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Resumo. O municipio de funa—ES é classificado como regido endémica para leishmaniose
tegumentar americana e fronteirica com regides endémicas para leishmaniose visceral do
Estado de Minas Gerais. Quatorze cées identificados com chips numéricos subcutaneo
foram vacinados com vacina comercial contra leishmaniose visceral ao final do ano de
2014, com trés doses da respectiva vacina e ndo sendo revacinados durante o ano 2015.
Estes cdes foram monitorados durante o ano 2015 e nenhum animal desenvolveu quadro
clinico para leishmaniose visceral ou tegumentar. Foi realizado o teste de ELISA com o
soro destes animais frente aos antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
infantum chagasi e antigeno vacinal A2, e encontrou-se que 64,2% e 85,7% e 100% foram
positivos frente aos respectivos antigenos. Assim também se conclui que pela técnica de
ELISA indireta convencional com os antigenos utilizados ndo é possivel diferenciar
animais vacinados e animais assintomaticos, o que indica reagdo cruzada, pois 0S SOros
positivos para antigeno vacinal A2 também sdo positivos para antigenos de cultura de L.
braziliensis e L. chagasi.
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Serological evaluation of dogs vaccinated with commercial vaccines
against visceral leishmaniasis in the municipality of luna — ES after
one year of vaccination

Abstract. The municipality of funa — ES is classified as an endemic region for American
tegumentary leishmaniasis and bordered with endemic regions for visceral leishmaniasis
of the State of Minas Gerais. Fourteen dogs identified with subcutaneous numeric chips
were vaccinated with a commercial vaccine against visceral leishmaniasis by the end of
2014, with three doses of the respective vaccine and not being revaccinated during the year
2015. These dogs were monitored during the year 2015 and no animals developed clinical
symptoms for visceral or tegumentary leishmaniasis. The ELISA test was performed with
the serum of these animals against the antigens of Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania infantum chagasi and A2 vaccine antigen, and it was found that 64.2% and
85.7% and 100% were positive antigens, indicating that the animals remain immunized.
Thus, it is also concluded that the conventional indirect ELISA technique with the antigens
used cannot differentiate vaccinated and asymptomatic animals, which indicates a cross
reaction, since sera positive for A2 vaccine antigen are also partially positive for L.
braziliensis and L. chagasi culture antigens.

Keywords: ELISA, tegumentary leishmaniasis, visceral leishmaniasis, vaccine

PUBVET v.13, n.6, a352, p.1-5, Jun., 2019


https://doi.org/10.31533/pubvet.v13n4a352.1-5
http://www.pubvet.com.br/
mailto:marcos.zanini@ufes.br
http://lattes.cnpq.br/5751338660537348
http://lattes.cnpq.br/4726664251127665
http://lattes.cnpq.br/3781586053342780
http://lattes.cnpq.br/8388754861911449

Almeida et al. 2

Evaluacién seroldgica de perros vacunados con vacunas comerciales
contra leishmaniasis visceral en el municipio de luna — ES después
de un afo de vacunacion

Resumen. El municipio de funa — ES es clasificado como region endémica para
leishmaniosis tegumentar americana y fronteriza con regiones endémicas para
leishmaniasis visceral del Estado de Minas Gerais. Catorce perros identificados con chips
numéricos subcuténeos fueron inmunizados con vacuna comercial contra leishmaniasis
visceral al final del afio 2014, con tres dosis de la respectiva vacuna y no siendo
revacunados durante el afio 2015. Estos perros fueron monitoreados durante el afio 2015 y
ningun animal desarroll6 en el cuadro clinico para leishmaniasis visceral o tegumentar. Se
realizd la prueba de ELISA con el suero de estos animales frente a los antigenos de
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania infantum chagasi y antigeno vacunal A2, y
se encontro que el 64,2%, el 85,7% y el 100% fueron positivos frente a sus respectivos
antigenos, indicando que los animales siguen inmunizados. Asi también se concluye que
por la técnica de ELISA indirecta convencional con los antigenos utilizados no es posible
diferenciar animales vacunados y animales asintomaticos, lo que indica reaccion cruzada,
pues los sueros positivos para antigeno vacunal A2 también son parcialmente positivos
para antigenos de cultivo de L. braziliensis y L. chagasi.

Palabras clave: ELISA, leishmaniasis tegumentar, leishmaniasis visceral, vacuna

Introducéo

A leishmaniose é uma zoonose, de grande importancia médica para o homem, causada por
protozoarios do género Leishmania que, dependendo dos fatores da espécie, influenciam a sua evolucéo
e prognostico da infeccdo. Dois fatores importantes estdo envolvidos nesta situacéo, sendo a habilidade
de algumas cepas de Leishmania serem resistentes aos efeitos microbicidas dos macréfagos ativados e
sua capacidade de esquivar-se da resposta imune do hospedeiro, sendo que a resposta imune celular é
considerada mais protetora do que a resposta humoral (Grimaldi & Tesh, 1993).

De acordo com o Ministério da Saude (Brasil, 2016), no ano de 2016 foram relatados 12.690 novos
casos de leishmaniose tegumentar e 3.200 novos casos de leishmaniose visceral com respectivo
coeficiente de deteccgdo de 6,16 e 1,55 casos a cada 100.000 habitantes com maior incidéncia na regido
Norte e Nordeste, respectivamente.

O estudo das vacinas contra a leishmaniose vem ocorrendo devido aos avangos no esclarecimento
dos mecanismos imunoldgicos que controlam a infeccdo. Esta espécie apresenta uma homologia
genética antigénica com outras espécies de Leishmania, sendo assim, 0 uso de vacinas pan-Leishmania
é sugerido (Carvalho et al., 2002; Mendonga et al., 2006; Pinheiro et al., 2018).

O objetivo do trabalho foi avaliar a resposta sorolégica de cdes vacinados frente a vacina comercial
contra leishmaniose visceral na area de luna — ES depois de mais de um ano de vacinagéo utilizando a
técnica de ELISA indireta, visto que esta técnica apresenta alta sensibilidade para a determinacgdo de
anticorpos para Leishmania spp. (Barroso-Freitas et al., 2009; Madeira et al., 2003; Ribeiro et al., 2007),
sendo utilizados antigenos de Leishmania (L.) chagasi, Leishmania (Viannia) braziliensis e antigeno
vacinal composto de proteina recombinante A2, oriunda de L. donovani proveniente da préopria vacina
comercial.

Material e métodos

Quatorze cées identificados com chips numéricos subcutaneo foram vacinados com vacina comercial
contra leishmaniose visceral ao final do ano de 2014, com trés doses da respectiva vacina e ndo sendo
revacinados durante o ano 2015. Estes cées foram monitorados durante o ano 2015 e nenhum animal
desenvolveu quadro clinico para leishmaniose visceral ou tegumentar. No ano 2016 foi coletado, em
tubos contendo EDTA, o sangue dos 14 cées imunizados. Estes tubos foram centrifugados a 1,500g por
5 minutos, dessorados e armazenados a -20° C até a utilizacdo para a técnica de ELISA indireta.
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Foram cultivadas amostras de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e L. (L.) chagasi
(MHOM/BR/1974/PP75) em meio de cultura Schneider’s Insect Medium Sigma® em estufa BOD na
temperatura de 25°C. Dessas amostras, foram extraidos antigenos soldveis segundo Ribeiro et al. (2007),
usando ciclos de congelamento e descongelamento e técnica de sonicacdo na fase estacionaria da cultura.
Para o antigeno vacinal, a parte liofilizada foi reconstituida conforme a recomendacdo do fabricante,
seguido da adigdo da vacina reconstituida em um novo frasco de vacina, permitindo uma solugdo 2X
concentrada. Em seguida, foi feita a centrifugagdo a 15,0009 por uma hora e coleta do sobrenadante.

Foi utilizado a técnica modificada de ELISA indireta segundo Ribeiro et al. (2007) resumidamente
abaixo descrita para detectar anticorpos vacinais na presenca de antigeno de L. chagasi, L. braziliensis
e fracdo soluvel vacinal, fixados em placas de poliestireno com 96 pocgos. Para antigeno de Leishmania
chagasi, L. braziliensis e Ag. vacinal foram utilizadas a concentracdo de 0.7, 0.13 e 0.2 mg/mL,
respectivamente, diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato, pH 9.6, em uma propor¢do de 1:100. A
técnica consistiu em fixar o antigeno solvel nos pogos da placa por 12 horas a 4°C seguido de lavagem
(4x) com solucéo de NaCl e 0.05% Tween 20. Apo6s a etapa de fixacao foi realizado o bloqueio contendo
616 pL soro fetal bovino (SFB) e 10 mL de PBS-1X para evitar rea¢des inespecificas com 100uL/poco
desta solucéo e incubado por 45 minutos a 37°C. A seguir, lavou-se 2 vezes com solugdo tampéo de
lavagem. Em seguida foi adicionado os soros caninos a serem avaliados no volume de 100uL/poco
diluidos a 1:40 em PBS-T. Apds 45 minutos de incubacédo a 37°C as placas foram lavadas cinco vezes e
em seguida foram adicionados 100uL/pogo de anti-lgG de cdo conjugada a peroxidase (Sheep anti-dog
IgG2 HRP conjugated) (A40-121P, Bethyl Laboratory Inc., Montgomery, TX) diluida a 1:5000 em PBS-
T. Apos incubagdo por 45 minutos a 37°C, foram realizadas novamente cinco lavagens. A revelagdo foi
feita com 100uL/pogo de solugdo contendo 2uL de perdxido de hidrogénio (H202) a 30% e 1mg de
orto-fenilenodiamina (OPD/SIGMA) em 10 mL de tampéo citrato-fosfato (acido citrico — C6H807;
fosfato de sodio dibasico — Na2HPO4) pH 5,0 com incubacdo a 37°C por 10 minutos. A reagdo €
interrompida apds os 10 minutos com 32uL de solugcdo de H2SO4 2,5M por pogo e a placa lida
imediatamente em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 490nm. A determinacdo da
reatividade baseou-se em leituras superiores ao ponto de corte (cut off) calculado como a média da
densidade 6tica dos soros de 3 cdes negativos (controles negativos) mais duas vezes o desvio-padrao da
densidade Otica desses soros (Tannus et al., 2007). As analises estatisticas finais foram feitas usando o
teste T em um nivel de significancia de 0.05.

Resultados e discussado

Para os diferentes antigenos utilizados na técnica de ELISA foram feitas as médias da absorbancia
das triplicatas das amostras e analisadas de acordo com o ponto de cut-off para determinar se € positivo
ou negativo, sendo o cut-off 0.313, 0.359 e 0.339 para o antigeno de L. braziliensis, L. chagasi e vacinal,
respectivamente. Em todos os testes foram utilizados soros de animais infectados por LTA como
controles positivos. Os resultados finais e absorbancias apresentam-se nas tabelas 1 e 2. Devemos
inicialmente considerar que todos os animais foram vacinados e que eventualmente podem ter sofrido
desafio natural por L. braziliensis no ambiente vinculado por flebotomineos infectados, logo, para haver
resultados mais precisos, os animais deveriam permanecer em ambientes controlados, entretanto ndo
deveriam reagir frente a L. chagasi uma vez que ndo existe registro desta forma da enfermidade na
regido ou mesmo a presenca do flebotomineo tradicionalmente transmissor.

Inicialmente, a partir dos resultados obtidos, verificou-se que no uso do antigeno de L. braziliensis e
L. chagasi, 64,2% e 85,7% foram positivos, respectivamente, enquanto que 100% dos animais foram
positivos frente ao antigeno vacinal. Primeiramente, isto indica que todos os animais testados ainda
estdo imunizados depois de um ano de vacinagao.

Ademais, isto também mostra uma maior presenca de epitopos comuns entre antigenos vacinais e L.
chagasi, visto que a vacina é pretendida para uma protegdo contra leishmaniose visceral. Além disso, a
sequéncia génica da proteina A2 ndo se encontra em L. braziliensis (Ghedin et al., 1997).

Trés dos cinco animais negativos no ELISA para o antigeno L. braziliensis apresentaram-se positivos
no ELISA com antigeno L. chagasi (60%), do qual a densidade dptica de L. chagasi se apresentou
numericamente maior, mas estatisticamente irrelevante (P = 0,26). Isto mostra que o antigeno de L.
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chagasi apresentou maior sensibilidade no teste de ELISA para os animais vacinados, pelo mesmo
motivo ja discutido no paragrafo anterior.

Tabela 1. Resultados da técnica de ELISA frente aos trés antigenos.

Amostra Absort_aé}ncig L. Resu!t._ado L Absorbénc!a L. Resultado_ L. Absorbépcia Ag. Resultqdo Ag.

braziliensis braziliensis chagasi chagasi Vacinal vacinal
1 0.931 £0.021 Positivo 0.956 +0.053 Positivo 1,213 +0.042 Positivo
2 0.443 £ 0.035 Positivo 0.676 + 0.052 Positivo 0.683 + 0.026 Positivo
3 0.171+£0.024 Negativo 0.439 £0.031 Positivo 0.716 £ 0.077 Positivo
4 0.364 +0.029 Positivo 0.421 +0.009 Positivo 0.833 +0.108 Positivo
5 0.321 £0.029 Positivo 0.745 £ 0.037 Positivo 0.649 +0.078 Positivo
6 0.744 £0.039 Positivo 0.732 £0.047 Positivo 1,119 +0.041 Positivo
7 0.196 +0.026 Negativo 0.649 +0.032 Positivo 0.863 £ 0.004 Positivo
8 0.329 £ 0.036 Positivo 0.651 +£0.048 Positivo 0.515 + 0.050 Positivo
9 0.183 +0.042 Negativo 0.481 +0.050 Positivo 0.551 + 0.026 Positivo
10 0.215+0.014 Negativo 0.266 + 0.003 Negativo 0.433 +0.030 Positivo
11 0.460 £ 0.068 Positivo 0.574 £0.043 Positivo 0.683 + 0.046 Positivo
12 0.618 £ 0.099 Positivo 0.654 +0.058 Positivo 0.985+0.129 Positivo
13 0.656 £ 0.048 Positivo 0.909 £ 0.059 Positivo 1,115 £ 0.010 Positivo
14 0.267 £ 0.060 Negativo 0.330 £0.011 Negativo 0.487 + 0.060 Positivo

Média da densidade dptica a 595nm + desvio padrdo da média.

Tabela 2. Resultados condensados dos testes de ELISA.

Antigeno Positivos Negativos
L. braziliensis 9 (64,2%) 5 (35,7%)
L. chagasi 12 (85,7%) 2 (14,3%)
Ag. vacinal 14 (100%) 0 (0%)
Conclusao

Primeiramente, conclui-se que todos 0s animais testados ainda estdo imunizados depois de um ano
de vacinacdo. Entretanto, com o resultado encontrado desta reatividade cruzada entre o antigeno vacinal
A2 e as duas espécies de Leishmania usadas, constata-se que o teste utilizado ndo consegue diferenciar
animais vacinados de infectados, e, dessa forma, op8e a informacdo do fabricante da vacina, afirmando
gue animais imunizados ndo produzem resposta soroldgica frente aos testes de ELISA indireto rotineiros
para diagndstico de leishmaniose. Portanto, é fundamental que o animal vacinado seja devidamente
registrado, pois posteriormente ao fazer um teste de ELISA indireto convencional com os antigenos de
L. braziliensis ou L. chagasi, este animal sera falsamente considerado infectado assintomatico.
Entendemos que para dirimir dividas entre animais vacinados ou assintomaticos, particularmente para
L. chagasi, uma alternativa seria 0 uso de antigenos mais especificos ou testes moleculares, como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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