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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma zoonose que acomete
canideos, constituindo-se um grave problema de salde publica, tendo em vista
gue é o cédo a principal fonte de infeccdo da doenca para humanos no ciclo
domeéstico. A proximidade do céo tem sido referenciada como um importante
fator de risco para a doenca. E endémica em diversas regibes do Brasil,
incluindo o Estado da Paraiba. Em Campina Grande-PB, no periodo de
dezembro de 2011 a fevereiro de 2012 foi realizado inquérito
soroepidemioldgico para Leishmania spp. em cdes por meio de sorologia e
pesquisa do DNA do parasita pela biologia molecular, enfocando a sua
distribuicdo geografica e correlacionando os fatores de riscos e
socioeconémicos. Dos 391 caes estudados, 33% apresentaram resultado
positivo para a pesquisa de anticorpos para leishmania spp. na RIFI e 4,34%
ao ELISA, e 2% para a pesquisa de DNA do parasita no sangue pela PCR.
Houve diferenca estatistica significante para contactantes (P=0,02) e (OR=4,1).
A RIFI com antigeno de L. major, mostrou-se como um bom teste confirmatorio,
podendo ser utilizado como contra prova do ELISA, que apresentou
sensibilidade de 39,4%. A associacdo entre os dois testes e a co-positividade
foi de apenas 52%, necessitando de outra prova confirmatoria. Ja para a
confirmacdo de negatividade na RIFI, o ELISA foi considerado seguro,
apresentando um indice de 96,7%. O uso da PCR de sangue total apresentou
baixa sensibilidade e baixa concordancia com a RIFI, ndo sendo indicado como
teste primario e mostrou-se eficiente na contra prova. Os estudos mostram que
a LVC tem-se adaptado a zona urbana, portanto de forma endémica,
concluindo-se que a diversidade de provas diagnosticas, melhora a deteccéo
de animais positivos, aspecto excelente para o controle da LVC em

determinadas areas, além de evitar a eutanasia de caes falsos positivos.

Palavras-chave: Calazar, Diagnéstico, cdo, zoonoses, fatores de risco.



ABSTRACT

The Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a canidae zoonosis, which
infects dogs and other mammals, as humans, becoming a serious public health
problem, owing the fact that dogs are the main source infection disease for
human on domestic cycle. The closeness to dogs has been referenced as an
important disease risk factor. This illness is endemic in several regions from
Brazil, including the Paraiba state. In the period of December 2011 to February
2012, in Campina Grande, Paraiba, was conducted a seroepidemiological
survey to Leishmania spp. in dogs, through serology study and research from
the DNA of the parasite by the molecular biology. This study had a focus on the
geographical distribution, correlating the socioeconomic and risk factors. From
the 391 studied dogs, 33% showed a positive result to antibodies of Leishmania
spp. by IFAT test, 4.34% by ELISA and 2% by PCR with detection of the
parasite DNA in the animal blood. There was significant statistical difference to
contactants (P = 0.02) and (OR = 4.1). The IFAT with L. major antigen, proved
to be a proper confirm test that could be used as counterproof to ELISA test,
which presented 39.4% of sensitivity. The combination of these two tests and its
co-positivity was only 52%, which required another confirmatory test. However,
for the negativity confirmation of IFAT, the ELISA test was considered reliable,
with a 96.7% index. The use of PCR with total blood, showed low agreement
and sensitivity with IFAT test, therefore not indicated as primary test, however
efficient as counterproof. This research shown that CVL has adapted to urban
areas, thus as endemic form and it concludes that a variety of diagnostic tests
improves the detection of positive animals, becoming an excellent aspect to
CVL control in certain areas, besides preventing euthanasia of false positives

dogs.

Keywords: kalazar, diagnosis, dog, zoonosis, Risk factors.
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo estudo das zoonoses, enfermidades comuns ao homem
€ aos animais, aumentou acentuadamente nos ultimos anos, sugerindo maior
interesse, conhecimento e relacionamento entre profissionais da area da saude.
Algumas dessas zoonoses apresentam-se como doengas ocupacionais,
despertando nos médicos veterinarios e profissionais de areas afins grande
preocupacao pela exposicéo constante a fonte de infecgéo™.

1.1 Histérico

As leishmanioses sao consideradas zoonoses podendo acometer
humanos, quando participam do ciclo de transmissdo do parasita. A
leishmaniose humana foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835 e mais
tarde na india em 1869. Por causar aumento de pigmentacdo na pele e
consequente febre, recebeu o nome de Kala-jwar ou Kalazar, que significa
febre negra®’. Anos depois, Wiliam Boog Leishman e Charles Donovan
isolaram o protozoario do baco de um soldado indiano e de uma crianca,
respectivamente®. Ronald Ross classificou o0 género Leishmania em
homenagem a Leishman e Donovan, assim o agente causador do calazar foi

denominado Leishmania donovani no velho mundo* °.

Em 1937, Evandro Chagas foi o primeiro a observar a doenca no céo e
em humanos, e a infeccao do flebétomo Lutzomyia longipalpis, classificando o
parasita como Leishmania chagasi nas americas®. Em 1956, Deane aponta o
cao e a raposa como reservatorios naturais do parasita em areas endémicas e

caracteriza a doenga como ZOOI’]OS€7.

1.2 Epidemiologia

A leishmaniose visceral (LV) € uma importante zoonose pela sua
morbimortalidade e rapida expansédo geogréfica, estabelecendo assim, novas
areas endémicas®. Ocorre em 47 paises e tem como agente etioldgico trés

espécies: Leishmania donovani na india e leste da Africa; Leishmania infantum
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na China, Asia central, Europa e Africa; Leishmania chagasi, na América do Sul
e Central °.

No Brasil, a doenca apresenta ampla distribuicdo territorial, com
aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados. Atualmente vem se
expandindo para areas urbanas de médio e grande porte, mudando seu perfil
epidemiologico, antes eminentemente rural. Sua distribuicdo geogréfica
abrange as regides Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste, sendo esta

Gltima a que apresenta a maioria dos casos notificados no pais *°.

Estudos recentes tém mostrado aumento da prevaléncia da
Leishmaniose Visceral canina (LVC) em cidades do Nordeste. No Estado da
Paraiba, Porto™ encontrou prevaléncia de 7,2% no municipio de Patos, e
Nébrega'® 19,6% em animais do Centro de controle de Zoonoses (CCZ) em

Jodo Pessoa. Vidal*®

em sua pesquisa em caes domiciliados da Cidade de
Campina Grande encontrou prevaléncia de 3%. Em outros locais, Almeida®
encontrou prevaléncia de 3,4% em caes de areas urbanas por meio de
inquérito soroepidemiologico em Cuiab4, Mato Grosso e em Garanhuns,

Agreste de Pernambuco, Santos'® encontrou 16% de soropositividade.

Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao
(SINAN), foram registrados 128 casos de Leishmaniose Visceral Humana
(LVH) entre os anos de 2007 a 2011 no estado da Paraiba®®. Observando-se

gue houve um aumento no numero de notificacdo dos casos (figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Visceral Humana na
Paraiba, de acordo com o ano de referéncia, segundo dados do Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacéo.

1.3 Agente etioldgico

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios pertencentes ao reino
Protista, filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania!” A
classificacdo das espécies é baseada em caracteristicas morfologicas,
isoenzimaticas, localizacdo nos tecidos do hospedeiro, patogenicidade e tipo
de lesdo que produz, além de critérios clinicos e epidemioldgicos. Atualmente
sdo conhecidas 30 espécies de Leishmania, sendo aproximadamente 20
patogénicas para o homem?®. A partir desses critérios, trés espécies causam a
leishmaniose visceral: a Leishmania donovani, a Leishmania infantum, e a

Leishmania chagasi*®.



Introdugdo 15

1.4 Ciclo Biol6gico e Forma de Transmisséo

As leishmanias sao parasitas heteroxenos, completam seu ciclo de vida
em dois hospedeiros, um vertebrado (canideos, roedores, humanos) e o outro
invertebrado, sendo dipteros hematéfagos pertencentes ao género
Phlebotomus, com varias espécies no Velho Mundo, e o género Lutzomyia no
Novo Mundo %°.

O vetor da leishmaniose visceral no Novo Mundo é a Lutzomyia
longipalpis, mosquito de 2 a 3 mm, de héabitos peridomésticos e
intradomiciliares®, com vasta distribuicéo nos climas quentes e temperados %.
Nas Américas é conhecida a existéncia de pelo menos 400 espécies de
flebotomineos, das quais cerca de 40 foram relatadas como possiveis vetores

de Leishmania®.

No Brasil, a distribuicdo geografica de Lu. longipalpis € ampla e cresce
em expansao territorial. E encontrada em quatro das cinco regiées geogréficas:
Nordeste, Norte, Sudeste e Centro-Oeste. Sdo conhecidos popularmente como
birigui, tatuira e mosquito-palha, caracterizados pelo pequeno porte, com corpo
e patas cobertas de cerdas; mantém as asas em posi¢cao vertical quando em
repouso, de atividade noturna predominante, e as fémeas apresentam maior
importancia epidemioldgica por serem hematéfagas. Com o desmatamento e a
urbanizacédo, esses vetores tém sido encontrados em ambiente peridomiciliar e

domiciliar®* .
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Figura 2. Lutzomia longipalpis. (Brasil, 2006)

A Lu. longipalpis, vetor consagrado da LV no Brasil, possui habito de véo
crepuscular abrigando-se em locais umidos e sombrios, desenvolvendo-se em
solo umido com matéria organica em decomposi¢cdo. Apenas as fémeas séo
hemato6fagas, com habitos alimentares ecléticos, podendo se alimentar em
diferentes espécies de mamiferos e aves encontrados no peridomicilio, tais

2

como suinos, cdes, galinhas, eqiinos, bovinos, roedores 2°, podendo ainda

picar o homem tanto dentro do domicilio como fora dele %2’

Tendo como principal vetor Lutzomyia longipalpis, recentemente,
Lutzomyia cruzi foi também incluido como vetor no Estado de Mato Grosso do
Sul, onde foi encontrado em area urbana, tanto no intra como no
peridomicilio®®. A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea suga o sangue do
mamifero contaminado ingerindo as formas amastigotas de Leishmania spp.
existentes no interior dos macrofagos. Na por¢cdo média do tubo digestivo do
inseto, as amastigotas se reproduzem por divisdo binaria, transformam-se em
promastigotas, e estas se multiplicam rapidamente até originarem as

promastigotas metaciclicas infectantes; esta fase dura de 3 a 4 dias %°.
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No repasto sanguineo, as fémeas dipteras, inoculam junto a saliva as
formas promastigotas metaciclicas infectantes no novo hospedeiro, que s&o
fagocitadas pelos macréfagos, e no interior de um vacuolo transformam-se em
amastigotas e multiplicam-se até rompé-los, As amastigotas sdo fagocitadas
por novos macrofagos e ocorre a disseminacdo hematogénica para os tecidos
ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) como linfonodos,

figado, baco e medula 6ssea *" %°.

flehdtomos

roedores e

\silves’tres

Figura 3. Ciclo da leishmaniose visceral. (Brasil, 2006)

Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de
mamiferos e, embora a infeccdo seja mais comumente encontrada em
roedores e canideos, também é conhecida entre edentados, marsupiais,

procionideos, ungulados primitivos e primatas, dentre estes, os humanos *2.

O cao vem sendo apontado como reservatorio da doenca urbana e como
hospedeiro doméstico, sendo provavelmente o mais importante reservatério
natural relacionado com casos humanos por habitarem o mesmo domicilio 3 3%,
Além disso, esse reservatorio tem um papel fundamental na expansdo da
doenca em éareas endémicas®’, devido a elevada ocorréncia de infeccdes
inaparentes e oligossintomaticas nestes animais, associada ao intenso
parasitismo cutaneo, fazendo dele uma fonte de infeccdo preferencial para o

vetor %,
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No Brasil, Deane® estudando o calazar em Sobral, no Ceara, ja
apontava, precocemente, o papel importante do cao, ndo s6 como reservatorio
doméstico da doenca, mas como elo essencial na manutencdo da cadeia
epidemioldgica da leishmaniose visceral. Ao longo dos anos, fortes evidéncias
somaram-se aos achados de Deane, o que corrobora para que céaes
assintomaticos, possam ser possiveis fontes de infeccéo para flebotomineos?’,
€ que cdaes soropositivos, mesmo assintomaticos, apresentam intenso

parasitismo cutaneo por formas amastigotas *.

1.5 Caracteristicas clinicas

A leishmaniose visceral € a forma mais grave das leishmanioses, sendo
de evolugéo cronica, sistémica e fatal, se nao tratada. Clinicamente as
manifestacbes apresentadas por humanos e pelo cdo doente sdo muito
similares, apresentando sinais inespecificos como febre irregular, anemia,

perda de peso progressiva e caquexia *.

Nos caninos esta € uma doenca sistémica cronica que pode levar o
animal a morte. A sintomatologia apresentada depende do tipo de resposta
imune expressa pelo animal infectado. O diagndstico clinico baseado na
sintomatologia caracteristica € dificil de ser realizado, pois a doenca no cdo
apresenta evolucdo lenta, sendo grande o numero de caes sem sinais
clinicos®. Este quando infectado pode apresentar-se como assintomatico;
oligossintomaticos, quando ha presenca de linfadenopatia, leve perda de peso
e alteracbes dermatologicas; e sintomatico, onde alguns ou varios sinais
comuns da doenca sao evidentes, como alteracdes dermatoldgicas incluindo
alopecia, descamacao, hiperqueratose, espessamento da pele e nddulos
intradérmicos no focinho, orelhas e coxins, bem como linfadenopatia,

esplenomegalia, emagrecimento acentuado, uveite e ceratoconjuntivite *.

A Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é uma doenca cronica e
debilitante, caracterizada pela infeccdo do Sistema Fagocitario Mononuclear
(SFM). A infeccdo é expressa por episodios febris associados a

hepatoesplenomegalia grave, emagrecimento, anemia, micropoliadenia,
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podendo ocorrer manifestacfes intestinais e fendmenos hemorragicos. A
doenca leva a um quadro de emagrecimento progressivo, edema, queda dos
cabelos e outras manifestaces associadas®.
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1.6 Diagndstico

O diagnéstico clinico da LVC é dificil, principalmente devido a grande
ocorréncia de animais assintomaticos, sendo 0s exames laboratoriais
indispensaveis para o diagnoéstico seguro. Estes compreendem métodos

parasitolégicos, imunoldgicos e moleculares.

De um modo geral, o diagnéstico da LVC vem se apresentando como
um problema para os servi¢os de saude publica, devido a inexisténcia de testes
com alta sensibilidade e especificidade simultanea, baixo custo e de facil
implantac@o e operacionalizacdo na rotina dos servi¢os. Varias técnicas podem
ser utilizadas, devido aos avangos que tém ocorrido nos ultimos anos, no
entanto nenhum dos testes disponiveis apresenta 100% de sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico da LVC *’.

1.6.1 Diagndstico Parasitoldgico

O diagnostico parasitologico € o método de certeza e se baseia na
demonstracdo do parasita obtido de material biologico de puncdes hepatica,
esplénica, de medula 0ssea, de linfonodos e biopsia ou escarificacdo de pele.
O exame parasitologico é classicamente utilizado para confirmar a LVC pela
demonstracao direta do parasita. Os mais utilizados sao o0 exame microscépico
de esfregacos por aposicéo de tecidos, o isolamento do parasita em meios de
cultura e a inoculacdo em hamster *%. Tendo em vista a possibilidade de reacéo
cruzada com doenca de chagas, €é necessario fazer uma avaliacao
epidemiologica e clinica do animal, juntamente com os achados laboratoriais

para que se possa concluir que se trata de leishmaniose®.
1.6.2 Diagndstico Sorolégico
Devido a maior rapidez e menor custo, os testes soroldgicos sao 0s mais

empregados pelos programas de controle sendo seu uso recomendado em

inquéritos caninos amostrais ou censitarios para avaliar a soroprevaléncia
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canina. Os testes utilizados sdo o Ensaio Imunoenzimético (ELISA) e a Reacéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) &,

A RIFI é considerada “padrdo ouro” entre os pesquisadores europeus,
principalmente porque, a principio, nos paises do Mediterrdneo, ndo ha
preocupacdo com reacles cruzadas, contrariamente aos paises do Novo
Mundo®. Sua especificidade pode ser prejudicada devido & presenca de

38, 39, 41, 42

reacoes cruzadas com Trypanossoma cruzi e Erlichia canis®, mas

ainda assim € amplamente utilizado em levantamentos epidemiolégicos

visando a deteccdo da infeccdo em caes* .

O ELISA é um método automatizado e a sua precisdo esta relacionada
ao tipo de antigeno de Leishmania spp. utlizado, obtendo-se melhores

resultados com antigenos totais do parasita *°.

Normalmente animais doentes manifestam uma intensa resposta imune
humoral, apresentando altos niveis de IgG anti-Leishmania spp. O ELISA é
utilizado para triagem de cées cujos niveis de anticorpos circulantes séo
desconhecidos e a RIFI para confirmacdo de resultados positivos triados pelo
ELISA, podendo também ser utilizado sozinho na rotina diagndstica®. Para
Alves e Bevilacqua* a RIFI é o teste adequado para os inquéritos sorolégicos
caninos por ser de facil execucdo, rapido e barato, além de apresentar alta
sensibilidade de 90 a 100% e especificidade de 80%.

1.6.3 Diagndstico Molecular

A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) é uma técnica que torna
possivel identificar e amplificar o DNA do cinetoplasto do parasita, constituindo
assim, uma nova metodologia para o diagnostico da LVC, jA que apresenta
sensibilidade e especificidade proximas a 100%*. A amplificacdo de
fragmentos de kDNA de Leishmania pela PCR pode ser realizada a partir de
diferentes tecidos, bem como de aspirado de linfonodos, medula éssea e de

leucécitos de sangue periférico *’.
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O uso de sangue periférico tem a vantagem de ser um procedimento de
coleta facil, menos invasivo, porém resulta em menor sensibilidade devido a

dependéncia da parasitemia dos animais infectados “.

Os resultados n&o efetivos obtidos no controle da LV, associados ao
carater descontinuo das politicas de saude, tém suscitado debates nos érgaos
responsaveis pelo controle da doenca. Por isso novos estudos para o
aprimoramento dos métodos devem evoluir, a fim de proporcionar nova visao
sobre essa importante doenca no cenario brasileiro, que infelizmente ainda é
considerada “negligenciada”, como tantas outras parasitoses, desde que estes
orgaos atuem de forma criteriosa na qualificacdo dos profissionais, juntamente
com os demais segmentos da sociedade, buscando o desenvolvimento de
meétodos diagnosticos eficazes e estratégias que permitam a rapida
identificacdo quer seja dos vetores, quer seja dos reservatorios visando

antecipar possiveis surtos dessa doenca.
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2 OBJETIVOS

A busca do cdo sorologicamente positivo, nem sempre sintomatico,
constitui uma ferramenta Util na reducdo da incidéncia da Leishmaniose
Visceral em humanos. Na tentativa de chegar a um aprimoramento dos
métodos diagndsticos, considerando-se a expansdo da LVC e a sua
importadncia como problema de saude publica, sdo objetivos do presente
estudo:

1. Realizar inquérito soro-epidemiologico em cdes domiciliados na cidade
de Campina Grande-PB/Brasil;

2. Identificar os fatores de risco relacionados com a infeccdo canina na

regido estudada,

3. Avaliar a sensibilidade diagnostica entre as provas de RIFI, ELISA e

PCR e comparar estes métodos para o diagnéstico da LVC.

4. Avaliar a carga parasitaria pela PCR quantitativa (qPCR) nos animais

positivos sorologicamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

No periodo de dezembro de 2011 a fevereiro de 2012 foi realizado
inquérito soro-epidemiolégico e biomolecular em cées na cidade de Campina
Grande que localiza-se no agreste paraibano, na parte oriental do Planalto da
Borborema, com area de 599,6 km2. Estd a uma altitude média de 555 metros
acima do nivel do mar, a 125 km da capital, Jodo Pessoa, sendo o segundo
maior municipio do estado, com uma populacdo de 385mil habitantes, segundo
dados do IBGE 2010.

Campij a'grande

Figura 4. Localizacdo geografica do municipio de Campina Grande no

Estado da Paraiba. (Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Campina_Grande)

A vegetacdo predominante € a caatinga. Por situar-se em uma regiao
alta, o seu clima é agradavel, o relevo é levemente ondulado principalmente na
parte Norte da cidade, sendo o Centro uma das areas mais altas. Existem dois

acudes urbanos, parques e diversas pracas.

Para se determinar o calculo do nimero de amostras (n), considerando-
se uma populacdo humana de 385 mil habitantes no municipio Campina

Grande, segundo o Ultimo censo do IBGE em 2010, e uma propor¢do da
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populagdo humana em relacdo a canina de 7:1, com limite de confianca de 5%
e frequéncia esperada de 50% para uma populacéao estimada de 40000 céaes, 0
programa calculou uma amostra de 380 animais, sendo a coleta de 391

amostras acima do minimo.

3.2 Animais estudados

Foram estudados 391 céaes, selecionados ao acaso, sem predilecao por
sexo, raca ou idade, de propriedade privada, sendo 195 machos e 196 fémeas,
todos provenientes de zona urbana dos quais 277 nao tinham raca definida e
114 pertenciam as ragas Poodles, Cockers, Rotweilers, Pit bulls, Pastores
aleméaes, Dobermans, Dalmatas, Pinshers, Husks siberiano e Weimaraners do

municipio de Campina Grande/PB.

Previamente a coleta foi preenchido um questionario em entrevista
realizada com o proprietario do animal para verificar os fatores de risco
associados com a doenca (Anexol), assim como o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido. (Anexo 2)

3.3 Obtencéo de amostras

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo veno-jugular, em caes
de pequeno porte, ou por puncdo veno-cefalica, em cdes médio e de grande
porte ou agressivos. Foram utilizadas seringas e agulhas descartaveis, para
colheita de cinco a dez mililitros de sangue por animal, acoplada a um tubo a
vacuo com o anticoagulante EDTA para a realizacdo da PCR, e sem

anticoagulante com gel ativador de coagulo para sorologia.

As amostras de sangue foram acondicionadas em tubos de vidro,
identificados individualmente e vedados com tampa de borracha. Os tubos
foram acondicionados em estantes e mantidos em caixa de isopor, contendo
gelo reciclavel, até a chegada ao laboratorio, depois foram congelados a -20°

ate o momento da realizacdo da extracdo de DNA.
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Para a obtencédo das amostras de soro, os tubos foram centrifugados a
1600 g durante 10 minutos. As amostras de soro foram acondicionadas em
microtubos de 1,5 mL, identificados individualmente, e congeladas a —20°C
para posterior realizacdo das técnicas sorolégicas.

3.4 Provas soroldgicas

A pesquisa de anticorpos para Leishmania spp. foi realizada pela técnica
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), de acordo com Camargo®® e pelo ELISA
S7 ®recombinate.

3.4.1 Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A técnica de RIFI foi realizada nos Laboratorios do Nucleo de Pesquisa
em Zoonoses (NUPEZO) — Departamento de Higiene Veterinaria e Saude
Pablica FMVZ UNESP-Botucatu. Utilizou-se microplacas para a diluicdo dos
soros, pipetando-se 190 ul de solugdo salina tamponada de fosfatos (PBS)
0,01M pH 7,2 e 10 ul do soro testado no primeiro orificio, homogeneizando-se,

perfazendo a diluicdo 1:20.

Foram distribuidos 100 ul de PBS em outras cinco cavidades e a partir
da primeira diluicdo, transferiu-se 100 pl para o orificio seguinte,
homogeneizando-se, repetindo até a quinta cavidade, desprezando-se o0s
ultimos. Essas diluicbes forneceram titulos 20, 40, 80, 160, 320, 640 e assim
sucessivamente. Da mesma forma foram diluidas amostras de soros controles
positivos e negativos. O antigeno utilizado foi preparado no NUPEZO, a partir
de formas promastigotas de L. chagasi e L. major, mantidas em tubos
rosqueados contendo 10 ml de meio LIT e cinco ml de meio NNN, realizando-
se 0s repiques para manutencdo da amostra semanalmente. As laminas foram
preparadas pipetando-se 10 pl da suspensao antigénica de promastigotas em
cada um dos orificios, retirando-se em seguida por aspiracdo, restando

somente uma fina pelicula sobre cada orificio. As laminas foram secas em
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temperatura ambiente, e mantidas em laminario a —20°C, até o momento do

uso, por periodo maximo de duas semanas.

Em laminas fixadas com o antigeno de L. chagasi e L. major, distribuiu-
se 10 pl de cada diluigao nos orificios, incubando-se a 37°C por 30 minutos em
camara umida. A seguir, foram lavadas em coplin com PBS 0,01M 7,2 por 10
minutos, duas vezes consecutivas, secando-se em estufa. O conjugado
espécie-especifico foi diluido, segundo seu titulo pré-estabelecido, em solucéo
de Azul de Evans a 20 mg% previamente diluida em PBS 0,01M pH 7,2 1:5.
Foram distribuidos 10 pl de conjugado para cada diluicdo, incubando-se
novamente a 37°C por 30 minutos em camara Umida. Procedeu-se nova
lavagem em coplin com PBS 0,01M pH 7,2 como anteriormente. Apds secas,
as laminas foram montadas com glicerina tamponada pH 8,5, cobrindo-se com
laminula 24mmX60mm, examinando-se em microscépio de imunofluorescéncia
no aumento 40X. Apos a leitura dos controles, foi procedido o exame das
amostras em teste, considerando como titulo final, a maior diluicdo do soro
onde ainda havia fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50% das

promastigotas. O titulo usado para o ponte de corte = 1:40.

3.4.2 ELISA S7°

A técnica do ELISA foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular do
Semiéarido da Universidade Federal de Campina Grande, Patos/PB. Utilizou-se
o kit ELISA S7® do Biogene Indlstria e Comércio Ltda, que utiliza um
polipetideo recombinante de L. chagasi, representando a fracdo carboxi-
terminal da HSP70, denominado S7. O Kit € autorizado pelo Ministério da
Agricultura no diagnostico do calazar canino (sensibilidade entre 92 a 98% e
especificidade de 96 a 100%). A técnica foi realizada de acordo com instrucdes

do fabricante Biogene Ind. e Comercio LTDA. (Anexo 3)

3.5 Provas de biologia molecular

3.5.1 Extracdo de DNA
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A extracdo de DNA foi realizada a partir das amostras de sangue
coletadas com EDTA, de modo a expor o DNA do parasita. A extragdo e
purificacdo de DNA de todas as amostras foram realizadas utilizando-se kit de
extracdo lllustra™ blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare Life
Sciences, EUA), conforme instrucdo do fabricante, e a concentracdo de DNA
determinada no aparelho NanoVue™ (GE Healthcare Life Sciences, EUA). O
material genético extraido foi armazenado a —-20°C, até o momento da

realizacdo das provas biomoleculares.

3.5.2 Reacédo em cadeia pela polimerase convencional (cPCR)

Cada microtubo de 0,2uL recebeu um mix de cPCR composta por
tampéo de PCR 1X (10mM Tris HCI pH 8,0, 50mM KCI), 1,5mM MgCl;, 0,2mM
dNTP, 10pmol de cada primer, 0,5U Platinum Tagq DNA polymerase, 10ng
amostra (2uL), em um volume total de 25uL. Todas as amostras foram

pesquisadas para a presenca de DNA de L. chagasi..

Para a amplificacdo de DNA de L. (L.) chagasi foram utilizados os
primers LC14 250-273 (5° CGCACGTTATATCTACAGGTTGAG3’) e LC15 416-
439 (5 TGTTTGGGATTGAGGTAATAGTGA3') *° direcionados para o gene
Leishmania chagasi kinetoplast minicircle DNA” (AF169138.1 [GenBank])
amplificando um regido de 170 pb. Para estes primers, utilizou-se um pré-
aquecimento a 94°C por 4min, 40 ciclos a 94°C por 30s, 59°C por 30s, e 72°C
por 30s, e uma extenséo final a 70°C por 10min, como descrito por Lachaud et

al.>t

Todas as amplificagcbes foram realizadas no termociclador
MasterCycler EP gradient (Eppendorf, EUA). Controles positivos de Leishmania
spp. e L. (L.) chagasi, agua ultra pura e amostra de Trypanosoma cruzi
(controles negativo) foram amplificados juntamente com as amostras. A
identificacdo dos produtos amplificados foi realizada em eletroforese em gel de
agarose 1,5%. Para isso, aliquotas de 8 uL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 2 pL de solucao de azul de bromofenol, e submetidas a

eletroforese horizontal em gel de agarose, contendo em tampao Tris-borato-
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EDTA (TBE) 0,5X (Life Technologies, EUA), contendo 0,1mg/mL brometo de
etidio, e visualizado em analisador de imagens GelDoc-IT™ Imanging System
(UVP, EUA) utilizando-se o software VisonWorks®LS.

3.5.3 PCR quantitativa (qPCR): determinacdo de carga parasitaria

A gPCR foi realizada utilizando-se o aparelho StepOne™ Plus Real Time
PCR System (Life Technologies, EUA). O mix de reagentes foi composto por
12,5uL Power SYBR®Green PCR Master Mix (Life Technologies, EUA), 1 pL de
cada primer de L. chagasi (5 pM), 2 yL DNA alvo (10ng) e 8,5 yL &gua
ultrapura (Gibco). A curva padréo foi gerada utilizando-se diluicdes seriadas de
DNA de cepa de L. chagasi (MHOM/BR/2002/LPC-RPV), de 10° a 10°
parasitas.mL™. As condicbes de ciclagem foram: 95°C por 10 min, 50 ciclos a
95°C for 15 s, 60°C por 1min, seguido por uma curva de dissocia¢cdo. Todas as
amostras foram analizadas em triplicada utilizando-se placas MicroAmp 96-
well, especificas para gPCR, e controles negativos. Os dados foram coletados

e analizados com Step One™ Software v2.1 (Life Technologies, EUA).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de soroprevaléncia e biomoleculares foram comparados ao
sexo, idade, manejo de criacdo e raca. Foram tabulados em planilha Excel. A
associacao entre os resultados da pesquisa de anticorpos para Leishmania
major e os dados epidemioldgicos referentes aos animais estudados e
condicdo social de seus proprietarios foi analisada pelos testes de Qui-
quadrado (x?) ou Exato de Fischer, adotando-se um nivel de significancia (a)
de 5% .

A correlacdo entre os titulos de anticorpos na RIFI utilizando-se os
antigenos L. major e L. chagasi, analisada pelo coeficiente de correlacédo de
Spearman (rs). Estatisticas associadas a performance dos resultados obtidos
pela RIFI-L.chagasi, ELISA e PCR foram calculadas tendo a RIFI-Lm como
padrao-ouro, utilizando-se a planilha descrita por Mackinnon (2000). Todas as
analises foram realizadas utilizando-se os programas Epi Info 3.5.1 e BioEstat
5.0 >3,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 33 (8,4%) animais positivos na RIFI, 17 (4,3%) no
ELISA e 8 (2,0%) na PCR. Comparando-se com os resultados de (3%) obtido
por Vidal (2008) ** na mesma cidade também em &rea urbana, verifica-se um

aumento na prevaléncia. Embora ainda mantenha algumas caracteristicas

37,54

rurais, esta zoonose esta se urbanizando cada vez mais , aspecto que deve

ser considerado na epidemiologia da doenca, e que coloca em pauta a
discussdo das estratégias de controle empregadas. Segundo Bonates™, esta

by

mudanca se deve principalmente a participacdo do cdo como reservatorio

domiciliar.

SOROLOGIA ELISA
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Figura 5. Comparacéo dos resultados do teste de ELISA realizado no ano de
2008 e 2012 na cidade de Campina Grande-PB

Os animais sororeagentes apresentados no presente estudo residiam
em 11 bairros pertencentes a area urbana da cidade de Campina Grande. O
maior numero de casos foi evidenciado nos bairros Palmeira, Dinamérica e
Bodocong0d, que sdo Bairros periféricos, os quais apresentam areas com

problemas s6cio-econdmicos.
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Figura 6: Imagem representativa dos bairros de Campina Grande, com a
animais sororeagentes. (Adaptado de:

localizacao dos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Bairros de Campina Grande.svq)

Foram encontrados cdes sororeagentes nos bairros Conjunto Cinza e
Novo Horizonte que consideramos neste estudo pertencentes aos bairros de
Malvinas e José Américo, respectivamente, pelo fato desses bairros ainda nao
terem sido mapeados oficialmente e pela sua proximidade aos bairros citados.
Nos bairros das Malvinas, Jeremias, Dinamérica e Bairro das Cidades,

também pertencentes a periferia do municipio, observou-se a presenca de lixo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Bairros_de_Campina_Grande.svg
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a céu aberto, esgoto e o habito de criar animais como galinhas, bois, porcos e

cavalos.

Os resultados obtidos com relacdo a prevaléncia de anticorpos para
Leishmania spp. e os fatores de risco associados encontram-se na Tabela 1.
Apenas um animal apresentava sinais clinicos compativeis com a doenca
caracterizados por alopecia, esplenomegalia, desnutricdo e distarbios
oftalmicos (conjuntivite e opacidade da cornea).
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Tabela la. Associacdo das varidveis epidemioldgicas estudadas com o0s
resultados da pesquisa de anticorpos para Leishmania major pela RIFI.
Botucatu-2012

Variavel N RIFF  Variavel (%); 1C95%" OR (IC95%)° [
Sexo Macho 195 14 7,2;4,4-11,7
1,4 (0,6-2,9) 0,24°
Fémea 196 19 9,7;6,3-14,7
Raca Pura 114 9 7,9;4,2-14,3
1,1(0,5-2,5) 0,49°
SRD 277 24 8,7;5,9-12,6
Idade (ano) Jovem (£1 ano) 54 4 7,4;3,0-17,6
1,2 (0,4-3,5) 0,51°
Adulto (> 1ano) 337 29 8,6;6,1-12,1
Idade (meses)  6-12 meses 54 4 7,4;3,0-17,6
12-24 meses 81 5 6,2; 2,7-13,7
24-48 meses 92 7 7,6; 3,8-14,9 - 0,78'
48-60 meses 86 8 9,3;4,8-17,3
> 60 meses 78 9 11,5; 6,2-20,5
Contato com Nao 77 2 2,6, 0,8_9,0
outros 4,1 (1,0-17,6) 0,02°
animais Sim 314 31 9,9;7,1-13,7
Quantidade Nenhum 59 1 1,7;0,4-8,9
de "
contactantes Somente um 207 13 6,3; 3,7-10,5 - 0,00
Dois ou mais 125 19 15,2; 10,0-22,5
Criagao Domiciliar 307 23 7,5; 5,1-11,0
Semi-domiciliar 79 10 12,7, 7,1-21,8 - 0,27f
Solto 5 0 0,0; 0,0-0,0

Legenda: ° Titulo > 40; b Frequéncia de animais positivos baseada nas varidveis estudadas (intervalo de confianca = 95%); “ OR: Odds

ratio; 4p: valor de P para o. = 5;  Teste Exato de Fisher; fTeste de Qui-Quadrado
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Tabela 1b. Associacdo das variaveis epidemioldgicas estudadas com o0s
resultados da pesquisa de anticorpos para Leishmania major pela RIFI.
Botucatu-2012

Variavel N RIFP Variavel (%); 1C95%" OR (1C95%)° P
Ambiente Terra 80 7 8,8;4,4-17,0
Cimento 178 16 9,0; 5,6-14,1 - 0,91f
Ambos 131 10 7,6; 4,2-13,5
Desinfec¢do Diaria 326 25 7,7;5,3-11,1
Semanal 46 8 17,4;9,1-30,8
- 0,08"
Quinzenal 15 0 0,0; 0,0-0,0
Mensal 3 0 0,0; 0,0-0,0
Carrapatos Nao 36 1 2,8;0,7-14,2
3,5 (0,5-26,2) 0,17°
Sim 355 32 9,0; 6,5-12,5

Legenda: ° Titulo > 40; b Frequéncia de animais positivos baseada nas varidveis estudadas (intervalo de confianga = 95%); “OR: Odds
ratio; 4p: valor de P para o = 5;  Teste Exato de Fisher; fTeste de Qui-Quadrado

Em relacdo ao sexo, nédo foi observada diferenca significativa (P=0,24).
Porém, entre as fémeas, a soropositividade foi maior, sendo que das 196
cadelas, 19 foram positivas na RIFI (9,7%) enquanto dos 195 machos, apenas
14 (7,2%) foram positivos, corroborando com os achados de Barbosa et al.
(2010)>* que ndo encontraram diferenca significativa, entretanto com
prevaléncia maior nas fémeas. Por outro lado, Amoéra et al.>’ encontraram
maior prevaléncia em machos, porém sem diferencas significativas. E de se
esperar que nao ocorram diferencas significativas com relacdo ao sexo, pois as

chances de infeccéo sao iguais, independente do sexo.

N&o houve diferenca estatistica significativa (P =0,05) quanto a idade e
manejo de criacdo corroborando com Barbosa et al.>’ e Améra et al.’. No
presente estudo, cdes com idade inferior e superior a 12 meses apresentaram

7,4% e 8,6% de prevaléncia, respectivamente, sem diferenca significativa

58 14
l. l.

concordando com Arias et al.™ e Almeida et al.™, porém discordando de Silva
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et al.*! e Dantas-Torres et al.*®, que obtiveram maior prevaléncia em cées

jovens, com diferenca significativa (P < 0,05).

Dos 391 animais, 277 eram sem raca definida (SRD) e 114 eram de raca
pura, encontrando uma positividade na Rifi-Lm de 8,7% e 7,9%
respectivamente. Nao foi encontrada diferenca estatistica significativa, no
entanto, isso nao é fator epidemiologico relevante, pois o vetor ndo tem

predisposicéo racial.

N&o houve diferenca estatistica significante (P>0,05) quanto as variaveis
ambiente (terra, cimento ou ambos), alimentacdo (racdo comercial, comida
caseira ou ambos), situacdo socioecondmica (escolaridade e renda). No
entanto, no presente estudo encontrou-se diferenca significativa nos caes que
tinham contato com outros animais (P =0,02) e (OR=4,1), significando que caes
gue apresentam contato com outros animais possuem 4,1 chances a mais de
apresentarem titulos para RIFI-Lm. Quando se estratifica os resultados
diversificando o numero de contactantes caninos sem contato com nenhum
outro tipo de animal a prevaléncia foi de 1,7%. No caso de contato com apenas
um animal de 6,3% e 15,2% quando havia contato com dois ou mais animais,
com P < 0,05. Estes resultados corroboram com Amora et al.>’, que também
observaram que a presenca de outros caes facilita a manutencao da infeccéo
entre esta espécie, 0 que aumenta ainda mais o risco de contaminacdo dos

humanos®’.

A associacao da variavel condicado social dos proprietarios (escolaridade
e renda) com os resultados da pesquisa de anticorpos para Leishmania major

pela (RIFI) esta apresentada na tabela 2.
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Tabela 2. Associagdo da variavel condigdo social dos proprietarios
(escolaridade e renda) com os resultados da pesquisa de anticorpos para
Leishmania major pela (RIFI). Botucatu-2012

Variavel N RIFI  Variavel (%); 1C95%°  OR (1C95%)° P
Escolaridade Analfabeto 20 1 5,0; 1,2-23,8
1° grau incompleto 62 8 12,9; 6,7-23,5
1° grau completo 46 2 4,3;1,3-14,5
2° grau incompleto 75 7 9,3;4,7-18,1 - 0,76f
2° grau completo 102 8 7,8; 4,1-14,7
3° grau incompleto 20 1 5,0; 1,2-23,8
3° grau completo 66 6 9,1; 4,3-18,5
Renda < 2 salarios min. 197 20 10,2; 6,7-15,2
2-4 salarios min. 130 10 7,7; 4,3-13,6
- 0,56'
5-6 salarios min. 38 2 5,3; 1,6-17,3
> 6 salarios min. 26 1 3,8;0,9-19,0

by

N&o houve significancia estatistica (P>0,05) quanto a prevaléncia de
cades que viviam em ambientes onde se realizava limpeza diaria, em relacao
aqueles de domicilios onde a limpeza era realizada semanal, quinzenal ou
mensalmente. Sabe-se que a limpeza evita 0 acumulo de matéria organica o
gue dificulta a proliferacdo de flebotominios transmissores, que necessitam de

matéria organica para o seu ciclo.

A comparacdo dos resultados obtidos pela RIFI com antigeno de
Leishmania major apresentou melhor resultado comparado a RIFI com
antigeno de Leishmania chagasi com eficiéncia de 98%, seguido pelo ELISA
com 93,9% e 90% com os resultados da PCR, porém a sensibilidade para este
ultimo foi de apenas 3%, assinalando 97% de falso negativo no mesmo animal.
O nivel de concordancia Kappa (k) entre os testes foi de 86,8%, 49,1% e 1,6%

RIFI com o antigeno L. chagasi, ELISA e a PCR, respectivamente,
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demonstrando moderada a ligeira associacédo entre os testes. A concordancia
entre os resultados positivos e negativos produzidos por cada método foi
melhor na RIFI com o antigeno de L. chagasi.

A Correlacao entre os resultados dos titulos de anticorpos obtidos pela
RIFI-Lm e pela RIFI-Lc foi forte, apresentando o Coeficiente de Spearman (rs)
de 0,8683 e valor de (P < 0,0001).

Os resultados do ELISA e da PCR foram concordantes em 96,7% e
94,7% respectivamente, quando as amostras foram negativas na RIFI L. major.

Esses achados diferem de Cabral®®

em relacdo a PCR, que encontrou 88,7%
de concordancia positiva da PCR com a sorologia e 52,8% de concordancia

negativa entre estas mesmas técnicas diagndsticas.

Pode acontecer de métodos sorologicos apresentarem reacdes cruzadas
com anticorpos contra Ehrlichia canis e tripanossomideos, diversos estudos

corroboram com estas suspeitas®® 3% 42 43

, porém no presente estudo néo foi
investigada esta possibilidade. A eliminacdo de caes sororeagentes ainda & um
assunto muito polémico, apesar de resultados sorolégicos serem determinantes
para eutandsia dos animais®, por isso a importancia da realizacdo da

confirmacao etioldgica antes da eliminacéo do céao.

Os valores de acuracia entre as provas de RIFI, ELISA e PCR

encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3. Estimativa + erro padrdo (ESTZEP) e intervalo de confianca 95%
(IC95%) da avaliacao estatistica para as técnicas sorolégicas e pesquisa de
DNA de Leishmana spp. pela PCR, considerando-se a RIFI com antigeno de L.

major como padrao-ouro. Botucatu-2012.

RIFI-Lc ELISA PCR
Estatistica ESTEP 1C95% ESTEP 1C95% ESTEP 1C95%
Sensibilidade 87,9+5,7 71,8-96,6 39,4+8,5 229-579 3,0+3,0 0,0-15,8
Especificidade 98,9+0,6 97,2-99,7 98,9+0,6 97,2-99,7 98,0+ 0,7 96,0 —-99,2
Eficiéncia* 98,0+ 0,7 96,0-99,1 93,9+1,2 91,0-96,0 90,0+1,5 86,7-92,8
Valor preditivo positivo 87,9+5,7 71,8-96,6 76,5+10,3 50,1-93,2 12,5+11,7 0,3-52,7
Valor preditivo negativo 98,9+0,6 97,2-99,7 94,7 +1,2 91,9-96,7 91,6+1,4 88,4—-94,2
Falso positivo 1,1+0,6 0,3-2,8 1,1+0,6 0,3-2,8 2,0+£0,7 0,8-4,0
Falso negativo 12,1+5,7 3,4-28,2 60,6 + 8,5 42,1-77,1 97,0+ 3,0 84,2 -99,9
Kappa (k) 86,8 +4,6 77,7-95,8 49,1+8,8 31,8-66,4 1,6+4,7 N.D.-10,8
Concordancia positiva 87,9+4,3 79,5-96,2 52,0+8,6 35,2-68,9 49+4,7 N.D.-14,1
Concordancia negativa 98,9+0,4 98,1-99,7 96,7+0,7 95,4-98,0 94,7+0,8 93,1-96,4

A auséncia de DNA de Leishmania spp. nas amostras de sangue total
sinaliza discordancia entre a PCR e a RIFI, com baixa sensibilidade da PCR
neste tipo de amostra, provavelmente pelo baixo numero de parasitas
usualmente presentes no sangue ** ®*°. Além disso, diferentemente de uma
maior sensibilidade da PCR verificada em outros tipos de amostras, no sangue
h& evidéncias da interferéncia de inibidores (grupos heme) da Taq, além do
gue em amostras de sangue total a maior deteccdo do DNA do parasita

depende da fase de parasitemia do animal®™.

A sensibilidade e a especificidade da PCR dependem de vérios fatores,
incluindo os oligos, o protocolo de extragcdo do DNA e o tipo de amostra. A
vantagem de usar sangue periférico € que a coleta € menos invasiva do que

puncédo da medula éssea, baco ou aspirado de linfonodo, e as amostras estao
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prontas para serem utilizadas. Por outro lado, o nivel de parasitismo no sangue
periférico tende a ser menor do que na medula 6ssea, baco ou aspirado de
linfonodo, além do sangue poder conter inibidores que podem alterar a
sensibilidade da PCR®,

A RIFI com L. major, preconizada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e pelo Ministério da Saude, considerada como padrdo ouro, mostrou-se
um bom teste confirmatério e de triagem, podendo ser utilizado em inquéritos
epidemiologicos. O ELISA, considerado bom para confirmacdo cuja
especificidade no presente estudo foi de 98,9% mostrou sensibilidade de
39.4%, considerada baixa, inferior a descrita na bula do produto.

A associacdo entre estes testes e a co-positividade indica a eutanasia
do animal de acordo com o Ministério da Saude, porém no presente estudo
este indice foi de apenas 52%, indicando a necessidade de outra prova
confirmatdria. Ja para a confirmacdo de negatividade na RIFI, o ELISA foi
considerado seguro, apresentando concordancia negativa de 96,7%, porém
menor que a RIFI que foi de 98,9%. O uso da PCR de sangue total apresentou
baixa sensibilidade e baixa concordéncia com a RIFI, ndo sendo indicado como
teste primario mostrando-se eficiente somente para fins de identificacdo da
espécie, genotipagem e epidemiologia molecular; uma vez que com o DNA
detectado, mesmo que em poucos animais, pode-se estudar o genoma do

parasita na regido pesquisada.
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Tabela 4. Carga parasitaria por Leishmania chagasi nos animais positivos na

Sorologia e/ou PCR convencional. Botucatu-2012.

gPCR
Amostra  (parasitas.mL’ Ct Threshold Slope R? Eff%
)
42 7 30,98
59 268 27,73
65 45 29,65
68 551 27,02
90 104 28,34 0,03763 -3,240 0,992 109,232
312 18 30,01
322 1 31,03
352 97 28,99
364 2 31,00
Mediana 45 29,650 - - - -
P25-P75 7-102 28,34- -

30,74

Os animais que apresentaram resultado positivo na sorologia, na cPCR
ou em ambos foram submetidos a quantificacdo parasitaria pela gPCR que
apresentou uma mediana de 45 parasitas por mililitros de sangue. O baixo
namero de amostras positivas na qPCR pode estar associado a auséncia do
parasita neste tecido e a baixa sensibilidade do teste utilizado para a deteccdo

do mesmo . 4& ¢!

Considerando-se o pequeno nimero de amostras positivas a qPCR, nao
nos possibilitou discussdo com relacdo aos titulos sorolégicos dos animais
positivos, confrontando-se com a carga parasitaria, fato que nos sugere a
continuidade deste estudo com maior numero de animais positivos, para

melhor interpretacéo dos resultados.
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A prevaléncia de anticorpos antileishmania spp. em cdes de Campina
Grande, Paraiba, aumentou comparando-se com os resultados de Vidal*?,
mostrando que a LVC tem-se adaptado a zona urbana, portanto de forma
endémica, chamando atencdo de 6rgdos publicos para o adequado controle da
doenca. Este trabalho é pioneiro na investigacdo da LVC por meios de
diversificadas técnicas laboratoriais neste municipio. Outros trabalhos devem
ser conduzidos continuadamente, visando a investigacdo sistematica da
doenca nesta cidade e em regides circunvizinhas. A pesquisa cientifica,
realizada em parceria com os 6rgaos atuantes em saude publica, assim como a
divulgacdo de seus resultados sdo fundamentais a compreensdo das
ocorréncias epidemiolégicas e tomadas de decisdo quanto ao controle da LV,

gue anualmente acomete milhares de pacientes humanos e caninos no pais.

Espera-se que os resultados desde estudo sirvam como um alerta as
autoridades de saude publica local em relagdo a manutencdo das acdes de

vigilancia epidemiologica.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a associacdo de provas diagnésticas, melhorou a
deteccdo de animais positivos, aspecto excelente para o controle da LVC em

determinadas areas, além de evitar a eutanasia de caes falso-positivos.

Os resultados do presente estudo mostram a ocorréncia de LVC no local
estudado, confirmando o processo de urbanizacao desta doenca, alertando que
cdes assintomaticos, assim como o0s que apresentem linfadenopatias e
dermatopatias, devem ser investigados quanto a presenca de anticorpos anti-
Leishmania sp. no municipio de Campina Grande, Paraiba , evitando-se assim

a inclusdo humana no ciclo da doenga.
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