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SANTIAGO, M. E. B. Investigacdo de Leishmania sp. em Didelphis sp.
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Resumo

No periodo de marco de 2005 a fevereiro de 2006, coletaram-se amostras de
sangue e medula 6ssea de 112 gambas (Didelphis sp.) na regido urbana da cidade
de Bauru,estado de Sao Paulo, Brasil, com o objetivo de verificar a possibilidade
destes animais atuarem como reservatorios de Leishmaniose. Em amostras de soro
foram detectados, anticorpos anti — Leishmania sp. pela técnica de ensaio
imunoenzimético em fase solida indireto (ELISA) e em medula 6ssea o DNA de
Leishmania sp foi amplificado através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
utilizando os primers 13A e 13B. Na reacdo de ELISA das 107 amostras analisadas
71,02% apresentaram se positivas, no PCR das 112 amostras de medula 6ssea
analisadas 91,56% foram positivas. A evidéncia de fatores epidemioldgicos de risco
como, a presenca do parasito circulante e dos vetores levam a acreditar que o
gamba possa estar incluindo no ciclo da transmissédo da Leishmaniose no municipio
de Bauru.

Palavras-chaves: Leishmania sp., Didelphis sp., ELISA, PCR



SANTIAGO, M. E. B. Investigation of Leishmania sp. infection in Didelphis sp.
(Linnaeus, 1756) in Bauru city, Sdo Paulo state. 2007. 62f. Tese (Mestrado)
Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2007.

Abstract

Between March 2005 and February 2006, blood and Bone marrow samples were
collected from 112 Opossums (Didelphis sp.) in the urban region of Bauru city - Sao
Paulo state - Brazil . The objective was to verify the possibilities of these animals to
be the reservoir of Leishmaniasis. Anti- Leishmania sp. antibodies were detected in
serum by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and DNA from
Leishmania sp was detected in bone marrow through polymerase chain reaction
(PCR). The 13A and 13B primers were used to perform the PCR. From 107 samples
analysed with ELISA, 71,02% were positive for Leishmania sp, and positive outcome
of 91,56% was observed by PCR. The evidence of epidemiologic risk factors like, the
presence of a circulating parasite and of vectors leads to the conclusion that
Opossums might be included in the leishmaniasis transmission cycle in Bauru city.

Keywords: Leishmania sp., Didelphis sp., ELISA, PCR
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1 Introducéo

As Leishmanioses sao doencas parasitarias causadas por protozoarios
digenéticos, pertencentes ao género Leishmania (familia Trypanosomatidae), que
pode se apresentar de duas formas: cutanea ou visceral. O numero de novos casos
da forma cutanea por ano, no mundo, esta estimado em torno de 1,5 milhdes e a da
forma visceral em torno de 500 mil. Atualmente estima-se que 12 milhdes de
pessoas estao infectadas no mundo (WHO, 2007).

A doenca esta presente em oitenta e oito paises, com destaque para 0s
continentes Africano, América do Sul, Europa e Asia (DEDET, ).

O género Leishmania engloba dois subgéneros, L. (Leishmania) Ross 1903 e
L. (Viannia) Lainson e Shaw 1987. O subgénero Leishmania inclui as espécies dos
complexos donovani, mexicana e hertigi e o Viannia, o complexo braziliensis
(LAINSON e SHAW, 1987).

Sdo duas as formas ou fases evolutivas do parasito, a promastigota,
alongada, movel, com flagelo livre, normalmente encontrada na luz do trato digestivo
do hospedeiro invertebrado (vetor), e a forma amastigota, que apresenta forma
ovoide, sem flagelo que vive e se multiplica no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (FRANCO, 1990).

O vetor, séo insetos hematéfagos da ordem Diptera, pertencentes a familia
Phebotomidae, sendo a Lutzomyia a principal espécie. O vetor € vulgarmente
conhecido por mosquito palha ou cangalhinha.

Em paises onde o ciclo completo ocorre, a fonte primaria da infeccédo é quase
sempre um animal selvagem e a interacdo do vetor com o reservatorio é o que

determina o padréo epidemiolégico (SHAW, 1988).



O ciclo do parasito inicia-se com a picada do vetor flebotomineo contaminado,
que injeta no hospedeiro vertebrado uma grande quantidade de parasitos na forma
promastigota, os quais sao fagocitados por macrofagos. No interior das células
ocorre a transformacdo para a forma amastigota, dando inicio ao processo de
multiplicacdo até o rompimento da membrana da célula hospedeira, liberando
milhares de parasitos que iniciam o ciclo em novas células (REY, 2001).

No Brasil tem se observado uma diminuicdo da notificacdo de ocorréncias de
leishmaniose tegumentar e visceral entre os anos de 2000 a 2005. No caso da forma
visceral, apesar da diminuicdo, pode-se observar um aumento do niumero de 6bitos
humanos (Ministério da Saude, 2006).

Alguns municipios apresentam tendéncia oposta a registrada aos indices
nacionais, por exemplo, a cidade de Bauru vem registrando um aumento nos casos
humanos de leishmaniose visceral nos ultimos cinco anos.

Bauru tem verificado nos ultimos anos a perda de areas verdes nativas e um
aumento da ocorréncia de animais selvagens no centro urbano, dentre as espécies
de maior ocorréncia, destaca-se o marsupial Didelphis sp.' .

Com o objetivo de verificar a possibilidade do Didelphis sp. estar albergando o
parasito Leishmania sp., foram coletados 112 espécimes no periodo de marco de
2005 a fevereiro de 2006, na cidade de Bauru- SP, para realizar exames

laboratoriais.

L SANTIAGO, M. E. (Parque Zooldgico Municipal de Bauru) Comunicago pessoal, 2006
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1.2 Revisao Bibliografica

A maioria das leishmanioses sdo zoonoses e varias espécies de mamiferos
sdo consideradas reservatorios e mantém, por longos periodos, a Leishmania na
natureza (ASHFORD, 1996). Os reservatorios podem ser mamiferos domeésticos ou
selvagens, ou mesmo humanos.

Diferentes métodos tém sido utilizados para identificacdo dos
reservatorios: a identificacédo direta do parasito (HERRER et al. 1973), a hemocultura
(ALENCAR et al., 1960, FORATTINI, 1960), cultura de visceras (LAINSON et al.,
1982) a inoculacdo de macerado de visceras em hamester (LAINSON et al., 1969;
SILVEIRA et al., 1982), métodos soroldgicos (SILVEIRA et al., 1991, FALQUETO et
al. 1998, CANTOLARA et al. 1999) e mais recentemente métodos moleculares
(FALQUETO et al. 1998, TELLEIRA et al. 1999, LIMA et al., 2002, BRANDAO FILHO
et al., 2003).

Dentre os métodos sorologicos a reacdo de imunoflluorescéncia indireta
(RIFI) (CABRERA et al., 2003) e teste de aglutinacdo direta (VOLTARELLI, 2006)
vem sendo utilizado na avaliacdo de animais selvagens. O teste imunoenzimatico
em fase sélida (ELISA) foi descrito para espécie Cerdocyon thous? (GARCEZ et al.,
1996). Na espécie Didelphis, embora RIFI ja tenha sido descrito (CABRERA et al,
2003), o metodo de ELISA néo foi utilizado anteriormente.

Por volta de 1998 a técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
passou a ser utilizada com mais frequéncia para a identificacdo dos reservatorios de
Leishmania (TELLEIRA et al., 1999; LIMA et al., 2002; BRANDAO - FILHO et al.,

2003; VOLTARELLI , 2006)

? Todos os nomes cientificos que aparecem na revisao bibliografica, foram mantidos conforme aparecem nos
trabalhos originais
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Estudos recentes de Rodrigues et al. (2002) tem mostrado que a reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) esta ficando mais sensivel para deteccdo da
Leishmania sp. do que os testes convencionais. Gontijo e Carvalho (2003) mostram
que a PCR é dotado de alta sensibilidade, sendo capaz de detectar quantidades tao
pequenas quanto 1 fentograma do DNA de uma Leishmania, o equivalente a 1/10 do
parasita e atualmente é um dos testes mais empregados para busca de
reservatorios selvagens de leishmaniose (SILVA et al., 2005, OLIVEIRA et al., 2005,
LIMA et al., 2006).

Gontijo e Carvalho (2003) consideram como hospedeiros vertebrados
silvestres, da forma tegumentar, o0s edentadas (xenarthas), marsupiais,
procionideos, primatas e roedores.

Dentro da ordem dos roedores, diferentes espécies selvagens e domésticas
tém sido descritas como portadoras da Leishmania sp: Rattus rattus alexandrinus
(rato pardo da casa) (ALENCAR et al., 1960); Kannabateomys amblyonyx (rato de
taquara), Cuniculus paca (paca), Dasyprocta azarea (cutia) (FORATTINI et al.,
1960); Akodon arviculoides (rato da mata), Oryzomys nigripes (rato do mato);
(FORATTINI et al.,, 1972); Oryzomy capilo (rato do arroz), Agouti paca (paca)
(HERRER et al., 1973, SILVEIRA et al., 1991), Olygoryzomys sp. (rato catingueiro)
(TELLEIRA et al., 1999), Ototylomys phyllotis (rato pulador de orelha grande),
Ototylomys melanotis (rato-de-orelha-preta), Peromyscus yucatanicus (rato-veado-
de-Yucatan) e Sigmodon hispidus (rato-de-algodédo) (CANTOLARA et al., 1999),
Sigmodon hispidus (rato-de-algodéo) e Rattus rattus (rato preto) (LIMA et al., 2002)

e Olygoryzomys aff. Flavescens (camundongo do mato) (VOLTARELLI, 2006).
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Diferentes espécies do género Proechimys sp. também ja foram encontradas
infectadas por Leishmania sp. (HERRER et al., 1973, SHAW, 1988, FALQUETO et
al., 1998).

Além dos roedores o parasito Leishmania sp. tem sido encontrado em alguns
animais da ordem Carnivora, como, Cerdocyon thous (LAINSON et al., 1969,
SILVEIRA et al., 1982); Nasua nasua (quati); Potos flavus (jupara) e Bassaricyon
gabbii (olingo) (HERRER et al.,, 1973), ; Conepatus chinga rex (cangamba)
(TELLEIRA et al., 1999).

Em primatas as espécies Aotus trivigatus (macaco da noite), Saguinus
geoffroyi (sagii de cara branca) (HERRER et al., 1973); Cebus apella (macaco
prego), Chiroptes satanus (macaco cuxiu) (LAINSONI et al., 1989), também séao
consideradas reservatorios.

Na ordem dos Xenarthras, Leishmania sp. foi encontrada em Bradypus
infuscatus (preguica de trés dedos), Choloepus hoffmanni (preguica de dois dedos),
(HERRER et al., 1973); Dasypus novemcinctus (tatu galinha) (LAINSON et al.,
1982); Choloepus didactylus (preguica de dois dedos) e Bradypus tridactylus
(preguica de trés dedos) (LAINSONI et al. 1989).

Dentre 0os marsupiais a espécie Marmosa robinsoni (gambasinha) (HERRER
et al., 1973) ja foi descrita.

O reservatério selvagem Didelphis sp (gamba) é descrito, a seguir com
maiores detalhes, uma vez que esta espécie foi objeto de pesquisa do presente
trabalho.

Os marsupiais atualmente estéo restritos as regides neotropical e australiana,
na Ameérica do Sul, correspondem a 9,4% do total das espécies de mamiferos

(REIG, 1981).
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Muitas classificacdes foram propostas para os marsupiais ao longo dos anos,
levando-se em conta as formas fosseis e viventes, o pareamento do esperma
epididimal, os caracteres tarsais, entre outras caracteristicas. Lange e Jablonski
(1998) classificam o gamba na Ordem Didelphimorphia (GILL, 1872), familia
Didelphidae Gray (1821), género Didelphis Linnaeus (1758), sendo que a familia
Didelphidae caracteriza-se por apresentar cauda total ou parcialmente desprovida de
pélos, preénsil ou ndo. Cabeca estreita alongada, rinario nu glandular, boca
amplamente fendida até a altura dos olhos. Orelhas de tamanho variavel,
freqientemente sem pélos e membranosas, membros relativamente curtos,
pentadactilos, dedos com unhas encurvadas, sendo o halux oponivel e sem unha,
focinho longo, pontudo e afilado com grandes vibrissas.

No Brasil, as primeiras informacdes sobre o gambda, datam de 1500, época
que o explorador espanhol Vicente Yanex Pinzon, descobre uma fémea lactente e a
leva para Granada, onde a mesma € presenteada aos reis (FRANCO, 1990).

Esses animais adquirem habitos sinantropicos diante do desmatamento,
sendo capturados com frequiéncia nos peri-domicilios e domicilios, tanto nos meios
rurais como urbanos. Apresentam habitos solitarios e noturnos, alimentando-se de
pequenos vertebrados, artropodes, ovos, frutas, portanto, podendo ser classificado
como onivoro (MOTTA, 1988). Maywald et al. (1996) relatam um aumento da
populacdo de marsupiais do género Didelphis no meio urbano. Investigacdes
recentes mostram o grande poder de adaptacdo desta espécie em novos meios e a
talentosa capacidade de achar alimento e lembrar com precisao do local (AUSTAD,
1988).

A relacdo dos didelfideos com os tripanosomatideos parece ser de longa

data, Fernandes et al. (1994 apud DEANE et al.1984) mencionam uma evolucao
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lenta e gradativa do parasitismo nas glandulas anais deste animal, estas glandulas
poderiam ter sido um ponto de passagem da forma monogenética para digenética,
sendo que a explicacdo estaria na protecéo, que o lumen das glandulas ofereceria
aos parasitos, protegendo-os do sistema imune do hospedeiro. A relacdo
hospedeiro-parasita € tdo equilibrada que Lima et al. (2006), mostram em Didelphis
marsupialis uma taxa de contaminacdo de 57,14% por Trypanossoma cruzi, mas a
infeccdo se caracterizou por uma parasitemia extremamente baixa (1 parasito/50
campos de 40X).

Este marsupial foi descrito como possivel reservatorio para leishmaniose por
varios pesquisadores.

Lainson e Shaw (1974) isolaram uma espécie de Leishmania em um exemplar
de D. marsupialis capturado na Amazonia.

Yoshida et al. (1979), isolaram L. mexicana em Didelphis marsupialis
capturado no municipio de Conchas — Sao Paulo, o isolamento foi realizado através
da inoculacdo de macerado de visceras em hamster e caracterizaram a espécie pelo
método bioquimico, Arias e Naiff (1981) consideram este marsupial como
reservatorio natural de L. Vianna guyanensis na regido urbana de Manaus.

Sherlock et al. (1984) relata que embora a espécie Didelphis albiventris tenha
sido encontrada naturalmente infectada com a Leishmania chagasi e L.
amazonensis, 0 seu papel como reservatorio permanece obscuro.

Scorza et al. (1984) examinando D. marsupialis capturados na Venezuela
observaram, por pesquisa direta do parasito, a coinfec¢cdo por Trypanossoma cruzi e

Leishmania sp, sendo o isolamento realizado através de inoculagcdo em hamster.
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Corredor et al. (1989), utilizando os métodos de cultura e eletroforese,
encontraram L. chagasi em 32,4% dos animais examinados, sendo que nenhum
animal apresentava sinal caracteristico aparente da doenca.

Métodos moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase também vem
sendo utilizada para a pesquisa de Leishmania sp no género Didelphis sp. Travi et
al., 1998 capturou exemplares de Didelphis sp. em Colos6 e San Andrés de
Sotavento na Colémbia e através da utilizacdo os primers DB8/AJS3 em amostras
de pele ou baco, encontrou animais infectados por L. chagasi. Zulueta et al., 1999,
trabalhando com os primers J51 e J53 em amostras de sangue, figado, baco de
Didelphis marsupialis isolou Leishmania sp. Brandao-Filho et al. (2003), trabalhando
com utilizando os primers S1/S4 ou S12/S4, em amostras de baco de Didelphis
albiventris, encontraram animais positivos, em Amaraji-PE.

Através de hemoculturas, Voltarelli (2006) pesquisando D. albiventris na
cidade de Maringa — Parana e Lima et al. (2006), pesquisando D. marsupilais no
municipio de Tovar - Venezuela, ndo encontraram animais positivos.

O isolamento do parasito através de meios de cultura € uma pratica dificil,
sendo comum a ocorréncia de contamina¢des, como reporta Garcez et al. (1996),
Brandao-Filho et al., (2003) e Voltarelli, (2006).

Quanto ao vetor, sao insetos hematéfagos da ordem Diptera, pertencente a
familia Phlebotomidae, sendo a Lutzomyia a principal espécie. O vetor é
vulgarmente conhecido por mosquito palha ou cangalhinha. Gontijo e Carvalho
(2003) descrevem como vetores principais da doenca na forma tegumentar:
Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei, Lu. umbratis, Lu. anduzei, Lu. paraensis, Lu.
umbiquitalis, Lu. olmeca e Lu. intermédia dentre outras. Gomes et al. (1986),

consideram a possibilidade do flebotomideo Psychodopygus intermedius atuar na
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transmissdo na regido do Vale do Ribeira. Na forma visceral, Castro (1996)
considera a Lu. Longipalpis o vetor mais importante, sendo encontrado em lugares
rochosos e areas florestais, no ambiente urbano, invade o peri-domicilio, o interior de
residéncias e abrigo de animais domésticos, adaptando-se a variadas temperaturas.
Souza et al. (2003) registra que existem casos de doenca visceral autdoctone em
humanos em areas que nao foram encontrados a Lu. Longipalpis, sendo que nestas
areas foram encontradas as espécies Lu. firmatoi e Lu. migonei, sendo levantada a
hipotese destas espécies apresentarem importancia epidemioldgica na transmissao
de leishmaniose visceral.

No municipio de Bauru foram encontradas as espécies: Lu. longipalpis, Lu.
neivai, Lu. termithophila, Lu. cortelezzi, Lu. lenti, Lu. pessoai e Brumptomia sp.>

A ocorréncia da doenca na espécie humana em Bauru vem aumentando, em
2003 foram registrados 17 casos, em 2004 foram 29 casos, 2005 registrou-se 37 e
em 2006 foram registrados um total de 67 casos, sendo a cidade de Bauru
classificada como municipio em transmissao para Leishmaniose visceral desde

2003%.

¥ MACORIS, M. L.G. (Secretaria de Estado da Salde, Superintendéncia de controle de endemias SR.
11 Marilia) informacéo escrita ndo publicada, 2006

* GOMIERI, C.C.B. (Secretaria Municipal da Satde, Centro de Controle de Zoonoses) informac&o
verbal, 2007
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2 Objetivo

Avaliar se 0 marsupial do género Didelphis sp, encontrado na area urbana e

peri-urbana da cidade de Bauru- SP, poderia ser portador do parasita Leishmania

sp.
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3 Material e Métodos
3.1 Area de estudo

A cidade de Bauru localiza-se na regido centro-oeste do estado de Sdo Paulo
(22° 1853 S e 49° 03" 38" W) com uma area total de 702 km2 e um perimetro
urbano de 120 Km2 (17% da éarea total). A vegetacdo preservada é formada por
cerrado, cerraddo e mata secundaria, num total de 3.770, 50 hectares, o que
representa 14% da area do municipio. O indice pluviométrico varia de 33 mm

(minima) a 286mm (maxima) e a temperatura media é de 23,6°C (PMB, 2007).

3.2 Captura de animais e obtencdo das amostras

As capturas foram realizadas com auxilio de armadilhas de madeira,
especialmente construidas para este fim, (73 cm X 28 cm X 35 cm), captura manual
além de entrega voluntaria realizada pelo Corpo de Bombeiros e pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Como
iscas para as armadilhas foram utilizadas banana, pdo e carne bovina moida. No
periodo de marco de 2005 a fevereiro de 2006, as armadilhas foram montadas, no
inicio da noite, nas areas de matas, nas ruas, residéncias, em cima de arvores e
perto de lixeiras publicas, e eram checadas no amanhecer. Antes da coleta das
amostras, os animais foram examinados quanto a presenca de lesdes sugestivas
para leishmaniose e logo depois receberam o implante do microchip, evitando assim,
duplicidade na coleta das amostras. A obtencdo das amostras foi realizada apés
anestesia com cloridrato de quetamina (30mg/kg) e cloridrato de xilazina (2 mg/kg),
sendo colhido 1,0 ml de sangue da veia caudal e, com auxilio de bloqueio regional
(cloridrato de lindocaina), foram colhidos 100ul de medula 6ssea do fémur com

agulha 40X12 e seringa de 20ml. O material foi depositado em tubo de polipropileno
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de 1,5 ml, estéril, contendo EDTA e conservado a — 20°C até o processamento.
Apés a recuperacdo, o animal era reconduzido ao local de captura ou a um
fragmento de mata. A captura teve a permissdo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, licenca 113/2005) e foi
aprovada pela comissdo de ética da Universidade Estadual Paulista, campus

Aracatuba.

3.3 Pesquisa do parasito

Aproximadamente 10 pl da medula Ossea foram colocadas em tubos
contendo meio de cultura Blood Agar Base (BBA) e a mesma quantidade no meio
RPMI. Os meios de culturas foram colocados na incubadora BOD a 25°C. As
culturas eram checadas com semanalmente, as culturas positivas eram repicadas a
cada 15 dias e as negativas a cada 30 dias.

A pesquisa direta do parasito foi através da realizacao de esfregacos por

aposicado de medula 6ssea e corados por panético rapido.

3.4 ELISA indireto (Enzyme-linked immunosorbent assay)

O teste foi padronizado em bloco. O soro de animais com PCR positivo e
negativo e o soro anti-IgG de Didelphis sp foram diluidos na propor¢éo 1:50, 1:100,
1:200 e 1:400, a proteina A e G foram diluidas na proporcéo de 1:50 e 1:100. As
diferentes diluicoes de proteina A e G, foram testados com todas as diluices dos
soros. A melhor resposta foi obtida com as seguintes diluicbes: soro de gamba
1:200 e anti-IgG de gamba e proteina A a concentracdo 1:100. A proteina G deu

resultado inferior ao obtido com proteina A.
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O teste teve como base o descrito por Lima et al. (2003). As placas de
microtitulacdo (Greiner-bio one microlon 600, German) foram revestidas com
20ug/ml de antigeno total de Leishmania chagasi em 100ul de tampéo (0,05 M de
tampéo carbonato, pH 9,6) e incubadas a 4°C por toda a noite. As placas foram
lavadas com tampdo PBS - 0,05% Tween 20 e blogueadas por 1 hora, a
temperatura ambiente, com 150 ul por poco de uma solucédo de PBS contendo 10%
de soro fetal bovino. Ap6s lavagem com PBS — 0,05% Tween 20 ®, 100 pl das
amostras de soro de gamba, diluidas em PBS — 10% de soro fetal bovino e 0,05%
Tween 20® na concentracéo de 1:200, foram adicionadas a cada poco e incubados
por 1:30 horas, a temperatura ambiente. Apdés a incubacédo, foi realizada nova
lavagem com PBS — 0,05% Tween 20®, sendo entdo adicionado a cada poco, 100 pl
de soro anti-lgG de gamba, produzido em carneiro e diluido em PBS 0,05% Tween
20®, na concentracdo 1:100 e incubadas por 30 minutos. Repetiu-se a lavagem e
adicionou 100 pl de proteina A conjugada a peroxidase, diluido na mesma solucao
anterior, na concentracdo de 1:100 em cada poco. Apos 30 minutos a 37°C, as
placas foram novamente lavadas e reveladas com 100 pl o-phenylenediamine (OPD)
em tampdao de fosfato sédio e acido citrico com peréxido de hidrogénio. A reacao foi
bloqueada com adicao de 50ul de acido cloridrico 1N por poco. A densidade Optica
foi avaliada com o auxilio do leitor automatico Spectra Count (Packard®), com o
comprimento de onda de 490 nm. As amostras foram analisadas em duplicata e em
todas as placas foi adicionado o branco (solucdo de PPS 0,05% com Tween 20%).

Devido a auséncia de reatividade do soro do gamba a proteina A e G,
produziu-se anticorpo anti-IgG de gamba, que foi isolado a partir de um pool de soro

de carneiro previamente imunizado, apOs precipitacdo pelo sulfato de saédio,
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purificacdo em cromatografia de troca i6nica DEAE, e dialise (Laboratério de

zoonoses e doencgas transmitidas por vetores — PMSP).

3.5 Extracdo e amplificacdo de DNA

O DNA obtido da puncéo aspirativa da medula 6ssea foi extraido apos lise,
por congelamento e descongelamento, repetido por 3 vezes, e lavagem em solucéo
tampdo 1x SSC (NaCl 3M, citrato de sodio 0,3M, pH 7,0). Para a digestédo
adicionaram-se 300 pul de solucéo de lise (10% SDS em 0,2M de acetato de sédio) e
20 pg/ml proteinase K. As amostras foram incubadas a 56°C, por 2 horas, e 0 DNA
foi extraido seguindo o método do fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1)
segundo Sambrook, 1989. Apds extracdo o DNA foi re-suspenso em 50 ul de TE
(10mM Tris-HCI pH 8,0, 1nM EDTA pH 8,0) e incubado por 3 minutos a 60°C. O
material foi mantido -20°C até o uso. Foram utilizados os iniciadores 13A (3'GTG
GGG GAG GGG CGT TCT5") e 13B (3'ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTTS)
(RODGERS, 1990) que amplificam um fragmento de 120 pares de base do
minicirculo do género Leishmania sp. A da reacdo da PCR foi realizada em 60 ul
contendo 30 pmol de cada iniciador (Invitrogen ®), 0,2 mM de DNTPs (Invitrogen ®),
1,5 mM de MgCl, (Invitrogen ®), 5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen ®), 50nM de
solucéao buffer, H,O milliq e 100-700 ng de DNA. A amplificacdo foi realizada em
Termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf®) com aquecimento inicial de 95°C
por 5 minutos, seguido de 33 ciclos de: 95°C por 1:30 minutos para desnaturacao,
57°C por 1:30 minutos para o anelamento e 72°C por 2 minutos para extensdo. A
extensao final foi a 72°C por 10 minutos e o produto final armazenado a -20°C até

analise. Para cada reacdo adicionou-se um controle negativo (sem DNA), um
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controle positivo com DNA extraido da cultura de promastigotas de Leishmania
chagasi (MHOM/BROO/MERO02) e dois pesos moleculares.

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em de gel agarose 2%,
seguido por coloracdo com brometo de etidio e visualizacdo em luz UV. As
amostras negativas foram reanalisadas em gel de Poliacrilamida apds a coloracao

pela prata (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

3.6 Estatistica

O teste ndo paramétrico de McNemar comparou a positividade dada pelos
dois métodos de diagnodstico utilizados, PCR e ELISA, e o indice Kappa a
concordancia dos métodos. A interpretacdo da concordancia entre os métodos a
partir dos valores de Kappa foi realizado de acordo com Pereira ( 2001).

As andlises foram realizadas utilizando o programa “Statistical Analysis
System” (SAS) e o gréafico apresentado foi feito com auxilio do programa GraphPad

Prism versao 3.00 para Windows, GraphPad Softwear, San Diego, California, USA.
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4 Resultados

4.1 Animais capturados

Foram capturados 112 espécimes, sendo 102 da espécie Didelphis albiventris
e 10 da espécie D. aurita abrangendo 83,33% da area pesquisada. Nenhum animal
apresentou lesdes suspeitas de leishmaniose ao exame clinico. Nao foi possivel

determinar a origem de trés animais e dois animais foram capturados em area rural.

4.2 Pesquisa de parasitos

Foram observadas formas flageladas em 18,75% das culturas (21/112) e

16,07% (18/112) de formas amastigotas nas laminas.

4.3 PCR
Apresentaram - se positivas 91,56% (103/112) e negativas 8,03%
(09/112) das amostras de medula 6ssea na reacéo. A figura 1 ilustra o resultado da

amplificacdo de algumas amostras.
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Tabela 1- Analise comparativa entre os resultados pareados de PCR e ELISA

PCR
Positivo Negativo Total
ELISA Positivo 72 04 76
Negativo 26 05 31
Total 98 09 107

4.4 ELISA indireto

Foram analisados 107 soros, sendo o ponto de corte estabelecida através da
curva Roc (MedCalc, versdo 9.0.1.1) (anexo 1) o ponto de corte estabelecido foi
aguele que otimizou a sensibilidade e especificidade do ensaio. O ponto de corte foi
estabelecido na densidade 6ptica de 0,349.

Os resultados do teste ELISA mostraram que 28,97% (31/107) apresentaram
valores de densidade Optica abaixo do ponto de corte pré-estabelecido e foram
considerados soronegativos, 71,02% (76/107) apresentaram densidade éptica acima
do corte e foram considerados soropositivos.

A andlise comparativa das 107 amostras pareadas entre PCR e ELISA
mostrou que do total das amostras analisadas, 67,28% foram positivas e 4,67%
foram negativas pelos dois testes, 24,29% foram positivas somente pela PCR,
3,73% somente pelo ELISA (figura 2).

A andlise dos resultados do teste ELISA, considerando a PCR o teste ouro,

mostrou sensibilidade de 73,5% e especificidade de 66,7% (Tabela 1).
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Figura 1 - Produtos da amplificacdo de DNA, por PCR, em gel de agarose a 2%.
Peso Molecular (PM) (Low Mass, Invitrogen); (-) negativo sem DNA; (+):
controle positivo contendo DNA de <cepa de L.(L).chagasi
(MHOM/BROO/MERO2 - Fiocruz BA); 1 a 12 DNA de amostras de
medula éssea de gamba
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Figura 2 - Reacdo sorolégica de amostras de soro de Didelphis sp com resultado
para PCR de medula 6&ssea positivo e negativo em ensaio
imunoenziméatico de fase sdlida contra antigeno total de Leishmania (L.)
chagasi. O ponto de corte da reagéo esté indicado
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4.5 Estatistica
O teste ndo paramétrico de Mcnemar mostrou diferenca estatistica
siginificativa entre a positividade dada pelos métodos ELISA e PCR (P<0,0001). O

valor do Kappa (grau de concordancia) foi considerado fraco (0,1951).
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5 Discusséao

Os animais silvestres sdo importantes reservatorios para as leishmanioses
(JACOBSON et al.,, 2003) e em varias espécies de mamiferos foi observada a
presenca de Leishmania spp. dentre elas, destacam-se roedores, edentatas,
carnivoros, primatas e marsupiais (SHAW e LAINSON, 1987; GRIMALDI e TESH,
1993).

O Didelphis sp. (gamba) pode abrigar tanto as cepas viscerotropicas como as
dermotréficas, (FRANCO, 1990). Infeccdo experimental com L. chagasi em D.
marsupialis mostrou que essa espécie apresenta a doenca sub-clinica (TRAVI et al.,
1998). Os espécimes coletados na cidade de Bauru, ndo apresentavam sinais
clinicos caracteristicos de leishmaniose.

No meio urbano e peri-urbano de Bauru, foram observados 71,02% de
animais positivos no ELISA e 91,56% de positividade na PCR.

O ELISA é um teste comumente empregado em estudos epidemioldgicos e
também utilizado como apoio no diagndstico de diversas doencas entre elas a
leishmaniose visceral (CAMARGO-NEVES et al., 2006).

O uso deste método para deteccdo de anticorpos anti-L (L.) chagasi em
gamba é inédito. Uma pesquisa utilizando outro ensaio sorologico, a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), mostrou cerca de 29% de positividade em Barra
de Guaratiba —RJ (CABRERA et al., 2003) e através da cultura Arias e Naiff (1981)
encontraram 61,9% de animais infectados em Manaus - AM.

A porcentagem de positividade encontrada no ensaio soroldgico realizado nas

amostras obtidas em Bauru foi préxima a taxa observada na pesquisa em Manaus.
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Embora o método de ELISA possa ser util para identificacdo de animais
positivos ele apresenta algumas limitacdes, pois, reacfes cruzadas entre
Leishmania sp e Trypanossoma (ROSARIO et al. 2005; RAMI et al., 2005; NUNES et
al., 2006) e entre Leishmania sp e Babesia (ROSARIO et al. 2005), podem ocorrer
gerando falsa positividade no teste ELISA. E sabido que o género Didelphis pode
servir de reservatorio para os géneros de Trypanossoma (LEGEY et al., 1999 APUD
DEANE et al, 1984, BAR et al., 1999; GRISARD et al., 2000, RUIZ-PINA et al. 2002;
GURGEL-GONCALVES et al., 2004) e Babesia (HERRERA et al., 1991). Também ja
foi demonstrada a infeccdo simultdnea por T. cruzi e L. chagasi em Didelphis
marsupialis (TRAVI et al, 1994).

Na espécie Didelphis, outro inconveniente do ELISA foi a observacdo de
auséncia de reatividade da IgG a proteina A e a proteina G conjugada a peroxidase
sendo necessario a producdo de anti-soro de gambéa em carneiros.

Devido as dificuldades dos testes soroldgicos métodos moleculares como a
técnica da PCR tem sido utilizada com sucesso no diagnostico de leishmaniose em
reservatorios (ZULUETA et al., 1999), caracterizando a presenca do DNA do
parasito e oferecendo também, uma outra apresentacdo da epidemiologia da
doenca, o que é dificil quando meios diagnosticos convencionais sao utilizados
(TRAUB et al., 2005). A porcentagem de animas positivos em Bauru (82,14%) é
muito maior que as porcentagens observadas por outros pesquisadores como
Zulueta et al. (1999) que observaram 7% de positividade ao PCR em amostras de
sangue, figado e baco de gambas na Venezuela, Telleria et al. (1999) que né&o
observaram gambas positivos em Cajuata (Bolivia), e Branddo-Filho et al. (2003)
que observaram 13,3% em Amaraji - PE pesquisando em baco. A alta positividade

observada no presente estudo pode estar associada a escolha da medula 0ssea,
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para pesquisa e ndo sangue. Mello e Teixeira (1984) observaram que a medula
0ssea € um dos locais onde se encontra maior quantidade de formas amastigotas.

A andlise comparativa dos dois métodos mostrou que existiram amostras
positivas na PCR, porém negativas no ELISA, essa observacdo pode estar
associada a baixa carga parasitaria presente no tecido analisado, pois correlacao
positiva entre o titulo de anticorpos no soro e a carga parasitaria ja foi relatada em
cades (REIS et al, 2006). A reacdo da PCR pode apresentar positividade com a
presenca de baixo numero de parasitas, mas a producdo de anticorpos sO é
estimulada por uma carga antigénica maior. A positividade observada no ELISA em
amostras negativas pela PCR pode ser explicada pela reatividade cruzada dos
anticorpos a outros antigenos, ainda ndo avaliada nas amostras utilizadas.

A comparacdo da positividade dada pelos dois testes mostrou diferenca
estatistica significativa indicando que o método molecular se caracteriza como a
melhor técnica para a identificacdo de animais positivos

A alta positividade de infeccdo observada em gambas sugere a participacéo
desta espécie no ciclo de transmissdo na leishmaniose, a identificacdo das cepas de
Leishmania sp circulantes nos gambas, nos cdes e no homem por técnicas
bioquimicas e moleculares pode confirmar tal hipotese. Tal fato, € ainda ratificada
por um estudo que mostrou a preferéncia alimentar do vetor Lu. evansi pelo
Didelphis marsupialis quando comparado com Sciurus granatensis, Heteromys
anomalus e Zygodontomys brevicaudata (ADLER et al., 2003).

A observacéo de alta frequéncia de gambas na area urbana sugere que tal
espécie poderia estar promovendo a ligacao entre o ciclo silvestre e o doméstico da

doenca devido a convivéncia proxima ao cao.
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Considerando varios fatores como: a presenca de grande niamero de espécies
de Lutzomyia sp. na cidade; o carater sinatropico do gamba; a presenca desde 1999
de espécimes no meio urbano de Bauru®; o compartilhamento do alimento do c&o
pelo gamba; e também, que a doenca no cdo normalmente precede a doenca em
humanos (NEVES, 2001, ZAPATA, 2002), poderia ser considerada a hipotese que a
migracdo do gamba para o centro urbano de Bauru influenciou a ocorréncia da

leishmaniose visceral neste meio.

6 Concluséo

Observou-se indicios de alta taxa de infeccdo por Leishmania sp. na espécie

Didelphis sp., 0 que sugere a participacdo desta espécie no ciclo epidemiologico da

doenca na cidade de Bauru, SP, Brasil
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Anexo : Roc curve

Variable Test
Classification variable Diagnosis

Positive group

diagnosis =1
Sample size 98
Negative group
diagnosis =0
Sample size 9
Disease prevalence (%) unknown
Area under the ROC curve 0,753
Standard error 0,071

95% Confidence interval 0,661 to 0,832
Significance level P (Area=0.5) 0,0003

Criterion  Sensitivity 95% ClI Specificity 95% CI +LR -LR
>=0,022  100,0 96,3-100,0 0,0 0,0-33,8 1,00
>0,022 99,0 94,4 -99,8 0,0 0,0-33,8 0,99
>0,026 98,0 92,8 - 99,7 11,1 1,8-48,3 1,10 0,18
>0,0925 98,0 92,8 - 99,7 22,2 3,5-59,9 1,26 0,09
>0,1235 91,8 84,5-96,4 22,2 3,5-59,9 1,18 0,37
>0,13 91,8 84,5 -96,4 33,3 7,9 -69,9 1,38 0,24
>0,1845 86,7 78,4 - 92,7 33,3 7,9-69,9 1,30 0,40
>0,21 86,7 78,4 -92,7 44,4 14,0- 78,6 1,56 0,30
>0,274 77,6 68,0 - 85,4 44,4 14,0 - 78,6 1,40 0,51
>0,289 77,6 68,0 - 85,4 55,6 21,4-86,0 1,74 0,40
>0,348 73,5 63,6 - 81,9 55,6 21,4 -86,0 1,65 0,48
>0,349 735 63,6- 81,9 66,7 30,1-92,1 2,20 0,40
>0,4945 54,1 43,7 - 64,2 66,7 30,1-92,1 1,62 0,69
>0,499 53,1 42,7 - 63,2 77,8 40,1-96,5 2,39 0,60
>0,5065 52,0 41,7 - 62,2 77,8 40,1-96,5 2,34 0,62
>0,516 51,0 40,7 - 61,3 88,9 51,7 - 98,2 4,59 0,55
>0,546 46,9 36,8-57,3 88,9 51,7 -98,2 4,22 0,60
>0,552* 46,9 36,8 -57,3 100,0 66,2 - 100,0 0,53
>2,359 0,0 0,0-3,7 100,0 66,2 - 100,0 1,00

+LR:Positive likelihood ratio
-LR :Negative likelihood ratio
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Resumo

No periodo de marco de 2005 a fevereiro de 2006, coletaram-se
amostras de sangue e medula 6ssea de 112 gambas (Didelphis sp.) na regiédo
urbana e peri-urbana de Bauru,estado de Séo Paulo, Brasil, com o objetivo de
verificar a possibilidade destes animais atuarem como reservatérios de
Leishmaniose. Foram detectados, anticorpos anti — Leishmania sp. em
amostras de soro pela técnica de ensaio imunoenzimatico em fase sdlida
indireto (ELISA) e através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). A
amplificacdo de fragmento de DNA de Leishmanis sp, utilizando os primers 13A
e 13B, das 112 amostras de medula 0ssea revelou 91,56% de positividade. Do

total de 107 amostras analisadas no ensaio ELISA, 71,02% apresentaram se
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positivas. A evidéncia de fatores epidemiologicos de risco como, a presenca
do parasito circulante e dos vetores levam a acreditar que o gambéa possa estar
incluindo no ciclo da transmisséo da Leishmaniose no municipio de Bauru.

Keywords: Leishmania sp., Didelphis sp., ELISA, PCR

1. Introducéao:

A leishmaniose € causada por um parasito digenético, podendo
apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania
envolvida (Gontijo et al.; 2003). No Brasil, a forma dermotrofica € causada por 6
espécies de Leishmania do complexo Leishmania Vianna (Basano e Camargo;
2004) e a forma visceral é provocada pela L. chagasi, do complexo L.
(Leishmania) donovani (Gontijo et al.; 2004). Na cidade de Bauru, Sado Paulo,
Brasil, a leishmaniose tegumentar americana foi registrada pela primeira vez
em 1908, durante o desmatamento para construcdo da estrada de ferro
noroeste do Brasil (Genaro, 2003), sendo que nesta época recebeu o nome de
Ulcera de Bauru.

Em 2002, registraram-se os primeiros casos da forma visceral em cées,
e em 2003, os primeiros casos humanos. Apesar das medidas de controle
adotadas pelo governo municipal, o registro de ocorréncias de casos humanos
aumentou sendo registrados no ano de 2006 a ocorréncia 65 casos com 04
obitos. Como uma das medidas de controle, a eutanasia foi realizada em 4452
cées, sendo 27% com diagnostico positivo confirmado laboratorialmente, 55%
com sintomas classicos de leishmaniose visceral e 18% devido a outros

agravos (Centro de Controle de Zoonoses, 2006, dados nao publicados).
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O municipio apresenta areas de fragmento florestal que vem sofrendo
grande pressdo antropica, ocasionando um aumento da ocorréncia de animais
selvagens no perimetro urbano, que por sua vez ao encontrar alimento farto e
facil, constituem o meio urbano como seu habitat. Verifica se também em
Bauru, a presenca de varias espécies de Lutzomia, sendo que a Lu. longipalpis
teve o primeiro registro em 2002.

O marsupial Didelphis sp. (Linnaeus,1758), conhecido como gamba ou
mucura, € um animal extremamente adaptado a diferentes ambientes, e
considerado um sucesso evolucionario (Legey et al.; 1999). Este animal tem
sido frequentemente encontrado no municipio de Bauru em areas de mata e no
meio urbano, habitando residéncias, hospitais, industrias e edificios.

No Brasil, o Didelphis sp. ja foi encontrado naturalmente infectado por
Leishmania sp. em Manaus- AM (Arias et al,1981), na Barra de Guarituba — RJ
(Cabrera et al. 2003) e Amaraji-PE (Brandao-Filho et al.; 2003). No entanto,
apesar da ocorréncia da doenca no estado de Sdo Paulo, nenhum estudo
avaliou esta espécie como possivel reservatorio.

Através da identificacdo e do conhecimento da biologia dos reservatorios
naturais, medidas de controle mais eficientes poderdo ser tomadas. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o género Didelphis sp. como um possivel

reservatorio de Leishmania sp. na area urbana e peri-urbana de Bauru.

2. Material e métodos
2.1. Area de estudo
A cidade de Bauru localiza-se na regido centro-oeste do estado de Séo

Paulo (22° 1853 S e 49° 03" 38" W) com uma area total de 702 km2 e um
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perimetro urbano de 120 Kmz2 (17% da é&rea total). A vegetacdo preservada €
formada por cerrado, cerraddo e mata secundaria, num total de 3.770, 50
hectares, 0 que representa 14% da area do municipio. O indice pluviométrico
varia de 33 mm (minima) a 286mm (maxima) e a temperatura média € de

23,6°C (www.bauru.sp.gov.br).

2.2. Captura de animais e obtencdo das amostras

As capturas foram realizadas com auxilio de armadilhas de madeira,
especialmente construidas para este fim, (73 cm X 28 cm X 35 cm), captura
manual além de entrega voluntéaria realizada pelo Corpo de Bombeiros e pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Como iscas para as armadilhas foram utilizadas banana, pao e carne
bovina moida. No periodo de marco de 2005 a fevereiro de 2006, as
armadilhas foram montadas, no inicio da noite, nas areas de matas, nas ruas,
residéncias, em cima de arvores e perto de lixeiras publicas, e eram checadas
no amanhecer. Antes da coleta das amostras, os animais foram examinados
quanto a presenca de lesbes sugestivas para leishmaniose e logo depois
receberam o implante do microchip, evitando assim, duplicidade na coleta das
amostras. A obtencdo das amostras foi realizada ap0s anestesia com
cloridrato de quetamina (30mg/kg) e cloridrato de xilazina (2 mg/kg), sendo
colhido 1,0 ml de sangue da veia caudal e, com auxilio de bloqueio regional
(cloridrato de lindocaina), foram colhidos 100ul de medula 6ssea do fémur com
agulha 40X12 e seringa de 20ml. O material foi depositado em tubo de
polipropileno de 1,5 ml, estéril, contendo EDTA e conservado a — 20°C até o

processamento. ApOs a recuperacao, o animal era reconduzido ao local de
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captura ou a um fragmento de mata. A captura teve a permissdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA,
licenca 113/2005) e foi aprovada pela comissdo de ética da Universidade

Estadual Paulista, campus Aracatuba.

2.3 Pesquisa do parasito

Aproximadamente 10 ul da medula éssea foram colocadas em tubos
contendo meio de cultura Blood Agar Base (BBA) (Walton et al., 1977) (Difco
B45) e a mesma quantidade no meio (RPMI). Os meios de culturas foram
colocados na incubadora BOD a 25°C. As culturas eram checadas com
semanalmente, as culturas positivas eram repicadas a cada 15 dias e as
negativas a cada 30 dias.

A pesquisa direta do parasito foi através da realizacao de esfregacos por

aposicado de medula 6ssea e corados por panotipo rapido (Diff quick).

2.4. ELISA indireto (Enzyme-linked immunosorbent assay)

O teste teve como base o descrito por Lima et al (2003). As placas de
microtitulacdo (Greiner-bio one microlon 600, German) foram revestidas com
20pg/ml de antigeno total de Leishmania chagasi em 100ul de tampé&o (0,05 M
de tampéao carbonato, pH 9,6) e incubadas a 4°C por toda a noite. As placas
foram lavadas com tampé&o PBS — 0,05% Tween 20 e bloqueadas por 1 hora, a
temperatura ambiente, com 150 pl por poco de uma solucdo de PBS contendo
10% de soro fetal bovino. Apds lavagem com PBS — 0,05% Tween 20 ©, 100 pl
das amostras de soro de gamba, diluidas em PBS — 10% de soro fetal bovino e

0,05% Tween 20® na concentracdo de 1:200, foram adicionadas a cada poco e
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incubados por 1:30 horas, a temperatura ambiente. Apdés a incubacao, foi
realizada nova lavagem com PBS — 0,05% Tween 20®, sendo entdo adicionado
a cada poco, 100 ul de soro anti-lgG de gamba, produzido em carneiro e
diluido em PBS 0,05% Tween 20®, na concentracdo 1:100 e incubadas por 30
minutos. Repetiu-se a lavagem e adicionou 100 pl de proteina A conjugada a
peroxidase, diluido na mesma solugcéao anterior, na concentracdo de 1:100 em
cada poco. Apdés 30 minutos a 37°C, as placas foram novamente lavadas e
reveladas com 100 pl o-phenylenediamine (OPD) em tampéao de fosfato sédio e
acido citrico com peroxido de hidrogénio. A reacao foi bloqueada com adicéo
de 50ul de acido cloridrico 1N por poco. A densidade 6ptica foi avaliada com o
auxilio do leitor automatico Spectra Count (Packard®), com o comprimento de
onda de 490 nm. As amostras foram analisadas em duplicata e em todas as
placas foi adicionado o branco (solucdo de PPS 0,05% com Tween 20%).
Devido a auséncia de reatividade do soro do gamba a proteina A e G,
produziu-se anticorpo anti-lgG de gamba, que foi isolado a partir de um pool de
soro de carneiro previamente imunizado, apds precipitacdo pelo sulfato de
sodio, purificacdo em cromatografia de troca idnica DEAE, e dialise

(Laboratoério de zoonoses e doencas transmitidas por vetores — PMSP).

2.5 Extracdo e amplificacdo de DNA

O DNA obtido da puncédo aspirativa da medula 0ssea foi extraido apos
lise, por congelamento e descongelamento, repetido por 3 vezes, e lavagem
em solucdo tampéao 1x SSC ( NaCl 3M, citrato de sédio 0,3M, pH 7,0). Para a
digestdo adicionaram-se 300 ul de solucdo de lise (10% SDS em 0,2M de

acetato de sédio) e 20 pg/ml proteinase K. As amostras foram incubadas a
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56°C, por 2 horas, e o DNA foi extraido seguindo o método do
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) segundo Sambrook, 1989. Apés
extracdo o DNA foi re-suspenso em 50 ul de TE (10mM Tris-HCI pH 8,0, 1nM
EDTA pH 8,0) e incubado por 3 minutos a 60°C. O material foi mantido -20°C
até o uso. Foram utilizados os iniciadores 13A (3’GTG GGG GAG GGG CGT
TCT5') e 13B (3'ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT5") (Rodgers, 1990) que
amplificam um fragmento de 120 pares de base do minicirculo do género
Leishmania sp. A da reacdo da PCR foi realizada em 60 ul contendo 30 pmol
de cada iniciador (Invitrogen ®), 0,2 mM de DNTPs (Invitrogen ®), 1,5 mM de
MgCl, (Invitrogen ®), 5 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen ®), 50nM de
solucéo buffer, H,O millig e 100-700 ng de DNA. A amplificacédo foi realizada
em Termociclador Mastercycler gradiente (Eppendorf®) com aquecimento inicial
de 95°C por 5 minutos, seguido de 33 ciclos de: 95°C por 1:30 minutos para
desnaturacao, 57°C por 1:30 minutos para o anelamento e 72°C por 2 minutos
para extensdo. A extensao final foi a 72°C por 10 minutos e o produto final
armazenado a -20°C até analise. Para cada reacdo adicionou-se um controle
negativo (sem DNA), um controle positivo com DNA extraido da cultura de
promastigotas de Leishmania chagasi (MHOM/BROO/MERO2) e dois pesos
moleculares.

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em de gel agarose

2%, seguido por coloracdo com brometo de etidio e visualizacdo em luz UV.

2.6 Estatistica
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O teste ndo paramétrico de McNemar comparou a positividade dada
pelos dois métodos de diagndstico utilizados, PCR e ELISA, e o coeficiente

Kappa o grau de concordancia.

3. Resultados
3.1 Animais capturados

Foram capturados 112 espécimes, sendo 102 da espécie Didelphis
albiventris e 10 da espécie D. aurita abrangendo 83,33% da area pesquisada.
Nenhum animal apresentou lesdes suspeitas de leishmaniose ao exame
clinico. Nao foi possivel determinar a origem de trés animais e dois animais

foram capturados em area rural.

3.2 Pesquisa de parasitos
Foram observadas formas flageladas em 18,75% das culturas (21/112) e

16,07% (18/112) de formas amastigotas nas laminas.

3.3. ELISA indireto

Foram analisados 107 soros, sendo o0 ponto de corte estabelecida
através da curva Roc (MedCalc, verséao 9.0.1.1) o ponto de corte estabelecido
foi aquele que otimizou a sensibilidade e especificidade do ensaio. O ponto de
corte foi estabelecido na densidade 6ptica de 0,349.

Os resultados do teste ELISA mostraram que 28,97% (31/107)
apresentaram valores de densidade Optica abaixo do ponto de corte pré-

estabelecido e foram considerados soronegativos, 71,02% (76/107)
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apresentaram densidade O6ptica acima do corte e foram considerados
soropositivos.

A analise comparativa das 107 amostras pareadas entre PCR e ELISA
mostrou que do total das amostras analisadas, 67,28% foram positivas e 4,67%
foram negativas pelos dois testes, 24,29% foram positivas somente pela PCR,
3,73% somente pelo ELISA (figura 2).

A andlise dos resultados do teste ELISA, considerando a PCR o teste

ouro, mostrou sensibilidade de 73,5% e especificidade de 66,7% (Tabela 1).

3.4. PCR
Apresentaram - se positivas 91,56% (103/112) e negativas 8,03%
(09/112) das amostras de medula Ossea na reacdo. A figura 1 ilustra o

resultado da amplificacdo de algumas amostras.

3.5. Estatistica
O teste ndo paramétrico de Mcnemar mostrou diferenca estatistica
siginificativa entre a positividade dada pelos métodos ELISA e PCR. O valor do

Kappa (grau de concordancia) foi considerado pobre (0,1951).

4. Discussao

Os animais silvestres sao importantes reservatérios para as leishmanioses

(Jacobson et al., 2003) e em véarias espécies de mamiferos foi observada a

presenca de Leishmania spp. dentre elas, destacam-se roedores, edentatas,
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carnivoros, primatas e marsupiais (Shaw & Lainson, 1987; Grimaldi & Tesh,
1993).

O Didelphis sp. (gambd) pode abrigar tanto as cepas viscerotropicas
como as dermotroficas, (Franco, 1990). Infeccdo experimental com L. chagasi
em D. marsupialis mostrou que essa espécie apresenta a doencga sub-clinica
(Travi et all, 1998).

No meio urbano e peri-urbano de Bauru, foram observados 71,02% de
animais positivos no ELISA e 91,56% de positividade na PCR.

O ELISA €& um teste comumente empregado em estudos
epidemiolégicos e também utilizado como apoio no diagnostico de diversas
doencas entre elas a leishmaniose visceral (Camargo-Neves et al, 2006).

O uso deste método para deteccéo de anticorpos anti-L (L.) chagasi em
gamba é inédito. Uma pesquisa utilizando outro ensaio soroldgico, a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), mostrou cerca de 29% de positividade em
Barra de Guaratiba —RJ (Cabrera et al, 2003) e através da cultura Arias e Naiff
(1981) encontraram 61,9% de animais infectados em Manaus - AM.

A porcentagem de positividade encontrada no ensaio soroldgico
realizado nas amostras obtidas em Bauru foi parecida a observada na pesquisa
em Manaus.

Embora o método de ELISA possa ser util para identificacdo de animais
positivos ele apresenta algumas limitacdes, pois, reacdes cruzadas entre
Leishmania sp e Trypanossoma (Rosario et al.,2005; Rami et al., 2005; Nunes
et al., 2006) e entre Leishmania sp e Babesia (Rosario et al.,2005), podem
ocorrer gerando falsa positividade no teste ELISA. E sabido que o género

Didelphis pode servir de reservatorio para os géneros de Trypanossoma
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(Deane et al, 1984 in Legey et al., 1999, Bar et al., 1999; Grisard et al., 2000,
Ruiz-Pina et al. 2002; Gurgel-Goncalves et al., 2004) e Babesia (Herrera et al.,
1991). Também ja foi demonstrada a infec¢cdo simultanea por T. cruzi e L.
chagasi em Didelphis marsupialis (Travi et al,1994).

Na espécie Didelphis, outro inconveniente do ELISA foi a observacédo de
auséncia de reatividade da IgG a proteina A e a proteina G conjugada a
peroxidase sendo necessario a producao de anti-soro de gamba em carneiros.

A técnica da PCR tem sido utilizada com sucesso no diagnostico de
leishmaniose em reservatorios (Zulueta et al., 1999), caracterizando a presenca
do DNA do parasito e oferecendo também, uma outra apresentacdo da
epidemiologia da doenca, o que é dificli quando meios diagndsticos
convencionais séo utilizados (Traub et al., 2005). A porcentagem de animas
positivos em Bauru (74,12%) € muito maior que as porcentagens observadas
por outros pesquisadores como Zulueta et al. (1999) que observaram 7% de
positividade ao PCR em amostras de sangue, figado e baco de gambas na
Venezuela, Telleria et al. (1999) que ndo observaram gambas positivos em
Cajuata (Bolivia), e Brandao-Filho et al. (2003) que observaram 13,3% em
Amaraji - PE pesquisando em baco. A alta positividade observada no presente
estudo pode estar associada a escolha da medula 6ssea, para pesquisa e nédo
sangue. Mello e Teixeira (1984) observaram que a medula 0ssea e 0 baco séo
os locais em que se encontra maior quantidade de formas amastigotas.

A analise comparativa dos dois métodos mostrou que existiram amostras
positivas na PCR, porém negativas no ELISA, essa observacdo pode estar
associada a baixa carga parasitaria presente no tecido analisado, pois

correlacéo positiva entre o titulo de anticorpos no soro e a carga parasitaria ja
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foi relatada em cées (Reis et al, 2006). A reacdo da PCR pode apresentar
positividade com a presenca de baixo nimero de parasitas, mas a producao de
anticorpos s6 € estimulada por uma carga antigénica maior. A positividade
observada no ELISA em amostras negativas pela PCR pode ser explicada pela
reatividade cruzada dos anticorpos a outros antigenos, ainda ndo avaliada nas
amostras utilizadas.

A comparacdo da positividade dada pelos dois testes ndo mostrou
diferenca estatistica significativa indicando que ambos podem ser (teis para a
identificacdo de animais positivos

A alta positividade de infeccdo observada em gambas sugere a
participacdo desta espécie no ciclo de transmissdo na leishmaniose. Tal
hipotese é ratificada por um estudo que mostrou a preferéncia alimentar do
vetor Lu. evansi pelo Didelphis marsupialis quando comparado com Sciurus
granatensis, Heteromys anomalus e Zygodontomys brevicaudata (Adler et al.,
2003).

A observacéao de alta frequiéncia de gambas na area urbana sugere que
tal espécie poderia estar promovendo a ligacdo entre o ciclo silvestre e o
domeéstico da doenca devido a convivéncia proxima ao cao.

Considerando varios fatores como: a presenca de grande numero de
espécies de Lutzomyia sp. na cidade; o carater sinatropico do gambd; a
presenca desde 1999 de espécimes no meio urbano de Bauru (Zoologico
Bauru — dado ndo publicado); o compartilhamento do alimento do cdo pelo
gamba; e também, que a doenca no cado normalmente precede a doenca em

humanos (Neves, 2001, Zapata, 2002), poderia ser considerada a hipotese que
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a migracdo do gamba para o centro urbano de Bauru influenciou a ocorréncia
da leishmaniose visceral neste meio.

Em conclusdo, observamos indicos de alta taxa de infeccdo por
Leishmania sp. no Didelphis sp. o que sugere que tal espécie estaria

participando do ciclo epidemioldgico da doenca na cidade de Bauru, SP, Brasil.
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Tabela 1: Analise comparativa entre os resultados pareados de PCR e ELISA.

PCR
Positivo Negativo Total
Positivo 59* 12 71
ELISA :
Negativo 21 15 36
Total 80 27 107

A 2 PV

e
i

120 nb

Figura 1: Produtos da amplificacdo de DNA, por PCR, em gel de agarose a 2%.
Peso Molecular (PM) (Low Mass, Invitrogen); (-) negativo sem DNA,; (+):
controle positivo contendo DNA de cepa de L.(L).chagasi
(MHOM/BROO/MERO2 - Fiocruz BA); 1 a 12 DNA de amostras de medula
0ssea de gamba.
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Figura 2. Reacdo soroldgica de amostras de soro de Didelphis sp com
resultado para PCR de medula dssea positivo e negativo em ensaio
imunoenzimético de fase sodlida contra antigeno total de Leishmania (L.)

chagasi. O ponte de corte da reacdo esté indicado.
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