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RESUMO

Esta pesquisa discorre sobre as questdes que buscam responder: Qual a resposta de
anticorpos vacinais em animais vacinados contra leishmaniose visceral canina? Tendo em vista
a necessidade de testes soroldgicos que ndo produzam resultados positivos influenciados pela
resposta humoral vacinal. O presente estudo avaliou a soroconversao de caes vacinados com
a vacina LeishTec por meio dos testes imunocromatografico DPP-LVC e Alere- LVC e também
utilizando da técnica ELISA como teste confirmatério para estes resultados. Como alternativa
auxiliar e para melhor acurdcia dos resultados todas as amostras foram testadas através da
técnica de PCR no Instituto Carlos Chagas — FioCruz Parand, na cidade de Curitiba/PR. Os
testes DPP-LVC e Alere-LVC apresentaram tanto no tempo 0, quanto no tempo 1, resultados
positivos e negativos. Todas as amostras apresentaram teste negativo no exame
confirmatdrio ELISA. As amostras examinadas pela técnica PCR também apresentaram em sua
totalidade o resultado negativo. Os resultados dessa pesquisa evidenciam que o protocolo
adotado pelo Ministério da Saude é seguro na deteccdo de animais infectados com
Leishmaniose, visto que as amostras positivas para os testes de triagem (DPP) sdo testadas
pelo teste confirmatdrio ELISA, proporcionando um método capaz de separar os animais
realmente positivos daqueles imunizados. Entretanto a analise documental mostrou, que ha
indicios da soroconversao de animais testados pelo DPP, fato que deve ser confirmado por

estudos mais abrangentes.

Palavras-Chave: Leishmania. Soroconversao. DPP-LVC.
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1 Introdugao

A presente pesquisa esta inserida nos estudos relacionados a leishmaniose visceral
(LV), que é uma doenca que se caracteriza como zoonose e que acomete diversas espécies de
mamiferos silvestres e domésticos, tendo como manifestagdes clinicas de curso crénico e com
diversos sinais patolégicos. Os cdes sdo considerados o principal reservatério da infeccao por
Leishmania infantum canina e humana (BANETH, G. SOLANO-GALLEGO 2015). A infecgdo é
transmitida pela picada da fémea do flebotomineo, do género Lutzomyia (BANETH, G.
SOLANO-GALLEGO, 2015). Atualmente, a leishmaniose é considerada uma das seis doencas

infecciosas mais relevantes no mundo (FERNANDES et al., 2019).

Este trabalho discorre sobre as questdes que norteam: Qual a resposta de anticorpos
vacinais em animais vacinados contra leishmaniose visceral canina? Atualmente no pais ha o
registro apenas de um imunobioldgico para prevencdo da leishmaniose visceral canina (LVC),
a vacina Leish-Tec® (CEVA Saude Animal®, S3o Paulo, Brasil). Este insumo possui uma
formulacdo contendo a proteina recombinante A2 de Leishmania donovani (REGINA-SILVA et
al., 2016). As respostas imunitarias produzidas em cdes, forneceram indicios de respostas
protetoras contra Leishmaniose Visceral Canina (LVC), entretanto o Ministério da Saude (MS)
ndo recomenda a vacina como uUnica forma de controle da leishmaniose, por nao haver
evidéncia cientifica que o seu uso em massa seja capaz de reduzir a infec¢do em caes e
consequentemente a infecgao em humanos. Ademais Campos et al (2017) relata a possivel
influéncia da resposta humoral nos testes soroldgicos utilizados pelo Programa de Vigilancia
e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude, impedindo a distincdo entre
animais vacinados dos realmente infectados. Segundo Fernandes (2019) os diagndsticos de
cdes infectados é um desafio para o controle efetivo da doenca. Atualmente, testes
sorolégicos imunoenzimaticos (ELISA) e imunocromatograficos (Dual Path Platform, Bio-
Manguinhos) sdao recomendados para o diagndstico de Leishmania spp. em cdes do Brasil
(BRASIL, 2011). No entanto, autores como Trocanrelli (2009) e Grimaldi (2012) discorrem
sobre a questdo de testes sorolégicos apresentarem algumas limitacdes como por exemplo a
baixa sensibilidade no diagndstico em cdes sem sinais clinicos e também reacbes cruzadas

com outros tripanossomatideos.



Tendo em vista a necessidade de testes soroldgicos que ndo produzam resultados
positivos influenciados pela resposta humoral vacinal. O presente estudo avaliou a
soroconversao de cdes vacinados com a vacina LeishTec por meio dos testes por meio dos
testes imunocromatografico DPP-LVC e Alere- LVC o estudo foi realizado no canil do Sexto
Comando Aéreo Regional (VI COMAR), localizado na regido administrativa do Lago Sul area

endémica para LVC.



2 Objetivos

Avaliar a resposta de anticorpos vacinais em animais vacinados contra leishmaniose

visceral canina.

2. 1 Objetivos Especificos
] Avaliar a soroconversao em cdes vacinados, por meio do teste
imunocromatografico (DPP- LVC);
o Avaliar a soroconversao em cdes vacinados, por meio do teste
imunocromatografico (Alere - LVC).

o Avaliar a infeccdo de cdes vacinados contra LVC, através do teste molecular

qPCR.



3 Fundamentagao tedrica

Segundo Oliveira (2015), a leishmaniose visceral (LV) é uma doenca de grande
relevancia para saude publica por se tratar de uma zoonose de dificil controle e que ocorre
em diferentes paises da América Latina, Africa, Asia e Europa. No Brasil, a LV é causada pelo
protozodrio Leishmania infantum e o Lutzomyia longipalpis é o principal vetor bioldgico
envolvido na transmissao desse parasito.

As leishmanioses tém sido descritas em vdrios animais domésticos e selvagens,
incluindo carnivoros, marsupiais, roedores, equideos e primatas (ASHFORD, 1996; COURA,
2009; COURA, 2013; BENASSI et al., 2017). Nas areas urbanas, o cao (Canis familiaris) é o
principal reservatério de L. infantum e a fonte de infecgao do vetor (OLIVEIRA, 2015; SILVA et
al., 2015) devido a sua alta susceptibilidade a infec¢Ges e maior proximidade ao homem, além
de seu elevado parasitismo cutaneo, que contribui para a manutencao e ampliacdo do ciclo
de transmissdo em ambientes domésticos (SILVA et al., 2015)

Sobre o ciclo da infec¢do que envolve um vetor e um hospedeiro vertebrado, Baneth,
G. Solano-Gallego (2015), explica que no hospedeiro vertebrado, a Leishmania é encontra-se
nas células de defesa do organismo, os macréfagos, estando na sua forma nao flagelada, o
amastigota, que tem o formato ovoide. Essa forma do protozoario se multiplica por divisdao
binaria, rompe a membrana célula causando a lise do macréfago infectando outras células.
As proposicoes de Moraes (2013) e Sundar (2015), reafirmam que as fémeas do Lutzomya se
alimentam de sangue, dessa forma ela ingere amastigotas no momento do repasto sanguineo.
No entendimento de Baneth, G. Solano-Gallego (2015) no intestino do flebotomineo, os
amastigotas sao liberados das células hospedeiras, sofrendo varias alteracdes morfoldgicas e
transformam-se em promastigota flagelada, um organismo extracelular.

Alguns autores relatam ao longo dos ultimos anos como é explicada a patogénese da
infeccdo por Leishmania, através da picada do flebotomineo, a forma promastigota do
protozodrio é transferida com a saliva para a pele do hospedeiro vertebrado. Logo apds, os
promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e multiplicam-se na forma de amastigotas
dentro das células. Quando o macréfago estd repleto de amastigotas, sofre a lise através da
ruptura, e libera as amastigotas, que por sua vez, penetram em outras células do hospedeiro
e disseminam-se a partir do local de picada. Dessa forma o protozoario percorre todo corpo
do hospedeiro, porém se dirige mais especificamente para 6rgaos hemolinfaticos, tais como

linfonodos, baco, medula éssea e figado, bem como para areas dérmicas remotas,



estabelecendo infec¢do sistémica (TAYLOR, 2010; COURA 2013; BANETH, G. SOLANO-
GALLEGO, 2015; SUNDAR, 2015).

Alguns autores como Taylor (2010) e lbraim (2012) explicam sobre a resposta imune
inata ou inespecifica, que no animal é a primeira linha de defesa que os parasitos Leishmania
defrontam quando entram em hospedeiro suscetivel. Assim como Baneth, G. Solano-Gallego
(2015) o autor lbraim (2012), explica que os amastigotas possuem uma capacidade de
sobreviver a resposta imune inata e replicar-se dentro de fagolisossomos de macrdéfagos, pois
produzem compostos como os lipofosfoglicanos, que inibem a maturacdo dos fagossomas.
Taylor (2010) e Baneth, G. Solano-Gallego (2015) ressaltam que as respostas imunes
especificas tém importante papel na suscetibilidade a infeccdo. Os dois autores explicam que
animais que tipicamente desenvolvem uma resposta de células T auxiliares tipo 2 ou
simplesmente Th2, desenvolveram a infeccdo. Jd4 a resposta imune Th2 de cdes secreta
citocinas especificas, como IL-4 e IL-10 produzindo uma resposta humoral significativa sendo
menos efetiva ao parasito. Baneth, G. Solano-Gallego 2015, resume a resposta imune
explicando que alguns animais respondem com um conjunto de citocinas diferentes, incluindo
a interferon gama (IFN-y) e IL-12, citocinas tipicas de uma resposta Th tipo 1 ou Th1l, esses
animais sao considerados resistentes a infec¢ao pois a IFN-y secretada pelas células T ativa os
macrofagos que causam a eliminagdo dos parasitos. Esse conceito geral —em que um tipo de
resposta de célula Th produz resisténcia ou cura, enquanto o segundo tipo produz
suscetibilidade e exacerbacao da doenca —, ird ser aplicado a infec¢des por outros patégenos
em muitos hospedeiros.

Apds entender as colocagdes de Baneth, G. Solano-Gallego (2015), sobre os tipos de
respostas ao patégeno da Leishmania, é mais facil a compreensao sobre as preposicoes de
Moreira (2016) e Oliveira (2015), que relatam os sinais clinicos da LVC como amplos e
variaveis, incluindo sinais neurolégicos como convulsdes, além de linfadenomegalia local ou
generalizada, perda de peso, caquexia, falta de apetite, letargia, esplenomegalia, polilria,
polidipsia, lesdes oculares, vomitos e diarreia, alteracGes visuais, sinais de paralisia do nervo
craniano, tremor intencional, vocalizacdo, hemiparesia, paraparesia, paraplegia e tetraplegia.
Oliveira (2015), ainda descreve que a grande maioria dos cdes diagnosticados com LVC podem
apresentar lesdes oculares, incluindo conjuntivite, blefarite, ceratoconjuntive e uveite.
Moreira (2016), complementa Oliveira (2015) ressaltando que as lesGes dermatoldgicas

causadas pela infeccdo da LVC podem variar entre a sua proliferacdo, mas raramente sdo
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pruriginosas. O comprometimento visceral apresenta os sinais clinicos mais comuns da LVC
que sdo a perda de peso e a atrofia muscular.

Segundo Fernandes (2019) os diagndsticos de caes infectados é um desafio para o
controle efetivo da doencga. Atualmente, testes soroldgicos imunoenzimaticos (ELISA) e
imunocromatograficos (Dual Path Platform, Bio-Manguinhos) sdo recomendados para o
diagndstico de Leishmania spp. Em cdes do Brasil (BRASIL, 2011). No entanto, autores como
Trocanrelli (2009) e Grimaldi (2012) discorrem sobre a questdo de testes soroldgicos
apresentarem algumas limitagcdes como por exemplo a baixa sensibilidade no diagndstico em
caes sem sinais clinicos e também reagGes cruzadas com outros tripanossomatideos.

De acordo com o que foi citado por Campos 2017, O MS do Brasil recomenda que os
testes soroldgicos - DPP® (Dual Path Platform) (DPP CVL), seja realizado para a triagem de
cdes, como regulamenta a NOTA TECNICA N ° 01/2011, e que animais com resultados
reagentes em ambos os testes precisam ser eutanasiados como uma alternativa ao
tratamento da doenga e uma medida de controle. A eutandsia dos caes infectados, gera um
grande apelo social, ndo parecendo ser eficaz, considerando que a LVC se expandiu para areas
ndao endémicas.

Segundo Costa 2014, o MS recomenda duas técnicas sorolégicas para avaliagao
sorolégica em cdes, sendo a triagem realizada com o teste rdpido Dual Path Platform (TR-
DPP®) e o teste confirmatério, o ensaio imunoenzimdtico (ELISA - Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Complementarmente Campos 2017, relata que estudos atuais
demonstraram que a sensibilidade e especificidade da técnica TR-DPP® pode atingir 87,5% e
que melhorou significativamente o diagnéstico de LVC desde que o novo protocolo (DPP LVC
e EIE) foi implementado.

Costa 2014, explica que o teste rapido Dual Path Platform (TR-DPP®), que tem sua
patente confirmada pela Chembio Diagnostic, e foi desenvolvido pelo Instituto
Biomanguinhos/Fiocruz, é um ensaio imunocromatografico que emprega de um dos lado, a
combinacdo de um corante insoluvel (particulas de ouro coloidal) e de uma proteina A
conjugada, enquanto que do outro lado, had presenca de antigenos 36 recombinantes k28
(fusdo do rk39, rk26 e rk9), especificos do complexo Leishmania donovani, ligados a uma
membrana. Se anticorpos anti-Leishmania forem detectados na amostra que foi submetida
ao teste, as substancias impregnadas irdo reagir com os antigenos recombinantes, trazendo

como resultante o laudo positivo através da reacdo que pode ser identificada pela presenca
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de uma linha de tom rosa. Figueiredo (2018), relata que o teste Alere também demonstra alta
sensibilidade utilizando o mesmo antigeno recombinante rk28. Cabe destacar que se torna
imprescindivel que o teste de triagem apresente alta sensibilidade quando utilizado nos
programas de saude publica.

No relato de Campos 2017, existiam no Brasil, duas vacinas anti-LVC foram
desenvolvidas e langcadas comercialmente: Leishmune® (Zoetis®, New Jersey, EUA) e
LeishTec® (Hertape Calier Saude Animal®, Minas Gerais, Brasil). Porém, a Leishmune® teve sua
comercializacdo temporariamente suspensa pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) no ano de 2016 pois ndo cumpriu completamente os pré-requisitos
da fase Ill do ensaio de avaliacdo da eficacia da vacina (MAPA, NOTA TECNICA 038/2014).
Portanto, a Leish-Tec® (Hertape Calier Saude Animal®, Minas Gerais, Brasil) é atualmente a
Unica vacina anti-LVC comercializada e disponivel no Brasil. Apesar da vacina ter sua
comercializacdo aprovada pelo MAPA, o MS ndo recomenda seu uso para fins de saude
publica, pois ndo ha evidéncia cientifica de que a vacina seja capaz de controlar a infec¢do nos
caes quando utilizada para fins de saude publica, considerando que os principais testes de
triagem e confirmacdo (DPP LVC e EIE) sdo soroldgicos, e isso possibilita uma resposta imune
humoral provocada pela vacina interferir no diagndstico, impossibilitando a distingao de
animais vacinados de animais infectados nos testes soroldgicos recomendados pelo MS. Como
alternativa aos testes indiretos, o autor Gramiccia (2011) ressalta que os métodos
moleculares tém um papel importante para a confirmacao e identificacdo de Leishmania spp.
e, portanto para a deteccdo de portadores.

Segundo Coelho et al. (2003), a vacina LeishTec® é formulada sobre a base da proteina
recombinante A2 de L. (L.) donovani, produzida em bactérias gram positivas Escherichia coli,
sob a forma de antigeno recombinante e saponina como adjuvante. Esta proteina é expressa
em formas amastigotas do protozoario de algumas Leishmanias, como L. (L.) donovani, L. (L.)
infantum, L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana. Varios ensaios pré-clinicos em camundongos
forneceram evidéncias das respostas protetoras induzidas pela vacinagdo com o antigeno A2
de amastigota, em combinacdo com diferentes adjuvantes, contra a leishmaniose visceral
(Coelho et al., 2003; Ghosh et al., 2001; Ghosh et al., 2002; Zanin et al., 2007; Resende et al.,
2008; Mizbani et al., 2009). Um estudo conduzido por Fernandes et al. (2008), com cdes da
raca beagles, demonstrou que a vacina Leish-Tec® pode induzir no sistema imune uma

protecdo contra a infec¢do por alta dose intravenosa de L. (L.) infantum induzida. A Leish-Tec®



12

é atualmente a Unica vacina anti-LVC licenciada no Brasil, e seu uso é restrito é individual e
restrito aos médicos veterinarios.

Diversos métodos podem ser utilizados para a obtencdo de um diagndstico para LVC,
mas é sempre de fundamental importancia fazer uma associagdo das informacgdes clinicas e
epidemioldgicas aos resultados de laboratério. O diagndstico confirmatério de qualquer
processo infeccioso parasitario é indicado a realizar um teste que encontre o parasito nos
tecidos ou fluidos biolégicos dos hospedeiros. Nesse sentido é recomendado a confirmacao
do diagndstico por método parasitoldgico antes que seja dado inicio ao tratamento (COSTA,
2014).

Na literatura diversos autores apontam que as principais desvantagens dos testes
sorolégicos seriam as possiveis falhas na deteccdo de cdes infectados antes da soroconversao,
a impossibilidade de diferenciar animais infectados e resistentes, e a suscetibilidade as
reagOes cruzadas com outras doencas que atingem os caes com por exemplo a neosporose,
babesiose, erliquiose e tripanosomiase trazendo como risco de eutanasiar um cdo falso-
positivo (HARRUS et al., 2002; LEAL. 2009; LOPES et al., 2011; SILVA et al., 2011; LUCIANO et
al., 2016).

O Brasil estd na lista dos seis paises mais afetados pela LV e, segundo o MS dados
mostram que mais de 3 mil pessoas sao infectadas pelos parasitos todos os anos no pais
devido a essa zoonose. Os cdes sdo considerados o maior reservatério urbano da LV, mas a
responsabilidade por esses nimeros e da populagao e servigos publicos de salde, por isso é
de suma importancia a prevencdo seja realizada. A populacdo deve agir para evitar que as
condi¢Oes favoraveis a presenca do vetor em suas casas e entorno seja mantida. Ja os servicos
publicos de saude, tém o dever de garantir a assisténcia necessaria aos acometidos, assim
como orientar a populacdo sobre importancia dessa zoonose com praticas de educacdo em

saude.


Ranieri Rodrigues de Oliveira
refazer
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4 Metodologia

4.1 Desenho do estudo

Este estudo foi realizado sob aprovagdo da comissdo de ética no uso de animais do

UniCEUB (CEUA/UniCEUB), registrada com o n° PIC(A) 008/2018.

Trata-se de um estudo de coorte no qual 9 cdes do canil da For¢ca Aérea Brasileira (VI
Comando Aéreo Regional - COMAR), situado nas coordenadas 15°51'28"S 47°54'11"W, foram
submetidos a coleta de amostras bioldgicas para o diagndstico em diferentes periodos apds a

vacinacdo contra LVC para avaliacdo dos padrdes imunolégicos.

4.2 Populagao do estudo

Nove cdes do canil da IV COMAR foram imunizados com uma dose da vacina Leish-
Tec® (CEVA Saude Animal). O protocolo de imunizacdo informado na bula do fabricante foi
seguida, em que recomenda 1 dose da vacina com intervalo de 1 ano para animais ja vacinados
e 3 doses em um intervalo de 21 dias para animais primovacinados. Entretanto, todos os
animais ja haviam sido vacinados a mais de 1 ano, sendo realizado apenas 1 dose da vacina.
Conforme bula e Instru¢do Normativa n231/2007 (BRASIL, 2007) do Ministério da Saude e
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento somente os animais que apresentaram
resultado negativos em 1 dos testes soroldgicos de triagem e confirmatdrio puderam ser

imunizados e encoleirados.

Critérios de inclusdao: Caes sadios de ambos os sexos com idade superior a quatro

meses com testes ndo reagentes e qPCR negativo.

Critério de exclusdo: Fémeas gestantes, cdes imunocomprometidos por medicamento
ou doenca de base, cdes positivos para leishmaniose, cdes com amostras bioldgicas

insuficientes para as andlises.

Dessa forma, foram selecionados 9 animais para a coleta de amostras, sendo eles 4
fémeas e 5 machos, um deles com 1 ano de idade, sete com 2 anos de idade e um com 7 anos

de idade (ANEXO, 1).

Foi feito o acompanhamento aproximadamente durante o periodo de 113 dias e

realizado a com coleta de amostras em dois momentos:
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-Tempo 0 (11/03/2019): Exames clinicos, coleta das amostras (sangue venoso e
medula éssea), para realizar exame soroldgico e molecular e vacinagdo e encoleiramento dos

negativos

-Tempo 1 (02/07/2019): coleta das amostras (sangue venoso e medula dssea), para
realizar exame soroldgico e molecular. Apds coleta, as amostras foram encaminhadas ao
Instituto Carlos Chagas — Fundagao Osvaldo Cruz (IOC-Fiocruz) para a realizagdao do exame

molecular qPCR.

4.3 Coleta de material

A coleta de dados foi realizada pelas alunas e professor do presente estudo, com a
ajuda da médica veterinaria da IV COMAR. O local possui infraestrutura clinica para a
realizacdo das coletas. Foram utilizados EPI’s como jaleco, cal¢a, sapatos fechados e luvas para

evitar acidentes.

Figura 1 — Coleta de medula éssea

Fonte: Donato, 2019
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Para a coleta da amostra de medula dssea (Figura 1) os cdes foram sedados, utilizando
cloridrato de quetamina (10 mg/kg) associado a acepromazina (0,2 mg/kg) por via
intramuscular. Foi realizada a tricotomia, higienizacdo com dgua e sabdo e antissepsia com
alcool 70% e alcool iodado no manubrio esternal. Foi introduzido uma agulha 1,2 x 40 mm e
seringa de 20 mL e aspirado o material medular. O material aspirado foi adicionado em tubo
com EDTA (Becton Dickinson — BD, Nova Jersey, EUA) para a realiza¢dao da qPCR na Fundagao

Oswaldo Cruz (Fiocruz), Curitiba.

A coleta de sangue foi realizada em todos os caes do estudo, por meio de venopunc¢ao
da veia safena, cefélica ou femoral, onde foram coletados e armazenados 1 mL de sangue em
tubos sem anticoagulante e a realizacdo dos ensaios ALERE® e DPP® LVC
(BioManguinhos®/FIOCRUZ, Brasil). O teste ELISA (EIE LVC/ Bio-manguinhos®) foi adotado em
animais positivos aos testes de triagem.

No final dos dois periodos de coleta, as amostras de medula dssea, sangue e foram
encaminhadas ao LABOCIEN- Uniceub, Brasilia, onde foram processadas (Figura 3),
identificadas (Figura 2) e armazenadas em freezers na temperatura de -182C (Figura 1) antes

de serem encaminhados ao IOC-Fiocruz.

Figura 2 — Freezer Labocien -182 C com amostras processadas, lado direito mostrando a parte

interna e lado esquerdo parte externa.

Fonte: Ciarlini, 2019



Figura 3 - Preparacdo para o processamento das amostras na centrifuga.

—

Fonte: Ciarlini, 2019

Figura 4 — Identificacdo das amostras

Fonte: Ciarlini, 2019

4.4 Exame soroldgico DUAL PATH PLATFORM - DPP® LVC.

16

O teste DPP® LVC detecta anticorpos anti-Leishmania através do uso da proteina K39

(rk39) como antigeno. Esta proteina é obtida por meio do gene clonado a partir do L. infantum

e que possui uma repeticao de 39 aminoacidos presente entre as espécies de leishmania (L.

donovani, L. infantum). A detecc¢do de anticorpos anti-Rk39 indica infeccdo.

Este teste rapido foi utilizado em todos os animais do estudo para o diagndstico no

tempo 0 e como controle de soroconversao e infeccdo apds as vacinacdes no tempo 1 (Figura
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5). Conforme as orienta¢des do fabricante, foi utilizado um volume aproximado de 5 uL de
sangue total sem anticoagulante seguidas de 2 gotas do tampdo no pogo 1 (amostra +
tampdo). Apds 5 minutos, foram adicionados 4 gotas do tampdo no pog¢o 2 (tampado),

respeitando de 10 a 15 minutos para a leitura dos resultados.

Figura 5 — Momento de execugdo do teste DPP® LVC

O roma

Fonte: Donato, 2019.

O teste foi considerado positivo quando as duas faixas (amostra e controle) estiveram

visiveis (Figura 6).

Figura 6. Dual Path Platform — DPP LVC, teste imunocromatografico para leishmaniose
visceral canina. Ao lado esquerdo, um teste positivo com as duas faixas visiveis (faixa

vermelha). Ao lado direito, um teste negativo com apenas a faixa controle visivel.
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Fonte: Lapclin — Dermzoo.

4.5 Exame sorolégico ALERE® LEISHMANIOSE AC TEST KIT.

O teste sorolégico Alere é um imunoensaio imunocromatografico para deteccdo
qualitativa de anticorpos anti Leishmania infantum (antigenos rk9, rk39 e rk26) em amostras
de soro, plasma e sangue total canino, com resultados qualitativos (positivo [Figura 5] ou
negativo), para o diagnéstico in-vitro.

Alere Leishmaniose Ac Test Kit possui uma letra T (como linha teste) e uma linha C
(como linha controle) na superficie do cassete. Ambas as linhas ndo sdo visiveis na janela de
resultado antes da aplicacdo da amostra. A linha de controle © é usada para controle do
procedimento do teste estiver correto e se os reagentes da linha aparecer se o procedimento
do teste estiver corretos se os reagentes da linha de controle estiverem funcionando. Uma
linha roxa serd visivel na janela de resultado (T) se houver a presenca de anticorpos anti
Leishmania infantum.

Este teste rapido também foi utilizado em todos os animais do estudo para o
diagndstico no tempo 0 e como controle de soroconversao e infeccao apds as vacinagdes no
tempo 1 (Figura 8). Conforme as orientacbes do fabricante, foi utilizado um volume
aproximado de 10 pL de sangue total sem anticoagulante seguidas de 2 gotas do tampao
diluente no poco Unico (amostra+tampado). A interpretacdo dos resultados foram feitas apds

20 minutos.



Figura 7. ALERE® Leishmaniose AC Test Kit.,, teste imunocromatografico para
leishmaniose visceral canina. A imagem representa um teste positivo com as duas

faixas visiveis (faixa vermelha).

Fonte: Donato, 2019

Figura 8 — Pipetagem de amostra do estudo, na drea tampao do teste ALERE®

Fonte: Donato, 2019
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3.6 Exame soroldgico ELISA (EIE LVC Bio-manguinhos®)

Os soros dos animais reagentes nos testes rdpidos imunocromatograficos foram
encaminhados a Diretoria de Vigilancia em Zoonoses da Secretaria de Saude do Governo do
Distrito Federal para realizar a técnica do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA).

Colocou-se, na placa de ELISA, solugdao tampdo contendo o primeiro anticorpo
(Leishmania major like) com concentracdo conhecida e suficiente para adsorver nos “pogos”
(“wells”) da placa. Os pogos sao lavados utilizando tampao, de forma a retirar o tampao, mas
deixar o anticorpo aderido a placa. A préxima etapa foi de adicionar a amostra com os
antigenos na placa e realiza uma nova lavagem e os antigenos que reagiram com o anticorpo
aderido a placa permanecera aderido, entretanto, os antigenos ndo ligados serdo removidos.
O processo continua com a incubacdo do segundo anticorpo e terceiro anticorpo (anti
espécie), seguida de lavagem utilizando conjugado (enzima). Por fim é adicionado substrato
para revelacdo. Este substrato incolor que, quando ativado pela por¢do enzimatica do ligante,
produz um produto final corado. A mudanca de cor pode ser lida diretamente em aparelho
apropriado. Em geral, bloqueia-se a reacao para evitar que o produto final figue muito escuro
e atrapalhe a leitura do teste. Além de bloquear a reagao, é possivel adicionar um acido que

provoque mudanca para uma cor cuja absorbancia é melhor detectada pelo leitor de ELISA.

3.7 Exame molecular qPCR.

O teste gPCR consiste em 4 etapas que foram realizadas no I0C — Fiocruz localizado
em Curitiba-PR. A qPCR permite o monitoramento de sequéncias singulares de kDNA durante
a reacao e, por conta da presenca de parasitos em laténcia na infeccdo por Leishmania, este
teste quantitativo ajudou a monitorar a carga parasitaria dos caes incluidos neste estudo e
consequentemente o diagndstico definitivo.

A primeira etapa consiste na extracao (Figura 9) e purificacdo de DNA a partir das
amostras de medula dssea .Para essa etapa foi utilizado o “kit” DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen®), na plataforma semi automatizada de extracdo de dacidos nucleicos Qiacube
(Qiagen®) (Figura 10), seguindo as recomendacbes do fabricante. O DNA purificado foi

identificado e estocado a -202C.
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Figura 9 — Etapa de preparacdo para extracdao de DNA

Fonte: Santana, 2019

A segunda etapa consiste na quantificacdo do DNA por fluorimetria. Esta técnica
permitiu a quantificacdo de DNA utilizando corantes fluorescentes, que sdo detectados pela
plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) quando utilizado o “kit” Qubit® dsDNA HS

Assay, seguindo as instrucdes do fabricante.

Figura 10 - Plataforma semi-automatizada de extragao de acidos nucleicos Qiacube (Qiagen®)

Fonte: Santana, 2019
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Para a quantificacdo, inicialmente foram estabelecidas curvas de concentragao de DNA
utilizando os dois padrées do “kit”, sendo que um representou o menor ponto da curva
(padrdo 1) e o outro o maior (padrdao 2). A solugdao de trabalho foi preparada em um
microtubo, utilizando-se 199 ulL de tampao Qubit e 1 uL de reagente Qubit para cada amostra.
Para a preparagdo dos padrdes da curva (padrao 1 e padrao 2) foram adicionados 190 pL da
solucdo de trabalho e 10 pL do padrdao 1 ou 2, respectivamente, sendo as preparacdes
homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por dois minutos. Para a quantificacao
das amostras, foram adicionados 199 plL da solugdo de trabalho e 1 uL da amostra de DNA que
foram incubadas a temperatura ambiente por dois minutos. Apds a leitura no fluorimetro, a
concentra¢gdo de DNA em nanogramas por microlitro (ng/uL) foi definida através da curva-
padrdo, sendo os valores registrados.

Apds a extragdo, as amostras foram amplificadas utilizando sondas de hidrdlise
(sistema TagMan®) na plataforma StepOne™ (Applied Biosystems ® , by Thermo Fischer
Scientific®, MA, EUA). Cada amostra foi testada em triplicata.

A sonda de hidrdlise (TagMan® MGB) e o PCR foram desenhados visando as regides
conservadas do kDNA de L. infantum. Os iniciadores LEISH-1  (5’-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’) e a sonda de
hidrolise (FAM- 5’AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3’- NFQ -MGB) utilizados foram descritos
anteriormente no protocolo de Francino e colaboradores (2006).

O volume final da reacdo foi de 25 pL, 5 uL de amostra e 20 pL de mix contendo 12,5
uL de Universal Mastermix (Applied Biosystems ® , by Thermo Fischer Scientific®, MA, EUA),
1,5 pL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 a 900 nM e 2,5 plL da sonda a 200 nM e 2 uL de agua
ultra pura.

O protocolo dos ciclos foi: 1 ciclo de 50° C por 2 minutos, 1 ciclo de 95° C por 10 minutos
e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e de 60° C por 1 minuto.

A reacdo foi realizada em placa de 48 pocos (Figura 11) (Applied Biosystems ©, by
Thermo Fischer Scientific®, MA,EUA) que foi vedada com filme adesivo (Applied Biosystems ®

, by Thermo Fischer Scientific®, MA, EUA) apds a pipetagem da reacao.
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Figura 11 — Placa preta, com 48 pocos na mao da pesquisadora.

Fonte: Ciarlini, 2019

Para a quantificacdo, em cada placa foi utilizada uma curva padrdo confeccionada com
cultura de L. infantum representando os pontos de 2.500, 250, 25, 2,5, 0,25 Equivalente
gendmico (gEq) de L. infantum/reagdo de gPCR (CAMPQOS, et al. 2017).

Em cada amplificacdo foram usados controles positivos e negativos e o threshold
determinado foi de 0,1 para todas as amostras, pela determinacdo do ponto em que a
fluorescéncia emitida ultrapassou o limite considerado negativo. O limite para a obtencdo dos
resultados detectdveis foi fixado em 37 ciclos. As amostras que apresentaram sinal de
fluorescéncia apds o ciclo 37 foram consideradas indetectaveis.

A fim de identificar resultados falsos-negativos possivelmente causados pela presenca
de inibidores na reacdo ou de amostra de DNA degradado, um teste foi realizado em todas as
amostras indetectdveis pela qPCR. Foi utilizado o ensaio Tagman® Gene Expression Assay
system (Applied Biosystems, Foster City, CA), que contém par de iniciadores e sonda pré
definidos para a realizacdo da gPCR para a amplificacdo de um segmento do gene constitutivo
canino que codifica para a subunidade proteica B-actina (Cf03023880_ g1), num volume final
de reacdo de 25 L, contendo 2 uL de DNA e 23 ul de mistura de reacdao composta de 12,5 plL
de Universal Mastermix, 1,25 pL da solucdo de iniciadores e sonda e 9,25 uL de 3agua

ultrapura.
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Nesta etapa o resultado é qualitativo, sendo considerado detectavel ou indetectavel.
As amostras de DNA que apresentaram amplificagdo sdao consideradas positivas e, por isso

contendo DNA integro, e livre de inibidores.
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5 Resultados e discussao

Neste estudo, a vacina Leish-Tec® foi testada em uma populacdo heterogénea de caes.
Vale ressaltar que ndo objetivou-se avaliar a eficacia da vacina, visto que um delineamento de
estudo com a presenca de um grupo controle e uma amostra mais robusta de animais
aleatérios seriam necessarios para uma abordagem significante da eficacia da vacina.

A monitorizacdo dos 9 animais que participaram da pesquisa teve um intervalo de 3
meses apods a primeira coleta de amostras; consequentemente, a amostra do estudo foi
composta por 09 animais. Todos os cdes selecionados (100%) foram imunizados com a vacina
Leish-Tec®. A idade média foi de 2,8 anos (01 a 07 anos). A amostra tem maior porcentagem
de caes macho, representando 55,6% dos animais. As fémeas correspondem a 44,4%. Todos
os cdes da pesquisa possuiam bom estado geral de saude. Durante o acompanhamento apds
a imunizacdo, nenhuma reacao adversa a vacina foi relatada, este fato pode se dar pelo bom
estado imunoldgico dos animais e/ou pelo motivo que animais serem de grande porte,
considerando que animais de pequeno porte sdo os mais sensiveis aos efeitos adversos

relatados da vacina. (TESTASICCA et al. 2014).

Quadro 1. Resultados dos testes soroldgicos DPP® e ALERE® e do teste molecular gPCR no

tempo 0.
Cies Testes de tringem Testes confirmatdrios
Testes sorologicos
DPP Alere ELISA,
1 % k %
= 2 - - -
3 3 + + -
3 [+] - -
6 4 - =
7 2 k 2
8 _ L _
q 3 k 3

Animais positivos (+); Animais negativos (-); Animais fraco positivo ([+]).
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No Tempo O (zero) da pesquisa, todos os cdes vacinados apresentaram resultados
negativos para LVC no teste Alere®. No teste DPP® 2 (dois) cdes apresentaram resultado
reagente, sendo eles representados pela amostra 3 (trés) e a amostra 5 (cinco).
Particularmente, a amostra 5 (cinco) apresentou resultado fraco positivo (Quadro 1). Cabe
destacar que todos os caes incluidos no estudo apresentaram resultado negativo no qPCR de
medula éssea (Figura 3)

No Tempo 1 (um), a amostra 3 (trés), apresentou resultado reagente no teste Alere® e
o restante das amostras apresentou resultado ndo reagente para o mesmo teste. No teste
DPP® seis cdes apresentaram o resultado ndo reagente e trés amostras apresentaram o
resultado reagente; sendo elas representadas pelas amostras 2 (dois), 3 (trés) e 9 (nove). Para
as amostras reagentes ao teste DPP®, foram realizados o teste confirmatdrio ELISA®, as
amostras 2 (dois) e 9 (nove) apresentarem resultado negativo e a amostra 3 (trés) apresentou
resultado inconclusivo, a qual foi novamente testada expressando o resultado negativo
(Quadro 2). Ademais todos estes cdes foram negativos no tempo 1(um), no exame qPCR

(Figura 12) utilizando amostra de medula dssea.

Quadro 2. Resultados dos testes soroldgicos DPP, ALERE e ELISA e do teste molecular gPCR no

tempo 1.
Cdes Testes de triagem || Testes confirmatorios
Testes sorologicos Testes moleculares
DPP Alere ELISA gPCR
1 - -
— 2 - -
E 3 + - -
5 - -
6 - -
7 - -
8 - -
9 + - - -

Animais positivos (+); Animais negativos (-).

O teste soroldgico DPP® e Alere® ndao necessitam de equipamentos e sdo rapidamente
executados, sendo imprescindiveis na deteccdo oportuna de animais infectados e na
velocidade da implementagao de medidas de controle. Entretanto, quando indicam

resultados reagentes, deve ser realizado o teste confirmatdrio ELISA®, onde todas as amostras
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do estudo se apresentaram ndo reagentes. Complementarmente, o teste gPCR também
exprimiu resultados negativos. Dessa forma, as amostras 2 (dois) e 9 (nove) apontaram
soroconverter ao teste DPP®, por possuirem resultados negativos aos testes soroldgicos no
tempo 0 e ao teste confirmatdrio. Ainda que a vacina Leish-Tec® dispGe de antigenos ou DNA
purificados distintos daquelas que constituem o teste DPP®, por conta de suas limitacdes,
falsos-positivos podem ser observados devido a resposta cruzada com outros
tripanosomatideos patogénicos e outros hemoparasitas (Toxoplasma gondii, Ehrlichia canis,
Babesia canis, Neospora caninum e Anaplasma spp.) (CAMPQOS, 2017; RIBEIRO et al., 2019;
HARRUS et al., 2002; LEAL. 2009; LOPES et al., 2011; SILVA et al., 2011; LUCIANO et al., 2016).
Como o teste Alere® possui a mesma proteina (rk28) que o teste DPP®, a suposta

soroconversao da amostra 3 (trés) pode ser explicada pelo mesmo motivo.

Figura 12 — Resultado negativo no exame Qpcr, para todas as amostras no estudo.
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Consideragoes finais

A avaliacdo soroldgica dos animais pelos testes DPP-LVC, Alere e qPCR, foi executada
com sucesso e 0s resultados corroboram os estudos realizados anteriormente e evidenciam
gue o protocolo adotado pelo Ministério da Saude é seguro na deteccao de animais infectados
com Leishmaniose, visto que as amostras positivas para os testes de triagem (DPP) sdo
testadas pelo teste confirmatdrio ELISA, proporcionando um método capaz de separar os
animais realmente positivos daqueles imunizados. Entretanto, a andlise documental mostrou,
que ha indicios da soroconversdo de animais testados pelo DPP. Porém ndo ha como
generalizar os resultados, uma vez que este estudo ndo foi abrangente. Sugere-se um estudo

com uma populagdo maior em drea endémica para confirmacao de tais resultados.
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