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DIAGNOSIICO MOLECULAR DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA:
AVALIACAO DO SWAB CONJUNTIVAL EM CAES ASSINTOMATICOS E CAES
VACINADOS

Rodrigo Souza Leite
RESUMO

O controle epidemioldgico da leishmaniose visceral (LV) no Brasil envolve a eliminagdo de
caes infectados, portanto, métodos diagndsticos confidveis sdo essenciais para evitar a
transmissdo da doenca ou o sacrificio desnecessario de animais. O programa de controle da
LV no Brasil é baseado em inquéritos sorologicos. Os métodos soroldgicos, no entanto,
apresentam problemas de sensibilidade e especificidade. A Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) demonstrou ser uma técnica rapida e sensivel para a deteccdo de Leishmania, no
entanto amostras ndo invasivas representam um instrumento essencial, neste contexto, uma
vez que elas sdo mais simples, indolores e mais facilmente aceitas pelos proprietarios de
caes. Um método util é o swab conjuntival (SC) que utiliza um swab estéril para a realizacdo
de um esfregaco das conjuntivas do cdo. O SC mostrou-se altamente sensivel para o
diagnostico da LV por PCR. O objetivo deste estudo foi avaliar através do SC a prevaléncia
de animais infectados em dois grupos de cées: assintomaticos e vacinados contra a LV. O
primeiro grupo foi composto por 30 animais assintomaticos, positivos nos diagndsticos
soroldgico e parasitologico. Os resultados do SC foram comparados com os obtidos através de
duas amostras pouco invasivas, sangue (S) e biopsia de pele (BP). As amostras foram
analisadas por dois métodos diferentes de PCR: KDNA PCR-hibridizacdo e ITS-1 nPCR. O
volume de amostra de DNA utilizada para 0 KDNA PCR-hibridizacao foi de 1,0 uL e para o
ITS-1 nPCR o volume foi de 10,0 pL. Utilizando-se o SC o método kDNA PCR-
hybridizacdo detectou DNA de Leishmania em 24/30 caes (80%) através da conjuntiva direita
(CD) e 23/30 cées (76,6%) utlizando-se a conjuntiva esquerda (CE), 17/30 cées (56,7%) por
meio de BP e 4/30 cdes (13.3%) com S. A positividade do SC obtida combinando-se ambas
as conjuntivas foi de 90% (27/30 cées). A andlise das amostras de SC pelo método ITS-1
nPCR revelou que 25/30 cées (83,3%) foram positivos utilizando-se a CD e 20/30 cées
(66,6%) foram positivos via a CE. Pelo mesmo método 15/30 cées (50,0%) foram positivos
através de BP e 17/30 cées (56,7%) com S. A positividade obtida combinando-se ambas as
oculares foi de 83,3%. Para o método KDNA PCR- hybridizacéo as positividades do SC para a
CD e CE foram significantemente superiores (p<0.05) as obtidas com BP e S. Diferenga
estatistica em relacdo a BP e S foi verificada pelo método ITS-1 nPCR apenas para CD. Os



métodos KDNA PCR-hibridacdo e ITS-1 nPCR apresentaram sensibilidade semelhante para
SC e amostras BP. Por outro lado, a positividade do ITS-1 nPCR para amostras de S, foi
significativamente maior que a obtida pelo KDNA PCR-hibridizacdo, indicando que a
sensibilidade dos métodos de PCR pode variar de acordo com o tecido examinado. A melhor
sensibilidade neste estudo (90%) foi obtido através de amostras SC (combinando-se as duas
conjuntivas) associada a0 KDNA PCR-hibridizacdo. Este nivel de sensibilidade foi semelhante
ao obtido em outros estudos utilizando SC para o diagnéstico da LV em cées sintomaticos. O
segundo grupo foi de 42 cdes militares, todos vacinados contra a LV. Neste grupo os
resultados do SC foram comparados aos obtidos por testes soroldgicos. Os testes soroldgicos
foram realizados de forma independente por trés laboratorios. Os laboratérios 1 e 2 (Labl e
Lab2) foram laboratdrios comerciais. O laboratério 3 (Lab3) foi o Laboratério de Referéncia
Nacional. A primeira triagem soroldgica realizada pelo Labl mostrou 15 cdes reativos e 4
caes foram classificados como indeterminados. Devido a alta positividade encontrada neste
ensaio, animais com sorologia reativa e indeterminada, diagnosticados pelo Labl, foram
submetidos a novos testes soroldgicos pelos Lab2 e Lab3. O Lab2 confirmou apenas 3 cées
reativos e 2 animais foram indeterminados. O Lab3 confirmou 7 c&es reativos e 3 cdes foram
classificados como indeterminados. Os cdes que foram confirmados como reativos no
diagnéstico sorolégico do Lab3 foram submetidos a eutanasia. O diagnostico molecular por
PCR, utilizando o SC em todos 0s 42 animais foi capaz de detectar o DNA de Leishmania em
17 caes. Comparando os resultados da PCR com os obtidos através do teste sorologico do
Labl, a PCR foi positiva para 10 casos reativos e um caso indeterminado, mas foi negativo
para 5 reativos e 3 casos indeterminados. Além disso, a PCR foi positiva em 5 casos ndo
reativos. Os casos reativos e indeterminados, de acordo com o Labl que foram PCR
negativos, apresentaram resultados negativos nos testes sorolégicos dos Lab2 e Lab3. Para o
Lab2, a PCR confirmou os 3 casos reativos e foi positiva para os 2 casos indeterminados. Em
relacdo ao Lab3, a PCR confirmou todos os 7 casos reativos e foi positiva para os 3 casos
indeterminados. O ensaio de PCR confirmou todos o0s casos, simultaneamente reativos nos
testes soroldgicos de dois laboratdrios. Nossos resultados mostraram que o SC é um método
sensivel e pratico para coleta de amostra permitindo diagnésticos confiaveis por PCR, além de
apresentar sensibilidade superior a outras amostras pouco invasivas. Concluimos que o uso do

SC deve ser considerado para 0s inquéritos caninos rotineiros para a LV.

Palavras chave: Leishmaniose visceral canina; diagnostico; PCR; cdes assintomaticos; caes

vacinados, swab conjuntival.
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS:
CONJUNCTIVAL SWAB EVALUATION IN ASYMPTOMATIC DOGS AND
VACCINATED DOGS

Rodrigo Souza Leite

ABSTRACT

The epidemiological control of visceral Leishmaniasis (VL) in Brazil involves the elimination
of infected dogs. Therefore, reliable diagnostic tests are essential to prevent the transmission
of the disease or unnecessary culling of dogs. The VL control in Brazil is based on serological
surveys, nevertheless serologic assays present problems related to sensitivity and specificity.
Polymerase chain reaction (PCR) proved to be a rapid and sensitive technique for detection of
Leishmania. However, non-invasive samples are an essential tool in this context, since they
are simpler, painless and more easily accepted by dog owners. A useful method is the
conjunctival swab (CS) that uses a sterile swab to sample the dog conjunctiva. The SC was
highly sensitive for the VL diagnosis by PCR. The objective of this study was to evaluate by
CS the prevalence of infected animals in two groups of dogs: asymptomatic and vaccinated
against VL. The first group had 30 asymptomatic dogs with positive serological and
parasitological tests. The SC samples were compared with two non-invasive samples: blood
(B) and skin biopsy (SB). The samples were analyzed by two different PCR methods: KDNA
PCR-hybridization and ITS-1 nPCR. The volume of DNA sample used for kDNA PCR-
hybridization was 1.0 p L and ITS-1 nPCR volume was 10.0 uL. The DNA sample volume
used was of 1.0 uL and 10.0 puL respectively. 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 CS 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. Methods kDNA PCR-hybridization and ITS-1 nPCR
showed similar sensitivities to CS and SB samples. Moreover, the positivity of ITS-1 nPCR
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for B samples, was significantly higher than that obtained by kDNA PCR-hybridization,
indicating that the sensitivity of the PCR may vary with the tissue examined. The best
sensitivity in this study (90%) was obtained from CS samples (by combining both
conjunctivas) associated with KDNA PCR-hybridization. This level of sensitivity was similar
to that obtained in other studies using CS for the VL diagnosis in symptomatic dogs. The
second group was of 42 military dogs, all of them vaccinated against VL. In this group CS
and compared with the results obtained by serological tests. The serological tests were carried
out independently by three laboratories. Laboratories 1 and 2 (Labl and Lab2) were private
laboratories. Laboratory 3 (Lab3) was the National Reference Laboratory. The first
serological screening performed by the Lab 1 showed 15 reactive dogs and 4 dogs were
classified as indeterminate. Due to the high positivity found in this test, animals with reactive
and indeterminate serology according Lab 1 were subjected to new serological tests by Lab 2
and Lab 3. Lab 2 confirmed only 3 reactive dogs and 2 animals were undetermined. The Lab
3 found 7 reactive dogs and 3 dogs were classified as indeterminate. Dogs that were
confirmed as reactive by Lab 3 were euthanized. The molecular diagnosis by PCR, using CS,
was performed in all 42 animals and was able to detect Leishmanial DNA in 17
dogs. Comparing the PCR results with those obtained by serological test of Lab 1, PCR was
positive for 10 reactive and one indeterminate case, but was negative for 5 reactive and 3
indeterminate cases. In addition, the PCR was positive in 5 non-reactive cases. The reactive
and indeterminate cases according to Lab 1 that were PCR negatives, tested negative in the
serologic assays of Lab 2 and Lab 3. For the Lab 2, the PCR confirmed the 3 reactive cases
and was positive for the 2 indeterminate cases. In relation to Lab 3, the PCR confirmed all 7
reactive cases and test positive for the 3 indeterminate cases. The PCR assay confirmed all
cases simultaneously reactive in the serologic tests of two laboratories. Our results showed
that the SC is a sensitive and practical method for collecting samples, allowing reliable
diagnostic tests by PCR and showed higher sensitivity than other low invasive samples. We
conclude that the use of CS for the regular screenings of dogs by PCR should be considered.

Keywords: Canine visceral Leishmaniasis; diagnosis; PCR; asymptomatic dogs; vaccinated

dogs; swab conjuntival.
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1. INTRODUCAO
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Um programa de combate e controle da LV surgiu no Brasil na década de 1950 e tinha
como principal objetivo interromper a cadeia de transmissdo da doenca, no entanto, tal
iniciativa mostrou-se ineficiente ao longo das Ultimas décadas, o que levou o Ministério da
Salde e a Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA, 2002) a convocarem um comité para
reexaminar seu plano de acdo (COSTA, 2001). Essa reavaliacdo vem sendo orientada por
estudos cientificos e outros fatores de ordem operacional como: constatacdo de que outros
reservatorios como raposas e marsupiais podem ser fontes de transmissao dos parasitos;
conflitos entre os estudos a respeito do real impacto do sacrificio de cdes sobre a infeccao
humana; existéncia de pouco conhecimento sobre o impacto das estratégias de combate ao
vetor; inexisténcia de uma padronizacdo dos meétodos diagndsticos da doenca em humanos e

em cdes (GONTIJO, et al., 2004).

Neste contexto, tem sido ressaltada nos Gltimos anos a necessidade de uma maior
aproximacdo e sinergia entre pesquisadores e agentes de salde publica no combate a doenca.
Diante das dificuldades operacionais de combate a LV, especialmente nas regiGes urbanas,
tornam-se necessarios mais investimentos na area técnico-cientifica e aperfeicoamento das
estratégias de controle e vigilancia da doenca. Todas estas medidas devem ser integradas de

modo que elas possam ser mais efetivas (ELKHOURY, 2005).

A pesquisa de diagnosticos alternativos mais sensiveis, praticos e especificos deve ser
prioritaria para auxiliar a prevencdo, vigilancia e controle das leishmanioses. O investimento
em procedimentos de diagnostico vem sendo apontado como necessario para reducdo da
morbidade, mortalidade e da letalidade da LV, bem como para a diminuicdo dos riscos de

transmissdo (ELKHOURY, 2005).

Esta dissertacdo relata a avaliacdo da eficacia do swab conjuntival (SC) como um

método de amostragem para o diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC) por PCR.
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Para isto foram estudados dois grupos independentes de cdes: 0 primeiro composto por caes
assintomaticos e o segundo por caes militares vacinados contra a LVC. Vale ressaltar que este

estudo foi inedito visto que a metodologia do SC nunca havia sido testada nos grupos citados.

No primeiro grupo, o SC foi comparado a bidpsias de pele (BP) e amostras de sangue
(S), dois tipos de amostras pouco invasivas potencialmente Uteis para a triagem em massa de
cdes. Foram avaliados 30 cdes assintomaticos, simultaneamente positivos em testes
soroldgicos e parasitologicos. As amostras foram analisadas por dois métodos diferentes de
PCR: KDNA PCR-hibridizacdo e ITS-1 nPCR. No segundo grupo, o objetivo foi avaliar a
prevaléncia de animais infectados em um grupo de cdes militares, todos vacinados contra a
LV, usando o SC para coleta de amostras para a PCR e comparar os resultados com aqueles
obtidos por testes sorologicos. Os testes sorologicos foram realizados de forma independente
por trés laboratorios. Os laboratérios 1 e 2 (Labl e Lab2) foram os laboratorios comerciais. O

Laboratorio 3 (Lab3) foi o Laboratério de Referencia Nacional.

Este estudo visa contribuir para disponibilizar para a sociedade uma ferramenta

valiosa no controle da Leishmaniose Visceral.
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2. REFERENCIAL TEORICO
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A leishmaniose é uma doenca parasitaria de carater zoonotico e representa hoje um
grande problema de saude publica mundial. Seus aspectos epidemiologicos sdo complexos,
dada a grande variedade de fatores envolvidos. Exemplos destes fatores sdo: a diversidade de
hospedeiros, as diferentes espécies do agente etioldgico e a dinamica dos processos

ecologicos e sociais que determinam a distribuicdo geogréafica dessa enfermidade.

Em relacdo ao agente etioldgico sdo conhecidas cerca de 30 espécies heteroxénicas
pertencentes ao género Leishmania (Figura 1). Deste total, 13 ocorrem no continente
americano (GRIMALDI; TESH, 1993). Esses parasitos sdo intracelulares obrigatérios quando
presentes nos hospedeiros vertebrados, se apresentando sob a forma amastigota. Nos
hospedeiros invertebrados, as células de Leishmania se transformam nas formas
promastigotas, as quais passam por dois estagios de desenvolvimento bem distintos. O
primeiro se caracteriza por células de alta capacidade de divisdo chamadas de promastigotas
prociclicas. No segundo estagio, as células de Leishmania passam a apresentar formato
alongado e um longo flagelo, sendo chamadas promastigotas metaciclicas que se constituem
na forma infectante para os hospedeiros vertebrados (OLIVIER; GREGORY; FORGET,

2005).

O modo mais importante de sua transmisséo se da através da picada de insetos fémeas
da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conhecidos como
flebotomineos. No Velho Mundo, as espécies transmissoras do parasito se incluem no género
Phlebotomus, enquanto que, no Novo Mundo, predomina o género Lutzomyia (GRIMALDI,
TESH, 1993; DESJEUX, 1996). As especies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi estdo
diretamente relacionados com a transmissdo da doenca. A primeira é considerada a principal
transmissora de L.(L.) chagasi no Brasil. A segunda espécie foi posteriormente apontada

como vetor no estado do Mato Grosso do Sul (SANTOS, et al.,1998).
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L. guyanensis

L. guyanensis

L. panamensis

Familia Trypanosomatidae
Geénero Leishmania
I
Subgéneros Leishmania
Complexos L. donovani L. major L. aethiopica L. tropica L. mexicana L. braziliensis
Espécies L. donovani L. major L. aethiopica L. tropica L. mexicana L. braziliensis
L. infantum L. killicki L. amazonensis L. peruviana
L. chagasi L. pifanoi L. naiffi L. shawi
L. archibaldi L. garnhami

L. venezuelensis

L. lainsoni

L. lainsoni

Indefinido:

L. colombiensis
- L. equatoriensis

Figura 1 - Diagrama da classificacdo das diferentes espécies de Leishmania (RODRIGUES, 2006)
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2.1Reservatorios da Leishmaniose Visceral e o papel do cdo

A Leishmania (Leishmania) chagasi possui como reservatorios silvestres as raposas e
marsupiais. Estes animais possuem habitos sinantropicos e isto provavelmente esta
relacionado a ligag&o entre os ciclos silvestre e doméstico da doenga. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios para elucidar o real papel desses animais no ciclo de transmisséo da LV. No
ambiente domiciliar, o cdo é o principal hospedeiro de L. (L.) chagasi (SANTOS, et al.,

1998).

Em relacdo aos diversos hospedeiros da L. (L.) chagasi, 0 cdo assume um papel central
na manutencdo do ciclo da enfermidade dada a grande susceptibilidade deste animal e a sua
proximidade com o homem. Nas regides brasileiras endémicas da doenca, 0s cdes sdo muito
expostos ao fleb6tomo, pois frequentemente dormem ao relento e proximos as aves
domesticadas, as quais sdo refratarias a moléstia, mas atraem fortemente os insetos vetores
(NEVES, 2006). A pele canina, uma vez infectada, passa a apresentar altos niveis de

amastigotas o que aumenta a chance de contaminacédo de outros flebotomineos.

Em geral, a doenca no cdo é cronica e sistémica. Porém, a forma aguda e grave pode
ocorrer levando o animal a morte em poucas semanas. Apds a infeccdo da pele em cées
susceptiveis, hd a disseminacdo do parasito para varios 6rgaos e posteriormente surgem 0s
sintomas (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As manifestacdes clinicas classicas incluem
lesbes na pele como dermatite exfoliativa e ulceragdes, alopécia, perda de peso, caquexia,
onicogrifose, linfadenopatia, esplenomegalia e faléncia renal, sendo esta Ultima uma das
principais causas de obito (MORENO; ALVAR, 2002). A alopecia gerada pela infeccao
expde maiores areas da pele extensamente parasitadas o que facilita ainda mais a infeccéo de
outros flebotomineos. A extenséo dos sinais clinicos esta intimamente relacionada com o tipo

de resposta imunoldgica apresentada pelo animal infectado.
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Estudos com infecgdes experimentais em cdes mostraram que o periodo de incubacgéo
é bastante variavel, girando em torno de trés meses a varios anos (ANDRADE, 2000). Entéo,
¢ comum muitos animais infectados ndo apresentarem sintomas clinicos durante um longo
tempo, o que prejudica os levantamentos epidemioldgicos e o combate a doenca. De acordo
com dados estatisticos, cerca de 52% dos cées infectados assintomaticos podem evoluir para
cura espontanea, 12% permanecem longo tempo parasitados e sem sintomas e 36%

manifestam a doenca mais tarde (NEVES, 2006).

Tem sido amplamente relatado que o fluxo de transmissdo da LV é independente da
extensdo dos sintomas apresentados pelo cdo. Ha relatos de que cdes soropositivos
assintomaticos permitiram a transmissdo do parasito para flebotomineos (SOLANO-
GALLEGO, et al., 2001), (SOUZA, et al., 2001), (ALVAR, et al., 2004). Sendo assim, 0s
cdes sdo um reservatdrio competente e importante do protozoario em questdo. Esta relevancia
foi confirmada mediante observacdes especialmente nas zonas urbanas com transmissdo
recente onde 0s casos caninos da doenca precederam os casos humanos. Nestas regides, foi
comprovada uma associacdo na distribuicdo espacial da LV em cées e no homem (DI

LORENZO; PROIETTI, 2002).

O Ministério da Saude recomenda trés medidas béasicas de controle: (1) tratamento
precoce das pessoas infectadas, (2) combate ao vetor e (3) eliminacdo dos cées infectados
(PALATNIK-DE-SOUZA, et al., 2001), (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Portanto, o
diagndstico da leishmaniose canina & uma etapa fundamental no controle da enfermidade e
inquéritos extensivos para a sondagem de animais contaminados tém sido preconizados. O
diagnostico deve ser feito, de preferéncia, de uma maneira precoce atraves de um método
suficientemente confiavel e robusto. Ainda hoje, o desenvolvimento e a padronizacéo de uma
técnica enquadrada nestes critérios e que seja rapida, barata e de simples manuseio

permanecem como objetivos a serem alcancados.
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2.2Manifestacgoes clinicas em Humanos

A leishmaniose é uma doenca polimdrfica para os humanos apresentando diferentes

manifestacdes clinicas (Figura 2) sendo as principais formas da doenca:

e Leishmaniose visceral (LV): E também chamada de calazar e é considerada uma
doenca cronica e sisttmica. Nesta modalidade, os parasitos demonstram tropismo pelas
células do sistema fagocitario mononuclear do figado, baco, medula 6ssea e tecidos linféides.
Os sintomas classicos que podem ocorrer nos individuos afetados sdo acessos febris
irregulares, palidez cutdneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. A LV € considerada a forma

mais grave da doenga, sendo fatal em 95% dos casos néo tratados;

e Leishmaniose tegumentar: Existem duas formas principais que dependem da

espécie do agente etiologico e da resposta imune do hospedeiro:

a) Leishmaniose cutanea (LC): Nesta forma, uma lesdo bem delimitada, ulcerada ou
ndo, se desenvolve no local da picada do inseto vetor e pode se curar
espontaneamente ou persistir por longo tempo. Em algumas situaces, a lesdo pode

se difundir especialmente nos pacientes imunodeprimidos.

b) Leishmaniose mucocutanea (LMC): Essa manifestacdo caracteriza-se por
progressao lenta e cronica. Implica em metéstases da lesdo primaria, as quais
podem atingir as mucosas nasobucal e faringiana, causando destrui¢do extensiva e
desfigurante de tecidos moles e cartilagens, o que pode incapacitar o individuo

para o trabalho e o convivio social.

c) Leishmaniose dérmica pds-Calazar (LDPC): Esta forma da doenca é frequente na
india e no Suddo. A LDPC manifesta como multiplas méaculas hipocromicas

papulas eritematosas e nddulos (ZIJLSTRA, et al., 2000). Normalmente uma
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erupcdo macular eritematosa nas bochechas é a primeira manifestacdo da doenca

(RAMESH, et al., 1995).

Todas as formas da doenga podem comecar com uma pequena lesdo cutanea, mas o
subsequente desenvolvimento e progndstico sdo determinados, em grande parte, pela espécie

de Leishmania envolvida (GRIMALDI; TESH, 1993).



Figura 2 - Sinais Clinicos da Leishmaniose.

a) Leishmaniose cutanea; b) Leishmaniose mucocutanea; c) Leishmaniose visceral; d)
Leishmaniose dérmica p6s-Calazar (CHAPPUIS, et al., 2007)

29
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2.3Vacinas contra a Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

A busca por uma vacina eficaz tem sido uma das principais preocupagdes de varios
grupos de pesquisa. O trabalho pioneiro de Genaro et al. (1996), avaliando a eficacia das
vacinas produzidas com diferentes antigenos bruto de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis
e L. (L.) chagasi, em comparacdo ao placebo em uma populagéo de cédes na cidade de Montes
Claros, Minas Gerais, mostrou a auséncia de protecdo, mas um fator limitante importante
nesse estudo foi 0 nimero elevado de perdas de sequéncia nos grupos avaliados (Oliveira, et

al., 2008).

Palatnik-de-Sousa et al. (1993; 1996), prop0s uma vacina baseada em fucose ligada
manose (FML), obtido a partir de uma cepa de L. (L.) donovani. Esta vacina agora esta sendo
comercializada pelo laboratério Fort Dodge Animal Health (Overland Park, E.U.A.), sob o
nome comercial de Leishmune®. Borja-Cabrera et al. (2006) mostraram em uma area
endémica no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, que esta vacina € imunogénica, com uma
forte resposta humoral. Estudos mais recentes demonstraram que menos de 3% dos animais
vacinados seriam soropositivos nas reacOes de ELISA e IFI realizadas com os kits de
Biomanguinhos, recomendados pelo Ministério da Salde e utilizados pelos laboratérios

oficiais.

Novas vacinas produzidas a partir de DNA foram avaliadas. Ghosh et al. (2001)
observaram que a vacina de DNA contra proteina A2 de L. (L.) donovani aumenta a resposta
celular e humoral. Fernandes et al. (2008) investigaram a imunogenicidade e imunidade
protetora contra L. (L.) chagasi induzidas pela vacinacdo com uma formulacdo contendo a
proteina recombinante A2, um antigeno amastigota especifico, e saponina. Os animais
vacinados produziram niveis significativamente elevados de IgG total e 1gG2, mas ndo 1gG1

anti-A2, e mantiveram-se negativos nos metodos convencionais de diagndstico sorologico
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para leishmaniose. Uma vacina, com nome comercial Leishtec® estd sendo comercializada

pela Hertape Calier Satude Animal S.A.

Apesar das varias propostas de vacinas produzidas com diferentes técnicas, 0s ensaios
clinicos ainda sdo necessarios para provar a sua eficacia (Oliveira, et al., 2008). Neste
contexto, em 2007 o Ministério da Saude junto com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) publicaram a Instrucdo Normativa Interministerial 31 (IN-31) que
regulamenta a pesquisa, desenvolvimento, producdo, avaliacdo, registro e renovacdo de
licencas, comercializa¢do e uso de vacinas contra a LV. Com isso, o desenvolvimento de
vacinas anti-LVC deve contemplar a realizacdo de testes para determinar a seguranca, a
eficacia, a inocuidade, a protecédo a infeccdo e a imunogenicidade das vacinas conduzidas por
meio de ensaios de fases I, Il e Ill. As duas vacinas citadas possuem resultados para os
ensaios de fase | e Il e, por ja estarem em comercializacdo, as empresas fabricantes deverdo
apresentar os estudos de fase Il até agosto de 2010 para continuar ou ndo a comercializagdo.
Embora as vacinas sejam autorizadas pelo MAPA, o Ministério da Saude ainda néo

recomenda o seu uso em Saude Pablica (Ministério da Saude, et al., 2009).

2.4Epidemiologia

Em termos globais, a leishmaniose é a terceira moléstia mais importante dentre as
veiculadas por vetores, ficando aquém apenas da maléria e da filariose linfatica (DAVIES;
REITHINGER, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a leishmaniose é
endémica em 88 paises, aproximadamente 14 milhdes de pessoas séo consideradas infectadas
e outras 350 milhdes estdo expostas a situacdes de risco. S&o notificados, por ano no mundo,
cerca de 2 milhdes de novos casos dessa enfermidade sendo que a LC contribui com

aproximadamente 1,5 milh&o enquanto a forma visceral tem 500 mil registros (OMS, 2007).
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A LV pode ser provocada por trés espécies. No Suddo, Kénia, Nepal, Bangladesh,
China Oriental, Paquistdo e India, predomina a Leishmania (Leishmania) donovani e nessas
regides a doenca tem carater antroponoético. No sudeste asiatico, nordeste da China, norte da
Africa e Europa mediterranea, prevalece Leishmania (Leishmania) infantum enquanto que
Leishmania (Leishmania) chagasi esta presente nas Américas (TAVARES; FERNANDES;

MELO, 2003). Nestes dois ultimos casos, a LV assume um perfil zoondtico.

Sessenta e cinco paises sdo considerados endémicos para LV e estima-se que 200
milhGes de pessoas estdo sob condi¢des de risco de contaminacdo. O nimero de 6bitos anuais
registrados chega a 59 mil e este é somente ultrapassado pelo nimero de mortes causadas pela
maldria dentre as doencas parasitarias (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006). Dada a ampla
abrangéncia e o significativo aumento de casos da doenca, o Programa Especial de Pesquisas
e Treinamento em Doencas Tropicais (TDR), vinculado a OMS, considera a leishmaniose
uma prioridade em suas pesquisas dentre as 10 principais endemias tropicais do mundo

(OMS, 2007).



Bl 4reas enpemicas

Figura 3 - Distribuicdo mundial da Leishmaniose Visceral (LV).

A maioria dos casos ocorre em apenas seis paises - Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal e Suddo (DESJEUX, 2004).
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2.4.1 A leishmaniose visceral no Brasil

O Brasil detém a maior parte de casos registrados de LV na América Latina (MILES,
et al., 1999). Seu comportamento epidemioldgico é ciclico, com elevacdo do nimero de casos

em intervalos médios de 5 anos (ELKHOURY, 2005).

Especificamente em relagdo ao Brasil, a LV demonstra ampla distribui¢éo atingindo
todas as regides (Figura 4). Por isso, a LV possui aspectos geograficos e sociais bem
diferenciados e complexos. Das 27 unidades federativas do pais, 20 possuem casos autoctones
registrados da doenca, atingindo as cinco regides do pais. A regido Nordeste concentrou mais
de 90% dos casos humanos na década de 90 e atualmente responde por 56% do total de casos
no pais, seguida pela regido Sudeste (19%), regido Norte (18%) e Centro-Oeste (7%)

(MINISTERIO SAUDE, 2010).

A partir dos anos 90, novos surtos e focos da doenca foram registrados nos estados do
Para e Tocantins (regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro-Oeste), Minas Gerais e
Sdo Paulo (regido Sudeste). Essas regides passaram entdo a influir significativamente nas
estatisticas da LV no Brasil. A partir dai, tem-se observado uma tendéncia crescente da
incidéncia de casos de LV. Este aumento vem ocorrendo de maneira mais pronunciada desde
1999 (FUNASA, 2002). Cerca 3500 casos de LV sdo notificados, em média, a cada ano no
pais. As taxas de letalidade, segundo registros oficiais, chegam a 10% em algumas localidades

(MINISTERIO DA SAUDE, 2007a).

A LV ocorre tipicamente em regides caracterizadas por baixo nivel socioeconémico, o
que é muito comum em areas rurais e periurbanas do Brasil. No entanto, esse quadro vem se
modificando especialmente nos estados das regides Centro-Oeste e Sudeste, onde a LV vem

sofrendo  um processo de urbanizacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).
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Fonte: Secretaria de Vigilanciaem Saude.

Figura 4 - Distribuicdo dos casos de leishmaniose visceral por unidade federativa de 1983 a
2006.
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O estabelecimento de uma doenca parasitaria em uma determinada regido depende
fundamentalmente da presenca de hospedeiros e vetores igualmente susceptiveis. No passado,
a leishmaniose possuia um carater essencialmente silvestre uma vez que o vetor vive
naturalmente em regides de mata e de florestas. No entanto, a colonizacdo humana abrupta,
descontrolada e intensa reduziu drasticamente o habitat natural dos flebotomineos bem como
a disponibilidade de seus hospedeiros naturais. Tais fatores somados a uma adaptacdo bem
sucedida do inseto vetor ao ambiente peridomiciliar permitiram que ele passasse a infectar,
via repasto sangiiineo, o cdo e o homem. Isto fez com que a leishmaniose adquirisse um

caréater tipicamente rural.

Por outro lado, a enfermidade vem se urbanizando cada vez mais. Isto se deve a
diversos fatores como a globalizacdo econdmica, a concentracdo de riquezas, éxodo rural
proveniente de regiGes mais pobres, desmatamentos, alta densidade populacional e a grande
susceptibilidade da populacdo a doenca. Em 1950, menos de um terco da populacdo mundial
vivia nas cidades. Hoje, mais de 50% desta esta nas grandes metrdpoles e é estimado que mais
de 5 bilhdes de pessoas estejam nas regides urbanas dentro de 50 anos (DAULAIRE, 1999).
Na América do Sul, mais de 70% da populacdo é urbana. Isto tende a levar endemias rurais
para areas metropolitanas onde a concentracdo humana e a presenca de vetores aumentam a
incidéncia de doencas. Ao mesmo tempo, houve grande proliferacdo de sublrbios pobres
onde 0s cdes vadios sdo numerosos e as condigdes sanitarias e nutricionais sao precarias. As
restricdes alimentares graves associadas a presenca de individuos imunossuprimidos, como 0s
portadores do virus HIV, expbem uma parcela significativa de pessoas extremamente

vulneraveis ao avanco da leishmaniose (DESJEUX; ALVAR, 2003).

Paralelamente, o fleb6tomo acabou por encontrar no ambiente urbano um habitat

favoravel a sua reproducdo. Como resultado, o Lutzomyia. longipalpis, por exemplo, tornou-
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se muito numeroso nessas regides, o que tem aumentado o nimero de casos da doenca (OMS,

2002b).

Todo este panorama se deve a mudangas comportamentais de carater socio-ambiental,
as quais tém provocado impactos sem precedentes. O aumento e a expansdo da LV para areas
urbanas e periferias estdo também relacionados as migracdes humanas, envolvendo o
transporte de cdes infectados para regides onde o inseto vetor ja existia (ARIAS, et al., 1996).
A partir disso, criaram-se condi¢des concretas para a transicdo efetiva do ciclo rural da doenca

para o ciclo em grandes metropoles e regides periféricas.

A adaptacdo do vetor aos ambientes urbanos foi concretamente comprovada no Brasil
no final da década de 1980. Nesse cenario, os flebotomineos passaram a ser encontrados em
paidis, canis e também no ambiente intradomiciliar. Desde entdo, muitas cidades brasileiras
como Fortaleza (CE), Aracaju (SE), Santarém (PA), Corumba (MS), Palmas (TO), Aracatuba
(SP), Teresina (PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Campo Grande (MS), Montes Claros e Belo
Horizonte (MG) vém apresentando, de maneira preocupante, mais casos autoctones da doenca

(MINISTERIO DA SAUDE, 2007a).

Desde 1993, Belo Horizonte vem sofrendo com o acréscimo de casos humanos e
caninos da LV. Sabe-se hoje que a doenca foi introduzida nesta capital a partir de Sabara, um
municipio vizinho (GONTIJO; MELO, 2004). De fato, na regido metropolitana de Belo
Horizonte, houve um aumento no nimero de municipios com notificacdo da doenca de 6 no
biénio 94/95 para 15 no biénio 98/99 (LUZ, et al., 2001), (SILVA, et al., 2001a). De acordo
com dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, Belo Horizonte é hoje o terceiro municipio
brasileiro mais afetado pela LV, ficando atrds somente de Fortaleza e Campo Grande

(MINISTERIO DA SAUDE, 2007b).
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Por ser a urbanizacdo da LV, no Brasil, um evento relativamente recente, pouco se
sabe sobre sua epidemiologia no meio urbano. As relacBes entre os componentes da cadeia de
transmissdo da doenca nas cidades e regides adjacentes brasileiras parecem ser bem mais
complexas e diversificadas do que no ambiente rural e carecem de mais estudos para serem

inteiramente explicadas (GONTIJO; MELO,2004).

2.5Diagndstico da leishmaniose visceral canina

Para um diagndstico mais seguro da LV, recomenda-se a combinacdo de diferentes
métodos, uma vez que essa doenca apresenta um amplo espectro clinico tanto em humanos
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007) quanto em cédes (GONTIJO; MELO, 2004) e ainda ndo
existe um teste 100% especifico e sensivel (ALVAR, et al., 2004). Sendo assim, € muito
importante considerar conjuntamente dados laboratoriais, clinicos e epidemiolégicos para a

realizacdo do diagndstico do Calazar.

Um diagnostico definitivo da LV canina (LVC) exige a deteccdo direta do parasito.
Para sua demonstracdo, sdo comumente utilizados materiais de bidpsias ou aspirados de
medula 6ssea, linfonodos, baco ou figado (REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Com o
material coletado sdo feitos esfregacos e coloracdes especificas em laminas para analise
microscopica e deteccdo de formas amastigotas do parasito. Para isto, a lamina deve ser

exaustivamente examinada antes de ser considerada negativa (DIETZE, 2006).

Podem ser feitos também cortes histoldgicos, inoculacdo de aspirados em animais de
laboratdrio ou cultura in vitro em meio bifasico (GOMES, et al., 2006). Esta modalidade de
diagnostico é considerada um padrdo ouro, pois apresenta alta especificidade e, diante da
positividade, ndo ha dadvida quanto a presenca da infeccdo. No entanto, a forma de coleta de
amostras envolvida nesses procedimentos é invasiva, possui contra-indicacfes e pode causar

complicacdes mais serias em algumas ocasifes (GUERIN, et al., 2002).
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Devido a frequente auséncia de sintomas clinicos nos cées e a dificuldade da detec¢éo
direta do parasito, o diagnostico rapido e indireto da infeccdo canina tem se transformado em
uma parte essencial dos programas de controle (BADARO, 1988). Muitos métodos de
diagnostico sorologico frequentemente utilizados nesses programas apresentam sensibilidades
variando de 80% a 100%, e especificidades que vao de 80% a 98% (REED, et al., 1990). Tais
testes partem do pressuposto de que a maioria, ou todos o0s animais infectados, desenvolvem
uma resposta imunoldgica humoral especifica que pode ser detectada pelas metodologias

disponiveis.

Nas areas endémicas do Brasil, onde a prevaléncia da LV é a maior das Américas, 0s
cdes sdo periodicamente analisados por sorologia, pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e o imunoensaio enzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
(BADARO; REED; CARVALHO, 1981) (DIETZE, 2006). Ambos os testes envolvem a
utilizacdo de antigenos brutos e possuem algumas limitagdes quanto a sua especificidade e
reprodutibilidade (SUNDAR; RAI, 2002), (SINGH, 2006). Nos ultimos anos, novos
antigenos purificados e recombinantes contendo epitopos especificos de L.(L.) chagasi e
L.(L.) donovani tém sido obtidos e, com eles, melhores sensibilidades e especificidades vém
sendo apresentadas (GOMES, et al., 2006). O teste RIFI é considerado menos sensivel e mais
especifico do que o método de ELISA (GONTIJO; MELO, 2004). Estas metodologias sdo as

utilizadas para nos inquéritos populacionais.

Os resultados da RIFI sdo normalmente expressos em diluicbes em que se considera
um resultado positivo com um titulo igual ou superior a 1:40. No caso do ELISA, os
resultados sdo medidos em unidades de absorbancia com base em espectrofotometria na qual
podem ser utilizadas diluigdes fixas (resultado quantitativo) ou somente presenca ou auséncia

de reacgdo (resultado qualitativo), (DIETZE, 2006).
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Badaro e colaboradores (1996), desenvolveram o Teste Rapido Anticorpo Leishmania
donovani (TRALd) que se baseia num método imunocromatografico no qual a proteina
recombinante de L. (L.) chagasi rK39 é fixada em membrana de nitrocelulose. Este
procedimento se revelou simples e rapido e permitiu a obtencdo de bons resultados no
diagnostico em cdes e humanos. No entanto, a mesma técnica foi incapaz de detectar infeccao

em animais com baixos titulos de RIFI (GENARO, et al., 1997).

Outro tipo de diagndstico é baseado em testes moleculares os quais permitem a
deteccdo de sequéncias de DNA especificas do parasito. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) é um importante exemplo e ¢ um procedimento que
permite a amplificacdo de segmentos de DNA em até 1 milhdo de vezes. Existem diferentes
alvos de amplificacdo no genoma de Leishmania que ja foram descritos para diagndstico.
Esses sdao normalmente sequéncias repetitivas e/ou polimorficas. Como exemplos, tem-se 0s
genes para 0 RNA ribossomal e seus espacadores, B-tubulina, locus gp63, hsp70, cisteino
proteinases e minicirculos do DNA de cinetoplasto (kDNA), (REITHINGER; DUJARDIN,
2007; SINGH, 2006). Este ultimo tem sido considerado um dos melhores alvos para PCR
sendo que podem ser amplificados os minicirculos completos ou somente suas regifes
conservadas (GONTIJO; MELO, 2004). Na era pds-genémica, vem ocorrendo a identificacdo
e a caracterizacdo de um numero cada vez maior de sequéncias nucleotidicas potenciais de
Leishmania para novos alvos de PCR. Isto contribui para aumentar a versatilidade dessa

técnica.

Vaérios sistemas de deteccdo baseados na PCR foram desenvolvidos (SCHALLIG;
OSKAM, 2002), e a busca de sua padronizacao é tida como um importante objetivo para 0s
programas de controle da leishmaniose (OMS, 2002a). Muitos trabalhos ja demonstraram a

aplicabilidade da PCR para o diagndstico da leishmaniose canina, indicando ser, esta, uma
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técnica mais sensivel e especifica do que os métodos tradicionais (MANNA, et al., 2004),

(REALE, et al., 1999), (SILVA, et al., 2001c), (STRAUSS-AYALI, et al., 2004).

Diagnosticos, com resultados mais precisos, sdo obtidos quando a PCR é combinada
com outros métodos moleculares, como a hibridizacdo de sondas de DNA (HEADINGTON,
et al., 2002). Este foi o primeiro procedimento em biologia molecular a ser desenvolvido para
fins diagnosticos e hoje, ja se dispde de diferentes sondas especificas, tanto para sequéncias
genéticas nucleares, quanto para regides do genoma mitocondrial de Leishmania
(DEGRAVE, et al, 1994). Foi demonstrado em alguns estudos que o uso de sondas de KDNA
permitiu a distincdo entre os complexos L.(V.) braziliensis e L.(L) mexicana. Junto a essas
pesquisas, percebeu-se que os minicirculos de kDNA contém regibes com diferentes
especificidades taxonémicas. Com esta evidéncia, sugeriu-se que as sequéncias de KDNA vém
sofrendo diferentes taxas de divergéncia evolutiva. Esta caracteristica pode ser util para
diagnosticos, na medida em que ela pode auxiliar a identificar e diferenciar, com mais
seguranca, 0s subgéneros de Leishmania. Também, foi relatado que, com essas sondas, foi

possivel realizar estudos de carater epidemioldgico (ROGERS; WIRTH, 1987).

Para o processo de hibridizacéo, as técnicas Dot-Blot e Southern Blot sdo, comumente,
utilizadas. A primeira consta da aplicacdo dos produtos de PCR desnaturados em uma
membrana, normalmente de nylon a qual recebe, posteriormente, as sondas marcadas, por
exemplo, com radioisotopos como o *?P. Quanto ao Southern blot, as amostras de DNA
presentes num gel de agarose sdo desnaturadas. Em seguida, uma membrana de nitrocelulose
ou nylon é colocada e pressionada sobre o gel, permitindo que o DNA passe para ela por
capilaridade. Apos isso, o acido nucleico é fixado e a membrana é tratada com sondas
marcadas complementares a sequiéncia alvo do DNA do parasito. Apds a auto-radiografia é

feita a revelacdo e a verificacdo dos resultados. Estas técnicas tém se mostrado adequadas
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para a deteccdo de fragmentos de DNA de Leishmania (BOZZA, et al, 1995), (SILVA, et al,

2004).

Neste trabalho a reacdo de PCR, no grupo de cées assintomaticos, foi utilizada com
iniciadores enderecados para a regido conservada dos minicirculos de kDNA (DEGRAVE, et
al., 1994). Os produtos amplificados foram hibridizados com sondas constituidas de
minicirculos clonados de L. chagasi e marcados com *2P. Os resultados foram comparados
com a reacdo de PCR utilizando iniciadores enderecados para a regido espacadora interna
transcritivel 1 (ITS-1) dos genes do RNA ribossomal. No grupo de cdes vacinados, foi

realizada apenas a metodologia para a regido ITS-1.
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3 JUSTIFICATIVA
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O céo ¢ considerado o principal reservatorio de L.(L.) chagasi e fonte importante de
infeccdo para o vetor, portanto, é fundamental que os cdes sejam monitorados rotineiramente.
O diagnostico correto € muito importante para evitar a disseminacdo da doenca ou a
eliminacdo de cdes ndo infectados. Esta medida se constitui em um dos fundamentos para o

controle da LV.

As metodologias usualmente utilizadas para o diagndstico da LVC ainda apresentam
deficiéncias, de forma que, ainda hoje, permanece o desafio para obtencdo de um método

sensivel, especifico, simples, rapido e de baixo custo.

A analise clinica apresenta uma dificuldade recorrente relacionada ao fato de varios
sinais da enfermidade, no cdo, serem muito parecidos com os de outras doencas infecciosas
(GRIMALDI; TESH, 1993). Outro problema esta no amplo espectro de sinais clinicos
apresentados pelos cdes. Neste caso, 0s animais vao de uma faixa de aparentemente saudaveis
(assintomaticos) até estdgios severos da doenca (sintomaticos), perpassando por estagios

intermediérios com poucos sintomas (oligossintomaticos) (GONTIJO; MELO, 2004).

Os exames parasitologicos baseados em microscopia e cultura de parasitos sdo
laboriosos, demorados, requerem formas invasivas de amostragem e apresentam sensibilidade
baixa ou muito varidvel (SILVA, et al., 2006). A baixa sensibilidade se deve a ocorréncia
comum de animais assintomaticos e ao fato da distribuicdo dos parasitos ser heterogénea num
mesmo tecido (GONTIO; MELO, 2004), (IKONOMOPOQULOS, et al., 2003),

(REITHINGER, et al., 2003).

Os testes soroldgicos de diagnéstico estdo bem estabelecidos e sdo de uso mais
frequente. No caso canino, os métodos comumente empregados sdo a RIFI e a técnica de

ELISA. Com a utilizacdo de antigenos brutos, tais técnicas tém apresentado problemas quanto
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a especificidade e reprodutibilidade. Melhores resultados tém sido apresentados a partir da
utilizacdo de proteinas antigénicas purificadas e/ou recombinantes. No entanto, sua obtencéo
é, muitas vezes, demorada e requer procedimentos laboratoriais muito sofisticados
(TAVARES, FERNANDES; MELO, 2003). Tais métodos tém se mostrado efetivos em
detectar leishmaniose ativa na qual grandes quantidades de anticorpos estdo presentes nos
hospedeiros. No entanto, a eficiéncia pode diminuir quando essas técnicas sdo utilizadas em
regibes endémicas onde é comum a existéncia de animais imunossuprimidos (FISA, et al.,
2001). Além do mais, cdes sintomaticos usualmente produzem altos niveis de anticorpos que
podem ser facilmente detectados (DEPLAZES et al., 1995), mas a sensibilidade da deteccao
de anticorpos é geralmente baixa em infec¢Oes recentes e animais assintomaticos
(LEONTIDES et al., 2002). Com isso, pode-se ndo detectar os baixos niveis de anticorpos
presentes nesses animais e resultados falsos negativos podem ocorrer, 0 que subestima a

prevaléncia da infeccdo nos cdes (SILVA et al., 2001).

Um resultado positivo de RIFI em um cédo clinicamente suspeito assume grande
relevancia. Por outro lado, um resultado negativo nédo exclui a possibilidade de infeccdo, pois,
além da possibilidade da imunossupressdo, podem existir alguns animais capazes de
desenvolver imunidade celular predominante sobre a imunidade humoral (CABRAL, et al.,
1998; PINELLLI, et al., 1994). Também é comum que muitos cdes desenvolvam resposta
imunologica detectavel somente algumas semanas depois da infeccdo (ANDRADE, 2000).
Logo, um teste soroldgico feito dentro deste intervalo de tempo implica em falso negativo.
Existe ainda a possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas nos testes RIFI e ELISA com
outras enfermidades como doenca de Chagas, erliquiose, riquetsiose e toxoplasmose

(BARBOSA-DE-DEUS, et al., 2002).

A PCR vem a suprir algumas lacunas importantes presentes nos métodos tradicionais

de diagnostico. Por exemplo, permite detectar, de maneira especifica, sequéncias exclusivas
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do genoma do parasito sem necessidade de seu isolamento em cultura. 1sso representa mais
rapidez para geracdo de resultados. A PCR vem sendo descrita como um procedimento
altamente sensivel para a identificacdo do parasito. Dessa forma, tem sido possivel a detec¢édo
de infeccdo em cées antes da soroconversdo (STRAUSS-AYALL, et al., 2004) e em animais

assintomaticos (LACHAUD, et al., 2002b), (ANDRADE, et al., 2006).

Um dos exemplos de sequéncias genéticas alvo para a amplificacdo por PCR séo as
regides conservadas de minicirculos de kDNA de Leishmania. Tais sequéncias possuem pelo
menos 120 pares de base (FERNANDES, et al., 1996) e apresentam uma grande vantagem:
sdo abundantes, pois chegam a ocorrer em até 10 mil cépias por célula, aumentando a

sensibilidade da técnica.

Tem-se demonstrado a ocorréncia de cdes PCR positivos soronegativos (REALE, et
al., 1999), (SOLANO-GALLEGQO, et al., 2001). A PCR também se revelou superior a RIFI e
a microscopia Optica no diagnostico em cées independentemente dos 6rgaos utilizados para
retirada de amostras ou das manifestacfes clinicas presentes nesses animais (ANDRADE, et

al., 2006).

A sensibilidade e a especificidade do diagnostico da leishmaniose por PCR podem ser
aumentadas com o uso complementar da hibridizagdo com sondas de DNA marcadas,
especialmente com o ¥P (DEGRAVE, et al., 1994). Estudos mostram que com esse método é
possivel reconhecer até 0,1pg do DNA alvo. De uma maneira geral, as técnicas de marcacéo
isotopica de DNA apresentam uma sensibilidade significativamente superior e s&o mais
baratas quando comparadas aos procedimentos convencionais (DAR; KHAN. 2004). Outra
vantagem é a simplicidade da deteccéo do sinal emitido pela radiacdo. O *P, por exemplo,

emite particulas com energia maxima de 1,7 MeV (TURNER, 1995) o que facilita a leitura
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dos resultados pela autorradiografia. Como esse radioisotopo tem meia vida curta de 14,7

dias, seu decaimento € breve o que minimiza o problema da disposi¢cdo do rejeito radioativo.

Para a realizacdo da PCR ndo é necessaria grande quantidade de material e diferentes
amostras clinicas podem ser utilizadas como fonte de DNA. S&o exemplos os aspirados
(esplénicos, de linfonodos e medula 6ssea), células de cultura, camada leucocitaria e sangue

coletado em papel filtro (FISA, et al, 2001), (TAVARES, FERNANDES; MELO, 2003).

Outro aspecto, muito importante neste contexto, é a utilizacdo de metodologias de em
amostragens ndo invasivas, pois pode representar uma alternativa mais simples e néo
traumatica para os animais. Isto, certamente, diminuiria a resisténcia dos proprietarios dos
cdes em permitir os exames, além de ser uma forma facil de coleta, podendo ser realizada fora
de clinicas veterindrias. Amostras ndo invasivas, por serem de facil manuseio, facilitam a
reprodutibilidade na técnica de coleta, melhorando a qualidade do diagndstico, principalmente

em triagens em massa podendo ser uma ferramenta valiosa em salde publica.

Em um trabalho anterior, desenvolvido pelo nosso grupo, foi padronizada a técnica do
swab conjuntival para a coleta de amostras para a reacdo de PCR. Neste método um swab
esterilizado é utilizado para realizacdo de um esfregaco na conjuntiva ocular dos animais. O
procedimento é simples, rapido e ndo invasivo e apresentou uma sensibilidade de 91,3% para
cdes sintomaticos (FERREIRA et al. ,2008). No presente trabalho, avaliamos esta
metodologia para cdes assintomaticos, grupo em que o diagndstico é geralmente mais dificil
devido a baixa carga parasitaria. Avaliamos, ainda, a eficacia do swab conjuntival para
estimar a prevaléncia da infeccdo em um grupo de cédes vacinados contra a LVC, no qual um
resultado positivo na sorologia pode ser inconclusivo devido a interferéncia dos anticorpos
induzidos pela vacinagdo. No grupo dos animais assintométicos a sensibilidade do swab

conjuntival, técnica de coleta de amostra ndo invasiva, serd comparada com a sensibilidade
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obtida em amostras pouco invasivas, sangue e bidpsia pele, potencialmente Uteis para 0s
levantamentos massivos rotineiros. No grupo dos animais vacinados a sensibilidade do swab

conjuntival sera comparada a obtida pela sorologia.
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4 OBJETIVOS
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4.10Dbjetivo Geral
Avaliar o swab conjuntival como um método de coleta de amostras para o diagnostico
da leishmaniose visceral canina (LVC) por PCR em cdes assintomaticos e cdes vacinados

contraa LVC.

4.20bjetivos Especificos

a) Comparar a sensibilidade do swab conjuntival na deteccdo de DNA de Leishmania por
PCR com as sensibilidades obtidas a partir de amostras de sangue e pele em caes

assintomaticos.

b) Comparar em amostras de swab conjuntival, sangue e pele de cdes assintomaticos a
sensibilidade dos métodos KDNA PCR-hibridizacéo e ITS-1 nPCR.

c) Avaliar através do swab conjuntival a prevaléncia da infeccdo por Leishmania em um

grupo de cdes vacinados.

d) Comparar a sensibilidade do swab conjuntival com a obtida por sorologia no diagndstico
da LVVC em grupo de cées vacinados.

e) Identificar, por RFLP, a partir do método ITS-1 nPCR as espécies de Leishmania

infectando os cédes nos grupos avaliados.
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5 METODOLOGIA
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5.1Animais

5.1.1 Caes assintomaticos

Trinta cdes assintomaticos com diagnostico soroldgico positivo, destinados a
eutanasia, foram cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Belo Horizonte,
Minas Gerais. Apenas animais com exame parasitoldgico positivo foram utilizados neste

estudo. Os caes foram avaliados clinicamente e classificados segundo Mancianti et al. (1988).

Seis animais soronegativos de area ndo endémica foram utilizados como grupo

controle negativo.

5.1.2 Caes vacinados contraa LVC

Quarenta e dois caes da 42 Companhia do Batalhdo de Policia de Eventos do Comando
de Policiamento Especializado da Policia Militar de Minas Gerais (PMMG) foram utilizados.
Os animais sdo mantidos sobre condi¢des adequadas ao trabalho militar, recebendo
alimentacdo, treinamento e acompanhamento veterinario. Os cdes foram avaliados

clinicamente e classificados segundo Mancianti et al. (1988).

5.1.3 Etica na experimentacdo animal

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA)

da Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo numero 183/2008.
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5.2Coleta de amostras

5.2.1 Sangue

Para amostragem sanguinea foram colhidos aproximadamente 4,0 mL de sangue de
cada cdo por meio de puncdo venosa, sendo o material imediatamente acondicionado e
homogeneizado em tubos com EDTA. Os tubos foram mantidos no banho de gelo até o

processamento.

5.2.2 Biopsia de pele
As biopsias de pele foram coletadas do lado interno da orelha esquerda com o auxilio
de um punch de 5 mm de diametro. As biopsias com massa aproximanda de 15,0 mg foram

estocadas a -20°C até o momento da extracao.

5.2.3 Medula 6ssea

Os caes assintomaticos foram sedados com associacdo de Xxilazina e tiopental. Apés
atingirem o estado de anestesia profunda, com auxilio de uma seringa de 10 mL e agulha 40
x12 mm, foi aspirado aproximadamente 1 mL de medula dssea do esterno. Apés a coleta
desse material, os animais foram eutanasiados com injecédo letal (endovenosa) de solucédo de
sulfato de magnésio (solucdo saturada) até a parada cardiaca. Este procedimento foi realizado

no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Belo Horizonte.

5.2.4 Swab conjuntival

Apbs o exame clinico, amostras foram coletadas da conjuntiva inferior de ambas as
oculares dos animais. Para o esfregaco foram utilizados swabs esterilizados manufaturados
para isolamento de bactérias (Figura 5). As extremidades contaminadas dos swabs foram

separadas e acondicionadas em microtubos de poliestireno esterilizados, livres de
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endonucleases com capacidade para 1,5 mL. Estes foram armazenados a -20°C até o

momento de uso.

5.3Exame soroldgico

Os exames sorolégicos foram realizados por trés laboratérios independentes.
Laboratdrios 1 e 2 (Labl e Lab2) foram laboratorios comerciais e o laboratério 3 (Lab3) foi o
Laboratdrio de Referéncia Nacional para o diagnostico das leishmanioses humana e caninas
da Fundacdo Ezequiel Dias (Funed). Os trés laboratorios usam os mesmos kits de diagndstico,
produzidos por Bio-Manguinhos/ Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), e validados pela Funed.
Dois testes soroldgicos sdo usados: o0 ensaio imuno-enzimatico (ELISA) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Em caso de divergéncia entre o resultado das duas
técnicas, a RIFI é usada como teste confirmatério, conforme determinacdo do Ministério da

Satide (MINISTERIO-DA-SAUDE, 2006).

5.4Exame parasitologico

A comprovacdo da infeccdo foi realizada mediante a demonstracdo da presenca de
Leishmania em amostras de medula 6ssea. Para isto, foi feito o exame direto dos aspirados
medulares a partir de rigorosa analise de laminas por microscopia Optica. Este material foi

preparado conforme Marques et al. (2001).

A mielocultura foi realizada segundo Schuster, et al.(2002). Em tubo tipo Falcon foi
adicionado meio oMEN, acrescido de 20% de Soro Fetal Bovino inativado, ao qual foram
acrescentadas mais 2 gotas de liquemine. Em seguida, em duplicata, foram acrescidos aos
tubos aproximadamente 50 uL de puncdo de medula 6ssea. A incubacéo foi realizada a 26°C
em estufa BOD (estufa de demanda bioquimica de oxigénio). Apo6s 7 dias de incubagdo foi
retirada uma aliquota da cultura para leitura em microscopio 6tico. Um novo repique foi feito

e 0 procedimento repetido nos dias 14 e 21. As culturas que apresentaram parasitos em um
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dos repiques foram consideradas positivas. Quando nao foi observada a presenca de parasitos

em nenhum dos repiques a cultura foi considerada negativa.
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Figura 5 - Coleta de amostra pelo método do swab conjuntival. (FERREIRA et al., 2008).
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5.5Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir dos swabs foi conduzida de acordo com Ferreira et al.
(2008). Uma mistura de 300uL de proteinase K (250ug/mL) e Triton X-100 (1%) em tampéo
de lise (Tris 50 mM, NaCl 50mM e EDTA 10Mm [pH 8,0]) foi adicionada a microtubos de
poliestireno esterilizados contendo as extremidades contaminadas artificialmente dos swabs.
Tais amostras foram incubadas por 2h a 56°C. A remoc¢do dos contaminantes foi realizada
mediante trés lavagens com 500 pL de fenol e cloroférmio - alcool isoamilico (24:1) em tubos
Phase Lock Gel Heavy (PLG-H). Nas duas primeiras lavagens, foram utilizados 75% e 50%
de fenol respectivamente e a Gltima foi realizada com 100% de cloroférmio-alcool isoamilico.
Apos cada lavagem, as misturas foram centrifugadas a 12.000g por 5min. No final, 50uL de
acetato de sodio 3M foram adicionados em cada amostra. O DNA foi precipitado com 50uL
de isopropanol e foi lavado com 250uL de etanol 75%. Apds centrifugacdo, a fase contendo
DNA foi suspendida em agua deionizada. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até o

momento de uso.

Para a extracdo de DNA de sangue total foi utilizado o kit para purificacdo de DNA
gendémico lllustra™ Blood GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare), onde 1,0mL de sangue
foi adicionados 3,0mL de solucdo de lise celular. Essa mistura foi incubada por 5min a
temperatura ambiente para lise de hemaécias e centrifugada a 500g por 2min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado de células sanguineas suspendido por agitacdo. A suspenséo foi
transferida para microtubo de poliestireno de 1,5uL esterilizado e livre de endonucleases. Em
seguida foram adicionados, a cada tubo, 20uL de Proteinase K mais 400uL de solugéo de lise.
Os microtubos foram agitados em vortex por 15 segundos e incubados a temperatura ambiente
por 10 minutos (com agitacOes intermitentes em vortex). O lisado foi totalmente aplicado na

coluna de ligacdo e centrifugado a 11000g por 1min. O liquido eluido foi desprezado e a
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coluna de purificacdo reacoplada a um novo tubo coletor. Com 500uL de solucdo de lise e
centrifugacdo a 11000g por 1min, a coluna de purificacdo foi lavada a fim de eliminar o
restante de proteinas contaminantes. Uma segunda lavagem foi realizada adicionando-se
tampdo de lavagem na coluna e centrifugar a 11000g por 3min. Logo apoés, a coluna de
purificagdo foi transferida para um novo microtubo de centrifugagdo. Por fim, 200uL de
tampdo de eluicdo foi acrescido a coluna de purificacdo que foi incubada por 1min a
temperatura ambiente e em seguida centrifugada a 11000g por 1min para recolher o DNA

genémico. O produto de extracdo foi armazenado a -20°C.

O procedimento para o isolamento de DNA de amostras de puncdo de medula foi o
mesmo empregado para a extragdo nas amostras de sangue, porém a etapa de lise de hemacias

foi suprimida.

O DNA de pele foi extraido com o kit de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification
segundo instrucdes do fabricante. Primeiramente, os fragmentos de biopsia de pele
acondicionados em tubos tipo eppendorf esterilizados, onde receberam 600uL de solugdo de
lise nuclear. As amostras receberam 3,0uL de RNAse e foram incubadas a 37°C por 15min.
Estas receberam 200uL de solugdo de precipitacdo protéica, foram homogeneizadas em
vlrtex e mantidas em gelo por 5min. As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000g por
8,0min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos onde recebeu 600uL de isopropanol.
Nova centrifugacdo foi realizada a 14.000g por 1,0min e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi lavado com 600uL de etanol a 70% e centrifugado a 14.000g por 1,0min. Em
seguida, removeu-se a fase liquida, secou-se o precipitado a 56°C por 15min e finalmente
foram adicionados 100uL de solucdo de reidratagdo. O produto final da extracdo foi entéo

mantido a -20°C até o momento de uso.
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5.6Reacdo da Cadeia de Polimerase (PCR)

Dois métodos de PCR foram utilizados neste estudo: KDNA PCR- hibridizacdo e o
ITS-1 nPCR.
5.6.1 KDNA PCR- hibridizacao

O método de PCR para amplificacdo da regido conservada dos minicirculos de KDNA
de Leishmania foi realizado segundo descrito por Degrave et al. (1994). Para sua realizagéo,
1,0uL de cada amostra com DNA purificado foi adicionado a 24uL de uma solucdo contendo
2,5uL de desoxinucleotideos trifosfato (AATP, dCTP, dGTP e dTTP) a 1,0mM, 0,2nmol de
cada oligonucleotideo iniciador

[5"-(G/C)(G/C)(C/G)CC(A/C)CTAT(A/T)TTACACAACCCC-3'e 5"GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3],
2,5 unidades da DNA polimerase AmpliTag Gold® (Applied Biosystems), 2,5uL de solucéo

tampéo (Tris-HCI 50mM, [pH 8,3], KCI 50mM), 1,5 uL de MgClz a 1,5 mM e um volume
complementar de agua deionizada autoclavada. O mesmo foi feito para os controles negativos
sem, no entanto, acrescentar DNA. Para os controles positivos, foi adicionado 1,0uL de
solugé@o contendo DNA gendémico purificado de L.(L.) chagasi, cepa MHOM/1973/BH46, na
concentracdo de 1,0ng/uL. As condicOes para a reacdo foram: 95°C por 15min para a
desnaturacao inicial, seguindo-se 30 ciclos de amplificacédo (30 segundos a 94°C, 30 segundos
a 50°C e 30 segundos a 72°C). Foi realizado ainda um passo para a extensao final a 72°C por

10min. Depois disto, o sistema permaneceu a 4°C.

56.1.1 Eletroforese em gel de agarose

Para analisar os produtos de PCR, 5,0uL de tampédo de amostra (Tris 10mM, EDTA
10mM, azul de bromofenol 0,005% m/v e glicerol 10% v/v) foram acrescentados a 10uL da

amostra e em seguida submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, com brometo de
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etidio, em uma diferenca de potencial de 90V. Um marcador de peso molecular com

fragmentos multiplos de 100pb foi utilizado e a corrida realizada em tampédo TBE 1X.

Para visualizar o resultado o gel foi exposto a luz ultravioleta em um transluminador.

A sequéncia alvo amplificada deve apresentar 120pb.

5.6.1.2 Dot Blot e Hibridizacéo

Um total de 10uL dos produtos de PCR foi aquecido a 100°C por 5,0min e resfriados
em gelo. A ele foram acrescentados 11uL de solucdo desnaturante (NaOH 0,4M, 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 pogo recebeu mais
100uL da solucdo desnaturante e o aparelho foi submetido novamente a um novo ciclo de
vacuo. A membrana foi lavada com solugdo SSC 2X (NaCl 0,3M, citrato de sddio, 0,3mM),
deixada secar sobre papel filtro e submetida a luz ultravioleta no aparelho Stratalinker para

fixacdo do DNA com energia de 0,12J/cm?.

Sondas de minicirculos clonados de L.(L.) chagasi foram utilizadas. Estas foram
marcados com **P[a]dCTP utilizando-se o método dos iniciadores aleatérios (Invitrogen®).
As condicdes de hibridizacdo foram como descritas por Andrade et al. (2001). A membrana
de nylon, contendo as amostras, foi pré-incubada a 58°C por 30min em solucdo de leite
desnatado 0,5%, sulfato dodecil de sddio (SDS) 1% e SSC 2X. A solucdo foi trocada
utilizando-se um volume suficiente apenas para cobrir a membrana. As sondas marcadas
foram adicionadas a solugdo, apds terem sido previamente aquecidas por 3min a 100°C. As
membranas foram incubadas por 14h a 58°C com agita¢do e depois lavadas em solu¢do SSC

0,5X, SDS 0,5% a 65°C por 30min. A membrana foi deixada secar a temperatura ambiente.
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Ao final, ela foi exposta ao cassete BAS 2325 (Fujifilm®) por 2h. A imagem foi obtida

através do analisador de imagem Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm®).

5.6.2 ITS-1 nPCR (Internal transcribed spacer 1 nested PCR)

Utilizamos uma variagdo do método original descrito por SHONIAN et al, 2003.
Nesta variagdo o alvo ITS-1, da regido dos genes do RNA ribossomal (rRNA), passa por duas
amplificagdes. Na primeira amplificagdo, 10uL de amostra de DNA foi misturado a 5,0uL de
solucéo tampé&o 10x (Tris-HCI 50mM [pH 8,3], KCI 50mM), 2,0uL de MgCl, a 2mM, 1,0uL
de dNTPs a 10mM, 1,4 unidades da enzima DNA polimerase AmpliTaq Gold® (Applied
Biosystems), 15pmol de cada oligonucleotideo iniciador
[5°— CTG GAT CAT TTT CCGATG— 3" e5 — TGATAC CACTTATCGCACTT—37] e um

volume complementar de agua ultrapura autoclavada totalizando um volume final de 50puL.

Uma aliquota de 25uL dos produtos de PCR da primeira amplificacdo foram diluidos
em 1mL de agua ultrapura autoclavada, sendo utilizado 10uL dessa solugdo para amostra de
DNA na segunda amplificacdo. Os demais constituintes da reagdo foram: 2,5uL de solucdo
tampéo 10x, 1,0uL de MgCl, a 2mM, 0,5 uL de dNTPs a 10mM, 0,7 unidades da enzima
DNA polimerase AmpliTag Gold® (Applied Biosystems), 15pmol de cada oligonucleotideo
iniciador [5°CAT TTT CCGATGATTACACC— 3 e5 — CGT TCT TCAACGAAATAGG—37] e um

volume complementar de agua ultrapura autoclavada totalizando um volume final de 25uL.

Nas duas etapas, as condi¢des de amplificagdo foram as seguintes: desnaturagéo inicial
a 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de amplificacdo de 30 segundos a 94°C, 30

segundos a 53°C e 30 segundos a 72°C, e uma etapa de extenséo final a 72°C por 5 minutos.

A visualizacdo dos produtos de amplificacdo foi realizada como descrito na secéo

5.6.1.1, mas utilizando um volume de 20uL dos produtos de amplificagdo de PCR e 5,0uL da



62

solucdo tampdo de amostra (Tris 10mM, EDTA 10mM, azul de bromofenol 0,005% e glicerol
10% v/v).O produto de PCR para a primeira reacdo deve apresentar 300 a 350pb e o da
segunda reacdo 280 a 330pb. Foi utilizado como controle positivo DNA genémico L. (L.)

chagasi, cepa MHOM/1973/BH46, e como controle negativo agua ultrapura.

5.6.2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Esta técnica permite a identificacdo das espécies de Leishmania. Os produtos de PCR
foram digeridos com Haelll, sem purificagdo prévia. Para isso, 17uL dos produtos de
amplificacdo da segunda reacdo do método ITS-1 nPCR foram misturados a 3,0uL de uma
solucdo de digestdo contendo 10 unidades da enzima Hae Il em tampéo de enzima (10mM
Tris-HCI, 50mM de NaCl, 10mM de MgCl,, 1,0mM de DTE [pH 7,5]). Os fragmentos de
restricdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo a 2% (SIGMA-
ALDRICH). A corrida foi realizada a 100V em tampdo TBE 0,5x e visualizada em luz

ultravioleta apos coloragdo por 15min em brometo de etidio (0,5ng/mL).

Este procedimento foi realizado segundo metodologia utilizada por (SHONIAN,
2003). Foram utilizados como controles DNA genémico de L. (L.) chagasi (cepa
MHOM/1973/BH46), L. (L.) amazonenis (cepa IFLA/BR/67/PH8) e L. (V.) braziliensis (cepa

MHOM/BR/75/M2903).

5.7Analise estatistica

Para analise estatistica dos resultados, foi utilizado o método o Qui-quadrado de
Pearson com nivel de significancia de 5%. Todas as analises matematicas foram processadas

pelo programa Minitab, verséo 15.
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6 RESULTADOS
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6.1Caes assintomaticos

6.1.1 PCR kDNA-hibridizacéao

Neste experimento, através do método KDNA PCR-hibridizacdo, foi avaliada a
sensibilidade das amostras de swab conjuntival em comparacdo com duas amostras pouco

invasivas: biopsia de pele e sangue.

Os produtos de PCR foram submetidos & hibridizacio com sondas marcadas com *?P.
As sondas consistiam de minicirculos clonados de kDNA de L. (L.) chagasi. A hibridizacdo
aumenta em dez vezes a sensibilidade da técnica (FERREIRA et al, 2008) e garante a
especificidade evitando que bandas espdrias possam ser erroneamente contabilizadas. Além

disso, a etapa de hibridizacao, permite a identificacdo do sub-género de Leishmania.

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos a partir de amostras de sangue. Foram
verificados 5 cées positivos representando 16,7% do total de animais. A Figura 7 mostra 0s
resultados obtidos a partir de amostras de BP. Neste caso, foram verificados 15 cdes positivos
que correspondem a 50% do total. Na Figura 8 foram apresentados os resultados obtidos com
amostras de SC para as oculares direita e esquerda. Para a ocular direita (Figura 8A) foram
obtidas 25 amostras positivas, correspondendo a 83,3% e para a ocular esquerda 23 amostras
positivas que representam 76,6%. A positividade obtida, combinando-se os resultados de
ambas as conjuntivas foi de 90%, representando 27 animais em um total de 30. Os resultados

estdo sumarizados na (Tabela 1).

As positividades obtidas com amostras de SC, tanto para a ocular direita quanto para a
esquerda foram significativamente superiores as obtidas utilizando-se amostras de BP e S
(p<0,05). Por sua vez a sensibilidade das amostras de pele foi superior a obtida com amostras

de sangue. (p<0,05).
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Embora a conjuntiva direita tenha apresentado um numero de amostras positivas

superior a ocular esquerda, ndo houve diferenca significativa entre as duas (p>0,05).

As amostras dos cdes controle negativos foram todas negativas.

6.1.2 ITS-1 nPCR

Neste experimento, o0 DNA foi amplificado com um conjunto de iniciadores
enderecados a regido alvo ITS-1 do gene codificador do rRNA. Os produtos da primeira
reacdo foram amplificados com um segundo par de iniciadores (nested) amplificando uma

regido mais interna da regido alvo.

A Figura 9 representa os resultados obtidos a partir de amostras de sangue. Foram
verificados 17 cdes positivos representando 56,6% do total de animais. Na Figura 10 estéo
representados os resultados obtidos a partir de amostras de pele. Neste caso, foram verificados
15 cdes positivos que correspondem a 50% do total. Na Figura 11 sdo apresentados 0S
resultados obtidos com amostras de swab conjuntival, para as oculares direita e esquerda. Para
a ocular direita (Figura 11 A) foram obtidas 25 amostras positivas, correspondendo a 83,3% e
para a ocular esquerda (Figura 11 B) 20 amostras positivas que representam 66,6%. A
positividade obtida, combinando-se os resultados de ambas as conjuntivas foi de 83,3%,
representando 25 animais infectados em um total de 30. Os resultados estdo sumarizados na

Tabela 2.

A positividade obtida com amostras de swab conjuntival para a ocular direita foi
significativamente superior as obtidas utilizando-se amostras de pele e sangue (p<0,05). Ja 0s
resultados para a conjuntiva esquerda ndo apresentaram diferenca significativa em relagédo as
demais amostras (p>0,05). Também ndo houve diferenca significativa entre os resultados das

amostras de biopsia de pele e sangue (p>0,05).
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Os produtos de PCR das amostras positivas de swab conjuntival foram digeridos com
a enzima Haelll, sem purificacdo prévia, para identificacdo das espécies de Leishmania pelo
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Os resultados podem ser visualizados na

Figura 12.

Os resultados demonstraram que todos os cées analisados estavam infectados com L.
(L.) chagasi, com excecdo do animal 1 que apresentou perfil caracteristico de infeccdo por L.

(V.) braziliensis. O resultado do animal 13 € sugestivo de co-infeccao.
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Figura 6 - Autorradiograma de amostras de sangue de cées assintomaticos pelo método KDNA
PCR-hibridizacéo.

A hibridizacdo foi realizada utilizando-se sondas marcadas de minicirculos clonados
marcados com *2P[a]JdCTP. Controle Negativo (N); amostra de c&o controle positivo (D+);
amostra de cdo controle negativo (D-); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa
MHOM/1973/BH46, (Lc); controle positivo de L. (V.) Dbraziliensis, cepa
MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de cées analisadas (1-30). Autorradiograma obtido
usando o analisador de imagens Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm).
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Figura 7 - Autorradiograma de amostras de pele de cées assintomaticos pelo método KDNA
PCR-hibridizacéo.

A hibridizacéo foi realizada utilizando-se sondas de minicirculos clonados marcados
com **P[a]dCTP. Controle Negativo (N); amostra de c&o controle positivo (D+); amostra de
cdo controle negativo (D-); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46,
(Lc); controle positivo de L. (V.) braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de
cdes analisadas (1-30). Autorradiograma obtido usando o analisador de imagens Bio-Imaging

Analyzer (Fujifilm).
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Figura 8 - Autorradiograma de amostras de swab conjuntival de cdes assintomaticos por
kDNA PCR-hibridizagéo.

Conjuntiva direita (A); Conjuntiva direita (B).A hibridizagéo foi realizada utilizando-
se sondas marcadas de minicirculos clonados marcados com **P[a]dCTP. Controle Negativo
(N); amostra de cdo controle positivo (D+); amostra de cdo controle negativo (D-); controle
positivo de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); controle positivo de L. (V.)
braziliensis, cepa MHOM/BR/75/M2903), (Lb); amostras de cdaes analisadas (1-30).
Autorradiograma obtidos usando o analisador de imagens Bio-Imaging Analyzer (Fujifilm).
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Tabela 1 - Resultado das analises realizadas pelo método KDNA PCR-hibridizacdo em amostras de sangue, pele e swab conjuntival em cées
assintomaticos.

Cées

Amostra Total

112/3|4|5/6(7|8[9]10|11(12|13|14(15|16|17[18|19|20|21|22(23|24|25|26|27|28|29]30
S ol I e B e I e e e I O O A O O 2 R T A R T IR R R V0]
BP e T T U N e A U o S A N (U U I S N S [N OO (DU BN B S I N TR S S A A S N - | + | 15/30
D|+ |+ |+|+|+|-|+|+|+|+ |+ ]|+ |+ | +]|+ |+ ]| +]|-|-]-|-|+]|+|+]|+]|+|+]|+]|+ ]|+ 2530
SC E|-|+|+|+|+|+[+|+|+|+ |+ |+ | +]|-|-|+|+]|-]-]-]+|+|+|+|+|+|+]+]-]+]2330
Cl+|+|+|+|+ |+ |+ |+|[+|+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+ ]| +|-]-]|-|+]|+|+|+]|+|+]|+]|+|+]+]27/30

Amostra positiva (+); amostra negativa (-); Sangue (S); Biopsia de pele (BP); Swab conjuntival (SC); Conjuntiva direita (D); Conjuntiva

esquerda (E); Conjuntivas combinadas (C).
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Figura 9 — Amostras de sangue de cées assintomaticos amplificadas pelo método ITS-1 nPCR.

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio visualizadas em luz
ultravioleta. Padrdo de Peso Molecular - 100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo
de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cées analisadas (1-30).
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Figura 10 - Amostras de pele de cées assintomaticos amplificadas pelo método ITS-1 nPCR.

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio visualizadas em luz
ultravioleta. Padrdo de Peso Molecular - 100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo
de L.(L.) chagasi cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cées analisadas (1-30).
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Figura 11 - Amostras de swab conjuntival de cdes assintomaticos amplificadas pelo método

ITS-1 nPCR.

Eletroforese de gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio visualizadas em luz
ultravioleta. Conjuntiva direita (A); Conjuntiva esquerda (B). Padrdo de Peso Molecular -
100pb (M); Controle Negativo (N); controle positivo de L.(L.) chagasi cepa
MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras de cdes analisadas (1-30).
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Tabela 2 - Resultado das analises realizadas pelo método ITS-1 nPCR em amostras de sangue, pele e swab conjuntival em cées assintomaticos.

Caes
Amostra Total
1011112 13|14 |15|16 |17 |18 (19|20 |21 |22 |23 |24 25|26 |27 |28 |29 |30
S N T e B I O O A T A A N I I O R I N A O A IR N S B /K0
BP e T T T T N S U O T N N I N N IS SRS B I 57210
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|-|-|-|+]|+]|+|+|+ |+ |+ |+]|-1]+]2530
SC + |+ | - |+ -+ |+ -] -] -|-]-]+|+]|-|+|+]|+]|+]-]+1]20/30
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -|-|-|-|+]|+]|+|+|+ |+ |+ |+]|-1]+]2530

Amostra positiva (+); amostra negativa (-); Sangue (S); Biopsia de pele (BP); Swab conjuntival (SC); Conjuntiva direita (D); Conjuntiva

esquerda (E); Conjuntivas combinadas (C).
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Figura 12 - RFLP de amplicons de ITS-1 nPCR de swab conjuntival de cdes assintomaticos.

Padrdo de peso molecular — 100pb (M); controle L. (L.) chagasi (Lc) (cepa
MHOM/1973/BH46); L. (V.) braziliensis (Lb) (cepa MHOM/BR/1975/M2903); controle
L.(L.) amazonensis (La) (IFLA/BR/67/PH8); amostras analisadas (1 a 30). A amostra 1 foi
identificada como L.(V.) braziliensis. Todas as outras foram identificadas com L. (L.) chagasi.
As amostras 17 a 20 e 29 foram negativas no ITS-1 nPCR.
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6.1.3 Comparacdo entre os métodos KDNA PCR-hibridizacdo e ITS-1

nPCR

Ao comparar 0s resultados obtidos para as trés amostras analisadas pelos dois
métodos, pbde-se observar que em amostras de S a sensibilidade da técnica ITS-1 nPCR
(50%) foi surpreendentemente maior (p<0,05) quando comparada com kDNA PCR-

hibridizacédo (16,6%).

Em amostras de BP ndo houve diferenca nas analises dos dois métodos em questéo

(p>0,05). Nos dois casos foi encontrada uma positividade de 50%.

Também nas amostras de SC, ndo houve diferenca significativa para as analises com
material das conjuntivas direita e esquerda (p>0,05). A Conjuntiva direita apresentou 25
amostras positivas(83,3%) em ambos 0s metodos e a conjuntiva esquerda apresentou 23
(76,7%) e 20 (66,7%) amostras positivas para os métodos KDNA PCR-hibridizacdo e I1TS-1

nPCR, respectivamente.

Quando aos resultados das conjuntivas direita e esquerda sdo combinados, ndo foi
verificada diferenca significativa na sensibilidade dos dois métodos (p<0,05). A analise com

KDNA PCR- hibridizacéo apresentou 90% de positividade e com ITS-1 nPCR 83,3%.

Os resultados comparativos estdo sumarizados na Figura 13.
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Figura 13 — Comparacéo das positividade dos métodos kDNA PCR- hibridizacéo e ITS-1

nPCR para as diferentes amostras clinicas.

Positividade de amostras de Sangue (S), biopsia de pele (BP) e Swab conjuntival (SC)
(CD - conjuntiva direita; CE- conjuntiva esquerda). *p<0,05; £p>0,05.
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6.2Caes vacinados

A triagem sorologica, realizada nos 42 cées, pelo Labl apresentou 15 cdes reativos e 4
caes foram classificados como indeterminados. Apenas trés cdes reativos (PMO01, PMO3 e
PMO04) e um cdo indeterminado (PMO08) eram sintomaticos (Tabela 3, 4, e 6). Devido ao
numero elevado de cédes diagnosticados como reativos e indeterminados, novo teste
soroldgico foi realizado pelo Lab2 nas amostras positivas e indeterminadas do Labl. O Lab2
encontrou apenas trés cdes reativos e dois animais foram indeterminados. Devido a baixa
concordancia entre os resultados do Labl e Lab2, todos os animais reativos e indeterminados,
de acordo com o Lab1 foram submetidos a contra prova pelo Lab3 (Laboratério de Referéncia
Nacional). O Lab3 confirmou 7 cédes reativos e 3 cdes foram classificados como

indeterminados.

Os caes que foram confirmados como reativos no diagnostico sorologico da Lab3
foram sacrificados. A necropsia dos animais sacrificados mostrou que Orgaos e tecidos
apresentavam alteracdes morfologicas relacionadas com LV, com excecdo do animal PM05
gue ndo apresentava nenhuma alteracdo nos 6rgaos alvo. As alteracGes observadas foram baco
aumentado e nefrite intersticial (Tabela 3).

O diagnostico molecular por PCR, utilizando o procedimento do SC, foi realizado em
todos os 42 animais e foi capaz de detectar o DNA de Leishmania em 17 cées (Figura
14). Comparando os resultados da PCR com os obtidos através do teste soroldgico do Labl, a
PCR foi positiva 10 casos reativos e um indeterminado, mas foi negativa para 5 casos reativos
e 3 indeterminados. Além disso, a PCR foi positiva em 5 casos ndo-reativa (cdes PM17,
PM18, PM21, PM24 e PM27). Os casos reativos, de acordo com o Labl que foram negativos
na PCR (cdes PM13, PM14, PM15, PM25 e PM29), apresentaram resultados negativos nos

testes soroldgicos dos Lab2 e Lab3, e podem representar casos falsos positivos. O mesmo
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ocorreu com os trés casos indeterminados do Labl que foram PCR negativos (cdes PM23,

PM28 e PM30).

Para o Lab2, a PCR confirmou todos os 3 casos reativos (cdes PM03, PM07 e PMQ9) e

foi positiva para os dois casos indeterminados (cdes PM02 e PMO04).

Em relacdo aos resultados obtidos pelo Lab3, a PCR confirmou todos os casos reativos
(cdes PMO1 a PMQ7) e foi positiva para os trés casos indeterminados (cdes PM08, PMO09 e
PM10). O ensaio de PCR confirmou todos os casos, simultaneamente reativos nos testes
soroldgicos de dois laboratérios (cdes PM01, PM02, PM03, PM04, PMO05, PM06, PMO7 e

PMO09) (Tabela 3 a 6).

O diagndstico molecular por PCR utilizando o SC foi capaz de identificar 17 cdes
positivos, sendo mais sensivel que os ensaios soroldgicos que identificaram 15 sororreativos

no Labl (Figura 16).

Os produtos de PCR das amostras positivas de SC foram digeridos com Haelll, sem
purificacdo prévia, para identificacdo das espécies de Leishmania que infectavam os cées, por

RFLP.

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que todos os animais possuiam infecgdo
por L. (L.) chagasi. Os animais PM02 e PM38 apresentaram resultado sugestivo de co-

infeccdo (Figura 15).

Um aspecto interessante verificado neste estudo foi que o diagnostico molecular
identificou um nimero maior de cdes infectados assintomaticos. O diagnostico soroldgico do
Labl foi reativo para 3 cdes sintomaticos e 12 assintomaticos. Trés cdes sintomaticos e 8

assintomaticos foram simultaneamente positivos nos dois testes.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 N

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 N

300 bp —

M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 Lc

300 bp —

Figura 14 - Analise de Swab Conjuntival de cées vacinados pelo método ITS-1 nPCR.

Eletroforese em gel de agarose a 2%. Padrdo de Peso Molecular (M); Controle
Negativo (N); controle positivo de L.(L.) chagasi,cepa MHOM/1973/BH46, (Lc); amostras
(1-42). Foram observadas 17 amostras positivas
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 17 18 21 22 24 26 38 Llc Lb La N

100 bp —

Figura 15 - RFLP de amplicons de ITS-1 nPCR dos cées vacinados.

Padrao (M); controle L. (L.) chagasi (Lc) (cepa MHOM/1973/BH46); L. (V.) braziliensis (Lb) (cepa MHOM/BR/1975/M2903); controle
L.(L.) amazonensis (La) (IFLA/BR/67/PH8); amostras analisadas (1 a 38). Todas as outras foram identificadas com L. (L.) chagasi. Cées 3 e 38
apresentam perfil sugestivo de co-infecgéo.
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Figura 16 — Comparacdo das taxas de positividade encontradas nos diagndésticos clinico,
sorolégico e molecular para um grupo de cées vacinados.

As analises soroldgicas foram realizadas em trés laboratérios independentes, Labl,
Lab2 e Lab3. Os dois primeiros sdo laboratdrios comerciais e o terceiro é o Laboratério de
Referéncia Nacional. Os laboratorios Lab2 e Lab3 realizaram as analises dos animais que
foram reativos e indeterminados nas analises do Labl. O diagnéstico molecular, por ITS 1
nPCR, foi realizado em todos os 42 animais. Positivo (+); Indeterminado (1)
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Tabela 3 — Comparacao dos diferentes métodos de diagndstico em animais vacinados PMO01 a PMOQ7.

Diagnostico
Animal | Sexo Raca Soroldgico Molecular
Clinico Dados da necropsia
L1| L2 | L3 | ITS1-nPCH

PMO1 M Pastor Alemao S R|{NR| R + Baco aumentado, nefrite intersticial
PMO02 M Labrador A R I R + Baco aumentado, nefrite intersticial
PMO03 F |Pastor Belga de Mallinois S R| R |R + Bago aumentado, nefrite intersticial
PMO04 F |Pastor Belga de Mallinois S R I R + Baco aumentado, nefrite intersticial
PMO5 F Pastor Aleméio A R INR| R N Nenhuma alteracdo nos (rjirn%f)ilos alvo (figado, bacoe e
PMO06 M  |Pastor Belga de Mallinois A RINR|R + Bago aumentado, nefrite intersticial
PMO7 M  |Pastor Belga de Mallinois A R| R |R + Bacgo aumentado, nefrite intersticial

Masculino (M); Feminino (F); Assintomatico (A); Sintomatico (S); Reativo (R); Nao reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-).
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Tabela 4 - Comparagéo dos diferentes métodos de diagndstico em animais vacinados PM08 a

PM22 .
Diagnostico
Animal | Sexo Raca Soroldgico Molecular
Clinico
Labl | Lab2 | Lab3 | ITS1-nPCR
PMO08 M Pastor Alemao S I NR I +
PMO09 F Pastor Alemao A R R I +
PM10 M Pastor Alemao A R NR I +
PM11 M Pastor Alemao A NR U U -
PM12 M | Pastor Belga de Mallinois A NR U U -
PM13 M Pastor Alemao A R NR NR -
PM14 F Pastor Alemao A R NR NR -
PM15 F Pastor Alemao A R NR NR -
PM16 M Pastor Alemdo A NR U U -
PM17 F Pastor Belga de Mallinois A NR U U -
PM18 F Pastor Aleméo A NR U U +
PM19 f Pastor Alemdo A NR U U +
PM20 M Pastor Alemao A NR U U -
PM21 M Labrador A NR U U -
PM22 M Pastor Alemao A R NR NR +

Masculino (M); Feminino (F); Assintomatico (A); Sintomatico (S); Reativo (R); Né&o

realizado (U); Néo reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-)
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Tabela 5 - Comparagdo dos diferentes métodos de diagnostico em animais vacinados PM23 a

PM46 .
Diagnostico
Animal | Sexo Raca Soroldgico Molecular
Clinico
Labl | Lab2 | Lab3 | ITS1-nPCR

PM23 M Pastor Alemao A I NR NR +
PM24 M Pastor Alemao A NR U U -
PM25 F Pastor Belga de Mallinois A R NR NR +
PM26 F Pastor Alemdo A NR U U -
PM27 M Pastor Alemao A NR U U +
PM28 M Pastor Alemdo A I NR NR -
PM29 F Pastor Alemao A R NR NR -
PM30 F Pastor Belga de Mallinois A I NR NR -
PM31 M Pastor Alemdo A NR U U -
PM32 M Labrador A NR U U -
PM33 M Pastor Alemao A NR U U -
PM34 M Pastor Aleméo A NR U U -
PM35 M Pastor Alemao A NR U U -
PM36 M Springer A NR U U -

Masculino (M); Feminino (F); Assintomatico (A); Sintomatico (S); Reativo (R); Néo
realizado (U); N&o reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-).
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Tabela 6 - Comparacao dos diferentes métodos de diagnostico em animais vacinados PM37 a

PM42 .
Diagnostico
Animal | Sexo Raca Soroldgico Molecular
Clinico
Labl | Lab2 | Lab3 | ITS1-nPCR
PM37 M Labrador A NR U U -
PM38 M | Pastor Belga de Mallinois A NR U U +
PM39 F Labrador A NR U U -
PM40 M Pastor Alemao A NR U U -
PM41 M Pastor Alemdo A NR U U -
PM42 M Mestico A NR U U -

Masculino (M); Feminino (F); Assintomatico (A); Sintomatico (S); Reativo (R); Né&o
realizado (U); N&o reativo (NR); Indeterminado (I); Positivo (+); Negativo (-).
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7 DISCUSSAO
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7.1Caes assintomaticos

Neste estudo apenas amostras nao invasivas (SC) ou pouco invasivas (BP e S) foram
comparadas, pois nosso principal objetivo foi escolher métodos de amostragem Uteis para
levantamentos epidemiologicos em larga escala. Procedimentos invasivos ndo sdo adequados
para esta finalidade devido a dificuldade de se obter amostras invasivas fora de clinicas

veterinarias e a oposi¢do da maioria dos proprietarios de cdes em permitir 0s exames.

O SC apresentou sensibilidade superior a obtida em amostras de BP e S. Alguns
trabalhos apresentaram resultados satisfatdrios para o diagnostico da LV usando amostras de
S (REALE et al., 1999; HU et al., 2000; IKONOMOPOULOS et al., 2003, MAIA et al,
2009), embora outros apontam que amostras de sangue frequentemente apresentam problemas
relacionados a preparacdo de DNA e inibicdo da PCR (REALE et al, 1999; SILVA et al,
2001; LACHAUD et al, 2002b). Outra desvantagem para o0 uso de sangue é que a carga
parasitaria no sangue tende a diminuir ao longo da infec¢do. Ha relatos de bons resultados
obtidos a partir de amostras de pele (MANNA et al, 2004; QUARESMA et al, 2009). Este
tecido pode ser uma boa opc¢do para o diagnéstico por PCR uma vez que os fleb6tomos sédo
infectados pela picada na pele de cées. Porém, o inconveniente no uso da pele é que sua coleta

é relativamente dolorosa e provoca sangramento.

A sensibilidade obtida neste estudo com SC combinando ambas as conjuntivas, foi
similar ao obtido em outros estudos usando SC para o diagnostico da VL em cées
sintomaticos. Strauss-Ayali et al. (2004) obteve 92% de positividade usando SC, 65% em BP,
57% em concentrado de leucdcitos e 17% usando S. Ferreira et al., (2008) detectou parasitos
em 91,7% dos cdes usando SC, 30,4% usando sangue em papel de filtro e 21,7% usando S.

Pilatti et al. (2009) obteve entre 73,9% e 95,6% de positividade em SC, de acordo com 0
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método de PCR usado. Nossos resultados demonstram que o SC ¢é igualmente efetivo para

caes assintomaticos.

A alta sensibilidade em cées assintomaticos destaca este método de amostragem como
uma ferramenta promissora para inquéritos de triagem em massa por PCR. Principalmente,
em vista da alta prevaléncia de cdes assintomaticos em areas endémicas e a baixa
sensibilidade de testes baseados na deteccdo de anticorpos em infecgdes assintomaticas
(Leonides et al., 2002). Além disso, SC é ndo invasivo, indolor, rapido, de facil repeticdo e

aceitacdo por parte dos proprietarios de cées.

Dois métodos de PCR foram usados neste estudo: KDNA PCR-hibridizacdo e ITS 1
nPCR. Em estudo anterior (Pilatti et al., 2009), foi demonstrado que a kDNA PCR-
hibridizacéo foi significativamente mais sensivel que o ITS 1 nPCR. Para compensar a baixa
sensibilidade da ITS-1 nPCR, o volume de amostra de DNA usado neste método foi
aumentado no presente estudo. Para ITS 1 nPCR foram usados 10,0 puL de amostra de DNA e
para PCR-hibridizagdo foi usado 1,0 uL. Nestas condi¢cdes ndo foram verificadas diferencas
na sensibilidade de ambos os métodos para as amostras de SC e BP. Surpreendentemente,
para amostras de S a sensibilidade da ITS-1 nPCR foi significativamente maior (56,7%) que a
verificada para PCR-hibridizacdo (13,3%), demonstrando que as sensibilidades dos métodos
de PCR podem variar de acordo com o tecido examinado. Além disso, ITS nPCR pode ser
uma metodologia alternativa para o diagnostico molecular em laboratérios que ndo disponham

de pessoal e infra-estrutura para o trabalho com radioisotopos.

7.2Caes Vacinados

Os ensaios de PCR tém melhorado grandemente a sensibilidade e especificidade do

diagnéstico da infec¢do por Leishmania em cdes. Contudo, para tornar esta técnica viavel, sdo
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necessarios metodos de amostragem ndo invasivos. O SC apresentou todas estas
caracteristicas associadas a uma alta sensibilidade. No presente estudo, o método de
amostragem do SC foi utilizado para a triagem de um grupo de cédes militares. Este grupo foi
escolhido porque os animais sdo continuamente monitorados e submetidos a testes

soroldgicos regulares. Além disso, todos eles sdo vacinados contra leishmaniose visceral.

O diagnostico por PCR usando amostras de SC detectou 17 cées infectados
demonstrando uma sensibilidade maior que os testes soroldgicos realizados pelo Labl, o qual
detectou 15 animais positivos. A PCR foi positiva para 5 animais soronegativos, todos
assintomaticos, demonstrando a maior sensibilidade desta técnica e seu potencial para

identificacdo de animais infectados soronegativos.

Os 4 casos sororreativos e 0s 2 indeterminados obtidos pelo Labl, que foram PCR
negativos, foram também negativos nos testes soroldgicos do laboratérios 2 e 3. Todos 0s
casos reativos e indeterminados obtidos pelo Lab3 (Laboratorio de Referéncia Nacional)
foram PCR positivos. Estes resultados ressaltam a necessidade de métodos moleculares como

ferramentas complementares para um diagndstico preciso da leishmaniose visceral canina.

Segundo alguns estudos cées vacinados com Leishmune® poderiam apresentar teste
positivo em ensaios sorolégicos convencionais (Silva et al., 2001; Borja-Cabrera et al.,
2002: Oliveira Mendes et al., 2003), tornando estes testes indteis para 0s programas de
vigilancia ou controle envolvendo animais vacinados. Estes estudos usaram o antigeno ligante
a fucose manose (FML) na reacdo de ELISA, o mesmo usado na formulacdo da vacina
Leishmune®. No entanto, um estudo recente demonstrou que usando o lisado total de
promastigota de L. (L.) major e L. (V.) braziliensis, que sdo os antigenos presentes no teste
ELISA oficial recomendado pelo Ministério da Saude, apenas 1,3% dos cdes vacinados

apresentaram sorologia positiva (Palatnik-de-Sousa et al., 2009). Nossos resultados
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confirmam este estudo, sendo que apenas 15 dos 42 animais vacinados eram positivos no teste
realizado pelo Labl e 10 deles tiveram a infeccdo por Leishmania confirmada por PCR. Cinco
caes poderiam ser classificados como falso positivo, embora ndo tenham sido reativos nos

ensaios sorolégicos realizados pelos laboratérios 2 e 3.

Embora os trés laboratdrios utilizem os mesmos kits de diagnostico oficiais para a
realizacdo de ensaios sorologicos, uma diferenca significativa nos resultados foi verificada
entre eles. Por esta razdo apenas os casos confirmados pelo Lab3 (Laboratério de Referéncia
Nacional) foram considerados para eutanasia. Os sete cdes confirmados pelo Lab3 foram
eutanasiados, 4 deles eram assintomaticos (Tabela 3). Na necropsia foi observado que todos
0s animais possuiam bagco aumentado e nefrite intersticial, com excecao do cdo PMO05 que nédo

apresentou nenhuma alteracdo morfoldgica relacionada a leishmaniose visceral.

A analise por RFLP mostrou que todos animais estavam infectados por L. (L.) chagasi.
No entanto, dois animais (PM02 e PM38) apresentaram um padrdo de bandas sugestivo de co-
infeccdo. No estudo com cées assintomaticos foi verificado um céo infectado com L. (V.)
braziliensis (cdo 1) e um caso sugestivo de co-infecgdo (cdo 13). Estes resultados confirmam
estudos prévios que também encontram animais infectados com L. (V.) braziliensis na regido
metropolitana de Belo Horizonte. Andrade et al.(1996) e Quaresma et al (2009), identificaram
animais infectados com L.(V.) braziliensis, porém nao observaram cdes com RFLP sugestivo

de co-infeccéo.

Este foi o primeiro estudo realizado utilizando-se SC para o diagnostico da LVC por
PCR em cées assintomaticos e em cées vacinados. Nossos resultados demonstraram que SC é
um metodo sensivel e superior, em sensibilidade e praticidade, a outras amostras pouco

invasivas. Demonstrou-se também o SC permite a realizacdo de diagndsticos confiaveis de
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alta especificidade. Concluimos que o uso do CS como ferramenta de diagnostico por PCR

para 0s inquéritos caninos rotineiros deveria ser seriamente considerado.
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8 CONCLUSOES
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— Para 0 método KDNA PCR-hibridizagdo as amostras de SC, tanto para a conjuntiva
direita quanto esquerda, apresentaram sensibilidade significativamente superiores as

obtidas com BP e S.

— Para 0 método ITS 1 nPCR diferenca estatistica do SC em relacdo as amostras de BP e S

foi verificada apenas para a conjuntiva direita.

— Nao ha diferenca na sensibilidade entre os métodos kDNA PCR-hibridizacdo e ITS 1
nPCR para as amostras de SC e BP quando o volume de DNA, no segundo métodos é 10

Vezes maior que no primeiro.

— Nestas condi¢des 0 método ITS 1 nPCR apresentou sensibilidade superior ao KDNA PCR-

hibridizacdo para as amostras de S.

— As sensibilidades dos métodos de PCR testados podem variar de acordo com o tecido

examinado;

— Os estudos realizados com cées assintométicos permitem concluir que SC é um método
sensivel e superior, em sensibilidade e praticidade, a outras amostras pouco invasivas

testadas.

— Os estudos realizados com os cées da Policia Militar permitem concluir que o diagndstico

molecular através do SC apresenta maior sensibilidade que os testes sorolégicos.

— O diagnostico molecular via SC foi capaz de identificar animais soronegativos infectados.

— Os testes sorologicos realizados por diferentes laboratérios apresentaram baixa

concordancia entre si.
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— Os cées vacinados contra a LVC ndo apresentaram reacao positiva significativa nos testes

soroldgicos utilizados.

— Os diagnosticos soroldgico e molecular, realizados nos cées vacinados, identificaram uma

proporcao maior de cées infectados assintomaticos em relacdo aos sintomaticos.

— A utilizacdo do diagnostico molecular como ferramenta complementar aos testes

soroldgicos é recomendada.

— Além de L. (L.) chagasi foram identificados cées infectados com L. (V). braziliensis nos

grupos avaliados.

— Com base nos resultados obtidos conclui-se que a utilizagdo do SC para os levantamentos

caninos massivos rotineiros deveria ser seriamente considerada.

— Os resultados negativos obtidos no grupo de cdes controle negativo demonstram a alta
especificidade do diagndstico molecular em discriminar animais positivos e negativos

(REMOVER).
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ARTICLE INFOD ABESTRACT

mﬂntﬂ — The efficacy of conjunctival swab (C5) s a sampling method for visceral leshmaniasis (VL)
e _ diagnosis by PCR of asympiomatic dogs was evaluabed. The 05 was compared ito blood

Received imrevised form 14 Jarecy 2110 samples [B) and skin biopsies (58), two less invasive amples potentally ussful for massive

Aeoepted 13 Febinsary 2010 sereening of dogs. Thirty asymptomatic dogs, with ssrological and parasitnlogicl positive

tests, were ussd Thesamples were analyeed by two PCR methods: kDNA PCR-hybridization
and] IT5-1 nPCR. The DMA samiple volume used was of 1.0 1 and 1000 i respectively. Using

Wicesd leahmariads £ sarmples the KIA PCR-hybridiation was able o deffcbed parasite HA in 24130 dogs
ﬁlﬂﬂs {80%) using the right conjunctiva (RC) and 2330 dogs (76.6%] with the l=ft conjumctiva
(Ln] {LCL 17/30 dogs [36.7%) by means of 5B and 4/ 30 dogs (133%) with B The &S positiity
Conjenctival swab nbtained combining BT and LC results was of 0% (Z7)30 dogs ). The asay of C5 samples

by ITS-1 NPCR revealed that 25030 dogs (83.33) were positive when using BC and 20/ 30
dogs [ EEST) were positive when using LC Via the ame method 15/30 dogs {S000E) were
pasitive by 5B and 17/ 30 dogs (56.7%) with B The C5 positivity obtained by ITS-1 nPCR
rombining RC and LC was of 233X The {5 positivities for RC and LT were significantly
higher {p <0005} than 5B and B for KDNA PCR-hybrdization method. Statistical difference
in relation bo S8 and B was verified by IT5-1 nPCR only for RC The kDeds PCR-hybridization
and IT5-1 nPCR methods showed similar sensitivities for CS and 58 samples. On the other
hand, fior blood samples, the positivity of ITS-1 nFCR was significantdy higher than the one
pbtained by the KDMA PCR-hybridization, indicating that sensitvity of PCR methods can
vary arcording o the biological sample examined. Our results showed that C5 was suitable
I detect Limtrbmuanio DA in axympbomatic animals when comparing to céher low-invasive
samples. The O sensitivities obtained in this study were similar to the cnes cheerved in
other studies for W1 diagnosis in symptomatic dogs. We concluded that the use of C5 for
regular screenings of dogs by PCR should be considered.

& 2010 Published by Elsevier BV,

1. Introdudction

Letshmania [[eisfemorio) chogas (syn. Lestemorio (Leisk-
—_ manic) infantum) is the etiologic agent of wisceral
= [omepondiag author. Tel: +55 30 3060313 2: f2x: +5531 3080 3380, leishmaniasis (VL] in Brazil and dogs are the major domes-

. Eﬁﬂi@ﬁﬁs ! 5 a Il-aﬁ;liﬁlrm:r_tr tic reservoir of the parasite (Laison and Shaw, 1987 The
ILT. luaxsz), melo@momaichufmghriMN, &= Msio], anisro@osn i VL epidemiolagical cantral in Brazil invohves the elimina-
(A5 I de Andrade]l A ton of infectsd dogs, insecticide treatment and systematic

M
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treatment of human cases (Tesh, 1995) Refiable diagnos-
tic t=sts for detection of Leishmania infection are essential
o awoid the diseass transmissicn ar the unnecessary
culling of dogs. The Brazilian VL control program empha-
sizes serologic surveys, mainly using the szyme-linked
immunasorbent assay [EUSA) and the immunofluores-
oence antibody st [IFAT), followed by the =limination of
the seropositive dogs. Howewer, thess techniques present
limitations in terms of reproducibility and specificity {Silva
et al, 2006) Sometimes they il doe to the low level
of specific antibodies in some dogs and cross-reactivities
with Chagas's dissase, rickettsicsis, ehriichiosis and tox-
oplasmasis {Barbosa de Deus =t al, 3M2) In additicn,
symptomatic dogs usually produce high levels of specific
antibodies which can be easily detected [Peplass=s et al,
1545]), bat the sensitivity of antibody ion is gener-
ally lower in early ar in asymptomatic canine infections
(Leamtides =tal., 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 hawe greatly improved the sensitivity of
WL diagnosis in dogs (Maia and Campina, 2008 Various
canine tisswes | incloding blood, skin biopsies, lymph node,
bone marrow and spleen ] have been used for PCR detection
of thes parasite. Howewer, the pon-invasive amples assume
great impartance in this because they are sim-
pler, painkess and more easily allowed by the dog-owners.

an-invasive samplings would repress=nt an ess=ntial ool
in mass-screening survey for interventional programs. An
interesting approach in this conbext is the conjunctival
swab ((5), a method for sample collection that wses 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; Filatti et al, 2009). The aim of the present
stuidly was 1o evaluate the canine V1. diagnosis by PCR using
canjunctival swab from asymptomatic dogs.

2. Material and methods

21. Dogs

Thirty mongrel dogs, designated to compulsory
euthanasia, were donated by the Muanicipal foonotic Dis-
eases Control Depariment of Belo Horezonte, Minas Gerais
State, Brazil. The dogs were simultanecusly positive for
ELISA and [FAT. All dogs were asymptomatic and positive
in the parasitolegical diagnoesis. Six healthy seram negative
dogs (from a pon-endemic area) were used 25 negative
cantrals. Thi was appraved by the Animal Exper-
imentaticn Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais (CETEAJUFMG) protoco] number] B372008

27 Samples

Exfoliative epithelial oells were collected from the right
{RC) and left (LC) conjunctiva af =ach animal using ster-
ile cottonswabs manufactared far bacterialogical isolation.
Each sample was analymed separately to provide a repli-

cate dizgmosis for each animal. The cotton tips were broken
and coly the catton parts were transfemmad to sterile tubes
and stored ag —-20+<C untl wse. Peripheral blocd (23 mL)
(B} was collected from each dog in tubes contaiming EDTA,
kept in ice and processed as soon as possible. Skin biopsies
{58} were collected from the internal side of the ear using
a 5mm diameter punch. The biopsies, weighing approxi-
mately 150 mgwerestored at —20“Cuntl processed. Bane
marrow aspirates wers abtained in a sterile manner using
a thin biopsy mesdle, k=pt 2t 4“C and ussd in the following
24 b for parasitclogical diagnosis.

23, DNA extroction

The DMA purification from C5 was carried oot as
described by Strawss-Ayali (2004), with mimor modi-
fcations. Each cotton recefved 300l of lysis buffer
(S0 mMol/L Tris, 50 mddol/L MaCl, and 10 mMal/L EDTA, pH
B ining prateinase K (250 (gfml) and Triton X-100
(1%L After the incubation (2h at 56°C) the solution was
eluted from the cotton, ransfered into phase-lock gel tube
PLG-H{Eppendorf) and was mixed with 500 pl of 75% Tris-
saturabed ph:ml[ﬁ;ma].zﬂchlmuﬁ:miﬁ;amlakﬂml
The organic phase was separated from the agueows phass
by centrifugation at 12,000 = g for 5min which was trans-
ferred to 2 new phaz=-| | tube PLG-H. The extraction
‘was repezbed with 500 1. of 208 phenol, 0% chlarcform-
izaamyl akeohol and a with 100X chloroform-iscamy]
alcohol. The DNA precipitation was done with one wolume
of isopropanol-sodium acetate, followsd by wash with 755
ethanol. The DNA pellet was suspended in 30 pl of Tris-
EDTA buffer { 10 mMolfL Tris and ImMoljL E pH B0
and was kept at —30“C until being used.

The DMA =xtracticn from 1.0 ml of whole blood (B) and
skin biopsies (50} were performesd using the commercial
k'l:il'lmtnmhl-un:lgenmicpmp Mini SpinKit [GE Health-
care) and Wizard™ 5V Genomic DMA Purification System
(Promegal respectively, according to the manufacturer™s
pratocol. The parified DMA, m#L and 160wl respectively,
was ::lm:dRL AT

24, MR

The samples were analyzed by twa PCR protocols: KDRA
PCR-hybridization and internal transcribed spacer | nested
PCR{ITS-1 nPCRL Positive contral with L (L) chagasi (strain
MHOM 197 3/BH45) genomic DNA was wsed at 1.0ngfpl_
A negative contral without DNA was included in all
The DNA sample volume used for kDNA PCR-hybridization
was -uI'I.ﬂj:J. and for the IT5-1 nPCR was of lD.ﬂ#L

241, kDNA PCR- hybridiration
The PR reacton mixdure contained 0.2 mM
of each dNTP, 02nMol of e=ach primer [3
TGPOH GO GO A CCTATI AT ITTACACAACOCC- 3"
SGGEEAGGGOOGTICTGOGAA-T], 25U of AmpliTag
[Applied Biosystems], 2.5 ju | af 10X buffer{Tris_ HO
S50mM, [pH B3|, KO 5DmM), mM Mg(h in mal
volume of S]pl. The amplifying conditions were: inizial
denaturation at 85 “C for 15 min, 30 cycles incloding 94<C
at 30 s, 50=C at 30, 7F=C ae I0s, amd 2 Gnal extension at
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T2*Cfor 10min. All amplification products were anaheed
on 2% agarose gel and were stainsd with ethidium bro-
mide. The target for amplification was a 120 base pairs
(bp) sequence of Leishmaonda kDNA minicircle conserved
region [Degrave et al, 1994)

For the hybridization st=p 100l of each amplifica-
tion product was mixsd to 11000 21 of NaDH 0.4 M, EDTA
25 mM [pH 8.0] salution and spné:ad an mylon membrans
[Hybond-XL Amersham ) using a Bio Dot apparatas (Hybei-
dot manifold-BRL® ). After that, the membrane was rinsed
with 2 S5C (03 M Na(l, 0.3 mM sodium citrate)and dried.
The was fixed to the flter by UV lighe (0012 Jfem?).
Cloned kIMMNA minicircles from L (L) chogosi werne used
as probes. The probe was labeled with 3P }dCTP using
the Random Primer DMA Labeling System™ (Inwitrogen).
Hybridization conditions were as previously described
[Andrade et al, 2001 ) Briefly, the filters were pre-soaked
at 58 °C for 30min i 0.5% non-fat milk, 1% sodiem dode-
oyl sulphate (3D5) and 2 55C solution. The kDNA probe
was added to the mInIié: after being heated for 3 min in
a boiling water bath. The filbers were incubatsd for 14h at
58=C, with shaking, then placed in 2 55C at room t=mper-
atur= far 20 min and washed in0 SCD5= 505, aeG5C
for 30 min Finally, it was drisd and exposed in the cassetts
(BAS 2325 Fujifilm) for 2h. The image was obtained using

a Eiu-l'rn.l;ing.ﬁm}ymer' (Fujiflm]l
242 IE-1nPCR

This method was adapted from Schgnian =t al. (2003).
Prime=rs acddress=d to int=rnal tra spacer 1 ([T5-

1} betwe=n the gpenes coding for 55U rENA and 5ES
rEMA were ussd. For the first amplification 100l of
DMNA salution was added to 4000pl of PCR mix ini-
ing 15 pMal of the primers 5° TCATTTTOCGATG-37
and 5 -TGATACCACTTATOGCACTT-3" and 0.2 mi deaxymu-
cleoside triphosphates, 2mM MgCl;, SmM KO, 75mM
Tris_ HC pH 9.0, Z0mM (NHy 1504, and 1.4 U of Tag DNA
pol {Lodwig Biotec). The cycling conditions werne
B4-C for Smin followed by 30 cycles of 34-<C for 30s,
53°C for 30s, and extension at 72°C for 305 followed
by a fnal extension at 72°C for Smin. Ampliication
products were visualized on 2X agaross gel stained with
ethidium bromide. The PLE prodoct sice stays between
300 and 350bp. For the second amplification 1%
of a 1:40 dilution of the first MR prodect was
o IiéluFPEEmixuﬂerﬂummnﬂilhmu
the frst amplification but with the following primers
{15 pMal eachl 5"CATTTTCOGATGATTACACC-Y and 5°-
COTTCTTCAACGAAATAGG-3. Positive samples yielded a
PCR product between 280 and 330bp

For the restriction fragment length polymorphism
{RFLF)amalysis the non-purifisd PCR produces{ 17 ) wene
digested with 1 U of Hae (Il enzyme, for 4 b, at 3790 The
restriction fragments were vismalzed on 2X agarose gel
staimed with ethidium bromide.

The results were analyred wsing the Pearson chi squane
test. The difference between the results was considered
:igi'ﬁ-:ntﬂ‘h:rlx-: 0.5,
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Fg. 1. 05 sampi= Asmratiogram. The POR pooducts were hytridized
withL. (L.} chges cioned MIMA minicircle probes labeied with =7 for the
Tight ponjunctiva (A and Sweles {B}. Megative contmol
N J: i tive ComeT g D+ - megative Conenl dog {0k L (V. branfies
5 contood (L] [sizain MHD MER! 197582003 ); L (L) dhgresd control (o)
srai WHDUWY 17 3/BEH46]: dogs samples (1, 30

1. Results

The pon-invasive camjunctival seab (C5) was compared
with blood (B) amd skin biopsies [SE), nwa other bess inva-
sive samples patentially usefol for massive screening of
dags by PCE The samples wers analyred by two PCR meth-
ods: kDNA PCR-hybridization and [T5-1 nPCRL

Lising C5 sampiles the kDMA PCR- hybridiration was able
to detscted parasite DNA in 24730 dogs (B ) using the right
canjunctiva {RC) amd F3730 dogs (TE.6X) with the left con-
janctiva (LCL 17 30 dogs (567E) by means of 58 and 4730
diogs [13.3%) with B. The C5 positivities for BC and L wene
significantly higher (p < .05) than the positivities obtained
for SB and B. The 58 showed a significantly higher positiv-
ity (p< (.05 than found by the B samples. The CS positivity
obtzinesd combining the resalts of BC and LC was of S0%
(2730 dogs). The C5 samples awtoradiogram was showed
im Fig. 1.

The assay of C5 samples by IT5-1 nPCR revealed that
25730 dogs (B3 3X) were positive when using RC and 20730
dogs (G6.6X) wers positive when wsing LC Via the same
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Fg 2 TSI nPCR amabysss of 05 samples. Elerizophy
Molsrular weight standand (M}: negative conizol (M3

i 1 5730 dicps [ S00K] wer= |:q:h1| pve by 5B and 17730
GGE.TE) with B. The 5 positivity combining BC and
L was of BIIE The C5 positivity for BC was signifi

cantly higher (p< 005 ) than abtained for 5B and B samples.
Hiowever, the C5 positivity for LC did not show statistical
difference in relation to 50 and B (p>0.05). Far the TS

| PR no statistical difference was verified berween the
positivity of 5B and B samples (p> LDS)L The IT5-1 nPCE
uses ban successive raunds af amplifcationes { ested ) using
two different groups of primers addressed to intemal tran

scribed spacer | region of the ribosomal fBNA genes. The
(5 samples electraphonesis by this method were showed

i WA PCR frebridization and IT5-1 nPCH methods
showed similar s=nsitivities for 05 (RC and LC) amd 5B sam
pl=s. Morsover, for blood samples the positivity of IT5-1
nPCR [SETX) was sipnificantly higher than the positivity
obtained by the kDNA PCR-hybridization (13 3%

The EFLP analysis of the [TS 1 nPCR positive samples
[Fig. 3] showed that the dog 01 wes infected with Leish-
maaniix [ Viennia) Braviliensis. [n agre=ment with this reswlt
the sample 01 was positive in the PCE st=p of the KDNA
PCE-hybridiz ation methed, but negative in the bybridiza
ton step with L. (L) chogos KDNA minicircle probe (Fig. 1).
The RFLP profile of sample 13 sugpests a case of co infec
tion. All other animals were infectsd with L (L) chogas

-:mll the IT5-1 (R prodects for the right conjusciiva (A) and the et mejunciiva smples (F
1 ohogoeed coninod (L) 1973 L A

siranm M EHOMY

HAET dops samples I

[= L (L} infantum]l The six serwm megative control dogs
were proven negative in the PCE analysis for all sam
ples tested. They were also negative for the parasitolozical
b=si

4. [Msssion

In the present study only non-imvasive [(C5) or how
imvasive [58 and B) samples w-r-xolnpa'rd since ourmain
ohjective was o choose a screening method wseful for
large-scale epidemiclogical sarveys. Invasive procedures
are not adeguate for this purpose due the difficulty o
obitain these samples oatside of a veterinary centre and the
dog owners oppositian

Some works have obizined satsBciory resulis
canine V1. diagnosis using B samples [Reale et al. 1999; He
et al. 2000; lkonomopoulos =t al, AN3; Maia et al., 2009),
whil= athers point that blood samples frequently present
ingproblems related to DNA preparaton and PCR inhibitors
(Reale =t al. 1999; Silva exal., 2001; Lachawd et al., 200%h;
Nunes et al. 20071 Ancther 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 hawve also been reported in some stodies (Manna et al.,
2004; Quaresma et al, 20091 This tissue may be a good
reference for MR diagnosis since sandflies are infected by

Please cite this article in press as: Leite, BL5, =t al., PCR diagmosis of visceral leishmaniasis in asymptomatic dogs using
canmjunctival swahb samples. Vet Parasiol. {2000, doi: 1000D16] j.vetpar 2010.02.030
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1w idemtifed =L V) raniley
7,20 0 20 were ofhative for ITS-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 kKDNA
PCR-hybridization method exhibited a significantly higher
sensitivity when compared to the coe obtained with SB
and B samples. Using ITS-1 nPCR statistical difference in

relation to S8 and B was verified only for RC The use of

combined results of both conjunctivas is recommended for
the better performance of the (S procedure. The sensitiv-
ities of S0% (for PCR-hybridization) and 833% (for IT5-]
nPCR) obtained in this study using CS samples of both
conjunctiva, were similar to the ones cbserved in other
studies, also combining the conjunctivas, for V0L diagnosis
in symptomatic dogs. Strauss-Ayali et 2l (2004) observed
892% of pasitivity 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
(S, depending of the MR 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 a5 promising tool in mass-screening surveys
by PCR, mainly because of the high prevalence of
tom.:’ic dogs in endemic areas and the lower sens
ests based on antibody detection in asymptomat
tions | Leonides ot al., 2002), In addition, (S is invasive
painless, fast, easily repeatable and acce ptaée by the dog
OWDeTS.
Two PACR methods were used in this work: PCR-
hybridization and ITS-1 nPCR. In 3 previous study Pilatti
et al. (2009) demonstrated that the P(R-hybridization was

W 2 a3 ns

nss. All the other dogs wese infecied with L L)

ﬁbﬂr‘..- anZenmss T

W ADBDN L L L

o) chagpet contaol (L)
J: dogs samples (1. 30,
Jchapost Tb.".ﬁpc
0 sfection. Samples

{stz3ain

mﬂﬂﬂ!t‘ 'Ln'rrr

chagst. The RFLP peoflle

significantly more sensitive than [TS5-1 nPCR. To compen-
sate the lower sensitivity of ITS-1 nPCR, the DNA sample
me used for this method was ir;:rcufd in the present
study. For ITS-1 nP(R were used | il of DNA sample
and for PCR-hybridization 1.0 el was used. These condi-
tions did not show statistica é"ferencr in the sensitivity
of both methods for 5 and SB samples. Surprising, for
B samples the sensitivity of ITS-1 nPCR was significantly
higher (56.7%) than verified for PCR-hybndization ( 13.3%),
demonstrating that sensitivities of PCR methods can vary
according to the bwological sample.

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