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RESUMO

Introducio: Leishmaniose visceral (LV) acomete caes e humanos e é causada pelo protozoario
da espécie Leishmania infantum. Na rotina clinica, o teste soroldgico imunocromatografico ¢
muito utilizado. PCR em tempo real (QPCR) e ELISA sdo indicados para diagnostico definitivo.
Objetivo: Comparar uma estratégia de qPCR com teste imunocromatografico no diagndstico da
LV em pacientes caninos € humanos, bem como apresentar as sensibilidades obtidas por curva-
padrdo em cada espécie. Métodos: Amostras de DNA foram obtidas de cdes (n=6) e humanos
(n=17) previamente triados como positivos para calazar por teste imunocromatografico tipo DPP.
As cargas parasitarias dos pacientes e a sensibilidade in vitro em cada espécie foram acessadas
através de curvas padrao para kDNA. A acurédcia da quantificagdo de uma amostra de DNA
padrao contendo 500.000 leishmanias/pL foi também realizada. Resultados: O qPCR permitiu
a deteccdo 0,025 e 0,05 leishmanias/uL de sangue canino e humano, respectivamente. Apenas
16,7%(1/6) dos pacientes caninos apresentou qPCR positivo, com parasitemia 9,75+0,11
leishmanias/pl. de sangue (média+d.p.). Dentre os pacientes humanos, 95,1%(16/17)
apresentaram qPCR positivo, com valores de carga parasitaria variando de 0,39+0,28 a
8.640,084+226,99 leishmanias/uL (médiatd.p.). Conclusdo: A presente pesquisa registra o
desenvolvimento de uma estratégia de qPCR com elevada sensibilidade para o diagndstico
molecular da LV canina e humana. Essa condi¢do ¢ especialmente relevante, pois, muitas vezes,
0 acesso a carga parasitaria por qPCR, para acompanhamento de progressdo da patologia, se faz
necessaria. Este estudo evidencia a necessidade de investigacao adicional da sensibilidade e da
especificidade dos métodos diagndsticos de calazar canino, especialmente em pacientes

assintomaticos. Palavras-chave: Leishmania; Calazar; Homem; Cdo; KDNA
Financiamento: O presente trabalho foi realizado com apoio do Programa Nacional de Cooperagao Académica na
Amazonia (PROCAD/Amazonia) da Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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INTRODUCAO

As Leishmaniases tém como agentes causadores, protozodrios intracelulares

obrigatorios pertencentes a Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e Género
Leishmania. A classificagdo taxondmica mais atual divide o género Leishmania em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania. Estes diferentes complexos albergam as espécies de agentes
etiologicos envolvidos no acometimento das leishmaniases tegumentar (LT) e visceral (LV)
(OMS, 2016).

Na LV, a principal espécie envolvida na América do Sul é Leishmania infantum
(DANTAS-TORRES, 2006), sendo caracterizada por lesdes que afetam os orgdos internos,
levando frequentemente a 6bito na auséncia de tratamento. Acomete principalmente pacientes
imunodeprimidos, criangas e idosos. A forma visceral ¢ demonstrada pelo intenso dano em
6rgdos vitais e anemia grave, sendo uma sindrome clinica, caracterizada por febre irregular de
longa duragdo, desnutri¢do, hepatoesplenomegalia, leucopenia e trombocitopenia (BRASIL,
20006).

O diagnostico das leishmaniases € realizado principalmente a partir do exame clinico
e de técnicas laboratoriais, que se constituem por métodos: parasitoldogico, imunoldgico e
molecular (ALVES E BEVILACQUA, 2004). Atualmente, as técnicas diagndsticas moleculares
vém sendo utilizadas como ferramenta para deteccao de leishmania em amostras clinicas de
humanos e animais. Dentre as técnicas mais modernas utilizadas para o diagnostico das
leishmanioses, destacam-se as técnicas como PCR convencional, que permite a amplificagdo in
vitro de sequéncias de DNA do parasito e apresenta-se como método bastante sensivel e
especifico para detectar Leishmania spp. em ampla variedade de amostras biologicas (ALVAR
et al., 2004). A versao quantitativa, PCR em tempo real (qPCR), é baseada no monitoramento
dos ciclos de amplificacdo do DNA-alvo. Assim, pode ser utilizada para determinacdo da carga
parasitaria de forma acurada e sensivel, permitindo a detec¢do de pequenas quantidades de DNA
do parasito (GALLETTI et al., 2011).

A escolha dos primers utilizados nas reacoes de PCR e qPCR ¢ de fundamental
importancia para a técnica e permite diferenciar espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia

(NEITZKE-ABREU et al., 2013). Nesse sentido, varios genes-alvos t€m sido estudados, tais

como aqueles que codificam a enzima glicose-6-fosatodesidrogenase, as proteinas do choque

térmico, a polimerase-alfa, a subunidade ribossomal 18S (BEZERRA-VASCONCELOS et al.,
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2011), a MTHD (proteina similar & metilenotetrahidrofolato desidrogenase), a RNase III, além
do proprio DNA ndo-cromossomal de cinetoplasto, KDNA (RODRIGUES et al., 2014).

O diagnostico da leishmaniose em cdes e humanos ¢ baseado em achados clinicos e
testes laboratoriais, especialmente parasitologico, imunoldgico e/ou molecular (ALVES E
BEVILACQUA, 2004). No contexto da pratica clinica, diante da diversidade de sinais clinicos
possiveis na leishmaniose visceral canina, os testes rapidos imonocromatograficos tipo Dual Path
Platform (DPP) sdao amplamente utilizados para triagem de pacientes. Contudo, o diagnostico
definitivo deve, adicionalmente, ser amparado pela realizagdo de titulagdo de anticorpos por
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) ou através de PCR. Tanto a PCR convencional, quanto a
gPCR, tém permitido a identificagao da espécie de Leishmania em questio, e, consequentemente,
o direcionamento das devidas a¢des epidemiologicas de controle e adequacdo ao tratamento
utilizado.

Nesse contexto, uma estratégia metodoldgica ideal para diagnostico da LV em caes
¢ humanos deve ser capaz de aliar alta sensibilidade, especificidade de deteccdo e praticidade de
aplicagdo. Para tanto, a deteccdo do DNA do parasito ¢ condi¢do especialmente importante para
adequada sensibilidade diagnoéstica e a possibilidade de quantificacdo para determinagdo da
parasitemia no paciente ¢ desejavel e til em diversas circunstancias clinicas. Assim, a presente
pesquisa tem por objetivo geral descrever e comparar a sensibilidade de uma estratégia de qPCR

no diagnostico da LV em pacientes caninos ¢ humanos.
METODOLOGIA

1. Material bioldgico e ética

As amostras bioldgicas (sangue periférico e medula 6ssea) de pacientes humanos
(n=17) foram cedidas pelo Departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceara e fazem
parte de projeto aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Ceara em
04 de fevereiro de 2016 (CAAE n.52626116.8.0000.5054) e pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Sao José de Doengas Infecciosas (CAAE n.52626116.8.3001.5044). Todos os pacientes
eram sintomaticos e apresentaram resultado positivo para leishmaniose visceral através de teste
imunocromatografico rapido tipo DPP (Dual Path Platform, CVL, Biomanguinhos, Rio de
Janeiro, Brasil) baseado em rK39 (antigeno recombinante 39 de Leishmania infantum).

As amostras bioldgicas caninas (n=6) foram oriundas de triagem de 42 pacientes

assintomaticos, ou com queixas clinicas diversas, foram oriundas do Centro de Medicina
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Veterindria da UNIFAMETRO. Apenas as amostras dos pacientes que apresentaram resultado
positivo para leishmaniose visceral através de teste rapido imunocromatografico Alere (Dual
Path Platform, Alere, Sdo Paulo, Brasil) baseado em rK39 (antigeno recombinante 39 de
Leishmania infantum) foram usados no presente estudo. Um volume de 3mL de sangue periférico
foi coletado de cada espécime, através de pungao venosa jugular, em tubo contendo heparina. As
amostras foram armazenadas a -80°C até a extracdo do DNA. O presente projeto foi submetido
a avaliagdo do Comité de Etica para uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (n.
0753797/2018).

2. Avaliacao clinica dos pacientes caninos

Os pacientes caninos foram submetidos a exame clinico completo, incluindo

inspe¢do geral dermatoldgica, oftalmologica e da cavidade bucal. Dados clinicos do paciente
relevantes para a presente pesquisa foram registrados. Todos os pacientes foram submetidos a
coleta de sangue periférico através de venopungao cefalica. As amostras foram armazenadas em
freezer a -20° C até processamento na Unidade de Pesquisa em Genética Molecular (UPGeM)
da UNIFAMETRO.

3. Extracido de DNA

As amostras de DNA humano e canino foram obtidas através de protocolo, baseado em
ligacdo do DNA total em resina de silica, utilizando o Purelink Genomic DNA Mini kit
(Invitrogen, Carisbad, USA).

No total, 4 ml de amostras de sangue venoso periférico e 2 ml de amostras de aspirado
de medula 6ssea foram coletadas em tubos contendo EDTA e transportadas para o Laboratdrio
de Imunologia Médica da Universidade Federal do Ceard, conforme manual de procedimentos
de controle, acondicionamento e transportes de amostras biologicas (LACEN-CE, 2020). As
amostras de sangue periférico foram submetidas a lise osmdtica eritrocitdria com solugdo de
NH4C1 0,13M ¢ NH4HCO3 0,001M. Os leucoécitos obtidos foram lavados duas vezes solucao
tampao salina e submetidos a extragao de DNA.

Amostras de leucocitos humanos ou de sangue total canino (200uL) foram acrescidas de
20uL de Proteinase K e 20uL de RNase A (ambos a 20 mg/mL) e incubado por 2min em
temperatura ambiente. Apos adicdo de 200uL de Purelink Genomic Lysis Buffer, incubacao por
10 min a 55°C e adig@o de 200uL de etanol a 100%, o volume total foi transferido para a resina
e centrifugado. O sobrenadante foi descartado e a resina foi lavada com 500uL de solugao tampao
de lavagem-1 e com 500uL de solugdo tampao de lavagem-2. Cada amostra de DNA foi eluida

com 50uL de agua livre de nucleases. O DNA foi quantificado por espectrofotometria com
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Picodrop (Picodrop, UK).

4. Reacgoes de PCR em tempo real (qPCR)

Cada reacdo de amplificagdo por PCR em tempo real consistiu em um volume total de
25uL, contendo 12,5uL Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, USA), 2,5uL
primers (concentragdo final variando de 0,6 a 1,0uM), 1uL de amostra de DNA e 9uL agua
ultrapura. As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador QuantStudio 3 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific, USA) e a ciclagem térmica consistiu em incubagao inicial a
95° C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de amplificagdo a 95° C por 15 segundos e 60° C
por 60 segundos. A curva de melting dos amplicons foi tragada através de procedimento padrao.

As detecg¢des de L. infantum nas amostras dos pacientes caninos e humanos foram
realizadas reagdes de qPCR utilizandos os primers apresentados na Tabela 1. A amplificagdo do
DNA de kinetoplasto (kKDNA) do parasito com os upkDNA-SE e upkDNA-AS (OLIVEIRA et
al. 2019). Os controles das reagdes foram feitos através da amplificacdo de gene enddgeno,
mtDNA canino, utilizando os primers Dogmt1-SE e Dogmt1-AS (PEREIRA et al., 2019). DNA
de L. infantum (500.000 leish/uL) foi utilizado como controle exdgeno. Os pardmetros de
Eficiéncia e Linearidade (R?) das amplificagdes foram calculados pelo software QuantStudio

Desing& Analysis Software v.1.4.2 (Thermo Fisher Scientific, USA).

Tabela 1. Primers para amplificacdo de kDNA e DNA mitocondrial em humanos e caes por

qPCR.

Nome do primer Sequéncia 5°-3° Tamanho do produto (pb)
upkDNA-SE GGGGGTGTCGTAAATTCTGGA 79
upkDNA-AS CCCGGAGGAAGAGAAAAGTT

Dogmt-SE CTCTTGCTCCACCATCAGCA 145
Dogmt-AS GCACGACGTACATAGGGGAG
Hmt2-SE AATCATACAAAGCCCCCGCA 162
Hmt2-AS TGGGGTTAGCGATGGAGGTA

5. Curvas padrao de amplificagdo de KDNA
O par de primers upKDNA foi testado quanto ao seu limite de detec¢do de DNA para
diagnostico da LV canina e humana, na concentragdo de 1uM. Assim, as sensibilidades das
amplificacdes foram analisadas através de curvas padrao construidas por diluicdo em série de
DNA padrdo de L. infantum (equivalente a 500.000 leishmanias/uL), misturado com DNA canino

(16pg/ul) ou DNA humano (96pg/ul), obtidos como descrito anteriormente para os pacientes.

Jd Unifametro




Unifametro* CONEXAO UNIFAMETRO 2022

W DG XVIIl SEMANA ACADEMICA

ISSN: 2357-8645

-Go'or->

Adicionalmente, os pardmetros das curvas como Eficiéncia e Linearidade (R?) foram avaliados
qualitativamente.
6. Comparacido de qPCR e testes rapidos DPP para diagnéstico de leishmaniose
visceral
Amostras de soro dos 6 pacientes caninos foram adicionalmente submetidas a teste
sorologico rapido imunocromatografico VetCheck (TECSA Laboratérios LTDA, Brasil),
baseado em rK39 (antigeno recombinante 39 de Leishmania infantum). Para tanto, foram
utilizados 20puL de soro e seguindo-se as orientagdes do fabricante.
7. Analise de dados
As reagdes de qPCR foram avaliadas através de analise das curvas de amplifica¢do dos
genes e de melting dos amplicons obtidos. Valores de threshold cicle (Ct) foram determinados
automaticamente no QuantStudio Desing& Analysis Software v.1.4.2 (Thermo Fisher Scientific,
USA). Os valores de Ct (Threshold cycle) e Tm (Melting temperature) foram expressos em média
+d.p.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente investigacdo, pacientes caninos, com ou sem sintomatologia compativel
com leishmaniose visceral, foram atendidos no Centro de Medicina Veterinaria da
UNIFAMETRO. Um total de 6 pacientes que apresentaram resultado positivo no teste
imunocromatografico CVL (DPP1, Tabela 2), exibiam sinais clinicos varidveis e foram
adicionalmente submetidos a teste de qPCR e outro teste imunocromatografico VetCheck
(DPP2). Constatou-se que 83,3% (5/6) dos pacientes apresentaram resultado positivo no teste
DPP2 (Tabela 3) e apenas 16,7% (1/6), no qPCR. O paciente 05 apresentou quandro clinico
geral ruim e sintomatologia clinica compativel com estado avancado da doenga: emagrecimento,
epistaxe, paresia dos membros pélvicos, descamacao dérmica, lesdo auricular e anuria. Os
demais pacientes apresentavam quadro clinico geral bom.

Diferentes metodologias vém sendo utilizadas para diagnostico das leishmanioses,
como métodos soroldgicos, imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), etc. No entanto, as abordagens
soroldgicas possuem a limitacao oriunda de possibilidade de reacao cruzada (SRIVIDYA, et al.,
2012). Assim, a existéncia de diversidade na resposta sorologica e a existéncia de outras

patologias acometendo o paciente podem levar a presenca a resultados falso-positivos nos testes

(ELMAHALLAWY et al., 2014). Avancos constantes na biologia molecular permitiram seu uso
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crescente como uma ferramenta no diagnostico do calazar, com as vantagens de alta sensibilidade
e especificidade.

A Figura 1 apresenta as curvas de amplificacdo de kDNA e DNA mitocondrial, bem
como as curvas de melting dos produtos de qPCR, obtidas a partir de amostras do paciente canino
05 e de dois pacientes humanos (com a maior € a menor carga parasitaria sanguinea dentro do
grupo de 17 pacientes estudado). Os valores de carga parasitaria (Tabela 4), para amostras de

sangue ¢ medula 6ssea, foram calculados a partir das curvas obtidas para upKDNA (Figura 2).
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Figura 1: Amplificagdes de kKDNA e DNA mitocondrial em amostras de sangue periférico
caninas (A e B) e humanas (C e D). As amplificagdes de DNA mitocondrial estdo representadas
por Dogmt ou Hmt2, para cdo e humano, respectivamente. As plotagens das amplificagdes, em
escala logaritmica estdo apresentadas nas imagens A e C. As curvas de melting dos produtos de
gPCR estdo apresentadas nas imagens B e D. Amplificagdes do kDNA e do DNA mitocondrial
estdo representadas em azul e em vermelho, respectivamente.

O protocolo de qPCR desenhado no presente estudo permitiu a detec¢do de DNA
equivalente a 0,025 leishmanias/pL de sangue canino (ou 25 parasitos por mililitro de sangue) e
0,005 leishmanias/uL de sangue humano (ou 5 parasitos por mililitro de sangue), como
observado na Figura 2. Essa elevada sensibilidade se deve ao fato de o gene amplificado estar

presente no kDNA de miniciclo, que em média esta presente em cerca de 10.000 cépias por

parasito (BREWSTER et al., 1998). O valor de carga parasitaria estimada para o paciente canino

foi de 9,75+0,11 leishmanias/pL de sangue (média+d.p., Tabela 4), oriunda de valor de Ct de
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27,40+0,01 para kDNA. Dentre os pacientes humanos, 95,1% (16/17) apresentaram resultado
positivo no teste de qPCR (Tabela 3), com valores de carga parasitaria variando de 0,39+0,28 a
8.640,08+226,99 leishmanias/pL (média+d.p., Tabela 4) em amostras de sangue periférico, e de
0,27+0,21 a a 52,61+5,62 leishmanias/pL. em medula.

Figura 2. Curvas-padrao de amplificacdo de kDNA de L. infantum por qPCR em amostras de

Caes
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sangue periférico canino (A) e humano (B). A sensibilidade de amplificacdo (setas cinzas) foi
equivalente a detec¢ao de 0,025 leishmania/ul. em caes e 0,005 leishmanias/uL. em humanos. Os
parametros das curvas (Slope, R? e Eficiéncia) estdo apresentados nas imagens. Os valores
oriundos as amplificagdes de amostras de DNA de sangue periférico (marcadores e setas azuis)
de paciente canino e de pacientes humanos estao indicados. Os valores oriundos as amplificagdes
de amostras de DNA de medula 6ssea (marcadores e setas vermelhas) de pacientes humanos
estao indicados.

Tabela 2. Comparacao entre testes imunocromatograficos e molecular (QPCR) para detecc¢ao de
Leishmania infantum em amostras de pacientes caninos € humanos.

N. Paciente  DPP1 DPP2 gPCR Sinais clinicos
Emagrecimento, epistaxe, paresia dos
05 Positivo  Positivo  Positivo membros pélvicos, descamagdo dérmica,
lesdo auricular, anuria.

12 Positivo  Positivo  Negativo Anorexia, ulceracdo nasal e bucal.

19 Positivo Negativo Negativo Artral%ifl, o.paciﬁcaj(;éo cg')rnea, descamacao
érmica, lesdo auricular, febre.

27 Positivo  Positivo  Negativo Nédulo maméﬁo, .resp’ir.a ¢do paroxistica

inspiratoria.
31 Positivo  Positivo  Negativo Emese, tosse, dispnéia.
40 Positivo  Positivo  Negativo Lesao auricular, prurido, otite.

DPP1 e DPP2: Testes imunocromatograficos produzidos pelos laboratorios Alere e Tecsa, respectivamente.

Os resultados obtidos tanto em caes como em humanos reforcam a elevada
sensibilidade do protocolo de qPCR apresentado no presente estudo. Destaca-se ainda a elevada
acuracia do protocolo, evidenciada pela estimativa de quantificacdo realizada com amostra

padrdo de DNA equivalente a 500.000 leishmania/pL, a qual teve concentragdo estimada em

Jd Unifametro
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557.761,52+36.305,67 na curva tragada para caes e de 665.768,15+37.675,89 na curva tragada

para humanos.

Tabela 3. Comparacao entre testes imunocromatograficos e molecular (qPCR) para detecgao de
Leishmania infantum em amostras de pacientes caninos € humanos.

Amostra DPP1 DPP2 gPCR
Caninas (n=6) 6 (100%) 5 (83,3%) 1 (16,7%)
Humanas (n=17) 17 (100%) NR 16 (95,1%)

DPP1 e DPP2: Testes imunocromatograficos produzidos pelos laboratérios Alere e Tecsa, respectivamente. NR:
Nao realizado.

Abordagens com uso de PCR tempo real (QPCR) vém sendo ferramentas cada vez
mais importantes no diagnoéstico molecular da leishmaniose visceral canina e humana, podendo
utilizar amostras clinicas como: sangue, soro, fragmentos de pele, medula 6ssea, liquor, amostra
conjuntival e aspirado de linfonodo (QUARESMA et al., 2009). Contudo, os testes
imonocromatograficos tipo DPP sao amplamente utilizados na rotina clinica, devido a facilidade
técnica e velocidade de execucdo. Os dispositivos disponiveis comercialmente no Brasil sdo
baseados na detec¢do de anticorpos anti-K39 (antigeno 39 de Leishmania infantum), com a
proteina recombinante imobilizada no dispositivo. Na presente investigacdo, o nivel de
discordancia entre os resultados de qPCR foi destacadamente elevado em caes (1/6), quando
comparados a humanos (16/17). Destaca-se que os pacientes humanos eram todos sintomaticos
para o calazar, enquanto os pacientes caninos procuraram atendimento com sintomatologia

diversa.

Tabela 4. Quantificacdo de leishmania em amostras caninas (sangue) e humanas (sangue e

medula) através de qPCR.
Pardmetro Cﬁo Humano (média+d.p.)
(média+d.p.) Sangue Medula
Ct upKDNA 27,40+0,01 17,03+0,04 32,20+1,18 24,65+0,16  32,80+1,32
Parasitemia g 75, 11 §640,08£226,99 0394028  52,6145,62  0,27+0.21
(Leishmania/uL)

d.p.: desvio padrio.

Apesar de nao termos realizado exame parasitologico direto em aspirado medular,
nossos achados estdo de acordo com aqueles descritos por REITHINGER et al. (2002). Os
autores registraram especificidade para testes imonocromatograficos tipo DPP variando de 61 a
75% e sensibilidade de 72 a 77%, em comparacdo com especificidade de 100% para ELISA e
PCR e sensibilidade de 71 a 88% e 51 a 64% para ELISA e PCR, respectivamente. Das amostras
de campo testadas, 92 de 175 (53%), 65 de 175 (37%) e 47 de 175 (27%) foram positivas por
DPP, ELISA e PCR, respectivamente.
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No presente estudo, a 83,3% dos pacientes caninos apresentaram teste positivo em 2
testes DPP baseados em rK39. Segundo ELMAHALLAWY et al. (2014), referente a testes
realizados com pacientes humanos, a discordancia entre testes DPP baseado em rK39 varia entre
79 e 89%. Os autores justificam que essas discrepancias podem ser devidas a diferengas nas
respostas de anticorpos observadas em diferentes grupos étnicos. O ensaio imunocromatografico
baseado em rK39 apresenta-se como método versatil na previsao de infec¢ao aguda, com formato
facil de usar em campo, rapido (15 a 20 minutos), barato e oferece resultados reprodutiveis.

Tabela 5. Quantificacdo em amostra padrao de DNA de 500.000 leishmania/pL realizada em
curvas-padrdo para cdes e para humanos.
Concentracdo (Leishmania/pL)

Parametro Curva de Caes Curva de Humanos
Média 557.761,52 665.768,15
d.p. 36.305,67 37.675,89

Quando trabalhando exclusivamente com pacientes assintomaticos humanos,
OWEN et al. (2021) encontrou cerca de 10,1% (7/720) de pacientes positivos por gPCR, em
regides endémicas de Bangladesh. Tais achados sao similares aos do presente estudo, onde 16,7%
dos pacientes caninos com resultado soroldgico positivo pelo teste DPP apresentaram reacgao de
qPCR positiva.
CONSIDERACOES FINAIS

O protocolo de qPCR desenhado no presente estudo permite a deteccao 0,025
leishmanias/pL de sangue canino e 0,005 leishmanias/pL de sangue humano. Apenas 16,7% (1/6)
dos pacientes caninos com sintomatologia clinica diversa e previamente triados como positivos
para calazar por teste imunocromatografico tipo DPP baseado em antigeno rK39, apresentou
resultado positivo por qPCR, tendo parasitemia estimada em 9,75+0,11 leishmanias/uL. de
sangue (média+d.p.). Dentre os pacientes humanos, sintomaticos para calazar, 95,1% (16/17)
apresentaram resultado positivo no teste de qPCR, com valores de carga parasitaria variando de
0,39+0,28 a 8.640,08+226,99 leishmanias/puL (média+d.p.) em amostras de sangue periférico.
Assim, a presente pesquisa registra o desenvolvimento de uma estratégia de PCR em tempo real
com elevada sensibilidade para o diagndstico molecular da leishmaniose visceral, tanto no cao,
quanto no homem. Essa condi¢do ¢ especialmente relevante pois, muitas vezes, o acesso a carga
parasitaria por qPCR, para acompanhamento de progressao da patologia, se faz necessaria ou
desejavel. Finalmente, este estudo evidencia a necessidade de investigacdo da sensibilidade e

especificidade dos métodos diagndsticos de calazar canino, especialmente em pacientes

assintomaticos.
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