 2004), a obtencdo dos
resultados é demorada, uma vez que a técnica exige uma incubacdo de 18 horas e
diluigdes seriadas dos soros, tornando o procedimento mais laborioso (Schallig et al.
2002).

O DAT foi aperfeicoado a partir de uma variagdo denominada Fast
Agglutination Screening Test (FAST) (Schallig et al. 2001, Schoone et al. 2001). Este
procedimento combina uma alta concentracdo de parasitos em um menor volume,
requer uma unica diluicdo do soro, fornece o resultado em até 3 horas e apresentou
sensibilidade e especificidade elevadas quando comparado ao DAT para o diagnostico
da LV em cdes (Schallig et al. 2002, Babakhan et al. 2009). Tecnicamente, 0 DAT e 0
FAST apresentam uma grande vantagem ao dispensarem a utilizacdo de conjugado de
imunoglobulina especifica para o anticorpo antiLeishmania. Porém, estas técnicas de
diagndstico ainda necessitam de estudos em larga escala para sua validacéo.

A mais recente plataforma para o sorodiagnéstico por meio de
imunocromatografia é a tecnologia Dual Path Platform (DPP). Este é um teste rapido
baseado em uma reacdo de ouro coloidal com os antigenos rK26/rK39 que ocorre
quando estes se ligam aos anticorpos do hospedeiro. Esta reacdo dura cerca de 15
minutos e se revelou bastante pratica para uso no campo. Em testes experimentais, este
teste apresentou alta sensibilidade para cdes com sinais clinicos e alta especificidade
para cdes sem expressao clinica para LV (Grimaldi Jr. et al. 2012). Este método tem
sido cogitado para triagem inicial de cdes especialmente em regides mais remotas com

pouca infraestrutura.
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1.5.2) Métodos Parasitoldgicos

Os testes parasitologicos apresentam diferentes metodologias com as quais €
possivel detectar diretamente o parasito. Dentre eles, os principais sdo a avaliacdo
citolégica e histoldgica de preparacdes coradas em lamina e isolamento do parasito em
meios de cultura (Paltrinieri et al. 2010).

Avaliagdes citologicas e histologicas podem ser realizadas a partir de materiais
biol6gicos como pele, aspirados de medula dssea, baco e linfonodos, a partir dos quais
sdo feitos esfregacos ou impressdes em laminas posteriormente fixadas e coradas por
corantes especificos, como, por exemplo, o Giemsa (Alvar et al. 2004, Saridomichelakis
et al. 2005). As laminas séo entdo analisadas ao microscopio Optico para observacao de
formas amastigotas de Leishmania. As analises histol6gicas também permitem
avaliacdo de processos patologicos numa ampla variedade de tecidos hospedeiros
parasitados (Tafuri et al. 2001).

Cultivos de diferentes materiais clinicos como puncdes de medula 0ssea,
linfonodos, baco e figado podem ser adicionados a meios de cultura para isolamento do
parasito. Para este fim, distintos meios de cultura podem ser utilizados, uma vez que
diferentes espécies ou cepas de Leishmania tém diferentes taxas de crescimento e/ou
requerimentos nutricionais. O material semeado em cultura é armazenado sob condicGes
controladas de temperatura e periodicamente analisados ao microscopio Optico para a
identificacdo de formas promastigotas do parasito crescendo no meio (Evans 1989).

Materiais de bidpsia ou aspirados podem ainda ser inoculados em animais de
laboratério, geralmente hamsters, para verificagdo posterior do desenvolvimento da
doenca nestes animais. Com isso, 0 parasito pode ser posteriormente recuperado a partir
de biopsias ou necropsia do animal experimentalmente infectado (Herwaldt 1999).

O xenodiagndstico também pode ser utilizado, embora sua aplicacdo seja muito
restrita. Neste caso, € preciso dispor de uma coldnia bem estabelecida de flebotomineos,
0s quais sdo induzidos a realizar repasto sanguineo, sob condi¢fes controladas, em
animais supostamente infectados. Ap6s um periodo determinado, 0s insetos sdo
dissecados e analisados a fresco para identificacdo do parasito. Sua utilizacdo é mais
comum na pesquisa académica e é especialmente importante para investigacdo de
questdes epidemioldgicas acerca do papel de hospedeiros como possiveis reservatorios.

No entanto, seu uso nao € indicado para rotina (Maia & Campino 2008).
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A especificidade dos métodos parasitologicos pode ser considerada 100%, pois,
uma vez encontrado o parasito, confirma-se a presenca da infeccdo. Por isso, muitos
autores utilizam este tipo de exame como padrdo ouro para a anélise de outros métodos
de diagnostico (Rodriguez-Cortés et al. 2010). O estudo do parasito em cultura tem
grande importancia para a pesquisa académica, pois permite a obtencdo de um niimero
suficiente de células para identificacdo isoenzimatica e/ou molecular, imunodiagndstico
com anticorpos especificos, infeccdo em modelos experimentais e estudo sobre acdo de
drogas in vitro (Maia & Campino 2008).

A imunohistoquimica, por sua vez, é considerada um teste parasitologico de
deteccdo indireta do parasito para o qual se utilizam anticorpos anti-Leishmania ligados
a conjugados marcados. A presenca do agente etioldgico é revelada por meio de uma
reacdo enzimatica em preparacdes histologicas com coloracdes especificas (Hofman et
al. 2003, Xavier et al. 2006). Esta técnica tem revelado um aumento na sensibilidade e
especificidade do diagnostico e ainda tem a vantagem de permitir uma analise
quantitativa. Por isso, a imunohistoquimica pode ser utilizada para acompanhamento da
evolucdo da doenca e de tratamentos especificos em animais infectados (Tafuri et al.
2004).

O diagndstico molecular é outro tipo de método parasitoldgico e € baseado na
deteccdo de sequéncias de DNA especificas do parasito sendo a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) a principal técnica utilizada. Uma vez que ela permite a amplificacao
da sequéncia alvo em até 10° vezes, esta metodologia tem demonstrado alta
sensibilidade superando, em diversos estudos, as outras técnicas convencionais de
diagnostico da LV canina. Sua robustez também tem sido demonstrada com alta
especificidade de acordo com o tipo de iniciador utilizado (Reale et al. 1999, Silva et al.
2001b, Manna et al. 2004, Strauss-Ayali et al. 2004).

Este ensaio molecular pode ser realizado com diferentes iniciadores, de acordo
com os alvos de deteccdo desejados. Varias sequéncias do genoma de Leishmania ja
foram descritas como alvos de amplificacdo e incluem os genes para 0 RNA ribossomal
e seus espacadores, B-tubulina, locus gp63, hsp70, cisteino-proteinases e minicirculos
do DNA de cinetoplasto (KDNA), (Singh 2006b, Reithinger & Dujardin 2007).

A sensibilidade da PCR tem sido ainda mais aperfeicoada a partir de variacdes
dessa técnica. Pode-se citar a nested PCR na qual sdo feitas duas amplificacdes
consecutivas do alvo. Esta modalidade tem se mostrado rapida, bastante sensivel e com

um limite tedrico de deteccdo de 0,01 parasito (Cruz et al. 2002).
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A PCR, quando associada a hibridiza¢&o de sondas nucleotidicas radiomarcadas,
também tem permitido um aumento na positividade revelando bons resultados no
diagndstico da LV canina (Headington et al. 2002, Ferreira et al. 2008). Estudos
demonstram que métodos de marcacdo isotopica permitem detectar até 0,1pg de DNA
alvo. Além disso, estas técnicas permitem uma sensibilidade de deteccdo
significativamente maior e apresentam um custo relativamente menor em relagdo aos
procedimentos de marcagdo convencionais (Dar & Khan 2004).

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é uma inovacdo técnica que permitiu
a quantificacdo de sequéncias de acidos nucléicos de forma mais rapida, acurada,
reprodutivel e sensivel (Mary et al. 2004, Paiva-Cavalcanti et al. 2010, Martinez et al.
2011). Dessa forma, tornou-se possivel mensurar a carga parasitaria a partir de tecidos
infectados de maneira mais precisa. Esta plataforma tecnolégica ampliou as aplicacdes
tanto para o diagnostico da LV quanto para a avaliacdo do sucesso de tratamento
quimioterapico em modelos experimentais (Pennisi et al. 2005, Francino et al. 2006,
Manna et al. 2008a).

De modo geral, a PCR tem grande versatilidade, uma vez que, para sua
realizacdo, podem ser utilizadas pequenas quantidades de diversas amostras clinicas
como baco, figado, medula dssea, linfonodo, sangue periférico, sangue em papel filtro,
urina, cultura, entre outras (Tavares et al. 2003, Solano-Gallego et al. 2007, Manna et al.
2008b).

Na era p6s-gendmica, um crescente numero de sequéncias nucleotidicas tem
sido disponibilizado, principalmente pela rede “Leishmania Genome Network”. Esses
dados sdo importantes fontes de estudos da funcdo de diferentes genes e podem ser
utilizados para aperfeicoamento do diagndstico molecular (Gontijo & Melo 2004,
Peacock et al. 2007).

A combinacdo da PCR com métodos soroldgicos quantitativos tem sido
recomendada para o aumento da eficacia do diagnostico da LVC (Solano-Gallego et al.
2009). Além disso, a associacdo da gPCR com a sorologia quantitativa abre novas
perspectivas para a avaliacdo das relacGes existentes entre a carga parasitaria e a
producdo de anticorpos no hospedeiro (Alves et al. 2009b). Pesquisas mais
aprofundadas sobre estas variaveis sdo muito importantes para auxiliar na identificacdo
de possiveis marcadores de doenca ou resisténcia canina a LVC bem como de processos

relacionados ao progndstico da enfermidade.
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Em suma, verifica-se que a LVC € uma doenca de grande importancia e
complexidade, pois causa forte impacto na salde publica brasileira e mundial e
apresenta crescente urbanizacdo em Belo Horizonte e em diversas regides do Brasil e do
mundo. Além disso, as formas de se diagnosticar a presenca da infeccdo sdo diversas e
limitadas quando utilizadas isoladamente. Por isso, 0s mecanismos de controle
necessitam de constante vigilancia e aperfeigoamento, uma vez que a incidéncia da LV
tem aumentado em diversas regides. Certamente, o diagnéstico correto da LVC é uma
peca chave neste contexto. No presente estudo, propomos a avaliagdo do potencial de
amostras clinicas de coleta ndo invasiva para o diagnéstico molecular da LVC,
estimativa de carga parasitaria e sua relacdo com a producdo de anticorpos

antiLeishmania.
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2) JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial de Saide recomenda trés medidas de controle basicas
para a LV: diagndstico e tratamento precoce das pessoas infectadas, combate ao vetor
com inseticidas de agdo residual e diagndstico e eliminacdo dos cées infectados (WHO
2010). Portanto, a detec¢do da infeccdo, tanto em humanos quanto em cées, é uma etapa
fundamental para o controle da doenca, e inquéritos extensivos para a sondagem de
animais infectados tém sido preconizados. Diante das dificuldades operacionais de
combate a LV, especialmente nas regiBes urbanas, tornam-se necessarios mais
investimentos na area técnico-cientifica e aperfeicoamento das estratégias de controle e
vigilancia da doenca.

Dado que os cdes sdo considerados os principais reservatorios domésticos de L.
infantum, é fundamental que esses animais sejam rotineiramente monitorados. O
diagnostico correto é muito importante para evitar a eliminagdo de cées nao infectados e
para identificar adequadamente aqueles com infeccéo.

Embora importantes avancos tecnologicos tenham ocorrido, ainda ndo existe um
padrdo ouro ou um metodo absolutamente preciso para o diagnéstico da LV canina.
Atualmente, permanece o desafio para obtencdo de um método suficientemente
sensivel, especifico, simples, rapido e de baixo custo.

Um diagndstico eficiente é crucial para os inquéritos epidemioldgicos, que daréo
suporte as decisdes politicas direcionadas as regides onde as medidas de controle séo
mais urgentes e necessarias. Portanto, a pesquisa de técnicas alternativas que estejam de
acordo com esses critérios se faz necessaria. Vale ressaltar que isso se constitui huma
das metas prioritarias para auxiliar a prevencdo, vigilancia e controle da LV. O
investimento em procedimentos de diagndstico vem sendo apontado como necessario
para auxiliar e orientar intervencdes para a reducdo da morbidade e mortalidade dessa
doenca, bem como para a diminuicéo dos riscos de transmissao.

Neste contexto, a utilizacdo de procedimentos ndo invasivos de amostragem para
o diagndstico é relevante, pois representam alternativas mais simples e ndo traumaticas
aos hospedeiros.

Um exemplo que tem se mostrado promissor é a utilizacdo do swab para coleta
de amostras bioldgicas para o diagnostico molecular da LVC. Este método de coleta é
facil e rapido, além de ser um procedimento ndo invasivo que permite a obtencdo de

células de diferentes regiGes anatbmicas do hospedeiro, como as mucosas conjuntival,
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nasal e oral. As mucosas do hospedeiro séo regides normalmente colonizadas pelo
parasito e por isso sdo alvos propicios para a deteccdo do mesmo. Além disso, as
mucosas sao tecidos de constante reposicdo celular e, portanto, as células exfoliativas
dai provenientes podem ser facilmente coletadas utilizando-se swabs. Por ser
naturalmente parasitada, a pele de cées infectados é um alvo estratégico para a detecgdo
de parasitos, dada a importancia epidemiolégica deste tecido. O swab pode ser utilizado
para coleta de células epidérmicas e ter seu potencial comparado a métodos de coleta
convencionais e invasivos de pele, como a bidpsia. Com isso, torna-se estratégico e
relevante avaliar a combinacdo da praticidade destas amostras clinicas de coleta ndo
invasiva com a robustez da técnica de PCR para o diagnostico da LVC. Os testes
moleculares podem ser especialmente Uteis para confirmacdo diagndstica de cdes
imunossuprimidos, de casos sub-clinicos ou suspeitos que apresentem reagdes cruzadas
em testes diagndsticos sorologicos. Além disso, a PCR quantitativa tornou-se uma
ferramenta valiosa para acessar a carga parasitaria em diferentes amostras clinicas.

Com base nisso, entendemos que a presente pesquisa parte da necessidade de se
criar subsidios para desenvolver métodos auxiliares mais simplificados e eficientes de

diagnostico para a LVC.
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3.1) HIPOTESE

“Amostras clinicas de coleta ndo invasiva obtidas com swab apresentam alto

desempenho para o diagndstico molecular da LVC por PCR”.

3.2) OBJETIVOS

3.2.1) Objetivo geral

Avaliar o potencial de amostras clinicas de coleta ndo invasiva obtidas com
swab para o diagnéstico molecular por PCR da LVC em cées naturalmente infectados

provenientes de regido endémica.

3.2.2) Objetivos especificos

e Comparar o desempenho do swab conjuntival para o diagnéstico molecular da
LVC por PCR seguida de hibridizagdo entre grupos de cdes naturalmente
infectados com e sem sinais clinicos compativeis a doenca;

e Comparar, dentro de cada grupo de cdes, os resultados obtidos por PCR-
hibridizacdo do swab conjuntival com aqueles obtidos de bidpsia de pele de
orelha, medula 6ssea e sangue periferico;

e Avaliar e comparar o desempenho dos swabs nasal, oral e swab da pele de
orelha com o de swab conjuntival, bidpsia de pele de orelha e aspirados de
medula Ossea para o diagnéstico da LVC por PCR convencional de cées
naturalmente infectados;

e Avaliar a sensibilidade e especificidade dos métodos de PCR-hibridizacdo e
PCR convencional para cada amostra clinica investigada;

e Estimar e avaliar a carga parasitaria presente nas amostras clinicas estudadas em
todos os cées naturalmente infectados por meio da PCR em tempo real;

e Avaliar os niveis de imunoglobulinas da classe IgG nos soros dos cées
naturalmente infectados com e sem expressdo clinica para a LVC,;

e Verificar a associacdo entre as cargas parasitarias estimadas e o titulo de
anticorpos IgG total dos cées naturalmente infectados com e sem sinais clinicos
paraa LVC;
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e Estabelecer, dentre as amostras clinicas investigadas, aquela que se mostrar mais
adequada para o diagnostico molecular da LVC no presente contexto

experimental.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1) Cées e aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da UFMG (n° de protocolo 183/08). Foi utilizado um total de 142 cdes
naturalmente infectados, de ambos os sexos, de idade desconhecida, sem raga definida e
destinados a eutanasia por apresentarem soropositividade para ELISA e RIFI conforme
a legislacdo especifica vigente. Estes animais foram obtidos e cedidos pelo Centro de
Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte (CCZ-BH) durante os
servicos rotineiros de triagem canina. Todos os cdes passaram por uma detalhada
avaliacdo clinica e os dados foram registrados em fichas individuais (Anexo 3).

Foram incluidos neste estudo cdes com resultados positivos para o teste de
mielocultura e/ou para os testes de ELISA e RIFI simultaneamente utilizando-se
antigenos de L. infantum (topicos 4.5.1 e 4.5.2). Como pré-requisito de inclusdo, todos
0s cées apresentaram positividade para ELISA e RIFI realizados conforme protocolos
adotados pela equipe do CCZ-BH.

Os animais incluidos neste estudo foram coletados em trés momentos diferentes.
Na primeira coleta, foram obtidos 80 cées, os quais foram divididos em dois grupos. O
grupo 1 incluiu 40 animais sem sinais clinicos da doenca e o grupo 2, 40 caes
apresentando sinais clinicos sugestivos de LVC, tais como onicogrifose,
linfoadenopatia, emagrecimento, hiperceratose, dermatite, perda de peso, lesdes
oculares, alopecia e lesdes cutaneas. Posteriormente, foram realizadas a segunda e
terceira coletas com 34 e 28 cdes respectivamente.

Dez animais saudaveis de ambos 0s sexos, sem raca definidas e criados em canil
maternidade, foram utilizados como grupo controle negativo (sem infeccdo). Estes cées
foram mantidos em ambiente telado, sob condi¢es controladas de alimentacdo e foram
cedidos pelo Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Ouro Preto.

Ao longo deste trabalho, foram utilizadas as terminologias “com sinais clinicos e
sem sinais clinicos” da LV, ou expressdes equivalentes, para os dois grupos distintos de
animais estudados. Isto parte de uma definicdo técnica da United States National
Library of Medicine, segundo a qual, o termo sintoma significa: “evidéncia subjetiva da

doenga ou desordem fisica observada pelo paciente”, e o termo sinal é “uma evidéncia
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objetiva de doenga ou desordem fisica”. A partir disso, considerou-se mais apropriado
ndo utilizar os termos “assintomatico e sintomatico” para cdes e sim cades com sinais

clinicos e sem sinais clinicos da doenca.

4.2) Delineamento experimental

Para a realizacéo deste trabalho, foram coletados sete tipos de amostras clinicas:
swabs conjuntival, nasal, oral e da pele de orelha, aspirados de medula dssea, bidpsia de
pele de orelha e sangue periférico. Na primeira coleta (n = 80), foram coletados o swab
conjuntival, medula 6ssea, bidpsia de pele de orelha e sangue periférico. A segunda e a
terceira coletas envolveram 34 e 28 cées naturalmente infectados respectivamente, dos
quais foram coletadas as mesmas amostras clinicas citadas na primeira coleta com o
acréscimo do swab nasal (n = 62). Dos ultimos 28 cées foram coletados adicionalmente
0 swab oral e swab da pele de orelha. Portanto, por razdes didaticas, o presente estudo
foi dividido em trés partes, cada qual com uma ou mais amostras clinicas de coletas ndo
invasivas adotadas como referencial de comparagdo: Parte 1 com o swab conjuntival (n
= 80), Parte 2 com o swab nasal (n = 62) e Parte 3 com o0 swabs oral e da pele de orelha
(n = 28). O delineamento experimental de cada etapa esta esquematizado nas Figuras 2,
3ed.
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’ 12 coleta: 80 caes naturalmente infectados
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v

A

Extracdo de DNA

’ N ’ ECR em tempo rea| R

PCR-hibridizagéo (exceto sangue)

—

» Andlise dos resultados

Figura 2: Delineamento experimental da etapa 1 (n = 80).
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Figura 3: Delineamento experimental da etapa 2 (n = 62).
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Figura 4: Delineamento experimental da etapa 3 (n = 28).
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4.3) Coleta de amostras clinicas

4.3.1) Swab conjuntival

Antes dos processos de coleta, os cdes foram sedados e anestesiados utilizando-
se, respectivamente, Xilazina (Syntec, Brasil) a 2% (2,2mg/kg) e Tiopental sodico
(Cristalia, Brasil) a 2,5% (9,0mg/kg). Apoés isso, procedeu-se a coleta de todas as
amostras clinicas.

Para as coletas ndo invasivas, foram utilizados swabs estéreis manufaturados
para uso clinico-hospitalar (Inlab®). Na conjuntiva inferior de ambos os olhos de cada
cdo, esfregou-se um swab estéril para a coleta de células exfoliativas (Figura 5). As
extremidades destes swabs foram separadas e acondicionadas em tubos tipo eppendorf
DNAse e RNAse free de 1,5mL. Estes foram armazenados em gelo e, logo apos, foram

mantidos a -20°C até seu processamento.

Figura 5: Coleta do swab conjuntival.

4.3.2) Swab nasal

Em cada narina dos cédes, um swab estéril foi esfregado, separadamente, em
movimentos circulares para a remocdo de células da mucosa nasal (Figura 6). As
extremidades dos swabs foram separadas e armazenadas conforme descrito para o swab

conjuntival.
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Figura 6: Coleta do swab nasal.

4.3.3) Swab oral

Um swab estéril foi atritado firmemente em movimentos circulares e de vai e

vem na mucosa bucal de cada cédo (Figura 7). O armazenamento deste material coletado
foi feito como descrito para o swab conjuntival.

Figura 7: Coleta do swab oral.
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4.3.4) Swab da pele de orelha

Previamente a esta coleta, a face interna da orelha esquerda de cada animal foi
brevemente limpa com alcool 70% para remogdo de impurezas mais grosseiras. Entéo,
um swab esteéril foi molhado em PBS (tampéo de salina fosfatada) estéril e esfregado em
movimentos circulares e de vai e vem na regido mediana da face interna da orelha
esquerda de cada cdo (Figura 8). O armazenamento deste material foi realizado como

descrito para o swab conjuntival.

Figura 8: Coleta do swab da pele de orelha.

4.3.5) Sangue periférico

Uma aliquota de sangue periférico de cada cédo foi retirada, por puncdo da veia
jugular, e armazenada em tubos de ensaio. Aproximadamente 1,0mL deste material foi
transferido para tubos de 2,7mL de capacidade (Monovet, Sarsted, Alemanha) contendo
Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA), os quais foram imediatamente mantidos em
gelo e posteriormente destinados a extracdo de DNA. Um volume igual de sangue foi
armazenado em tubos de ensaio idénticos aos anteriores, porém sem EDTA. Este Gltimo
material foi mantido a temperatura ambiente e centrifugado a 415¢g por 15 minutos para
obtencdo do soro, o qual foi dividido em aliquotas, sendo estas estocadas a -20°C para a

realizacdo de testes soroldgicos e bioquimicos (Figura 9).
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Figura 9: Coleta de sangue periférico.

4.3.6) Bidpsia de pele de orelha

As bidpsias de pele foram realizadas na regido interna da parte média da orelha
direita de cada cdo, utilizando-se punches estéreis de 5,0mm de diametro (Figura 10). O
material retirado foi depositado em papel filtro estéril para remocdo do excesso de
sangue. Logo apds, o material foi acondicionado em tubos eppendorf DNAse e RNAse
free, colocado em gelo e processado imediatamente apds o término das coletas.

Figura 10: Biopsia de pele de orelha.

4.3.7) Medula 6ssea

Apos discreta sedacdo dos caes, a regido do esterno foi depilada com laminas de

barbear estéreis. Esta regido foi submetida previamente a procedimento asséptico
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utilizando-se polivinil pirrolidona iodo (Vansil, Brasil). Uma agulha de 40 gauges,
acoplada a uma seringa de 10mL foi introduzida no esterno do cdo para retirada de
aproximadamente 1,0mL de medula 6ssea, o qual foi dividido em trés fracdes (Figura
11). A primeira parte foi gotejada em uma lamina de vidro (Invicta Brasil) previamente
limpa e desengordurada. O esfregago por extensdo do material foi realizado com outra
lamina de vidro e estas foram secadas e armazenadas em temperatura ambiente. Cerca
de 200pL do aspirado foram colocados em tubos eppendorf de 1,5mL DNAse e RNAse
free e mantidos no gelo e a seguir, a -20°C para posterior extracdo de DNA. O material
restante nas seringas foi transferido para tubos contendo meio de cultura para a

realizacdo de exames parasitoldgicos posteriores com mielocultura.

Figura 11: Coleta de medula 6ssea.

Apos todas as coletas, o anestésico foi reaplicado em quantidade suficiente para

a obtencdo de parada cardiaca e respiratdria nos cées.

4.4) Testes parasitologicos

Para verificacdo da presenca do parasito, uma fracdo do aspirado medular foi
adicionado ao meio de cultura bifdsico NNN (Novy, McNeal e Nicolle) acrescido da
fase liquida de meio oMEM (Minimum Essential Medium, Gibco BRL, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB, Brasil) e acrescido de
estreptomicina a 1,0pg/mL e penicilina G potassica, a 100U/mL (GIBCO BRL, Life
Technologies, EUA). O meio NNN foi feito utilzando-se sangue de coelho desfibrinado

a 12%. Cada amostra foi dividida em duplicatas e colocada em dois tubos contendo o
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meio de cultura. Estes tubos foram mantidos a 24 + 1°C em estufa biolégica (FANEM,
Brasil). A cada quinze dias, todas as culturas eram examinadas a0 microscopio optico e
repicadas, por até trés vezes, avaliando-se sempre o repique anterior, para verificar a
presenca e crescimento dos parasitos.

Os esfregacos feitos por extensdo a partir dos aspirados medulares foram coradas
utilizando-se 0 método Pandtico Rapido®, conforme as recomendacdes do fabricante
(Bioclin do Brasil): ap6s secagem em temperatura ambiente, as laminas eram imersas
por 20 segundos, sob discreta agitacdo em fixador, corante basico e corante acido nessa
ordem. Foram entdo lavadas em agua corrente, secadas em temperatura ambiente e

examinadas por microscopia Optica em objetiva de imerséo.

4.5) Testes sorologicos

Os testes sorologicos de RIFI e ELISA foram realizados segundo o0s
procedimentos padronizados no Laboratdrio Biologia de Leishmania do Departamento
de Parasitologia da UFMG. Os antigenos para ambas as técnicas foram obtidos de
cultura de promastigotas de L. infantum, cepa MHOM/BR/1967/BH46.

4.5.1) ELISA

Apos cinco dias de cultivo em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), as
promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram lavadas trés vezes em PBS
(pH 7,4), centrifugadas a 250g por 10 min a 4°C. Em seguida, foram resuspendidas
em PBS, submetidas a ruptura por ultrassom (BRANSON 1510®, EUA) a 40 W e
centrifugadas a 1360g por 10 minutos. A concentracdo do antigeno foi estimada
utilizando-se o método de Lowry (Lowry et al. 1951). O antigeno foi entdo aliquotado
e armazenado a -20°C até o momento de uso.

A deteccdo de anticorpos IgG antiLeishmania pelo método de ELISA nos soros
obtidos foi feita segundo a técnica pré-estabelecida por Voller et al. (1976), com
modificacdes. Foram utilizadas microplacas de polietileno para ELISA (INLAB, Brasil)
de 96 orificios e fundo plano. Cada orificio foi sensibilizado com 2pug de antigeno
soluvel, diluidos em 100uL de tampao carbonato (Anexo 4) , durante um periodo
minimo de 24 horas. Para a realizacdo do teste, o excesso de antigeno foi retirado da

placa pela lavagem de cada orificio por cinco vezes com solugdo de lavagem contendo
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0,9% (p/v) de cloreto de sédio e 0,05% (v/v) de Tween 20®. A seguir, para bloqueio dos
sitios inespecificos, foram adicionados 150uL de solugdo de PBS-Caseina a 2% (p/v),
(Sigma Aldrich, EUA) por orificio. A placa foi incubada por 30 minutos em estufa a
37°C. O excesso de solucdo de blogqueio foi ent&o retirado por duas lavagens sucessivas.
Em seguida, 100uL dos soros, diluidos em tampao de incubagdo e na razdo de 1:400,
foram aplicados em cada orificio e a placa novamente colocada em estufa a 37°C por
45 minutos. O excesso do soro diluido foi retirado logo ap6s por uma série de cinco
lavagens.

Foi utilizado como conjugado, anti-imunoglobulina 1gG de cdo, marcada com
Peroxidase VI (Bethyl Lab. Inc., EUA). Apos ser diluido na razdo de 1:10.000, 100uL
do conjugado foi acrescentado a cada orificio, e a placa deixada em incubagdo por mais
45 minutos a 37°C. Posteriormente, esta solucdo foi retirada por nova série de cinco
lavagens e em seguida, foram adicionados a cada orificio, 100uL de uma solugdo com o
cromégeno OPD - Orto-Fenilenediamino dihidrocloridro (Sigma Aldrich, EUA) em
tampao fosfato-citrato (pH 5,0) e H,O; (30 volumes), (Anexo 4).

A reacdo ocorreu em estufa a 37°C durante 10 minutos, e foi interrompida por
adicdo de 25uL de H,SO4 a 4N (Merck, Alemanha). Em qualquer etapa, apos as
lavagens, as placas foram secadas por inversdo sobre papel absorvente. A leitura foi
efetuada em leitor de ELISA (Bio-Rad 2550®, EUA), a 495nm. O ponto de corte ou “cut
off” foi determinado pela média das absorbancias de oito soros de cées ndo infectados

originarios de regido ndo endémica da doenca, mais duas vezes o desvio padréo.

4.5.2) RIFI

Os parasitos foram obtidos em fase logaritmica de crescimento em meio LIT.
Apos trés dias de cultivo, os parasitos foram fixados em formalina a 5% por 30 min e,
logo apoés, lavados em PBS (pH 7,4), centrifugados a 250g por 10 min a 4°C. O
sedimento foi resuspendido em igual solucdo e submetido a trés centrifugactes
sucessivas nas mesmas condicGes explicitadas anteriormente. Em seguida, o
sedimento foi resuspendido em PBS e uma gota foi colocada em lamina sob laminula
(24 X 24 mm) para contagem de células utilizando-se microscopia 6ptica em objetiva
de 40X. Apds a determinacdo de 16 a 32 promastigotas por campo, 10uL da suspenséo
foram colocados em cada regido demarcada de uma lamina prépria para

imunofluorescéncia, a qual foi secada por ventilagdo artificial. Finalmente, as laminas
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foram envoltas com papel absorvente, revestidas com papel aluminio e conservadas a -
20°C até 0 momento de uso.

Os soros dos animais candidatos ao experimento foram diluidos na razéo dois,
a partir de 1:40 até a diluicdo final, em solucdo tampdo fosfato (PBS, pH 7,4). Foram
colocados 25ul da diluigdo obtida sobre cada regido demarcada das laminas com o
antigeno fixado. Apoés a incubacdo das laminas em cdmara Umida por 30 minutos em
estufa a 37°C, estas foram lavadas trés vezes, por 5min com PBS, lavadas rapidamente
em &gua destilada e secadas sob ventilacdo artificial. A cada regido demarcada da
lamina foram acrescentados 25uL do conjugado diluido a seu titulo em PBS com
Tween 2% (Tween® 20, Merck, Alemanha), acrescido de Azul de Evans 1% (EVANS
BLUE®, Sigma Aldrich, EUA) a 1:2000. O conjugado é constituido por anti-lgG de
cdo, marcado com lIsotiocianato de Fluoresceina. As laminas foram novamente
incubadas por 30min a 37°C, lavadas e deixadas secar como descrito anteriormente.
As laminas foram entdo cobertas com glicerina tamponada, pH 7,4 e sobrepostas por
uma laminula, sendo a leitura realizada em microscopio de luz ultravioleta (Olympus
BX 41°, Japao). Soros conhecidamente positivos e negativos foram usados na mesma

lamina como controles da reacéo.
4.5.3) Bioquimica sérica

Os testes bioquimicos foram realizados com aliquotas previamente
armazenadas dos soros de todos os cdes. Para as determinac6es dos niveis de uréia, foi
utilizado o teste enzimatico colorimétrico (Bioclin®) e para as proteinas totais e
albumina, foi utilizado o teste colorimétrico (Bioclin®) conforme instrucdes do
fabricante. Os niveis séricos de globulinas foram obtidos pela subtracdo das medidas
das proteinas totais pelas de albumina.

O teste para deteccdo de creatinina foi realizado no laboratério de Patologia
Clinica da Escola de Veterinaria da UFMG. Os valores de referéncia adotados para a
avaliacdo dos resultados dos pardmetros bioquimicos foram aqueles descritos por
Latimer et al. (2003) e Kaneko et al. (1997).
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4.6) Extracdo de DNA

As extremidades dos swabs foram submetidas ao processo de extragédo de DNA
via fenol-cloroférmio. Este método foi realizado de acordo com Strauss-Ayali et al.
(2004), com pequenas modificacdes. Uma mistura de 300uL de proteinase K (Sigma)
(250pg/mL) e Triton X-100 a 1% em tampdo de lise [Tris 50mM, NaCl 50mM e EDTA
10Mm (pH 8,0)] foi adicionada a tubos eppendorf estéreis DNAse e RNAse free
contendo os swabs e as amostras foram incubadas por 2h a 56°C. Para a precipitacao
protéica, o produto da lise foi transferido para tubos Phase Lock Gel-Heavy (PLG-H)
(Eppendorf) contendo 500pL com 75% de fenol tris-saturado (Sigma) e 25% de
cloroférmio — alcool isoamilico (24:1). A mistura foi centrifugada por 12000g por 5
minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para novos tubos PLG-H. Este processo
de precipitacdo protéica foi repetido duas vezes utilizando-se alcool-isoamilico a 50 e
100% respectivamente. Em seguida, o DNA foi precipitado em um volume de
isopropanol acrescido de 50uL de acetato de sodio 3M, centrifugado a 12000g por 5
minutos, sendo o sobrenadante descartado. O DNA foi lavado com etanol 75%, deixado
secar a 50°C por 20min e o precipitado foi suspendido em 30uL de agua milliQ
autoclavada. Para a extracdo de DNA do swab da pele de orelha, foi adotado o mesmo
procedimento anterior com apenas uma modificacdo no tempo de incubacdo com o
tampao de lise que, neste caso, foi de 16h.

O DNA foi purificado a partir do sangue periférico utilizando-se o kit GE
Healthcare® Illustra Blood Genomic Prep MIni Spin Kit seguindo as instruces dos
fabricantes. Primeiramente, cerca de 1,0mL de sangue periférico foi adicionado a
3,0mL de solucéo para lise de hemacias (RBC) [KHCO3za 10 mM, NH,Cl a 155mM, e
EDTA a 0,1mM (pH 8,0)]. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos e centrifugadas a 500g por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi agitado em vortex. Vinte microlitros de proteinase K a 20mg/mL foram
adicionados em cada amostra. Quatrocentos microlitros de tampao de lise fornecido
pelo kit foram transferidos para as amostras e estas foram incubadas em temperatura
ambiente por 10 minutos. A solucdo foi transferida para tubos contendo filtros,
centrifugada por 1 minuto a 11000g, sendo o liquido residual descartado. Este mesmo
procedimento foi repetido utilizando-se 500uL do mesmo tampéo de lise, sendo o
liguido resultante descartado apds centrifugacdo por 11000g por 3 minutos.

Finalmente, 100uL de eluente foram adicionados aos mesmos tubos, incubados a
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temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugados por 11000g por 1 minuto para
eluicdo do DNA.

Para a extracdo de DNA a partir de medula 6ssea, foi utilizado o mesmo
protocolo anterior. Apenas o uso da solu¢cdo RBC foi omitido. Neste caso, foram
obtidos 100uL de solucéo final de DNA purificado.

As biopsias de pele foram submetidas ao protocolo de extracdo de DNA
utilizando o kit da Wizard® - SV Genomic DNA Purification System — Promega, de
acordo com as instrucgdes dos fabricantes. Cada fragmento de pele foi mergulhado em
275uL em solucgéo de lise fornecida, acrescida de 20uL de proteinase K a 20mg/mL, a
qual foi incubada por 16 h a 55°C. Em seguida, 160uL de um segundo tampéo de lise
fornecido no kit foi adicionado as amostras, que foram misturadas utilizando-se vortex.
As solucdes foram transferidas para tubos contendo filtros e centrifugadas por 3 minutos
a 13000 g para ligagdo do DNA. O liquido residual foi descartado, o DNA foi lavado
quatro vezes com 650uL de solucdo prépria fornecida no kit e centrifugado a 130009
por 1 minuto. Apos descartar o liquido residual, o DNA foi eluido com 160uL de agua
milliQ autoclavada.

As solucdes finais de DNA de todas as amostras clinicas foram armazenadas a

4°C até o momento de uso.

4.7) PCR

O método de PCR para amplificacdo da regido conservada dos minicirculos do
kDNA de Leishmania sp., com 120 pares de base (pb), foi previamente descrito
(Degrave et al. 1994). Para sua realizacdo, 1,0uL de cada amostra com DNA purificado
foi adicionado a 24uL de uma solugdo contendo 2,5uL de dNTPs a 1,0mM, 200 ng de
cada oligonucleotideo iniciador [5°—
(GIC)(GIC)(CIG)CC(A/IC)CTAT(AIT) TTACACAACCCC-3’ e
5’GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3’], 2,5 unidades da Taq DNA polimerase
(Ludwig Biotech®), 2,5uL de solucéo tampao (Tris-HCI 50mM, [pH 8,3]), KCI 50mM,
1,5uL de MgCl; a 3,0mM e um volume complementar de H,O milliQ autoclavada. O
mesmo foi feito para os controles negativos nos quais foi aplicado 1,0puL de H,O milliQ
autoclavada no lugar do DNA. O DNA extraido de células de um céo saudavel sem
infeccdo também foi utilizado como controle negativo da reacdo. Um marcador de

massa molecular de 100pb foi utilizado como padrdo de referéncia (Ludwig Biotec®).
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Para os controles positivos, foram utilizados 1,0uL de solucdo contendo DNA
gendmico purificado de L. infantum, (cepa MHOM/BR/1973/BH46) e 1,0uL de solugéo
contendo DNA gendmico purificado de L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903),
ambos na concentracdo de 1,0ng/pL. O mesmo volume da preparacdo de DNA obtido
de um cdo reconhecidamente positivo para LV também foi utilizado como controle
positivo.

As condicOes para a reacdo foram: 95°C por 15 min para a desnaturacao inicial,
seguindo-se 30 ciclos de amplificacdo (30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C e 30
segundos a 72°C). Foi feito ainda um passo para a extensdo final a 72°C por 10
minutos. Depois disso, o sistema permaneceu a 4°C. O termociclador (Perkin Elmer®)
foi programado para delinear todas essas etapas nas temperaturas e tempos
determinados. As diferentes etapas da reacdo de PCR foram realizadas em laboratérios
diferentes seguindo-se um fluxo unidirecional de trabalho para evitar contaminagdes. Os

produtos da PCR foram previamente analisados em gel de agarose.

4.8) Eletroforese em gel de agarose

Para analisar os produtos de PCR, 5,0uL de tampéo de amostra (Tris 10 mM,
EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v) foram acrescentados
a 10pL de cada produto da reacdo que, em seguida, foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2%, com brometo de etidio a 1,0ug/uL , numa diferenca de potencial
de 90V. Um marcador de peso molecular com fragmentos mualtiplos de 100 pb (Ludwig

Biotech®) foi utilizado e a corrida foi realizada em tamp&o Tris borato EDTA 1X.

4.9) Dot Blot

Dez microlitros dos produtos de PCR foram aquecidos a 100°C por 5 minutos e
resfriados imediatamente em gelo. A eles foram acrescentados 11uL de solucédo
desnaturante [NaOH 0,4N, EDTA 25mM (pH 8,0)]. Em seguida, as amostras foram
aplicadas, sob vacuo, a uma membrana de nylon utilizando-se o aparelho Bio Dot
(Hybri-dot Manifold - BRL®). Cada poco recebeu mais 100pL da solucdo desnaturante e
o aparelho foi submetido novamente ao vacuo. A membrana foi lavada com SSC 2X
(NaCl 0,3M, citrato de sodio, 0,3mM), deixada secar sobre papel filtro e submetida a

luz ultravioleta no aparelho Stratalinker (BioRad) para fixacdo do DNA (0,12J/cm?).
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4.10) Hibridizagdo

Foram utilizados como sondas mini-circulos clonados de L. infantum e de L.
braziliensis. Estas foram marcadas com *P[a]dCTP utilizando-se o método dos
iniciadores aleatdrios (Invitrogen®). As condicdes de hibridizagdo foram previamente
descritas por Andrade et al. (2001). A membrana de nylon, contendo as amostras, foi
pré-incubada a 58°C por 30 minutos em solucio de leite desnatado 0,5%, sulfato dodecil
de sédio (SDS) 1% e SSC 2X. A solugéo foi trocada utilizando-se um volume suficiente
apenas para cobrir a membrana. As sondas marcadas foram adicionadas a solucéo, ap6s
terem sido previamente aquecidas por 3 minutos a 100°C. As membranas foram
incubadas por 14h a 58°C com agitacéo e depois lavadas em solucdo SSC 0,5X, SDS
0,5% a 65 C por 30 minutos. A membrana foi deixada secar a temperatura ambiente.
Finalmente, ela foi exposta ao cassete BAS 2325 (Fujifilm®) por 2h. A imagem foi
obtida através do analisador de imagem Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm®). As mesmas
membranas foram incubadas em solu¢do de NaOH 0,4N por 1 hora a 42°C por duas
vezes para remocao das sondas. Ent&o, outro processo de hibridizacao foi repetido com
sondas de L. braziliensis seguindo o mesmo protocolo adotado para as sondas de L.

infantum.

4.11) PCR complexo Leishmania donovani especifica

A PCR complexo L. donovani especifica (cPCR), conforme descrito por
Piarroux et al. (1993), foi realizada para as preparacdes de DNA dos cées das segunda e
terceira etapas deste estudo. O volume de 1,0uL de cada preparacdo de DNA foi
adicionado a uma solu¢do de 9uL contendo 5,0uL de uma mistura padronizada de
reagentes (Master Mix Go Taq® - Promega), 1,0pmol de cada iniciador [5° ACG AGG
TCA GCT CCACTC C3’],[5 CTG CAA CGC CTG TGT CTA CG 3’] e um volume
complementar de H,O milliQ autoclavada. Os iniciadores desta reacdo sdo enderecados
para a regido conservada de minicirculos de KDNA das espécies de Leishmania
pertencentes ao complexo L. donovani e permitem a amplificacdo de um fragmento de
100pb. Os controles positivos e negativos foram os mesmos descritos no topico 4.7,

exceto o controle para L. braziliensis.
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Um termociclador (Perkin Elmer®) foi utilizado para programar as seguintes
etapas de termociclagem: 96°C por 5min, 35 ciclos (94°C por 30s, 59°C por 30s, 72°C
por 30s), 72°C por 2min e logo apds, o sistema permaneceu a 4°C. As diferentes etapas
da reacdo foram realizadas em laborat6rios distintos seguindo-se um fluxo unidirecional
de trabalho para evitar contaminac6es. Os produtos da cPCR foram analisados em géis

de poliacrilamida.

4.12) Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos da cPCR foram analisados em gel de poliacrilamida néo
desnaturante a 5%, corado com nitrato de prata (Sambrook et al. 1982). Um marcador
de massa molecular de 100pb foi utilizado como padrdo de referéncia (Promega, EUA).
Trés microlitros de cada produto da cPCR dissolvidos em tampédo de amostra (topico
4.8) foram aplicados no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 80 — 100V por cerca
de 1 hora. Apos a corrida, os géis foram colocados em solucédo fixadora (etanol absoluto
a 10% e acido acético glacial a 0,5%) durante 10min sob leve agitacdo. Em seguida, os
geéis foram transferidos para uma solucdo de nitrato de prata a 0,1% com a qual
permaneceram sob suave agitacdo por 10min. Apos isso, 0s géis foram rapidamente
lavados com &gua deionizada por duas vezes e mergulhados em solucéo reveladora
(NaOH a 3% [p/v] e formaldeido a 0,3%) até a clara visualizacdo das bandas. Uma vez
completa a revelacdo, os géis foram novamente lavados com A&gua deionizada,

colocados em solucéo fixadora e fotografados para documentacgéo.

4.13) PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real (qPCR) foi realizada para a quantificacédo
absoluta da carga parasitaria conforme descrito anteriormente (Murta et al. 2006, Alves
et al. 2009b) com pequenas modificacdes. As reacdes foram realizadas utilizando-se
iniciadores enderecados para o gene da DNA polimerase de L. infantum de 90 pb
(acesso no GenBank: AF009147): [5*> TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 3’] e [5’
GCA TCG CAG GTG TGA GCA C 3’]. Também foram utilizados iniciadores cujo
alvo € o gene constitutivo de B-actina de Canis familiaris com 307 pb (acesso no
GenBank: NM _001195845.1): [5> CTT CTA CAA CGA GCT GCG CG 3’] e [5” TCA
TGA GGT AGT CGG TCA GG 3’].
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4.13.1) Construgéo das curvas-padrao

Para a construcdo das curvas-padrao, foram utilizados plasmideos TOPO PCR
2.1 (Invitrogen) contendo, separadamente, insertos de cada gene alvo de amplificagéo.
Estes genes foram previamente clonados, purificados e sequenciados pela equipe de
nosso laboratério (Alves et al. 2009b). Estes vetores foram dosados por
espectrofotometria (Epoch, Biotek, EUA) a 260 e 280nm para a obtencdo da
concentracdo do DNA em ng/uL. Considerando-se que 660pg (=0,66ng) corresponde,
em média, a 1,0pmol (=10"?mol) de um par de nucleotideo (Harden et al. 2004), é
possivel calcular, em nanogramas, a massa de um mol de um par de nucleotidoes pela

seguinte expressao:

0,66ng

1012mol

X 1,0mol = 6,6x10'1 ng

A partir disso, 0 numero de moléculas ou cépias de DNA por microlitro de

amostra foi calculado com base na expressdo matematica abaixo:

6,02 x 1023 moléculas

X Y ng/uL = Numero de moléculas ou copias/pL
6,6x10 ngx N

Em que:
> 6,02x10% corresponde ao niimero de Avogadro (= 1,0mol);
> 6,6x10''ng corresponde & massa média de 1,0 mol de um par de nucleotideos de
DNA;
» N é o nimero conhecido de nucleotideos presentes no plasmideo + inserto;

» Y é aconcentracdo de DNA, em ng/pL, obtida por espectrofotometria.
A partir do valor conhecido do nimero de copias por microlitro, as amostras

contendo os genes alvos de amplificacdo foram diluidas sucessivamente. Para a

construcdo das curvas-padréo, foram utilizados seis pontos: 10” a 10° moléculas para o
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gene da DNA polimerase e 10° a 10* moléculas para o gene da f-actina. Em cada placa,

as reagOes foram realizadas em duplicata.

4.13.2) Reacao da PCR em tempo real

As reacBes foram realizadas em placas de 96 pocos MicroAmp® Optical 96 Well
Reaction Plate cobertas com adesivo dpticos (Applied Biosystems) e processadas no
aparelho ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

As curvas-padrdo foram adotadas como controles positivos. Dois pogos para
cada gene alvo receberam agua milliQ autoclavada no lugar de DNA e funcionaram
como controles negativos. As etapas de termociclagem foram: desnaturacdo inicial a
95°C por 15min seguida de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min. No final, a
temperatura foi gradualmente elevada até a dissociacdo completa do material
amplificado para a obtencdo da curva de dissociacdo (curva de melting).

As reagdes foram realizadas num volume final de 10puL contendo 20ng de DNA,
5,0uL de SYBR GREEN master mix 2X (Applied Biosystems), 1,0pL de cada iniciador
na concentracdo de 2,0pmol/uL para DNA polimerase ou 1,67pmol/uL para p-actina.

Para a quantificacdo do numero de moléculas, o programa Sequence Detection
System determinou, em cada amostra, o numero de ciclos em que a fluorescéncia
ultrapassava um limiar arbitrario ou cycle threshold (Ct). O nimero de cdpias de cada
gene amplificado foi estimado a partir de uma regressao linear utilizando-se os valores
de Ct obtidos das respectivas curvas-padrdo geradas com quantidades conhecidas do
plasmideo com os insertos de interesse. Para cada amostra, o numero de cdpias
calculado do gene DNA polimerase foi dividido pela quantidade de copias do gene da
B-actina canina. Assumindo que estes genes sdo de coOpia Unica, a expressdo do
resultado final da carga parasitaria foi o nimero de parasitos por celula de céo.
Normalmente, a quantidade de DNA canino ¢ muito superior a quantidade de DNA de
Leishmania nas amostras clinicas. Portanto, por questfes didaticas, o resultado da carga
parasitaria foi expresso como namero de parasitos por 10000 células caninas. Alem
disso, este gene constitutivo de cdo foi utilizado para verificar a integridade do DNA
extraido.

A técnica de qPCR foi entdo padronizada a partir das curvas-padrao incluindo os
dois genes alvo de interesse. Os dados referentes a essa padronizacao sdo demonstrados

na Tabela 1 e na Figura 12.
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Tabela 1: Medidas de eficiéncia, r* e inclinacdo da reta para as curvas padrdo de cada

gene alvo de amplificacéo.
Gene alvo Eficiéncia r’ Inclinacdo da reta

DNA polimerase 99,1% 0,998 -3,31
B-actina 97,3% 0,998 -3,39

Standard Curve
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Figura 12: Curvas-padréo obtidas com quantidades conhecidas de copias génicas de DNA polimerase
(A) e B-actina (B). As quantidades do gene de DNA polimerase variaram de 10 a 10’

copias e do gene de p-actina, de 10* a 10° copias.

Com base nesta padronizacao, as cargas parasitarias puderam ser estimadas.
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4.14) Anélise estatistica

As frequéncias de resultados positivos obtidas dos ensaios de PCR-hibridizagéo
ou cPCR para cada amostra clinica foram comparadas duas a duas dentro de cada grupo
de cdes. Estes resultados também foram comparados dois a dois entre 0s grupos,
pareando-se sempre amostras clinicas do mesmo tipo. Todas estas comparacdes foram
feitas mediante analise com o teste Qui-quadrado de Pearson para amostras maiores do
que 30. Para tamanhos amostrais menores do que 30, foi utilizado o teste exato de
Fisher. As distribuicGes dos dados passaram por anélise de normalidade utilizando-se 0s
testes de Kolmogorov-Smirnov e Dagostino-Pearson. Para as distribuicdes néo
paramétricas, foram utilizados os testes de Mann-Whitney para a analise entre dois
grupos ou de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para a analise de trés grupos.
Alternativamente, para as distribuicdes normais, foram utilizados o teste t ndo pareado
ou ANOVA em uma via seguido do teste de Tukey. Para analise de associacéo, foi
adotada a correlacdo de Spearman. O nivel de significancia adotado foi de 5% de modo
que os resultados foram considerados significativos para valores de p < 0,05.

Os calculos para anélise de frequéncias e obtencdo das medidas de sensibilidade
e especificidade foram realizados com o programa Winpepi (PEPI para Windows®).
Para isso, foram utilizadas tabelas 2 X 2 e o teste parasitolégico de mieloculturas foi
utilizado como padrdo ouro para obtencdo das medidas de acuracia citadas. Para 0s

demais célculos, o programa GraphPad Prism 5.0. foi utilizado.
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5) RESULTADOS

5.1) Grupo controle negativo

Todos o0s cdes saudaveis pertencentes ao grupo controle negativo foram
submetidos aos mesmos testes diagnosticos soroldgicos, parasitolégicos de mielocultura
e PCR utilizados para os caes infectados. Todos os animais do grupo controle
apresentaram resultados negativos para todos estes métodos. Além disso, os resultados
dos testes de bioquimica sérica destes cées foram considerados normais segundo 0S
critérios de Kaneko et al. (1997) e Latimer et al. (2003).

5.2) Resultados da parte 1: avaliacdo do swab conjuntival para o diagnéstico

molecular da Leishmaniose Visceral Canina

5.2.1) Bioquimica sérica — parte 1

Os niveis séricos de creatinina aferidos nos cdes sem sinais clinicos foram
significativamente inferiores aqueles apresentados pelos cdes com sinais clinicos (p <
0,0001) e equivalentes as medidas do grupo controle (p > 0,05), (Figura 13A). N&o
foram detectadas diferencas estatisticas entre os niveis séricos de uréia dos cées
naturalmente infectados e dos cdes do grupo controle (p > 0,05), (Figura 13B). Em
relacio a albumina, os cdes sem sinais clinicos apresentaram niveis Séricos
estatisticamente compativeis aos do grupo controle (p > 0,05) e superiores aos dos caes
com sinais clinicos. Estes Gltimos demonstraram niveis de albumina significativamente
inferiores aos do grupo controle (p = 0,0005), (Figura 13C). Os dois grupos de animais
infectados demonstraram niveis de globulina estatisticamente superiores aos niveis do
grupo controle (p = 0,0002), (Figura 13D). A razdo albumina/globulina do grupo de
caes sem expressdo clinica foi significativamente superior aquela apresentada nos cées
com expressdo clinica, mas foi inferior em relacéo a razéo obtida no grupo controle (p <
0,0001) (Figura 13E).

5.2.2) Sorologia — parte 1

Em relacdo aos testes soroldgicos realizados nos laboratorios de Sorologia e de
Biologia de Leishmania do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG, apenas 2

caes sem sinais clinicos para LVC tiveram resultado negativo para ELISA e RIFI, e 1
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cdo deste grupo apresentou resultado negativo apenas para ELISA. Somente 1 animal
com sinais clinicos da LVC teve resultado negativo para RIFI. Todos estes cdes com
algum resultado negativo para a sorologia apresentaram positividade na mielocultura e
foram incluidos no estudo.

Os valores de absorbancia obtidos do imunoensaio de ELISA foram
estatisticamente equivalentes entre si (p > 0,05) e superiores aos do grupo controle (p <
0,0001) (Figura 14). Os titulos de anticorpos obtidos nos ensaios de RIFI variaram de
1:40 a 1:2.560 no grupo de caes sem expressao clinica enquanto que nos cdes com sinais
clinicos, a variacdo observada foi de 1:160 até 1:10.240. Os titulos de anticorpos obtidos
em cada um destes grupos foram estatisticamente diferentes entre si (p = 0,025) (Figura
15).
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Figura 13: Parametros bioquimicos obtidos de cdes com e sem sinais clinicos para a LVC naturalmente
infectados por L. infantum. (A): creatinina, (B): uréia, (C): albumina, (D): globulina, (E):
relacdo albumina/globulina (A/G). Grupo 1: 40 cdes sem sinais clinicos naturalmente
infectados por L. infantum; Grupo 2: 40 cdes com sinais clinicos naturalmente infectados
por L. infantum. Grupo controle: cdes saudaveis ndo infectados. a: O grupo difere do grupo
controle segundo o teste ANOVA seguido do teste de Tukey; b: O grupo difere do grupo 1
segundo o teste ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Figura 14: Medidas de absorbancia obtidas do imunoensaio de ELISA para cdes sem sinais clinicos
(Grupo 1) e com sinais clinicos para LVC (Grupo 2) naturalmente infectados por L.
infantum. O ponto de corte (= 0,100) esta representado pela linha pontilhada. a: O grupo
difere apenas do grupo controle pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p
< 0,0001).

p = 0,025
10240+ 000

3 5120+ 000000
o
o
Ne} L
6 -
o
» - 2560+ 00000 0000
S
2
8 1280+ 0000000 0000000
o
8 640 000000000 00000000
o b
S -
'S
&J 320 00000000000 000000

160 0000 00000

80 4
O 1 7 -
Grulpo 1 Gru;:)o 2
Figura 15: Reciproca dos titulos de IgG total obtidos em cées naturalmente infectados sem sinais

clinicos (Grupo 1) e com sinais clinicos para LV (Grupo 2) naturalmente infectados por L.
infantum. O ponto de corte (= 1:40) esta representado pela linha pontilhada. Os grupos

diferem entre si segundo o teste de Mann Whitney.
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5.2.3) PCR-hibridizagéo - grupo 1

Primeiramente, a frequéncia de resultados positivos para o swab conjuntival foi
calculada separadamente para as conjuntivas direita e esquerda de cada animal, sendo
estas consideradas amostras distintas. Apos isso, todas as amostras clinicas foram
comparadas entre si dentro de cada grupo.

Nos cées do grupo 1, as positividades obtidas por PCR-hibridizacdo foram:
77,5% (31/40) para conjuntiva direita; 75% (30/40) para conjuntiva esquerda; 45%
(18/40) para pele de orelha; 50% (20/40) para medula déssea e 27,5% (11/40) para
sangue periférico. As Figuras 16 e 17 mostram as membranas de hibridizacdo
representativas para cada tipo de amostra clinica dos cées sem sinais clinicos para LVC.
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Figura 16:
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Resultados da hibridizagdo, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de
swab conjuntival de cdes sem sinais clinicos para LV (Grupo 1). (A): Conjuntiva direita;
(B): Conjuntiva esquerda. C+: controle positivo de cdo comprovadamente infectado por
L. infantum; C-: controle negativo de cdo saudavel ndo infectado; Li: controle positivo
para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle negativo sem DNA; Lb:
controle positivo para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de

cdes naturalmente infectados por L. infantum.
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Figura 17:
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Resultados da hibridizacdo, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de

amostras clinicas de coleta invasiva de cdes sem sinais clinicos para LV (Grupo 1). (A):
Pele de orelha; (B): Medula éssea; (C): Sangue periférico. C+: controle positivo de cdo
comprovadamente infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cdo saudavel ndo
infectado; Li: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N:
controle negativo sem DNA; Lb: controle positivo para L. braziliensis (cepa

MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de cdes naturalmente infectados por L.

infantum.
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As frequéncias de positividade calculadas para os cées sem sinais clinicos para
LV sdo mostradas na Tabela 2. Foi verificado que as positividades obtidas tanto da
conjuntiva direita quanto da esquerda foram significativamente maiores do que aquelas
obtidas das amostras clinicas de coleta invasiva (p < 0,05) (Tabela 2).

Também foi demonstrado que os resultados positivos obtidos da pele de orelha
ndo foram estatisticamente diferentes dos resultados de medula éssea e de sangue
periférico (p > 0,05). Por outro lado, o indice de positividade para medula 6ssea foi
significativamente diferente daquele obtido para o sangue periférico (p = 0,039) (Figura
18).

Tabela 2

Comparacdo entre amostras clinicas de coleta invasiva e ndo invasiva segundo as
frequéncias de positividade obtidas por PCR seguida de hibridizacdo em cées sem sinais
clinicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1).

Positividade/amostra

Positividade/amostra Conjuntiva direita Conjuntiva esquerda
31/40 (77,5%) 30/40 (75%)
Pele de orelha _ _
18/40 (45%) p=0,003 p=0,006
Medula éssea _ _
20/40 (50%) p=0011 p=0021
Sangue periférico b < 0,001 0 < 0,001

11/40 (27,5%)

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-quadrado.
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Figura 18: Positividades de PCR-hibridizagio obtidas de amostras clinicas de coleta invasiva em 40

cées sem sinais clinicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1). (A):
Sangue periférico e Pele de orelha; (B): Pele de orelha e Medula 6ssea; (C): Sangue
periférico e Medula dssea. O valor de p foi calculado utilizando-se o teste de qui-quadrado.
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5.2.4) PCR-hibridizagéo — grupo 2

Os resultados positivos de PCR-hibridizag&o utilizando-se sonda de L. infantum

para os cées do grupo 2 foram: 95% (38/40) para conjuntiva direita, 87,5% (35/40) para
a esquerda, 75% (30/40) para pele de orelha, 77,5% (31/40) para medula dssea e 22,5%
(9/40) para sangue periférico (Figuras 19 e 20).

Figura 19:
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Resultados da hibridizagdo, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de
swab conjuntival de cdes com sinais clinicos para LV (Grupo 2). (A): Conjuntiva direita;
(B): Conjuntiva esquerda. Li: controle positivo para L. infantum (cepa
MHOM/BR/1973/BH46); C+: controle positivo de cdo comprovadamente infectado por
L. infantum; C-: controle negativo de cdo saudavel ndo infectado; Lb: controle positivo
para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); N: controle negativo sem DNA,; 1-
40: amostras de cées naturalmente infectados por L. infantum.
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Resultados da hibridizacdo, com sondas de L. infantum, dos produtos de PCR obtidos de

amostras clinicas de coleta invasiva de cdes com sinais clinicos para LV (Grupo 2). (A):

Pele de orelha; (B): Medula dssea; (C): Sangue periférico. Li: controle positivo para L.
infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); C+: controle positivo de cdo comprovadamente

infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cdo saudavel ndo infectado; Lb:
controle positivo para L. braziliensis (cepa MHOM/BR/1975/M2903); N: controle
negativo sem DNA; 1-40: amostras de cdes naturalmente infectados por L. infantum.
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Os resultados para os cdes com sinais clinicos para a LVC estdo sumarizados na
Tabela 3. A partir da comparagdo entre amostras clinicas de coletas invasivas e nao
invasivas, concluiu-se que a positividade calculada para conjuntiva direita foi
significativamente maior do que aquelas obtidas para as demais amostras (p < 0,05).
Quanto a conjuntiva esquerda, ndo houve diferenca estatistica entre sua frequéncia de
resultados positivos e aquelas obtidas para pele de orelha e medula éssea (p > 0,05).
Porém, houve diferenca estatistica significativa entre as positividades para conjuntiva
esquerda e sangue periférico (p < 0,001), (Tabela 3).

Tabela 3

Comparacdo entre amostras clinicas de coleta invasiva e ndo invasiva segundo as
frequéncias de positividade obtidas por PCR seguida de hibridizacdo em cdes com sinais
clinicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 2).

Positividade/amostra

Positividade/amostra Conjuntiva direita Conjuntiva esquerda
38/40 (95.0%) 35/40 (87.5%)
Pele de orelha _
30/40 (75.0%) p=0012 p>0,05
Medula éssea _
31/40 (77.5%) p=0023 p>0,05
Sangue periférico 0 < 0,001 0 < 0,001

9/40 (22.5%)

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-quadrado.

Neste grupo, o indice de positividade para sangue foi significativamente menor
do que as positividades para pele de orelha e medula déssea (p < 0,001), mas os
resultados positivos para estas duas Ultimas amostras clinicas ndo foram estatisticamente
diferentes entre si (p > 0,05) (Figura 21).
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Figura 21: Positividades de PCR-hibridizagio obtidas de amostras clinicas de coleta invasiva em 40
cdes com sinais clinicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 2).
(A): Sangue periférico e Pele de orelha; (B): Pele de orelha e Medula 6ssea; (C): Sangue
periférico e Medula dssea. Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste de qui-

quadrado.
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5.2.5) PCR-hibridizagcdo — comparac¢do entre cdes com e sem manifestacBes clinicas
para Leishmaniose Visceral

Para as comparagdes entre 0s grupos, os dados das conjuntivas direita e esquerda
foram combinados e os cédes foram considerados positivos para, pelo menos, uma delas.
Com isso, as positividades obtidas para esta amostra clinica foram 95% e 87,5% para 0s
caes com e sem sinais clinicos para LVC respectivamente. Estes resultados ndo foram
estatisticamente diferentes entres si (p > 0,05) (Figura 22).

Todas as amostras clinicas de coleta invasiva também foram comparadas entre
0s grupos de cées. Foi verificado que a positividade obtida para pele de orelha nos cées
com expressao clinica foi significativamente superior aquela obtida da mesma amostra
clinica em cédes sem sinais clinicos para LVC (p = 0,006). A mesma relacdo foi
detectada quando os resultados positivos de medula 6ssea foram comparados entre 0s
grupos (p = 0,011). Ao contrario, as frequéncias de positividade calculadas para sangue
periférico em ambos os grupos foram estatisticamente equivalentes (p > 0,05) (Figura
22).

5.2.6) Identificacdo das espécies de Leishmania

Os resultados positivos obtidos dos ensaios de hibridizacdo foram todos
identificados como L. infantum. Os ensaios de hibridizacdo com sondas de L.
braziliensis foram negativos para todas as amostras caninas utilizadas. Os resultados

relativos as amostras de pele de orelha foram apresentados na Figura 23.
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Figura 22: Comparagio das positividades obtidas da PCR-hibridizagdo para amostras clinicas do

mesmo tipo em cdes sem e com sinais clinicos para LVC (Grupos 1 e 2 respectivamente)
naturalmente infectados por L. infantum.
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Figura 23: Resultados representativos de hibridizagio dos produtos de PCR com sonda de L.
braziliensis. (A): hibridizacdo com produtos de PCR obtidos de pele de orelha de cdes
sem sinais clinicos para LVC naturalmente infectados por L. infantum (Grupo 1); (B):
hibridizagdo com produtos de PCR obtidos de pele de orelha de cdes com sinais clinicos
para LVC naturalmente infectados por L.infantum (Grupo 2); C+: controle positivo de
cdo comprovadamente infectado por L. infantum; C-: controle negativo de cdo saudavel
ndo infectado; Li: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N:
controle negativo sem DNA; Lb: controle positivo para L. braziliensis (cepa

MHOM/BR/1975/M2903); 1-40: amostras de cées naturalmente infectados por L.
infantum.
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5.2.7)Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR-hibridizacao

Os indices de sensibilidade e especificidade foram calculados para a técnica de
PCR-hibridizacdo com a finalidade de averiguar a acuracia deste teste diagndstico, de
forma preliminar, para cada amostra clinica avaliada. O teste parasitologico por
mieloculturas foi considerado o padrdo ouro de referéncia para a determinacdo das
medidas de sensibilidade e especificidade. No grupo de cées sem expressdo clinica, a
maior sensibilidade foi obtida para o swab conjuntival (85%), ao passo que a
especificidade nesta amostra clinica foi de 88%. As amostras de coleta invasiva
apresentaram baixa sensibilidade, ndo ultrapassando o indice de 54%. No entanto, foram
verificadas altas especificidades: 93% para medula 6ssea e 100% para pele de orelha e
sangue periférico (Tabela 4).

Nos cdes do grupo 2, a maior sensibilidade e a menor especificidade foram
obtidas com o swab conjuntival: 97% e 61% respectivamente. Ao contrario, a menor
sensibilidade e maior especificidade foram detectadas para o sangue periférico: 25% e
94% respectivamente. Os valores calculados para medula 0ssea e pele de orelha foram

intermediarios (Tabela 5).

Tabela 4

Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR-hibridizacdo para diferentes
amostras clinicas em 40 cdes sem sinais clinicos naturalmente infectados por L.
infantum (Grupo 1%).

Amostras Sensibilidade** Especificidade**
Clinicas (1C 95%) (1C 95%)
VA 85% 88%
Swab conjuntival (69.9 - 93.6) (64 — 96,5)
0 0
Medula 6ssea S4% 3%
(38,2 - 69,5) (70,2 - 98,8)
51% 100%
Pele de orelha (35,6 - 67) (79,6 - 100)
Sangue periférico 31% 100%
(18,6 - 48) (79,6 - 100)

*10 cdes do grupo controle foram utilizados na realizacdo dos calculos.

**Para a obtencdo das medidas, o teste parasitolégico por mielocultura foi
adotado como padrdo ouro.

A Apenas a conjuntiva direita foi considerada para os célculos.

IC = Intervalo de confianca.
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Tabela 5

Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR-hibridizacdo para diferentes
amostras clinicas em 40 cées com sinais clinicos e naturalmente infectados por L.
infantum (Grupo 2*).

Amostras Sensibilidade** Especificidade**
Clinicas (1C 95%) (1C 95%)
N 97% 61%
Swab conjuntival (84,3 99,4) (38.6-79.7)
0 0
Medula dssea 84% 78%
(68,2 - 93,1) (54,8 - 91)
78% 72%
Pele de orelha (61,2 - 89) (49,1 87,5)
0 0
Sangue periférico 25% 94%
(13,42) (74,2 - 99)

*10 cdes do grupo controle foram utilizados na realizagéo dos calculos.
**Para a obtencdo das medidas, o teste parasitologico por mielocultura foi
adotado como padréo ouro.

Apenas a conjuntiva direita foi considerada para os calculos.
IC = Intervalo de confianca.

5.2.8) PCR em tempo real — parte 1

A quantificacdo da carga parasitaria foi realizada para todas as amostras clinicas,
exceto o sangue periférico, dos cdes de ambos o0s grupos. No grupo de cdes sem
expressdo clinica da LVC, as cargas parasitarias estimadas no swab conjuntival e
medula Ossea foram estatisticamente equivalentes (p > 0,05). Por outro lado, a carga
parasitaria obtida para pele de orelha foi superior aquelas aferidas para as demais
amostras (p < 0,0001). Estes resultados sdo sumarizados na Figura 24A.

Quanto ao grupo de cdes com sinais clinicos, as mesmas relacfes estatisticas
foram obtidas entre as amostras clinicas. Nao houve diferenca significativa entre as
cargas parasitarias estimadas para o swab conjuntival e medula éssea (p > 0,05), ao
passo que a carga aferida para pele de orelha foi maior em relacdo as demais (p <
0,0001), (Figura 24B).

Posteriormente, as cargas parasitarias estimadas foram comparadas aos pares

entre 0s grupos de cdes naturalmente infectados. Neste caso, a mesma amostra clinica
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foi confrontada entre os grupos. A carga parasitaria obtida para o swab conjuntival em
caes com expressdo clinica da LVC foi superior em relacdo aquela dos cdes sem sinais
clinicos (p = 0,028). Esta mesma relacdo entre os grupos foi detectada para medula
6ssea (p = 0,002). Entretanto, as cargas parasitarias estimadas para pele de orelha foram
estatisticamente equivalentes entre os grupos de cées naturalmente infectados (p >
0,05), (Figura 25)
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Figura 24: Cargas parasitarias estimadas em diferentes amostras clinicas de cdes sem sinais clinicos

(A) e com sinais clinicos da LVC (B) naturalmente infectados por L. infantum. *O grupo
difere dos demais segundo o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p <
0,0001).
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Figura 25: Cargas parasitarias obtidas de swab conjuntival, medula 6ssea e pele de orelha de cies
naturalmente infectados por L infantum. Representacdo em branco: grupo de cdes sem
sinais clinicos; Representacdo em cinza: grupo de cdes com sinais clinicos. Os valores de p

foram calculados utilizando-se o teste de Mann-Whitney.
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5.2.9) Correlagéo: Titulos de 1gG total x carga parasitaria

A correlagdo entre os titulos de anticorpos 1gG total e a carga parasitéaria foi
investigada para verificar a possivel existéncia de associagdo entre estas variaveis. Para
isso, 0 swab conjuntival, medula dssea e pele de orelha dos cdes com e sem expressao
clinica foram utilizados. Foram detectadas correlagBes positivas e significativas apenas
para as amostras de medula 6ssea e pele de orelha de cdes sem sinais clinicos (p = 0,019
e p < 0,0001 respectivamente). O conjunto destes resultados esté representado na Figura
26.

5.3) Resultados da parte 2: avaliacdo do swab nasal para o diagndstico molecular
da Leishmaniose Visceral Canina

Esta parte envolveu um total de 62 cdes naturalmente infectados em que apenas
4 animais foram considerados sem sinais clinicos. Portanto, por razfes estatisticas,
todos os cées infectados foram analisados em um Unico grupo. Nesta etapa, 0 swab
nasal foi analisado juntamente com as amostras clinicas avaliadas na parte 1 deste

estudo, exceto o sangue periférico.

5.3.1) Bioquimica sérica — parte 2

Os niveis séricos de creatinina e uréia obtidos dos cées naturalmente infectados
foram considerados estatisticamente equivalentes aos do grupo controle (p > 0,05). Por
outro lado, os niveis de albumina foram inferiores (p = 0,0005) e os valores obtidos para
globulina sérica foram superiores (p = 0,0002) as respectivas medidas referentes aos
caes saudaveis. Devido a isso, a razdo albumina/globulina dos cdes infectados foi

estatisticamente menor em relacdo ao grupo controle (p < 0,0001), (Figura 27).
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Figura 26: Correlagio entre titulos de IgG total e carga parasitaria presente em diferentes amostras
clinicas de cées com e sem sinais clinicos para LVC e naturalmente infectados por L.
infantum. Os gréficos (A), (B) e (C) correspondem, respectivamente, &s amostras de swab
conjuntival, medula 6ssea e pele de orelha referentes aos cdes sem expressdo clinica
(Grupo 1). As letras (D), (E) e (F) correspondem, respectivamente, as amostras de swab
conjuntival, medula dssea e pele de orelha referentes aos cdes com expressdo clinica
(Grupo 2).
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Figura 27: Pardmetros bioquimicos obtidos de 62 cées naturalmente infectados por L. infantum (Parte
2). (A): creatinina, (B): wuréia, (C): albumina, (D): globulina, (E): relagdo
albumina/globulina (A/G). Grupo controle: cdes saudaveis ndo infectados. Os valores de p
foram calculados utilizando-se o teste t ndo pareado.
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5.3.2) Sorologia — Parte 2

Com base nos testes sorologicos realizados no laboratério de Sorologia e
Biologia de Leishmania do ICB/UFMG, 2 animais desta etapa do trabalho apresentaram
resultado negativo apenas para ELISA e 1 cédo foi negativo apenas para RIFI. Apenas 1
animal teve resultado negativo simultaneamente para estes dois testes soroldgicos.
Todos esses cdes, com algum resultado negativo na sorologia, apresentaram
positividade na mielocultura e foram, portanto, incluidos no estudo. As medidas de
absorbancia obtidas no teste ELISA sdo mostradas na Figura 28. Os titulos obtidos na
RIFI variaram de 1:160 até 1:20.480.
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Figura 28: Medidas de absorbancia obtidas do imunoensaio de ELISA para cdes naturalmente
infectados por L. infantum (parte 2). O ponto de corte (= 0,100) esta representado pela

linha pontilhada. Os grupos diferem entre si segundo o teste de Mann — Whitney.

5.3.3) PCR complexo Leishmania donovani especifica — parte 2

Nesta etapa do trabalho, para o diagndstico molecular qualitativo da LVC, foi
realizada uma técnica de PCR complexo L. donovani especifica (cPCR) utilizando-se 0s
iniciadores LVI-LV2 que geram um produto amplificado de 100 pb (Piarroux et al,
1993). As positividades obtidas neste teste e as respectivas amostras clinicas analisadas
foram: 76% (47/62) para swab conjuntival; 87% (54/62) para swab nasal; 81% (50/62)
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para pele de orelha; 90% (56/62) para medula 6ssea (Tabela 6). As Figuras 29, 30, 31 e
32 ilustram géis de eletroforese representativos com os produtos de PCR obtidos de
cada amostra clinica utilizada nesta etapa.

M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 CN P N

100 pb

Figura 29: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab conjuntival
de cées naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular
— 100 pb; CN: cdo saudavel negativo; P: controle positivo para L. infantum (cepa
MHOM/BR/1973/BH46); N: controle negativo sem DNA; 14 - 26: amostras de cdes
naturalmente infectados por L. infantum.

M N e1 E2 e2 E3 e3 E4 e4 E5 e5 E6 e6 E7 P CN

100 pb

ALf - 2

Figura 30: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab nasal de cées

naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular — 100
pb; N: controle negativo sem DNA; P: controle positivo para L. infantum (cepa
MHOM/BR/1973/BH46); CN: cdo saudavel negativo; el — E7: amostras de cées
naturalmente infectados por L. infantum.
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M 27 28 29 30 31 32 33 34 P N CN

100 pb

Figura 31: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes a medula dssea de
caes naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular —
100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle

negativo sem DNA; CN: cdo saudavel negativo; 27 — 34: amostras de cdes naturalmente
infectados por L. infantum.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 P N CN

100 pb

Figura 32: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes a pele de orelha de
cées naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). M: marcador de peso molecular —
100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); N: controle

negativo sem DNA; CN: cdo saudavel negativo; 1 — 13: amostras de cdes naturalmente
infectados por L. infantum.
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Os resultados referentes as amostras clinicas de coleta ndo invasiva foram
comparados, dois a dois, com aqueles correspondentes aos de pele de orelha e medula
6ssea. Houve diferenca estatistica significativa apenas entre as positividades do swab
conjuntival e de medula 6ssea (p = 0,031). Nas demais comparagfes, houve
equivaléncia estatistica entre os resultados (p > 0,05) (Tabela 6).

N&o foi detectada diferenca estatistica entre as frequéncias de positividade entre
0s swabs conjuntival e nasal (p > 0,05). A mesma inferéncia foi obtida na comparagéo

entre os dados de medula dssea e pele de orelha (p > 0,05), (Figura 33).

Tabela 6

Comparacdo entre amostras clinicas de coleta invasiva e ndo invasiva segundo as
frequéncias de positividade obtidas por PCR convencional complexo L. donovani
especifica em cdes naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2).

Positividade/amostra

Positividade/amostra 0"l conjuntival* Swab nasal**
47162 (76%) 54/62 (87%)
Pele de orelha
50/62 (81%) p>005 p>0,05
Medula 6ssea B
56/62 (90%) p=0031 p>0,05

*Apenas a conjuntiva esquerda foi considerada;
**Apenas a narina esquerda foi considerada.
Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste qui-quadrado.

100% - 100% -
. 87% 90%
90% 90% 1 81%
80% - 76% 80% -
g 70% - g 70% A
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A

Figura 33: Positividades para PCR convencional complexo L. donovani especifica obtidas de amostras

clinicas de coleta invasiva e ndo invasiva em 62 cédes naturalmente infectados por L.

infantum (Parte 2). (A): Swab conjuntival e Swab nasal; (B): Medula 6ssea e Pele de
orelha.
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5.3.4) Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR complexo Leishmania

donovani especifica — parte 2

Os valores de sensibilidade e especificidade foram calculados para a cPCR
levando-se em conta cada amostra clinica estudada. O teste parasitoldégico por
mielocultura foi considerado o padréo ouro de referéncia para a determinacdo destas
medidas. Os resultados de sensibilidade e especificidade, respectivamente, foram: 75%
e 54,2% para swab conjuntival, 87,5% e 50% para swab nasal, 93,8% e 54,2% para
medula déssea, 79,2% e 50% para pele de orelha (Tabela 7).

Tabela 7:

Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR complexo L. donovani
especifica para diferentes amostras clinicas em 62 cdes naturalmente infectados
por L. infantum®*.

Amostras Sensibilidade** Especificidade**
clinicas (1C 95%) (1C 95%)
VA 75% 54,2%
Swab conjuntival (612 - 85,1) (351 - 72,1)
AA 87,5% 50%
Swab nasal (75,3 - 94,1) (31,4 - 68,6)
Medula 6ssea 93,8% >4,2%
(83,2-97,8) (35,1-72,1)
79,2% 50%
Pele de orelha (65.7 - 88,3) (314 - 68,6)

*10 cdes do grupo controle foram utilizados na realiza¢do dos calculos.
**Para a obtencdo das medidas, o teste parasitolégico por mielocultura foi
adotado como padrao ouro.

A . . . . ,
Apenas a conjuntiva esquerda foi considerada para os calculos.

AA . . . )
Apenas a narina esquerda foi considerada para os calculos.
IC = Intervalo de confianca.
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5.3.5) PCR em tempo real — parte 2

As cargas parasitarias foram estimadas para cada amostra clinica e comparadas
dentro do contexto experimental desta etapa do trabalho. Neste caso, a carga parasitaria
presente no swab nasal foi estatisticamente equivalente aquela estimada no swab
conjuntival (p > 0,05). As cargas obtidas de medula Gssea e pele de orelha foram
equivalentes entre si (p > 0,05) e mais altas em relacdo as outras amostras clinicas (p <
0,05), (Figura 34).
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Figura 34: Cargas parasitarias obtidas de swab conjuntival, swab nasal, medula dssea e pele de orelha

de cées naturalmente infectados por L. infantum (Parte 2). Grupos marcados com letras
mindsculas distintas diferem entre si segundo o teste de Mann-Whitney.
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5.4) Resultados da parte 3: avaliacdo dos swabs oral e da pele de orelha para o

diagnostico molecular da Leishmaniose Visceral Canina

Dos 62 cées naturalmente infectados descritos anteriormente, apenas 28 tiveram
0 swab oral e o swab de pele de orelha coletados, além das outras amostras clinicas
analisadas na parte 2 deste estudo. Portanto, os dados de biologia molecular referentes a
estes 28 animais foram analisados a parte tendo os swabs oral e da pele de orelha como
referéncias de comparacdo. Os dados de bioquimica sérica e sorologia destes cées ja
foram contemplados nos itens 6.3.1 e 6.3.2.

5.4.1) PCR complexo Leishmania donovani especifica — parte 3

Neste contexto experimental, as positividades da cPCR para os swabs oral e de
pele de orelha foram 79% (22/28) e 43% (12/28) respectivamente. As positividades para
as demais amostras clinicas foram recalculadas com base no tamanho amostral de 28
animais para permitir a comparagcdo com os resultados obtidos dos swabs oral e da pele
de orelha. Dessa forma, as frequéncias de resultados positivos foram: 54% (15/28) para
swab conjuntival, 75% (21/28) para swab nasal, 79% (22/28) para medula 6ssea e 68%
(19/28) para pele de orelha (Figura 35, Tabela 8). Géis de eletroforese representativos
com os produtos de PCR obtidos dos swabs oral e de orelha sdo mostrados nas Figuras
36 e 37 respectivamente.

As positividades destas amostras de coleta ndo invasiva foram comparadas, duas
a duas, com aquelas referentes a medula Ossea e pele de orelha. Em todas as
comparagdes, houve equivaléncia estatistica (p > 0,05), exceto na comparagdo entre
swab da pele de orelha e medula dssea em que foi observada uma diferenca significativa
entre os resultados (p = 0,013), (Tabela 8).

Os resultados referentes as amostras coletadas com swab também foram
comparadas dois a dois. As positividades para os swabs oral e nasal foram
significativamente maiores do que aquela obtida para swab de pele de orelha (p = 0,013
e p = 0,029 respectivamente). Para as demais comparacdes, ndo foi observada

significancia estatistica (p > 0,05), (Figura 35).

79



RESULTADOS

- 104 -
100% b= 0,013 100%
90% - 90% -
79% 79%
80% - . 80% - ’
g 70% A g 70% A
L 60% 1 o 60% - 54%
é 50% | 43% £ 509 -
>
= 06 - = -
.g 40% = 40%
a 30% - £ 30% -
20% - 20% -
10% A 10% A
0% - T 0% - T |
Swab oral Swab de orelha Swab oral Swab conjuntival
(A) (B)
100% A 100% A
90% A 90% A
79%
80% - > 75% 80%
9 70% A 9 70% A
% 60% - _%; 60% - 54%
T 50% 1 T 50% 1 43%
§ 40% - § 40% -
o 30% - o 30% -
20% A 20% A
10% A 10% -
0% - 0% -
Swab oral Swab nasal Swab de orelha Swab conjuntival
() (D)
100% A
00% 1 p = 0,029
80% - 75%
;\g 70% -
@ 60% A
E
T 50% 7 43%
= 40% A
1
& 30%
20% A
10% A
0% -
Swab de orelha ) Swab nasal

Figura 35: Positividades da PCR complexo L. donovani especifica obtidas de amostras clinicas
coletadas com swab em 28 cées naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). (A):
Swab oral e Swab da pele de orelha; (B): Swab oral e Swab conjuntival; (C): Swab oral e
Swab nasal; (D): Swab da pele de orelha e Swab conjuntival; (E): Swab da pele de orelha

e Swab nasal. Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste exato de Fisher.
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Tabela 8

Comparacdo entre amostras clinicas de coleta invasiva e ndo invasiva segundo as
frequéncias de positividade obtidas por PCR convencional complexo L. donovani
especifica em cdes naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3).

Positividade/amostra

Positividade/amostra Swab oral Swab de orelha
(22/28) 79% (12/28) 43%
Pele de orelha
(19/28) 68% p>0,05 p>0,05
Medula 6ssea 0> 0,05 0=0,013

(22/28) 79%

Os valores de p foram calculados utilizando-se o teste exato de Fisher.
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M P 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 CN N

1
%
i o«

Figura 36: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab oral de cées
naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). M: marcador de peso molecular — 100
pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46); CN: cdo
saudavel negativo; N: controle negativo sem DNA; 15 — 26: amostras de cdes

naturalmente infectados por L. infantum.

10 11 12 13 14 N

Figura 37: Gel de poliacrilamida representativo com produtos de PCR referentes ao swab da pele de

orelha de cdes naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). M: marcador de peso
molecular — 100 pb; P: controle positivo para L. infantum (cepa MHOM/BR/1973/BH46);

N: controle negativo sem DNA,; 3 — 14: amostras de cdes naturalmente infectados por L.

infantum.
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5.4.2)Medidas de sensibilidade e especificidade para PCR complexo Leishmania
donovani especifica — parte 3

Os indices de sensibilidade e especificidade da PCR convencional para os swabs
oral e de pele de orelha foram obtidos. Os dados est&o representados na Tabela 9.

Tabela 9
Medidas de sensibilidade e especificidade da PCR complexo L. donovani

especifica para diferentes amostras clinicas em 28 cédes naturalmente infectados
por L. infantum®*.

Amostras Sensibilidade** Especificidade**
Clinicas (1C 95%) (1C 95%)
80% 84,6%
Swab oral (60,9 - 91,1) (57,8 - 95,7)
Swab da pele de 48% 100%
orelha (30 - 66,5) (77,2 - 100)

*10 cées do grupo controle foram utilizados na realizagdo dos célculos.

**Para a obtencdo das medidas, o teste parasitolégico por mielocultura foi
adotado como padréo ouro.

IC = Intervalo de confianca.

5.4.3) PCR em tempo real — parte 3

No contexto experimental da parte 3 deste trabalho, as cargas parasitarias em
cada amostra clinica foram estimadas e os resultados referentes aos swabs oral e da pele
de orelha foram considerados os parametros de comparacdo. Neste caso, a carga
parasitaria no swab oral foi equivalente aquela estimada nos swabs conjuntival e nasal
(p > 0,05) e significativamente inferior as cargas referentes a medula déssea e pele de
orelha (p < 0,05). Néo foi possivel aferir carga parasitaria para o swab da pele de orelha,
pois as amplificacdes obtidas com a qPCR foram negativas ou inespecificas. Os

resultados das cargas parasitarias estdo representados na Figura 38.
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Figura 38: Cargas parasitarias obtidas de swab conjuntival, swab nasal, swab oral, medula Gssea e
pele de orelha de cdes naturalmente infectados por L. infantum (Parte 3). Grupos
marcados com letras minlsculas distintas diferem entre si segundo o teste de Mann-
Whitney.
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6) DISCUSSAO

O diagnostico da LVC apresenta dois propdsitos principais. O primeiro é
confirmar a doenca em cées que apresentam sinais clinicos e/ou anormalidades clinico-
patoldgicas compativeis a LVC. O segundo é investigar a presenca de infec¢do para
estudos epidemioldgicos e inquéritos caninos, triagem de animais saudaveis em regifes
endémicas, geralmente a pedido de seus donos, e prevencdo da transmissdo por
transfusdo sanguinea em clinicas que realizam este procedimento. Além disso, este
segundo proposito do diagndstico se presta a evitar a importacéo de cdes infectados para
regides ndo endémicas e a monitorar a resposta ao tratamento da L\VVC nos paises onde a
terapia canina é legalizada (Miro et al. 2008).

Com base nisso, a distingdo entre infeccdo e doenca clinica é crucial para a
adocao de medidas mais adequadas e melhor direcionadas para o controle da LVC. Para
isso, o diagndstico deve ser eficaz. Porém, existem caracteristicas epidemiologicas da
LVC que impdem grandes desafios para o diagnostico correto. Cdes recentemente
infectados podem apresentar resultados diagndsticos falsos negativos pelas técnicas
disponiveis, simplesmente em razéo de o parasitismo ou das consequéncias da infeccédo
se encontrarem em niveis ainda ndo detectaveis (Oliva et al. 2006).

Outro fato importante é a existéncia de um grande contingente de cées infectados
sem sinais clinicos da LVC em regides endémicas para 0s quais os testes diagnosticos
utilizados rotineiramente exibem reduzida sensibilidade. As estimativas do numero de
animais infectados sem expressao clinica sdo muito variaveis, indo de 25% e chegando
até 80% de acordo com a regido geografica, com o méetodo de diagndstico adotado e
amostras clinicas utilizadas (Berrahal et al. 1996, Papadopoulou et al. 2005, Queiroz et
al. 2009).

Em diferentes locais do mundo como no Brasil, Palestina, regiGes da Europa e
norte da Africa, a prevaléncia registrada da doenca tem sido inferior a 10%, enquanto a
prevaléncia real da infeccdo é certamente mais elevada (Nejjar et al. 1988,
Papadopoulou et al. 2005, Nasereddin et al. 2006, Rondon et al. 2008). Ainda ndo esta
claro se estes cdes sem expressao clinica da LVC se tornam livres da infeccdo, ou se
irdo, e quando irdo expressar 0s sinais clinicos compativeis a LVC (Oliva et al. 2006).

Os testes soroldgicos realizados em larga escala para triagem de cées apresentam
limitacGes uma vez que podem gerar resultados falsos positivos devido a reatividade

cruzada com outras espécies de Leishmania e com Trypanosoma cruzi nas regides onde
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h& sobreposicdo destas espécies com L. infantum (Andrade et al. 2006, Troncarelli et al.
2009). Por outro lado, podem ocorrer resultados falsos negativos em cées
imunossuprimidos presentes em regides endémicas (Fisa et al. 2001).

Embora o0s testes parasitoldgicos ndo moleculares apresentem alta
especificidade, a sensibilidade é reduzida especialmente nos cdes sem expressao clinica
da LVC (Piarroux et al. 1994, Saridomichelakis et al. 2005). Estes testes também
envolvem coletas invasivas de amostras clinicas e requerem a participacdo de
profissionais especializados e experientes para as analises. Além disso, 0s meios de
cultura sdo passiveis de contaminag&o e as analises, tanto em laminas coradas como em
culturas, podem resultar em falsos positivos devido a artefatos. Como estas avaliagdes
sdo dependentes da carga parasitaria, falsos negativos também podem ocorrer se a
quantidade de parasitos for muito baixa ou se os aspirados de fluidos biol6gicos
estiverem muito diluidos (Piarroux et al. 1994).

O método de imunohistoquimica € uma alternativa que incrementa a
sensibilidade do diagnostico (Tafuri et al. 2004). No entanto, estas técnicas ndo sdo
apropriadas para estudos epidemiologicos ou de larga escala, pois sdo mais laboriosas,
demoradas e envolvem amostragens invasivas, além de alta especializacdo técnica
(Gomes et al. 2008).

Os métodos moleculares baseados em PCR tém sido considerados um
importante recurso auxiliar para o diagnéstico da LVC devido as altas sensibilidade e
especificidade apresentadas por tais técnicas (Gomes et al. 2007, Moreira et al. 2007).
Embora a PCR exija infraestrutura mais elaborada e alto treinamento técnico, ela se
tornou uma ferramenta de grande valia para o diagnostico e estudos epidemioldgicos da
LVC.

Torna-se claro que o diagndstico preciso da LVC é complexo e requer,
frequentemente, a utilizacdo de diferentes técnicas para a obtencdo de um resultado
conclusivo. O fato de os cdes infectados apresentarem amplo espectro clinico e
anormalidades clinico-patoldgicas diversas e ndo especificas reforca a necessidade do
uso combinado de métodos laboratoriais para o diagndstico diferencial da LVC
(Paltrinieri et al. 2010).

No presente trabalho, utilizamos uma associacdo de testes sorologicos e
parasitologicos para a inclusdo dos cdes, pois estas técnicas isoladas sdo mais limitadas.
Neste sentido, procuramos adotar um critério mais rigoroso o qual envolveu a exigéncia
prévia de dupla positividade dos testes de ELISA e RIFI adotados no CCZ-BH em
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conformidade com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil.
Além disso, a inclusdo dos cées se deu pela combinacdo de testes parasitoldgicos,
baseados em microscopia Optica, mielocultura, e positividade simultdnea dos testes
sorologicos de ELISA e RIFI padronizados com o uso de antigenos de L. infantum nos
laboratdrios de Sorologia e Biologia de Leishmania (ICB/UFMG).

A avaliacdo de manifestacOes clinicas fisicas e os parametros de biogquimica
sérica, embora tenham valor limitado para o diagnéstico da LVC, séo Uteis para auxiliar
o entendimento do estado clinico, progndstico e evolucdo do tratamento de cdes
infectados, nas circunstancias em que este Gltimo procedimento é legalizado (Costa-Val
et al. 2007). No presente estudo, 0s niveis séricos de creatinina, uréia, albumina e
globulina foram utilizados como complemento a avaliacdo clinica para descricdo dos
cées incluidos.

Na primeira parte desta pesquisa, os cdes foram separados segundo formas
clinicas polares da LVVC. Tornou-se claro que os cdes com sinais clinicos apresentavam
disfungdo renal uma vez que seus niveis de creatinina foram superiores aos demais
grupos, apesar de os niveis de uréia terem sido normais e compativeis as medidas
referentes aos outros grupos. Esta inferéncia € reforcada pelo fato dos cdes com
expressdo clinica terem apresentado marcada reducdo de albumina. Esta diminuicao é
geralmente causada por lesGes hepaticas, subnutricdo e/ou nefropatias que podem estar
associadas a LVC (Slappendel 1988, Noli 1999, Amusategui et al. 2003). Os niveis
detectados de globulina sérica nos grupos 1 e 2 superaram aqueles do grupo controle, o
que levou a uma reducdo da razdo albumina/globulina nos cées infectados abaixo do
nivel considerado normal. Esta razdo foi acentuadamente menor nos cdes com expressao
clinica em relacdo aos demais, o que enfatiza o estado doentio daquele grupo. A razéo
albumina/globulina nos cdes considerados sem sinais clinicos foi considerada menor
apenas em relacdo ao grupo controle. Diante disso, duas hipoOteses sdo possiveis. A
primeira é a de que a globulinemia destes cdes tenha se elevado em razao da presenca de
outros fatores como infeccdes por Babesia, Erlichia canis ou alguma outra desordem
que também cause disproteinemia canina (Shaw et al. 2001). A segunda hipdtese é a de
que a infeccdo por L. infantum seria a causa da alteracdo da globulinemia e que estes
caes sem expressdo clinica estivessem numa transicdo para o estado de doenca.

Dos animais que compuseram as partes 2 e 3 deste trabalho, apenas 6 foram
considerados sem expressao clinica da doenca e por isso ndo houve separacdo de grupos

segundo & presenga ou auséncia de sinais clinicos compativeis & LVC. De acordo com
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as analises bioquimicas, os cdes das etapas 2 e 3 deste estudo ndo apresentaram
evidéncias de anomalias renais quanto aos niveis séricos de creatinina e uréia, mas
houve marcada reducdo dos niveis de albumina. Também houve aumento significativo
dos niveis séricos de globulinas. Estes resultados, juntamente com a ocorréncia de sinais
clinicos fisicos comuns nos casos de LV C, caracterizam a expressdo clinica da doenca.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de amostras clinicas de
coleta ndo invasiva para o diagndstico da LVC por PCR. No total, foram analisados
quatro tipos de amostras coletadas com swab devido a sua rapidez e praticidade para
obtencdo de material bioldgico. A LVC é uma doenca sistémica e a infeccdo pode se
estabelecer em uma ampla variedade de 6rgéos e tecidos do hospedeiro (Ciaramella et
al. 1997, Rallis et al. 2005, Adamama-Moraitou et al. 2007). Neste estudo, analisamos
0s swabs conjuntival, nasal e oral em fungdo do interesse em se avaliar a deteccdo de
DNA do parasito em mucosas, tecidos estes acometidos por processos patologicos
devido a infeccdo por L. infantum (Koutinas et al. 1999, Blavier et al. 2001, Pefia et al.
2008, Petanides et al. 2008).

Os swabs conjuntival e nasal foram coletados separadamente de ambos os olhos
e narinas respectivamente, sendo cada qual uma amostra distinta. Porém, para a
comparacdo das positividades destas amostras com as demais, foi utilizado o swab
monolateral para evitar favorecimento desta amostra clinica. De modo geral, a PCR-
hibridizagcdo apresentou elevadas positividades, sensibilidades e especificidade com o
uso do swab conjuntival, demonstrando alto potencial diagnostico para esta amostra
clinica. Indiferentemente para cdes com ou sem sinais clinicos, as positividades obtidas
com o swab conjuntival foram altas, superando ou igualando-se estatisticamente aos
resultados derivados de amostras clinicas de coleta invasiva como medula dssea e
bidpsia de pele de orelha. Isto, associado a facilidade de amostragem, torna o swab
conjuntival uma alternativa muito atraente para o diagndstico molecular da LVC
especialmente em relacdo aos cdes sem expressao clinica para os quais ha reduzida
sensibilidade de técnicas diagnosticas tradicionais e/ou de uso rotineiro (Nasereddin et
al. 2006, Ferroglio et al. 2007, Moreira et al. 2007).

A especificidade obtida para PCR-hibridizacdo com o swab conjuntival foi
relativamente baixa apenas para 0s cdes com expressao clinica. Neste caso, um nimero
maior de cdes negativos para mieloculutura foram positivos para a PCR-hibridizacéo
com swab conjuntival, o que reduziu a especificidade desta técnica. Este fato esta mais

associado a limitacBes da sensibilidade do teste parasitoloégico baseado em anélise de
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mieloculturas, o qual foi adotado como padrdo ouro nas comparagdes. Diferentes
estudos tém mostrado que técnicas parasitologicas ndo moleculares apresentam menor
sensibilidade e, portanto, apresentam mais dificuldades para identificar a infecgéo
canina por L. infantum (Strauss-Ayali et al. 2004, Chargui et al. 2007). No entanto, 0
método de mieloculturas foi adotado como padrdo de referéncia por ser altamente
especifico e por apresentar sensibilidade superior aos testes parasitolégicos baseados em
analises citologicas e histopatoldgicas (Evans 1989, Rodriguez-Cortés et al. 2010).

Nas etapas experimentais seguintes (partes 2 e 3), o swab conjuntival foi
submetido a cPCR juntamente com as demais amostras clinicas coletadas. Para esta
técnica de PCR, a sensibilidade obtida com o swab conjuntival foi menor, evidenciando
que a utilizacdo de diferentes métodos de PCR pode interferir nos resultados (Pilatti et
al. 2009). O indice de positividade obtido da associagdo da cPCR com o swab
conjuntival foi equivalente aqueles referentes a todas as amostras de coleta ndo invasiva
e a bidpsia de orelha, sendo superado apenas pelo resultado de medula &ssea.
Adicionalmente, verificamos que a combinacao das conjuntivas permitiu um incremento
na positividade e, desta forma, se igualou estatisticamente ao resultado de medula 6ssea
(dados ndo mostrados).

Comprovamos também um aumento na frequéncia do resultado positivo para o
swab nasal ao se combinar as narinas. Este procedimento torna-se bastante
recomendavel para estudos de triagem diagnostica em inquéritos caninos, pois, ao se
associar as amostras, a probabilidade e a sensibilidade de deteccéo da infeccdo tornam-
se maiores. Este fato foi corroborado em outros estudos com swab conjuntival, o que
reforca a importancia da combinagdo das oculares para o diagnéstico (Strauss-Ayali et
al. 2004, Ferreira et al. 2008).

Diferentes estudos tém enfatizado o potencial do swab conjuntival para o
diagnostico molecular da LVC. Num estudo longitudinal em regido endémica, um
método de nested PCR associado ao swab conjuntival foi avaliado e apontado como um
possivel marcador de exposicdo de cdes a Leishmania (Gramiccia et al. 2010). Outros
autores tém demonstrado, de forma preliminar, alta sensibilidade do swab conjuntival
associado a PCR para o diagnéstico da LVC (Berrahal et al. 1996, Strauss-Ayali et al.
2004). Solano-Gallego et al. (2001a) utilizaram bidpsia de conjuntiva e a submeteram a
PCR para deteccdo de DNA de L. infantum. Seus resultados para esta amostra clinica
apresentaram frequéncias de positividade mais elevadas do que aquelas obtidas para

medula 6ssea. Consideramos que a coleta de amostra com o swab conjuntival apresenta
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vantagens importantes, pois é ndo invasiva e permite a retirada de material de uma area
maior da mucosa por meio do esfregaco do swab contra o tecido. Lombardo et al.
(2011) destacou o desempenho do swab conjuntival associado & PCR, o qual foi similar
ao de linfonodo, segundo estudo realizado em uma regido endémica da Italia. Neste
caso, os autores detectaram DNA de L. infantum em swab conjuntival de 36 cdes em um
total de 163 animais. Nosso grupo de pesquisa vem estudando sistematicamente esta
amostra clinica de coleta ndo invasiva sob diferentes contextos comparativos, levando-
se em conta o status clinico de cédes naturalmente infectados e comparando-a com
diferentes amostras clinicas para o diagndstico molecular da LVC em regido endémica
brasileira (Ferreira et al. 2008, Pilatti et al. 2009, Leite et al. 2010).

Admite-se que o parasito se dissemine para as mucosas do cdo por via sanguinea
ou linfatica (Reithinger et al. 2002b). Além disso, é razodvel admitir que o parasito
possa alcancar a conjuntiva e o focinho diretamente pela picada de flebotomineos que
tém preferéncia em se alimentar em regifes do cdo desprovidas de pélos (Di Muccio et
al. 2008). Este fendmeno deve ocorrer com grande frequéncia especialmente em regides
endémicas onde a densidade vetorial pode ser alta.

Na segunda etapa deste trabalho, observamos que o indice de positividade para o
swab nasal foi elevado e estatisticamente equivalente ou superior aos resultados obtidos
com as demais amostras clinicas. A sensibilidade calculada para o diagnostico
molecular com o swab nasal foi a segunda maior e proxima a primeira referente a
medula 6ssea. Porém, sua especificidade foi baixa devido as mesmas razdes discutidas
para 0 uso do swab conjuntival em cdes com expressdo clinica. Embora o teste de
mieloculturas seja muitas vezes eleito como método de referéncia nos estudos de
acuracia diagnostica, admite-se atualmente nao existir um padrao ouro definitivo para o
diagnostico da LVC (Ferreira et al. 2007, Rodriguez-Cortés et al. 2010). O teste padrdo
a ser adotado pode variar de acordo com o foco investigativo do pesquisador e a escolha
da técnica de referéncia deve ser orientada de acordo com o custo, operacionalidade,
sensibilidade e especificidade envolvida (Rodriguez-Cortés et al. 2010).

A mucosa nasal tem sido relatada como um dos tecidos acometidos por
processos inflamatorios e histopatoldgicos decorrentes da infec¢do por L. infantum em
caes. Dentre as manifestacBes patoldgicas nasais destacam-se os granulomas, que
podem ser piogénicos, e as lesdes linfoplasmocitdides (Pefia et al. 2008, Petanides et al.
2008). A deteccdo de DNA de L. infantum na mucosa nasal de boa parte dos cées

analisados neste trabalho evidenciou a presenca do parasito neste tecido. Isto € uma
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evidéncia da efetiva colonizacdo do parasito nesta regido anatdmica do cdo.
Particularmente em relacdo ao swab nasal, dados de espectrofotometria indicaram altas
concentragdes e pureza do DNA extraido (dados ndo mostrados). Este é um indicativo
de que este tipo de amostragem permite a obtengdo de um alto teor celular
demonstrando ser essa amostra clinica uma rica fonte de material bioldgico para estudos
moleculares.

Na terceira etapa deste estudo, embora com um tamanho amostral menor, a
cPCR associada ao swab oral também apresentou alta positividade, resultado este que
foi equivalente ou superior aos indices demonstrados com as outras amostras clinicas.
Além disso, suas sensibilidade e especificidade foram igualmente altas. Este panorama
evidencia que as amostras clinicas de coleta ndo invasiva a partir de mucosas avaliadas
no presente trabalho séo fortes candidatas para estudos mais amplos de triagem canina
envolvendo diagndstico molecular da LVC por PCR.

O swab oral foi avaliado pela primeira vez em uma regido endémica brasileira
para o diagnostico molecular da LVVC. Esta amostra clinica foi objeto de estudo em uma
regido endémica da Italia onde foram utilizados 163 cées (Lombardo et al. 2011). Estes
autores observaram baixa positividade da PCR quantitativa associada ao swab oral uma
vez que detectaram a infeccdo por L. infantum em apenas 8,7% da amostra total de
animais e em 15% de caes considerados soropositivos.

Diferentes rotas para o acesso de Leishmania a mucosa oral sdo possiveis. Por
exemplo, tém sido propostas algumas vias de entrada através de glandulas salivares,
tecidos periodontais, gengivais, além de tecidos linfoides das tonsilas (Duncan et al.
2007).

Embora o swab oral tenha sido analisado dentro de um espaco amostral reduzido
neste trabalho, seus resultados para o diagnostico molecular por cPCR foram
consideraveis e bastante promissores. Neste contexto, 22 de 28 cées tiveram a infeccdo
por L. infantum confirmada utilizando-se esta amostra clinica mesmo em animais com a
mucosa oral sem lesdes evidentes. Estes resultados em conjunto levantam a suspeita da
transmissdo direta do parasito entre cées por meio de mordeduras e lambeduras, como ja
mencionado por Lombardo et al. (2011). Todavia, estudos mais profundos devem ser
realizados para uma investigacdo mais rigorosa desta possibilidade. Até o momento, ela
€ apenas especulativa.

O swab da pele de orelha evidenciou maior limitacdo de acordo com seus

resultados de positividade e sensibilidade para o diagnéstico molecular da LVC. A

92



DISCUSSAO

frequéncia de resultado positivo para esta amostra foi superada por aqueles referentes as
demais amostras clinicas com excecdo do swab conjuntival e bidpsia de pele de orelha,
0S quais apresentaram positividades estatisticamente equivalentes. Apesar de estas
amostras terem sido comparadas dentro de um tamanho amostral reduzido, o
desempenho similar do swab em relacéo a bidpsia, ambos para pele de orelha, chama a
atencdo e demonstra o potencial daquela amostra de coleta ndo invasiva. Constatamos
neste trabalho que a extracdo de DNA do swab da pele de orelha ndo foi eficiente, pois
foram evidenciados baixos rendimento e pureza deste &cido nucléico. Segundo dados de
espectrofotometria, houve indicativos da presenca de resquicios protéicos nestas
preparacdes de DNA (dados ndo mostrados). Isto provavelmente causou inibicdo da
cPCR e reduziu acentuadamente sua positividade e sensibilidade. A especificidade da
cPCR obtida com esta amostra foi maxima, o que, em principio, torna esta metodologia
compativel com testes parasitologicos ndo moleculares, também altamente especificos.
Fica claro, portanto, que o uso do swab da pele de orelha deve ser mais estudado e
aperfeicoado para fins diagndsticos da LVC.

A medula 6ssea é um tecido extensivamente utilizado nos estudos de LVC, visto
que € muito colonizado por L. infantum devido ao seu tropismo para os tecidos
linfoides. Devido a isso, altas sensibilidades da PCR sdo recorrentemente reportadas
para a medula Ossea a qual é uma importante fonte de parasitos para testes
parasitologicos convencionais € moleculares (Maia et al. 2009, Quaresma et al. 2009).
Na primeira etapa deste trabalho, a positividade e sensibilidade da PCR-hibridizacao
para medula 6ssea foram significativamente maiores nos cdes com sinais clinicos da
LVC. Aspecto semelhante foi corroborado com os resultados para bidpsia de pele de
orelha. Isso evidenciou uma marcada reducdo de sensibilidade para deteccdo da
infeccdo em animais sem expressao clinica da doenca. A dificuldade em se diagnosticar
a infeccdo em cédes sem manifestacdes clinicas de forma acurada tem sido uma grande
preocupacao para as campanhas de controle e ainda permanece como um desafio para o
diagnostico correto da LVC (Quinnell et al. 2001, Mettler et al. 2005, Porrozzi et al.
2007).

Os resultados para medula dssea foram mais expressivos utilizando-se a cPCR.
Neste caso, a positividade sofreu um importante incremento assim como ocorreu para
pele de orelha. No caso da medula 6ssea, a sensibilidade obtida com a cPCR foi a mais

alta, o que esta de acordo com referéncias na literatura que indicam estar esta amostra
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dentre aquelas que permitem maior sensibilidade para o diagnéstico da LVC por PCR
(Maia et al. 2009, Quaresma et al. 2009).

E importante lembrar que a coleta de aspirados medulares é invasiva e mais
trauméatica aos animais. Ela exige a sedacdo do cdo e normalmente resulta em
resisténcia dos donos em cederem seus animais para realizacdo de exames que
envolvam este material biolégico. Por isso, 0 uso de medula 6ssea apresenta obstaculos
para estudos clinicos e epidemiol6gicos em maior escala.

A pele foi incluida neste estudo devido a sua importancia epidemioldgica na
transmissdo da LVC, pois representa a principal via de acesso para o repasto sanguineo
de flebotomineos. Diferentes estudos com esta amostra clinica de cées evidenciaram
altos indices de positividade para o diagndstico molecular (Manna et al. 2004, Queiroz
et al. 2011). Xavier et al. (2006) avaliaram diferentes técnicas de diagndstico a partir de
bidpsias de pele de distintas regides anatdmicas em cédes naturalmente infectados com L.
infantum. Estes pesquisadores concluiram que a combinacdo da PCR com a pele da
orelha apresentou o melhor desempenho, sendo por isso, indicada para o diagndstico
molecular da LVC. A deteccdo de amastigotas tem sido correlacionada com regifes de
alta irrigacdo sanguinea no cdo e a pele de orelha é apontada como de alta
susceptibilidade a infecgédo via flebotomineos (Travi et al. 2001).

Em nosso estudo, a face interna da pele de orelha foi escolhida para coleta, pois
é normalmente desprovida de pélos e a retirada de material é relativamente simples. No
entanto, deve-se frisar que a bidpsia de pele é uma forma invasiva de coleta, geralmente
dolorosa e sanguinolenta, exigindo anestesia e assepsia local para retirada de material.

O sangue periférico é de obtencdo mais facil em relacdo a medula dssea e a
bidpsias de pele, e sua coleta é considerada por alguns autores como menos invasiva
(Strauss-Ayali et al. 2004). No entanto, nossos resultados de diagndstico molecular para
0 sangue apresentaram as menores positividade e sensibilidade indiferentemente do
grupo de cdes em que esta amostra foi testada. Ha resultados conflituosos na literatura
acerca do desempenho da PCR realizada a partir de sangue periférico, de modo que
alguns estudos demonstraram ter esta técnica alta sensibilidade (Fisa et al. 2001,
Lachaud et al. 2002a, Manna et al. 2004), ao passo que outros autores evidenciaram o
contrario (Reale et al. 1999, Silva et al. 2001b). Em nosso contexto experimental, a
PCR-hibridizacdo apresentou baixa eficiéncia utilizando-se sangue canino como fonte
de DNA de Leishmania. E sabido que a carga parasitaria sanguinea varia ao longo do

tempo e resultados falsos negativos podem ser obtidos caso a coleta seja feita em
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periodos nos quais a carga esteja baixa (Strauss-Ayali et al. 2004). Esta é uma
dificuldade para a deteccdo de Leishmania em sangue canino, e a dindmica, duracéo e a
constancia da carga parasitaria sanguinea ainda permanecem pouco conhecidas
(Lachaud et al. 2002b, Nasereddin et al. 2006). Além disso, 0 sangue apresenta
inibidores de PCR como a hemoglobina, o que pode ter afetado nossos resultados.
Particularmente em relacdo aos produtos de PCR derivados desta amostra clinica,
observamos inimeras bandas espurias nos géis de eletroforese. Isto envolve maior
competicdo pelos iniciadores e diminui a eficiéncia da PCR. Devido a estas limitagdes e
a intermiténcia da carga parasitaria sanguinea ao longo do tempo, o sangue periférico
ndo foi utilizado para a realizagdo da PCR em tempo real (QPCR).

Com ja discutido anteriormente, observamos que diferentes amostras clinicas
com as maiores sensibilidades para o diagnostico molecular tiveram, em contrapartida,
menores especificidades. Ao contrario, as maiores especificidades foram obtidas
juntamente com sensibilidades reduzidas. As amostras clinicas de coleta ndo invasiva
permitiram a obtencdo de altas sensibilidades, com exce¢do do swab da pele de orelha.
Isto mostra um potencial importante para 0 uso destas amostras como um recurso
auxiliar para o diagnostico molecular da LVVC enquanto procedimento preliminar para
triagem de cées. Destaques sdo dados ao swab conjuntival em cées sem sinais clinicos e
ao swab oral cujas reac6es de PCR-hibridizacdo e cPCR, respectivamente, apresentaram
altas sensibilidade e especificidade.

Tornou-se claro neste trabalho que o uso de diferentes métodos de PCR
convencional implica em diferentes resultados diagnosticos da LVC para uma mesma
amostra clinica. Neste estudo, utilizamos as técnicas de PCR-hibridizacdo e PCR
complexo L. donovani especifica (cCPCR), ambas com iniciadores enderecados para a
regido conservada de minicirculo de KDNA. Embora estes ensaios tenham sido
realizados em contextos experimentais diferentes e com tamanhos amostrais distintos, é
fato conhecido que diferentes métodos de PCR podem apresentar diferentes
sensibilidades para o diagndstico (Lachaud et al. 2002b, Carson et al. 2010). Em
trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, comparamos quatro métodos de PCR
incluindo a PCR-hibridizacdo e variacdes de nested PCR para o diagndstico molecular
da LVC utilizando-se o swab conjuntival (Pilatti et al. 2009). Neste caso, verificamos
que a PCR-hibridizacdo foi mais robusta por ter apresentado maior sensibilidade, além
de permitir a diferenciacdo entre L. infantum e L. braziliensis. A hibridizacdo é uma

etapa adicional que aumenta a sensibilidade da PCR e confirma seus resultados
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(Degrave et al. 1994, Reithinger et al. 2000, Headington et al. 2002, Ferreira et al.
2008). Por isso, esta metodologia foi utilizada na presente pesquisa. Porém, sua
desvantagem reside no fato de exigir infraestrutura mais elaborada para protecdo
radiolégica, uma vez que envolve o uso de radioisétopos.

A utilizacdo da cPCR para diagnéstico da LVC a partir das amostras clinicas de
coleta ndo invasiva adotadas neste trabalho ainda néo havia sido avaliada. Este método
molecular apresenta vantagens, pois envolve uma Unica etapa, dispensa uso de
radionuclideos bem como de amplificacdes sequenciais (nested), o que diminui as
chances de contaminacdo. Por essas razdes, escolhemos utilizar a cPCR na segunda e
terceira etapa experimental deste estudo. De forma geral, o tipo de PCR a ser escolhido
depende da informacdo que se quer obter com o diagnostico e da infraestrutura
laboratorial disponivel (Pilatti et al. 2009, Rocha et al. 2010).

A carga parasitaria também foi averiguada nas diferentes amostras clinicas
utilizadas neste trabalho, exceto no sangue periférico. Na primeira parte deste estudo,
demonstramos que o swab conjuntival e medula 0ssea mostraram maiores cargas
parasitarias em cdes com sinais clinicos em relagéo a estas respectivas amostras em caes
sem expressdo clinica. Isto estd de acordo com diversos autores que verificaram
reiteradamente ser o alto parasitismo uma das caracteristicas marcantes de caes
naturalmente infectados com manifestacdes clinicas da LVC (Giunchetti et al. 2006,
Reis et al. 2006b, Giunchetti et al. 2008). Em nosso trabalho, as cargas parasitarias
obtidas para pele de orelha foram mais altas do que as demais amostras clinicas em
ambos 0s grupos de cdes, com e sem sinais clinicos, infectados por L. infantum. Além
disso, as cargas para pele foram estatisticamente equivalentes quando comparadas entre
0s dois grupos. Inesperadamente, a positividade da PCR convencional, especialmente da
PCR-hibridizacéo, foi baixa para pele de orelha. Possivelmente, isto esta relacionado ao
fato de que a quantidade de DNA utilizada para a PCR convencional ndo foi controlada.
Ao contrario, a concentracdo de DNA foi normalizada para a realizacdo da qPCR.

A pele intacta de orelha de cdo foi considerada como um dos principais alvos
para deteccdo e confirmacdo parasitoldgica da LVC (Madeira et al. 2009b). Manna et al.
(2006) acompanharam a infeccdo em cdes sem sinais clinicos infectados por L. infantum
e verificaram que o parasitismo na pele destes animais se apresentou maior do que o de
linfonodo utilizando a gPCR. Ainda, comprovaram que a carga parasitaria cutanea
permaneceu alta nestes animais por seis meses. Reis et al. (2006a) utilizaram a técnica

de Leishman Donovan Units (LDU) para estimar a carga parasitaria em diferentes
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amostras clinicas em cdes naturalmente infectados. Nesse caso, um nimero maior de
parasitos foi detectado na pele, quando comparada & medula 6ssea. Em outro trabalho,
foi demonstrado que a densidade parasitaria em macrofagos foi equivalente na pele de
caes com e sem sinais clinicos provenientes da regido amazonica brasileira, utilizando-
se 0 método de imunohistoquimica (Lima et al. 2010). Todavia, estes ultimos autores
confrontaram 51 cdes doentes com apenas 9 cdes sem manifestacfes clinicas para a
LVC.

Nossos resultados estdo de acordo com estes trabalhos, com o diferencial de que
cdes sem expressdo clinica compativel a LVC apresentaram cargas parasitarias na pele
similares aquelas dos cdes com manifestaces clinicas, utilizando-se a gqPCR com
tamanhos amostrais maiores e equivalentes entre si. Este dado enfatiza a importancia
dos cdes como reservatdrios e como um elo fundamental para a cadeia de transmissdo
da LVC, especialmente aqueles sem sinais clinicos, uma vez que a pele do céo é
normalmente o primeiro ponto de contato com os flebotomineos (Berrahal et al. 1996,
Solano-Gallego et al. 2001a).

A infecgdo experimental de flebotomineos foi demonstrada por xenodiagnostico
a partir de cées infectados sem expressao clinica utilizando-se Lutzomyia longipalpis
(Costa-Val et al. 2007) e Phlebotomus perniciosus (Molina et al. 1994). Isto impde um
grande desafio para o controle da L\VC em regifes endémicas. E importante lembrar que
0s testes soroldgicos realizados em larga escala para triagem canina no Brasil
apresentam problemas para a identificacdo de cdes com infeccdo subclinica (Ferreira et
al. 2007). Aléem disso, € comum ocorrerem atrasos para a eutanasia de caes
confirmadamente infectados, 0 que mantém estes animais como fonte de infeccéo para
flebotomineos por mais tempo (Courtenay et al. 2002). Estes fatores associados ao alto
parasitismo cutaneo dos cdes podem contribuir sensivelmente para a manutencdo de
altas taxas de prevaléncia e transmissdao da LVC em locais como Belo Horizonte e
possivelmente em outras cidades brasileiras e regiées endémicas do mundo.

Neste estudo, observamos que as cargas parasitarias nas mucosas dos caes foram
mais baixas. De forma similar, reduzidas quantidades de amastigotas foram detectadas
por gPCR em swab conjuntival de cdes infectados mesmo quando combinadas ambas
oculares, reforcando ser baixa a carga parasitaria da mucosa conjuntival (Galletti et al.
2011). O baixo parasitismo nas mucosas foi inesperado uma vez que a positividade da
PCR convencional para estes tecidos foi alta. No entanto, a caracteristica do resultado

dos diferentes ensaios de PCR utilizados neste estudo é diferente. Neste sentido, a PCR
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convencional demonstrou apenas a presenga ou auséncia do DNA do parasito enquanto
a gPCR evidenciou uma estimativa quantitativa do nimero de amastigotas por células
caninas. Além disso, admite-se que a qPCR tenha condi¢Bes de termociclagem mais
precisas e maior sensibilidade de deteccdo do que os métodos moleculares
convencionais (Bell and Ranford-Cartwright 2002; Francino et al. 2006).

Na segunda e terceira etapa deste trabalho, as cargas obtidas para medula ¢ssea
foram tdo altas quanto as da pele de orelha. Este resultado corrobora ser a medula 6ssea
um tecido rico em amastigotas e por isso tem sido muitas vezes utilizado como amostra
de escolha para a confirmagéo da infecgéo canina por L. infantum (Solano-Gallego et al.
2007, Carson et al. 2010).

Pela primeira vez, a carga parasitaria em caes infectados por L. infantum foi
estimada para os swabs nasal e da pele de orelha. Embora Lombardo et al. (2011)
tenham sido pioneiros ao demonstrarem o swab oral como fonte de DNA de L. infantum
em cdes utilizando a gPCR, o enfoque destes autores foi dado ao diagnostico qualitativo
e as cargas parasitarias ndo foram demonstradas.

Em nosso estudo, as cargas parasitarias destas amostras clinicas de coleta ndo
invasiva foram analisadas simultaneamente num contexto comparativo. Este trabalho
abre uma importante perspectiva para pesquisas mais profundas que possam esclarecer
melhor as aplicacGes destas amostras clinicas, tanto para a PCR convencional quanto
para a gPCR em estudos sobre a LVC. Nossos resultados evidenciaram um grande
potencial destas amostras clinicas, pois elas demonstraram desempenho superior ou
equivalente ao de amostras de obtencdo invasiva para o diagndstico qualitativo. A
utilizacdo do swab para coleta de material biolégico € bastante atraente, pois é
praticamente indolor, simples, rapida e ndo invasiva. Apesar de o swab de orelha ter
apresentado baixo desempenho, acreditamos ser ele passivel de aperfeicoamento,
especialmente em relacdo a extracdo do DNA. A partir disso, esta amostra clinica
poderia ser uma promissora alternativa as biopsias cutaneas para coleta de material
destinado a PCR.

A comparacdo de diferentes amostras clinicas para a deteccdo de DNA de
Leishmania é relevante, pois a distribuicdo do parasito nos diferentes tecidos
hospedeiros ndo é uniforme (Reis et al. 2006a). Portanto, a avaliacdo do diagndstico
molecular a partir de diferentes regides anatdmicas de coleta contribui para uma escolha

criteriosa da amostra clinica mais adequada a ser utilizada em maior escala.
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Outro precedente importante deste trabalho é a possibilidade do uso de swabs
para coleta de material biolégico em humanos para fins de diagndstico das
leishmanioses. Em um estudo realizado no Equador, 15 de 16 pacientes tiveram
diagnostico por PCR positivo para a leishmaniose cuténea utilizando-se swab para
coleta de exsudato em lesdes de pele (Mimori et al. 2002). Neste caso, 0 uso do swab foi
indicado pelos autores como um possivel substituto de bidpsias. Na Colémbia, Figueroa
et al. (2009) conseguiram diagnosticar leishmaniose cutdnea em pacientes utilizando
PCR a partir dos swabs conjuntival e nasal. Na India, foi detectada uma alta proporgéo
de pacientes com LV utilizando-se o diagnéstico molecular a partir dos swabs oral e
conjuntival (Vaish et al. 2011). Estes exemplos ilustram o potencial destas amostras de
coleta ndo invasiva para 0 uso em humanos e poderiam ser testadas em regides
endémicas brasileiras.

No presente trabalho, também analisamos a correlagcdo entre os titulos de 1gG
total e a carga parasitaria em diferentes amostras clinicas de cdes com e sem sinais
clinicos para a LVC. A investigacdo das relacdes da producdo de 1gG e de suas
subclasses com a evolucdo da LV e com o status clinico de cdes infectados por L.
infantum vem adquirindo grande relevancia (Reis et al. 2009). Estudos sobre estes
aspectos sao estratégicos, pois um melhor conhecimento dos principios que regem a
dindmica da infeccdo e da doenca nos cdes é fundamental para o aperfeicoamento do
diagnostico e do tratamento da LVC.

Na primeira parte de nosso estudo, os titulos de IgG total foram medidos para
cada cdo naturalmente infectado e confrontados com sua respectiva carga parasitaria em
diferentes amostras clinicas. Porém, ndo detectamos associacao entre a carga parasitaria
e titulos de 1IgG em nenhuma amostra de coleta ndo invasiva independentemente do
status clinico dos cdes. O mesmo resultado foi obtido quando analisamos os dados de
medula éssea e pele de orelha para os cdes com expressao clinica. Estes dados sugerem
que a carga parasitaria parece nao ter qualquer influéncia sobre a gamaglobulinemia.

Muitos autores tem se dedicado ao estudo das subclasses 1gG1l e 1gG2 como
possiveis indicadores do status clinico de cdes e do prognéstico da LVC. Neste
contexto, 0s resultados publicados sdo ainda controversos. Alguns estudos
demonstraram haver uma relacdo direta entre altos niveis de 1gG1 e a presenca de sinais
clinicos em cées infectados por L. infantum e, por outro lado, evidenciaram correlacao
direta entre alta producdo de IgG2 e auséncia de manifestacdes clinicas nestes
hospedeiros (Deplazes et al. 1995, Nieto et al. 1999, Solano-Gallego et al. 2001b,
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Quinnell et al. 2003a, Iniesta et al. 2005). No entanto, outros autores mostraram uma
relacdo inversa entre estas imunoglobulinas e o quadro clinico canino (Leandro et al.
2001, Reis et al. 2006b, Costa-Val et al. 2007, Freitas et al. 2012).

E importante mencionar que em grande parte destes trabalhos utilizou-se a
técnica de ELISA para avaliagdo dos niveis de 1gG por meio de leituras de absorbancia.
Neste caso, 0s resultados desta técnica sdo influenciados pela temperatura e tempo de
incubacdo da placa, além da concentracdo da peroxidase ligada ao conjugado. A
combinacdo destes fatores se torna uma variavel que pode influenciar nos valores de
absorbancia fazendo com que os niveis de diferentes subclasses de 1gG ndo sejam
diretamente comparaveis (Alves et al. 2009b). Este dado possivelmente est4 relacionado
ao fato de que as absorbancias obtidas com a técnica de ELISA foram equivalentes entre
0s grupos de cdes com e sem expressdo clinica da LVC no presente trabalho.

Em nosso estudo, utilizamos a técnica de RIFI para medir os titulos de 1gG total,
0 que ndo leva em conta as variagdes das medidas de absorbancia. Neste caso,
verificamos a presenca de correlacdo positiva e significativa entre os niveis de IgG e o
parasitismo de cdes sem manifestacOes clinicas apenas quando a medula 0ssea e a pele
de orelha foram consideradas. A presenca de associagdo entre a carga parasitaria e 0s
titulos de 1gG em apenas alguns tecidos do cdo infectado pode estar relacionada a
diferentes padrdes de resposta imune nos diferentes 6rgaos ou tecidos do hospedeiro, 0s
quais devem influenciar diferentemente o parasitismo. De fato, tem sido comprovado
que os microambientes dos Orgdos caninos densamente parasitados por L. infantum
apresentam diferentes padrdes de resposta imune, 0 que esta intimamente relacionado a
distintas interacGes parasito-hospedeiro (Alves et al. 2009Db).

Embora ndo possamos fazer inferéncias diretas a partir dos resultados de
associacgdes significativas, eles abrem um precedente importante para investigar se ha
realmente uma relacdo causal entre 0 aumento de carga parasitaria em tecidos altamente
colonizados pelo parasito e o incremento dos niveis de IgG antiLeishmania em cdes sem
sinais clinicos. Além disso, ndo se pode descartar a hipotese de que estes caes
estivessem num processo de transicdo para uma fase de estabelecimento da LVVC ou da
doenca propriamente dita. Junto a isso, surge a necessidade de elucidar os processos
pelos quais o cdo infectado sem expressdo clinica passa ao estado de doente.

De modo geral, o aumento da gamaglobulinemia nos cées infectados esta
associado a patogenia da LVC, uma vez que dai decorre a formacdo e acumulacdo de

imunocomplexos responsaveis por diversos processos patolégicos no hospedeiro
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(Giunchetti et al. 2006, Plevraki et al. 2006, Giunchetti et al. 2008). Nossos dados de
RIFI estdo de acordo com esta premissa uma vez que 0s cdes com expressdo clinica da
LVC apresentaram maiores titulos de anticorpos do que os cdes considerados sem
manifestacdes clinicas. Em relagdo aos nossos resultados de correlacdo entre 0s
parasitismos cutaneo e medular e os titulos de 1gG anti-Leishmania nos caes sem sinais
clinicos, fica 0 ensejo para investigacdes mais acuradas sobre a possibilidade de haver
uma gradacdo dessas variaveis que esteja relacionada a evolucao da LVC.

Com base em tudo o que foi discutido, fica claro que o diagndstico molecular
associado a amostras clinicas de coleta ndo invasiva tem grande potencial de
aplicabilidade na triagem de cdes. Além disso, o desempenho verificado destas amostras
também abrem perspectivas para 0 uso em humanos. O presente trabalho pode ser
considerado como um subsidio para a realizacdo de estudos de campo em maior escala
com a finalidade de verificar a validade destas amostras obtidas por meio de swabs para
o0 diagnostico da LV num contexto epidemiologico. Atualmente, um estudo mais amplo
envolvendo inquéritos de cdes domiciliados estd sendo realizado por nosso grupo de
pesquisa com o objetivo de averiguar o desempenho do swab conjuntival para o
diagnostico molecular da LVC em maior escala.

Em suma, os espécimes clinicos avaliados neste estudo podem ser um recurso
auxiliar importante para o diagndstico da LV C e vir a ser parte do repertorio de opgdes a

serem escolhidas para esta finalidade.
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7) CONCLUSOES

> O swab conjuntival associado a PCR-hibridizacéo apresentou alto potencial para
a deteccdo de L. infantum, ao demonstrar alta positividade, sensibilidade e/ou

especificidade em cées com e sem sinais clinicos compativeis a LV;

» O desempenho do swab conjuntival para a detecgdo de L. infantum, segundo a
PCR-hibridizacdo, foi expressivo, pois superou ou foi equivalente aquele
apresentado por amostras clinicas de coleta invasiva como medula éssea, pele de
orelha e sangue periférico, independentemente do status clinico dos caes

naturalmente infectados;

> A utilizacdo de medula dssea e pele de orelha associadas a PCR-hibridizacéo se

mostrou limitada para a deteccdo do parasito em cdes sem sinais clinicos da LV;

» O sangue periférico apresentou a menor eficiéncia para o diagnostico molecular
da LVC indiferentemente do status clinico dos caes naturalmente infectados por

L. infantum;

> A pele de orelha apresentou a maior carga parasitaria independentemente do

status clinico dos caes naturalmente infectados;

» Os niveis de parasitismo detectados na medula 6ssea e swab conjuntival em cées
com manifestacbes clinicas foram consideravelmente maiores em relacdo as
cargas parasitarias obtidas nestas respectivas amostras em cdes sem sinais

clinicos;

» Os titulos de 1gG antiLeishmania foram significativamente mais elevados nos

caes naturalmente infectados com expressao clinica;

> Correlacdes positivas e significativas foram obtidas entre o nivel de IgG total
antiLeishmania e a carga parasitaria em cdes sem manifestacoes clinicas apenas

guando medula dssea e pele de orelha foram consideradas;
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» O swab nasal associado a cPCR apresentou alto potencial para a deteccdo de L.
infantum ao demonstrar altas positividade e sensibilidade, e por apresentar
desempenho equivalente aquele demonstrado por amostras clinicas de coleta

invasiva como medula 6ssea e pele de orelha;

» O swab oral associado a cPCR apresentou alto potencial diagndstico ao
demonstrar altas positividade, sensibilidade e especificidade, alem de exibir
desempenho equivalente aquele demonstrado por medula dssea e bidpsia de pele
de orelha;

> Nas etapas 2 e 3 deste estudo, a medula 6ssea e a pele de orelha foram os tecidos

mais parasitados segundo o método de qPCR,;

» As cargas parasitarias estimadas nas mucosas conjuntival, nasal e oral foram as

mais bhaixas;

» O swab da pele de orelha apresentou baixa eficiéncia para o diagndstico

molecular da LVC;
> Dentro deste contexto experimental, os swabs conjuntival e nasal foram as

amostras clinicas mais adequadas para o diagnéstico molecular da LVC

utilizando-se a  PCR-hibridizacito e a cPCR  respectivamente
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8) PERSPECTIVAS

Os resultados da presente pesquisa naturalmente abrem precedentes para novos
estudos mais aprofundados. Dentre os possiveis encaminhamentos deste trabalho,
destacam-se:

v Avaliar o desempenho dos swabs conjuntival, nasal e oral em larga escala sob o
contexto epidemioldgico para o diagndstico molecular da LVC;

v" Aperfeicoar o processo de extragdo de DNA do swab da pele de orelha com a
finalidade de avaliar seu potencial para o diagnostico molecular da LVC e para a
estimativa de carga parasitaria por qPCR;

v’ Investigar as possiveis causas das associacdes entre os titulos de 1gG
antiLeishmania e a carga parasitaria na pele de orelha e medula déssea de cées

naturalmente infectados sem sinais clinicos.
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ANEXO 1 - Pareceres do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
.CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 183/2008, relativo ao projeto intitulado
“Comparacdo do swab conjuntival com diferentes amostras clinicas
utilizadas para o diagnostico da leishmaniose visceral canina por PCR', que
tem como responsavel(is) Maria Norma Melo , esta(do) de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 4/
03/2009.

Este certificado expira-se em 4/ 03/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 183/2008, related to the project entitled
“Comparison of conjunctival swab with different clinical samples used to
the diagnosis of canine visceral leishmaniasis by PCR', under the supervisiors
of Maria Norma Melo, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
{(CETEA/UFMG), and was approved in March 4, 2009.

This certificate expires in March 4, 2014.

Belo Horizonte, 10 de Margo/de 2009.

QLULMZ
Prof. Humberto Pereira/Qliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Ho"izonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 34994516 -- Fax: (31) 3494-4592
www.ufma.br/bioeticalcetes - cetea@nrpu.ufmy.br

(Mod_Cert. v1.0)
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Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Experimentagdo Animal - CETEA

OF. CETEA-020/10 Belo Horizonte, 5 de agosto de 2010.

lima. Sra.

Profa. Maria Norma Melo
Departamento de Parasitologia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Nesta

O Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG informa que na
reunido do dia 24/03/2010, em face da justificativa apresentada por V. Sa., aprovou o
pedido de inclusdo de 30 animais por grupo ao projeto protocolado sob o nimero
183/2008, sobre "Comparagdo do swab conjuntival com diferentes amostras clinicas
utilizadas para o diagnéstico de Leishmaniose visceral canina por PCR".

Sendo o que nos apresenta no momento, ficamos a sua inteira disposi¢do para outros
esclarecimentos que se fizerem necessarios.

O CETEA tem novo site: http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/.
E-mail : cetea@prpq.ufmg.br

Endereco: Unidade Administrativa Ii, 2°. andar, sala 2005.
Tel. 3409-4516, Fax: 3409-4592
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The efficacy of conjunctival swab (CS) as a sampling method for visceral leishmaniasis (VL)
diagnosis by PCR of asymptomatic dogs was evaluated. The CS was compared to blood
samples (B) and skin biopsies (SB), two less invasive samples potentially useful for massive
screening of dogs. Thirty asymptomatic dogs, with serological and parasitological positive
tests, were used. The samples were analyzed by two PCR methods: kDNA PCR-hybridization
and ITS-1 nPCR. The DNA sample volume used was of 1.0 pL and 10.0 pLrespectively. Using
CS samples the kDNA PCR-hybridization was able to detected parasite DNA in 24/30 dogs
(80%) using the right conjunctiva (RC) and 23/30 dogs (76.6%) with the left conjunctiva
(LC), 17/30 dogs (56.7%) by means of SB and 4/30 dogs (13.3%) with B. The CS positivity
obtained combining RC and LC results was of 90% (27/30 dogs). The assay of C5 samples
by ITS-1 nPCR revealed that 25/30 dogs (83.3%) were positive when using RC and 20/30
dogs (66.6%) were positive when using LC. Via the same method 15/30 dogs (50.0%) were
positive by SB and 17/30 dogs (56.7%) with B. The CS positivity obtained by ITS-1 nPCR
combining RC and LC was of 83.3%. The CS positivities for RC and LC were significantly
higher (p<0.05) than SB and B for kDNA PCR-hybridization method. Statistical difference
in relation to SB and B was verified by ITS-1 nPCR only for RC. The kDNA PCR-hybridization
and ITS-1 nPCR methods showed similar sensitivities for CS and SB samples. On the other
hand, for blood samples, the positivity of ITS-1 nPCR was significantly higher than the one
obtained by the kDMNA PCR-hybridization, indicating that sensitivity of PCR methods can
vary according to the biological sample examined. Our results showed that CS was suitable
to detect Leishmania DNA in asymptomatic animals when comparing to other low-invasive
samples. The CS sensitivities obtained in this study were similar to the ones observed in
other studies for VL diagnosis in symptomatic dogs. We concluded that the use of CS for
regular screenings of dogs by PCR should be considered.

© 2010 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Leishmania (leishmania) chagasi (syn. Leishmania (Leish-
mania) infantum) is the etiologic agent of visceral
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treatment of human cases (Tesh, 1995). Reliable diagnos-
tic tests for detection of Leishmania infection are essential
to avoid the disease transmission or the unnecessary
culling of dogs. The Brazilian VL control program empha-
sizes serologic surveys, mainly using the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and the immunofluores-
cence antibody test (IFAT), followed by the elimination of
the seropositive dogs. However, these techniques present
limitations in terms of reproducibility and specificity (Silva
et al., 2006). Sometimes they fail due to the low level
of specific antibodies in some dogs and cross-reactivities
with Chagas's disease, rickettsiosis, ehrlichiosis and tox-
oplasmosis (Barbosa de Deus et al., 2002). In addition,
symptomatic dogs usually produce high levels of specific
antibodies which can be easily detected (Deplases et al.,
1995), but the sensitivity of antibody detection is gener-
ally lower in early or in asymptomatic canine infections
(Leontides et al., 2002). Asymptomatic animals may repre-
sent a high percentage (up to 85%) of infected dogs in areas
of endemicity (Dantas-Torres et al., 2006) and they serve
as reservoir for vector transmission to susceptible animals
and humans (Michalsky et al., 2007).

PCR assays have greatly improved the sensitivity of
VL diagnosis in dogs (Maia and Campino, 2008). Various
canine tissues (including blood, skin biopsies, lymph node,
bone marrow and spleen) have been used for PCR detection
of the parasite. However, the non-invasive samples assume
great importance in this context because they are sim-
pler, painless and more easily allowed by the dog-owners.
Non-invasive samplings would represent an essential tool
in mass-screening survey for interventional programs. An
interesting approach in this context is the conjunctival
swab (CS), a method for sample collection that uses a ster-
ile swab for sampling the dog conjunctivas. This method
was shown to be highly sensitive when used for diagnosis
of symptomatic dogs (Strauss-Ayali et al., 2004; Ferreira
et al., 2008; Pilatti et al.,, 2009). The aim of the present
study was to evaluate the canine VL diagnosis by PCR using
conjunctival swab from asymptomatic dogs.

2. Material and methods
2.1. Dogs

Thirty mongrel dogs, designated to compulsory
euthanasia, were donated by the Municipal Zoonotic Dis-
eases Control Department of Belo Horizonte, Minas Gerais
State, Brazil. The dogs were simultaneously positive for
ELISA and IFAT. All dogs were asymptomatic and positive
in the parasitological diagnosis. Six healthy serum negative
dogs (from a non-endemic area) were used as negative
controls. This study was approved by the Animal Exper-
imentation Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais (CETEA/UFMG) protocol number183/2008.

2.2, Samples

Exfoliative epithelial cells were collected from the right
(RC) and left (LC) conjunctiva of each animal using ster-
ile cotton swabs manufactured for bacteriological isolation.
Each sample was analyzed separately to provide a repli-

cate diagnosis for each animal. The cotton tips were broken
and only the cotton parts were transferred to sterile tubes
and stored at —20°C until use. Peripheral blood (2.7 mL)
(B) was collected from each dog in tubes containing EDTA,
keptin ice and processed as soon as possible. Skin biopsies
(SB) were collected from the internal side of the ear using
a 5mm diameter punch. The biopsies, weighing approxi-
mately 15.0 mg were stored at —20 =C until processed. Bone
marrow aspirates were obtained in a sterile manner using
a thin biopsy needle, kept at 4=C and used in the following
24 h for parasitological diagnosis.

2.3. DNA extraction

The DNA purification from CS was carried out as
described by Strauss-Ayali (2004), with minor modi-
fications. Each cotton received 300pL of lysis buffer
(50 mMol/L Tris, 50 mMol/L NaCl, and 10 mMol/L EDTA, pH
8.0) containing proteinase K (250(g/mL) and Triton X-100
(1%). After the incubation (2 h at 56=C) the solution was
eluted from the cotton, transferred into phase-lock gel tube
PLG-H (Eppendorf) and was mixed with 500 L of 75% Tris-
saturated phenol (Sigma), 25% chloroform-isoamyl alcohol.
The organic phase was separated from the aqueous phase
by centrifugation at 12,000 x g for 5 min which was trans-
ferred to a new phase-lock gel tube PLG-H. The extraction
was repeated with 500 p.L of 50% phenol, 50% chloroform-
isoamyl alcohol and once with 100% chloroform-isoamyl
alcohol. The DNA precipitation was done with one volume
of isopropanol-sodium acetate, followed by wash with 75%
ethanol. The DNA pellet was suspended in 30 pL of Tris-
EDTA buffer (10 mMol/L Tris and 1mMol/L EDTA, pH 8.0)
and was kept at —20°C until being used.

The DNA extraction from 1.0 mL of whole blood (B) and
skin biopsies (SB) were performed using the commercial
kits illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Health-
care) and Wizard® SV Genomic DNA Purification System
(Promega), respectively, according to the manufacturer's
protocol. The purified DNA, 80 pL and 160 pL respectively,
was stored at —20°C.

24. PCR

The samples were analyzed by two PCR protocols: kDNA
PCR-hybridization and internal transcribed spacer 1 nested
PCR(ITS-1 nPCR). Positive control with L. (L. ) chagasi(strain
MHOM/1973/BH46) genomic DNA was used at 1.0 ng/p.L.
A negative control without DNA was included in all tests.
The DNA sample volume used for KDNA PCR-hybridization
was of 1.0 p.L and for the ITS-1 nPCR was of 10.0 L.

24.1. kDNA PCR-hybridization

The PCR reaction mixture contained 0.2mM
of each dNTP, 02nMol of each primer [5'-
(G/C)G/C)C/G)CC(A/CICTAT(A/T TTACACAACCCC-3
and 5'-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3'], 25U of AmpliTag
Gold® (Applied Biosystems), 2.5 p.L of 10X buffer (Tris-HCl
50mM, [pH 8.3], KCl 50mM), 2.0mM MgClz in a final
volume of 50 pL. The amplifying conditions were: initial
denaturation at 95 °C for 15 min, 30 cycles including 94=C
at 30s, 50=C at 30s, 72=C at 305, and a final extension at
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72°C for 10 min. All amplification products were analyzed
on 2% agarose gel and were stained with ethidium bro-
mide. The target for amplification was a 120 base pairs
(bp) sequence of Leishmania kDNA minicircle conserved
region (Degrave et al., 1994).

For the hybridization step 10.0 pL of each amplifica-
tion product was mixed to 110.0 p.L of NaOH 0.4 M, EDTA
25mM [pH 8.0] solution and spotted on nylon membrane
(Hybond-XL Amersham) using a Bio Dot apparatus (Hybri-
dot manifold-BRL®). After that, the membrane was rinsed
with 2x SSC(0.3 M Nacl, 0.3 mM sodium citrate) and dried.
The DNA was fixed to the filter by UV light (0.12]/cm2).
Cloned kDNA minicircles from L (L) chagasi were used
as probes. The probe was labeled with 32P[a]dCTP using
the Random Primer DNA Labeling System® (Invitrogen).
Hybridization conditions were as previously described
(Andrade et al., 2001). Briefly, the filters were pre-soaked
at 58=C for 30 min in 0.5% non-fat milk, 1% sodium dode-
cyl sulphate (SDS) and 2x SSC solution. The kKDNA probe
was added to the solution after being heated for 3 min in
a boiling water bath. The filters were incubated for 14 h at
58 °C, with shaking, then placed in 2x SSC at room temper-
ature for 20 min and washed in 0.5x SSC, 0.5x SDS, at 65°C
for 30 min. Finally, it was dried and exposed in the cassette
(BAS 2325 Fujifilm) for 2 h. The image was obtained using
a Bio-Imaging Analyzer® (Fujifilm).

24.2. ITS-1 nPCR
This method was adapted from Schonian et al. (2003).
Primers addressed to internal transcribed spacer 1 (ITS-
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1) between the genes coding for SSU rRNA and 5.8S
rRNA were used. For the first amplification 10.0 pL of
DNA solution was added to 40.0 p.L of PCR mix contain-
ing 15pMol of the primers 5'-CTGGATCATTTTCCGATG-3’
and 5'-TGATACCACTTATCGCACTT-3" and 0.2 mM deoxynu-
cleoside triphosphates, 2mM MgCl;, 5mM KCl, 75mM
Tris—-HCl pH 9.0, 2.0 mM (NH4)SO4, and 1.4U of Taq DNA
polymerase (Ludwig Biotec). The cycling conditions were
94-C for 5min followed by 30 cycles of 94°C for 30s,
53°C for 30s, and extension at 72°C for 30s, followed
by a final extension at 72°C for 5min. Amplification
products were visualized on 2% agarose gel stained with
ethidium bromide. The PCR product size stays between
300 and 350bp. For the second amplification 10.0 p.L
of a 1:40 dilution of the first PCR product was added
to 15pL of PCR mix under the same conditions as
the first amplification but with the following primers
(15 pMol each): 5-CATTTTCCGATGATTACACC-3' and 5'-
CGTTCTTCAACGAAATAGG-3'. Positive samples yielded a
PCR product between 280 and 330 bp.

For the restriction fragment length polymorphism
(RFLP) analysis the non-purified PCR products (17 p.L) were
digested with 1U of Hae Il enzyme, for 4h, at 37 °C. The
restriction fragments were visualized on 2% agarose gel
stained with ethidium bromide.

2.5. Statistical analysis

The results were analyzed using the Pearson chi square
test. The difference between the results was considered
significant when p< 0.05.

Fig. 1. CS samples Autoradiogram. The PCR products were hybridized
with L. (L.) chagasi cloned kDNA minicircle probes labeled with 32P for the
rightconjunctiva(A)and the left conjunctiva samples (B). Negative control
(N); positive control dog (D+); negative control dog (D-); L. (V). brazilien-
sis control (Lb) (strain MHOM/BR/1975/M2903); L (L) chagasi control (Lc)
(strain MHOM/1973/BH46); dogs samples (1-30).

3. Results

The non-invasive conjunctival swab (CS) was compared
with blood (B) and skin biopsies (SB), two other less inva-
sive samples potentially useful for massive screening of
dogs by PCR. The samples were analyzed by two PCR meth-
ods: kDNA PCR-hybridization and ITS-1 nPCR.

Using CS samples the kDNA PCR- hybridization was able
todetected parasite DNA in 24/30 dogs (80%) using the right
conjunctiva (RC) and 23/30 dogs (76.6%) with the left con-
junctiva (LC), 17/30 dogs (56.7%) by means of SB and 4/30
dogs (13.3%) with B. The CS positivities for RC and LC were
significantly higher (p< 0.05) than the positivities obtained
for SB and B. The SB showed a significantly higher positiv-
ity (p<0.05) than found by the B samples. The CS positivity
obtained combining the results of RC and LC was of 90%
(27/30 dogs). The CS samples autoradiogram was showed
in Fig. 1.

The assay of CS samples by ITS-1 nPCR revealed that
25/30dogs (83.3%) were positive when using RC and 20/30
dogs (66.6%) were positive when using LC. Via the same
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Fig. 2. ITS-1 nPCR analysis of CS samples. Electrophoresis of the ITS-1 nPCR products for the right conjunctiva (A) and the left conjunctiva samples (B
Molecular weight standard (M); negative control (N); L. (L.) chagasi control (Lc) (strain MHOM/197 3/BH46); dogs samples (1-30)

method 15/30 dogs (50.0%) were positive by SB and 17/30
dogs (56.7%) with B. The CS positivity combining RC and
LC was of 83.3%. The CS positivity for RC was signifi-
cantly higher (p<0.05) than obtained for 5B and B samples.
However, the CS positivity for LC did not show statistical
difference in relation to SB and B (p>0.05). For the ITS-
1 nPCR no statistical difference was verified between the
positivity of SB and B samples (p>0.05). The ITS-1 nPCR
uses two successive rounds of amplifications (nested ) using
two different groups of primers addressed to internal tran-
scribed spacer 1 region of the ribosomal rRNA genes. The
CS samples electrophoresis by this method were showed
inFig. 2.

The kDNA PCR- hybridization and ITS-1 nPCR methods
showed similar sensitivities for CS(RC and LC) and SB sam-
ples. Moreover, for blood samples the positivity of ITS-1
NPCR (56.7%) was significantly higher than the positivity
obtained by the kDNA PCR-hybridization (13.3%).

The RFLP analysis of the ITS 1 nPCR positive samples
(Fig. 3) showed that the dog 01 was infected with Leish-
mania (Viannia) braziliensis. In agreement with this result
the sample 01 was positive in the PCR step of the kDNA
PCR-hybridization method, but negative in the hybridiza-
tion step with L. (L.) chagasi kDNA minicircle probe (Fig. 1).
The RFLP profile of sample 13 suggests a case of co infec-
tion. All other animals were infected with L (L.) chagasi

(= L (L) infantum). The six serum negative control dogs
were proven negative in the PCR analysis for all sam-
ples tested. They were also negative for the parasitological
test.

4. Discussion

In the present study only non-invasive (CS) or low-
invasive (SB and B) samples were compared since our main
objective was to choose a screening method useful for
large-scale epidemiological surveys. Invasive procedures
are not adequate for this purpose due the difficulty to
obtain these samples outside of a veterinary centre and the
dog owners' opposition.

Some works have obtained satisfactory results for
canine VL diagnosis using B samples (Reale et al., 1999; Hu
et al., 2000; Ikonomopoulos et al., 2003; Maia et al., 2009),
while others point that blood samples frequently present-
ing problems related to DNA preparation and PCR inhibitors
(Reale et al., 1999; Silva et al., 2001; Lachaud et al., 2002b;
Nunes et al., 2007). Another disadvantage of using blood
samples is that the parasite load in blood tends to lower in
the course of infection. Good sensitivities using skin biop-
sies have also been reported in some studies (Manna et al.,
2004; Quaresma et al., 2009). This tissue may be a good
reference for PCR diagnosis since sandflies are infected by
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Fig. 3. Restriction fragment length polymorphism analysis of ITS-1 nPCR amplicons. Molecular weight standard (M}; L. (L.) chagasi control (Lc) (strain
MHOM/1973/BH46); L. (V.) braziliensis (Lb) (strain MHOM/BR/1975/M2903); L. (I.) amazonensis control (La) (strain IFLA/BR/67/PHE); dogs samples (1-30)
The RFLP fragments were of 136 and 123 bp for L. (V.) braziliensis, 166 and 122 bp for L. (L.) amazonensis and 164, 72 and 35 bp for L. (L) chagasi. The sample
1 was identified as L. (V.) braziliensis. All the other dogs were infected with L. (L.) chagasi. The RFLP profile of sample 13 suggested co infection. Samples

17-20 and 29 were negative for IT5-1 nPCR.

biting the dog skin. However, the drawback of skin biopsies
is that it is relatively painful and bloody.

The PCR diagnosis with DNA from CS by the kDNA
PCR-hybridization method exhibited a significantly higher
sensitivity when compared to the one obtained with SB
and B samples. Using ITS-1 nPCR statistical difference in
relation to SB and B was verified only for RC. The use of
combined results of both conjunctivas is recommended for
the best performance of the CS procedure. The sensitiv-
ities of 90% (for PCR-hybridization) and 83.3% (for ITS-1
NPCR) obtained in this study using CS samples of both
conjunctiva, were similar to the ones observed in other
studies, also combining the conjunctivas, for VL diagnosis
in symptomatic dogs. Strauss-Ayali et al. (2004) observed
92% of positivity using CS. Ferreira et al. (2008) detected
parasite DNA in 91.7% of the dogs using CS. Pilatti et al.
(2009) obtained between 73.9% and 95.6% of positivity by
CS, depending of the PCR method used. Our results point
out that the CS is equally effective for asymptomatic dogs.

The high CS sensitivity in asymptomatic dogs highlights
this method as promising tool in mass-screening surveys
by PCR, mainly because of the high prevalence of asymp-
tomatic dogs in endemic areas and the lower sensitivity of
tests based on antibody detection in asymptomatic infec-
tions (Leonides et al., 2002), In addition, CS is non-invasive,
painless, fast, easily repeatable and acceptable by the dog
owners.

Two PCR methods were used in this work: PCR-
hybridization and ITS-1 nPCR. In a previous study Pilatti
et al. (2009) demonstrated that the PCR-hybridization was

significantly more sensitive than ITS-1 nPCR. To compen-
sate the lower sensitivity of ITS-1 nPCR, the DNA sample
volume used for this method was increased in the present
study. For ITS-1 nPCR were used 10.0 L of DNA sample
and for PCR-hybridization 1.0 pL was used. These condi-
tions did not show statistical difference in the sensitivity
of both methods for CS and SB samples. Surprising, for
B samples the sensitivity of ITS-1 nPCR was significantly
higher (56.7%) than verified for PCR-hybridization (13.3%),
demonstrating that sensitivities of PCR methods can vary
according to the biological sample.

This was the first report of CS for VL diagnosis by PCR in
asymptomatic dogs. CS is very sensitive method and supe-
rior, in sensitivity and practicability, to other low-invasive
samples. We concluded that the use of CS for the regular
screenings of dogs by PCR must be considered.
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Abstract

Background: We evaluated kDNA PCR/hybridization and quantitative real-time PCR (gPCR) targeting the gene of DNA
polymerase of Leishmania infantum for CVL diagnosis and assessment of parasite load in clinical samples obtained invasively
and non-invasively.

Methodology/Principal Findings: Eighty naturally infected dogs from an endemic urban area in Brazil were used. Animals
were divided into two groups based on the presence or absence of CVL clinical sings. Skin biopsies, bone marrow, blood
and conjunctival swabs samples were collected and submitted to L infantum DNA detection. In addition, anti-Leishmania
antibody titers were measured by Immunofluorescence antibody test. The symptomatic dogs had increased titers compared
to asymptomatic dogs (P =0.025). The frequencies of positive results obtained by kDNA PCR/hybridization for asymptomatic
and symptomatic dogs, respectively, were as follows: right conjunctiva, 77.5% and 95.0%; left conjunctiva, 75.0% and 87.5%;
skin, 45.0% and 75.0%; bone marrow, 50.0% and 77.5%; and blood, 27.5% and 22.5%. In both groups, the parasite load in
the skin samples was the highest (P</0.0001). The parasite loads in the conjunctival swab and bone marrow samples were
statistically equivalent within each group. The parasite burden in conjunctival swabs was higher in the dogs with clinical
signs than in asymptomatic dogs (P=0028). This same relationship was also observed in the bone marrow samples
(P=0.002). No differences in amastigotes load in the skin were detected between the groups.

Conclusions: The conjunctival swab is a suitable clinical sample for qualitative molecular diagnosis of CVL. The highest parasite
burdens were detected in skin regardless of the presence of VL-associated clinical signs. The gPCR results emphasized the role
of dogs, particularly asymptomatic dogs, as reservoirs for CVL because of the high cutaneous parasite loads. These results may
help to explain the maintenance of high transmission rates and numbers of CVL cases in endemic urban regions.
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urban areas, and canine cases usually precede human cases [4,3].
Therefore, although VL remains more prevalent among dogs than
humans, the presence of infected dogs may increase the risk for
human infection in some simations [6].

Introduction

Visceral leishmani: (VL) is a severe zoonotic disease in Lartin
America that is caused by the protozoan Leishmania infantun | = [

chagasi]. The parasite is ransmitted through the bite of infected
female phlebotomine sand flies. The prevalence of VL has been
expanding throughout the world [1], and Brazl is one of six
countries that account for 90% of all recorded human VL cases

waorldwide [2]. VL is the most severe clinical manifestation of

Letshmania infection and it has high lethality in cases without
suitable treamment [3].

In the context of VL prophylaxis, the rapid and accurate
diagnosis of infected dogs is critical for the control of this zoonotic
disease because they represent the main domestic reservoir [4].
Dogs have a close relationship with humans in both rural and

. www.plosntds.org

The precise diagnesis of canine VL (CVL) is complex. The
different available diagnostic techniques include parasitological
demonstration, immunological tests and the detection of parasite
DNAL

The VL control strategy based on the euthanasia of seropositive
dogs in Brazil has been criticized predominately because the
disease burden has not diminished over time |7.8]. Although
substantial technological improvements have been made, there is
no gold standard technique or absolutely precise method for CVL
diagnosis [9]. In most cases, a final diagnosis of CVL is obtained
using a combination of distinct tests.
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Author Summary

Visceral leishmaniasis (VL) is considered the most lethal
manifestation among the diseases caused by genus
Leishmania. The main control measures for VL are:
diagnosis and early treatment of human cases, insecticide
vector control, and euthanasia of seropositive dogs.
Although these strategies have been continuously applied
in Brazil, the number of VL cases has increased and this
disease still poses as a serious public health problem. Belo
Horizonte is an endemic urban area in Brazil and it is
considered by the Ministry of Health the third most
affected Brazilian metropolitan region by VL. In the context
of prophylaxis, the correct diagnosis of infected dogs is
critical for the VL control because dogs represent the main
domestic reservoir. However, the serological diagnosis
techniques used in large-scale for canine screening in
Brazil have important limitations including the difficulty of
diagnosing asymptomatic dogs. Molecular methods based
on Polymerase Chain Reaction (PCR) and real-time PCR
[@PCR) have greatly improved VL diagnosis. Based on this,
we aimed to evaluate different canine clinical samples for
qualitative VL diagnosis by PCR and guantification of
parasite load by gPCR in dogs from Belo Horizonte. The
possible implications of results are discussed with empha-
sis on skin and conjunctival swab samples.

In Brazil, serological techniques based on the detection of anti-
Leishmama antibodies, such as enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and immunofluorescence antibody test (IFA'T) are used
for the large-scale screening of canine populations [10]. However,
these methods have limitadons related to their sensitivity and
specificity that may lead to inconsistent results [11].

The detection of Leiskmania DNA based on polymerase chain
reaction (PCR) represens an alternative for VL diagnosis with
highly sensitive, specific and versatile methods [12]. With these
techniques, several types of canine clinical samples including bone
marrow aspirates, spleen, lymph node, urine, blood, conjuncival
swabs and skin biopsies can be used for VL diagnosis [13,14,15,16].
PCR has been suggested as a useful method to detect subclinical
infections and as a possible addition to serological tests to definitively
diagnose incondusive cases that exhibit low antbody titers or cross-
reactivity [17]. In recent years, quantitative real-time PCR. (qPCR)
has demonstrated high sensitivity in detecting low parasitic loads
[18]. Farthermore, qPCR is a reliable technicue to diagnose VL
and monitor tissue parasite load in treated dogs in countries where
the treatment is permitted [19,20].

The present work was designed to evaluate canine clinical
samples that were obtained invasively and non-invasively in two
contexts, Fimst, this study determined their usefulness for CVL
molecular diagnosis by conventional PCR in namrally infected dogs
with and without clinical signs compatible with this disease.
Additionally, parasite burdens were assessed wsing qPCR. This
waork was conducted in Belo Horizonte, the capital of Minas (rerais,
Brazil, where the CVL prevalence was estimated around 7.63% in
maore than 300,000 screened dogs [21,22]. VL is urbanized in this
city, which the Ministry of Healht considers one of Brazilian
metropolitan region most affected by this disease [8,23].

Materials and Methods

1. Ethics Statement

Experiments with dogs were performed in compliance with the
guidelines of the Instimtional Animal Care and Committee on
Ethics of Animal Experimentation (“Comité de Etica em

'_"@_-, www.plosntds.org
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Experimentagio Animal” — CETEA, national guidelines, Law
number 11.794, 8/10/2008) from Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG); protocol number 183/08 was approved on (4/
03/2009.

2. Dogs

Eighty namrally infected mongrel dogs of both sexes and
unknown ages destined to be euthanized were obtained from the
Municipal Zoonotic Diseases Control  Deparment of Belo
Horizonte during routine surveillance. All animals had positive
ELISA and IFAT and/or conventional parasitological test results.
The dogs were submitted © a thorough physical exam and an
aliquot of serum from each dog was obtained for biochemical
evaluations. Serum proteins levels were assessed by the Biuret
reagent; albumin and globulin concentrations were also estimated
(BIOCLIN, Brazil). Serum urea was measured using a colorimet-
ric enzymatic method (BIOCLIN, Brazil). In this case, sample
ahsorbances at 510 nm were obtained using a spectrophotometer
(Epoch, Biotek, USA). Serum creatinine was assessed using the
colorimetric  kinetics method (Cobas Mira Classic, Roche,
Germany).

Based on the physical examination and the serum sample
results, dogs were divided in two groups. Group 1 was composed
of dogs without any suggestive clinical manifestations of CVL
(n=40). Group 2 was composed of dogs that presented clinical
signs associated with VL, such as lymphadenopathy, alopecia,
severe weight loss, onychogryphosis, keratoconjunctivitis, skin
lesions, a low albumin/globulin ratio and/or high levels of
creatinine and urea (n =40). Ten healthy dogs that tested negative
for CVL and were destined for adoption comprised the negative
control group. This last group was kept in the kennel of Biological
Sciences Institute of UFMG under controlled, isolated conditions
with proper nutritional supply. Serum samples from all dogs
examined in this study were resubmitted to ELISA and IFAT tests
that were performed i the Serology Laboratory of the
Parasitology Department of UFMG.

3. Clinical samples

Prior to sample collection, the dogs were anesthetized with 2%
Xilazine (2.2 mg/kg, Syntec, Brazil) and 25% Thiopental
(9.0 mg/kg, Cristilia, Brazil). For DNA extraction, 1 mL of
peripheral blood was collected from each dog in tubes containing
Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA). The same volume of
blood was collected in tubes without EINTA and centrifuged at
415 g serum was collected for serodiagnosis and biochemical
evaluation. Skin biopsies were abtained from the internal surface
of the left ear using 5.0-mm sterile punches. Bone marrow
aspirates were collected from the sternum using sterile needles.
The injection site was previously cleaned with polyvinylpyrroli-
done-iodine (Vansil, Brazl). Each aspirate was divided into two
fractions. The first fraction (200 pl.) was transferred to sterile tubes
for DNA purification and the second was used for the
parasitological test. All samples were kept on ice during
transportation and stored at —20°C until use. Conjunctival swabs
were obtained separately from both lower conjunctivas using
sterile cotton swabs manufactured for bacteriological isolation.
The swab tips were broken off, transferred to DNase-free tubes
and stored at —20°C undl use.

4. Parasitological test

The presence of parasites was investigated using a fraction of the
bone marrow aspirates added to Novy-McNeal-Nicolle medium
(NNN) with 12% rabbit’s defibrinated blood overlaid with o
Minimum FEssential Medium (GIBCO BRL, USA) containing
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10% fetal calf serum (CULTILAB, Brazil), streptomycin (1.0 pL./
mL) and penicillin (100 U/mL) (GIBCO BRL, Life Technologies,
USA). The cultures were examined by optical microscopy and
were subcultured three times over a 10-day period, after which all
of the culture tubes were examined again. In addition, slide smears
were prepared from skin biopsies and bone marrow samples. The
slides were stained using the modified Giemsa method (Bioclin,
Brazil) according to the manufacturer’s protocol and subsequently
observed under an optical microscope at 1000 x magnification.
These slides were analyzed when cultures were negative or
exhibited signs of contamination.

5. Enzyme linked immunosorbent assay

Total serum IgGG was measured using a previously described
technique [24] with minor modifications. Briefly, the antigen used
for the ELISA was a total soluble antigenic preparation from
cultured promastigotes from L dfantun, strain MHOM/BRY/
1967/ BH46 that were disrupted by ultrasound (40 Hz) on ice and
centrifuged at 150 g for 10 min. Individual wells of 96-well
microplates were coated with the soluble antigen at a final
concentration of 2 pg/mL in 0.05 M carbonate buffer (pH 9.6). A
volume of 100 pl. per well was used. Blocking was performed
using PBS with 0.2% Tween-20 and 2% casein (Sigma, USA). To
detect IgG, 100 pLof ndividual canine serum samples was serially
diluted and transferred into each well. After proper treatment,
100 L. of peroxidase-conjugated rabbit anti-dog IgG (Sigma,
USA) (diluted 1:2000) was added to each well. Each well then

received 100 pl. of a mixture containing a 40% solution (w/v) of

ortho-phenylenediamine in phosphate/ citrate buffer (pH 5.0) and
30 wolumes of Hy()y. Absorbance walues at 492 nm were
measured in an automatic ELISA reader (Bio-Rad Model 550,
USA). The cut-off values established for each reaction were the
mean absorbance values +2 standard deviations from Brazilian
dogs obtained from nonendemic areas for L. anfantum [10].

6. Immunofluorescence antibody test

IFAT was performed according to an established method [25]
using promastigotes from the L. anfantum, strain described above.
"This strain is routinely used in Parasitology Department of UFMG
for the detection of anti-Lesfmania antibodies. The parasite cells
used in this test were grown to stationary phase in liver infusion
tryptose (LIT) medium [26] and the samples were considered
positive when fluorescence was observed at dilutions =1:40.

7. DNA Extraction

DNA was extracted from the blood and bone marrow samples
using the GE Healtheare ustra Blood Genomic Prep Mini Spin
kit. Peripheral blood (1 mL) was added to 3.0 mL of red blood cell
Iysis solution [[10 mM KHCO,, 155 mM NH,CL and 0.1 mM
EDTA (pH 8.0)]. The protocol was then performed following the
manufacturer’s recommendations. A total of 200 pl. of bone
marrow aspirate was processed in the same manner as the blood
samples. However, treatment with the red blood cell lysis solution
was omitted. The final volume of each DNA solution was 100 pl.
Samples were then stored at 4°C uniil use.

DNA from the skin biopsies was purified using the Wizard 5V
Genomic DNA Purification System (Promega USA) following the
manufacturer’s protocol. The final volume of each DNA solution
was 160 pL and the samples were stored at 4°C unril use.

DNA from each conjunctival swab was extracted separately

using the phenol-chloroform purification method. A mixture of

Iysis buffer solution [50 mM Tris, 50 mM NaCl, and 10 mM
EDTA (pH 8.0)], 1% Triton X-100 and proteinase K (250 pg/
mL) was added to each cotton swab. The mixture was incubated
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for 2 h at 56°C, eluted from the cotton swab, transferred to a
PLG-H phase-lock gel tube (Eppendorf, Germany] and then
mixed with 500 pl. of 75% Tris-saturated phenol (Sigma) with
25% chloroform—isoamyl alcohol. The aqueous phase was
separated from the organic phase by centrifugation at 12,000 g
at 4°C for 5 min, and the supernatant was transferred to a new
PLG-H phase-lock gel ube. DNA extraction was repeated twice,
first with 500 pL of a 50% phenol and 50% chloroform—isoamyl
alcohol solution and then with 100% chloroform-isoamyl alcohol.
DNA was precipitated in one volume of isopropanolsodium
acetate followed by a 75% ethanol wash. The resulting DNA pellet
was suspended in 30 pl. of autocdaved ddH;O.

8. Conventional PCR

Gonventional PCR was performed using primers specific to the
Leighmania sp. kineoplast DNA  (kDNA) minicircle conserved
region, as described elsewhere [27]. Here, 200 ng of each of the
following primers were used: 5'-(G/C)(G/C)(C/G)CGA/T)
CTATA/T TTACACAACCCC-3" and 5'-GGGGAGGGGC-
GTTCTGCGAA- 3" (GIBCO, Sio Paulo-Brazil). DNA samples
at a final concentration of 1.0 ng/uL from L. dfantum (MHOM/
BR/1973/BH46 strain) and £, brazgfmsis (MHOM/1975/BRY
M2903 strain) served as positive controls. DNA extracted from a
dog with a confirmed infection was also used as a positive control.
DNA from a healthy dog known to be negative for leishmaniasis
served as a negative contral. Furthermore, mixtures without DNA
were included in all tests. From each naturally infected dog, 1.0 pl
of DNA preparation from each dinical sample was submitted to
the PCR. PCR amplifications were performed using a PTC-100
thermocycler (M] Research, USAJ. All amplification products
were analyzed on 2% agarose gels stained with ethidium bromide.
The expected size of the amplified target was 120 base pairs (bp).

9. Hybridization

After the PCR assay, 10 pL. of each amplification product was
applied to a nylon membrane using a Bio Dot apparatus (Hybri-
dot Manifold, BRL). Each well received 110 pl. of 0.4 M NaOH
and 25 mM EDTA (pH 8.0) denaturation solution; the mem-
branes were then rinsed with 2x S5C (0.3 M NaCl and 0.3 mM
sodium citrate) and dried. The DNA was fixed to the surface by
UV crosslinking (0.12 ]/em?).

Cloned KDNA minicirdes from L infanfum were labeled with
*P[a]dCTP using the random primer method (Invirogen, USA).
Hybridization conditions were reproduced as explained elsewhere
|28]. Hybridization was also performed using cloned kDNA
minicircle probes from L. fraziliensis according to the same
experimental design explained for L. chagast probes.

10. Real-time PCR

The parasite loads were calculated by real-time PCR according
to a method described elsewhere [29,30] with minor modifica-
tions. Gonjunctival swab, bone marrow and skin samples (240
DNA preparations) were evaluated. The parasite burdens were
estimated using the following primers: Forward, 5" TGT CGC
TTG CAG ACC AGA TG 3’ and Reverse, 3’ GCA TCG CAG
GTG TGA GCAC 3" These primers amplified a 90 bp fragment
of a single-copy-number L afaiium DNA polymerase gene
(GenBank accession number AFO09147). Canine housekeeping
B-actin gene was used as endogenous control in order to normalize
initial DNA concentrations and to venfy sample integrity. The
primers used to amplify a 307-bp fragment of P-actin were as
follows: Forward, 5' CTTCTACAACGAGCTGCGCG 3 and
Reverse, 5" TOCATGAGGTAGTCGGTCAGG. POR was carried
out in a final volume of 10 pL containing 0.7 pmol of each f-actin
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primer or 0.8 pmol of DNA polymerase primers, 2x SYBR
GREEN reaction master mix (Applied Biosystems, USA), 4.0 ul of
DNA with a final concentration of approximately 20 ng/ulL and
an enough volume of ultrapure water. Reactions were processed
and analyzed in an ABI Prism 7500 Sequence Detection System
(SDS Applied Biosystems, Foster Ciry, CA, USA). The followed
steps were programmed: an initial denaturation at 95°C for
10 min followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and
annealing/extension at G0°C for 1 min. Standard crves were
prepared wsing known amounts of TOPO PCR 2.1 plasmids
(Invitrogen, USA) that contained canine genes of f-Actin or L
infantum DNA polymerase gene. The respective cyde threshold
(Gr) values obtained for samples were calculated based on the
corresponding standard curve; the results were defined as the
number of parasites per canine cells. Overall, 20% of samples were
chosen randomly and resubmitted to PCR to verify technique
reproducibility.

11. Statistical analysis

The frequencies of positive results obtained from all the clinical
samples were compared separately within each group using the
Pearson ;(? test with a 3% significance level. This same statistical
tool was used to compare the results between groups.

Kappa index was used to assess the reproducibility of molecular
tests. Sensitivity and specificity for PCR-hybridization performed
with different clinical samples were calculated using 2x2 tables
and the conventional parasitological test was adopted as a
reference test. For the data with non-parametric distribution, the
Mann-Whitney test was used for comparisons berween two data
sers. The Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test was
performed for the comparison of three samples simultaneously.
In cases where data were distributed parametrically, Student’s t
test or one way ANOVA was used to compare two or three data
sets respectively. The difference hetween the results was
considered  statistically significant at a P value<<0.05. All
calculations were performed using the Winpepi (PEFI for
Windows) and GraphPad Prism 5.0 software programs.

Results

First, the healthy dogs, which did not show any clinical signs of

CWVL, were submitted to the parasitological, semlngical' anc
molecular tests described above. All of these procedures showed
negative results for the control group. Additionally, all of the
positive hybridization results obtained from the naturally infected
dogs examined in this study were identified as L. mfantum (data not
shown). All negative and positive controls of assays carried out in
this work showed expected results and validated the obtained data.

1. Serology

Three animals that did not exhibit any clinical signs of CVL had
negative ELISA results. Two of these dogs were also negative by
IFAT. Only one dog with clinical signs had a negative IFAT result.
These animals had positive parasitological test results, confirming
the presence of infection. All other dogs tested posidve for CVL by
both serological assays. The absorbance values obtained by ELISA
were not statistically different between the groups (P=0.03) (data
not shown). In the IFAT assays, the dilutions varied from 1:40 to
1:2,560 in the dogs from group 1 and from 1:160 to 1:10,240 in
the dogs from group 2. Examination of the IFAT assay titers
between groups revealed that the dogs with clinical signs of VL
had higher titers than dogs without clinical signs (P=10.025)

(Figure 1.
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2. Dogs without dinical signs: conventional PCR/
hybridization and qPCR

The frequency at which conventional PCR/hybridization
produced a positive result from the conjunctival swabs was
caleulated separately for the right and left conjunctiva in each
group. Then, the positive detection rates in the different dinical
samples were compared within each group. Approximately 20% of
all DN A preparations were retested by conventional PCR and the
same proportion of samples was retested using qPCR. The
repetitions received different codes and were performed blinded.
The agreement and kappa values were, respectively, as follows:
PCE-hybridization, 93% and 0.85; real-time PCR, 100% and 1.0
(Table S1). The sensitivity and specificity measures are shown in
table 2.

In group 1, the PCR /hybridization positive result rates for the
clinical samples were as follows: right conjunctiva, 77.5% (31/40);
left conjunctiva, 75.0% (30/40); skin, 450% (18/40); bone
marrow, 50.0% (20/40); and blood, 27.5% (11/40) (Table 1). In
this group, the positive results obtained from either the right or the
left conjunctiva were statistically greater than those from any of the
other clinical samples tested (P<<0.035) (Table 1).

In the qPCR assays, the efficiency of standard curves was 97%
and 100% for DNA polymerase and fractin respectively. In group
1, the parasite burdens in the conjunctival swab and bone marrow
samples were statistically equivalent (P=0.03). In contrast, the
parasite load in the skin was higher than in the other dinical
samples (P<20.0001) (Figure 2A).

3. Dogs with clinical signs: conventional PCR/
hybridization and qPCR

In group 2, the positive result rates for PCR/hybridization were
as follows: right conjunctiva, 95.0% (38/40); left conjunctiva,
B7.5% (35/40); skin, 75.0% (30/40); bone marrow, 77.5% (31/
40); and blood, 22.5% (9/40) (Table 2. The percentage of positive
results in right conjunctival swahs was statistically  higher
compared to the other samples tested (P<0.05). On the ather
hand, there was no difference berween the results obtained from
the lefi conjunctiva and those from the skin or bone marrow
(P=0.05). However, there was a statistical difference between the
left conjunctiva and blood (P<<0.001) [Table 2).

The parasite loads in the conjunctival swabs and bone marrow
were not statistically different (P=0.05). However, the parasite
burden in the skin was statistically higher than those obtamed from
other clinical samples (P<Z0.0001) '\P'lguw 2B).

4. Comparison between groups - molecular techniques

There were no differences in the kDNA PCR/hybridization
results when the right and left conjunctival samples were
compared within and between groups (F=0.03] (data not shown).
Therefore, the dogs were counted as positive in one of the
conjunctivas or both. The rates of positive results in dogs
exhibiting no clinical signs and those with clinical status were
87.3% (35/40) and 95.0% (38/41), respectively. These results were
not statistically different (F=0.03) (Figure 3). The results from the
other dinical samples were also compared between groups. The
positive rates in the skin samples from dogs with clinical signs were
statistically higher than from dogs without clinical signs
(£=0.006). Similarly, the positive rate in bone marrow samples
was higher in the symptomatic group (group 2) compared to the
group 1 (P=0.011). In contrast, the positive results detected in the
blood were not different between the two groups (P=0.05)
(Figure 3).
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Figure 1. Reciprocal of serological titers obtained by IFAT for 80 naturally infected dogs. Group 1: 40 dogs with no clinical signs of CVL;
Group 2: 40 dogs with dinical manifestations of CVL. The horizontal line in each titer distribution represents the geometric mean. Cut-off = 1:40.
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Based on qPCR results, the parasite load from conjunctival
swab in group 2 was higher than in group 1 (P=0.028). The same
relationship was also found for bone (P=0.002).
However, no differences were observed in skin parasite load
between groups (P=0.03) (Figure 4).

marrow

Discussion

In Brazil, the main VL control measures that have been
adopted are the diagnosis and early trearment of human cases,

Table 1. Comparison between paired clinical samples
according to the results obtained by PCR/hybridization test in
group 1.

Positivity

Right conjunctiva Left conjunctiva
Positivity 31/40 (77,5%) 30/40 (75%)
Skin P=0003 P=0.006
18/40 (45%)
Bone marow P=0011 P=0021
20/40 (509%)
Blood P<0.001 P<0.001

11/40 (27,5%)

The statistical significance shown for each comparison is based on the 3* test.
doi:10.1371 fjoumnal pntd 0001 596.t001

i, www.plosntds.org

insecticide vector control, and euthanasia of seropositive dogs.
Despite these efforts, the number of VL cases has increased in
urban areas from Brazil, and VL remains a serious public health
problem  [31,32]. In this context, infected dogs have been
implicated in all registered VL outbreaks and epidemics. This
study was performed in Belo Horizonte, a large Brazilian city
where VL is prevalent |33]. Identification and selection of infected
dogs were based on a combination of serological and parasitolog-
ical tests owing to the diagnostic limitations of these techniques
when they are used in isolation.

The combined use of ELISA and IFAT kits (Biomanguinhos/

FIOCRUZ/MS) is recommended for a more efficient detection of

CVL and the cut-off dilution adopted by the Ministry of Health
for the IFAT i 1:4). However, these serological tests have

impaortant limitations for routine use, and the combination of

different methods is usually necessary for a precise diagnosis. The
serological methods used in large-scale canine surveys may show
false positive results due to cross-reactivity with other diseases,
such as trypanosomiasis or cutaneous leishmaniasis (CL) [34,35].
In the metropolitan region of Belo Horizonte, CL cansed by L
brazifiensis has previously been recorded in a small number of dogs
|36]. Furthermore, these diagnostic methods may underestimare
the actual prevalence of CVL in endemic regions [37,38].
Although the conventional parasitological tests for VL have
high specificity, they exhibit low sensitivity and also require
invasive sample collection methods. Moreover, these techniques
are time-consuming, are susceptible to microbiological contami-
nation and are not suitable for the large-scale screening of canine
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Figure 2. Parasite load in clinical samples of naturally infected dogs. (A} asymptomatic dogs; (B): dogs with clinical manifesations
suggestive of VL. (a): No statistical difference among the measures indicated. (b) The parasite load in the skin was higher than those estimated in

conjunctival swab and bone marrow samples (P-0.0001).
doi:10.1371/fjournal pntd 0001596.9002

populations [11]. On the other hand, molecular-based diagnostic
techniques have become an important resource to improve CVL
diagnosis because of its high sensitivity and specificity.

The molecular analyses of this work were divided in two parts.
First, qualitative conventional PCR followed by hybridization was
used to identify the proportion of dogs that exhibited Leishmania

DNA in different clinical samples. In this case, the frequency of

positive results obtained from skin samples was higher in dogs with
clinical manifestations compared to asymptomatic dogs. This same
relationship was also observed for bone marrow samples. Different
CVL smudies have demonstrated high positive indices for
conventional PCR test of skin samples from dogs with different
clinical signs, and it has been suggested that this technique based
on use of ear skin could be the best procedure for CVL diagnosis
|39]. However, the collection of ear skin samples is painful, bloody
and invasive and requires local anesthesia and aseptic manipula-
tion.

Bone marrow is often included in research on VL diagnosis and
represents an important source of L. dmovani complex parasites for
parasitological tests because of the lvmphoid tropism of this group
of protozoans. POR performed using DNA from the bone marrow
has shown good sensitivity for CVL diagnosis [14,16] indicating
that this clinical sample is a suitable source of DNA for molecular

Table 2. Comparison between paired clinical samples
according to the results obtained by PCR/hybridization test in
group 2.

Positivity
Right conjunctiva Left conjunctiva
Positivity 38/40 (95%) 35/40 (87.5%)
Skin P=0.012 P=0.05
30/40 (75%)
Bone marmow P=0.023 P=0.05
31/40 (77.5%)
Blood P=0.001 P<0.001
9/40 (22.5%)

The statistical significance shown for each comparison is based on the 3 test
daoi:10.1371/joumal .pntd 00015964002

'_"@_', www.plosntds.org

diagnosis. However, the collection of bone marrow aspirates is
invasive and traumatic for the dog. Complete anesthesia of the
animal is necessary, and this usually results in opposition by dog
owners. These lmitations make this procedure unsuitable for

large=scale surveys. Moreover, in the present study, the rates of

positive results obtained from the bone marrow and skin using the
KDNA PCR./hybridization method were lower than those from
conjunctival swab, which involve a non-invasive collection
method.

Although blood is a less invasive collection method, it had the

lowest positive detection rate in both groups. The evalation of

blood for the diagnosis of CVL by PCR is sill controversial.
Different studies have reported that blood samples worked well for
PCR-based CVL diagnosis [40,41]. In contrast, other authors
encountered problems with the use of blood samples for diagnosis,
such as the presence of PCR inhibitors, variations in parasite load,
and low sensitivity [42,43]. At the present work, the smaller
frequencies of positive results were obtained from blood. Almaost all

amplifications products from this clinical sample presented a lot of

unspecific bands at agarose gel analysis. Probably, this decreased
the specificity of the primers and might have reduced the
sensitivity of hybridization. The occurrence of unspecific ampli-
fications was particularly evident in this kind of sample and the
real reasons of that and the dynamics of parasite load in canine
blood remains unclear [42].

For qualitative molecular diagnosis, the conjunctival swab
samples showed the best results with high percentages of positive
results for both groups of dogs. In this experimental context, the
frequency of positive resuls detected from the conjunctival swab
samples did not appear to depend on the clinical starus of the
infected dogs. Although the IFAT has showed different results
between dogs with and without dinical signs, the high positive
detection rates obtained from conjunctival swab samples by kDNA
PCR/hybridization were not dependent on anti-Leidimaia
antibody titers. In a longirudinal study on the detection of canine
Leishmenia infections by PCR, conjunctval swabs showed a slow
positive conversion prior to seroconversion in areas with elevated
CVL prevalence |[44]. The ocular region can be reached by
Leidhmania through hematogenous dissemination [43] or by direct
infection through phlebotomine bites around the dogs’ eves
particularly in endemic regions where the vector density can be

April 2012 | Volume 6 | Issue 4 | 21596

122




ANEXOS

L infantum DNA in Dogs from Urban Area in Brazil

100 95.0 P=0011

a0 875

P =0.006

50,0
] 48.0

Positivity (%)

275
30 228

Cenjunctival swab Skin Bone marrow Bleod

DOpogs without clinical signs (n= 40) B Dogs with clinical signs (n = 40)

Figure 3. Positivity rates of conventional PCR followed by hybridization in 80 naturally infected dogs. The numbers above the bars
indicate the percentage of positive dogs for all dinical samples. For conjunctival swab positivity rates, animals that tested positive in at least one of
the two conjunctivas were considered positive.

doi:10.1371/journal. pntd 0001596.9003

high [46]. Similar to a previous study, the frequencies of positive suggest that parasitic density in the tissue of inner eyelids is low.
results in combined conjunctivas samples were greater than those Few Letdimaia cells in conjunctival swabs were detected in another
in the separated conjunctivas [47]. However, the results between study, even when swabs from both eyes were combined [49]. It is
eyes were not statistically different. Thus, the use of just one ocular probable that amastigotes reach and remain in the conjunctival
swab would be useful for large-scale qualitative PCR-based epithelial tissue through the infilration of a small number of
screening of dog populations. infected macrophages [43]. Similar positive PCR results were

In a second context, the molecular analyses were carried out to found between lymph node and conjunctival swab samples
estimate the parasite burdens by qPCR in conjunctival swab, hone indicating this specimen as an atwractive alternative diagnostic
marrow and skin samples. All of these samples were submitted to sample |50]. According to our data, the number of Leishnania cells
qPCR performed under the same conditions. The conjunctival estimated for conjunctival swahs was equivalent to that for bone
swabs were chosen because of their practicability, and bhone marrow in both groups of naturally infected dogs. Therefore,
marrow was tested because it usnally contains a high number of despite the known lymphoid tropism of fedhmania, the bone
amastigotes in infected dogs [16,48]. Finally, skin was included marrow samples did not exhibit the high diagnostic performance
because of the epidemiologically importance of this sample as the reported in previous studies [14,51]. This result highlights the
principal access point for the phlebotomines and as the primary potential of a sample obtained non-invasively as an auxiliary
site of inital infection in dogs. resource for CVL molecular diagnosis.

Dogs that exhibited dinical signs of CVL exhibited increased Surprisingly, the parasite burdens in the skin were the highest in
parasite loads in conjunctival swabs and bone marrow compared both groups of dogs. In addition, no differences were observed in
to asymptomatic dogs. However, the parasite burdens of these skin parasite load between the two groups. In this case, the
samples were lower than in skin within each group. Our results different antibody titers detected in the two groups of dogs did not
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Figure 4. Comparison of parasite burdens in conjunctival swab, bone marrow and skin samples. White: naturally infected dogs without
clinical signs; Black: naturally infected dogs with dlinical signs. Comparisons were made in pairs considering the same kind of clinical sample.
doi:10.1371/journal prtd 0001596 9004
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appear to be correlated with parasite burden in the skin. The

serological response correlated positively with the dinical status of

dogs, confirming results found in other studies [52]. Manna et al
(2006) demonstrated that infected asymptomatic dogs had higher
parasite load in the skin than in lymph node. Additionally, the
cutaneous parasitism remained high for 6 months [53]. When
compared to parasite load estimated for bone marrow samples
based on the Leishman Donovan Units technique, an increased
parasite burden in the skin was also found [32]. Our results
corroborate these findings in an endemic urban region in Brazil
and emphasize the role of infected dogs, especially the asymp-
tomatic dogs, as a reservoir. These animals represent a risk for
sand fly infection because of the intense parasitism of their skin. As
a matter of fact, the serological tests performed for the large-scale
screening of dogs in Brazilian cities can fail to detect subclinical

infections [17]. Additionally, a delay between the discovery of

seropositive dogs and culling is common [7]. These factors
associated with considerable skin parasitism of dogs, especially
those without clinical signs, may contribute to the continual high
transmission rates and prevalence of CVL cases in Belo Horizonte
and possibly in other endemic regions of Brazil and world.

The molecular techniques used in this study showed a good
reproducibility with high degree of agreement. These results
indicate that these tests are reliable for the purposes described in
this work.

Taken together, our results indicate that conjunctival swabs are
suitable for qualitative molecular CVL diagnosis and that their
widespread use should be considered. Nonetheless, these samples
exhibited low parasite load in infected dogs sampled in this study,
similar to the bone marrow samples. In spite of this, it was possible
to accurately quantify Leishmania cells in dogs studied. This clinical
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sample associated with these molecular techniques could be useful
for human VL diagnosis and must be investigated. The highest
parasite burdens were detected in skin samples from both
symptomatic and asymptomatic dogs. These results represent a
great challenge for CVL control in VL endemic areas in Brazil,
such as Belo Horizonte. This work can be seen as a basis for large-
scale field studies to verify the epidemiological implications of the
molecular techniques and canine clinical samples used here.
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