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AVALIACAO FIiSICA, QUIMICA, MICROBIOLOGICA E PESQUISA DE
ANTICORPOS ANTI-IgG EM URINA DE CAES (Canis familiaris) (LINNAEUS,
1758) NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi
(CUNHA & CHAGAS, 1937)
Resumo

Na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) mudancas nos padrdes da urina e a presenca
de anticorpos anti-Leishmania sp. podem refletir uma lesao glomerular imunomediada.

O objetivo deste estudo foi avaliar os aspectos fisicos, quimicos e microbiolégicos da
urina, e também, verificar a presenca de anticorpos anti-Leishmania na urina de caes
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi, utilizando a técnica de
cistocentese. Foram coletadas amostras de urina de 20 cdes sorologicamente positivas
para Leishmania sp. pelo teste ELISA. Das 20 amostras, 70% apresentaram alteragdes
na cor, seguidas por alteracdes nos valores de pH (45%) e presenca de proteinas e
sangue (50%). Microorganismos foram isolados em 35% das amostras de urina, com
prevaléncia de Staphylococus spp (20%), Shigella sonnei,(15%), Streptococus spp, (5%)
e Providencia stuartii (5%). Por outro lado, o teste ELISA foi executado em 22
amostras de urina utilizando dilui¢des seriadas (1:100, 1:50 e 1:25). Os resultados
mostraram que 4,54% das amostras foram positivas em dilui¢des de 1:50 e 1:25. Estes
dados mostraram que a determinacdo de proteinas e sangue, como também, a cistite
podem ser sinais sugestivos para avaliar a LVC, mas também indicou que a deteccdo de
anticorpos na urina de cdes com LVC pode ser uma boa ferramenta no diagndstico,
entretanto, maiores estudos devem ser realizados para estimar a sensibilidade e

especificidade a fim de utilizar este tipo de teste.

Palavras-chave: Calazar Canino, Deposicdo de Imunocomplexos, Urindlise,

Urocultura.



AVALIACAO FIiSICA, QUIMICA, MICROBIOLOGICA E DA PRESENCA DE
ANTICORPOS ANTI-IgG EM URINA DE CAES (Canis familiaris) (LINNAEUS,
1758) NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi
(CUNHA & CHAGAS, 1937)

Abstract
In Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) changes of urine patterns and the presence of
anti-Leishmania sp. antibodies in it may reflect an immunomediated glomerular lesion.
The goal of this study was to evaluate the physical, chemical and microbiological
aspects of urine and also verify the presence of anti-Leishmania antibodies in the urine
of dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi by using cystocentesis.
Urine specimens were collected from 20 dogs, which all of them were serologically
positive for Leishmania sp by ELISA test. Out of 20 samples, 70% showed different
patterns of colors, follow by pH values changes (45%) and protein and blood contents
(50%). Microorganisms were isolated in 35% of urine samples, with prevalence of
Staphylococus spp. (20%), Shigella sonnei (15%), Streptococus spp. (5%) and
Providencia stuartii (5%). On the other hand ELISA test was run in 22 samples by
using serial dilutions (1:100, 1:50 and 1:25). The results showed that 4.54 % of the
samples were positive at dilutions of 1:50 and 1:25. These data showed that protein and
blood contents determination and the cystitis could be sugestive signs to evaluate in
CVL, but also indicated the detection of antibodies in urine of CVL may be a good tool,

but the sensibility and specificity must to be estimate in order to use this kind of test.

Key-words: Canine Kala azar, Deposition of Immune Complex, Urinalysis, Uroculture
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose Visceral Canina é uma doenca sistémica com grande potencial
zoondtico e ampla distribuicdo no territério nacional, causada por protozodrios de
género Leishmania (GONTIJO e MELO, 2004; DANTAS-TORRES e BRANDAO-
FILHO, 2006; AGUIAR et al., 2007).

No curso da doenga, a intensidade das manifestacdes clinicas (SANTA ROSA e
OLIVEIRA, 1997) apresentadas estdo associadas ao tipo de resposta, celular ou
humoral, (CIARAMELLA e CORONA, 2003; IKEDA-GARCIA ¢ MARCONDES,
2007) desenvolvida pelo hospedeiro. Sendo assim, essas as alteracdes imunoldgicas tem
como conseqiiéncia uma grande formacdo de imunocomplexos circulantes (NOLI,
1999; FEITOSA et al., 2000) que irdo se depositar nas paredes de vérios Orgdos
causando um processo inflamatério (FEITOSA, 2001; SILVA, 2007).

O envolvimento renal, na LVC, é tido como uma sequela natural
(CIARAMELLA et al., 1997), sendo estabelecida de lesao glomerular (LUVIZOTTO,
2006) e tubular (TAFURI et al., 1989) desenvolvidos pela deposicao de
imunocomplexos (POLI et al., 1991; FERRER, 1999), proporcionando um aumento na
barreira de filtragcdo glomerular, permitindo assim a passagem de substancias de alto
peso molecular (SARTORI et al., 1987; BAKOUSH et al., 2001; ZATELLI et al.,
2003), incluindo imunoglobulinas séricas (SOLANO-GALEGO et al., 2003).

Por outro lado a les@o renal pode resultar em doenga severa com complicagdes
sist€émicas (FEITOSA, 2001), particularmente infec¢des secunddrias como cistites
bacterianas (LUVIZOTO, 2006).

Em funcdo do aumento de novos casos de LVC (BORASCH e NUNES, 2007),
aliado a escassez de dados sobre a utilizagdo da urindlise e de métodos de diagndsticos
ndo invasivos na LVC, objetivou-se, nesse trabalho, avaliar os aspectos fisicos,
quimicos e microbioldgicos e pesquisa de anticorpos anti-IgG em urina de cies

infectados naturalmente por Leishmania (Leishmania) chagasi.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Leishmaniose Visceral Canina

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC), também conhecida como calazar
canino ¢ uma zoonose (FERRER, 1999; BRASIL, 2003; RIBEIRO, 2005a) com ampla
distribuicdo geogréfica (ALVES e FAUSTINO, 2005).

A doenca tem como agente causal nas Américas o protozodrio Leishmania
(Leishmania) chagasi, o qual se encontra inserido no complexo Leishmania donovani
(FEITOSA, 2000), sendo transmitido para os hospedeiros susceptiveis por insetos

hemato6fagos da espécie Lutzomyia longipalpis, por ocasido do repasto sanguineo

(NOLL 1999).

A LVC tem mostrado que sua importancia estd relacionada nao sé com o
aumento da sua prevaléncia, mas também, pela sua ocorréncia em dreas nao endémicas
(PARANHOS-SILVA et al., 1996; MILES et al., 1999; ALVES e BEVILACQUA,
2004). Em funcdo de seu espectro clinico e transmissibilidade, no Brasil, a doengca vem
representando um grave problema de saide publica (CAMARGO et al.,, 2007;
MACHADO et al., 2007; RIBEIRO, 2007).

Desta forma os cides domésticos representam os principais reservatorios da L.
chagasi no ambiente domiciliar para leishmaniose visceral (SANTA ROSA e
OLIVEIRA, 1997; POCALI et al.,, 1998; FEITOSA et al., 2000; FEITOSA 2001;
RIBEIRO, 2005b), sendo de grande importancia na manuten¢do do ciclo da doenga
(MILES et al., 1999), em funcdo da freqiiéncia e abundancia do parasitismo cutaneo,
assim como da alta prevaléncia da doenca na populacio canina (THOME, 1999;
FEITOSA, 2000; RIBEIRO e MICHALICK, 2001). Contudo, vale a pena ressaltar que
a intensidade do parasitismo ndo estd associada diretamente ao quadro clinico,
(THOME, 1999; SAO PAULO, 2003).

A doengca nos cdes caracteriza-se pela infeccdo do sistema fagocitico
mononuclear (NOLI, 1999), podendo se apresentar de forma cronica, sub-aguda e ainda
sob forma aguda em 5% dos caes (CIARAMELLA e CORONA, 2003), entretanto, o
aparecimento dos sinais clinicos pode variar de meses a vérios anos (SANTA ROSA e
OLIVEIRA, 1997; NOLI, 1999; FEITOSA, 2001), em fun¢do da imunocompetencia
apresentada pelo hospedeiro (FERRER et al., 1995; BONATES, 2003), o que acarreta
uma disseminacdo do parasita no organismo, levando ao aparecimento de lesdes

inflamatérias generalizadas (MARTfNEZ—MORENO et al., 1995), bem como, uma
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grande producdo de anticorpos circulantes, resultando na formagdo e deposicdo de
imunocomplexos em vérios 6rgaos (NOLI, 1999), notadamente os rins.

Por outro lado, a desordem imunoldgica causada pela doenga pode favorecer a
ocorréncia de doengas oportunistas tais quais pneumonias bacterianas, dermatopatias
(CAVALCANTTI et al., 2004) e cistites (FEITOSA, 2001; CAVALCANTI et al., 2005;
LUVIZOTTO, 2006).

Os sinais clinicos da LVC sdo pouco especificos como emagrecimento
FEITOSA et al., 2000; CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1992; NOLI, 1999;
SLAPPENDEL, 1988), diminuicao ou perda do apetite, dermatopatias (HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al., 1987; FERRER, 1999; BLAVIER et al., 2001; FEITOSA, 2001;
CIARAMELLA e CORONA, 2003; FEITOSA, 2006), diarréia (FERRER, 1999;
BLAVIER et al., 2001; CIARAMELLA e CORONA, 2003), febre irregular, apatia
(SLAPPENDEL, 1988), lesdes oculares (FERRER, 1999; CIARAMELLA e
CORONA, 2003; FULGENCIO et al., 2004; BRITO et al., 2006; EUGENIO et al.,
2006), epistaxe (FERRER, 1999), anemia (CIARAMELLA e CORONA, 2003),
linfoadenomegalia (FEITOSA, 2001), esplenomegalia, hepatomegalia (VALLADARES
et al., 1997; NOLI, 1999, FEITOSA, 2001; GIUNCHETTI et al., 2004; LUVIZOTTO,
2006), emaciacdo e onicogrifose (FERRER, 1999; BONATES, 2003; ALVES e
FAUSTINO, 2005). Além destes sinais, outras formas clinicas atipicas, incluindo
desordens cardiovasculares, respiratérias (LUVIZOTTO, 2006; GONCALVES et al.,
2003), neurolégicas e miusculo-esqueléticas (FEITOSA, 2000, FEITOSA, 2001;
VINUELAS et al., 2001; BLAVIER et al., 2001; LIMA et al., 2003; RIBEIRO, 2005a;
FEITOSA, 2006), tem sido relatadas no calazar canino.

O acometimento do sistema renal, intersticial e/ou glomerular e tubular (POLI et
al.,, 1991) também tém sido observado na LVC, particularmente a glomerulonefrite
proliferativa, membranoproliferativa difusa e nefrite intersticial (FERRER, 1992;
TAFURI et al., 2001; NOVAES, 2005), as quais freqiientemente pode estar associadas
ao 6bito na LVC (SLAPPENDEL, 1988; FERRER, 1999; CIARAMELLA e CORONA,
2003).

As lesdes renais sdo decorrentes da deposi¢do de imunocomplexos circulantes
que se depositam na membrana basal glomerular (LUVIZOTTO, 2006), se
diferenciando de acordo com a resposta imune apresentada pelo hospedeiro (SOARES

et al., 2005).
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Esses padroes de lesdo glomerular na LV (NIETO et al., 1992; TAFURI et al.,
2001; COSTA et al., 2003) podem comprometer o sistema urindrio (FEITOSA et al.,
2000; SALGADO-FILHO et al., 2003; NOVAES, 2005), bem como, proporcionar o
aumento da permeabilidade na barreira de filtragdo glomerular (SARTORI et al., 1987;
KOHANTESB et al., 1987).

Sendo assim, proteiniria (SOLANDO-GALEGO et al, 2003) e
immunoglobulinas tem sido detectadas em urina de caes com calazar (SARTORI et al.,

1987).

2.2 Métodos de diagnéstico na LVC

O diagnéstico da LVC deve ser feito de maneira criteriosa, em virtude da
inespecificidade de sinais clinicos (FEITOSA, 2001; SUNDAR e RAIL 2002; GONTIJO
e MELO, 2004), e a grande porcentagem de caes assintomaticos (FERRER, 1999).

Existem trés categorias de testes utilizados no diagndstico da LVC a seguir: os

métodos parasitolégicos, sorolégicos, e os moleculares.

O método parasitologico € confirmado pela observacdo direta de formas
amastigotas livres ou dentro do citoplasma de macréfagos obtidos através de aspiragdo
de linfonodos, baco e medula d6ssea (CIARAMELLA e CORONA, 2003), biopsia
hepdtica, isolamento em meio de cultura, isolamento em animais susceptiveis (SANTA
ROSA e OLIVEIRA, 1997), raspados de lesdes cutdneas e pele integra para exame
citolégico (ALVES e FAUSTINO, 2005). Em alguns casos, a técnica de
imunohistoquimica pode ser aplicada para aumentar a sensibilidade e especificidade
para a deteccdo do antigeno em tecidos e biopsias de linfonodos (FERRER, 1999).

Ainda pode ser realizado o isolamento do agente em meio de cultura mediante
diluicdo do material aspirado de medula 6ssea, baco e figado em solugdo salina e
inoculacido no meio Novy, Mc Neal e Nicolle (NNN) e Liver Infusion Triptofane (LIT),
como a inoculacdo intraperitoneal em animais de laboratério (SANTA-ROSA e
OLIVEIRA, 1997).

Apesar de ser um método simples e de certeza, o diagndstico parasitolégico é
invasivo e traumadtico, requerendo técnico treinado para sua realizacdo e a leitura
microscopica (SUNDAR e RAI, 2002), além de possuir baixa sensibilidade na detec¢ao

do parasito. Por outro lado, os métodos imunolégicos tém seu uso bastante facilitado
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por serem menos invasivos, mais pritico e por ter como base a detec¢do de
imunoglobulinas especificas (CARVALHO NETA, 2006).

Entre os métodos soroldgicos destaca-se a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), ensaio imunoenzimadtico (ELISA), fixacdo do complemento, teste de aglutinacao
direta (TAD) (BRASIL, 2003), Imunoeletroforese (FEITOSA et al., 2000), Immunoblot
e Imunocromatografia (LIRA, 2005).

Apesar de ser um método diagndstico reconhecido como padrdo ouro
(GRANDONI, 1999; BRASIL, 2003), e ser bastante utilizada no diagndstico da
Leishmaniose visceral canina (LVC), a RIFI apresenta reagdes cruzadas com outras
doencas e baixa sensibilidade (CARVALHO NETA, 2006), além disso, a dificuldade de
aplicagdo em inquéritos epidemioldgicos (MANCIANTI et al., 1995) tem sido
limitantes ao emprego desta técnica.

Por outro lado, o teste de ELISA ¢é rdpido e de ficil execucgao e leitura sendo um
pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI (GONTIJO e MELO,
2004), além de possuir maior reprodutibilidade (MANCIANTI et al., 1995).

Apesar das divergéncias quanto a confiabilidade do RIFI e ELISA, essas duas
técnicas sdo recomendadas pelo Ministério da Saude para avaliacdo da soroprevaléncia
em inquéritos caninos amostrais e censitdrios, o ELISA estd recomendado para triagem
de caes sorologicamente negativos e a RIFI para confirmagao de caes sororeagentes ao
teste ELISA (BRASIL, 2003).

Entretanto, a presenca de anticorpos ndo estd restrita ao soro sanguineo, sendo
descrita no humor aquoso e liquido cerebroespinhal (GARCIA-ALONSO et al.,1996),
bem como na urina (ISLAM et al., 2002; SOLANO-GALEGO et al., 2003, HATAM et
al., 2007).

Dentre os métodos moleculares, a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
permite a amplificagdo do 4cido desoxirribonucleico (DNA) do parasito possuindo
desta forma a sensibilidade e especificidade préximas a 100% (FERRER, 1999;
LUVIZOTTO, 2005). A extracdo do DNA pode ser realizada a partir de amostras de
tecidos do paciente, incluindo medula 6ssea, sangue, aspirado de linfonodos e

bidpsia cutanea (MELO, 2004), e também no vetor (MANNA et al., 2004).
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2.3 Urinalise na LVC

O sistema urindrio participa da manuten¢do da homeostase corporal através da
eliminacdo de residuos metabdlicos, de 4gua e outras substancias pela urina (GARCIA-
NAVARRO, 2005). Contudo, o trato urindrio dos animais de companhia ¢é
freqiientemente desafiado por microrganismos tanto da microbiota normal quanto da
patogénica.

Na LVC, apesar do envolvimento renal em funcdo da formacdo e deposiciao de
imunocomplexos ser um achado freqiiente (SOARES et al., 2005; COSTA et al., 2003),
estudos sobre a repercussao desses aspectos na urindlise t€ém sido pouco relatados.

De um modo geral, a urindlise de caes infectados por Leishmania sp. apresenta
alteracdes inespecificas, apesar de proteiniria (NIETO et al., 1992; FEITOSA et al.,
2000; TAFURI, et al., 2001; SOLANO-GALLEGO et al., 2003; COSTA et al., 2003)
hematiria (GARCIA-NAVARRO, 2005) e/ou leucocituria terem sido frequentemente
descritas (SALGADO-FILHO et al., 2003; NOVAES, 2005). Por outro lado,
cilindruria foi observado na LVC (NOVAES, 2005).

A presenca de cilindros leucocitérios, cristais fosfato amorfo, células epiteliais e
leucécitos também tem sido raramente reportada na literatura em cdes com infec¢do
natural por Leishmania sp. (GARCIA-NAVARRO, 2005; NOVAES, 2005).

Apesar da urina armazenada na bexiga ser normalmente estéril (LULICH e
OSBORNE, 1997), a desordem imunolégica causada pela doenca pode acarretar no

aparecimento de infec¢des oportunistas como a cistite (LUVIZOTTO, 2006; NOVAES,
2005).
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3- OBJETIVOS

3.1- GERAL
e Avaliar os aspectos fisicos, quimicos e microbioldgicos e da presenca de

anticorpos anti-IgG em urina de cdes infectados naturalmente por

Leishmania (Leishmania) chagasi.

3.2- ESPECIFICOS

e Caracterizar as alteracdes fisico quimicas em cdes naturalmente

infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi.

¢ Identificar bactérias presentes na urina de caes com LVC.

e Detectar a presenca de anticorpos na urina de caes naturalmente

infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi através do teste ELISA.
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CAPITULO 1

ASPECTOS FISICOS, QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS DE URINA DE
CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi
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ASPECTOS FiSICOS, QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS DE URINA DE
CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi

Resumo

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) também conhecida como Calazar é
causada por L. chagasi e os sinais clinicos como doenga renal sdo sugestivos de uma
resposta imunomediada. O objetivo desse trabalho foi avaliar os exames fisicos,
quimicos e microbiolégicos da urina de cdes com infeccdo natural de Leishmania
(Leishmania) chagasi. Amostras de urina foram coletadas por cistocentese de 20 caes,
os quais foram sorologicamente positivos para Leishmania sp. pelo teste ELISA.
Alteragdes urindrias na coloragdo da urina foram visibilizadas em70% das amostras,
seguida pela modificacdo do pH (45%) e presenca de proteina e sangue (50%). Os
resultados da urocultura revelaram que 35% das amostras foram positivas, com
prevaléncia de Staphylococus spp. (20%), Shigella sonnei (15%), Streptococus spp.
(5%) e Providencia stuartii (5%). Esses achados demonstram que a pesquisa de proteina
e sangue na urina de animais com LVC pode ser uma ferramenta importante para avaliar
o envolvimento renal, e que em dreas endémicas para LVC, cdes com quadros de

cistites, a sorologia para o calazar canino deve ser realizada.

Palavras-chave: Urinalise, Calazar Canino, Urocultura
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PHYSICAL, CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL EXAMINATION OF
URINE FROM DOGS WITH NATURAL INFECTION OF Leishmania

(Leishmania) chagasi

Abstract

Canine visceral leishmaniasis (CVL) as know as Canine Kala-Azar is caused by
Leishmania (Leishmania) chagasi and the clinical signs such as renal failure are
suggestive of an immunomediated response. The aim of this study was to evaluate the
physical, chemical and microbiological aspects of urine from dogs with natural infection
of L (L) chagasi. Urine specimens were collected by cystocentesis from 20 dogs, which
all of them were serologically positive for Leishmania sp by ELISA test. Out of 20
samples, 70% showed different patterns of colors, follow by pH values changes (45%)
and protein and blood contents (50%). Microorganisms were isolated in 35% of urine
samples, with prevalence of Staphylococus spp. (20%), Shigella sonnei (15%),
Streptococus spp. (5%) and Providencia stuartii (5%). These data showed that the
protein and blood contents determination is an important tool to evaluate the renal

involvement in CVL. On the other hand dogs with cystitis must be evaluate to CVL.

Key-words: Urinalysis , Canine Kala-Azar, Urine Culture
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ASPECTOS FiSICOS, QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS DE URINA DE
CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi

4.1 Introducao

A leishmaniose visceral canina ¢ uma doengca imunomediada, causada pelo
protozodrio Leishmania (Leishmania) chagasi, parasito intracelular obrigatério das
células do sistema fagocitico mononuclear (NOLI, 1999).

A evolucdo da doengca é determinada pela competéncia imunoldgica do
hospedeiro (GOTO e LINDOSO, 2004), a qual pode acarretar numa formacgao de grande
quantidade de imunocomplexos circulantes que irdo se depositar nas paredes dos vasos,
olhos e articulagdes (SLAPPENDEL, 1988), podendo resultar em complicacdes
sist€émicas, particularmente infec¢des secunddrias, sepse e hipotensdo (SLAPPENDEL e
FERRER, 1998; COSTA et al., 2003).

O envolvimento renal, intersticial e/ou glomerular € um acometimento bem
conhecido das infec¢des produzidas pela L. donovani em animais experimentais
(COUNCILMAN, 1898; CARAVACA et al., 1991), assim como na LVC (FERRER,
1999; COSTA et al., 2003; SOARES et al., 2005).

Em funcdo do aumento do nimero de casos de LVC, e manifestacdes
compativeis com doenga renal, o objetivo desse trabalho foi avaliar os aspectos fisico-
quimicos e microbiologicos de cades naturalmente infectados por Leishmania

(Leishmania) chagasi.

4.2 Material e Métodos

Foram coletadas amostras de urina de 20 animais sorologicamente positivos para
Leishmania (Leishmania) chagasi, de ambos os sexos, de racas e idades variadas,
provenientes do Municipio de Tamandaré, Microrregidao da Mata Meridional do Estado
de Pernambuco.

A urina foi coletada através do método de cistocentese de acordo com a
metodologia proposta por Coles (1984), utilizando-se seringa' e agulha® descartdveis,

apo6s o que foi mantida sob refrigeracao a temperatura de 4°C durante o periodo maximo

! Seringa descartaveis - 20 (ml), Becton Dickson
2 Agulhas descartdveis - 40 x 12 mm, Becton Dickson

33



de quatro horas até o processamento. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério
de Doencas parasitarias da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) para
realizacdo da urindlise. Foram determinados a bilirrubina total direta, urobilinogénio,
corpos cetdnicos, glicose, proteinas totais, nitrito, pH, densidade, hemadcias e leucocitos
utilizando fitas reagentes3 seguindo as instru¢des do fabricante. Para o exame do
sedimento urindrio, centrifugou-se 10 ml da urina por cinco minutos a 271g, em
seguida, o sobrenadante era desprezado e o sedimento examinado em microscépio
optico. Utilizando como referencia os parametros de normalidade descritos por Garcia-
Navarro (2005).

Para realiza¢do da urocultura, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério
de Bacterioses da UFRPE, sendo semeadas em dgar’ Sangue ovino (5%) desfibrinado e
dgar MacConkey’, e mantidos 2 temperatura de 37°C por 24-48 horas. Ap6s o periodo
de incubagcdo as bactérias isoladas foram submetidas aos métodos classicos de
identificacdo de acordo com sua morfologia através da coloracdo de Gram e posterior
identificacdio em microscopio Optico com objetiva de 40x. Em seguida, para
identificacdo das bactérias Gram negativas, estas foram semeadas em caldo dgar Infusao
Cérebro Coragﬁo(’ (BHI), mantidos a temperatura de 37°C por 24 horas, sendo realizado
o teste bioquimico em 4dgar Triplice-acticar-ferro’ (TSI), dgar Citrato Simmons®, agar
SIM’, Lisina'’, Vermelho de Metila'! (VM) e Voges Proskauer'” (VP).

4.3 Resultado e Discussao

Os resultados da urindlise e da urocultura nas amostras de urina de caes
naturalmente infectados por L. (L.) chagasi serdo descritos na Tabela 1.

Na urindlise observou-se que 70% (14/20) das amostras apresentaram alteragao,
tendendo para o amarelo ambar. Contudo, o odor sui generis predominou em 100% das
amostras. Os resultados aqui encontrados foram semelhantes aqueles descritos por
Novaes (2005) que observou alteragdes na cor da urina em 75% dos cdes naturalmente

infectados por Leishmania (L.) chagasi.

? Fita reagente marca Labtest

4 Agar base - Marca Biobrés

> Agar MacConkey - Marca Biobrés

¢ Agar Infusio Cérebro Coragiio - Marca Difco
7 Agar Triplice-Agticar-Ferro - Marca Difco

8 Agar Citrato Simmons — Marca MBiolog

® Agar SIM- Marca Eximlab

!0 Lisina - Marca Inlab

"' Vermelho de Metila - Marca Nuclear

12 Voges Proskauer - Marca Agel
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Em relacdo a turbidez, 25% (5/20) das amostras tinham aspecto turvo e 5%
(1/20) secregdo branco-leitosa.

A intensidade da cor da urina é diretamente proporcional a concentragdo de
urocromo, estando relacionada a estados patoldgicos. Por outro lado, a turvacao da urina
e a secrecdo branco-leitosa estdo associadas a presenca cilindros, bactérias, cristais,
leucécitos, entre outros (PACHECO, 1998).

Os resultados da avaliacdo da densidade mostraram uma variacao entre 1.000 a
1.030. Apesar desse método ndo fornecer um valor preciso nem ser sensivel as
alteracoes sofridas pela densidade, seu aumento estid associado a patologias que
provocam uma diminui¢do da filtragdo glomerular ou incapacidade do rim em eliminar
agua, dentre elas, as nefrites agudas e glomerulonefrites. Por outro lado, a diminui¢do
da densidade urindria pode ser decorrente de processos renais cronicos (GARCIA-
NAVARRO, 2005).

O envolvimento renal intersticial e/ou glomerular é conhecido como uma
seqiiela de caes infectados naturalmente por L. (L.) chagasi (POLI et al., 1991; NOLI,
1999), sendo atribuido a deposi¢dao de imunocomplexos e intenso infiltrado inflamatério
plasmocitirio (TAFURI et al., 1989; FEITOSA et al., 2000; SOARES et al., 2005),
podendo levar o animal a morte (CIARAMELLA et al., 1997; POCALI et al., 1998;
FERRER, 1999).

O pH urindrio estava ligeiramente dcido em 45% (9/20) das amostras urindrias.
De acordo com Meyer et al. (1995) nos carnivoros e onivoros o pH da urina pode variar
de 4cido a alcalino, dependendo da quantidade de proteina animal oferecida na dieta. O
aumento da alcalinidade foi observado em 5% (1/20) das amostras, podendo este ser
resultante de distirbios inflamatdrios ou a presenca de microorganismos na urina.

A bilirrubintria e o urobilinogénuria estavam presentes em 15% (3/20) e 10%
(2/20) das amostras testadas respectivamente. Essas alteragdes sao indicadores de lesdes
hepdticas (MEYER et al., 1995), e surgem por ocasido de patologias que alteram a
capacidade de excrecao da bilirrubina conjugada pelo figado (PACHECO, 1998),
podendo ser detectada antes que sua concentracdo sérica tenha aumentado
(DIBARTOLA, 1997).

O envolvimento hepatico tem sido freqiientemente encontrado na literatura em
caes acometidos por LVC (CIARAMELLA et al., 1997; CTARAMELLA e CORONA,
2003; ALVES e FAUSTINO, 2005).

35



A fita indicadora de cetona mostrou tragos em 10% (2/20) dos animais, contudo
esse resultado pode estar associado ao processo de inanicio (GARCIA-NAVARRO,
2005) que alguns animais encontravam-se.

Proteintiria e/ou hematiria estavam presentes 50% (10/20) dos animais.
Enquanto a leucocitiria foi observada em 10% (2/20) das amostras analisadas. Esses
achados sdo descritos frequentemente na urina de pacientes humanos e cdes infectados
por Leishmania sp., decorrente do envolvimento da funcdo renal (NIETO et al., 1992;
FEITOSA, 2001; SALGADO-FILHO et al., 2003; NOVAES, 2005).

Segundo Zatelli et al. (2003) a avaliacdo qualitativa de proteinas urindrias serve
como diagndstico primdrio em condi¢des de patologias glomerulares.

Cilindraria foi observada em 60% (12/20) dos animais, particularmente
cilindros granulares em 45% (9/20) e 15% (3/20) de cilindro hialino. A cristaldria foi
identificada em 90% dos animais estudados, distribuidos em 50% (10/20) cristais de
oxalato de célcio, 20% (4/20) de urato amorfo, 15% (3/20) de fosfato triplo e 5% (1/20)
de fosfato amorfo.

Novaes (2005) pesquisando a urina de cdes com LVC encontrou resultados
similares em relacdo a cilindriria. Contudo, Oliveira et al. (1993) relatou a presenca de
raros cilindros granulares na urina de cées infectados experimentalmente por L. chagasi.

De acordo com Garcia—Navarro (2005) e Pacheco (1998) a cilindrdria esta
associada a processos inflamatérios de origem renal, entretanto o aparecimento de
cristais no sedimento € um achado inespecifico, ndo sendo referenciado na LVC.

Em relagcdo a urocultura, microorganismos foram isolados em 35% (7/20) das
amostras de urina, sendo que em 20% (4/20) das amostras foram identificados a
presenca de Staphylococus spp., 15% (3/20) Shigella sonnei, 5% (1/20) Streptococus
spp., 5% (1/20) Providencia stuartii, além de infeccdes mistas em 10% (2/20) das

amostras.

Segundo Bush (1976) deficiéncias nos mecanismos imunolégicos podem
favorecer o desenvolvimento de infec¢des do trato urindrio por via hematégena e/ou
linféatica e principalmente, por via urindria ascendente.

Meyer et al. (1995) afirmam que a urina normal coletada por cistocentese esta
isenta de bactérias, sendo a presencga, indica¢do de processos infecciosos.

Segundo Oxenfod et al. (1984), Escherichia coli e Proteus spp. seguidos de

Staphylococus spp e Streptococus spp sa0 0S microorganismos mais comumente
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encontrados em cdes com infec¢do do trato urindrio, havendo relatos do envolvimento
de Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp.,
Citrobacter freundii, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter spp., Providencia
rettgeri e Salmonella entérica na etiologia desta patologia (MITRA et al., 1994;
KOGIKA et al., 1995; RIBEIRO et al., 2003). Entretanto, a prevaléncia das diferentes
espécies de bactérias pode variar consideravelmente de estudo para estudo (CETIN et
al., 2003).

Contudo, as espécies Shigella sonnei e Providencia stuatii ndo foram relatadas
como agentes na infec¢do do trato urindrio de cdes naturalmente infectados por L. (L.)

chagasi.

4.4 Conclusoes

Em dreas endémicas para LVC, os animais que apresentam alteracdes na
urindlise e presenca de infec¢do bacteriana na urina, devem ser investigados quanto a
infeccdo por Leishmania (Leishmania) chagasi.

A pesquisa de proteina e sangue na urina pode ser uma ferramenta importante

para avaliar o envolvimento renal na LVC.

37



Tabela 1 - Resultados da urinélise e da urocultura nas amostras de urina de caes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi

Turbidez Cultura
Animal Odor Cor Bilir Urobil Cetona Glicose Protefna  Sangue Nitrito pH Densid  Leucécitos Cilindro  Cristais Bactérias
1 Sui generis Amar citr - + ++ + - +++ ++ - 5 1.015 - + + Stafilococus
spp. +
Providencia
stuartii
2 Sui generis Amar cast - - ++ - - ++ ++ - 6 1.015 ++ + + -
claro
3 Sui generis Amar citr - - - - - - - - 6 1.010 - - + -
4 Sui generis ~ Amar ambar - - - - - - ++ - 6 1.020 - + - Stafilococus
spp.
5 Sui generis ~ Amar dmbar - - - - - - - - 6 1.005 - - - Stafilococus
spp.
6 Sui generis ~ Amar dmbar - + - - - ++ ++ - 5 1.030 - + - -
7 Sui generis Amar citr - + - - - ++ ++ - 9 1.000 ++ + + Streptococus
spp.
8 Sui generis Amar citr - - - - - - - - 6,5 1.005 - + - -
9 Sui generis ~ Amar ambar - - - + - - - - 5 1.030 - + - -
10 Sui generis Amar cast ++ + - - - ++ ++ - 6,5 1.015 - + - -
claro
11 Sui generis ~ Amar dmbar ++ - - - - ++ - - 6 1.030 - + + -
12 Sui generis ~ Amar dmbar - - - - - - - - 5 1.030 - - + -
13 Sui generis ~ Amar dmbar - - - - - - - - 5 1.025 - - + -
14 Sui generis ~ Amar dmbar - + - - - - ++ - 5.5 1.030 - - + Shigella
sonnei +
Stafilococus
spp.
15 Sui generis Amar citr - - - - - - - - 6,5 1.020 - - - -
16 Sui generis ~ Amar dmbar - - - - - +++ - - 5 1.030 - - + -
17 Sui generis ~ Amar dmbar - - - - - - - - 5 1.030 - - + Shigella
sonnei
18 Sui generis Amar citr - - - - - ++ ++ - 5 1.030 - + + -
19 Sui generis ~ Amar ambar - - - - - ++ - - 6,5 1.020 - + + Shigella
sonnei
20 Sui generis  Amar ambar ++ + - - +++ ++ - 5 1.025 - + + -

*Urobil — Urobilinogénio; Bilir — Bilirrubina; Densid — Densidade; Amar citr — Amarelo citrino; Amar cast claro — Amarelo castanho claro;
Amar ambar — Amarelo ambar
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NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi

43



PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI- Leishmania NA URINA DE CAES COM
INFEC(;AO NATURAL POR Leishmania (Leishmania) chagasi

Resumo
Na Leishmaniose Visceral Canina anticorpos podem passar através da barreira
glomerular, sendo encontrado na urina destes cdes anticorpos anti-Leishmania. O
objetivo desta pesquisa foi detectar anticorpos anti-Leishmania sp. na urina de cades
naturalmente infectados através do teste ELISA. Para tanto, foram avaliadas 22
amostras de urina de caes positivos sorologicamente para L. (L.) chagasi através do
teste ELISA utilizando dilui¢des de pareada da urina (1:100, 1:50 e 1:25). Os resultados
mostraram que 4,54% das amostras foram positivas nas diluigdes 1:50 e 1:25. Estes
dados indicam que a detec¢do de anticorpos na urina na LVC pode ser uma boa
ferramenta no diagndstico. Contudo, a sensibilidade e a especificidade do teste devem

ser avaliadas, para s6 entdo fazer uso deste tipo de teste.

Palavras-chave: Proteina, Diagndstico, Calazar Canino
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ANTIBODIES RESEARCH ANTI-Leishmania IN THE URINE OF DOGS WITH
NATURAL INFECTION Leishmania (Leishmania) chagasi

Abstract

In Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) antibodies can pass through the glomerular
barrier and the urine from these dogs may contain anti-Leishmania antibodies. The goal
of this study was to verify the presence of anti-Leishmania antibodies in the urine of
dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi by using ELISA Test. A
total of 22 urine samples from dogs positive for L. (L.) chagasi antibodies by ELISA
test exams were analyzed by using serial dilutions of paired urine (1:100, 1:50 and
1:25). The results showed that 4.54 % of the samples were positive at dilutions of 1:50
and 1:25. These data indicate that the detection of antibodies in urine of CVL may be a
good tool, but the sensibility and specificity must to be evaluate in order to use this kind

of test.

Key-words: Protein, Diagnostic, Canine Kala-Aza
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ANTICORPOS ANTI- Leishmania NA URINA DE CAES COM INFECCAO
NATURAL POR Leishmania (Leishmania) chagasi

5.1 Introducao

Na imunopatogenia da Leishmaniose Visceral canina (LVC) o depdsito de
imunocomplexos (FEITOSA et al., 2000; LUVIZOTTO, 2006; SILVA, 2007), além da
elevada producdo de imunoglobulinas circulantes tem sido atribuido como principal
causa das lesdes em varios 6rgaos (MARTINEZ-MORENO et al., 1995; BONATES,
2003).

Neste sentido, o envolvimento renal na LVC, notadamente glomerulonefrite, é
um aspecto clinico importante, levando a insuficiéncia renal em caes (CIARAMELLA
et al., 1997; NOLI, 1999; SOARES et al., 2005).

Sendo assim, padrdes de lesdo glomerular na doenga humana e canina (NIETO
et al., 1992; TAFURI et al., 2001; COSTA et al., 2003) podem comprometer o sistema
urinario (SALGADO-FILHO et al., 2003, FEITOSA et al., 2000), e também, aumentar
a permeabilidade na barreira de filtracdo glomerular (SARTORI et al., 1987)
favorecendo a passagem de antigenos através da urina (SARKARI et al.,, 2002;
SUNDAR et al.,, 2005; ATTAR et al., 2001; RIJAL et al., 2004), proteinas
(ZARAGOZA et al., 2003) e anticorpos (KOHANTEB et al., 1987).

A presenca de anticorpos das classes IgM e IgG anti-Leishmania donovani na
urina foi descrita primeiramente em humanos (KOHANTEB et al., 1987) e hamsters
submetidos a infec¢do experimental (SARTORI et al., 1987), através da técnica
imunoeletroforese (REZAI et al., 1977). Entretanto, a utilizacdo do teste de
imunoadsorc¢do enzimatica (ELISA) para pesquisa de anticorpos na urina em caes tem
sido pouco descrita na literatura (SOLANO-GALEGO et al., 2003).

Objetivou-se neste trabalho, realizar a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
sp. em caes naturalmente infectados, provenientes do Municipio de Tamandaré, Micro

Regidao da Mata Meridional do Estado de Pernambuco.
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5.2 Material e Métodos

Foram coletadas amostras de urina de 22 cdes positivos sorologicamente para
Leishmania (Leishmania) chagasi, de ambos os sexos, de racas e idades variadas,
provenientes do Municipio de Tamandaré, Microrregido da Mata Meridional do Estado
de Pernambuco. As amostras foram coletadas através do método de cistocentese de
acordo com a metodologia proposta por Coles (1984), utilizando-se seringal13 e algulhal14
descartaveis. Apds a coleta, as amostras foram mantidas a temperatura de -20°C até o
processamento do material ap6s o periodo de dois meses.

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp na urina foi realizada através do
teste ELISA que utiliza um peptideo recombinante de Leishmania chagasi®, com
modificacdes referentes a utilizagao de sorologia pareada, nas dilui¢des de 1/100, 1/50 e
1/25. O teste foi realizado no laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de
Imunologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes, Fundacdo do Instituto Oswaldo
Cruz (CPqAM/FIOCRUZ).

A leitura da densidade o6tica foi realizada em 450 nandmetros (n). O valor do Cut
off foi obtido a partir da média aritmética das densidades 6pticas dos controles nao
reagentes somada ao fator R = 0,142, fornecido pelo fabricante, ficando estabelecido
como amostra positiva aquele em que apresentasse valor acima de 0,278 em qualquer

das diluicdes.

5.3 Resultado e discussao

Apenas uma amostra (4,54%) apresentou-se acima do valor do Cut off (0,278)
nas dilui¢des 1:50 e 1:25 e negativa na diluicao de 1:100 (Tabela 1).

A presenca de imunocomplexos circulantes em pacientes com ou sem
envolvimento renal na LV, sugere que a injuria glomerular causada pela doenca pode
ser resultado da deposic@o de antigenos nos glomérulos e subseqiiente formacao local de
imunocomplexos (DUARTE et al., 1983).

Sendo assim, anticorpos na urina podem ocorrer devido a inabilidade da

filtracdo glomerular, causada pela deposicdo de imunocomplexos (SARTORI et al,

13 Seringa descartdveis - 20 (ml), Becton Dickson
14 Agulhas descartdveis - 40 x 12 mm, Becton Dickson
15 Kit para Diagnéstico do Calazar Canino ELISA/S7, BIOGENE
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1987; POLI et al., 1991; BAKOUSH et al., 2001), favorecendo a passagem de
imunoglobulinas derivadas do sangue ou a producao local de anticorpos especificos na
urina (SOLANO-GALEGO et al., 2003).

Os resultados aqui encontrados diferem de Solano-Galego et al. (2003), que
encontraram positividade em 35 das 95 amostras, pela adaptacao do teste ELISA para
avaliar a detec¢do de anticorpos anti-Leishmania na urina de cdes, utilizando a proteina
A de acordo como descrito por Riera et al. (1999).

Apesar da discordancia com nossos resultados, pesquisas de anticorpos anti-
Leishmania sp na urina de pacientes humanos utilizando varia¢des dos antigenos de L.
infantum e L. donovani no teste ELISA demonstraram elevada sensibilidade e
especificidade, principalmente quando comparados a testes como Teste de Aglutinagcdo
Direta (DAT) e Immunoblot (ISLAM et al., 2002; HATAM et al., 2007).

O Kit para Diagnéstico do Calazar Canino ELISA/S7® aqui utilizado, é baseado
no reconhecimento de anticorpos especificos utilizando soro sanguineo, por antigenos
previamente fixados, tendo como base um peptideo recombinante obtido do DNA do
protozodrio por engenharia genética, que permite a deteccao de anticorpos na fase mais
precoce da infec¢do.

Sendo assim, a elevada freqiiéncia de resultados negativos nas amostras testadas
pode estd relacionado ao tipo de material avaliado e metodologia utilizada. Como
também, a fase de evolucdo da doenga, fato este, demonstrado por Sartori et al. (1987)
que detectou imunoglobulinas na urina de hamsters somente apds o estabelecimento
total da infec¢do, e conseqiiente diminui¢do da concentragdo destas no soro.

De acordo com Zatelli et al. (2003) lesdes glomerulares em cdes com LVC
determinam o aparecimento de proteindria ndo seletiva permitindo a passagem de
albumina e outros componentes protéicos como, a IgG.

Por outro lado, a utilizagdo do Cut off fornecido pelo fabricante e o tipo de
antigeno utilizado pode ter influenciado a detec¢@o de anticorpos na urina, em funcao de
que, de acordo com Solano-Galego et al. (2003) titulos e concentra¢des de anticorpos na
urina se apresentam mais baixos que os encontrados no soro.

Estudos anteriores relatam a utilizacdo de antigenos como a Proteina A
(SOLANO-GALEGO et al., 2003), culturas de L. donovani (ISLAM et al., 2002) e L.
infantum ( HATAM et al., 2007) na pesquisa de anticorpos na urina, obtendo resultados
positivos em relagao aos diferentes cut-off utilizados. Contudo, nestes casos, o cut-off

foi calculado a partir de urinas negativas.
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Tabela 1- Resultado do teste ELISA nas amostras de urina de cies infectados

naturalmente por L. (L.) chagasi em diferentes dilui¢coes.

Animais 1:100 1:50 1:25
1 0.091 0.109 0.111
2 0.074 0.088 0.097
3 0.083 0.061 0.067
4 0.071 0.085 0.065
5 0.083 0.071 0.061
6 0.083 0.090 0.091
7 0.239 0.286 0.326
8 0.068 0.076 0.073
9 0.065 0.080 0.070
10 0.092 0.105 0.114
11 0.072 0.061 0.081
12 0.098 0.093 0.100
13 0.070 0.079 0.087
14 0.063 0.071 0.070
15 0.073 0.065 0.075
16 0.055 0.074 0.080
17 0.069 0.084 0.093
18 0.071 0.054 0.066
19 0.075 0.063 0.075
20 0.121 0.153 0.192
21 0.064 0.118 0.065
22 0.074 0.085 0.085

Segundo Barrouin-Melo et al. (2004) a especificidade e sensibilidade do método

variam de acordo com as mudancas no protocolo de execuc¢ao e o antigeno utilizado.

5.4 Conclusao

A detec¢do de anticorpos na urina de cdes é factivel. Contudo, outros estudos

devem ser realizados, para s6 entdo fazer uso deste tipo de teste.
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6- CONCLUSOES GERAIS
1 - Em 4reas endémicas para LVC, os animais que apresentam alteragdes na urindlise e
presenca de infec¢ao bacteriana na urina, devem ser investigados quanto a infecc@o por

Leishmania (Leishmania) chagasi.

2 - A pesquisa de proteina e sangue na urina pode ser uma ferramenta importante para

avaliar o envolvimento renal na LVC.

3- A deteccao de anticorpos na urina de cées é factivel. Contudo, outros estudos devem

ser realizados, para s6 entdo fazer uso deste tipo de teste.
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