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RESUMO

As Leishmanioses sé&o doencas infecciosas ndo contagiosas de evolucao crbnica e
zoonoticas de relevancia mundial. O presente trabalho objetivou estimar a incidéncia
da infeccdo por Leishmania infantum em cées oriundos de diferentes clinicas e
hospitais veterinarios de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, entre 2021 e 2022. O
diganéstico foi baseado na deteccdo molecular do agente, inicialmente por qPCR
TagMan para detectar o kinetoplasto de Leishmania spp. seguida por testagem das
amostras positivas por qPCR Sybr e endpointPCR do gene da catepsina de L.
infantum. Amostras que apresentaram disparidade entre as analises supracitadas
foram testadas novamente com intuito de amplificar para fins de sequenciamento, o
gene ITS de Leishmania spp. De 896 amostras testadas, 210 (23,44%) foram positivas
para L. infantum pelo método qPCR TagMan. A incidéncia de cdes detectados com
DNA de Leishmania sp., variou de 13,5% a 32,4%. A taxa de incidéncia da
leishmaniose entre 2021 e 2022 foi de 0,23 casos por més. A densidade de incidéncia
foi ajustada para 234 casos a cada 1.000 cées por més. Das amostras positivas pela
gPCR TagMan, 134 foram confirmadas pela reacdo de gPCR utilizando como alvo o
gene da catepsina de L. infantum. E quando este protocolo foi avaliado em reacao
endpointPCR foram observadas 114 amostras positivas, apresentando bandas de 223
pares de bases. Comparando com estudos anteriores na mesma regiao foi observada
uma variacao significativa nas taxas de prevaléncia de Leishmania Visceral Canina
(LVC), que podem ser explicados por fatores ambientais e os métodos diagndsticos
utilizados. A qPCR TagMan mostrou-se mais eficaz na detecgdo durante todo o
estudo, em comparacdo com o SYBR e a PCR convencional. Conclui-se que métodos
diagnésticos rapidos e confiaveis sdo de extrema importancia para controle e
prevencdo da LVC. Apesar de no presente estudo a gPCR TagMan ter se mostrado
mais eficaz e uma taxa de deteccdo maior, os dois métodos tem suas vantagens e
limitacOes e a escolha depende nas necessidades especificas de cada estudo.

Palavras-chaves: diagnéstico, leishmaniose, gPCR.



ABSTRACT

Leishmaniasis are chronic, zoonotic, non-contagious infectious diseases of global
relevance. The present work aimed to estimate the incidence of Leishmania infantum
infection in dogs from different clinics and veterinary hospitals in Cuiaba, Mato Grosso,
Brazil, between 2021 and 2022. The diagnosis was based on molecular detection of
the agent, initially by TagMan gPCR to detect the kinetoplast of Leishmania spp.
followed by testing of positive samples by Sybr qPCR and endpointPCR of the L.
infantum cathepsin gene. Samples that showed disparity between the aforementioned
analyzes were tested again with the aim of amplifying the ITS gene of Leishmania spp.
for sequencing purposes. Of 896 samples tested, 210 (23.44%) were positive for L.
infantum by the TagMan gPCR method. The incidence of dogs detected with
Leishmania sp. DNA ranged from 13.5% to 32.4%. The incidence rate of leishmaniasis
between 2021 and 2022 was 0.23 cases per month. The incidence density was
adjusted to 234 cases per 1,000 dogs per month. Of the positive samples by TagMan
gPCR, 134 were confirmed by the qPCR reaction using the L. infantum cathepsin gene
as a target. And when this protocol was evaluated in the endpointPCR reaction, 114
positive samples were observed, presenting bands of 223 base pairs. Comparing with
previous studies in the same region, a significant variation in the prevalence rates of
Canine Visceral Leishmania (CVL) was observed, which can be explained by
environmental factors and the diagnostic methods used. TagMan gPCR proved to be
more effective in detection throughout the study, compared to SYBR and conventional
PCR. Itis concluded that rapid and reliable diagnostic methods are extremely important
for controlling and preventing CVL. Although in the present study TagMan gPCR
proved to be more effective and had a higher detection rate, both methods have their
advantages and limitations, and the choice depends on the specific needs of each
study.

Keywords: diagnosis, leishmaniasis, gPCR.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencgas infecciosas ndo contagiosas de evolugao crénica
e zoonGticas, causadas por mais de 20 espécies de protozodrios pertencentes a
ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae, género Leishmania (HONIGBERG,
1963). Sao divididas de acordo com seu padrao de desenvolvimento no trato digestivo
dos insetos flebotominios vetores em dois subgéneros: (Viannia) e (Leishmania).
Vivem alternadamente sob forma amastigota em seu hospedeiro vertebrado
(mamiferos) e sob forma promastigota nos insetos vetores (flebotomineos), portanto,
sdo parasitas com ciclo de vida heteroxénico (URQUHART et al., 1998; DANTAS-
TORRES, 2007; COSTA et al., 2015, BRASIL, 2017).

E uma doenca de relevancia mundial, presente em quase 100 paises, é
considerada endémica na Africa, Américas, Asia e na Regido do Mediterraneo (WHO,
2022). Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas, que residem nessas areas
endémicas, estejam expostas ao risco de infecgdo, com registro aproximado de 0,9 a
1,6 milhdes de novos casos todos 0s anos e 6bitos que chegam a cerca de 20.000 a
40.000 anualmente, sendo considerada uma das doencas parasitarias mais difundidas
e negligenciadas (WHO, 2022). Nas Américas esse agente estad presente em 18
paises. No Brasil, no ano de 2017, 17.526 casos foram reportados, cerca de 72,6%
do total de casos reportados nas Ameéricas no mesmo ano (OPAS/OMS, 2020).

A doenca pode se apresentar de diferentes formas clinicas, dependendo da
espécie de Leishmania envolvida e da relagdo do parasita com seu hospedeiro. As
trés principais formas de apresentacéo séo: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucocutanea (LMC) e leishmaniose Visceral (LV) (AKHOUNDI et al.,, 2016).
Considerada a manifestacdo mais grave da doenca, a LV invariavelmente acarreta
Obito, em mais de 95% dos casos, se nao tratada (GRAMICCIA e GRADONI, 2005;
WHO, 2022). E caracterizada por febre ondulante, perda de peso, hepatomegalia e
esplenomegalia, e anemia. A LV é resultado da replicacdo das formas amastigotas
nos fagocitos mononucleares do figado, baco e medula 6ssea (BARRATT et al., 2010;
BANULS et al., 2011).

Maior parte dos casos de LV ocorrem na India, Africa Ocidental e no Brasil.
Anualmente, cerca de 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorrem ao redor do

mundo, 0 que a torna uma das principais parasitoses com potencial de surto e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X19308599?casa_token=Z80XIeyHmvkAAAAA:ggflyrXwe86crRwoMRPn4EFPy_1zVNF3WBZmafhyF3bX0waTXktEpE2EzVJhB_stsh4OKDShwNAa#bib0002
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mortalidade. Em 2020, o Brasil encontrava-se entre os 10 paises responsaveis por
90% dos novos casos notificados a OMS (WHO, 2022). No periodo de 2001-2017 dos
59.769 novos casos registrados nas Américas, 57.582, cerca de 96%, dos casos foram
reportados no Brasil (OPAS/OMS, 2020). No Brasil € descrita em diversos municipios,
apresentando mudancas importante no seu padrdo de transmissao, sendo
inicialmente predominantes em areas silvestres e rurais e mais recentemente em
centros urbanos. S&o registrados no pais cerca de 3.500 novos casos por ano, com
um coeficiente de incidéncia de 2 casos para cada 100 mil habitantes (MS-BRASIL,
2022). Na regiao do Centro Oeste, 90 novos casos em humanos, foram relatados em
2020, e desses, 12 provenientes do Estado de Mato Grosso (MS-BRASIL, 2022).
Porém, assim como ocorre em todo o mundo, estima-se que apenas 25 a 45% dos
casos sdo relatados (WHO, 2022), ou seja, esse numero pode ser maior.

A LV é causada pela espécie Leishmania (L) infantum chagasi e esse agente
tem como principal reservatério domeéstico os caes, que é considerado o principal
responsavel pela manutencéo desse agente na area urbana. Em alguns casos esses
animais podem nao desenvolver qualquer sinal clinico e sdo esses - animais
assintomaticos - a principal fonte de infeccdo para o vetor - que vem ser o principal
reservatorio do parasito no ambiente e consequentemente para o homem, em areas
endémicas para a doenca.

O diagnéstico laboratorial se da por métodos diretos como observacdo do
parasito na lamina por esfregagcos ou impressao por aposicéo, cultura e reacdo em
cadeia da polimerase e métodos indiretos por testes sorolégicos (reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Western Blot
ou do teste cutaneo com antigenos de leishmania (reacdo de Montenegro) (BRASIL,
2017). Apesar da importancia da doenga, os métodos de diagndstico apresentam
algumas limitagbes. O método direto € trabalhoso e apresenta uma baixa
sensibilidade, enquanto os exames sorologicos apresentam uma série de limitagcdes,
como por exemplo as reacdes cruzadas observadas outros tripanossomatideos.
(LAURENTI, 2009).

Em contrapartida, o diagndstico molecular tem se mostrado um bom método de
diagnostico para a leishmaniose, permitindo diferenciar as espécies envolvidas,
auxiliando assim no ponto de vista epidemiologico, e na escolha da abordagem

terapéutica que sera utilizada (MARCUSSI et al., 2008). Além disso, tem a vantagem
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de alta sensibilidade na detecc¢éo e identificacéo das espécies de Leishmania spp. em
diferentes amostras clinicas (NEITZKE-ABREU et al., 2013). Dentro dessas técnicas,
a Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) em Tempo Real (QPCR) tem se destacado,
apresentando uma sensibilidade maior na deteccao do parasito, permitindo detectar o
DNA do agente mesmo em niveis muito baixos, quando comparado a endpoint PCR
(PCR convencional) (HOSSAIN, 2017). Com base nisso, 0 presente estudo objetivou
estimar a incidéncia da leishmaniose canina em amostras suspeitas na cidade de
Cuiaba, MT bem como identificar e comparar diferentes protocolos para o diagndstico

de L. infantum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

Espécies semelhantes a Leishmania sp. ja foram documentadas em tempos pré-
historicos. Baseado nos dados disponiveis, acredita-se que os tripanossomatideos
tenham se originado em mamiferos do Mesozoico (KERR et al., 2000; HARKINS et
al., 2016).

Na histéria antiga, apenas alguns relatos sdo encontrados da ocorréncia de
Leishmaniose em humanos. Lesdes e feridas semelhantes sdo descritas desde o
século VIl a.C. (STEVERDING, 2017) e o DNA mitocondrial desses agentes ja foram
detectados em mumias egipcias encontradas em uma tumba do Império Médio em
Tebas (ZINK et al., 2006).

A partir do século XVI sédo descritos diversos relatos de infeccbes de pele no

Oriente médio que provavelmente correspondem a LC, e no mesmo periodo com a
colonizacdo das Américas surgiram relatos de condi¢cbes faciais desfigurantes,
relatados no caso de LMC, em conquistadores e missionarios (COSTA et al., 2008).
Quanto a LV, poucos relatos convincentes sdo encontrados antes do século XIX,
sendo um dos primeiros relatos publicados por um cirurgido militar em 1827
(STEVERDING, 2017).
Em 1908, a espécie L. infantum, relacionada a LV foi descrita pela primeira vez pelo
francés Charles Jules Henry Nicolle em criancas na Tunisia. Juntamente com Charles
Comte, no mesmo ano, o parasita foi também encontrado em cées, e a partir dai, o
céo tem sido apontado como hospedeiro com importante papel como reservatorio
(NICOLLE e COMTE, 1908).

No Brasil, o primeiro caso humano autéctone foi descrito por Migone em 1913,
no Estado de Mato Grosso. E os primeiros estudos concretos nos Brasil, sobre a
Leishmaniose, foram idealizados por Evandro Chagas, que demonstrou a existéncia
da enfermidade em humanos e cdes, bem como a infecgéo do flebétomo Lutzomyia
longipalpis.

O primeiro relato da zoonose no Estado de Mato Grosso, como descrito
anteriormente, foi relatado pelo médico paraguaio Migone Mieres, que identificou a

enfermidade em um trabalhador italiano que atuava na construcdo da Estrada de
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Ferro Noroeste do Brasil. No entanto, os primeiros relatos de cées sorologicamente
positivos no estado s6 foram relatados em 1997 e 1998, em areas urbanas nos
municipios de Cuiaba e Varzea Grande, respectivamente (BENCHIMOL, 2020;
MESTRE, 2007).

2.2 Etiologia, Taxonomia e aspectos morfolégicos da Leishmania sp.

As Leishmanias sp. sdo espécies de protozoarios da Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanossomatidae, género Leishmania. Sao parasitas intracelulares
obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear, apresentam um cliclo de
vida heteroxénico, vivendo alternadamente sob forma aflagelada ou amastigota nos
tecidos do seu hospedeiro vertebrado (mamiferos e reptéis no caso do subgénero
Sauroleishmania) e sob forma flagelada ou promastigota no tubo digestivo dos insetos
vetores (flebotomineos) (URQUHART et al., 1998; DANTAS-TORRES, 2007; BRASIL,
2006; AKHOUNDI et al., 2016)

Em sua forma promastigota, demonstrada na Figura 1 (A) apresenta um formato
fusiforme e tamanho variavel, incluindo o flagelo de 1,5 a 3 um de largura por 16 a 40
um de comprimento. E extracelular, e seu flagelo normalmente tem tamanho igual ou
maior que o corpo do parasito e se localiza na por¢cdo anterior, do mesmo. O nucleo
oval ou arredondado e se encontra localizado na regido mediana da célula e o
cinetoplasto, uma organela citoplasmatica com funcéo e estrutura semelhante & uma
mitocondria, que fornece energia principalmente para a movimentacao do flagelo, é
localizado entre o nucleo e a extremidade anterior. (REY, 2008; TEIXEIRA et al., 2013;
BENCHIMOL, 2020).

As amastigotas por sua vez, conforme mostrada na Figura 1 (B) séo estruturas
ovoides, intracelulares, que variam de tamanho de acordo com a espécie, medindo
entre 1,5 a 3 um por 3 a 6,5 pum de diametro. O nucleo ocupa aproximadamente um
terco do corpo do parasito e o cinetoplasto se situa préximo a bolsa flagelar, onde um
curto flagelo se encontra interiorizado. (REY, 2008; TEIXEIRA et al., 2013;
BENCHIMOL, 2020).
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Figura 1: Formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de Leishmania sp. Fonte:
(A) FIOCRUZ, 2022 e (B) PASSOS, 2023, respectivamente.

Atualmente o género Leishmania é subdividido em quatro subgéneros
(Leishmania), (Viannia), (Sauroleishmania) e o0 subgénero estabelecido mais
recentemente (Mundinia) que embora contenha espécies que infectem humanos,
ainda permanece pouco estudado (BUTENKO et al., 2019).

Em 1973 a Sauroleishmania foi descrito como um género separado pela primeira
vez e mais tarde todas as espécies que infectam répteis foram separadas e
classificadas como subgénero Sauroleishmania. E um grupo ainda negligenciado de
parasitas e considerado até o momento ndo patogénico para mamiferos (TICHA et al.,
2021).

A identificacdo e diferenciacdo entre as espécies e subgéneros envolvidos na
infeccdo em mamiferos € por vezes complexa, devido a grande semelhanca
morfolégica entre os espécimes. Os subgéneros de maior importancia, o Leishmania
e 0 Viannia sado diferenciados principalmente de acordo com seu padrédo de
desenvolvimento no trato digestivo dos insetos flebotominios vetores. Enquanto o
subgénero Leishmania se desenvolve no intestino médio e anterior do flebotominio,
as espécies do subgénero Viannia, desenvolvem-se no intestino posterior do
flebotominio, na regido do piloro, aderidos a parede (BATES, 2007; KAMHAWI, 2006;
CALVOPINA et al., 2023).

2.3 Transmissao

A transmissédo das Leishmanioses se da por meio de vetores dipteros da familia
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Pyschodidae, subfamilia Phebotominae, insetos hematéfagos pertencentes ao género
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomia (Novo Mundo) (MAROLI et al., 2013).

O ciclo biologico desses insetos, compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e
adultos (quando adquirem asas e quando ocorre a diferenciacdo entre machos e
fémeas) (FERREIRA, 2012). Esse ciclo dura em torno de 30 a 45 dias, mas pode
variar dependendo da espécie em gquestdo e das condicbes ambientais, tais como
temperatura, umidade e disponibilidade de alimento. Em sua fase adulta medem cerca
de 2 a 5 mm de comprimento e apresentam corpos revestidos de cerdas finas e
longas, que lhe concedem aspecto hirsuto, apresentam patas alongadas e coloracdo
amarelada, asas estreitas e sempre levantas quando esto pousados (GALVEZ et al.,
2018).

O Brasil é considerado um dos paises que concentram maior nimero de
espécies de flebotomineos e as espécies comumente associadas a transmissao de
Leishmanioses sdo a Lutzomia longipalpes (principal responsavel pela transmisséo da
LV) e a L. whitmani [transmissdo da Leishmaniose Tegumentar (LT)]. Popularmente
no Brasil, esses insetos sao conhecidos como “mosquito-palha”, “birigui”, “cangalha”
ou “tatuquira” (CAVALCANTE et al., 2021).

Esses insetos dispdem de capacidade reduzida de voo, podendo voar por cerca
de 400 m. Os adultos se concentram proximo a locais umidos, com sombra e matéria
organica, principalmente folhas e frutos, além de fezes de animais, que é onde as
fémeas colocam seus ovos. Por isso, eles também se encontram, muitas vezes,
concentrados em areas peridomiciliares como abrigos de animais domésticos, como
0 cao e em criacdes de galinhas e porcos. Durante o dia permanecem em seus
abrigos, e tém seu pico de atividade no inicio da noite até a madrugada. Tanto machos
como fémeas se alimentam de seivas vegetais e pulgdes, porém as fémeas
necessitam realizar o repasto sanguineo, em animais e humanos, para a maturacao
de seus ovos, sendo assim, apenas as fémeas sao responsaveis pela transmissao
das Leishmanioses (GALVEZ et al., 2018; TONELLI et al., 2021).

2.3.1 Vetores e Reservatérios da Leishmaniose

Os parasitos da L. infantum séo transmitidos através da picada dos mosquitos

flebotomineos, sendo estes pertencentes a familia Psychodidae, cuja principal
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espécie envolvida na enfermidade € a L longipalpis, comumente conhecidos como
mosquito palha. Ha relatos que citam o diptero Lutzomya cruzi também como
hospedeiro intermediario (MISSAWA e LIMA, 2006; COSTA e COSTA, 2014; BRASIL,
2017).

Ha ainda as formas de transmissao vertical, venérea e transfusdo sanguinea,
gue também séo relatadas na literatura, porém, o papel epidemioldgico destas formas
ainda ndo é bem elucidado (TURCHETTI et al., 2014).

Diversas espécies animais podem se tornar reservatorio da L. infantum, como
por exemplo, animais silvestres (gamba, roedores e canideos) e cdes domésticos
(Canis lupus familiaris) (DANTAS-TORRES, 2007; COSTA, 2008; BENCHIMOL,
2020).

A grande susceptibilidade ao parasito e ao vetor, além de elevado parasitismo
cutdneo com consequente aumento da capacidade de transmissao, fazem com que o
Canis lupus familiaris, seja considerado o principal reservatorio doméstico. E o cdo
por ter proximidade com habitagcbes humanas favorece a manutencgéo da infeccéo nos
centros urbanos (BEVILACQUA et al., 2001; DANTAS-TORRES, 2007; GRAMICCIA,
2011).

2.4 Doenca e Formas Clinicas

A leishmaniose é uma zoonose, infecciosa, ndo contagiosa e que apresenta um
grande espectro de manifestacdes, que vao depender da espécie envolvida, sendo
elas: LC, LMC e LV (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

Nas Américas, 11 espécies de Leishmania sdo descritas como dermotrépicas
causando doenca em humanos, enquanto 8 espécies sdo exclusivas de animais. No
Brasil, sete espécies de Leishmania estdo envolvidas com os quadros de LC, as trés
principais séo a L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e a L. (L.) amazonenses. As
outras 4 espécies: L. (V.) laisoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
recentemente identificadas em alguns estados do Norte e Nordeste do pais (LAISON,
2010).

Apresentando-se de forma endémica, no Brasil e em muitos outros paises

subdesenvolvidos, a leishmaniose em sua forma cutanea constitui um problema de
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saude publica (GONTIJO e CARVALHO, 2003). Em humanos as lesdes sé&o
exclusivamente cutéaneas, Unicas ou em pequeno nimero e tendem a cicatrizacao. As
lesdes formadas tém caracteristicas semelhantes, tanto em animais quanto em
humanos. S&o caracterizadas por Ulceras indolores, com formato arredondado,
medindo milimetros a alguns centimetros, bordas bem delimitadas, fundo
avermelhado com granulacdes grosseiras e base eritomatosa, infiltrada e de
consisténcia firme. Em humanos aparecem geralmente em &reas expostas da pele,
enguanto nos animais, geralmente aparecem em focinhos, orelhas e escroto (BRASIL,
2006; MCGWIRE e SATOSKAR, 2014).

Em casos mais raros, a LC pode-se apresentar de forma disseminada,
observada em apenas 2% dos casos. Duas espécies sao descritas como causadoras
dessa sindrome: a L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis. Nesses casos, ha o
aparecimento de diversas lesGes papulares com coloracao avermelhadas, com centro
contendo secrec¢des, semelhantes a acne, acometendo varios segmentos corporais,
frequentemente tronco e face (BRASIL, 2006).

A LCM é caracterizada por lesdes destrutivas principalmente em mucosas das
vias aéreas superiores, € em casos raros mucosas de Orgaos genitais e anus e
conjuntivas oculares. E importante ressaltar que esse quadro é secundario a LC,
estima-se que apenas 3 a 5% dos casos de LC evoluam para esse quadro. Pode se
apresentar de forma localizada ou difusa, acometendo as estruturas da pele e
cartilaginosas da nasofaringe (BASANO e CAMARGO, 2004).

2.4.1 Leishmaniose Visceral

Zoonose de grande importancia mundial € uma das doencgas parasitarias mais
difundidas e negligenciadas, estimando-se que 350 milhdes de pessoas estejam
expostas ao risco, com registro aproximado de 2 milhées de novos casos (WHO,
2010). A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie
de Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu hospedeiro (SARAVIA,
1989) e ocorrendo em todo o territério nacional tanto em sua forma visceral, quanto
cutdnea e mucocutanea (PEREZ-AYALA et al., 20009).

Considerada a manifestacdo mais grave da doenca, a Leishmaniose Visceral
(LV) invariavelmente leva ao Obito sem tratamento (GRAMICCIA e GRADONI, 2005).
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Caracterizada por febre ondulante, perda de peso, hepatoesplenomegalia e
pancitopenia, principalmente anemia, a LV é resultado da replicacdo das formas
amastigotas nos fagocitos mononucleares do figado, bago e medula 6ssea (BARRATT
et al., 2010; BANULS et al., 2011). Atualmente atinge 20 estados brasileiros, com
meédia anual de 3.095 casos no periodo de 1996 a 2005 e incidéncia de 2,1 casos por
100.000 habitantes (ALVES, 2009).

2.5 Leishmaniose Visceral Canina

A leishmaniose visceral € uma antropozoonose parasitaria de grande
importdncia na saude publica, e esta difundida em quatro importantes regides
ecoepidemioldgicas, tais como: Américas, Africa Oriental, Norte da Africa e Oeste e
Sudeste Asiatico (PAHO, 2022).

A espécie L. donovani é observada com maior ocorréncia na Africa Oriental e na
india, enquanto a L. infantum é conhecida como a causadora da leishmaniose visceral
nas Américas (SOUSA et al., 2019; BRASIL, 2010;).

No Brasil ha diversos estudos sobre a distribuicdo da leishmaniose visceral
canina (LVC) e sua importancia relacionada com o aumento da prevaléncia e
incidéncia em areas endémicas e ndo endémicas. Trata-se de estudos que ressaltam
como as transformacdes ambientais associadas a movimentos migratérios e ao
processo de urbanizacao explicam por que uma enfermidade antes restrita ao meio
rural, passou a ocorrer com maior frequéncia em centros urbanos (MILIES et al., 1999;
SAVANI et al., 2003; ALVES e BEVILACQUA, 2004).

A ocupacgéao desordenada em meio urbano resultou em condigdes insalubres e
precérias de vida, além da destruicdo e poluicdo ambiental, sendo estes fatores
importantes para a emergéncia da enfermidade em polos urbanos (COSTA, 2008;
DANTAS-TORRES et al., 2012).

O vetor L. longipalpis se adequa facilmente as condi¢cdes peridomeésticas,
principalmente se ha acumulo de matéria organica no local e condi¢cdes sanitarias
precarias. Em contrapartida, cdes ndo domiciliados que vagam pela periferia da
cidade, podem se infectar quando entram em contato com reservatorios silvestres,

sendo raposas, cachorros-do-mato e gambas, 0s principais reservatorios, e
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posteriormente, retornar para o interior da cidade, servindo como fonte de infec¢éo
para outros animais e humanos (OLIVEIRA et. al., 2001; COSTA, 2008; DANTAS-
TORRES et al., 2012; PAHO, 2022).

Cées que vivem em &reas endémicas podem apresentar ou ndo os sinais clinicos
da doenca, sendo que estas caracteristicas sdo amplamente argumentadas quanto a
constituicdo e importancia desses animais como fonte de infeccdo para os
flebotomineos (GUARGA et al., 2000; TRAVI et al., 2001; SILVA, 2005).

2.5.1 Transmissao e Ciclo bioldégico na Leishmaniose Visceral Canina

A transmissao da LVC envolve interacdes entre o parasito, vetor e hospedeiro.
Trata-se de uma zoonose metaxénica, pois 0 agente etiolégico passa por
transformacdes no organismo do vetor. A enfermidade se inicia quando ocorre a
inoculacdo da forma infectante do parasita (promastigota) e o seu desenvolvimento
extracelular no organismo da fémea adulta do flebotomineo, e durante o repasto
sanguineo, ocorre a inoculacdo do agente no hospedeiro. Ha relatos de que pode
haver transmissdes durante a transfusdo sanguinea, porém este ainda ndo € bem
elucidado (DANTAS-TORRES et al., 2012; MONTALVO et al., 2012).

Um estudo conduzido por DANTAS-TORRES et al. (2012) demonstra fatores que
interferem na disseminacao do parasito entre as populagcdes caninas, sendo estes:
sazonalidade, densidade populacional do vetor, densidade e susceptibilidade da
populacdo canina, grau de exposicdo dos cdes aos vetores, e 0 habito de adotar

medidas preventivas pelos responsaveis, sao fatores relevantes.

2.5.2 Aspectos Epidemiologicos da Leishmaniose Visceral em Caes no Estado

de Mato Grosso

ApOGs os primeiros registros de caes soropositivos no estado, e considerando a
importancia da leishmaniose visceral na saude publica, tornou-se inquestionavel a
necessidade de compreender a dinamica da zoonose na regido (MESTRE, 2007;
ALMEIDA, 2009).

Um trabalho conduzido por Mestre (2007), a partir de inquéritos realizados em

regides urbanas e periurbanas de 49 municipios mato-grossenses, nos anos de 1998
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a 2005, disponibilizados pela CVA/SES-MT, demonstrou que em 41 municipios
(83,7%) tinham animais soropositivos para a doenca. Dos 40.000 caes avaliados no
estudo, estes representavam 9% de soropositividade para leishmaniose canina, sendo
que o municipio de Jaciara foi 0 que obteve maior taxa de infec¢cdo, como 40%.

Entre os anos de 2003 e 2012 no municipio de Jaciara, os dados sorolégicos
gue identificaram animais positivos para leishmaniose visceral canina, foram obtidos
juntamente & agéncia de vigilancia ambiental da Secretaria de estado de Saude de
Mato Grosso. O trabalho de Brito (2014) calculou o indice de positividade canina, pois
diversos animais foram examinados por demanda espontanea, cujos responsaveis
pelos animais procuraram o servico de monitoramento ambiental quando os animais
ja se apresentavam enfermos. Tais identificacdes contiveram um total de 7.545
animais, dos quais 2.273 foram reagentes, resultando em elevados indices de
positividade, cerca de 35,6%. No periodo de 2005 a 2012, houve um maior nimero
de animais examinados, resultando na taxa média de positividade de 28,1%.

No municipio de Poxoréo, um estudo realizado por Azevedo (2008), demonstrou
que a prevaléncia da doenca nos cées era de 7,8%, e que esta prevaléncia ja é
relatada em diversas regides endémicas do Brasil. O estudo também relata que na
regido houve registros de casos humanos de leishmaniose visceral, e que medidas de
controle da doenca na regido, foram: tratamento para humanos, identificacdo e
eutanasia de animais positivos e controle vetorial.

Almeida (2009) realizou investigacdes na cidade de Cuiaba acerca de casos
caninos de infeccdo por Leishmania sp. utilizando diagndéstico sorolégico e citologia
no periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2008, dando enfoque a sua distribuigdo
geografica e correlacionando a ocorréncia de casos de leishmaniose visceral humana.
A amostragem foi de 150 animais com suspeita da infeccéo, sendo que 37,3% desses

apresentaram resultados positivos nos exames realizados.
2.5.3 Caracteristicas Clinicas da Leishmaniose Visceral em Cées
Por se tratar de uma doenca de carater crénico, os animais acometidos pela

leishmaniose visceral canina podem apresentar sinais clinicos de 3 meses a 7 anos

apos a infeccao. As caracteristicas clinicas mais observadas séo: polifagia, polidipsia,
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perda de peso progressivo, epistaxe, vomito, onicogrifose, mucosas palidas, uveite e
conjuntivite (ALVAR et al., 2004; SALZO, 2008; FERNANDEZ-COTRINA et al., 2012).

Quando se observa alteracdes dermatoldgicas, principalmente dermatite
esfoliativa com escamas esbranquicadas, sem outros sinais clinicos aparentes,
considera-se o animal como portador de envolvimento visceral, tendo em vista que 0s
parasitas se disseminam por todo o organismo antes do desenvolvimento das lesdes
cutaneas (FEITOSA, 2000; ALVAR et al., 2004).

A dermatite esfoliativa com escamas esbranquicadas pode ser generalizada,
porém é mais pronunciada na cabeca, orelha e extremidades. Nota-se também em
animais enfermos desenvolvem hiperqueratose naso-digital, areas de alopecia,
ndédulos, pustulas e Ulceras por todo corpo (FEITOSA, 2000; LINHARES et al., 2005).

Além disso, a LVC pode acarretar diversas alteragcbes hematolégicas, sendo a
linfocitose e hiperglobulinemia duas das manifestacdes que podem ocorrer devido a
resposta sistema imune do organismo ao parasito. E em resposta a essas alteracées
podem ser observadas também linfoadenomegalia e esplenomegalia (FEITOSA et al.,
2000; SALZO, 2008).

2.5.4 Métodos de Diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnéstico da LVC baseia-se principalmente na avaliacao dos sinais clinicos,
achados laboratoriais e testes diagnoésticos (NUNES et al., 2018). No entanto, o
diagnostico definitivo geralmente depende da deteccgéo direta do parasita L. infantum
em tecidos afetados do cdo, como medula éssea, pele ou linfonodos, através de
técnicas como a citologia (exame microscopico de amostras de tecido) e a cultura de
parasitas, que sdo as técnicas consideradas “padréo ouro” (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011; NUNES et al., 2018). Esses métodos permitem a visualizacéo direta do
parasita, fornecendo uma confirmacgao definitiva da infecgéo.

O exame direto se da pela deteccédo direta do protozoario em amostras de
puncao aspirativa de medula 6ssea e linfonodos ou amostras de pele, por meio de
citologia ou histopatolégico, onde se busca observar a presenca de amastigotas de
Leishmania sp. E um método com alta especificidade, porém com sensibilidade
variavel (OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2020).

A cultura do parasito a partir de amostras de tecido envolve o crescimento do
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agente em meios de cultivo em meios especificos, permitindo assim, a identificacdo
da Leishmania sp. Apesar de ser um método de diagnostico de alta especificidade, é
uma técnica menos sensivel comparada a outros métodos e demanda mais tempo e
recursos especificos, tornando-se um meio mais complexo e limitando sua
aplicabilidade em alguns casos (CASTELLI et al., 2014; REIMAO et al., 2020).

Técnicas soroldgicas, como o teste de aglutinacédo direta, RIFI e 0 ELISA séo
testes que apresentam uma taxa alta de sensibilidade, porém n&o é incomum
apresentar resultados falso positivos em areas endémicas, por isso muitas vezes é
utilizado como método de triagem (PEIXOTO et al., 2015; ZANETTE et al., 2014).

Embora néo seja tradicionalmente considerada um método de diagndstico
“padrao ouro”, a PCR tem cada vez mais se tornado um método considerado de
referéncia no diagnostico de Leishmania sp. e de outros agentes, devido a sua alta
sensibilidade e alta especificidade. E uma técnica que permite detectar o DNA do
parasito em uma variedade de amostras, como sangue, tecido, medula 0Ossea,
linfonodos e amostras de pele e outros tecidos. Dentro dessa técnica, a qPCR se
destaca por permitir identificar esse DNA, mesmo em casos em que ha baixa carga
parasitéria, tornando essa técnica, uma ferramenta poderosa para o diagnostico de
LVC e complementando os métodos diretos de deteccdo do parasito (NUNES et al.,
2018).

E importante ressaltar, que cada um desses métodos tem suas vantagens e
limitacdes, e a determinacdo do melhor teste a se utilizar, vai depender de uma série
de fatores, como fase da doenca, tempo necessario e a disponibilidade de recursos.
Em muitos casos a combinag&o de uma ou mais técnicas juntamente com a avaliacdo
dos sintomas clinicos pode ser a maneira mais eficaz para diagnosticar a LVC com
precisdo (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

2.5.5 Prevencao e Controle da Leishmaniose Visceral Canina

Adotar medidas de prevencédo para a LVC sao formas cruciais ndo apenas de
proteger a saude dos cées, mas também de reduzir a transmissao aos seres humanos.
Para uma prevencéo eficaz, estratégias e medidas devem ser tomadas em conjunto,
que incluem controle vetorial, vacinac¢do, cuidado com o ambiente e cuidados
preventivos para caes e pessoas (BANETH et al., 2008; TRAVI et al., 2018; DANTAS-
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TORRES et al., 2019).

O controle vetorial, buscando uma reducao da populacdo de flebotomineos é
uma estratégia chave, que pode ser alcancado por meio do uso de repelentes.
Focando nos céaes, as coleiras impregnadas com inseticidas, contendo deltametrina
entre outros piretréides, tém se mostrado uma forma bem eficaz de repelir os
flebotomineos e assim prevenir a infeccdo por Leishmania sp. nesses animais
(BANETH et al., 2008; OTRANTO e DANTAS-TORRES, 2013; SOLANO-GALLEGO
et al., 2011).

Outro método ja presente no mercado, sdo as vacinac¢des contra a LVC, que tém
se mostrado uma estratégia promissora na reducdo da incidéncia da doenca. Ja
existem no mercado vacinas com eficacia comprovada e que estimulam a imunidade
contra o parasito, reduzindo assim a probabilidade de infec¢cdo apds a exposicao
(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Como os flebotomineos para se reproduzirem dependem da presenca de matéria
organica, o cuidado com o ambiente também contribui e muito para a reducao desses
insetos e por consequéncia, contribuem para a prevencao da LVC. A limpeza regular
das areas onde os animais passam a maior parte do tempo, limpeza da vegetacao
densa e eliminacdo de matéria organica, onde os fleb6tomos se reproduzem podem
ser citadas como medidas para o controle desse agente (OTRANTO e DANTAS-
TORRES, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este estudo objetivou estimar a incidéncia da leishmaniose canina em amostras
de cdes suspeitos de infeccdo submetidos ao diagnéstico molecular (qPCR),
identificar a espécie envolvida na infec¢cdo e comparar diferentes protocolos para o

diagnéstico de L. infantum.

3.2 Objetivos Especificos

|. Detectar a presenca de DNA de L. infantum em amostras cedidas por laboratério

privado em Cuiaba, MT.

Il. Estimar a incidéncia da infec¢@o nas amostras recebidas para diagndstico entre
0s anos de 2021 e 2022.

[ll. Avaliar o uso de diferentes protocolos no diagndéstico da leishmaniose.

IV. Sequenciar as amostras positivas e identificar a espécie envolvida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Entre Janeiro de 2021 e Setembro de 2022, amostras de sangue total em EDTA
de 896 caes provenientes de diferentes clinicas e hospitais veterinarios de Cuiab4,
Mato Grosso, foram submetidas ao diagndstico molecular de leishmaniose canina. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de
Animais da UFMT sob o nimero 23108.091966/2022-69.

4.2 Andlises Moleculares

As amostras de sangue foram processadas para extracao de DNA gen6émico por
meio do Magmax Core Nucleic Acid Purification Kit (Applied biosystems, Austin TX,
USA). Os produtos extraidos foram quantificados em Nanodrop lite (Thermo Scientific,
Wilmington DE, USA).

As amostras de DNA foram processadas inicialmente por TagMan gPCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores LEISH-1 (5-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG - 3’) e LEISH-2 (5 - ACCCCCAGTTTCCCGCC-
3’) e sonda TagMan-MGB (FAM-5" - AAAAATGGGTGCAGAAAT-3 ’- supressor nédo
fluorescente-MGB) conforme protocolo descrito por Francino et al. (2006). Este
protocolo detecta o Kinetoplasto de Leishmania spp.

As amostras positivas pela TagMan gPCR foram avaliadas em reacgdes de Sybr
gPCR e endPoint PCR por meio dos oligonucleotideos iniciadores CatlLeishF (5'-
GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG-3') e CatLeishR (5-
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC-3') descritos por Silva et al. (2019).
Este protocolo amplifica parcialmente o gene da proteina catepsina, e é especifico
para L. infantum. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corados com GelRed ™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont,
California) e visualizados em um sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hércules,

Califérnia), usando o software ImageLab ™.
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Com intuito de identificar a espécie de leishmania envolvida na infeccéo, amostra
de 7 cées positivos na qPCR TagMan, porém negativas nas outras reacfes foram
aplicadas em nova reacdo de endpoint PCR pra fins de sequenciamento de
nucleotideos. Para esta caracterizagdo, foram utilizados primers LGITSF2
(GCATGCCATATTCTCAGTGTC) e LGITSR2 (GGCCAACGCGAAGTTGAATTC) que
amplificam uma regido de 370 a 450 pares de bases do gene ITS2 conforme Almeida
et al. (2011). A caracterizacao foi realizada por purificagdo e sequenciamento. Os
produtos de tamanho esperado foram purificados usando o Kit de Purificagdo de
Banda de DNA e Gel de PCR lllustra GFX (GE Healthcare, Chicago, lllinois) e
preparados para sequenciacdo com kit BigDye ™ (Applied Biosystems, Foster,
Califérnia). Foi utilizado um Analisador Genético ABI-PRISM 3500 (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) para procedimentos de sequenciamento com oS
mesmos iniciadores utilizados para ensaios de PCR. As sequéncias obtidas foram
entdo submetidas a uma andlise da Ferramenta de Busca de Alinhamento Local
Bésica (BLAST) (ALTSCHULI et al., 1990) para determinar as identidades mais

proximas com organismos congéneres disponiveis no GenBan.

4.3Anélise Estatistica

A incidéncia da infec¢do por Leishmania infantum foi estimada conforme Le

Rutte et al. (2021). Para o célculo de incidéncia utilizou-se a formula abaixo:

Incidéncia = Numero de individuos infectados x 103

NuUmero de individuos testados

A analise descritiva foi realizada com auxilio dos softwares Excell e Epilnfo 7.0

para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Deteccao de L. infantum

Foram avaliadas 896 amostras de sangue encaminhadas para diagndstico
molecular de Leishmania spp. num periodo de 21 meses, na cidade de Cuiaba, MT.
O numero de amostras testadas por més variou de 14 a 75, com média de 42 amostras
por més.

Os resultados obtidos por meios da reacdo de TagMan gPCR estédo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de animais positivos para L. infantum em Cuiaba, Mato Grosso, no periodo de
jan. 2021 a set. 2022.

N° %
Positivos 210 23,44
Negativos 686 76,56
TOTAL 896 100

Fonte: Autores.

Foram detectados 210 (23,44%) amostras positivas pela reagdo TagMan qPCR
(Tabela 1). A incidéncia de cdes detectados com DNA de Leishmania sp., por essa
técnica variou de 13,5% a 32,4% (Grafico 1). A taxa de incidéncia da leishmaniose
entre 2021 e 2022 foi de 0,23 casos por més. A densidade de incidéncia foi ajustada

para 234 casos a cada 1.000 caes por més.
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Graéfico 1. Incidéncia de animais positivos para Leishmania spp., por TagMan gPCR, em Cuiaba, Mato

Grosso, no periodo de janeiro de 2021 a setembro de 2022.
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Fonte: Autores.

Das amostras positivas pela gPCR TagMan, 134 foram confirmadas pela reagéo
de gPCR utilizando como alvo o gene da catepsina de L. infantum. E quando este
protocolo foi avaliado em reacdo endpointPCR foram observadas 114 amostras

positivas, apresentando bandas de 223 pares de bases (Tabela 2).

Tabela 2. NUmero de animais detectados positivos para L. infantum conforme as diferentes técnicas.

TagMan Syber EndpointPCR
Animais positivos 210 134 114
Animais Negativos 686 76 96
TOTAL 896 210 210

Fonte: Autores.
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Com intuito de observar o comportamento da amplificacdo do gene da catpsina

nos caes TagMan positivos, a incidéncia da infeccao por L. infantum esta apresentada

No gréfico 2.

Gréfico 2. Incidéncia e Taxa de Deteccao de L. infantum, no ano de 2021.
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Fonte: Autores

5.2 Sequenciamento Genético

A amplificacdo do gene ITS2 de sete caes resultou em sequencias de 385
nucleotideos. Todas as sequencias foram idénticas entre si e com 100% de
similaridade com diferentes isolados de L. infantum no GenBank. A sequéncia
consensual das sete amostras foi depositada no GenBank sob 0 numero de acesso
PP740848.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho estimou a incidéncia de L. infatum em cées suspeitos de
infeccdo submetidos ao diagnéstico molecular. N&o foi objetivo neste estudo de
estimar a prevaléncia da infeccdo na populacdo canina de Cuiaba, uma vez que o
calculo de amostragem néo abrangeu a totalidade de cées da cidade, tampouco
adotou modelo de amostragem sistematica. O banco de amostras foi construido por
conveniéncia, mas reflete a situacdo do que ocorreu na cidade durante 21 meses
consecutivos.

A frequéncia de cées positivos para Leishmania spp. foi calculada em 23,4%.
Valores de frequéncia de infeccdo por Leishmania em cdes no Brasil sdo mais
comumente estimados por resultados soroldgicos (BRASIL et al., 2018; RIBEIRO et
al., 2019; MENEGATTI et al., 2020; NAKKOUD et al., 2021; ZUQUE et al., 2022). Por
isso, dados oriundos de inquéritos moleculares sdo mais escassos, embora venha
crescendo nos ultimos anos e se tornando mais comum. Consequentemente muitos
resultados ainda sé@o discordantes, pois ndo hd um método ainda padronizado para
todos os laboratérios utilizarem. Por exemplo, resultados de inquérito molecular de
leishmania demonstraram valores de 59,2% em cées de Maraba, PA (CAMPOLONGO
et al., 2022), 84,7% em Campo Grande, MS (SILVEIRA et al., 2018) e 30% em Italina,
MG (LOPES et al., 2020). Inclusive deve ser considerado que os diferentes estudos
também utilizaram amostras de diferentes métodos amostrais, o que torna esta
comparacao ainda mais desafiante. O presente estudo utilizou amostras de cdes com
sintomas (suspeitos) provenientes de Clinicas e Hospitais Veterinarios na area de
Cuiaba, caracteristicas estas que pode ter aumentado as chances de obter resultado
positivo. Estudos anteriores demonstraram uma taxa de prevaléncia variavel no de
LVC na cidade de Cuiaba. Pesquisas anteriores em Cuiaba envolvendo 430 cées
testados aleatoriamente por imunofluorescéncia identificaram uma soroprevaléncia de
22,1% (ALMEIDA et al., 2012), numero que embora se assemelhe aos do presente
estudo foram estimados com base em exames soroldgicos.

Além desses, amostras de cdes de comunidades ribeirinhas de Varzea Grande,
Santo Antoénio do Leverger e Cuiab4, diagnosticadas via PCR, mostraram uma
prevaléncia média de 9,7%, com Cuiaba registrando 0% (SOUSA et al., 2019).
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Essas variacdes nas taxas de incidéncia podem ser atribuidas as diferencas nos
ecossistemas estudados e nos métodos de diagndstico, sendo a gPCR notadamente
mais sensivel que métodos soroldgicos e PCR convencional. Além disso, estudos
como os de Fujimori et al. (2016) e Sousa et al. (2019) indicaram que caes infectados
e sintomaticos sdo mais facilmente diagnosticaveis, semelhante as amostras
examinadas neste estudo.

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma preocupacao significativa em
Cuiaba e outras partes do Brasil, especialmente devido as condigcbes ambientais
favoraveis para o vetor da doenca, o mosquito palha, e a alta presenca de caes
infectados que facilitam a continuagéo do ciclo de transmisséo.

A taxa de incidéncia apresentou elevado valor, e deve ser considerado que
representa as amostras recebidas em laboratério de analise molecular durante 18
meses. A densidade da incidéncia considerando a populacdo de 1.000 caes foi
estimada em 234 casos, valor muito superior ao relatado em outras literaturas
(AZEVEDO et al., 2008; BORGES et al., 2014; CAMPOS et al., 2017; LE-RUTE et al.,
2021). Como ressaltado anteriormente, este valor ndo deve ser considerado para a
populacao canina da regido, pois consideramos que sao amostras oriundas de caes
suspeitos, e por isso a chance de resultado positivo € maior.

As amostras positivas na gPCR TagMan foram testadas por PCR para amplificar
fragmento especifico do gene da catepsina de Leishmania infantum. A reacéo foi
padronizada em formato de endpointPCR (SILVA et al., 2019), porém neste estudo
optamos por aplicar também o método de gPCR utilizando o corante intercalador de
DNA Sybr® Green. Segundo Silva et al. (2019), o fragmento amplificado é especifico
para L. infantum, e dessa forma com a confirmacao dos positivos, pode-se inferir que
as reac0Oes positivas na gPCR TagMan seria associado a esta espécie. No entanto,
das 210 positivas, apenas 134 e 114 confirmaram na gPCR Sybr Green e
endpointPCR.

Diante deste resultado, 10 amostras foram escolhidas para amplificacéo do gene
ITS23 de leishmania, a fim de determinar a espécie envolvida na deteccdo. Das 10,
sete amostras apresentaram resultado satisfatorio e foram sequenciadas. O resultado
desta andlise demonstrou que as amostras discrepantes entre os diferentes métodos,
se tratava de L. infantum (Genbank PP740848).
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O presente estudo néo objetivou comparar os métodos de qPCR, TagMan, Sybr
Green e endpointPCR, mas sim, utiliza-los para confirmar a espécie de leishmania
envolvida na infec¢do dos casos. No entanto, perante os resultados observados na
Tabela 2, observou-se que a reacéo Sybr Green confirmou 63,8% dos positivos no
TagMan, sugerindo menor sensibilidade. A primeira hipotese € de que as amostras
nao confirmadas seriam associadas a outra espécie que nao L. infantum, pois o
protocolo TagMan utilizado neste estudo (Francino et al., 2006) detecta outras
espécies de leishmania. Esta hip6tese foi descartada com o sequenciamento de L.
infantum em 7 amostras. A segunda hipbtese estaria relacionada a menor
sensibilidade do qPCR Sybr Green comparado ao TagMan.

Tanto o TagMan quanto o Sybr Green sédo quimicos usados na gPCR, cada um
com vantagens e desvantagens. A TagMan utiliza sondas fluorogénicas especificas
para o gene alvo, enquanto o SYBR Green, um corante que se liga ao DNA de cadeia
dupla, € geralmente menos especifico, pois pode se ligar a qualquer DNA de cadeia
dupla, incluindo produtos de PCR néao-especificos (REZAEE-RAD et al., 2014). O
SYBR Green é frequentemente escolhido por ser mais econdmico, ja que nao requer
a sintese de sondas especificas (PEREIRA et al., 2014).

A eficacia da TagMan foi confirmada em outros estudos para o diagndstico de
Leishmania spp. (FILGUEIRA et al., 2020) e de outros agentes (REZAEE-RAD et al.,
2014), embora Silva et al. (2013) tenham encontrado resultados praticamente
idénticos ao comparar as duas técnicas, incluindo na quantificacdo de carga
parasitaria. Em contraste, alguns estudos, como o de Gomes et al. (2017), indicaram
uma maior sensibilidade do SYBR Green em comparagao ao TagMan.

Deve-se ressaltar que Francino et al. (2006) durante a padronizacdo do método,
calculou a sensibilidade analitica da reacao por meio de curva comparativa de Ct. Por
outro lado, ndo ha dados publicados sobre o limiar de detec¢do da amplificacdo do
gene da catepsina pelo método Sybr Green. Por isso devemos evitar tal comparacao,
tornando este um fator limitante do presente estudo.

Contudo, a literatura sugere que ambos os métodos de qPCR sé&o confiaveis
para detectar a infecgdo por Leishmania sp. (PERIS et al., 2021), e a escolha do
método deve considerar as vantagens e desvantagens de cada um, bem como as

condicOes especificas do estudo.
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7 CONCLUSAO

A incidéncia da infecg¢do canina por L. infantum em amostras suspeitas enviadas
para diagnostico molecular na cidade de Cuiabé foi de 0,23 ao longo de 18 meses.
Este valor significa que a cada 1000 cées suspeitos, 234 estiveram infectados pelo
agente no periodo supracitado em Cuiaba, MT.

A espécie envolvida na deteccao foi L. infantum, e o protocolo de gqPCR TagMan
(que detecta o kinetoplasto de Leishmania spp.) apresentou-se mais apto ao
diagnéstico da leishmaniose canina.

Apesar dos métodos de qPCR Sybr Green e endpointPCR serem menos capaz
de detectar o agente, é necessario que seja calculada o limiar de deteccao destas
reagOes para que seja confirmada a sensibilidade e especificidade de cada método.

A Leishmaniose Visceral representa uma zoonose significativa tanto para a
salude publica quanto veterinaria, impactando ndo apenas caes, mas também seres
humanos. Considerando que Cuiabd € uma area endémica para essa doenca, é
fundamental encontrar métodos de diagndstico rapidos e precisos para a
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) visando seu controle e prevencéo tanto em

animais quanto em humanos.
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Incidéncia da Infec¢cao por Leishmania infantum em cées atendidos
em clinicas e hospitais Veterinarios da cidade de Cuiaba, Mato
Grosso, Brasil, entre 2021 e 2022.

Incidence of Leishmania infantum Infection in dogs treated at Veterinary
Clinics and Hospitals in the City of Cuiab4, Mato Grosso, Brazil, between

2021 and 2022
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Nathalia de Assis Pereira; Daniel Moura de Aguiar?.

RESUMO

As Leishmanioses sédo doencas infecciosas ndo contagiosas de evolucao crbnica e
zoondticas de relevancia mundial. O presente trabalho objetivou estimar a incidéncia
da infeccdo por Leishmania infantum em cées oriundos de diferentes clinicas e
hospitais veterinarios de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, entre 2021 e 2022. O
diganédstico foi baseado na deteccdo molecular do agente, inicialmente por gPCR
Tagman para detectar o kinetoplasto de Leishmania spp. seguida por testagem das
amostras positivas por gPCR Sybr e endpointPCR do gene da catepsina de L.
infantum. Amostras que apresentaram disparidade entre as analises supracitadas
foram testadas novamente com intuito de amplificar para fins de sequenciamento, o
gene ITS de Leishmania spp. De 896 amostras testadas, 210 (23,44%) foram positivas
para L. infantum pelo método qPCR Tagman. A incidéncia de cdes detectados com
DNA de Leishmania sp., variou de 13,5% a 32,4%. A taxa de incidéncia da
leishmaniose entre 2021 e 2022 foi de 0,23 casos por més. A densidade de incidéncia
foi ajustada para 234 casos a cada 1.000 cées por més. Das amostras positivas pela
gPCR Tagman, 134 foram confirmadas pela reagéo de qPCR utilizando como alvo o
gene da catepsina de L. infantum. E quando este protocolo foi avaliado em reacéo
endpointPCR foram observadas 114 amostras positivas, apresentando bandas de 223
pares de bases. Comparando com estudos anteriores na mesma regido foi observada
uma variacao significativa nas taxas de prevaléncia de Leishmania Visceral Canina
(LVC), que podem ser explicados por fatores ambientais e os métodos diagnosticos
utilizados. A qPCR TagMan mostrou-se mais eficaz na deteccdo durante todo o
estudo, em comparacgdo com o SYBR e a PCR convencional. Conclui-se que métodos
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diagnoésticos rapidos e confiaveis sdo de extrema importancia para controle e
prevencao da LVC. Apesar de no presente estudo a qPCR Tagman ter se mostrado
mais eficaz e uma taxa de deteccdo maior, os dois métodos tem suas vantagens e
limitacdes e a escolha depende nas necessidades especificas de cada estudo.
Palavras-chave: diagnéstico, leishmaniose, qPCR.

ABSTRACT

Leishmaniasis are chronic, zoonotic, non-contagious infectious diseases of global
relevance. The present work aimed to estimate the incidence of Leishmania infantum
infection in dogs from different clinics and veterinary hospitals in Cuiaba, Mato Grosso,
Brazil, between 2021 and 2022. The diagnosis was based on the molecular detection
of the agent, initially by Tagman gPCR to detect the kinetoplast of Leishmania spp.
followed by testing of positive samples by Sybr gPCR and endpointPCR of the L.
infantum cathepsin gene. Samples that showed disparity between the aforementioned
analyzes were tested again with the aim of amplifying the ITS gene of Leishmania spp.
for sequencing purposes. Of 896 samples tested, 210 (23.44%) were positive for L.
infantum by the Tagman gPCR method. The incidence of dogs detected with
Leishmania sp. DNA ranged from 13.5% to 32.4%. The incidence rate of leishmaniasis
between 2021 and 2022 was 0.23 cases per month. The incidence density was
adjusted to 234 cases per 1,000 dogs per month. Of the positive samples by Tagman
gPCR, 134 were confirmed by the qPCR reaction using the L. infantum cathepsin gene
as a target. And when this protocol was evaluated in the endpointPCR reaction, 114
positive samples were observed, presenting bands of 223 base pairs. Comparing with
previous studies in the same region, a significant variation in the prevalence rates of
Canine Visceral Leishmania (CVL) was observed, which can be explained by
environmental factors and the diagnostic methods used. TagMan qPCR proved to be
more effective in detection throughout the study, compared to SYBR and conventional
PCR. Itis concluded that rapid and reliable diagnostic methods are extremely important
for controlling and preventing CVL. Although in the present study Tagman gPCR
proved to be more effective and had a higher detection rate, both methods have their
advantages and limitations and the choice depends on the specific needs of each
study.

Keywords: diagnosis, leishmaniasis, qPCR.

RESUMEN

Las leishmaniasis son enfermedades infecciosas cronicas, zoonoéticas y no
contagiosas de relevancia mundial. El presente trabajo tuvo como objetivo estimar la
incidencia de infeccidn por Leishmania infantum en perros de diferentes clinicas y
hospitales veterinarios de Cuiab4, Mato Grosso, Brasil, entre 2021 y 2022. El
diagnodstico se baso en la deteccion molecular del agente, inicialmente por Tagman
gPCR para detectar el cinetoplasto de Leishmania spp. seguido de pruebas de
muestras positivas mediante Sybr gPCR y PCR de punto final del gen de la catepsina
de L. infantum. Las muestras que mostraron disparidad entre los analisis antes
mencionados fueron analizadas nuevamente con el objetivo de amplificar el gen ITS
de Leishmania spp. De 896 muestras analizadas, 210 (23,44%) fueron positivas para
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L. infantum mediante el método Tagman gPCR. La incidencia de perros detectados
con ADN de Leishmania sp oscilo entre el 13,5% y el 32,4%. La tasa de incidencia de
leishmaniasis entre 2021 y 2022 fue de 0,23 casos por mes. La densidad de incidencia
se ajustd a 234 casos por 1.000 perros por mes. De las muestras positivas mediante
Tagman qPCR, 134 fueron confirmadas mediante la reacciéon gPCR utilizando el gen
de la catepsina de L. infantum como objetivo. Y cuando se evalu6 este protocolo en la
reaccion endpointPCR, se observaron 114 muestras positivas, presentando bandas
de 223 pares de bases. En comparacion con estudios previos en la misma region, se
observo una variacion significativa en las tasas de prevalencia de Leishmania visceral
canina (LVC), que puede explicarse por factores ambientales y los métodos de
diagnéstico utilizados. TagMan gPCR demostré ser mas eficaz en la deteccion durante
todo el estudio, en comparacién con SYBR y la PCR convencional. Se concluye que
los métodos de diagndstico rapidos y confiables son de suma importancia para
controlar y prevenir la CVL. Aunque en el presente estudio Tagman gPCR demostré
ser mas efectivo y tener una mayor tasa de deteccién, ambos métodos tienen sus
ventajas y limitaciones y la eleccion depende de las necesidades especificas de cada
estudio.

Palabras clave: diagnoéstico, leishmaniasis, gPCR.

1. INTRODUGAO

As Leishmaniose s&o zoonoses causada por protozoarios do Género Leishmania
sp. e transmitidas pela picada de flebotomineos infectados conhecidos popularmente
por Mosquitos-palha (URQUHART et al., 1998; DANTAS-TORRES, 2007). Dentre as
formas de maior importancia epidemiolégica, a Leishmaniose Visceral (LV) é a que
mais se destaca, sendo a mais comum e a mais grave (WHO, 2022; GRAMICCIA e
GRADONI, 2005).

Nos animais os sintomas podem ser leves, com perda de apetite e letargia até
sinais mais graves como emagrecimento progressivo, aumento do volume abdominal,
causado por hepatomegalia e esplenomegalia, além de problemas renais, oculares,
alopecia e lesbes cutdneas. Além disso, alguns cdes podem ser portadores
assintomaticos da doenca, tornando o diagndstico e o controle da doenga ainda mais
desafiadores (CAMARGO et al., 2007; LAPPIN, 2010).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doenga endémica em varias
regides no Brasil, causada pelo protozoario L. infantum (FERREIRA, et al., 2012). E
considerada problema de saude publica, pois caes desempenham importante papel

na epidemiologia da LVC; sao considerados os principais reservatorios urbanos de L.
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infantum, impactando tanto humanos quanto cdes (DANTAS-TORRES, 2007;
GRAMICCIA, 2011; GREENE, 2011).

A prevaléncia varia geograficamente e esta associada a fatores de risco que
incluem condi¢gdes ambientais, praticas de manejo dos cdes, e a presenga e
densidade dos vetores. Areas endémicas, como na cidade de Cuiaba, em Mato
Grosso, que apresenta altas taxas de prevaléncia em caes, os fatores de risco estédo
associados ao tipo de ambiente, se rural ou urbano, presencga de atividades agricolas
e os habitos dos animais (ALMEIDA et al., 2012).

Embora a PCR nado seja tradicionalmente reconhecida como um método
diagndstico padrao de exceléncia, ela tem se estabelecido cada vez mais como uma
referéncia essencial para identificar a Leishmania sp. e outros patdégenos, gragas a
sua notavel sensibilidade e especificidade. Essa técnica viabiliza a identificacdo do
DNA do parasito em diversos tipos de amostra, incluindo sangue, tecidos, medula
ossea, linfonodos, e amostras cutaneas ou de outros tecidos. Dentro desse contexto,
a qPCR se sobressai por sua capacidade de detectar DNA parasitario até mesmo em
situagdes de cargas parasitarias muito baixas. Assim, a qPCR emerge como uma
ferramenta diagnostica extremamente eficaz para a Leishmaniose Visceral Canina,
ampliando a capacidade dos métodos tradicionais de deteccéo do parasita (MIRO et
al., 2017).

Diversos estudos ja demonstraram uma relagao significativa entre a prevaléncia
da infeccdo canina e os casos humanos de LV. Devido a sua importancia na
epidemiologia da doenca, investigar a prevaléncia da infeccdo canina na regiao além
de buscar maneiras de facilitar o diagndstico da doenga tém importante papel no
controle e prevengédo da doenga. Com isso, o presente estudo objetivou estimar a
prevaléncia de caes positivos para LVC ao longo de 2 anos por meio de qPCR no
municipio de Cuiaba, Mato Grosso. No presente estudo foi possivel avaliar e comparar
os métodos TagMan qPCR e SYBR gPCR na detecgao de infecgao por L. infantum.

2. MATERIAL E METODOS
O presente estudo analisou amostras de sangue canino submetidas para

diagnéstico molecular de Leishmania spp. por clinicas e hospitais veterinarios da

cidade de Cuiaba, MT. O periodo de estudo abrangeu 21 meses, de janeiro de 2021
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a setembro de 2022. As amostras de sangue foram submetidas & extragdo genémica
a partir do Kit Magmax Core (Applied Biosystems) conforme seu manual de instrucao
e 0s materiais extraidos foram quantificados e qualificados por espectofotometria com
aparelho NanoDrop Lite (Thermofisher). O diagnostico da leishmaniose canina foi
realizado por meio da amplificacdo e deteccéo do cinetoplasto de Leishmania spp.
(utilizando protocolo de FRANCINO et al. (2006). Amostras positivas foram testadas
para a amplificacdo do gene da proteina catepsina seguindo o protocolo de Silva et
al. (2019). Estas amostras foram submetidas a reacdes de Sybr qPCR e endPoint
PCR. Amostras com disparidade de resultados foram processadas posteriormente
para a amplificacdo do gene ITS2 com intuito de sequenciar fragmentos de 370 a 450
pares de bases para fins de identificagcdo. Os primers utilizados estdo apresentados
na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados no experimento.

Primers Sequéncia Referéncia
LEISH -1 AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG
Francino et al., 2006
LEISH - 2 ACCCCCAGTTTCCCGCC
CatlLeish F GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG
_ Silva et al., 2019
CatLeish R CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC
LGITSF2 GCATGCCATATTCTCAGTGTC
Almeida et al., 2011
LGITSR2 GGCCAACGCGAAGTTGAATTC

Fonte: Autores.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, corados com GelRed ™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Fremont, Califérnia)
e visualizados em um sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hércules, Califérnia), usando
o software ImageLab ™. Os amplicons de tamanho esperado foram purificados
usando o Kit de Purificacdo de Banda de DNA e Gel de PCR lllustra GFX (GE
Healthcare, Chicago, lllinois) e preparados para sequenciacdo com kit BigDye ™
(Applied Biosystems, Foster, Califérnia). Foi utilizado um Analisador Genico ABI-
PRISM 3500 (Applied Biosystems, Foster, California) para procedimentos de
sequenciamento com 0s mesmos iniciadores utilizados para ensaios de PCR. As

sequéncias obtidas foram entdo submetidas a uma analise da Ferramenta de Busca
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de Alinhamento Local Basica (BLAST) (Altschul et al., 1990) para determinar as
identidades mais proximas com organismos congéneres disponiveis no GenBank.

A incidéncia da infec¢do por Leishmania infantum foi estimada conforme Le
Rutte et al. (2021). E a analise foi realizada com auxilio dos softwares Excell e

Epilnfo 7.0 para Windows.

3 RESULTADOS

Foram avaliadas 896 amostras de sangue encaminhadas para diagndstico
molecular de Leishmania spp. num periodo de 21 meses, na cidade de Cuiaba, MT.
O numero de amostras testadas por més variou de 14 a 75, com média de 42 amostras
por més.

Os resultados obtidos por meios da reacdo de Tagman gPCR estédo

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de animais positivos para L. infantum em Cuiaba, Mato Grosso, no periodo de
jan. 2021 a set. 2022.

N° %
Positivos 210 23,44
Negativos 686 76,56
TOTAL 896 100

Fonte: Autores.

Foram detectados 210 (23,44%) amostras positivas pela reacdo Tagman gPCR
(Tabela 1). A incidéncia de caes detectados com DNA de Leishmania sp., por essa
técnica variou de 13,5% a 32,4% (Grafico 1). A taxa de incidéncia da leishmaniose
entre 2021 e 2022 foi de 0,23 casos por més. A densidade de incidéncia foi ajustada

para 234 casos a cada 1.000 caes por més.
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Graéfico 1. Incidéncia de animais positivos para Leishmanis spp., por Tagman gPCR, em Cuiaba,
Mato Grosso, no periodo de janeiro de 2021 a setembro de 2022.
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Fonte: Autores.

Das amostras positivas pela gPCR Tagman, 134 foram confirmadas pela reacao
de gPCR utilizando como alvo o gene da catepsina de L. infantum. E quando este
protocolo foi avaliado em reacdo endpointPCR foram observadas 114 amostras

positivas, apresentando bandas de 223 pares de bases (Tabela 2).

Tabela 2. NUmero de animais detectados positivos para L. infantum conforme as diferentes técnicas.

Tagman Syber EndpointPCR
Animais positivos 210 134 114
Animais Negativos 686 76 96
TOTAL 896 210 210

Fonte: Autores.

Com intuito de observar o comportamento da amplificacdo do gene da catpsina
nos caes Tagmam positivos, a incidéncia da infec¢do por L. infantum esta apresentada

no Grafico 2.
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Graéfico 2. Incidéncia e Taxa de Deteccao de L. infantum, no ano de 2021.
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Fonte: Autores

A amplificacdo do gene ITS2 de sete caes resultou em sequencias de 385
nucleotideos. Todas as sequencias foram idénticas entre si e com 100% de
similaridade com diferentes isolados de L. infantum no GenBank. A sequéncia
consensual das sete amostras foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso

PP740848.

4 DISCUSSAO

O presente trabalho estimou a incidéncia de L. infatum em cées suspeitos de
infeccdo submetidos ao diagnostico molecular. N&o foi objetivo neste estudo de
estimar a prevaléncia da infeccdo na populacdo canina de Cuiab4, uma vez que o
calculo de amostragem néo abrangeu a totalidade de cées da cidade, tampouco
adotou modelo de amostragem sistematica. O banco de amostras foi construido por
conveniéncia, mas reflete a situacdo do que ocorreu na cidade durante 21 meses
consecutivos.

A frequéncia de cées positivos para Leishmania spp. foi calculada em 23,4%.
Valores de frequéncia de infeccdo por Leishmania em cdes no Brasil sdo mais
comumente estimados por resultados soroldgicos (BRASIL et al., 2018; RIBEIRO et
al., 2019; MENEGATTI et al., 2020; NAKKOUD et al., 2021; ZUQUE et al., 2022). Por
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isso, dados oriundos de inquéritos moleculares sdo mais escassos, embora venha
crescendo nos ultimos anos e se tornando mais comum. Consequentemente muitos
resultados ainda sé@o discordantes, pois ndo hd um método ainda padronizado para
todos os laboratérios utilizarem. Por exemplo, resultados de inquérito molecular de
leishmania demonstraram valores de 59,2% em cées de Maraba, PA (Campolongo et
al., 2022), 84,7% em Campo Grande, MS (Silveira et al., 2018) e 30% em itaina, MG
(Lopes et al., 2020). Inclusive deve ser considerado que os diferentes estudos também
utilizaram amostras de diferentes métodos amostrais, o que torna esta comparagao
ainda mais desafiante. O presente estudo utilizou amostras de cdes com sintomas
(suspeitos) provenientes de Clinicas e Hospitais Veterinarios na area de Cuiaba,
caracteristicas estas que pode ter aumentado as chances de obter resultado positivo.
Estudos anteriores demonstraram uma taxa de prevaléncia variavel no de LVC na
cidade de Cuiaba. Pesquisas anteriores em Cuiaba envolvendo 430 cées testados
aleatoriamente por imunofluorescéncia identificaram uma soroprevaléncia de 22,1%
(ALMEIDA et al., 2012), numero que embora se assemelhe aos do presente estudo
foram estimados com base em exames sorolégicos.

Além desses, amostras de caes de comunidades ribeirinhas de Varzea Grande,
Santo Antdonio do Leverger e Cuiaba, diagnosticadas via PCR, mostraram uma
prevaléncia média de 9,7%, com Cuiaba registrando 0% (SOUSA et al., 2019).

Essas variacdes nas taxas de incidéncia podem ser atribuidas as diferencas nos
ecossistemas estudados e nos métodos de diagndstico, sendo a gPCR notadamente
mais sensivel que métodos soroldgicos e PCR convencional. Além disso, estudos
como os de Fujimori et al. (2016) e Sousa et al. (2019) indicaram que cées infectados
e sintomaticos sdo mais facilmente diagnosticaveis, semelhante as amostras
examinadas neste estudo.

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma preocupacao significativa em
Cuiaba e outras partes do Brasil, especialmente devido as condigbes ambientais
favoraveis para o vetor da doenca, o mosquito palha, e a alta presenca de caes
infectados que facilitam a continuag&o do ciclo de transmisséo.

A taxa de incidéncia apresentou elevado valor, e deve ser considerado que
representa as amostras recebidas em laboratério de analise molecular durante 18
meses. A densidade da incidéncia considerando a populacdo de 1.000 caes foi

estimada em 234 casos, valor muito superior ao relatado em outras literaturas
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(AZEVEDO et al., 2008, BORGES et al., 2014; CAMPOS et al., 2017; LE-RUTE et al.,
2021). Como ressaltado anteriormente, este valor ndo deve ser considerado para a
populacao canina da regido, pois consideramos que sao amostras oriundas de caes
suspeitos, e por isso a chance de resultado positivo € maior.

As amostras positivas na gPCR Tagman foram testadas por PCR para amplificar
fragmento especifico do gene da catepsina de Leishmania infantum. A reacéo foi
padronizada em formato de endpointPCR (Silva et al., 2019), porém neste estudo
optamos por aplicar também o método de gPCR utilizando o corante intercalador de
DNA Sybr® Green. Segundo Silva et al. (2019), o fragmento amplificado é especifico
para L. infantum, e dessa forma com a confirmacao dos positivos, pode-se inferir que
as reacdes positivas na gPCR tagman seria associado a esta espécie. No entanto,
das 210 positivas, apenas 134 e 114 confirmaram na gPCR Sybr Green e
endpointPCR.

Diante deste resultado, 10 amostras foram escolhidas para amplificacdo do gene
ITS23 de leishmania, a fim de determinar a espécie envolvida na deteccéo. Das 10,
sete amostras apresentaram resultado satisfatorio e foram sequenciadas. O resultado
desta andlise demonstrou que as amostras discrepantes entre os diferentes métodos,
se tratava de L. infantum (Genbank PP740848).

O presente estudo néo objetivou comparar os métodos de qPCR, Tagman, Sybr
Green e endpointPCR, mas sim, utiliza-los para confirmar a espécie de leishmania
envolvida na infec¢cdo dos casos. No entanto, perante os resultados observados na
Tabela 2, observou-se que a reacéo Sybr Green confirmou 63,8% dos positivos no
Tagman, sugerindo menor sensibilidade. A primeira hipétese é de que as amostras
nao confirmadas seriam associadas a outra espécie que nao L. infantum, pois o
protocolo Tagman utilizado neste estudo (Francino et al., 2006) detecta outras
espécies de leishmania. Esta hip6tese foi descartada com o sequenciamento de L.
infantum em 7 amostras. A segunda hipGtese estaria relacionada a menor
sensibilidade do gPCR Sybr Green comparado ao Tagman.

Tanto o TagMan quanto o Sybr Green sao quimicos usados na gPCR, cada um
com vantagens e desvantagens. A TagMan utiliza sondas fluorogénicas especificas
para o gene alvo, enquanto o SYBR Green, um corante que se liga ao DNA de cadeia
dupla, € geralmente menos especifico, pois pode se ligar a qualquer DNA de cadeia
dupla, incluindo produtos de PCR né&o-especificos (REZAEE-RAD et al., 2014). O
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SYBR Green é frequentemente escolhido por ser mais econdémico, ja que ndo requer
a sintese de sondas especificas (PEREIRA et al., 2014).

A eficacia da TagMan foi confirmada em outros estudos para o diagndstico de
Leishmania spp. (FILGUEIRA et al., 2020) e de outros agentes (REZAEE-RAD et al.,
2014), embora Silva et al. (2013) tenham encontrado resultados praticamente
idénticos ao comparar as duas técnicas, incluindo na quantificacdo de carga
parasitaria. Em contraste, alguns estudos, como o de Gomes et al. (2017), indicaram
uma maior sensibilidade do SYBR Green em comparag¢ao ao TagMan.

Deve-se ressaltar que Francino et al. (2006) durante a padroniza¢do do método,
calculou a sensibilidade analitica da reacao por meio de curva comparativa de Ct. Por
outro lado, ndo ha dados publicados sobre o limiar de deteccdo da amplificacdo do
gene da catepsina pelo método Sybr Green. Por isso devemos evitar tal comparacao,
tornando este um fator limitante do presente estudo.

Contudo, a literatura sugere que ambos os métodos de qPCR sé&o confiaveis
para detectar a infecgdo por Leishmania sp. (PERIS et al., 2021), e a escolha do
método deve considerar as vantagens e desvantagens de cada um, bem como as

condicBes especificas do estudo.

5 CONCLUSAO

A Leishmaniose Visceral € uma zoonose de importancia na saude publica e
veterindria, afetando ndo sé a populacéo canina, mas também humanos. Por Cuiaba
ser considerada uma regido endémica para doencga, buscar formas de diagnéstico
rapidos e confiaveis para a LVC é de extrema importancia para o controle e prevencgao
da doenca em céaes e em humanos.

As estratégias de diagndéstico e monitoramento, incluindo o uso de gPCR
Tagman e SYBR demonstram a continua evolucdo da tecnologia, a fim de oferecer
meétodos mais eficazes e precisos na deteccdo e quantificacdo do patdégeno. Apesar
de no presente estudo a gPCR Tagman ter se mostrado mais eficaz e uma taxa de
deteccdo maior, os dois métodos tem suas vantagens e limitacdes e a escolha
depende nas necessidades especificas de cada estudo ou programa de vigilancia.
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Meningite por Salmonella sp. em cavalo adulto, raca Quarto de
Milha, em Cuiab4, Mato Grosso: Relato de Caso
Meningitis caused by Salmonella sp. in an adult horse, Quarter Horse

breed, in Cuiaba, Mato Grosso: Case Report
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Souzat; Valéria Dutra®; Daniel Moura de Aguiar.

RESUMO

Salmonelose destaca-se por ser uma doenca que além de atingir animais é
considerado um dos mais importantes patégenos de origem alimentar e terceira maior
causa de mortes diarreicas em humanos ao redor do mundo. O presente trabalho tem
como objetivo relatar um caso de um cavalo de 4 anos, da raga Quarto de Milha
atendido na cidade de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, com sintomas neurologicos como
nistagma, dismetria, decubito lateral, ataxia e quadros de convulsdo. Em vista do
prognoéstico desfavoravel o animal foi submetido a eutanasia in extremis e
posteriormente a necropsia, onde foi observado deposicdo de material amarelado a
esverdeado na superficie capsular do baco e pequena deposicdo de material
amarelado e esverdeado nas meninges. A avaliacéo histopatolégica constatou quadro
de meningoencefalomielite supurativa moderada a acentuada, multifocal e subaguda,
e quadro de edema pulmonar. Os achados histopatoldgicos juntamente com 0s
resultados da analise do liquor, sugeriam que o quadro foi causado por infeccao
bacteriana, suspeitando-se de Salmonella sp., que posteriormente foi confirmada por
meio de Reacdo em Cadeia Polimerase em tempo real (QPCR). Conclui-se que apesar
de ser uma doenca normalmente branda e que acomete principalmente animais
jovens, os cuidados e as medidas preventivas devem ser tomadas a fim de evitar
surtos e 6bitos, de animais jovens e adultos, além de evitar também, a transmissao
para seres humanos.

Palavras-chave: Cavalo, Meningoencefalomielite, Salmonelose.



66

ABSTRACT

Salmonellosis stands out for being a disease that, in addition to affecting animals, is
considered one of the most important foodborne pathogens and the third leading cause
of diarrheal deaths in humans around the world. The present work aims to report a
case of a 4-year-old Quarter Horse treated in the city of Cuiaba, Mato Grosso, Brazil,
with neurological symptoms such as nystagma, dysmetria, lateral decubitus, ataxia
and seizures. In view of the unfavorable prognosis, the animal was submitted to
euthanasia in extremis and later to necropsy, where a deposition of yellowish to
greenish material was observed on the capsular surface of the spleen and a small
deposition of yellowish and greenish material in the meninges. The histopathological
evaluation revealed a picture of moderate to severe suppurative
meningoencephalomyelitis, multifocal and subacute, and a picture of pulmonary
edema. The histopathological findings, together with the results of the analysis of the
cerebrospinal fluid, suggested that the condition was caused by bacterial infection, with
suspicion of Salmonella sp., which was later confirmed by means of real-time
Polymerase Chain Reaction (QPCR). It is concluded that despite being a normally mild
disease that mainly affects young animals, care and preventive measures must be
taken in order to avoid outbreaks and deaths, in young and adult animals, in addition
to preventing transmission to animals. humans.

Keywords: Horse, Meningoencephalomyelitis, Salmonellosis

RESUMEN

La salmonelosis se destaca por ser una enfermedad que, ademas de afectar a los
animales, es considerada uno de los patdgenos alimentarios mas importantes y la
tercera causa de muerte por diarrea en humanos en todo el mundo. El presente trabajo
tiene como objetivo reportar un caso de un Quarter Horse de 4 afios tratado en la
ciudad de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil, con sintomas neurolégicos como nistagma,
dismetria, decubito lateral, ataxia y convulsiones. Ante el prondstico desfavorable, el
animal fue sometido a eutanasia in extremis y posteriormente a necropsia, donde se
observo un deposito de material amarillento a verdoso en la superficie capsular del
bazo y un pequefio depdsito de material amarillento y verdoso en las meninges. La
evaluacion histopatologica reveldo un cuadro de meningoencefalomielitis supurativa
moderada a grave, multifocal y subaguda, y un cuadro de edema pulmonar. Los
hallazgos histopatolégicos, junto con los resultados del andlisis del liquido
cefalorraquideo, sugirieron que la afeccién fue causada por infeccién bacteriana, con
sospecha de Salmonella sp., Que luego fue confirmada mediante Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR). Se concluye que a pesar de ser una
enfermedad normalmente leve que afecta principalmente a animales jovenes, se
deben tomar medidas de cuidado y prevencion para evitar brotes y muertes, en
animales jovenes y adultos, ademas de prevenir la transmision a los animales
humanos.

Palabras clave: Caballo, meningoencefalomielitis, salmonelosis
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3. INTRODUGAO

De acordo com estimativas oficiais publicadas pela Organizacao das Nacodes
Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO), em 2010, a populagao de equinos ao
redor do mundo era de aproximadamente 60 milhdes de cabecgas e cerca de 54%
desse rebanho encontra-se distribuido nos Estados Unidos, China, México, Brasil e
Argentina. Com cerca de 5,5 milhdes de animais, o Brasil possui o quarto maior
rebanho de equinos do mundo e a atividade voltada a esse meio, movimenta no pais,
cerca de 16,5 bilhdes de reais, anualmente e gera aproximadamente 3 milhdes de
postos de trabalho (Lima & Cintra, 2010).

E no Sudeste do pais, onde encontra-se maior parte de sua populacdo, seguido
do Nordeste, Centro Oeste, Sul e Norte (IBGE, 2017). Segundo dados divulgados pelo
IBGE, em 2017, Mato Grosso ocupa a quinta posi¢cao em quantidade de animais, com
cerca de 283.480 animais, que além de serem utilizados no esporte, sdo de suma
importancia para a agropecuaria local, principalmente na cadeia produtiva bovina.

Doencas contagiosas em animais e pessoas tém desempenhado um importante
papel da civilizagdo (SMITH, 2004), e no ponto de vista animal ainda sdo um dos
principais desafios para veterinarios, proprietarios e que causam diversos prejuizos
econdmicos ao setor agropecuario. Dentre essas doengas, a Salmonelose destaca-
se por ser uma doenca que além de atingir animais € considerado um dos mais
importantes patdgenos de origem alimentar e terceira maior causa de mortes
diarreicas em humanos ao redor do mundo (FERRARI et al., 2019).

A Salmonella sp., € um bastonete gram negativo, anaerdbio facultativo pertence
a familia Enterobacteriaceae (MARTELLI et al., 2018). Em equinos esta associada a
surtos em eventos equestres, centros de treinamento e mais frequentemente em
hospitais veterinarios. Nesses animais a transmissao se da por via fecal oral, ou por
ingestao de alimentos ou agua contaminados. Potros e animais mais jovens sao mais
propensos a infec¢ao, e como fatores de risco podem ser citados estresse, transporte,
hospitalizagdes, mudangas na alimentagéo e superlotagdo (BURGESS & MORLEY,
2014; MARTELLI et al., 2018).
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Em alguns cavalos a infecgcdo pode permanecer subclinica ou causar uma
doenga leve, no entanto casos mais graves também sao observados, e podem
acarretar obito. A doenga cursa frequentemente com um quadro gastrointestinal, onde
a replicagao da bactéria no colon, causa danos significativos @ mucosa do intestino, e
como consequéncia ha grande e rapida perda de fluido, resultando em compactagao
em colon, distenséo de intestino e refluxo gastrico, entre outros sinais de cdlica. O
quadro geralmente evolui para diarreia, hipertermia, inapeténcia e depressdo. A
mucosa lesionada, permite a passagem da Salmonella sp. para a corrente sanguinea,
que pode acarretar septicemia e por consequéncia em alguns casos, meningites.

O presente trabalho tem como objetivo relatar um caso de meningoencefalite
causado por Samonella sp. em um cavalo adulto, da raca Quarto de Milha, na cidade

de Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.

4. RELATO DE CASO

No dia 03 de marco de 2021, as 13 horas, foi solicitado atendimento médico
veterinario em uma propriedade localizada nha Comunidade Rio dos Peixes, interior da
cidade de Cuiaba, Estado de Mato Grosso, para atender o caso de um cavalo da raca
Quarto de Milha, com aproximadamente 4 anos de idade, de pelagem Tordilha
pesando cerca de 480 kg. Na anamnese, tratador relatou que ouviu barulhos como se
o0 animal estivesse se debatendo no chéo, e ao chegar na baia em que ele se
encontrava, o animal se assustou e acabou por colidir com a cabeca na parede, e
apos esse episodio passou a apresentar ataxia.

Na avaliagdo clinica, foi constatado que o0 animal apresentava sinais
neuroldgicos, como nistagma, demonstrado na Figura 1, dismetria, decubito lateral,
ataxia e quadros convulsivos. Ao exame fisico verificou-se uma frequéncia cardiaca
(FC) de 60 batimentos por minuto (bpm), frequéncia respiratéria (FR) de 36
movimentos por minuto (mpm), tempo de enchimento capilar (TPC) de 3 segundos,
temperatura retal de 38,7°C e motilidade intestinal diminuida em todos os quadrantes.
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Figura 1. Cavalo com sinais clinicos neuroldgicos atendido em propriedade localizada no interioe

de Cuiaba — Mato Grosso. Animal em decubito lateral com laceragdes (A) com nistagma e laceracdes

também na cabeca (B), causados pelos ataques convulsivos.

Fonte: Autores (2021).

Com base no quadro em que se encontrava e ao histérico de um possivel trauma,

optou-se por iniciar o tratamento sintomatico. Foi realizada a venopuncao da jugular

direita com cateter n°14 e iniciada fluidoterapia com Ringer Lactato (RL), sendo

utilizados no total cerca de 20 litros de RL. Foram administrados, ainda, Flunexim

Meglumine, na dose de 1,1mg/Kg e 200mL de Dimetilsulféxido (DMSO) por via

endovenosa. A antibioticoterapia foi realizada usando Sulfa Trimetropim, na dose

equivalente

principio o

A

a 12,0 mg de sulfadoxi

animal apresentou uma

Nna/l

B

e 2,4 mg de trimetoprima/kg. A
ra, conseguiu sair do decubito e se

levantar. Os quadros convulsivos diminuiram, e o animal voltou a se alimentar e ingerir

agua.
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Porém no dia 04 de marco de 2021, o animal voltou a apresentar quadros
convulsivos e a ficar em decubito. Para controlar as convulsdes iniciou-se o uso de
Diazepan na dose de 0,5mg/Kg associado a Detomidina e Butorfanol na dose de
0,02mg/Kg e 0,01mg/Kg, respectivamente, porém sem muita melhora no quadro. Em
vista do progndstico desfavoravel o animal foi submetido a eutanasia in extremis e
posteriormente a necropsia. No exame externo do animal, foram observados apenas
laceracdes de pele pelo corpo devido as quedas que sofreu, pela descoordenacdo em
que estava, sem mais alteracdes macroscopicas dignas de nota. Ao exame interno da
cavidade toracica foi observado que pulméo se encontrava aumentado de tamanho,
com grande quantidade de espuma na luz de traqueia e brénquios, enquanto na
cavidade abdominal, o baco apresentava deposicdo de material amarelado a
esverdeado em sua superficie capsular. E a avaliacdo macroscépica de encéfalo

demonstrou pequena deposi¢do de material amarelado e esverdeado nas meninges.

Figura 2. Foto da abertura da cavidade abdominal, onde € possivel observar a deposi¢éo de conteddo

amarelado a esverdeado na superficie capsular do bago.

Fonte: Autores (2021).

Amostras de todos os 6rgaos foram coletados em formol a 10% para avaliacdo
histopatoldgica e amostra do encéfalo foi coletado em saco estéril e refrigerado em
isopor com gelo para cultura. Além disso, a puncéao de medula foi realizada para coleta
de liquor que foi encaminhado para a realizacdo de citologia.

A amostra de encéfalo enviada para cultura, foi semeada aerobicamente em agar

sangue e agar McConkey e incubada a 37° C, por um periodo de até72h, onde nao
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foi constatado crescimento bacteriano. Os resultados da avaliacdo do liquor se
encontram na Tabela 1. A avaliacdo microscoépica do liquor revelou presenca de 86%
de neutrofilos (destes, cerca de 30% encontravam-se degenerados e realizando
fagocitose de bactérias) e 14% de macrofagos (em um total de 2300 células).

Na Tabela 1, é possivel observar os resultados obtidos da analise quimica e

fisica do liquor coletado.

Tabela 1. Resultados da andlise do Liquor.

Valores de Referéncia

Andlise de Liquor - LCR (KANEKO et al.,2008)
Cor Amarelo -
) Aspecto Turvo -
Exame Fisico .
Densidade 1014 -
Coagulacéo Ausente -
pH 7 7-9
) Glicose 11,3 mg/dL 40 - 80 mg/DlI
Exame Quimico
Proteina 189 mg/dL 12 - 40 mg/DI
Cloretos 116,2 mg/dL 130 - 240 mg/dL
Hemécias 298 0/mm3
Exame de Leucdcitos 1800 0 - 8/mm3
Sedimento Bactérias Presentes - Moderados Ausentes
Fungos Ausentes Ausentes

Fonte: Autores (2021).

E possivel observar nos resultados da anélise do liquor, que o animal
apresentava concentracdo de proteina muito acima dos valores de referéncia. Essa
alteracdo ocorreu provavelmente devido a resposta a inflamacdo na regido, e
geralmente esta associada a casos de meningite, abcessos cerebrais, tumores
cerebrais, traumas no ceérebro, entre outras doencas neuroldgicas degenerativas
(SANTOS et al., 2012). Além disso, foi constatado aumento no numero de hemacias,
que indica presenca de hemorragia, seja por trauma, ou pela coleta. Como o animal
apresentou diversos quadros de convulsdo e queda, a hemorragia pode estar

associada a isso.
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O namero de leucécitos presentes por mm3 também foi outro parametro que se
mostrou aumentado. Essa contagem total de leucécitos esta intimamente relacionada
a um quadro de processo inflamatério no sistema nervoso central (SNC) e a
identificacdo do tipo de célula presente é uma ferramenta importante que pode ser
utilizada para auxiliar o diagnostico (Strasinger & Lorenzo, 2008). No caso aqui
relatado, esse aumento de leucdcitos se deu pelo predominio de neutrofilos, que é
tipicamente observado em quadros de meningite bacteriana (Gnutzmann et al., 2016),
que condiz com os outros achados encontrados, que foi a presenca de bactérias e de
neutrofilos fagocitando bactérias.

Na avaliacdo histopatoldgica foi observada presenca de infiltrado inflamatorio
neutrofilico no espago subaracndideo e no espaco perivascular no parénquima do
SNC com distribuicdo multifocal e moderada, além de presenca também de leve
infiltrado inflamatério mononuclear multifocal, e contetdo eosinofilico na luz de vasos
sanguineos (trombos) (Figura 3). No pulméao foi constatada deposi¢cdo de contetdo
eosinofilico amorfo interalveolar moderada e multifocal, congestdo moderada e
multifocal e presenca de infiltrado linfoplasmocitario peribronquial leve e multifocal. Os
demais 6rgaos nao apresentaram alteracdes dignas de nota. Os achados condizem
com quadro de meningoencefalomielite supurativa moderada a acentuada, multifocal

e subaguda, e quadro de edema pulmonar.
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Figura 3. Imagens histopatoldgicas de Encefalo e Medula Espinhal. Infiltrado inflamatério neutrofilico
entremeando a leptomeninge cerebral. H.E, Obj. 40x. (A); difuso e acentuado espessamento das
meninges por infiltrado inflamatério e material fibrilar amorfo e eosinofilico, além de um trombo
obliterando parcialmente a luz vascular (asterisco). H.E, Obj. 10x (B); Parénquima cerebral exibindo um
infiltrado inflamat6rio composto predominantemente por neutréfilos no espaco perivascular. H.E, Obj.
10x (C); Infiltrado inflamatério focalmente extenso, composto principalmente por neutréfilos e que se

entende das leptomeninges ao cdrtex cerebral. H.E, Obj. 20x (D).

Fonte: Autores.

As alteracdes observadas, assim como resultado obtido da analise do liquor
indicavam um quadro associado a infec¢fes de causa bacteriana, e a Salmonella sp.
é citada na literatura causando les6es semelhantes. A partir desse momento, foi entdo
solicitado um exame de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR) para esse agente.

A extracdo se deu a partir de fragmento de encéfalo, utilizando-se o método de
fenol-cloroférmio descrito por Sambrook et al. (1989). O DNA obtido foi armazenado
a -20°C até o momento da realizacdo da PCR. A amplificacdo por PCR do DNA
extraido para deteccao de Salmonella sp. foi realizada de acordo com publicacbes
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anteriores (SUH, SONG, 2005) utilizando os primers SAF (5'- TTG GTG TTT ATG
GGG TCG TT - 3’) e SAR (5'- GGG CAT ACC ATC CAG AGA AA - 3’) que produzem
um amplicon de 298pb. A partir dessa reacdo a amostra foi confirmada positiva para
Salmonella sp.

Os sinais clinicos e achados macroscopicos e histopatologicos sdo consistentes
com os descritos em casos de meningoencefalolmielite bacteriana equina (STUART
etal., 1973; PATTERSONKANE et al., 2001; PELLEGRINI-MASINI & LIVESEY, 2006;
TOTH et al.,, 2012). Esses casos apesar de nao ocorrerem com frequéncia
(PATTERSON-KANE et al.,, 2001; VIU et al.,, 2012), sdo descritos na literatura,
acometendo comumente neonatos (OLIVEIRA et al., 2019), e geralmente acarretando
morte do animal. J& os processos inflamatérios no SNC provocados pela Salmonella
sp. sdo extremamente raros nos animais domeésticos em geral. Nos equinos, as
infeccbes por Salmonella sp. na maioria das vezes permanecem subclinicas ou
causam uma doenca leve, comumente associados a quadros gastrointestinais
(MARTELLI et al., 2018). Os quadros mais graves, que atingem o SNC, geralmente
estdo associados a septicemia e acometem principalmente neonatos e potros
(STUART, et al., 1973; OLIVEIRA et al., 2019), diferentemente do relato aqui descrito,
de um animal adulto. Em humanos, € considerada uma doenca predominante de
criancas, também sendo rara em adultos, e geralmente, quando ocorre, acomete
pessoas imunocompetentes (KAUFFMAN, 1979; NADEEN et al., 2019).

A S. enterica sorovar Typhimirium é a espécie mais comumente relacionada a
casos de meningoencefalite em humanos (ADHIKARY et al., 2013; KEDDY et al.,
2015), e também em animais domésticos. Coura et al. (2015) descreveram esse
agente causando doenca entérica e sistémica, e por consequéncia acometendo SNC,
em bezerros. Na espécie equina, aléem de Oliveira et al. (2019), descreverem um caso
de meningite em potro causado por S. enterica sorovar Typhimirium, Stuart et al.
(1973) relataram, quadro semelhante, causado pela espécie S. agona. A sorotipagem
da Salmonella sp. é realizada por meio de caracterizacdo antigénica, da bactéria
obtida por meio de isolamento em cultura, de acordo com Grimont e Weill (2007).
Como no caso aqui relatado, ndo foi possivel realizar esse isolamento, néo
conseguimos identificar o sorovar envolvido.

ApoOs a determinacdo da cauda da meningite, os proprietarios foram informados

e orientados, visto que a Salmonelose € uma doenca zoonoética e a Salmonella sp. é
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altamente virulenta e patogénica (Martelli et al., 2018), podendo haver risco de outros
animais se infectarem e até os humanos que trabalham com os animais. Foi orientado
que se fizesse a desinfeccao da baia e utensilios utilizados com o animal que veio a
Obito e destacou-se a importancia das medidas de higiene pessoal dos trabalhadores

e proprietarios do local.

5. CONCLUSAO

Apesar de, na maioria dos casos, a Salmonelose se manifestar de maneira
subclinica ou doenca gastrointestinal branda nos equinos, em alguns casos, o quadro
pode ser mais severo e evoluir para morte do animal. Animais adultos também podem
ser afetados, embora animais mais jovens sejam 0s que sao comumente atingidos.
Por ser uma bactéria altamente virulenta e patogénica, a aplicacdo de medidas
preventivas no plantel é de extrema importancia para evitar surtos e perdas, além de

evitar transmissao também para humanos, visto que é uma zoonose.
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