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ARTIGO ORIGINAL

DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA PELA
TECNICA DE PCR EM SANGUE PERIFERICO EM ASSOCIACAO
COM OS TESTES RIFI E ELISA EM CAES DE PALMAS, TO.

CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS DIAGNOSIS BY PCR IN
PERIPHERAL BLOOD ASSOCIATED WITH RIFI AND ELISA TESTS IN
DOGS FROM PALMAS CITY, TOCANTINS STATE.

Rosalba Valadares Noleto', Waldesse Piragé de Oliveira Junior?, Julio
Gomes Bigeli’, Natalia Melquie Monteiro Teles*, Jaqueline Das Dores Dias
Oliveira®.

RESUMO

INTRODUGAO: A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar é uma doenca grave, potencialmente
fatal que acomete os mamiferos. Causada por protozoario da familia Trypanosomatidae,
género Leishmania, espécie Leishmania (L.) infantum chagasi. Transmitida pelo inseto
flebotomineo Lutzomyia longipalpis popularmente conhecido por mosquito palha, birigui e
cangalinhas, é considerada endémica em varios paises tanto em dreas rurais quanto
urbanas. No Brasil vem se expandindo, atualmente encontra-se distribuida nas cinco
regides. No municipio de Palmas esta disseminada em toda a sua extensao, classificando-o
como de transmissdo intensa. METODOS: Nesse contexto, foi definida e avaliada a
prevaléncia do parasita Leishmania (L.) infantun chagasi em cdes errantes, capturados pelo
Centro de Controle de Zoonoses (Palmas — TO), utilizando diferentes metodologias
diagndsticas, ELISA, reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e reagdo de polimerizagao
em cadeia (PCR). No estudo, 195 cdes foram capturados em diferentes areas do municipio e
avaliados pelas trés metodologias. RESULTADOS: Das 195 amostras submetidas a analise
pelas trés metodologias houve concordancia de 85,64% entre RIFl e ELISA, 54,87% entre
RIFI e PCR. CONCLUSOES: A PCR mostrou ser uma potencial ferramenta auxiliar no
diagndstico da doenga, associada a pelo menos uma metodologia de triagem. Quanto a
regionalidade da doenga, verificou-se variabilidade dos resultados entre as regides
estudadas no plano diretor, onde o maior nimero de casos positivos ocorreu nas regides
que correspondem ao setor sul de Palmas.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; reagdo em cadeia da polimerase; doencas
endémicas.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Visceral Leishmaniasis (LV) or kalazar is a potentially fatal disease that
affects mammals. Caused by a Trypanosomatidae protozoan, genus Leishmania, species
Leishmania (L.) infantum chagasi. Transmitted by the phlebotomine Lutzomyia longipalpis
known as mosquito straw, birigui and cangalinhas, leishmaniasis is endemic in rural and
urban areas of several countries. In Palmas city it is disseminated in all its extension,
classifying it as an area of intense transmission. METHODS: The Leishmania (L.) infantun
chagasi prevalence in dogs captured by the Zoonoses Control Center (Palmas - TO) was
evaluated using different diagnostic methodologies: ELISA, RIFI and polymerase chain
reaction (PCR). In this study 195 dogs were captured in different areas of the city and
evaluated by the three methodologies. RESULTS: Of the 195 samples analysed by the three
techniques, there was agreement of 85.64% between RIFl and ELISA, 54.87% between RIFI
and PCR. CONCLUSIONS: The PCR proved to be a potential auxiliary tool in the diagnosis of
the disease, associated to at least one screening methodology. Regarding the regionality of
the disease, the results between the regions studied in the master plan were varaible and
the highest number of positive cases occurred in the regions corresponding to the southern
sector of Palmas.

Keywords: Visceral leishmaniosis; polimerase chain reaction; endemic diseases.
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INTRODUCAO

A leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca infecciosa,
parasitdria e sistémica de evolugdo cronica causada pelo
protozoario do género Leishmania descrito por Ross ha mais
de um século™. Também conhecida como Calazar Neotropical
é amplamente distribuida na Europa, Oriente Médio, Asia, na
Africa e nas Américas, sendo nesta Gltima descrita em pelo
menos 12 paises, onde 90% dos casos ocorridos no Brasil,
principalmente na Regido Nordeste > Na regido Norte do
Brasil, o Tocantins é destaque; em 2016 230 novos casos
foram confirmados de Leishmaniose em humanos, cinco
morreram e 8.706 cdes foram diagnosticados com calazar
onde 3.118 casos foram encontrados em Palmas.

O Ministério da Saude recomenda para o diagndstico
da leishmaniose visceral canina, o uso do Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), e a reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), ambos apresentando alta sensibilidade e
especificidade para amostras de soro 3 Entretanto, o método
de amplificagdo génica por PCR tem se mostrando cada vez
mais Util tanto no diagndstico como na identificacdo das
espécies de Leishmania, porque é rapido, sensivel, dispensa a
cultura de parasitas e pode ser realizado a partir do sangue
como também de pungdo aspirativa de medula e linfonodos K
>, Dessa forma, profissionais e pesquisadores tém dificuldades
na escolha de um método apropriado, simples, sensivel e
especifico, que possibilite o diagndstico ndo apenas dos casos
avancados da doenga, mas também dos iniciais, quando ainda
sao oligossintomaticos e assintomaticos ,

Nesse contexto, o presente estudo objetivou avaliar a
ocorréncia da L. chagasi em cdes capturados pelo centro de
Controle de Zoonoses (Palmas — TO), utilizando como
metodologias diagndsticas ELISA, RIFI e PCR. Além disso, os
dados também foram associados as regides de captura dos
cdes amostrados, definindo os hot-spot. A eficacia da PCR
como ferramenta diagndstica, em comparag¢do com os outros
métodos, também foi avaliada a fim de proporcionar aos
organismos e gestores envolvidos com o controle da doenga
subsidios para a implantagdo de novas abordagens
diagnésticas que possam efetivamente contribuir com a
prevengao e controle da mesma.

MATERIAL E METODOS

Area estudada

O estudo foi realizado na cidade de Palmas
(10912’46"S; 48921'37”W), capital do estado do Tocantins,
localizada na regidao Norte do Brasil no centro do estado, com
rea de 2.219 Km’ e populacio de 286 mil habitantes. A 4rea
apresenta clima tropical, com duas estacbes bem definidas
durante o ano, temperatura média de 26 a 30 2C, com
umidade relativa do ar média de 76%.

Estratificacdo do municipio

Para o estudo, o municipio de Palmas foi dividido em
7 sub-regies de acordo com a posicdo geografica, nivel de
urbanizacdo e barreiras de vegetacdo nativa para permitir o
agrupamento dos resultados e suas respectivas andlises. As
regides formadas com o agrupamento foram: R-1, composta
por quadras situadas na regido noroeste e nordeste de
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Palmas; R-2, composta por quadras da regido central do
municipio de Palmas; R-3, composta por quadras das regides
sudeste e sudoeste da capital; R-4, composta pelo Aureny llI;
R-5, composta pelos Aurenys |, Il e IV, além dos setores Irma
Dulce, Santa Fé | e I, e Morada do Sol | e Il; R-6, composta por
Taquari, Taquaralto e setores do entorno; e R-7, composta por
Taquarugu.

Captura dos caes e coleta do material biolégico

Foram avaliados 195 cdes errantes capturados em
varias regides de Palmas pelo Centro de Controle de Zoonoses
de Palmas (CCZ — Palmas). A selecdo dos cdes foi aleatédria e
foram analisadas as caracteristicas clinicas dos animais, bem
como seu aspecto, buscando classifica-los em assintomaticos
(sem sinais clinicos de LV) ou sintomaticos (com trés ou mais
sinais caracteristicos da doenga). A pungdo do sangue venoso
foi efetuada em uma das patas dianteiras (braquial) ou
traseiras dos animais com o auxilio de um torniquete, ou ainda
na jugular, nos cdes de menor porte. Foram coletados 3 a 4 mL
de sangue total por punc¢do venosa com auxilio de seringa de 5
mL e aliquotado em tubos estéreis tipo Falcon contendo 500
uL de EDTA (27mM) como anticoagulante destinado as
andlises de PCR. As amostras para as analises soroldgicas
foram obtidas da coleta de aproximadamente 2 mL de sangue
total acondicionado em tubo de ensaio estéril sem
anticoagulante e centrifugado a 385 x g por 10 minutos para
obtencdo do soro para as reagGes de ELISA e RIFIl. O soro
obtido foi armazenado em micro tubos com capacidade para 2
mL e levados ao freezer a — 20°C para posterior analise.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

As anadlises soroldgicas foram realizadas no
Laboratdrio Central de Saude Publica do Estado do Tocantins
(LACEN-TO). Para isso foi utilizado o Kit EIE — LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA (Bio-Manguinhos) e as reacGes foram
realizadas de acordo com a recomendac¢do do fabricante e
como preconizadas pelo Ministério da Saude. Inicialmente, 5
puL das amostras e dos controles positivo e negativo foram
diluidos em 500 L do diluente de amostra/conjugado, sendo
este previamente preparado em quantidade suficiente para o
nimero de reagBes (1:100). Foram distribuidos 100 pL da
diluicdo em microplacas e as mesmas foram seladas com folha
adesiva e incubadas a 37°C por 30 minutos em estufa. O
tampdo de lavagem foi diluido em 4&gua destilada em
guantidade suficiente para o nimero de reagdes.

Para a lavagem dos orificios foi utilizada lavadora
automatica de microplacas programada para aspirar todo
conteudo do orificio e lavar 6 vezes com tampao de lavagem
(200 pL/orificio) aguardando um intervalo de 30 segundos
entre cada lavagem. Enquanto a lavagem era realizada, o
conjugado era diluido no diluente de amostra/conjugado
preparado anteriormente proporcional a quantidade de
reagdes, o mesmo foi bem homogeneizado e distribuido 100
puL da diluicdo do conjugado em cada orificio. Selou-se
novamente a placa e incubou a 37°C por 30 minutos em
estufa. Minutos antes do uso o substrato foi preparado em
guantidade adequada ao nimero de reacgées e distribuido 100
UL em todos os orificios rapidamente e foi incubado a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos.
Logo apds este periodo a reacgdo foi bloqueada, adicionando

Revista de Patologia do Tocantins, Vol. 4 No. 4, Dezembro 2017



Revista de Patologia do Tocantins 2017; 4(4): 2-6.

50 pL de &acido sulfurico a 2 M em todos os orificios. Em
seguida procedeu-se a leitura.

Para leitura das reagdes foi utilizada leitora de ELISA
(espectrofotdmetro para microplacas) no modo automatizado,
equipado com filtro de 450nm e sem a utilizagdo do filtro de
referéncia (620-630nm). Todas as reagdes foram realizadas em
duplicata para maior seguranga dos resultados.

Reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A técnica de RIFI também foi realizada nas
dependéncias do LACEN-TO utilizando o Kit
Imunofluorescéncia Indireta (IFl) para Diagnostico da
Leishmaniose Canina — Bio-Manguinhos, o qual detecta a
presenca de anticorpos IgTotal em soros caninos contra
Leishmania. O kit foi titulado antes do uso de acordo com
recomendagdes do fabricante. Foi feito um protocolo para
determinar o nimero de laminas preparadas, de acordo com o
ndmero de amostras. Foram adicionados 10 pl do antigeno em
cada orificio da lamina, tendo o cuidado de manté-lo
homogeneizado durante o preparo. Incubou-se overnight a
temperatura ambiente para a secagem. As amostras foram
diluidas em Tamp3&o Fosfato (PBS) nas diluicdes 1/40 e 1/80 e
os controles positivos e negativos na diluicdo 1/40 e os
mesmos estiveram presentes em todas as laminas para
comparagdes no momento da leitura. Posteriormente, foram
adicionados 10 ul das diluicdes anteriores nos orificios
determinados no protocolo e incubados por 30 minutos a 37°C
em camara Umida, lavados em PBS 3 vezes por 5 minutos cada
vez , enxaguados rapidamente em agua destilada e secos por
10 minutos a 37°C. O conjugado foi diluido na proporgdo
adequada para as reagdes e conforme titulagdo prévia e 15 pL
foram adicionados em cada orificio da lamina, incubada por 30
minutos em camara Umida, apos este periodo procedeu-se a
lavagem como anteriormente e depois das laminas secas, foi
adicionado uma gota de glicerina tamponada em cada orificio,
cobriu-se com laminulas, mantendo-as em abrigo da luz e
umidade, até o momento da leitura. A leitura foi realizada
com o auxilio de um o microscoépio de imunofluorescéncia que
utiliza a incidéncia de luz ultravioleta e objetiva de 40X para
leitura, sendo considerados reagentes os soros com titulos >
1/40 comparados aos controles positivos e negativos.

Isolamento e extracdao do DNA total

Esta etapa foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia (LABIOTEC) da UFT. Inicialmente, as amostras de
sangue foram ressuspendidas na propor¢do 1:1 (v/v) em
solucdo salina 0,9% (m/v) e centrifugadas a 285 x g por 10
min. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em tampao de lise de
hemidcias (Sacarose 5mM; Tris-HClI 10mM, pH 7,5; MgCl,5mM)
também na proporgdo 1:1 (v/v), com centrifugaces a 385 x g
por 10 min. Em seguida, foram adicionado ao pellet tampao de
lise nuclear (Tris 10mM, pH 8,0; EDTA 5mM; NaCl 10mM), e
proteinase K (10mg/mL). As amostras foram incubadas em
Banho-Maria a 372C por 3 horas. Em seguida, o DNA foi
extraido pelo método de fenol-cloroférmio ¢ com precipitacao
em Etanol 100% e NaCl 5M, e ressuspensdo em TE + RNAse
10mg/ml. Posteriormente foi realizada a qualificagdo por
eletroforese e quantificacdo por espectrofotometria e entdo
as amostras foram armazenadas em freezer a -202 C até a
analise diagndstica por PCR.
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PCR primer-especifica

Para a PCR foi adotado o par de iniciadores RV1 (5’ —
CTT TTC TGG TCC CGC GGG TAG G — 3’) e RV2 (5" — CCA CCT
GGG CTA TTT TAC ACC A — 3")"® a fim de detectar a seqiiéncia
alvo de 145 pares de bases (pb) do fragmento LT1, situado no
minicirculo do DNA do cinetoplasto, do complexo L. donovani.
As reagdes foram realizadas contendo 2U de Taq DNA
polimerase, solugdao tampdo da Taq a 1X, MgCl, a 1,5 mM,
desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) a 0,2 mM além de DNA
de cada individuo e dgua ultra pura para um volume final de
20 pL. As reagOes foram realizadas em termociclador (PxE 0.2
ThermalCycler — Thermo Electron Corporation). Como
controle negativo foi utilizada agua ultra pura como amostra
na reacdo, e na reagdo de controle positivo utilizou-se o DNA
de Leishmania chagasi extraido da cepa
MHOM/BR2000/MER2, FIOCRUZ/BA (linhagem Merivaldo,
10C-LC2455, isolada de um paciente com leishmaniose
visceral em uma drea endémica de .quuié-BA)9 . Por fim os
amplicons foram analisados por eletroforese horizontal em gel
de agarose 2,0% (m/v), corados com brometo de etidio
(0,2ug/ml) e visualizados sob luz UV em camara de
transluminagdo. Os individuos foram diagnosticados como
positivos por PCR, com a visualizagdo dos amplicons em
triplicata.

Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada pelo programa
BioEstat 4.0. Para a comparacdo dos resultados, utilizou-se o
teste de qui-quadrado e o coeficiente Kappa. Em todas as
analises, os resultados foram considerados significativos para
valores de p < 0,05. Para a classificagdo de co-positividade e
co-negatividade dos valores obtidos no teste kappa foi
utilizada a metodologia de Jodas e colaboradores 10

RESULTADOS

Caracterizagao dos caes

Dentre os cdes em estudo, 91 (46,6%) eram fémeas e
104 machos (53,3%). Dos 195 cdes 48 (24,6%) eram
assintomaticos, e, do restante sintomatico, 91 (46,6%) eram
oligossintomaticos e 56 (28,7%) polissintomaticos. Dos 195
cdes, em 60 (30,7%) foram encontrados ectoparasitos pelo
corpo e em 135 (69,2%) estes ndo foram encontrados.

Comparacao entre ELISA e RIFI

A tabela 1 mostra os resultados dos cdes para as
técnicas de ELISA e RIFI e as co-positividade e co-negatividade
entre as mesmas. Comparando-se os resultados concordantes
nas técnicas de ELISA e RIFI, observou-se que 119 (61,0%)
amostras foram positivas e 48 (24,6%) amostras apresentaram
resultados negativos para ambas as técnicas, 6 (3,0%) foram
negativas para RIFl e positivas para ELISA e 22 (11,2%) foram
negativas para ELISA e positivas para RIFl. Admitindo o teste
RIFI como padrdo ouro, conforme preconiza o Ministério da
Saude, a co-positividade de ELISA/RIFI foi de 95,2% e a co-
negatividade foi de 68,5% o que mostra uma concordancia
observada de 85,6% frente a concordancia esperada de 56,2%,
onde o valor do coeficiente kappa (k) foi de 0,6715 o que
representa uma concordancia substancial entre os resultados
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negativos e positivos, considerando que o valor de p foi
altamente significativo (p < 0,0001).

Tabela 1. Comparagao dos resultados obtidos pela ELISA e RIFI.

ELISA RIFI TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 119 6 125
NEGATIVO 22 48 70
TOTAL 141 54 195

Comparacao entre RIFl e PCR

Das 195 amostras, 64 (32,8%) foram positivas para as duas
técnicas e 44 (22,5%) foram negativas para ambas, resultando
em um total de 108 amostras concordantes (Tabela 2). No
entanto, 77 (87,5%) amostras apresentaram resultado positivo
no RIFI e negativo na PCR e 10 (12,5%) apresentaram
resultados negativo no RIFI e positivo na PCR, representando
um total de 87 amostras discordantes entre as técnicas. A
partir da analise dos dados foi constatada uma co-positividade
de 86,48% e co-negatividade de 36,36%.

Tabela 2. Comparacao dos resultados obtidos pela PCR RIFI.

POSITIVO 64 10 74
NEGATIVO 77 44 121
POSITIVIDADE
- 100
E‘ 80
S 0
E 40 :ELIS!\
= RIFI
g BPCR
2 o :
g R-1 R-2 R-3 R-4 R-S R-6 R7
REGIOES

Figura 1. FreqUéncia relativa (%) por regides pelas técnicas de ELISA,
RIFI e PCR. Os numeros acima de cada coluna indicam os casos
positivos.

Estratificacdo da cidade de Palmas-TO

A anadlise pelo teste de qui-quadrado (xz) para
comparagao das ocorréncias de LV entre as regibes
estratificadas do municipio, considerando p igual 0,05,
mostrou que em Palmas hd alta ocorréncia do
parasitismo (Figura 1). Apesar deste fato, houve
diferenca significativa de positividade entre as regides
em relacdo a ELISA com predomindncia de casos na
regido 5 (80,6%) enquanto que a regido 2 (33,3%)
apresentou o menor numero de casos. Para RIFl, a
regido 2 (46,6%) também apresentou menos casos,
enquanto a regido 6 (88,8%) maior nimero. Na PCR,
também houve variagdo, porém a regidao 7 (71,4%)
destacou-se com o maior nimero de casos e a regido 2
(20,0%) a que apresentou menor nimero de casos
positivos. Portanto, a ocorréncia de leishmaniose no
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grupo de animais (195) onde foram aplicadas as
metodologias ELISA, RIFI e PCR, foi de 39 (20%) animais
negativos para todas as técnicas, 156 (80%) positivos
em pelo menos uma delas e 59 (30,2%) animais
positivos nas trés técnicas.

DISCUSSAO

Tavora e colaboradores em seu trabalho no
municipio de Campus dos Goytacazes no Rio de Janeiro em
2007 encontraram resultados similares aos descritos aqui
anteriormente, com RIFI e ELISA apresentando percentuais
consideravelmente altos de co-positividade e co-negatividade,
refletindo uma boa concordancia entre as técnicas
diagndsticas, o que ja era esperado. Segundo Riera e
colaboradores 12, resultados positivos em métodos
imunoldgicos ndo representam necessariamente uma infec¢do
ativa, pois pode ser indicio de exposi¢ao prévia ou um contato
com a Leishmania, particularmente em dreas endémicas,
assim como um resultado negativo ndo afirma auséncia de
infeccdo, principalmente em quadros assintomaticos. Disso, a
razdo pela qual deve-se associar mais de um método
diagndstico para maior probabilidade de acerto no resultado.

As amostras positivas em RIFl e negativas na PCR
indicam que foram detectados anticorpos para Leishmania no
exame soroldgico e, no entanto, ndo houve detecgdo do DNA
do parasita no cdo. Este fato, conforme é sugerido em outros
estudos 13’14, pode estar associado a producgdo de anticorpos
para outros parasitas que podem interferir na reagdo de
imunofluorescéncia indireta para leishmaniose. Outra
possibilidade seria a permanéncia de anticorpos circulantes no
sangue periférico mesmo apds a eliminagdo do parasito.
Outros estudos demonstraram que a sensibilidade e
especificidade da PCR dependem de alguns fatores como os
primers (iniciadores), o protocolo de extracdo do DNA e o tipo
da amostra clinica >*. Reithinger e colaboradores ' relatam
gue a quantidade de parasitas no sangue periférico tende a
ser menor que em medula dssea, baco ou aspirado de
linfonodo. No entanto, a coleta de sangue periférico ndo
oferece riscos ao animal, por ser menos invasiva, permite
analise em amostragem de maior volume e reduz erros na
obtenc¢do das amostras.

Quanto as amostras em que foram detectados DNA
da Leishmania por PCR e na RIFI ndo apresentaram
reatividade, pode ser justificado pela imunodeficiéncia de
alguns animais e a inabilidade de produzir quantidade
suficiente de anticorpos, que vem de encontro com os dados
obtidos por Reale e colaboradores v

Com relagdo aos resultados levando-se em
consideracdo as regides de Palmas, os mesmos concordam
com os encontrados por Gloria (2006, ndo publicado) onde a
regido sul de Palmas apresentou maior incidéncia de casos,
assim como apresentou semelhanga aos descritos por Bigeli 18
em 2008 para o mesmo municipio.

Para melhor definir a origem da discordancia entre os
métodos diagndsticos e aumentar a confiabilidade dos
mesmos, faz-se necessario o acompanhamento dos animais
suspeitos nas metodologias por um periodo maior de tempo.
Isto ndo foi possivel neste trabalho devido as limitagdes do
tratamento epidemioldgico recebido pelos animais da

Revista de Patologia do Tocantins, Vol. 4 No. 4, Dezembro 2017



Revista de Patologia do Tocantins 2017; 4(4): 2-6.

pesquisa junto ao CCZ, muitos dos quais foram sacrificados.
Além disso, deve-se ter infraestrutura adequada para o
acompanhamento clinico do desenvolvimento da doenga nos
animais.

CONCLUSOES

A regido avaliada no estudo é realmente endémica
com incidéncia superior a 80% de animais positivos para
Leishmania em pelo menos uma das trés técnicas e superior a
21,4% positivados em todas as metodologias. A maior
incidéncia da doenga concentra-se na regido sul do municipio,
onde ha maior populagdo e menos investimentos em
infraestrutura urbana.

A PCR mostrou-se uma ferramenta adicional e util ao
diagndstico convencional, pois pode esclarecer os problemas
diagndsticos resultantes da baixa sensibilidade do exame ao
microscopio e o baixo valor preditivo positivo e negativo da
sorologia, normalmente atribuido a anticorpos persistentes ou
imunossupressao, respectivamente.
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