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E necessdrio abrir os olkios e perceber gue as coisas boas estdo
dentro de nds, onde os sentimentos ndo precisam de motivos nem os
desejos de razdo.

O importante € aproveitar o momento e aprender sua duragdo, pois
a vida estd nos ollos de quem sabe ver’.

Gabriel Garcia Marquez
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RESUMO

BRAGA, A.R.C. Hemocultura, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
e Reacdo em Cadeia pela Polimerase para Leishmania spp. em céaes e
gatos provenientes de area endémica e ndo endémica para leishmaniose.
Botucatu, 2009, 100p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A leishmaniose é uma zoonose, causada por protozoarios do género
Leishmania e transmitida por vetores flebotomineos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a ocorréncia de Leishmania spp. em caes e gatos provenientes de area
endémica e ndo endémica para esta doenca, através da associacdo de trés
técnicas diagndsticas: hemocultura em meio LIT (Liver Infusion Tryptose),
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Leishmania spp. Foram coletadas aleatoriamente 50
amostras de sangue de cées e 50 amostras de sangue de gatos, procedentes
do Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande - MS, onde a
leishmaniose visceral canina (LVC) é endémica, e aleatoriamente de 50 cées e
50 gatos do Canil Municipal e Associacdo de Protecdo aos Animais (APA) de
Botucatu - SP, considerada, até o momento, area ndo endémica, silenciosa
para esta enfermidade. Das 50 hemoculturas de cées procedentes de
Botucatu, trés (6%) foram positivas e das 50 hemoculturas dos gatos, duas
(4%) foram positivas. Em Campo Grande, 29 hemoculturas (58%) de cées
foram positivas e as dos gatos apresentaram 100% de negatividade. Quanto a
PCR, 100% das amostras de caes e de gatos procedentes de Botucatu, assim
como as dos gatos de Campo Grande foram negativas. Das 50 amostras de
cées deste municipio, 36 foram positivas (72%) & PCR. A RIFI obteve-se 100%
de negatividade nas amostras dos caes e gatos de Botucatu e 32 cées (64%) e
15 gatos (30%) de Campo Grande foram reagentes. Pelos resultados
apresentados, podemos concluir que a continua vigilancia epidemiolégica é
importante em areas nao endémicas para leishmaniose, bem como a busca de
um diagnostico seguro em areas endémicas, além de maiores estudos sobre o
papel dos felinos no ciclo epidemioldgico da doenca.

Palavras-chave: Céao; Diagnéstico; Gato; Leishmania spp.



ABSTRACT
BRAGA, A.R.C. Hemoculture, Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT)

and Polymerase Chain Reaction (PCR) for Leishmania spp. in dogs and
cats from endemic and non-endemic areas for leishmaniosis. Botucatu,
2009, 100p. Dissertation (Master) — College of Veterinary Medicine and Animal
Science, Campus of Botucatu, Sdo Paulo State University.

Leishmaniosis is a zoonosis caused by protozoans of Leishmania genus and is
transmitted by phlebotomine vectors. This study was aimed to evaluate the
occurrence of Leishmania spp. in dogs and cats from endemic and non-
endemic areas by three diagnostic tests: hemoculture in LIT (Liver Infusion
Tryptose) media, Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) and Polymerase
Chain Reaction (PCR). Fifty blood samples of dogs and fifty of cats from
Zoonosis Control Center from Campo Grande, MS, an endemic area for canine
visceral leishmaniasis (CVL), were collected randomly, as well as blood
samples of dogs and cats from Municipal Kennel and Animal Protection
Association (APA) from Botucatu, SP, considered by the moment as free-
transmission, non-endemic area for the disease. From 50 hemocultures of the
dogs from Botucatu, three (6%) were positive and of the blood of 50 cats,
two (4%) were positive. In Campo Grande, 29 hemocultures (58%) were
positive for dogs and 100% of the cats were negative for this test. For the PCR
detection of Leishmania spp., 100% of the samples from dogs and cats from
Botucatu and all the cats from Campo Grande were negative. On the other
hand, 36 dogs from Campo Grande were positive (72%) for the PCR. From
Botucatu, by the IFAT, 100% of the dogs and cats were non reagent and 32
dogs (64%) and 15 cats (30%) from Campo Grande (MS) were positive for this
test. The presented results show that a continuous epidemiological vigilance is
Important in non-endemic areas for leishmaniasis, as well as the research for an
accurate diagnosis in endemic areas, and other studies based on the role of
felines in epidemiological life cycle of this disease

Keywords: Dog; Diagnosis; Cat; Leishmania spp.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo consideradas primariamente como zooOnoses,
podendo acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo de
transmissdo do parasito, caracterizandese como antropozoonose. Em geral,
apresentam clinicamente um carater multifacetado e afetam o homem, além de
varias espécies de animais silvestres e domeésticos, em diferentes regifes do
globo terrestre.

Degradacdes ambientais e escassez de politicas sociais, associadas as
migracdes de populagdes rurais carentes para as periferias urbanas de forma
desordenada e sem estrutura sanitaria e a presenca de reservatérios no local,
teriam proporcionado a urbanizacdo da LVC (Leishmaniose Visceral Canina)
em areas metropolitanas. Isto ocorre, pois 0 cdo vive em contato estreito com
humanos e atraem a presenca do vetor, o que faz destes animais uma
importante fonte de infeccdo e principal reservatério, sendo, potanto um dos
alvos nas estratégias de controle. Nos ultimos anos, além da pesquisa em
caes, no homem e em outros reservatorios, o gato doméstico também tem
recebido atencéo.

As medidas de controle da leishmaniose visceral (LV) envolvem
fundamentalmente o tratamento de casos humanos, borrifacdo de casas e
peridomicilios com inseticidas de a¢do residual e identificacdo e eliminacdo de
caes sorologicamente positivos. No entanto, a maior dificuldade encontrada
relaciona-se com o diagnostico da LVC, jA que os métodos utilizados para o
seu controle sdo baseados na pesquisa de anticorpos, e estes apresentam
limitagcbes. Desta maneira, a identificagcdo dos cées infectados € um ponto
chave para interromper a cadeia epidemiolégica da doenca nos centros
urbanos.

A detecgéo de anticorpos circulantes paralLeishmania spp. vem sendo
utiizada em estudo soroepidemioldgicos, constituindese em ferramenta
importante no diagndstico da LV. As técnicas mais utilizadas e recomendadas
pelo Ministério da Saude para o inquérito caninosdo a Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA), sendo a

primeira de eleicdo por apresentar vantagens, como facil execucao, rapidez,
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baixo custo e sensibilidade e especificidade adequadas quando comparada a
outros métodos (DANTAS-TORRES et al., 2006; IKEDA-GARCIA e
MARCONDES, 2007).

Exames parasitologicos baseados na demonstracdo das formas
amastigotas do parasito, tanto dentro dos macréfagos como na forma livre,
permitindo o diagndstico definitivo da infeccdo, podem ser facilmente
realizados, sendo o0s procedimentos corados por Giemsa ou Leishman
(SUNDAR e RAI, 2002; SIMOES-MATTOS; 2005, GREENE, 2006). O
isolamento das formas promastigotas de Leishmania spp. por meios de cultura
a partir de diversos tecidos, como o sarmgue no caso das hemoculturas, apesar
de trabalhoso também é uma técnica possivel.

Dentre os métodos moleculares, a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) tem sido utilizada como ferramenta em pesquisas epidemiologicas, bem
como para identificacdo de espécies de Leishmania spp., por amplificacdo
seletiva de sequéncias de DNA do parasito. A detec¢do de DNA é possivel em
uma variedade de tecidos, incluindo medula Ossea, bidpsias cutaneas,
aspirados de linfonodos, sangue, cortes histoldgicos de tecidos parafindos, e
também no vetor (GREENE, 2006; IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2007).

Para uma melhor acuidade diagndstica da LV fazse necessario o uso de
uma combinagdo de técnicas, uma vez que nao esta disponivel um método que
isoladamente reuna todas as caracteristi@s consideraveis desejaveis para o
diagnéstico, tais como: facil execucdo, custo acessivel, rapidez e
especialmente sensibilidade e especificidade altas. Recomendase que o
diagnostico desta doenca seja realizado baseandese na sintomatologia clinica,
nas caracteristicas epidemiolégicas da regido e nos exames laboratoriais,
desta forma contribuindo para o destino correto dos animais verdadeiramente
positivos. Isto é importante tanto para os aspectos de saude publica quanto aos
de ética, pois contribuird pam diminuicdo da eutanasia desnecessaria de cées

erroneamente considerados infectados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por um
protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
e género Leishmania. S&o zoonoses, que em geral, apresentam
clinicamente um carater multifacetado e afetam o homem, além de varias
espécies de animais silvestres e domésticos, em diferentes regbes do
globo terrestre (FEITOSA, 2006). Sua ocorréncia € sempre maior em areas
tropicais e subtropicais, pois favorecem a manutengdo dos seus vetores,
como leste e sudeste da Asia, Oriente Médio, norte e leste da Africa, sul da
Europa (Mediterraneo) e Américas Central e do Sul (BRASIL, 2006).

Ha diferentes agentes transmissores dependendo da espécie de
Leishmania e regido geografica. O vetor de L. (L.) infantum é representado
por dipteros, da familia Psycodidae, sub familia Phlebotominae, dos quais a
Lutzomia longipalpis € o principal e mais importante na transmissdo da
leishmaniose visceral, no Novo Mundo. Os insetos dessa familia séo
pequenos e tém como caracteristicas a coloracdo amarelada ou de cor
palha e, em posicdo de repouso. Suas asas permanecem eetas e
semiabertas e, devido a essas caracteristicas, sdo também conhecidos
como mosquito-palha e asa dura, podendo ser chamados em algumas
regides de birigui, cangalhinha, entre outros. A atividade desses vetores é
crepuscular e noturna, sendo que, no inta e peridomicilio, a Lu. longipalpis
€ encontrada, principalmente, préximas a uma fonte de alimento (BRASIL,
2006). A abundéancia desses insetos estd relacionada com fatores
ambientais, como a precipitacdo pluviométrica e pode aumentar quando as
temperaturas estdo elevadas.

A infecgéo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue
de mamiferos infectados, ingerem macrofagos por formas amastigotas de
Leishmania spp. e, apés oito a vinte dias de repasto sanguineo, estas
evoluem para formas promastigotas no tubo digestivo dos insetos,

tornando-se infectantes (BRASIL, 2006). Nos hospedeiros vertebrados, as
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formas promastigotas de Leishmania spp. tém entrada ativa nas células do
sistema monocitico fagocitario (SMF), onde assumem a forma amastigota.
Por divisdo binaria, multiplicam-se obrigatoriamente dentro destas células
até os macréfagos se romperem, liberando parasitos para o0 espaco
extracelular.

No Brasil, os reservatorios da doenca ainda néo estao bem definidos.
Varios animais silvestres, como raposas das espécies Lycalopex vetulus e
Cerdocyon thous e marsupiais da espécie Didelphis albiventris tém sido
encontrados naturalmente infectados pela L. chagasi (REIS, 2001).
Entretanto, o principal reservatério da LV no pais é o cdo doméstico Canis
familiaris), sendo um dos alvos das estratégias de controle, pois possui
grande importancia na transmissdo da doenga, provavelmente devido ao
seu maior parasitismo cutaneo e por apresentarse infectado em quase
todos os focos brasileiros de leishmaniose visceral €alazar) humano
(MACHADO, 2004). Condi¢cbes sécioc-ambientais, como o desmatamento,
reduziram a disponibilidade de animais que serviam como fontes de
alimentacg&o para o inseto transmissor, colocando o homem e o cdo como
fontes alternativas acessiveis (BRASIL, 2006). Varios debates entre
profissionais da salude no Brasil ligados ou ndo a prevencdo de
leishmanioses, tém sido focados especialmente na hipbétese de que outros
animais poderiam estar atuando como reservatorios, sendo o gato
doméstico (Felis catus) um dos objetos de discusséo (SILVA et al., 2004;
SIMOES-MATOS, et al. 2004).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

No Brasil, as formas canina e humana da leishmaniose visceral (LV)
ocorrem endemicamente em varios Estados das regides Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste e em todos os Estados ha associacdo entre cées
infectados e presenca do vetor (MILES et al.,, 1999). Os Estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhdo,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba,

Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Roraima, Sergipe,
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Sao Paulo e Tocantins possuem casos notificados (MISSAWA e LIMA,
2006). Em 2003, os Estados que apresentaram maiores taxas de incidéncia
foram Tocantins, Piaui, Maranh&o, Mato Grosso do Sule Roraima (BRASIL,
2003). Municipios como Aracatuba (SP) (FEITOSA et al., 2000), Teresina
(Pl) (ANDRADE FILHO, SILVA e FALCAO, 2001), Belo Horizonte
(MARGONARI et al., 2006; RESENDE et al.,, 2006) e Porteirinha (MG)
(BARATA et al., 2004), Palmas (TO), Trés Lagoas e Campo Grande (MS),
tém enfrentado epidemias (BRASIL, 2006).

O baixo padrdo de vida da populacdo, a maior densidade dos
flebotomineos e a presenca de caes infectados sao fatores predisponentes
para implantacdo desta zoonose (ALENCAR, 1983; BADARO et al., 1986;
NASCIMENTO, 1996).

A LV tem como agente etiolégico as leishmanias do complexo
donovani, que compreende a Leishmania (Leishmania) donovani, na Asia e
Africa, Leishmania (Leshmania) infantum na Asia, Europa e Africa e
Leishmania (Leishmania) chagasi nas Américas (FEITOSA, 2006). J& a
leishmaniose tegumentar (LT) é causada pela Leishmania tropica ou
Leishmania major e a leishmaniose mucocutanea pela Leishmania
(mexicana) mexicana, Leishmania (brasiliensis) brasiliensis ou pela
Leishmania (brasiliensis) peruviensis (BRASIL, 2006).

A LV teve seu primeiro relato no Brasil em 1934, sendo que o0
primeiro surto da doenga ocorreu 20 anos depois em Sobral, no estado do
Ceara. A partir dos anos 80, constatouse uma transformacgéo drastica na
distribuicdo geogréfica, tendo em vista que a doenca, outrora restrita a
areas rurais do Nordeste brasileiro, avangou para outras regides indenes,
alcancando inclusive a periferia de grandes centros urbanos e, a partir da
década de 90, os estados do Para, Tocantins (regdo Norte), Mato Grosso
do Sul (regido Oeste), Minas Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste). Estes
Estados passaram a influir de maneira significativa nas estatisticas da LV
no Brasil.

Acredita-se que degradacdes ambientais e escassez de politicas
sociais, associadas as migracdes de populacfes rurais carentes para as

periferias urbanas de forma desordenada e sem estrutura sanitaria, a
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presenca de reservatérios no local e a adaptacdo do vetor aos ambientes
urbanos, teriam proporcionado a urbanizacdo da LV em &eas
metropolitanas (REIS, 2001). Com a expansdo da area de abrangéncia da
doenca e o aumento significativo no nimero de casos, a LV passou a ser
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma das prioridades
dentre as doencas tropicais (GONTIJO e MELO,2004).

Indicadores epidemiolégicos tém demonstrado que o controle da LVC
ainda nao foi atingido (BRASIL, 2006). Os métodos adotados pelas politicas
publicas ndo tém surtido o efeito desejado. Desta forma, estudos visando
obter métodos diagndsticos que possam facilitar a realizacao de inquéritos
epidemiolégicos tornam-se Uteis no momento de adquirir o conhecimento da

distribuicdo geogréfica da LV no pais (REIS, 2001).

2.3 SINAIS CLINICOS

As manifestagdes clinicas da LV no cdo e no homem séo similares e
apresentam como sinais mais comuns, febre irregular por longos periodos,
anemia, perda progressiva de peso e caquexia em seu estagio final. No
homem, as causas de Obitos mais comuns sdo associadas a
broncopneumonias, gastroenterites, septicemias e sangranentos graves,
tais como: hemorragia digestiva alta ou baixa, insuficiéncia cardiaca devido
a anemia grave, contribuindo para o aumento da mortalidade (BRASIL,
2006). De acordo com apresentacao clinica, os caes podem ser agrupados
como: oligossintomaticos, com até trés sintomas clinicos, sintomaticos, com
mais de trés sintomas clinicos e os assintomaticos, que ndo apresentam
sintomas (MANCIANTI et al., 1988).

As alteragBes dermatologicas sdo bastante frequientes em cdes com
LV e podem ocorrer na auséncia de autros sintomas, representadas por
excessiva descamacao da epiderme, podendo ser localizada na regiao
periocular e na borda dos pavilhdes auriculares, ou difusa por todo corpo,
pelame seco, queda de pélos e areas de alopecia, sendo que alguns
possuem despigmentacdo cutanea e areas de hiperqueratose e lignificacao,

principalmente em locais correspondentes a saliéncias ésseas. Outros
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sinais incluem linfoadenomegalia, onicogrifose, lesdes oculares, emese,
diarréia, melena, pneumonia, epistaxe, comprometimento do sistema
urinario, alteracdes hepéticas e neuroldgicas (em menor frequéncia), apatia,
intoler&ncia a exercicios, polidria, polidpisia, poliartrite, polimiosite e lesdes
osteoliticas. InfecgBes associadas com Ehrlichia, Babesia e Dirofilaria séo
muito comuns (FEITOSA, 2006).

De uma maneira geral o diagnéstico da LVC vem se apresentando
como um problema para os servicos de saude publica. A problemética
deve-se principalmente a trés fatores: variedade de sintomas clinicos e
semelhanga com aqueles observados em outras doengas infecciosas;
alteracbes histopatologicas inespecificas, e inexisténcia de um teste
diagndstico 100% especifico e sensivel (BRASIL, 2006).

2.4 DIAGNOSTICO

A deteccdo de anticorpos para Leishmania spp. constitui um
instrumento essencial no diagndstico da LVC, sendo os recomendados para
a avaliagdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e
censitarios pelo Ministério da Saude o Ensaio de Imunoadsorcdo
Enzimatica (ELISA) como triagem diagnéstica e a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) como confirmatério dos cdaes
sororreagentes. Os animais sintomaticos ou nao, devem ser eutanasiados
(BRASIL, 2006). A RIFI confere sensibilidade de 90% e especificidade
aproximada de 80% para amostras de soros (HARITH et al.,, 1987). A
especificidade deste teste € prejudicada pela presenca de reacfes cruzadas
com doencgas causadas por outros tripanossomatideos, como o da doenca
de Chagas e os da leishmaniose tegumentar americana (LTA)
(ALVES;BEVILACQUA, 2004). E um teste de facil execucdo, fornece
diagnéstico rapido e de baixo custo, porém um resultado positivo neste
método nem sempre pode ser conclusivo de doenca ativa, assim como caes
infectados podem apresentarse soronegativos, além disso, podem ocorrer

reagdes cruzadas com outros microorganignos, produzindo assim
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resultados falso-positivos (LUVIZOTTO, 2003; IKEDA-GARCIA e
MARCONDES, 2007).

Em regibes endémicas o exame parasitolégico € considerado
diagnéstico de certeza. Classicamente, o diagndéstico da doenca é o
parasitolégico direto que é fito a partir da demonstracdo das formas
amastigotas, 0s quais constituemse em estruturas arredondadas ou ovais,
com dois a trés micrOmeros de diametro, encontradas no interior de
mondcitos e macréfagos, ou no meio extracelular em aspirados de
linfonodos, medula Gssea, baco e figado, sendo os dois primeiros mais
utilizados devido a facilidade de obtencdo de material, pois exames
citolégicos esplénicos e hepéticos sdo mais trabalhosos e o risco de
hemorragia é elevado (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006). Em coloragfes
preparadas com Giemsa ou Leishman, o citoplasma do parasito apresenta
se em tom azul péalido com nudcleo corado em vermelho, sendo que no
mesmo plano do nucleo, ha uma estrutura profundamente avermelhada ou
violacea em forma de bastonete, chamada cinetoplasto (SUNDAR e RAI,
2002). A especificidade do método é de aproximadamente 100% e a
sensibilidade do teste depende do grau de parasitemia, do tipo de material
bioldgico coletado e do numero de campos observados durante a leitura da
lamina, estando em torno de 80% para cdes sintomaticos e menor ainda
para caes assintomaticos (BRASIL, 2006).

O diagnostico também pode ser estabelecido pela detecgdo do
parasito por cultivo em meios de cultura especificos, sendo que nestes as
formas amastigotas inoculadas transformam-se em formas promastigotas.
O meio classico € NNN (Novy, Mc Neal e Nicolle), porém existem outros
gue podem ser empregados, junto ao primeiro ou isoladamente, como o LIT
(Liver Infusion Tryptose) ou de Schneider que aumentam e aceleram a
positividade da cultura (BRASIL, 2006). Esse método diagndstico possui
baixa sensibilidade, especialmente nos estagios iniciais da doenc¢a, quando
a carga parasitaria € pequena, e embora seja muito Gtil para o isolamento
do parasito, nao € utilizado na rotina (IKEDA-GARCIA e FEITOSA, 2006).

A hemocultura é um teste parasitologico cuja positividade demonstra

a presenca do parasita na corrente sanguinea, o qual é visualizado ao
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microscépio Optico. Esta € uma diferenca importante em relagdo a prova
molecular, a PCR, a qual tem capacidade de detectar DNA do parasita, nao
necessitando estar presente inteiro na circulagdo (LUCHEIS et al., 2005).

Quando se identifica uma hemocultura positiva, € desejavel obter
uma lamina corada, entretanto, isto se torna dificil, devido a necessidade da
presenca de parasitas em quantidade suficiente para sua visualizagdo. Sua
sensibilidade aumenta quando o volume e o nimero de amostras forem
maiores, 0 tempo entre a coleta e 0 processamento menor e quando se
utiliza o meio LIT para cultivo (PORTELA-LINDOSO e SHIKANAI-YASUDA,
2003).

Tanto as leishmanias como outros cinetoplastideos, possuem uma
complexa rede de moléculas de DNA circular dentro de uma Unica
mitocondria. O DNA mitocondrial do parasito representa aproximadamente
20% do DNA total celular e estd organizado em rede discoide, onde
milhares de minicirculos e maxicirculos interligados constituem 95% de sua
estrutura. Cada minicirculo completo possui de 700 a 800 pares de bases,
sendo que 200 pares correspondem a uma regido conservada (IEGRAVE
et al., 1994). O desenvolvimento da PCR proporcionou grande avango nas
técnicas de biologia molecular relacionadas ao diagnostico da leishmaniose.
Iniciadores designados para amplificar sequUéncias encontradas em
minicirculos de kDNA de leishmanias de diferentes espécies foram testados
em varios tecidos, demonstrando ser uma técnica altamente sensivel e
especifica, possuindo habilidade de detectar e identificar o DNA parasitario
envolvido, além de ser aplicada em varias amostras clinicas, a partir de
diferentes tecidos, bem como de aspirado de linfonodos, medula 6ssea e de
leucécitos de sangue periférico, produzindo um resultado seguro em poucas
horas (IKONOMOPOQULOS et al., 2003).

A PCR adicionalmente aos métodos classicos para diagndéstico da LV
€ uma ferramenta importante que deve ser considerada pelos clinicos, ao
avaliar pacientes em areas endémicas. Também tem sido descrita como um
método sensivel para a deteccdo do parasita, independente da
imunocompeténcia ou da histdria clinica do paciente. Muibs centros de

pesquisa tém avaliado o uso da PCR para diagnostico de LV utilizando
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sangue periférico, considerando que a biopsia esplénica e a puncdo de
medula O6ssea nao sdo técnicas adequadas para uso fora do ambiente
hospitalar (GONTIJO e MELO, 2004).

2.5 CONTROLE

O aprimoramento das medidas de controle esta sendo feito com base
em evidéncias encontradas na literatura cientifica e de ordem operacional,
dentre elas: falta de padronizacdo de diagndstico da infeccdo humana e
canina; discordancia entre os estudos que avaliam o impacto da eliminagéo
de caes soropositivos na prevaléncia da infeccdo humana; demonstragao
de que outros reservatérios podem ser fonte de infeccdo dal. chagasi,
como os canideos silvestres e 0os marsupiais e escassez de estudos sobreo
impacto das agOes de controle dirigidas contra os vetores (GONTIJO e
MELO, 2004).

Muitos aspectos relacionados ao papel do cdo na epidemiologia da
LV ainda sdo desconhecidos. Um destes, que provavelmente esté
associado com o insucesso do controle da doenca, refere-se aos critérios
usados para selecdo dos cdes a serem eliminados, baseandese no
diagnostico por técnicas sorolégicas. Por apresentarem baixas
especificidade e sensibilidade, estas metodologias acarretam taxas de
infeccdo subestimadas e consequentemente permitindo a manutencéo de
animais infectados nas areas endémicas (DA SILVA et al., 2005).

O impacto do controle da LV através da remoc¢do e eutanasia dos
caes soropositivos é outro aspecto e tem sido discutido por se mostrar de
eficacia duvidosa. Diversos estudos demonstraram que a eliminacao destes
animais possui impacto limitado no controle da doenga tanto em humanos
guanto em caes, pois quando ocorre a nova introducdo de cées
susceptiveis na populacédo a doenca pode ser mantida (COURTENAY et al,
2002). NUNES et al. (2008) avaliaram a substituicdo de caes sacrificados
de uma éarea endémica no intuito de compreender melhor a dinamica
populacional quando a eliminacdo do céo reservatério € adotada como

principal medida de controle. Em uma primeira avaliagcado 26,7% dos caes



15
Revisdo de Literatura

eutanasiados eram sorologicamente positivos pelo método de ELISA. As
posteriores substituicdes destes animais foram feitas em 38,8 % dos casos,
algumas delas com dois ou mais caes. Os exames soroldgicos posteriores
detectaram que 42,2 % foram positivos, sendo que 30,6% ja haviam sido
positivos na primeira avaliacdo. Estes resultados reforcam a necessidade
de uma reavaliacao deste método de controle.

A prevencdo da doencga através de imunoprofilaxia aparece como
uma das poucas alternativas para o controle, porém seu uso é ainda
controverso. O tratamento de c8es ndo é recomendado, pois existem
dividas em relacdo a cura parasitolégica, a despeito da aparente cura
clinica. Embora os sinais clinicos sejam minimizados ou eliminados apoés o
tratamento, os cdes podem permanecer ainda como fontes de infeccao.
Com efeito, na vigéncia de caes sorologicamente positivos, recomendase a
eutanasia humanitéria (BRASIL, 2006).

Tendo em vista as dificuldades de controle da doencga, a metodologia
proposta para a vigilancia e adocédo de medidas deve-se basear em uma
melhor definicAo das areas de transmissdo ou de risco. O novo enfoque é
incorporar os estados e municipios silenciosos, ou seja, sem ocorréncia de
casos humanos e caninos da doenca, nas acfes de viglancia da mesma,
visando minimizar os problemas referentes a este agravo em areas sem
transmissdo. Nas areas com transmissdo de LV, ap0Os estratificacdo
epidemiolégica, as medidas de controle serdo distintas para cada area a ser
trabalhada. Entretanto, € de fundamental importancia que as medidas
usualmente empregadas no controle da doenca sejam realizadas de forma

integrada, para que possam ser efetivas (BRASIL, 2006).

2.6 LEISHMANIOSE FELINA

A leishmaniose felina (LF) é considerada de rara ocorréncia, poém
diferentemente do que se acredita, desde o século passado, casos clinicos
vém sendo diagnosticados em varias regiées do mundo. Além disso, 0s
inquéritos epidemiolégicos realizados com felinos, pela busca do

protozoario ou pela deteccdo de anticorpos paa Leishmania spp. tém
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demonstrado taxas consideraveis de infeccdo por este agente nesta
espécie animal.

Quando os casos iniciais foram relatados, diversos pesquisadores
comecaram a especular que os gatos domésticos poderiam desempenhar
papel importante na epidemiologia da doenca. Por este motivo, varias
investigacbes epidemiologicas e experimentais foram realizadas nesta
espécie. No entanto, resultados inconclusivos levaram ao abandono desta
hipétese e novas pesquisas ndo foram realizadas (SERGENT et al.,1912;
GIMENO ONDOVILLA, 1933; CHAGAS et al., 1938). Entretanto, nos
ultimos anos ocorreu um acréscimo no numero de casos relatados,
podendo isto estar associado ao aumento da incidéncia de infecgdes por
Leishmania spp., avancos nas técnicas diagnésticas e ao incremento de
programas de saude voltados a animais de estimacgdo (especialmente em
paises desenvolvidos), o que levou pesquisadores investigarem novamente
0 papel do gato como reservatério da LV em focos endémicos. Os estudos
sdo pouco eficientes, porém acredita-se que € ainda uma doenca sub
diagnosticada (SIMOES-MATTOS, 2005).

A possivel ignorancia dos profissionais da saude, inclusive de
médicos veterinarios sobre a existéncia da leishmaniose em gatos, aliada a
baixa freqiiéncia desta espécie nas clincas veterindrias e aos escassos
trabalhos sobre o0s aspectos clinicepatologicos e epidemiolégicos da
doenca, contribuem para a falta de diagndstico de LF, fazendo acreditar que
seja uma doenca incomum, além de limitar o conhecimento sobre o
verdadeiro papel de gatos como hospedeiros reservatérios de Leishmania
spp. e sua importancia na saude publica(JOHNSON et al., 1993, PENNISI,
2002; SIMOES-MATTOS, 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006).

Historicamente, encontram-se poucos relatos de leishmaniose felina
descritos na literatura, sendo que a maioria esta concentrada no Velho
Mundo. Até o ano de 2006 foram registrados 33 casos, onde 21 ocorreram
no Velho Mundo e 12 no Novo Mundo, sendo distribuidos pela Africa
(Argélia e llha de Reunido), Asia (Vietna e Iraque), Europa (Suica, Franca,
Portugal, Espanha e Italia) e Américas (EUA, Venezuela, Argentina e Brasil)
(DANTAS-TORRES et al., 2006). No Brasil foram diagnosticados casos nos
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Estados do Para, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso
do Sul (MELLO, 1940; PASSOS et al., 1996, SCHUBACH et al., 2004;
SAVANI et al., 2004; SOUZA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al. 2006;
SERRANO et al. 2008).

A doenca em felinos envolve diferentes espécies do agente, sendo ja
descritos no Brasil: Leishmania (Leishmania) infantum (causadora da LV),
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(ambas causadoras da LTA). Em outros paises h& descricdo de casos
clinicos por Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania)
venezuelensis e Leishmania (Leishmania) infantum (DANTAS-TORRES et
al. 2006).

Schubach et al. (2004) descreveram os primeiros dois casos de LTA
em felinos por L. (V.) braziliensis no municipio do Rio de Janeiro. Ambos os
animais apresentavam lesfes na mucosa nasal, sem quaisquea outras
alteracbes. Na regido metropolitana de Belo Horizonte, estado de Minas
Gerais, um caso da doenca ocasionada pela mesma espécie do parasito
citado anteriormente em um gato apresentando lesdes na regido interdigital
foi diagnosticado (PASSOS et al. 1996).

No municipio de Cotia, estado de Séao Paulo, regido aparentemente
nao-endémica para leishmaniose, SAVANI et al. (2004) relataram um caso
de LF apresentando lesdo nodular no nariz e linfoadenomegalia, com titulo
80 para Leishmania spp. na prova de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
400 para peritonite infecciosa felina (PIF) e negativo para imunodeficiéncia
felina (FIV) e para leucemia felina (FelLV). Formas amastigotas foram
encontradas nas lesdes pelo método de Giemsa. O animal foi eutanasiado e
pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) a partir de fragmentos do
baco foi identificada a espécielL. (L.) infantum chagasi.

No Mato Grosso do Sul, Souza et al. (2005) descreveram um caso de
LF ocasionada pela espécie L. (L.) amazonenis (caracterizada por
anticorpos monoclonais) em um gato que apresentava lesdes nodulares no
nariz, diversos nédulos nas orelhas e na regido interdigital. As lesdes
apresentavam formas amastigotas observadas pelo método de Giemsa e

numerosas promastigotas em meio de cultivo NNN.
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De 110 gatos avaliados pela RIFI, oito (7,3%) foram reagentes com
titulo = 40. Os animais soropositivos foram submetidos a pesquisa
parasitoldgica por citologia, cultura e PCR, a partir de aspirados de medula
0ssea e linfonodos. Nao foram observadas formas parasitarias no exame
citolégico ou em cultura, porém na PCR, trés (40,2%) amostras foram
positivas (NOE, 2007).

Serrano et al. (2008), descreveram o primeiro caso de LF na cidade
de Aracatuba, estado de S&o Paulo. O animal apresentava alopecia e
descamacao na orelha e regido temporal, assim como dermatite crostosa
umida. Foram realizados exames sorologicos (RIFI e ELISA) para verificar a
presenga de anticorpos para Leishmania spp., PCR para verificagdo da
presenca de DNA do parasito, raspados de pele e exame parasitologico
direto de fragmento do linfonodo popliteo. A confirmagdo da infeccdo por
Leishmania spp. foi obtida apenas pela PCR.

Na tentativa de esclarecer a patogenia da leishmaniose nesta
espécie animal, estudos avaliaram a suscetibilidade a infeccao
experimental. Entretanto, os primeiros trabalhos ndo obtveram sucesso na
reproducao da doencga manifesta (LAVERAN, 1913; NICOLLE e BLAIZOT,
1912 apud MARECHAL, 1993; GIORDANO, 1933; MELLO, 1940; DEANE,
1958; BARBOSA-SANTOS et al.,1988). Porém, mais recentemente, a
infeccdo e doenga em gatos, ocorridas pela inoalagdo experimental de L.
(L.) donovani e L. (L.) chagasi (KIRKPATRICK et al.,1984) e L. (V.)
braziliensis (SIMOES-MATTOS et al., 2005), demonstraram a
suscetibilidade da espécie felina.

Formas amastigotas de L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi foram
inoculadas por via intravenosa (IV) e as promastigotas por via subcutanea
(SC), sendo que a identificagao dos parasitos ocorreu em diferentes tempos
no sangue, figado, baco e medula 6ssea, 16 semanas apos a infeccao
apenas nos gatos inoculados pela primeira dasvias. Um fato interessante
foi que ndo houve correlacdo entre a deteccdo de titulos elevados de
anticorpos para Leishmania spp. e o surgimento dos sinais clinicos da
doenca (KIRKPATRICK et al.,1984).
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Em relacdo aos trabalhos com L. (V.) braziliensis, agente da LTA,
observou-se que os gatos inoculados com concentracdo 10 de formas
promastigotas do parasito, exibiram lesdes parecidas com as observadas
em casos clinicos naturais de leishmaniose humana, canina e felina e
ainda, obtiveram cura clinica espontanea por volta dos dez meses de
infeccdo. A resposta imune, por sua vez, evidenciou que os titulos de
anticorpos ocorreram tardiamente a lesdo, e mesmo apo0s a autocura
clinica, poucos animais ainda apresentavam titulos até o fim de 15 meses
do experimento, 0 que permitiu suspeitar da persisténcia do parasito no
hospedeiro (SIMOES-MATTOS et al., 2005).

O xenodiagnéstico, técnica utilizada para deteccao e isolamento de
um patogeno utilizando seu vetor artrépode natural apés contato com um
hospedeiro, € a forma mais eficaz de comprovar se determinada espécie
animal pode ser considerada como reservatorio de Leishmania spp. Diante
disso SIMOES-MATTOS et al. (2004b) obtiveram resultados positivos com
este método, onde encontraram o vetor Lutzomyia migonei infectado, apds
ter sugado um gato experimentalmente inoculado com L. (V.) braziliensis.
Na Itdlia, MAROLI et al. (2007) submeteram um gato cronicamente
infectado por L (L.) infantum a mesma técnica, porém utilizando a espécie
Phlebotomus perniciosus, vetor importante da doenca na regidao do
Mediterraneo, e constataram a presenca de formas promastigotas no trato
digestério do inseto, sendo a espécie deLeishmania spp. confirmada pela
técnica de RFLP-PCR.

Alguns pesquisadores europeus suspeitam que a preferéncia
alimentar dos flebotomineos estudados esteja, mais provavelmente,
relacionada com a disponibilidade de hospedeiros do que com a
atratividade particular de cada um deles. Acreditase que a alta densidade
populacional de felinos e também devido a seus habitos crepusculares e
noturnos, similares aos vetores, bem como sua capacidade em caminharem
até 1,5 Km de distancia de suas casas (UNDERHILL-DAY, 2005), coloque-
0os em situacdo favoravel a infeccdo por Leishmania spp. em areas

endémicas. Além disso, os gatos podem adentrar por areas florestais,
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frequentando, portanto areas silvestres e domésticas (SIMOESMATTOS,
2005; DA SILVA et al., 2008 ).

Gatos podem sofrer diferentes condicbes imunossupressoras
causadas especialmente pelos virus da leucemia felina (FeLV) e da
imunodeficiéncia felina (FIV). Estudo desenvolvido na Espanha por Martin
SANCHEZ et al. (2007) demonstrou que a LF pudesse estar associada a
estas doencas, favorecendo a multiplicacdo do parasito e manifestacéo da
enfermidade clinica, assim como o HIV no homem e facilitar a transmisséo
do agente. Estes pesquisadores estudaram a prevaléncia da infec¢éo porl.
(L) infantum em 183 animais e as possiveis relagdes com infec¢des por FIV
ou FeLV. A percentagem de animais infectados foi de 70,6%, sendo que
35,7% reagiram para FeLV e 7,9% para FIV. Obteve-se uma associacéo
negativa entre a soropositividade para Leishmania spp. e infeccdo por
FeLV, por isso a producédo de anticorpos parece ser comprometida em
animais com leucemia. Ao contrario, a imunodeficiéncia apresentou
prevaléncia muito abaixo da anterior. Apesar disto, 0os autores sugeriram
gue a presenca destes agentes fosse importante no desenvolvimento de LF.
Na Italia, PENNISI et al. (1998), em um estudo retrospectivo envolvendo 93
gatos, demonstraram que a sorologia positiva para FIV esteve
significantemente associada a positividade para anticorpos paralLeishmania
spp., com titulos iguais ou superiores a 40.

As alteragdes clinicas associadas a infec¢des porLeishmania spp.
relatadas nos ultimos anos, parecem sersimilares aquelas que ocorrem em
leishmanioses humana e canina, indicando que o parasito pode causar
tanto a forma cutdnea, sendo esta a mais comum, como sistémica,
caracteristica da LV disseminada, porém raramente detectada em gatos. As
manifestacdes cutaneas sado inespecificas e por esta razdo a infecgéo
parasitaria pode ser subestimada durante a investigacao clinica, pois existe
dificuldade em distinguir a doenca de outras como neoplasias e doencas
infecciosas causadas por virus, bactérias, protozoarios efungos, sendo
essencial o diagndstico diferencial para a presenca deleishmania spp.,
especialmente em regidées endémicas (LARUELLE-MAGALON e TOGA,
1996; HERVAS et al., 1999; POLI et al., 2002).
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A confusdo com infeccédo por fungos pode ser considerada a mds
problematica, principalmente nos casos de histoplasmose, esporotricose e
criptococose. Além disso, o diagndstico clinico de infec¢des fangicas ao
invés de Leishmania spp., determina a prescricdo de antimicGticos que
podem causar cura temporaria da leishmaniose, uma vez que algumas
destas drogas tém relativo efeito contra este parasito (SIMOES-MATTOS et
al., 2002).

As manifesta¢gdes mais comuns incluem dermatite ulcerativa, papular
e pruriginosa, além de alopecia difusa. Além disso, podem apresentar
uveite, linfoademegalia local ou generalizada, emese, diarréia,
desidratacdo, perda de peso, estomatite, anorexia e até mesmo, depressao.
A maior parte dos casos é diagnosticada quando o animal tornase
sintomatico (DANTAS-TORRES et al, 2006).

Segundo SIMOES-MATTOS (2005), o levantamento dos registros de
LF permitiu avaliar alguns aspectos importantes com relacdo a
manifestacdo da doenca em felinos. Do total de casos clinicos de LF, 86,7%
mostraram manifestagdes cutaneas, sendo que em 50% dos animais foi o
unico sinal observado. Além disso, foram encontradas taxas de 20% de
linfoadenopatia e 10% de visceromegalia associadas as manifestacfes
cutaneas. Entretanto, a linfoadenopatia € pouco citada (3,3%) como Unica
manifestacdo da doenca. Curiosamente, as alteracdes cutineas também
foram observadas na maioria dos casos de infeccdo por cepas de
Leishmania causadoras de LV. Os nodulos (39,5%) e as ulceras (31,6%)
foram as lesGes mais predominantes, seguidas por dermatite inespecifica
(18,5%) e lesdo vegetativa e papulas, ambas com mesma freqiéncia
(5,2%).

Uma informacao importante é que, a cabeca (74%) e, em patrticular, o
nariz (42%), foram as areas mais afetadas do corpo dos gatos. A orelha
(24%) e regidao ocular (20%) despontam em seguida e os labios com 4%.
(SIMOES-MATTOS, 2005). Para alguns estudiosos, 0 maior acometimento
de lesBes nestas regifes anatbmicas parece ser coerente com a habilidade
dos flebotomineos em picar areas com menor quantidade de pélos
(BONFANTE-GARRIDO et al., 1996).
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Varias questdes importantessdo debatidas atualmente, tais como: os
gatos sédo hospedeiros acidentais, infectados ocasionalmente ou
reservatorios de Leishmania spp.? Sao portadores assintomaticos ou
potenciais transmissores do parasito aos vetores? A ceinfeccdo com FIV
e/lou FeLV promove a doenca? As respostas a estas perguntas nos
permitirdo compreender melhor as consequéncias da LF e determinar os
fatores de risco da populagcdo humana exposta a gatos infectados por
Leishmania spp. De fato, ainda ndo h& pesquisas suficientes que
evidenciem o papel desta espécie animal no ciclo zoonético de transmisséo
das leishmanioses e, devido a isso, o0 controle ainda permanece
desconhecido (SIMOES-MATTOS et al., 2004a).

2.7 IMPORTANCIA DA LEISHMANIOSE NO MUNICIPIO DE CAMPO
GRANDE (MS)

Assim como em outras areas brasileiras, no Estado de Mato Grosso
do Sul a leishmaniose visceral canina encontrase em expansao. A primeira
descricdo de LV humana, supostamente autéctone, do continente
americano, comprovado parasitologicamente, ocorreu em 1911, em um
imigrante italiano que apdés treze anos em Santos, viajou para a regido de
Porto Esperanca, Mato Grosso, (hoje Mato Grosso do Sul), onde ficou
doente (MIGONE, 1913). ApGs este relato, sdo esporadicas as mengdes
sobre a existéncia da doenca na zona rural deoutras areas do Estado de
Mato Grosso do Sul (CHAGAS, 1938; OLIVEIRA, 1938). A notificacdo de
casos clinicos de LV em humanos a partir de 1980 no municipio de
Corumb4, e o encontro de cdes com aspecto sugestivo da doenca, levaram
a investigacdo desses animais, sendo esta a primeira confirmacao
parasitolégica da doenca no Estado (REGO et al.,, 1983; NUNES et al.,
1988). Assinalada no Pantanal desde o inicio da década de 80, nas cidades
de Corumbd e Ladario, em anos mais recentes a parasitose tem sido
registrada além dos limites daquela regido, atingindo o municipio de Dois
Irmaos do Buriti, Bodoguena, Miranda, Aquidauana, Anastacio, Antbnio

Joado e Campo Grande, este ultimo um dos alvos de nosso estudo.
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O padrao de transmisséo da leishmaniose pode se modificardevido a
alteracbes ambientais e, consequentemente, a adaptacdo do vetor,
associado as migracdes da populacdo (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994;
BEJARANO et al., 2002). O Estado de Mato Grosso do Sul sofreu, nos
ultimos anos, modificacdes ambientais que podem ter contribuido para a
disseminacéo do vetor, como a constru¢cdo de um gasoduto e a destruicao
de éareas do cerrado. No municipio de Campo Grande, a abertura de
avenidas acompanhando os cursos das aguas e a derrubada da vegetacéo
para construcéo de casas popuéres foram fatores de mudanca do ambiente
(SILVA, ANDREOTTI e HONER, 2007).

Em Campo Grande (MS), os primeiros casos caninos surgiram em
1998, sendo isolada L. chagasi e desde entdo a populagdo canina vem
sofrendo considerdveis baixas. Os primeiros casos hlumanos foram
notificados em 2002, quando o Ministério da Saude registrou 217 casos da
doenca em humanos e a situacdo atingiu grandes proporcdes, sendo o
municipio classificado como area de transmissao intensa. Segundo dados
da Secretaria de Saude do Estadg foram registradas 15 mortes em 2004,
19 em 2005, 10 no primeiro semestre de 2006, 14 em 2007 e no inicio de
2008, j& havia sido registradas 16 confirmacgdes, sendo 12 na capital e 4
importados de Corumba, Trés Lagoas, Amambai e Aquidauana (CORREIO
DO ESTADO, 2008). Os registros junto a Secretaria de Saude de Campo
Grande, MS revelaram 813 casos autoctones humanos entre os anos de
2001 e setembro de 2008 (SINAN, 2009). Sabese que, apesar de ser uma
doenca de notificagdo compulsoéria, os dados disponiveis s@® baseados na
deteccdo passiva de casos, sendo 0 numero de pessoas expostas a
infeccdo ou infectadas sem sintomas, em algumas areas, muito maior do
gue o numero de casos detectados (GONTIJO e MELO, 2004).

Durante estudos da fauna de flebotomideos do local vérias
espécimes de Lu. longipalpis foram capturadas, sendo entdo assinalados na
area urbana. O Centro de Controle de Zoonoses do municipio divulgou que,
em 2003, de 13.885 caes, 5045 (36,33%) foram positivos aos testes
sorolégicos; em 2004, de 10250 caes, 3364 (32,82%) foram reagentes e no

primeiro semestre de 2007 a doenca foi constatada em 14% dos 115.000
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caes examinados (CAMPO GRANDE NEWS, 2009) Pelas informagdes
apresentadas, tornase necessaria a investigacdo continua da ocorréncia da
infeccdo canina nesse municipio, assim como ac¢des de vigilancia

epidemioldgica para se aperfeicoar as medidas de controle da doenca.

2.8 IMPORTANCIA DA LEISHMANIOSE NO MUNICIPIO DE BOTUCATU
(SP)

O municipio de Botucatu (SP), de acordo com a Secretaria de Estado
de Saude e Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), foi
classificado como silencioso ndo receptivo e vulneravel, ou seja, nao
apresenta confirmagéo de casos autdctones humanos ou caninos e ndo ha
presenca conhecida do vetor (BRASIL, 2006).

LANGONI et al. (2001), em trabalho de vigilancia epidemiolégica no
municipio, estudaram 781 amostras de soro canino durante campanha de
vacinacao anti-rdbica, para pesquisa de anticorpos da classe IgG anti
Leishmania spp. pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Irdireta
(RIFI). Todos os soros testados foram negativos, o que indica que a cidade,
naquele momento, ndo apresentava risco potencial para ocorréncia de surto
epidémico de leishmaniose. O estudo ressalta a importancia de esforgcos
continuos e permanentes na \vigilancia epidemioldgica contra esta doenca,
visando o diagnostico precoce de casos autéctones, para prevencao
posterior na disseminacdo do agente para o homem, animais e

flebotomideos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

?

Estudar a ocorréncia de Leishmania spp. a partir de amostras de sangue
de cdes e gatos, procedentes do municipio de Campo Grande (MS),
regido endémica para leishmaniose, e também do municipio de Botucatu
(SP), considerado até o momento regido ndo endémica paa esta

enfermidade.

Obijetivos especificos:

?

?

Verificar a associacdo entre as técnicas de hemocultura, diagnéstico
sorologico para Leishmania spp., empregando-se a técnica de Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e técnica de Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) a partir das culturas de sangue de caes e gatos
procedentes de Botucatu (SP) e Campo Grande (SP).

Avaliar a importancia da espécie felina como reservatorio de Leishmania

Spp.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo foi devidamente apresentado & Camara de Etica em
Experimentagdo Animal da FMVZ - UNESP/Botucatu — SP, tendo sido
aprovado no dia 19 de abril de 2007, protocolo nimero 652007-CEEA (Anexo
1). As colheitas de sangue dos cées e gatos foram autorizadas pelos médicos
veterinarios responsaveis pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Campo Grande e Canil Municipal de Botucatu.

4.2 MUNICIPIO DE CAMPO GRANDE - MS (AREA ENDEMICA)

O municipio de Campo Grande estd localizado geograficamente na
porcao central de Mato Grosso do Sul, na Serra de Maracaju (Figura 1).Esta

equidistante dos extremos norte, sul, leste e oeste e se situa a 1.134km de
Brasilia. Possui uma latitude 20°26'34" Sul e a uma longitude 54°38'47" Oeste.
Tem area total de 8.096,051 km2, ocupando 2,26% da area total do Estado. A
area urbana totaliza 154,45 km2 (WIKIPEDIA, 2009).
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FIGURA 1 Localizacdo do municipio de Campo Grande no estado de Mato
Grosso do Sul (Fontehttp://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_Grande).

4.3 MUNICIPIO DE BOTUCATU - SP (AREA NAO-ENDEMICA)

Botucatu € um municipio brasileiro do estado de S&o Paulo (Figura 2)
Localiza-se a 22°53'09" de latitude sul, 48°26'42" de longitude oeste, e a 804

metros de altitude. Dista 235 km da capital Sdo Paulo, a qual se interliga pelas

rodovias Marechal Rondon e Castelo Branco. A populacdo recenseada em

2008 foi de 128.397 habitantes. Botucatu, que no passado chegou a
representar 1/4 da extensao territorial do estado de Sao Paulg esta localizada
na regido centro sul do Estado, ocupando hoje uma area de 1.482,87 km?
(WIKIPEDIA, 20009).
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FIGURA 2 Localizacdo do municipio de Botucatu no estado de Sao Paulo
(Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Botucatu).

4.4 LOCAIS DE EXECUCAO DOS PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

Todos os procedimentos laboratoriais a partir das coletas de sangue dos
cées e gatos do Canil Municipal de Botucatu (SP), foram realizados no Nucleo
de Pesquisas em Zoonoses — NUPEZO, do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da UNESP, campus de Botucatu-SP. Para a realizagdo das hemoculturas dos
caes e gatos provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Campo
Grande (MS), as amostras foram processadas na Faalldade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), Campo Grande, MS.

Os cées e os gatos escolhidos aleatoriamente foram submetidos a
exame clinico individual, antes da coleta do sangue para a hemocultura,
registrando-se informacgdes sobre procedéncia e alteragdes clinicas. No Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo Grande (MS) foram
utilizados 50 gatos (nove machos e 41 fémeas) encaminhados para castracao
e 50 caes (28 machos e 22 fémeas) eutanasiados por diversos motivos,
incluindo doentes, indesejados, com sorologia positiva em inquéritos realizados
pelo préprio centro,com sintomatologia sugestiva de LV e encontrados nas
ruas, sendo a maioria sem raca definida. No Canil Municipal de Botucatu GP)
foram utilizados seis gatos (dois machos e quatro fémeas) e 44 gatos (16

machos e 28 fémeas) procedentes da Associacdo de Protecdo aos Animais
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(APA), encaminhados a estes locais por serem indesejaveis, invasores,
doentes ou para doacao e 50 cées (23 mahos e 27 fémeas) eutanasiados por
varios motivos, incluindo doentes, agressores, invasores, indesejaveis e
encontrados em via publica. A maioria era sem raca definida, com idades

variadas, sendo a maioria adultos jovens.

4.5 COLHEITA DE SANGUE

Foram coletados de cada animal, cinco a oito mL de sangue, por pungao
veno-jugular. Utilizou-se tubos contendo o anticoagulante &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e mantidos sob refrigeracdo até chegada ao laboratério
para cultivo em meio Liver Infusion Tryptose (LIT), conforme descrigao no item
4.6. Tubos sem anticoagulante foram utilizados na obtencdo de soro
sanguineo apoés centrifugacdo em laboratério para realizagdo da técnica de
Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

4.6 HEMOCULTURA

Na hemocultura, foram separados trés tubos, contendo, em cada um,
5mL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose) estéril (Anexo 2). A manipulacdo das
amostras de sangue foi realizada em capela de fluxo laminar, limpa
previamente com alcool 70° e mantida sob a acdo de luz ultravioleta (UV)
(Figura 3), no minimo por 15 minutos. Os tubos estavam estéreis e foram
devidamente identificados com a espécie animal, numeracdo sequencial do
projeto, procedéncia e respectivas fragdes do sangue cultivadas Figuras 4 e
5). Com uma seringa estéril de 1mL, retirou-se a porcdo plasmatica e
transferiu-se lentamente para o primeiro tubo (Figura 6). Este procedimento foi
repetido para a porc¢ao leucocitaria (localizada entre o plasma e o sedimento de
hemécias), a qual foi transferida para o segundo tubo e, igualmente para o
sedimento de hemacias, o qual foi transferido para o terceiro tubo. As culturas

(Figura 7) foram mantidas em estufa a 28 a 30°C, até quatro meses apoés a
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inoculacdo, quando entdo foram submetidas ao preparo para a extracdo do
DNA de Leishmania spp.

FIGURA 3 Capela de fluxo laminar utilizada sob luz ultravioleta (UV) utilizada para
manipulacdo das amostras de sangue coletadas e preparagdo das
hemoculturas em meio Liver Infusion Tryptose (LIT).

FIGURA 4 Tubo estéril utilizado nas hemoculturas.
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FIGURA 5 Identificagdo individual dos tubos de hemoculturas.

FIGURA 6 Transferéncia da porcao plasmética do sangue para um tubo contendo
meio de cultura Liver Infusion Tryptose (LIT).

FIGURA 7 Hemoculturas prontas para seem armazenadas em estufa com
temperatura de 28° a 30° C.
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4.7 LEITURAS DAS HEMOCULTURAS

Em capela de fluxo laminar, apds dez dias da inoculagdo da amostra,
realizou-se a primeira leitura, retirando-se cinco pL de cada tubo de cultura
inoculado, colocando-se entre lamina e laminula, fazendo-se a leitura de pelo
menos cinco laminas por tubo. As culturas foram observadas quinzenalmente,
durante quatro meses, sob microscopia éptica no aumento de 1000X, com 6leo
de imersdo. As culturas que apresentaram formas flageladas eram
consideradas positivas e foram imediatamente processadas para a extracao do
DNA parasitario, bem como as culturas negativas, apds o término dos quatro

meses de acompanhamento das leituras.

4.8 PREPARO DAS AMOSTRAS DE SANGUE EM MEIO LIT PARA A
EXTRACAO DO DNA DE Leishmania spp.

Tanto as culturas positivas, quanto as negativas, foram lavadas duas
vezes em Solugdo Salina Tamponada (PBS) estéril, pH 7,2 (Anexo 3),
centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos e o sedimento armazenado em
microtubos estéreis livres de DNAses e RNAses a-20?C, até o momento do
uso para extragéo do DNA.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se kit comercial Blood
Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®), conforme instrucées recomendadas

pelo fabricante (Anexo 4).

49 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFl) PARA

Leishmania spp.

49.1 PREPARO DO ANTIGENO E LAMINAS DE
IMUNOFLUORESCENCIA

O antigeno utilizado para sensibilizacdo das laminas de

imunofluorescéncia foi preparado no laboratério do Nucleo de Pesquisasem

Zoonoses do Departamento de Higiene Veterindria e Saude Publica da

FMVZ/UNESP/Botucatu e consiste em formas promastigotas de Leishmania

spp., mantidas em tubos rosqueados contendo 10 mL de meio Liver Infusion
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Tryptose (LIT) e 5 mL de meio Novy-MacNeal- Nicolle (NNN), repicados
semanalmente. Em capela de fluxo laminar, retirou-se uma gota de cada um
dos trés tubos de manutencdo mais recentes referente ao repique da semana
anterior, colocando-se entre lamina e laminula para observacdo em
microscopio 6ptico, em aumento 40X, para avaliacdo do crescimento das
formas promastigotas. Do tubo que apresentar parasitas com melhor motilidade
e em maior quantidade, repicou-se 0,5 mL para trés novos tubos de meio,
procedendo-se, assim uma nova passagem. Os tubos foram mantidos em
estufa a 25° C. Apds a verificacdo do crescimento das promastigotas em
microscépio éptico, foram centrifugados 10 mL do meio de LIT a 3000 rpm por
10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e adicionouse de 2 a 3 mL de
solucéo salina tamponada 001M pH 7,2, centrifugando-se novamente a 3000
rpm por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O processo foi repetido
por mais trés vezes. Os parasitos foram quantificados com o auxilio de
microscopia Optica, utilizando-se como antigeno quando se obtiver de 20 a 30
parasitas por campo microscépico, em avaliacdo de 50 pL do antigeno em
lamina e laminula 24x60mm. As laminas de antigeno foram preparadas
pipetando-se 10 puL da suspensdo 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 temperatura ambiente, e
mantidas em laminario a -20°C, até o momento do uso, por um periodo maximo

de duas semanas.

4.9.2 TECNICA DE REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
(RIFI)

A técnica de RIFI foi realizada de acordo com CAMARGO (1966) em que
foram utilizadas microplacas para a diluicdo dos soros, pipetandese 190 uL de
PBS 0,01M, pH 7,2 e 10 pyL do soro a ser testado no primeiro orificio,
homogeneizando-se, perfazendo a dilui¢cdo 1:20. Foram distribuidos 100pL de
PBS 0,01M, pH 7,2 em outras cinco cavidades e a partir da primeira diluicdo,
transferindo-se 100 L para o orificio seguinte, homogeneizando-se, repetindo
até a quinta cavidade, desprezandose os ultimos. Com isso, as amostras
foram diluidas a 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640.. Da mesma maneira, foram
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diluidas amostras de soros controles positivo e negativo. Em laminas fixadas
com o antigeno de L. major, foram distribuidos 10 pL de cada diluicdo nos
orificios, incubando-se a 37°C por 30 minutos em camara Gmida. A seguir,
foram lavadas em coplin com PBS 7,2 por 10 minutos, por duas vezes
consecutivas e, a seguir, secas em estufa. O conjugado espécieespecifico foi
diluido, segundo seu titulo pré-estabelecido, em solucédo de Azul de Evans a 20
mg% a qual foi previamente diluida em PBS 0,01M, pH 7,2 na proporcao de
1:5. Foram distribuidos 10 uL de conjugado para cada dilui¢cdo, incubandose
novamente a 37°C por 30 minutos em camara Umida. Realizou-se uma nova
lavagem em jarra de coplin com PBS 0,01M, pH 7,2 por 10 minutos, duas
vezes consecutivas, secando-se em estufa. As laminas foram montadas com
glicerina tamponada pH 8,5, cobrindo-se com laminula 24x60mm, examinando -
se em microscopio de imunofluorescéncia, no aumento 40 vezes. Apos a leitura
dos controles, foi procedido o exame das amostras em teste, considerandese
como titulo final a maior diluicdo do soro em que ainda ocorresse fluorescéncia

completa na borda de pelo menos 50% das promastigotas.

4.10 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania spp.

Cada microtubo de 0,2mL recebeu tampao de PCR 1X (50mMol KCI,
10mMoL de Tris-HCI), 1,5U de Tag-polimerase, 1,5mM de cloreto de
magneésiolOpmoL de cada oligonucleotideo, 1,5mM de dNTP, e agua agua
ultra pura (MIX-PCR) para completar volume de 40uL. Apds foi adicionado
10uL da amostra a ser testada.

As condi¢cbes de amplificagdo em termociclador (GeneAmp PCR System
9600) foram seguidas conforme descritas por IKONOMOPOQULOS et al. (2003),
sendo a desnaturacao inicial em um ciclo de 95°C por 3 minutos, seguido de 33
ciclos a 95°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos e 72°C durante
um minuto e uma extenséo final de 72°C durante sete minutos. Para amplificacéo
dos fragmentos de minicirculos de kDNA, foram utilizados os iniciadores LINR4 e
LIN19, descritos por IKONOMOPOULOS et al. (2003), apresentados noQuadro
1.
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QUADRO 1 Sequéncia de oligonucleotideos para o géneroLeishmania spp. e
os respectivos tamanhos dos fragmentos esperados (IKONOMOPOULOS et al,
2003).

Tamanho do
Iniciador Sequéncia fragmento esperado
em pares de bases
LIN 19 5"CAGAACGCCCCTACCCG ¥
LINR4 5 GGGGTTGGTGTAAAATAGGG 3° 720

Nesta reacéo, os produtos resultantes apresentam 720 pares de base (pb)
de comprimento, que correspondem a amplificagcdo de segmento contendo regido
especifica de minicirculo do kDNA de Leishmania spp. (ARANSAY et al., 2000). A
identificacdo dos produtos amplificados foi realizada em eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. Para iso, aliquotas de 1QuL das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 2L de soluzdo de azul de bromofenol, as quais foram
submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% em tamp&o Tris
borato-EDTA (TBE) 0,5X, corado com 2 uL de brometo de etideo. O gel para
eletroforese foi preparado com 1,59 de agarose pura em 100mL de tampéao Tris
EDTA-Borato (TBE) 0,5X. A agarose foi dissolvida em TBE 0,5X previamente
aguecido, para que se dissolvesse totalmente. O material foi distribuido
uniformemente na cuba de eletroforese. A corrida foi realizada a 80 volts por 60
minutos. Ao final as bandas foram visualizadas em transiluminador ultravioleta.
Os géis foram fotografados utilizando o sistema fotografico Kodak Digital Science
DC40 ®. Foram utilizados como controles positivos produtos da cepa amplificada
de Leishmania spp. e, como negativos agua miliQ e o MIX-PCR. Para o padrdo

de peso molecular, foi utilizado o DNA Ladder, 100pb

4.10.1 LIMIAR DE DETECCAO DA PCR

O ensaio do limiar de detec¢éo daLeishmania spp. pela PCR foi realizado
de acordo com a metodologia descrita no Anexo 5. Para tanto, foi utilizada
amostra de Leishmania spp. mantida em meio de cultura LIT e NNN, proveniente
da rotina diagnostica do NUPEZO.
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4.11 METODOLOGIA DE ANALISE ESTATISTICA

As técnicas diagndsticas utilizadas no estudo foram avaliadas pela
estimativa da acuracia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo,
valor preditivo positivo e coeficiente Kappa para concordancia entre o diagnostico
obtido entre os testes, utilizando a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
como padrdo-ouro. Para estimar a associacdo entre sinais clinicos e a
positividade a Leishmania spp. foram utilizados o teste de quiquadrado e o
teste exato de Fischer. (MEDRONHO et al., 2009).



RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS GERAIS

Das hemoculturas analisadas de caes procedentes de Botucatu, trés
(6%) foram positivas e 47 (94%) foram negativas. J& em gatos, duas amostras
(4%) foram positivas e 48 (96%) foram negativas. Na Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 100% das amostras dos caes e 100% dos
gatos foram negativas, assim como na prova de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Leishmania spp. (Tabela 1).

Quanto as hemoculturas dos animais de Campo Grande (MS), 29
amostras de cées (58%) foram positivas e 21 (42%) negativas. As amostras
dos gatos apresentaram 100% de negatividade a hemocultura, assim como na
PCR para Leishmania spp. Quanto aos cées, 36 amostras (72%) foram
positivas e 14 (28%) negativas & PCR paraLeishmania spp. Na RIFI 32 cées
(64%) foram positivos e 18 (36%) negativos. Quinze gatos (30%) apresentaram
positividade a RIFI para Leishmania spp., enquanto que 35 (70%) foram
negativos (Tabela 1). Os titulos variaram de 80 a 640 em soros dos caes
(Tabela 2) e de 40 a 320 em soros dos gatos (Tabela 3).

Para avaliacdo da acuidade diagnéstica das técnicas diagnoésticas
aplicadas no estudo, a prova de PCR foi considerada padrédeouro. Os
resultados obtidos pela RIFI nas 50 amostras de cdes do municipio de Campo
Grande (MS) testadas, considerando a PCR como padrdeouro podem ser
observados na Tabela 4 e os resultados obtidos nas hemoculturas naTabela
5.
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TABELA 1 Estimativa do percentual de animais com diagndstico positivo para
Leishmania spp. pelas técnicas de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
hemocultura e Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo local e
espécie. Botucatu— SP, 2009.

O 0 . ) |C
Exame Local Espécie % Relativo (95%: %Relativo) @
Céo 0,0% -
oCR Botucatu-SP Gato 0.0% e
Campo Grande- Cao 72,0% (59,0% - 84,0%)
MS Gato 0,0% —
] Cao 6,0% (0,0% - 12,7%)
Hemocultura Botucatu-SP 1o 4.0% (0,0% - 9,5%)
Campo Grande- Cao 58,0% (44,0% - 71,9%)
MS Gato 0,0% —
Céo 0,0% -
- Botucatu-SP Gato 0.0% @
Campo Grande- Cao 64,0% (50,4% - 77,5%)
MS Gato 30,0% (17,0% - 42,9%)

(1) Ao total de 50 animais examinados por espécie e local;

(2) Considerando erropadréo do estimador da proporcdo associado ao plano amostral
“Amostra Aleatoria Simples com reposi¢ao” e variancia populacional desconhecida;
(3) Impossibilidade de estimacé&o devida variabilidade amostral nula.

TABELA 2. Soroprevaléncia de 50 caes do Centro de Controle deZoonoses de
Campo Grande (MS) para Leishmania spp. pela técnica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Botucatu-SP, 2009.

Animais
RIFI Positivos Porcentagem
Titulo 640 22 44,0%
320 05 10,0%
160 03 6,0%
80 02 4,0%

Total 32 64,0%
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TABELA 3 Soroprevaléncia de 50 gatos do Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) de Campo Grande (MS) para Leishmania spp. pela técnica de Reacéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Botucatu-SP, 2009.

Animais
o Porcentagem
RIFI Positivos
Titulo 320 02 4,0%
160 04 8,0%
80 03 6,0%
40 06 12,0%
Total 15 30,0%

TABELA 4 Resultados da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para a
deteccdo de anticorpos para Leishmania spp., em amostras de soros de 50
caes procedentes de Campo Grande (MS), segundo resultado da Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR). Botucatu, SP, 2009.

RIFI
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 29 7 36
PCR
NEGATIVO 3 11 14
TOTAL 32 18 50

TABELA 5 Resultados das Hemoculturas de 50 cdes procedentes de Campo
Grande (MS), segundo resultado da Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR). Botucatu, SP, 2009.

HEMOCULTURA
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO 25 11 36
PCR
NEGATIVO 4 10 14

TOTAL 29 21 50
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5.2 DISTRIBUICAO DOS CAES E GATOS NOS MUNICIPIOS DE BOTUCATU

(SP) E CAMPO GRANDE (MS)

A maioria dos caes estudados do municipio de Campo Grande (MS)
foram provenientes da periferia, com baixa renda da populacéo, presenca de
terrenos baldios e acumulo de matéria orgénica possibilitando a multiplicacao
do vetor da leishmaniose. A distribuicdo dos cades e gatos do municipio de
Campo Grande (MS) pelas regides: Segredo, Prosa, Centro, Bandeira,
Anhanduizinho, Lagoa e Imbirussu (Anexo 6) encontra-se na Tabela 6.

TABELA 6 Distribuicdo dos 50 cdes e 50 gatos por regido do municipio de
Campo Grande (MS). Botucatu, 2009.

Regiado Espécie
Cées Gatos

Segredo 12 03
Prosa 01 05
Centro 03 05
Bandeira 03 05
Anhanduizinho 09 17
Lagoa 10 09
Imbirussu 10 02
Desconhecida 02 04
Total 50 50

A distribuicdo dos cdes e gatos estudados do municipio de Botucatu
(SP) pelos setores: Norte, Sul, Leste, Oeste e Central Anexo 7) encontra-se

na Tabela 7.

TABELA 7 Distribuicdo dos 50 cdes e 50 gatos por regido do municipio de
Botucatu (SP). Botucatu, 2009.

Setor Espécie
Caes Gatos
Norte 07 01
Sul 16 48 @
Leste 04 -
Oeste 11 01
Central 05 -
Desconhecida 07 -
Total 50 50

W Deste total, 44 pertencem a Associacdo de Protecdo aos Animais (APA), localizada no
Jardim Reflorenda e a informac&o de origem destes animais é desconhecida
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5.3 SINAIS CLINICOS

Os cées estudados provenientes do Canil Municipal de Botucatu- SP
apresentaram determinados sinais clinicos compativeis com a LV,
especialmente emagrecimento e lesdes na pele; porém, ndo foi comprovada a
infeccéo destes pelos testes diagndsticos utilizados Tabela 8). Isto se deve ao
fato de que, por tratar-se de animais em sua maioria abandonados pelos
proprietarios ou capturados nas ruas, as suas condi¢fes de saude eramuins e
como dito anteriormente algumas destas manifestagcbes sdo comuns a outras
doencgas. Ja os 50 gatos (100%) do mesmo municipio ndo apresentaram

qualquer sinal clinico de suspeita.

TABELA 8 Estimativa da distribuicdo das lesdes segundo diagnostico de
Leishmania spp. pela técnica de Rea¢do em Cadeia pela Polimerase (PCR) em
50 cées do Canil Municipal de Botucatu (SP). Botucatu— SP, 2009.

Diagnéstico
Negativo Positivo P
(n=50) (n=0)

Onicogrifose (%) 2,0
Emagrecimento (%) 38,0
Alteracdes dermatolégicas(a) 16,0
(%)
Pneumonia ou sinais 0,0
respiratérios (%)
Linfadenomegalia (%) 0,0
Alopecia (%) 14,0
LesGes oculares (%) 14,0
Outras alteracées”™ (%) 44,0
Quadro assintomatico (%) 34,0

(a) Ulceras, lesdes furfuraceas e descamagao;
(b) Emese, diarréia, sinais neuroldgicos compativeis com doengas infectecontagiosas como
parvovirose e cinomose.

Oito caes do municipio de Campo Grande - MS apresentaram resultados
negativos em todas as técnicas, apesar de apresentarem sinais clinicos
encontrados neste estudo compativeis com manifestagdes mais comuns da
doenca. Todavia, como elucidado anteriormente, 0s sinais nao sao
patognomoénicos, apresentandose também em outras afecgdes caninas.
Portanto, pela associacdo das trés provas diagnosticas, podese afirmar que

esses animais ndo estavam infectados. Tratavam-se de animais errantes,
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doentes por outras causas ou indesejaveis pelos proprietarios, pelo fato de
apresentarem sintomatologia semelhante a LV, tornando-0s suspeitos.

Especialmente em &reas cujo padrdo socioecondmico é baixo, outros
fatores podem estar associados dificultando o diagndstico clinico da LV,
especialmente as dermatoses e a desnutricdo, mascarando ou modificando o
quadro clinico da LV. Outro problema significativo para este diagnéstico é o
fato de que alguns destes sinais podem surgir em indmeras outras doencas
infecciosas e em casos de desordens linfoproliferativas. Além disso, a auséncia
de sinais clinicos caracteristicas para a LV canina, que possam ser usados
como um marcador especifico para a infeccdo e a ampla variedade de
manifestacdes clinicas ndo especificas torna as técnicas laboratoriais
indispensaveis para obtencdo de um diagndéstico preciso (BRASIL, 2006,
AGUIAR et al., 2007).

MANCIANTTI et al (1988) classificaram os cées infectados por
Leishmania infantum de acordo com a sintomatologia clinica, sendo os
sintoméaticos 0s que apresentavam trés ou mais sinais, oligossintomaticos
agueles com um a trés sinais e assinbmaticos aqueles sem sinais clinicos. Em
caes sintomaticos, apenas um teste de alta especificidade para diagndstico de
LV geralmente é suficiente; entretanto, tornase mais complicado em relagéo a
cdes assintomaticos e oligossintomaticos. Nesses casos e paa fins
epidemioldgicos, é necessario um teste de elevada sensibilidade (GOMES et
al., 2006).

Os resultados neste estudo a partir da classificacdo sintomatoldgica de
cdes do municipio de Campo Grande (MS) foram, em sua maioria
oligossintomaticos (57,1%), seguidos por sintomaticos (31,0%) e, por fim, os
assintomaticos (11,9%), representados na Tabela 9, considerando animais
positivos em pelo menos uma das técnicas diagnosticas. Estes resultados sao
equivalentes aos estudos de SONODA (2007) que, em um grupo de 36 casos
caninos de LV, 50% eram oligossintomaticos, 47,2% sintomaticos e 2,8%
assintomaticos e de AGUIAR et al. (2007) que, em um total de 61 caes
identificados como soropositivos pelo teste de ELISA, 39 (65%) eram
oligossintoméaticos e 21 (35%) sintormaticos. Ja MOREIRA et al. (2007), na

regidao de Aracatuba — SP, avaliando 89 animais naturalmente infectados, 41
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(46,1%) eram sintomaticos, 25 (28,1%) oligossintomaticos e 23 (25,8%)

assintomaticos.

TABELA 9 Resultados positivos pela técnica de hemocultua, Reacdo de
Imunufluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), para o diagnostico de Leishmania spp. em 50 cdes do Centro de
Controle de Zoonoses de Campo Grande (MS), classificados segundo
sintomatologia. Botucatu-SP, 2009.

Classificacéo Frequéncia® Hemocultura @ RIFI @ PCR ®
(n=42) (n=29) (n=32) (n=36)

Sintomaticos 13 8 11 11
(31,0%) (27,6%) (34,4%) (30,6%)

Oligossintomaticos 24 19 17 21
(57,1%) (65,5%) (53,1%) (58,3%)

Assintomaticos 5 2 4 4
(11,9%) (6,9%) (12,5%) (11,1%)

(1) Namero de cées classificados segundo sintomatologia, positivos em pelo menos uma das
técnicas diagnosticas utilizadas.
(2) Numero de cées positivos em cada uma das técnicas diagndsticas utilizadas.

Dos 50 cédes avaliados no municipio de Campo Grande - MS, somente
cinco (11,9%) foram assintomaticos. No entanto, quatro das amostras foram
positivas tanto a RIFI como pela PCR; dentre estas uma foi positiva também a
hemocultura. Somente uma das amostras foi negativa a RIFI e ao PCR, porém
positiva a hemocultura.

Uma caracteristica importante da leishmaniose em caes € esta forma
inaparente da doenca por longos periodos. Estes animais assintomaticos
representam um grande problema na saude publica, pois sdo mais dificeis de
serem detectados para efetivagcdo das medidas de controle. POZIO et al. (1981)
examinaram 171 cdes em um inquérito de LVC em Monte Argentario, na
Toscana, Itdlia e encontraram 41% de animais sintomaticos e 59%

assintomaticos. A evolucdo da leishmaniose um ano apdés 0 primeiro exame



47
Resultados e Discussdo

mostrou que 88% dos caes com sinais clinicos morreram, provavelmente devido
a leishmaniose, enquanto 12% permaneceram sintomaticos. A evolucdo dos
casos assintomaticos verificouese mais complexa: 52% conseguiram
aparentemente recuperarse com o desaparecimento de anticorpos especificos
no soro; 12% continuaram positivos na RIFI, mesmo sem sinais clinicos da
doenca; 18% desenvolveram a doenga, manifestando sinais e 18% morreram
devido a uma leishmaniose grave.

DANTAS-TORRES et al. (2006) obtiveram resultados positivos na RIFI em
40,3% dos caes estudados (130/322) em area urbana do estado de Pernambuco.
Porém, dentre os animais soropositivos, 85,3% ndo apresentavam sinais clinicos
de leishmaniose, ou seja, eram assintométicos, indicando que a prevaléncia da
infeccd@o nesta area poderia estar subestimada, devido a esta alta proporc¢éo.

Os sinais clinicos observados no estudo foram: onicogrifose e Ulceras de
pele (Figura 8); alopecia e emagrecimento severo (Figura 9); alteracbes
dermatoldgicas e oculares que induiam secre¢do mucosa ou muco-purulenta,
uveite e/ou ceratoconjuntivite (Figura 10); linfoadenomegalia (Figura 11);
sinais respiratorios, como tosse e secrecdo nasal purulenta Figura 12). Na
literatura, as altera¢des clinicas mais comuns sdo: diminuicdo d atividade
fisica, lesBes de pele, perda de peso progressiva (caquexia), sinais de falha
renal, epistaxe intermitente ou severa, lesdes oculares e distlrbios locomotores
(GREENE, 2006).

FIGURA 8 Céo apresentando Ulcera e onicogrifose. Centro de Contrak de Zoonoses
(CC2Z) de Campo Grande — MS.
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FIGURA 9 Céo apresentando alopecia e emagrecimento severo. Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) de Campo Grande— MS.

FIGURA 10 Céo apresentando alteracdes oculares e alteragbes dermatoldgicas no
focinho e ponta de orelha. Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de

Campo Grande — MS.
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FIGURA 11 Céo com linfoadenomegalia (linfonodo popliteo). Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Campo Grande— MS.

FIGURA 12 Cao apresentando secrecdo nasal purulenta Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Campo Grande— MS.
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A frequéncia de sinais clinicos observada nos animais oligossintomaticos
e sintomaticos correspondeu as alterac6es dermatolégicas, sendo considerado
alopecia, JUlceras, lesbes furfurhceas e descamacdo, seguido de
emagrecimento, linfoadenomegalia. e onicogrifose. Na Tabela 10 sé&o
apresentadas as frequéncias de sinais clinicos dos caes positivos e negativos a
cada um dos métodos de diagnéstico utilizados.

Resultados semelhantes foram encontrados por MOREIRA et al.(2007),
gue constataram, nos grupos de animais sintomaticos e oligossintomaticos,
uma freqiiéncia maior de cées apresentando linfadenomegalia, emagrecimento,
alteracdes dermatologicas e onicogrifose. ALBUQUERQUE et al. (2007),
avaliando 25 caes naturalmente infectados da regido metropolitana de Recife
(PE), verificaram maiores prevaléncias de Ulceras cutaneas (80%),
linfoadenomegalia (56%) e perda de peso (44%).

FEITOSA et al. (2000), avaliando 215 caes naturalmente infectados, da
regido de AracatubaSP, encontraram com maior frequéncia a
linfoadenomegalia (81%), seguida de alteracfes dermatolégicas (68%),
hiporexia (58%) e onicogrifose (51%), assim como SONODA (2007) cujo
estudo demonstrou a linfoadenomegalia como achado mais frequente (74%),
seguido por pirexia (44,4%), disorexia (40,7%), emagrecimento (29,7%),
hepatomegalia (29,7%) e esplenomegalia (25,6%).
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TABELA 10 Estimativa da distribuicao dos sinais clinicos segundo diagndstico
par Leishmania spp. pelas técnicas de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), hemocultura e Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em 50
caes de Campo Grande (MS). Botucatu— SP, 2009.

Diagnéstico

Exame Sinais Clinicos Negativo Positivo P
(n=14) (n=36)
Onicogrifose (%) 35,7 30,6 0,726%
Emagrecimento (%) 64,3 77,8 0,329?
Alteractes dermatolégicas® (%) 50,0 61,1 0,475
Pneumonia ou sinais respiratorios 0,0 2,8 1,000
(%)
PCR Linfadenomegalia (%) 28,6 41,7 0,522
Alopecia (%) 14,3 27,8 0,468"
Leses oculares (%) 7.1 27,8 0,148®
Outras alteractes™ (%) 28,6 8,3 0,085
Quadro assintomatico (%) 0,0 11,1 0,566%?
(n=21) (n=29)
Onicogrifose (%) 38,1 27,6 0,432?
Emagrecimento (%) 66,7 79,3 0,314?
Alteracdes dermatolégicas @ (%) 52,4 62,1 0,493?
Hemocultura ~ Pneumonia ou sinais respiratorios 0,0 3,4 1,000
(%)
Linfadenomegalia (%) 28,6 44,8 0,242?
Alopecia (%) 33,3 17,2 0,189
Leses oculares (%) 14,3 27,6 0,319Y
Outras alteractes™ (%) 23,8 6,9 0,115@
Quadro assintomatico (%) 14,3 34 0,297?
(n=18) (n=32)
Onicogrifose (%) 27,8 34,4 0,631?
Emagrecimento (%) 66,7 78,1 0,375
Alteracdes dermatoldgicas® (%) 38,9 68,8 0,040?@
RIFI Pneumonia ou sinais respiratérios 0,0 3,1 1,000
(%)
Linfadenomegalia (%) 33,3 40,6 0,610
Alopecia (%) 11,1 31,3 0,170
Lesbes oculares (%) 11,1 28,1 0,286
Outras alteraces® (%) 27,8 6.3 0,082
Quadro assintomatico (%) 0,0 12,5 0,282

(1) Teste exato de Fisher;

(2) Teste de Qui-quadrado;

(a) Ulceras, lesdes furfuraceas e descamagao;
(b) Alteracdes neuroldgicas.
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Dos 50 gatos avaliados do municipio de Campo Grande - MS, quatro
possuiam lesbBes de pele (iguras 13 e 14), especialmente na regido da
cabeca, sendo esta parte do corpo descrita por SIMOES-MATTOS (2005)
como area mais afetada em felinos infectados (74,0%), especialmente a regido
do nariz (42,0%), seguido de orelhas (24,0%), regido ocular (20,0%) e labios
(4,0%).

Além das alteracBes dermatoldgicas na regido da cabeca, um animal
apresentou emagrecimento severo. Dentre estes, dois apresentaram titulos de
40 e 320 pela técnica de RIFI e nos outros testes resultados negativos. Pode
se sugerir um possivel envolvimento da espécie felina no ciclo epidemiolégico
da leishmaniose, ainda que nos felinos a forma mais comum da enfermidade
seja a cutanea e as manifestacdes apresentadas sejam inespecificas e muito
semelhantes a outras enfermidades, especialmente as infec¢cdes por fungos
(histoplasmose, esporotricose e cripto@cose) e também doencas infecciosas
causadas por virus, bactérias e protozoarios (LARUELLEMEGALON e TOGA,
1996; HERVAS et al., 1999, POLI et al., 2002). E de extrema importancia a
continuidade das investigacdes da doenca nesta espécie, especialmente em

areas endémicas e ndo endémicas como forma de vigilancia epidemiolégica.

FIGURAS 13 e 14. Dois gatos apresentando alteracdes dermatologicas na regido da
cabeca. Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo Grande
— MS.
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5.4 HEMOCULTURA

A hemocultura surgiu como uma alternativa para melhorar a positividade
dos métodos parasitoldgicos indiretos, porém os dados séo variaveis, segundo
as condi¢cdes empregadas. O maior problema é a contaminacao por bactérias
ou fungos, devido a isso é uma técnica que requer condi¢cdes assépticas para
coleta e manuseio das amostras de sangue, além de possuir algumas outras
limitacdes, como tempo prolongado para o resultado final (quatro meses)
(JUNQUEIRA et al., 1996; CHIARI, 1999; DE CARLI, 2001).

Segundo LUZ (1999), alguns cuidados dever ser seguidos para que haja
uma maior positividade na técnica de hemocultura como: utilizagdo do meio
LIT, separacado da capa leucocitaria, periodo de manutencédo da cultura até 120
dias e curto lapso de tempo entre a coleta e a inculacdo das amostras, além
da manipulagcdo minima das amostras a serem cultivadas.

Consideram-se positivas as hemoculturas quando, na analise por
microscopia optica, observa-se a presenca de parasitos flagelados, os quais,
mantidos em meio de cultivo Liver Infusion Tryptose (LIT) podem ser
caracterizados posteriormente por técnicas bioquimicas e/ou de biologia
molecular (AVELAR, 2008). Por sua alta especificidade esta técnica faz com
gue as culturas positivas apresentem grande valor, sendo importantes para o
isolamento e identificagdo do parasito (CHIARI, 1999; IKEDAGARCIA e
MARCONDES, 2007).

Das 50 hemoculturas de cdes do municipio de Campo Grande— MS, 29
(58,0%) foram positivas, porém a confirmacdo de que se tratava de parasitos
pertencentes ao género Leishmania spp. pela técnica da PCR foi verificada em
25 (86,2%) destes cultivos e a sensibilidade da técnica de hemocultura foi de
69,4% (Tabela 11). As formas flageladas observadas nas quatro amostras
negativas a PCR, assim como nos trés cultivos positivos de caes e dois cultivos
positivos dos gatos do municipio de Botucatu— SP que nos testes de RIFI e
PCR apresentaram 100% de negatividade, possivelmente tratavam-se de
tripanossomatideos, porém como ndo era O objetivo deste estudo a
confirmacdo através da PCR especifica ndo foi realizada. A suspeita acima

descrita é devido a proximidade filogenética entre estes parasitos por
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pertencerem a mesma familia (Trypanosomatidae), pois além de varios estudos
demonstrando a reacdo cruzada existente em métodos sorolégcos, a
apresentacdo morfolégica € semelhante em meios de cultivo.

Das 21 hemoculturas negativas de cdes do municipio de Campo
Grande-MS, dez (47,6%) apresentaram resultados negativos equivalentes aos
obtidos pelo método de PCR, sendo que a técnica de hemoalltura apresentou
71,4% de especificidade (Tabela 11). Da mesma forma, oito (38,0%) amostras
de soro destes animais apresentaram RIFI negativa. A partir do citado sugere
se a auséncia do parasito. As duas amostras restantes apresentaram titulos
elevados na RIFIl, ambos com valores iguais ou superiores a 640 indicando que
0s cées poderiam estar infectados. Este fato ocorreu provavelmente devido a
baixa carga parasitaria no momento da coleta.

Onze hemoculturas (22,0%) dos cédes de Campo Grande — MS
apresentaram-se negativas, porém positivas a PCR para Leishmania spp. Isto
se deve ao fato da técnica possuir baixa sensibilidade, sendo capaz de gerar
resultados negativos ou inconclusivos, especialmente quando a paresitemia é

baixa, sendo a visualiza¢do dos parasibs por microscopia éptica dificultada.

TABELA 11 Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
negativo e positivo, acuracia e coeficiente Kappa pela técnica de hemocultura
em amostras de 50 caes e 50 gatos do Centro de Controle de Zoonoses de
Campo Grande (MS), considerando a técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) como padrao-ouro. Botucatu — SP, 2009.

. (nrinpint)  Sens®@ Esp® vpp® vpn® Ac© @ ®
Animal @) %) (%) (%) %) %) Kappa p

Céo (29/36/50) 69,4 71,4 86,2 47,6 70,0 0,35 0,009

Gato (0/0/50) 100,0 100,0

()nr: Nimero de resultados positivos pela hemocultura ; np: Numero de diagnésticos positivos para
Leishmania spp. pela técnica de PCR; nt: Total de cées e gatos;

(2)Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos de Leishmania spp.);

(3)Estimativa de especificidade (% de verdadeiros negativos delLeishmania spp.);

(4)Estimativa do valor preditivo positivo (% de diagndsticos positivos pela hemocultura, dado que o
diagnéstico foi positivo pelatécnica de PCR;

(5)Estimativa do valor preditivo negativo (% de diagnésticos negativos pela hemocultura, dado que o
diagnéstico foi negativo pela técnica de PCR;

(6)Estimativa da acuracia (% de diagnosticos corretos pela hemocultura;

(7)Estimativa do coeficiente de concordancia kappa;

(8)Nivel descritivo associado a estimativa do coeficiente Kappa.
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As amostras dos gatos oriundos de Campo Grande— MS apresentaram
100% de negatividade a hemocultura e PCR, porém com titulo na RIFI variando
entre 40 e 320. Neste caso uma andlise criteriosa deve ser realizada, pois
acredita-se que a doenca nesta espécie vem sendo subdiagnosticada
(SIMOES-MATTOS, 2005).

A investigacdo epidemioldgica para leishmaniose em gatos domésticos
de diferentes paises, utilizandose de técnicas parasiblogicas, pela deteccédo
da forma amastigota em diferentes tecidos, encontra-se descrita naTabela 12.

TABELA 12. Investigacdo epidemiolégica para Leishmania spp. em gatos
domésticos por métodos parasitoldgicos em diferentes paises de 1912 a 2000*

Pais Técnica/amostra Positivos/examinados
biologica (%)
Argélia Indefinida/medula 6ssea 1/1 (100)
Brasil Citologia/figado 1/202 (0,5)
Citologia/figado 0/142 (0,0)
Citologia/figado 0/214 (0,0)
Citologia®/orelha 1/43 (1,9)
Italia Citologia e
histologia/figado,baco e 0/120 (0,0)
medula 6ssea
Jordania Citologia/figado e baco 16/78(20,5)
Espanha Indefinida/Indefinida 1/495 (0,2)

@ Associado a técnica de Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
*Adaptado de SIMOES-MATTOS et al. (2004a).

No Brasil PASSOS et al. (1996) ndo obteve sucesso na cultura em NNN
de um fragmento de bidpsia da lesdo em regido interdigital de um felino, assim
como SAVANI et al. (2004) que, em preparacbes de fragmentos de figado e
baco inoculados em agar sangue com infusdo cérebro coracdo, ndo foram
detectados parasitos. Ja no estado de Mato Grosso do Sul, SOUZA et al (2005)
observaram inumeras formas promastigotas nos cultivos em meio NNN de
aspirados de nodulos localizados na regido do nariz, orelhas e regido

interdigital de um felino.
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5.5 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFl) E REACAO EM
CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

A Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) vem sendo amplamente
utilizada para detectar anticorpos circulantes paralLeishmania spp. A RIFI é o
teste soroldgico de confirmagdo, recomendado pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2006) e ainda é o método de elei¢do para ser utilizado em inquéritos
epidemiolégicos. O surgimento dos anticorpos leva um periodo variavel apés o
estabelecimento da infeccéo; entretanto, tornam-se distintamente elevados
apos o desenvolvimento dos sinais clinicos ou a partir do momento em que é
possivel o isolamento do parasito. Além disso, uma parcela significativa da
populacdo nunca desenvolve altos titulos em regposta a infeccdo e ndo se
torna clinicamente doente ou transmite o parasito. Caso houvesse uma boa
correlacd@o entre titulos de anticorpos e infectividade, a eliminacdo seletiva de
caes removeria de maneira efetiva os animais responsaveis pela transmissao
(DYE et al., 1993).

A utilizagdo da PCR em conjunto com a RIFI ndo somente ajuda a
determinar a extensdo de infec¢gBes subclinicas, como também permite estimar
0 numero de cées que deve ser alvo para medidas de controle da enfermidade,
j&d que a PCR é capaz de detectar infec¢gbes subclinicas.

A soroprevaléncia para leishmaniose nos 50 cées avaliados do CCZ de
Campo Grande (MS) foi de 64% (32/50), com titulos de anticorpos variando
entre 80 e iguais ou superiores a 640, considerada elevada, quando
comparada aos indices de prevaléncia obtidos em inquéritos epidemioldgicos,
realizados em outras areas endémicas brasileiras E de extrema importancia
ressaltar que, apesar das amostras de cées neste trabalho terem sido
coletadas aleatoriamente no Centro de Controle de Zoonoses de Campo
Grande, em areas endémicas as prevaléncias dos cées eutanasiados sdo mais
elevadas que as reais prevaléncias da populagdo canina total, pois a maioria
dos animais destinados a estes Centros apresenta suspeita clinica para LV,
estao doentes, ou sdo sorologicamente identificados em inquéritos de massa.

ALBUQUERQUE et al. (2007) também verificaram soropositividade em

64% (16/25), porém utilizando apenas animais sintomaticos do municipio de
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Recife-PE. No mesmo Estado, porém no municipio de Paulista, também regiao
endémica para LV, DANTAS-TORRES et al. (2005) avaliaram 322 caes e
destes, 130 (40,3%) foram sorologicamente positivos pela técnica de RIFI.

No mesmo Estado brasileiro alvo do estudo, porém em um
assentamento agricola na Serra da Bodoquena, NUNES et al. (2001)
observaram soropositividade pela RIFI em 23 (23,7%) de 97 caes examinados.

Em nosso estudo, das 32 amostras positivas a RIFI, 29 (90,6%) também
apresentaram positividade a PCR para Leishmania spp. e das 18 amostras
negativas, 11 (61,1%) foram equivalentes a PCR. A sensibilidade da técnica de
RIFI foi de 80,6% e a especificidade de 78,6% (Tabela 13).

TABELA 13 Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos
negativo e positivo, acuracia e coeficiente Kappa pela #€cnica de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em amostras de 50 cdes e 50 gatos do
Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande (MS), considerando a
técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) como padracouro.
Botucatu — SP, 2009.

(nr/r(ll[))/nt) Sens® Esp® wvpp® vpn® Ac®

; (7) (8)
Animal % ) @) () (%) eeea P
Céao (32/36/50) 80,6 78,6 90,6 61,1 80,0 0,54 <0,01
Gato (15/0/50) 70,0 100,0

(1) nr: NGmero de resultados positivos para Leishmania spp. pela RIFI ; np: Nimero de diagnosticos
positivos para Leishmania spp. pela técnica de PCR; nt: Total de cdes e gatos

(2)Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos delLeishmania spp.);

(3)Estimativa de especificidade (% de verdadeiros negativos delLeishmania spp.);

(4)Estimativa do valor preditivo positivo (% de diagnoésticos positivos para Leishmania spp. pela RIFI,
dado que o diagndstico foi positivo pela técnica de PCR;

(5)Estimativa do valor preditivo negativo (% de diagnosticos negativos para Leishmania spp. pela RIFI,
dado que o diagnostico foi negativo pela técnica de PCR;

(6)Estimativa da acuracia (% de diagnosticos corretos pela RIFI;

(7)Estimativa do coeficiente de concordancia kappa;

(8)Nivel descritivo associado a estimativa do coeficiente Kappa.

Apesar do Ministério da Salde preconizar a eutandsia de animais
positivos a RIFI, em nosso estudo dois caes apresentaram titulos baixos (80),
podendo representar reagbes cruzadas com outros  patdgenos
filogeneticamente semelhantes a Leishmania spp., enquanto que os outros 30
apresentaram titulos mais elevados, que normalmente indicam infeccéo.
Todavia, estes dois reagiram positivamente a PCR género-especifica,

sugerindo que titulos baixos também estejam relacionados com infeccéo.
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Apenas trés amostras de caes de Campo Grande- MS foram negativas
a PCR e positivas a RIFI. Esta diferenca detectada entre os resultados de
métodos soroldgicos, parasitolégicos e moleculares, pode ser devida a alguns
fatores, como a permanéncia de anticorpos circulantes no sangue periférico
mesmo apés a eliminacdo do parasito, baixa quantidade de Leishmania spp.
circulante no momento da coleta e conseqientemente ndo detectado na PCR,
e ainda algumas reacfes cruzadas da sorologia que podem devefse a
existéncia de determinantes antigénicos e de proteinas comunsa parasitos
como Trypanosoma cruzi. O uso de sangue periférico para detec¢do molecular
de Leishmania spp. apresenta a vantagem de ser um processo de coleta facil,
menos invasivo, mas que pode resultar em menor sensibilidade do teste devido
a baixa parasitemia dos animais infectados (FISA et al., 2001).

A infeccdo em caes por Leishmania spp. de Campo Grande - MS a RIFI
foi menor quando comparada a PCR, que apresentou 72,0% de positividade,
sendo que sete cdes foram ndo reagentes a RIFI, porém positivos a FCR. A
imunodeficiéncia de alguns caes ou a existéncia de animais cujo sistema imune
consegue debelar a infeccdo e o parasito permanecer inerte no organismo
podem ter contribuido para esses resultados. LACHAUD et al. (2002)
compararam a PCR com a sorologia e obtiveram prevaléncia da infeccao
canina de 79,8% pela PCR e 29,6% pela sorologia e demonstraram que 0s
antigenos oriundos de cinetoplasto foram mais sensiveis, principalmente o
K13A-K13B e o RV1-RV2, detectando 10 ~ parasitas por mililitro de sangue.
Os iniciadores provenientes do cinetoplasto provaram ser mais adaptados,
porque foram capazes de detectar os parasitos em 100% dos cées
soropositivos. A sorologia mostrouse ineficiente na deteccdao da LVC em
grande porcentagem dos casos com sinais clinicos, enquanto que a PCR
detectou Leishmania spp. em casos assintomaticos e sintomaticos.

LEONTIDES et al. (2002), estudaram 73 caes saudaveis provenientes
de area endémica da Grécia, utilizando RIFI e PCR em soro e medula 6ssea.
Na PCR foram obtidas 46 (63%) amostras positivas, enquanto que na RIFI
foram obtidas apenas nove (12,3%), demonstrando claramente que a maioria
dos cées provenientes de areas endémicas tornamse infectados, porém

permanecem soronegativos. A partir desta diferenca também detectada por
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REALE et al. (1999) fizeram com que os autores concluissem que dados
soroldgicos de animais utilizados isoladamente ndo levam a resultados seguros
no diagnéstico da LV e que a utilizacdo da PCR ajuda a identificar os casos
reais de infec¢do por Leishmania spp.

Um aspecto importante, que provavelmente estd associado com o
insucesso do controle da LV, referese a utilizacdo apenas de técnicas
sorologicas para selecdo de cées a serem eutanasiados, ja que estas possuem
baixa sensibilidade e especificidade, acaretando taxas de infeccdes
subestimadas (falsos negativos), permitindo assim a manutencdo de animais
infectados em areas endémicas e consequentemente interferindo no impacto
que a eliminacao de cées produz no controle da LV (DA SILVA et al., 2005;
ANDRADE et al., 2006).

Pode-se concluir pelo descrito acima que, associando técnicas
sorolégicas e moleculares, um maior nimero de animais infectados podem ser
detectados e consequentemente eliminados, contribuindo para o controle da
enfermidade. Por outro lado, muitos animais podem ser poupados com a
analise criteriosa dos seus resultados e utilizacdo de mais de uma técnica.

Apés a realizacdo dos procedimentos para a avaliacdo do limiar de
deteccdo do DNA de Leishmania spp. pela PCR (Anexo 5), verificou-se a
eletroforese a presenca de bandas com 720pb, na amostra pura de cultura,
bem como nas diluigdes 10°, 10 e 10%, N&o houve presenca de banda na
diluicdo 10 Com isso, concluiu-se que a sensibilidade analitica da PCR,
utilizando os iniciadores LIN R4 e LIN19, bi de 10 parasitos/mL. A Figura 15
ilustra os resultados da amplificagdo dos fragmentos de minicirculo do kDNA de
Leishmania spp., pela técnica de PCR, utilizando os iniciadores LIN19 e LINR4,
descritos por IKONOMOPOULOS et al. (2003).
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FIGURA 15 Produtos da amplificagcdo dos fragmentos de minicirculo do kDNA de
Leishmania spp., pela técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), a partir das hemoculturas de caes do municipio de Campo Grande
(MS). Amostras amplificadas utilizando-se os iniciadores LIN 19 e LIN R4.
Gel de agarose 2%.

Legenda: pb — pares de bases; PM— peso molecular; C+ - controle positivo (L. major); 2, 3,4 e
5 — amostras positivas; 1 e 6 — amostras negativas; 7- controle negativo da
extracdo (agua miliQ); 8 — controle negativo da PCR (MIX-PCR).

Em Campo Grande (MS), das 50 amostras de gatos, 15 (30%) foram
positivas a RIFI, com titulos variando de 40 a 320. Positividade semelhante foi
encontrada em pesquisa realizada por MARTINS et al. (2008), observandese
gue pelo método soroldgico de ELISA em 112 amostras de soro de felinos
provenientes do CCZ de Aracatuba (SP), municipio também endémico para
leishmaniose, verificaram 27,6% de positividade. DA SILVA et al. (2008)
utiizando a RIFI para examinar oito amostras de soros de g&os, obtiveram
duas amostras (25%) positivas para LV, com titulos de 40 e 320. Na Espanha,
MARTIN-SANCHEZ et al. (2007) encontraram soropositividade de 60%, na
analise de 183 soros. Ja em estudo realizado na Italia, POLI et al. (2002)
identificaram apenas uma amostra (0,9%) positiva de 110 analisadas pelo
método de RIFI.

A sorologia de gatos infectados geralmente € menos especifica que em
cées, pois a producado de anticorpos paraleishmania spp. € menor, podendo
permanecer soronegativos. Inquéritos soroldgcos realizados por diferentes
técnicas, demonstraram que a prevaléncia de anticorpos paraleishmania spp.
nos gatos examinados ao redor do mundo variou de zero a 68,0%. Esta

soroprevaléncia felina pode variar sensivelmente de acordo com a metodologia
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utilizada (amostragem, técnica sorologica e ponto de corte adotado) e da regido
geogréfica onde foi realizado o estudo (POLI et al., 2002).

Acredita-se que a infeccdo por Leishmania spp., com ou sem sintomas
clinicos, esta sendo subdiagnosticada nos paises ond a enfermidade é
endémica. Isto justificaria a discrepancia verificada entre as altas taxas de
infeccdo obtidas em estudos epidemiolégicos e o baixo niumero de casos
clinicos descritos em todo mundo (Tabela 14). Talvez esta baixa quantidade de
casos relatados seja devido aos poucos inquéritos sorolégicos em areas
endémicas, as dificuldades em distinguir a LF de outras doengcas comuns em
felinos e muitos dos casos serem apenas diagnosticados somente quando 0s

animais tornam-se sintomaticos (DA SILVA et al., 2008).
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TABELA 14 Relatos de caso e porcentagens de soroprevaléncia da
leishmaniose felina (LF) em diferentes paises de 1940 a 2008*

Pais Ano e tipo do registro %  Soroprevaléncia
Franca 1992,inquérito sorolégicd 0,6
1993,inquérito sorolégicd' 12,7
1998,um relato de caso
1999,inquérito sorolégicd' 12,4

2004, dois relatos de caso
2005, um relato de caso

ltalia 1998,inquérito sorolégicd 59,0
1999,dois relatos de caso
2002,inquérito sorolégicd’ 68,0

2002, um relato de caso
2002, dois relatos de caso
2002,inquérito sorolégicd 0,9
2004, trés relatos de caso
2004,quatro relatos de caso

2005,inquérito sorolégicd 16,3
Portugal 1994, um relato de caso
Espanha 1999, um relato de caso
2000,inquérito sorologicd 1,7
2002,inquérito sorolégicd 42,0
2005, um relato de caso
2007 inquérito sorolégicd 60,0
Suica 2005, dois relatos de caso
Egito 1982,inquérito soroldgicd’ 3,7
1988,inquérito soroldgicd’ 3,6
1994,inquérito sorolégicd’ 3,3
EUA 1986, um relato de caso
2004,inquérito soroldgicd 42,0
Brasil
Para 1940, um relato de caso
Bahia 1996,inquérito soroldgicd’ 0,0
Minas Gerais 1996, um relato de caso
Fortaleza 2001,inquérito soroldgico’ 10,7
Fortaleza 2001,inquérito sorologicd 13,0
Rio de Janeiro 2002,inquérito sorolégicd 50,5
Rio de Janeiro 2004, dois relatos de caso
Rio de Janeiro 2007,inquérito sorolégicd 25,0
Sao Paulo 2004, um relato de caso
Mato Grosso do Sul 2005, um relato de caso
Sao Paulo 2008, um relato de caso

a 9]

Técnica empregada: Western Blot, imunoflorescéncia indireta (RIFI), ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA),’hemaglutinaco indiretaaglutinacéo direta
*Adaptado de DANTAS-TORRES et al. (2006); MAROLI et al. (2007).
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As 50 amostras de soro de cées e as 50 amostras de soro dos gatos
provenientes de Botucatu — SP foram 100% negativas a RIFI, resultados que
LANGONI et al. (2001) também obtiveram, utilizando a mesma técnica
diagndsticaem 781 soros de cées nesta localidade. Este estudo contribuiu para
a vigilancia ativa da leishmaniose no municipio, estando em linha com as
medidas sugeridas pelo Ministério da Saude, cujo novo enfoque € incorporar 0s
estados e municipios silenciosos, ouseja, sem ocorréncia de casos humanos
ou caninos da doenca, nas acdes de vigilancia, visando evitar ou minimizar 0s
problemas referentes a este agravo em areas sem transmissdo (BRASIL,
2006).
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6. CONCLUSOES

& NA&ao houve ocorréncia de Leishmania spp. nas amostras de caes e gatos
procedentes de Botucatu (SP).

& A ocorréncia de positividade aos testes diagndsticos paralLeishmania
spp. nas amostras de cées procedentes de Campo Grande (MS) foi
elevada em relacdo aos gatos do mesmo municipio.

& A positividade apenas pela técnica de hemocultura em caes e gatos de
Botucatu (SP) reforgcou a importancia da associacdo de técnicas para
confirmacao do diagndéstico de leishmaniose.

& A técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para o diagndstico de
Leishmania spp. em cdes de Campo Grande (MS) demonstrou maior
acuracia em relacdo a hemocultura, considerando a técnica de Reacao
em Cadeia pela Polimerase (PCR) como padrdo-ouro, bem como
apresentou melhor sensibilidade e epecificidade.

2 Um numero maior de cades infectados de Campo Grande (MS) foi
identificado com a utilizagdo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), melhorando e contribuindo na identificacdo de animais
reservatérios e, consequentemente, na vigilancia e contole da
leishmaniose.

& A positividade dos gatos a Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
em Campo Grande (MS) sugere um possivel envolvimento da espécie
felina no ciclo epidemiolégico da leishmaniose, sendo de grande

importancia a continuidade de investigagfes da doenga nesta espécie.
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Anexo 1 Atestado de aprovacéo do projeto de pesquisa pela Camara de Etica
em Experimentagdo Animal (CEEA) da FMVZ - UNESP/Botucatu

ATESTADO

Atestamos para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Hemocultura e
reagio em cadeia da polimerase (PCR) para Leishmania spp em cies ¢
gatos provenientes de drea endémica e ndo endémica para
Leishmaniose”, Protocolo n° 65/2007-CEEA do(a) Pos-Graduando(a)
Audrey Rennd Campos Braga, nivel Mestrado desta Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, esta de acordo com os Principios Eticos

na Experimentagdo Animal e foi aprovado pela Camara de Etica em

Experimentagio Amimal.
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Anexo 2 Meio liquido Liver Infusion Tryptose (LIT)

Para 250mL:
1- Descongelar o soro fetal bovino e calibrar o pHmetro;
2- Dissolver em 100mL de 4gua MILI-Q em Kitassato de 500 mL;
a. Na2HPO4: 2 g
b. NaCl: 1g
c. KCI:0,1g

3- Adicionar mais 44,5 mL de 4gua MILI-Q ao kitassato;

4- Montagem do filtro: Colocar a membrana milipore sobre a camada
interna do filtro respeitando posicdo dela no suporte onde esti
guardada. Colocara a aureola de plastico sobre a membrana. Fechar
o filtro com a parte superior e rosquea até encontrar resisténcia.
Acoplar ao kitassato, cobrir com papel aluminio de modo que
nenhuma abertura fique exposta e vedar com papel rosado e fita
adesiva.

5- Autoclavar, por 15 minutos a 121° C, a suspensédo de sais, duas
pipetas de 20 mL e oito a dozetubos de LIT (30 X 2,6 cm);

6- Em outro erlenmeyer de 250 mL , dissolver 0,75g de infusdo de
figado, em 100 mL de &gua MILI-Q aquecida (30 segundos no
microondas). Esta 4gua aquecida deve estar a uma temperatura que
0 dorso da méo suporte;

7- Adicionar a esta suspensao:

a. Dextrose: 0,59
b. Triptose:1,25¢ e ajustar o pH 7,4;

8- Quando a temperatura do kitassato diminuir de modo que o dorso da
mao suporte, pode-se abrir, cuidadosamente, a parte superior do
kitassato. Deve-se acoplar a mangueira da bomba de vacuo na
extremidade lateral do kitassato, para auxiliar no processo de
filtracdo do liquido. Além disso, deve-se envolver o local onde a
mangueira de bomba de vacuo e a extremidade lateral do kitassato
se unem, com um algodado embebido de alcool-iodado;

9- Ligar a bomba de vacuo, a uma pressdo de 200-300 mmHg;
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10- Filtrar a suspenséo de infusdo de figado e carboidratos;
11-Ap6s a filtragdo da suspensdo anterior adicionar 5,5 mL de
hemoglobina 2,2%;
12-Ao término da filtracdo, deve-se fechar a extremidade superior do
filtro e vedar com algodao embebido em alcool-iodado;
13-Colocar duas pipetas de 10 mL, dois tubos de BHI (controle de
esterilidade), o soro fetal bovino, 812 tubos de LIT, duas seringas de
5 mL, duas agulhas 30X7 mm, todos previamente autoclavados,
dentro da camara de fluxo laminar e deixar sob a acdo da luz UV por
15 minutos. Deve-se submeter o kitassato e um frasco de
Gentamicina (Gentocin® — 20mg ou 40 mg) a acao da luz UV,
juntamente com 0s materiais mencionados acima.
14-Ap0s estes 15 minutos, adicionar ao kitassato:
a. Soro fetal bovino: 30 mL
b. Gentamicina: 20 mg:1mL/40mg:0,5mL
15-Homogeinizar bem o meio. Pipetar de 1-2 mL de LIT para o primeiro
tubo de BHI, 30 ml em cada tubo de LIT e ao final, 1-2 mL para o
segundo tubo de BHI;
15-Manter sob controle de esterilidade por 48 horasem estufa 37°C.
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Anexo 3 Solucdo Salina Tamponada (PBS) estéril / pH 7,2

Quantidades de reagentes para 1 litro:

NaCl 8,183g
Na,HPO, 1,0516g
Na,HPO4 H,0 0,3589
NaH,PO, 0.3105g

Autoclavar quinze minutos a 121 °C.
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Anexo 4 Extracdo de DNA das hemoculturas utilizando o kit comercial Blood

Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®)

? Pipetar 900 pL de tampao RBC (lysis) em microtubo de 1,5mL,
livre de RNAses e DNAses.

? Adicionar 300 pL da amostra

? Homogeneizar por inversédo dos tubos.

? Incubar por 5 minutos em temperatura ambiente.

? Centrifugar & 12.000 rpm por 20 segundos ou 1000 rpm por dois
segundos.

? Remover o sobrenadante.

? Deixar cerca de 50 pL e adicionar 20 pL de proteinase K

? Homogeneizar os tubos em vortex rapidamente.

? Adicionar 500 pL de tampé&o extragcédo (lysis buffer — “extraction
solution”) para suspender as células brancas e homogeneizar em
vortex por 15 segundos.

? Permanecer em temperatura ambiente por 10 minutos.

? Colocar coluna no tubo coletor.

? Pré-aquecer a 70°C o “ellution buffer”.

? Transferir o incubado para coluna.

? Centrifugar a 8.000 rpm por dois minutos ou 1200 rpm por um
minuto.

? Descartar o sobrenadante e voltar o tubo cdetor a coluna GFX.

? Adicionar 500 pL de “wash solution” a coluna GFX.

? Centrifugar a 12500 rpm por trés minutos.

? Desprezar tubo coletor e colocar coluna GFX em microtubo de
1,5mL livre de RNAses e DNAses.

? Adicionar 200 uL de “elution buffer” a 70°C diretamente na matriz
coluna GFX.

? Permanecer um minuto a temperatura ambiente.

? Centrifugar a 12000 rpm por um minuto.

? Estocar a -20°C.
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Anexo 5 Limiar de Deteccédo da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Foi utilizada a amostra de Leishmania chagasi proveniente de repique
em meio de cultura LIT e NNN, utilizada na rotina do Servi¢co de Diagndstico de
Zoonoses da FMVZ — UNESP Botucatu — SP. Foram pipetados 5 ml de meio
LIT com formas promastigotas viaveis de dois diferentes tubos de cultura em
tubo Falcon de 15 ml. O tubo permaneceu 15 minutos em banho maria a 56 oC
paraque as promastigotas permanecessem imoéveis durante o procedimento
decontagem. A amostra foi homogeneizada e parte dela utilizada para
contagem dos parasitos em camara de Neubauer. Foram procedidas ses
contagens de cinco dos quadrantes menores, de maneira bem distribuida por
toda camara. A média obtida nos cinco quadrantes foi de 127 formas
promastigotas. Para obtencdo do numero de parasitos por mL de meio de

cultura foi utilizada a seguinte formula:

n° de promastigotas contadas / 0,1 mm?®.1. 0,2 = n°® promastigotas/mL

Sendo: 0,1 a altura da camara de Neubauer

1 a diluicéo utilizada na contagem, ou seja, meio de cultura puro

0,2 o numero de campos contados dividido pelo niamero total de campos
(5/25)
Ent&0:127/0,02 = 6.350 promastigotas/mL ou seja 6,35x10%/mL

Para se obter valores em poténcias de 10, realizouse regra de trés para
obtencédo do volume de meio de cultura que possui 1000 formas promastigotas
(10%):

1 mL --------- 6.350 X =0,1575 ml ou 157,5 pL
X mL-------- 1.000

Em seguida, utilizou-se 157,5 yL de meio de cultura em 842,5 uL de
agua destilada totalizando 1 mL de amostra, ou seja, 10° parasitos por ml de
solucao.

As diluicbes seguintes foram realizadas de maneira que as solucdes

resultantes nos novos tubos ficassem 10 vezes mais diluidas que no tubo



89
Anexos

anterior, produzindo concentracdes 1F, 10' e 10° formas promastigotas por mL
de solucéo.

As solugcdes resultantes foram utilizadas para extracdo do DNA,
utilizando o mesmo protocolo de extracdo das amostras. O DNA extraido foi
amplificado com os iniciadores LIN R4 e LIN 19, para que se pudesse obter a

concentracdo minima de parasitos por mL de amostra detectavel nas provas.
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Anexo 6 Mapa do municipio de Campo Grande (MS) dividido por regides.

(CCZ) de Campo Grande (MS).

FONTE: Centro de Controle de Zoonoses



91
Anexos

Anexo 7 Mapa do municipio de Botucatu (SP) dividido por setores.

FONTE: www.botucatu.sp.gov.br
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APENDICE 1
Numero de identificacdo dos 50 caes de Botucatu (SP), sexo, sinais clinicos, procedéncia e resultac
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) pare

(2009).
Ndmero Sexo Sinais cinicos | H
Projeto M F E | AD|Pn| L A Oc Ou Assintomético Procedéncia |

1 X X X X Vila Paulista

2 X X X X Jd. Aeroporto

3 X X X Cohab-2

4 X X X X Cohab-2

5 X X X X Jd. Monte- Mor

6 X X Jd. Eldorado

7 X X X X Vitoriana

8 X X Alto do Paraiso

9 X X Convivio

10 X X Conchas

11 X X X 24 de maio

12 X X Cohab-4

13 X X Cohab-4

14 X X X Jd. Riviera

15 X X X Desconhecida

16 X X Santa Eliza

17 X X Jd. Serra Negra

18 X X Comerciarios

19 X X Vila Rodrigues

20 X X Pg. Pinheiros

21 X X Pg. Pinheiros

22 X X X X Eldorado
Chacara Recreio

23 X X X X do Havai

24 X X Mariana




Jd. Sta Monica
25 X X X
26 X X Palos Verdes X
Horta
27 X X X X X comunitaria X
Horta
28 X X X comunitaria X
29 X X X X Cohab - 6 X
30 X X X X Cohab - 2 X
31 X X X X Cohab-6 X
32 X X X Jd. Aeroporto X
33 X X Cohab-1 X
34 X X X Comerciarios 3 X
35 X X V, Aparecida X
36 X X Sta cecilia X
37 X X X Cohab-6 X
38 X X Marajoara X
39 X X Cecap X
40 X X X Vila Mariana X
41 X X X Reflorenda X
42 X X Cohab | X
Jardim
43 X X Eldorado X
Vila dos
44 X Lavradores X
45 X Reflorenda X
Jardim Paraiso
46 X X Il X
47 X X Reflorenda X
48 X X Demétria X
49 X X Jd. Cedro X
50 X X Jd. Riviera X
TOTAL 23 27 1 19 | 8 0 0 7 7 22 17 3 a7

Legenda: O-onicogrifose; E- emagrecimento, AD — altera¢des dermatoldgicas; Pn- pneumonia ou sinais respiratorios;
lesBes oculares, Ou- outras alteracdes. P — resultados positivos, N — resultados negativos.



APENDICE 2
Numero de identificagdo dos 50 gatos de Botucatu (SP), sexo, sinais clinicos, procedéncia
hemocultura, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela Polimera:
Botucatu, SP (2009).

NuUmero Sexo Sinais cinicos Hemocultura

Projeto M F O E |AD|Pn| L | A Oc Ou Assintomatico Procedéncia P N
1 X X Cohab 1 X
2 X X V. Antartica X
3 X X X Marajoara X
4 X X Cohab 6 X
5 X X Demétria X
6 X X Demétria X
7 X X APA X
8 X X APA X
9 X X APA
10 X X APA X
11 X X APA X
12 X X APA X
13 X X APA X
14 X X APA X
15 X X APA X
16 X X APA X
17 X X APA X
18 X X APA X
19 X X APA X
20 X X APA X
21 X X APA X
22 X X APA X
23 X X APA X
24 X X APA X




25 X X APA X
26 X X APA X
27 X X APA X
28 X X APA X
29 X X APA X
30 X X APA X
31 X X APA X
32 X X APA X
33 X X APA X
34 X X APA X
35 X X APA X
36 X X APA X
37 X X APA X
38 X X APA X
39 X X APA X
40 X X APA X
41 X X APA X
42 X X APA X
43 X X APA X
44 X X APA X
45 X X APA X
46 X X APA X
47 X X APA X X
48 X X APA X
49 X X APA X X
50 X X APA X
TOTAL 18 32 0 0 0 0 0 0 0 1 49 2 48

Legenda: O-onicogrifose; E- emagrecimento, AD — altera¢des dermatoldgicas; Pn- pneumonia ou sinais respiratorios;
lesBes oculares, Ou- outras alteracdes. P — resultados positivos, N — resultados negativos.




APENDICE 3

Numero de identificacdo dos 50 caes de Campo Grande (MS), sexo, sinais clinicos, procedénci
hemocultura, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela Polimera:

Botucatu, SP (2009).

NuUmero Sexo Sinais cinicos Hemocu
Projeto M F O E |AD | Pn| L | A Oc Ou Assintomatico Procedéncia B
1 X X X X Santo Antbnio
2 X X X X X Campo Novo
Morada do
3 X X Sossego
4 X X X X Campo Belo X
5 X X X Rita Vieira X
6 X X X X X X Novo Amazonas X
Aparecida
7 X X Pedrossian
8 X X Izabel Garde
9 X X X Santo Amaro
10 X X X X Indu Brasil
11 X X Santos Dumont
12 X X Nova Lima X
Paulo C.
13 X X X X X X X Machado
14 X X Desconhecido X
15 X X X Portal Caioba
16 X X X Dom Antbnio
17 X X X Parque do Sol
18 X X Dom Antbnio
19 X X X X X X X Rancho Alegre X
20 X X Jd. Leblon X
21 X X X X X X Canguru X
22 X X Santa carmélia X
23 X X X X Colibrim X
24 X X X X X Marcos Roberto X




25 X X X Monte Castelo X

26 X X X X Monte Castelo X

27 X X X Taguarussu X

Chécara

28 X X X X X Estancia Abreu

29 X X X X Popular X

30 X X X Nova Lima X

31 X X Horténcias

Sé&o Jorge da

32 X Lagoa X

33 X X X X X Cabrelva X

34 X X X X Centro X

35 X X X X X X Popular

36 X X X X Manuel Taveira

37 X X X X Anai X

38 X X X X X Caicara X

39 X X X X Centro X

40 X X X Oliveira ll X

41 X X X Vila Sobrinho X

42 X X X X Desconhecido

43 X X X X X Santa Emilia X

44 X X X X X X Santa Luzia X

45 X X X X X Roselandia

46 X X Vila Romana X

47 X X X Vila Kelly

48 X X X X Santa Monica X

49 X X X X X X Vila Dede

50 X X Popular X
TOTAL 28 22 16 | 37 | 29 1 |19 ] 12 11 7 4 29

Legenda: O-onicogrifose; E- emagrecimento, AD — alteragBes dermatolégicas; Pn- pneumonia ou sinais respiratorios; L-linfoac
oculares, Ou- outras alteragdes. P — resultados positivos, N — resultados negativos; (80), (160), (320) e (640) — titulagao



APENDICE 4

Numero de identificagdo dos 50 gatos de Campo Grande (MS), sexo, sinais clinicos, procedénc
hemocultura, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeia pela Polimera:

Botucatu, SP (2009).

NUmero Sexo Sinais cinicos Hem

Projeto M F AD | Pn | L A Oc Ou Assintomético Procedéncia P
1 X 1 Vila Carvalho
2 X 1 Vila Carvalho
3 X 1 Los Angeles
4 X 1 Tiradentes
5 X X Desconhecida
6 X X Desconhecida
7 X 1 Desconhecida
8 X X Desconhecida
9 X X Flamboyant
10 X 1 Universitario Il
11 X 1 Aero Rancho
12 X 1 Novo Maranhao
13 X 1 Taquarussu
14 X 1 Jockey Club

Nova
15 X 1 Bandeirantes
Nova

16 X 1 Bandeirantes
17 X 1 Taguarussu
18 X 1 Iracy Coelho
19 X 1 Jd. Botafogo
20 X 1 Coophavila ll
21 X 1 Guanandi
22 X 1 Santa Luzia
23 X 1 Coophavila ll
24 X 1 Santo Amaro




Caranda
25 X X Bosque
26 X X Santo Amaro
27 X X Cidade Morena
28 X X Vial Nha Nha
29 X X Taveiropolis
30 X X S&o Lourenco
Caranda
31 X X Bosque
32 X X Otavio Pecora
33 X X Aero Rancho
34 X X Centro
35 X X Vila Jacy
36 X X Cidade Morena
37 X X Trés Barras
38 X X Guanandi
39 X X Pioneiros
40 X X Pioneiros
41 X X Piratininga
42 X X Via Nasser
43 X X Botafogo
44 X X Buriti
45 X X Coopavila 1
46 X X Coopavilal
47 X X Sto Eugenio
48 X X Jd. Antartica
49 X X Santa Branca
50 X X Taveiropolis
TOTAL 9 41 0 1 4 0 0 0 0 0 46 0

Legenda: O-onicogrifose; E- emagrecimento, AD — alteragdes dermatolégicas; Pn- pneumonia ou sinais respiratérios; L-linfoad
oculares, Ou- outras alteracdes. P — resultados positivos, N — resultados negativos; (40) (80), (160) e (320) — titulagao pt
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Objetivo e politica editorial

O objetivo da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
€ contribuir, através da publicacdo dos resultados de
pesquisa e sua disseminacao, para a manutencao da
saude animal que depende, em grande parte, de
conhecimentos sobre as medidas de profilaxia e
controle veterinarios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos
originais e artigos de revisdo de pesquisa no campo da
patologia veterinaria no seu sentido amplo,
principalmente sobre doengas de importancia
econdmica e de interesse para a saude publica.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagbes ("Short
comunications") sob forma de "Notas Cientificas", ndo
h& limite minimo do nuimero de paginas do trabalho
enviado, que deve porém conter pormenores
suficientes sobre os experimentos ou a metodologia
empregada no estudo.

Os trabalhos, em 3 vias, escritos em portugués ou
inglés, devem ser enviados, junto com disquete de
arquivos (de preferéncia em Word 7.0), ao editor da
revista Pesquisa Veterinéria Brasileira, no endereco
abaixo. Devem constituir-se de resultados ainda nao
publicados e n&o considerados para publicacdo em
outra revista.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as
opinides e conceitos emitidos nos trabalhos, os
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editores, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacdes
aconselhaveis ou necessarias.

Apresentagdo de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser oganizados, sempre que
possivel, em Titulo, Abstract, Resumo, Introducéo,
Material e Meétodos, Resultados, Discussao,
Conclusdes (ou combinagfGes destes trés ultimos),
Agradecimentos e Referéncias:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o
conteudo do trabalho;

b) um Abstract, um resumo em inglés, devera ser
apresentado com o0s elementos constituintes
observados nos artigos em portugués, publicados no
altimo numero da revista, ficando em branco apenas a
paginacéo, e, no final, ter4 indicacdo dos index terms;

c) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no
passado, o que foi feito e estudado, dando os mais
importantes resultados e conclusdes; sera seguida da
indicacdo dos termos de indexagao; nos trabalhos em
inglés, Resumo e Abstract trocam de posicédo e de
constituicdo (veja-se como exemplo sempre o Ultimo
fasciculo da revista);

d) a Introducdo deve ser breve, com citacao
bibliogréfica especifica sem que a mesma assuma
importancia principal, e finalizar com a indicagédo do
objetivo do trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos 0s
dados que permitam a repeticdo do trabalho por outros
pesquisadores;

f) em Resultados deve ser feita a apresentacdo
concisa dos dados obtidos; quadros devem ser
preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de varias repeticdes; é
conveniente, as vezes, expressar dados complexos
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por graficos, ao invés de apresenta-los em quadros
extensos;

g) na Discusséo os resultados devem ser discutidos
diante da literatura; ndo convém mencionar trabalhos
em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publicé-
los;

h) as Conclusbes devem basear-se somente nos
resultados apresentados no trabalho;

i) os Agradecimentos devem ser sucintos e nao
devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

j) a lista de Referéncias, que sé incluira a bibliografia
citada no trabalho e a que tenha servido como fonte
para consulta indireta, dever4d ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor,
registrando os nomes de todos os autores, o titulo de
cada publicacdo e, por extenso ou abreviado, 0 nome
da revista ou obra, usando as normas da Associacéo
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, Style Manual
for Biological Journals (American Institute for Biological
Sciences) e/ou Bibliographic Guide for Editors and
Authors (American Chemical Society, Washington,
D.C)).

2. Na elaboracao do texto deverdo ser atendidas as
normas abaixo:

a) os trabalhos devem ser apresentados em uma so
face do papel, em espaco duplo e com margens de, no
minimo, 2,5 cm; o texto serd escrito corridamente;
quadros serao feitos em folhas separadas, usando -se
papel duplo oficio, se necessario, e anexados ao final
do trabalho; as folhas, ordenadas em texto, legendas,
quadros e figuras, serdo numeradas seguidamente;

b) a redacao dos trabalhos deve ser a mais concisa
possivel, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no te xto, os sinais de chamada
para notas de rodapé serdo numeros ardbicos
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colocados um pouco acima da linha de escrita, apos a
palavra ou frase que motivou a nota; essa humeracao
serd continua; as notas serdo lancadas ao pé da
pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada;
todos o0s quadros e todas as figuras seréo
mencionados no texto; estas remissdes serdo feitas
pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, na
ordem crescente destes; Resumo e Abstract seréo
escritos corridamente em um sO paradgrafo e néo
deverdo conter citacdes bibliograficas;

c) no rodapé da primeira pagina devera constar
endereco profissional do(s) autor(es);

d) siglas e abreviacbes dos nomes de instituicdes, ao
aparecerem pela primeira vez no trabalho, serdo
colocadas entre parénteses e precedidas do nome por
extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema
"autor e ano"; trabalhos de dois autores serdo citados
pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome
do primeiro, seguido de "et al.", mais o ano; se dois
trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos, a
diferenciacdo sera feita pelo acréscimo de letras
mindsculas ao ano, em ambos; todos os trabalhos
citados terdo suas referéncias completas incluidas na
lista propria (Referéncias), inclusive os que tenham
sido consultados indiretamente; no texto ndo se fara
mencao do trabalho que tenha servido somente como
fonte; este esclarecimento sera acrescentado apenas
ao final das respectivas referéncias, na forma: "(Citado
por Fulano 19...)"; a referéncia do trabalho que tenha
servido de fonte sera incluida na lista uma sé vez; a
mencdo de comunicagcdo pessoal e de dados nao
publicados é feita, de preferéncia, no préprio texto,
colocada em parénteses, com citacdo de nome(s) ou
autor(es); nas citagbes de trabalhos colocados entre
parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do
autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula apos cada ano; a
separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas
por virgulas, exemplo: (Flores & Houssay 1917,
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Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971);

f) a lista das referéncias devera ser apresentada com o
minimo de pontuacdo e isenta do uso de caixa alta,
sublinhando-se apenas os nomes cientificos, e sempre
em conformidade com o padrdo adotado no ultimo
fasciculo da revista, inclusive quanto a ordenacao de
seus varios elementos.

3. As figuras (graficos, desenhos, mapas ou
fotografias) deverdo ser apresentadas em tamanho
maior (cerca de 150%) do que aquele em que devam
ser impressas, com todas as letras ou sinais bem
proporcionados para assegurar a nitidez apos a
reducdo para o tamanho desejado; parte alguma da
figura sera datilografada; a chave das convencdes
adotadas serd incluida preferentemente, na area da
figura; evitar-se-a o uso de titulo ao alto da figura;
desenhos deverao ser feitos com tinta preta em papel
branco liso ou papel vegetal, vedado o uso de papel
milimetrado; cada figura sera identificada na margem
ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo
namero e o nome do autor; havendo possibilidade de
davida, deve ser indicada a parte superior da figura,
fotografias deverdo ser apresentadas em branco e
preto, em papel brilhante, e sem montagem, ou em
diapositivos (slides) coloridos; somente quando a cor
for elemento primordial a impressao das figuras sera
em cores; para evitar danos por grampos, desenhos e
fotografias deverao ser colocados em envelope.

4. As legendas explicativas das figuras conterdo
informacdes suficientes para que estas sejam
compreensiveis e serdo apresentadas em folha
separada que se iniciara com o titulo do trabalho.

5. Os quadros deverdo ser explicativos por si
mesmos; cada um tera seu titulo completo e sera
caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro
abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos poder4d haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas; ndo ha tracos verticais; 0s
sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando de
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a em cada quadro, e as notas serdo lancadas logo
abaixo do quadro respectivo, do qual serdo separadas
por um traco curto, a esquerda.
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Hemocultura, Reagado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reagcdo em
Cadeia pela Polimerase para Leishmania spp. em cées e gatos
provenientes de area endémica e ndo endémica para leishmaniose.

Audrey Renné Campos Braga?, Simone Baldini Lucheis ®, Hélio Langoni®

ABSTRACT: BRAGA, A.R.C.; LUCHEIS, S.B.; LANGONI, H., 2009.
[Leishmaniosis is a zoonosis caused by protozoans of Leishmania genus and is
transmitted by phlebotomine vectors. This study was aimed to evaluate the
occurrence of Leishmania spp. in dogs and cats from endemic and non-
endemic areas by three diagnostic tests: hemoculture in LIT (Liver Infusion
Tryptose) media, Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) and Polymerase
Chain Reaction (PCR). Fifty blood samples of dogs and fifty of cats from
Zoonosis Control Center from Campo Grande, MS, an endemic area for canine
visceral leishmaniasis (CVL), were collected randomly, as well as blood
samples of dogs and cats from Municipal Kennel and Animal Protection
Association (APA) from Botucatu, SP, considered by the moment as free-
transmission, non-endemic area for the disease. From 50 hemocultures of the

dogs from Botucatu, three (6%) were positive and of the blood of 50 cats,
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two (4%) were positive. In Campo Grande, 29 hemocultures (58%) were
positive for dogs and 100% of the cats were negative for this test. For the PCR
detection of Leishmania spp., 100% of the samples from dogs and cats from
Botucatu and all the cats from Campo Grande were negative. On the other
hand, 36 dogs from Campo Grande were positive (72%) for the PCR. From
Botucatu, by the IFAT, 100% of the dogs and cats were non reagent and 32
dogs (64%) and 15 cats (30%) from Campo Grande (MS) were positive for this
test. The presented results show that a continuous epidemiological vigilance is
important in non-endemic areas for leishmaniasis, as well as the research for an
accurate diagnosis in endemic areas, and other studies based on the role of

felines in epidemiological life cycle of this disease].

INDEX TERMS: Dog; Diagnosis; Cat; Leishmania spp.

RESUMO: A leishmaniose é uma zoonose, causada por protozoarios do
género Leishmania e transmitida por vetores flebotomineos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a ocorréncia de Leishmania spp. em cdes e gatos
provenientes de area endémica e ndo endémica para esta doenga, através da
associagdo de trés técnicas diagnosticas: hemocultura em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose), Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) para Leishmania spp. Foram coletadas

aleatoriamente 50 amostras de sangue de cdes e 50 amostras de sangue de
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gatos, procedentes do Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande -
MS, onde a leishmaniose visceral canina (LVC) é endémica, e aleatoriamente
de 50 cdes e 50 gatos do Canil Municipal e Associacdo de Protecdo aos
Animais (APA) de Botucatu - SP, considerada, at¢é o momento, area nao
endémica, silenciosa para esta enfermidade. Das 50 hemoculturas de cées
procedentes de Botucatu, trés (6%) foram positivas e das 50 hemoculturas dos
gatos, duas (4%) foram positivas. Em Campo Grande, 29 hemoculturas (58%)
de caes foram positivas e as dos gatos apresentaram 100% de negatividade.
Quanto a PCR, 100% das amostras de cdes e de gatos procedentes de
Botucatu, assim como as dos gatos de Campo Grande foram negativas. Das 50
amostras de cdes deste municipio, 36 foram positivas (72%) a PCR. A RIFI
obteve-se 100% de negatividade nas amostras dos caes e gatos de Botucatu e
32 caes (64%) e 15 gatos (30%) de Campo Grande foram reagentes. Pelos
resultados apresentados, podemos concluir que a continua vigilancia
epidemioldgica € importante em &reas ndo endémicas para leishmaniose, bem
como a busca de um diagnéstico seguro em areas endém icas, além de

maiores estudos sobre o0 papel dos felinos no ciclo epidemioldgico da doenca.

TERMOS DE INDEXACAOQ: C&o; Diagnostico; Gato; Leishmania spp.

INTRODUCAO
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As leishmanioses sao consideradas primariamente como zOoOnoses,
podendo acometer o homem, qu ando este entra em contato com o ciclo de
transmissdo do parasito, caracterizando-se como antropozoonose. Em geral,
apresentam clinicamente um carater multifacetado e afetam o homem, além de
varias espécies de animais silvestres e domésticos, em diferentes regifes do
globo terrestre.

Com a urbanizacdo da LVC (Leishmaniose Visceral Canina) em areas
metropolitanas e o c&o vivendo em contato estreito com humanos atraindo a
presenca do vetor faz destes animais uma importante fonte de infecgéo e
principal reservatorio, sendo, portanto um dos alvos nas estratégias de
controle. Nos ultimos anos, além da pesquisa em caes, no homem e em outros
reservatorios, o gato doméstico tem recebido atencao.

A maior dificuldade encontrada relaciona-se com o diagnostico da LVC,
j& que os métodos utilizados para o seu controle sdo baseados na pesquisa de
anticorpos, e estes apresentam limitacoes. Desta maneira, a identificacdo dos
caes infectados é um ponto chave para interromper a cadeia epidemiolégica da
doenca nos centros urbanos.

A deteccao de anticorpos circulantes para Leishmania spp. vem sendo
utilizada em estudo soroepidemiolégicos, constituindo-se em ferramenta
importante no diagndstico da LV. As técnicas mais utilizadas e recomendadas
pelo Ministério da Saude para o inquérito canino sao a Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA), sendo a
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primeira de eleicdo por apresentar vantagens, como facil execucdo, rapidez,
baixo custo e sensibilidade e especificidade adequadas quando comparada a
outros métodos (DANTAS-TORRES et al., 2006; IKEDA-GARCIA &
MARCONDES, 2007).

Exames parasitolégicos baseados na demonstracdo das formas
amastigotas do parasito, tanto dentro dos macrofagos como na forma livre,
permitindo o diagnostico definitivo da infeccdo, podem ser facilmente
realizados, sendo o0s procedimentos corados por Giemsa ou Leishman
(SUNDAR & RAI, 2002; SIMOES-MATTOS; 2005, GREENE, 2006). O
isolamento das formas promastigotas de Leishmania spp. por meios de cultura
a partir de diversos tecidos, como 0 sangue no caso das hemoculturas, apesar
de trabalhoso também & uma técnica possivel.

Dentre os métodos moleculares, a Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) tem sido utilizada como ferramenta em pesquisas epidemioldgicas, bem
como para identificagcdo de espécies de Leishmania spp., por amplificacdo
seletiva de sequéncias de DNA do parasito. A deteccdo de DNA é possivel em
uma variedade de tecidos, incluindo medula Ossea, biopsias cuténeas,
aspirados de linfonodos, sangue, cortes histolégicos de tecidos parafinados, e
também no vetor (GREENE, 2006; IKEDA-GARCIA & MARCONDES, 2007).

Para uma melhor acuidade diag néstica da LV faz-se necessario o uso de
uma combinacao de técnicas, uma vez que néo esta disponivel um método que

isoladamente reldna todas as caracteristicas consideraveis desejaveis para o
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diagnéstico, tais como: facil execucdo, custo acessivel, rapidez e
especialmente sensibilidade e especificidade altas. Recomenda -se que o
diagnéstico desta doenca seja realizado baseando-se na sintomatologia clinica,
nas caracteristicas epidemiologicas da regido e nos exames laboratoriais,
desta forma contribuindo para o destino correto dos animais verdadeiramente
positivos. O objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de Leishmania spp.
em cées e gatos de uma area endémica para leishmaniose (Campo Grande -
MS) e outra n&o-endémica (Botucatu — SP). Para tanto, foi utilizada a
associacdo de trés métodos diagndsticos: hemocultura, Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em Cadeira pela Polimerase

(PCR) a partir das culturas de sangue destes animais.

MATERIAL E METODOS
As colheitas de sangue dos caes e gatos foram realizadas no Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo Grande — MS, no Canil Municipal de
Botucatu - SP e na Associacdo de Protecdo aos Animais (APA) do mesmo
municipio, sendo previamente autorizadas pelos médicos veterinarios

responsaveis por estes locais.

Local dos procedimentos laboratoriais
Todos os procedimentos laboratoriais a partir das coletas de sangue dos

cées e gatos do Canil Municipal e da Associacdo de Protecdo aos Animais
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(APA) de Botucatu (SP) foram realizados no Nucleo de Pesquisas em
Zoonoses (NUPEZO), do Departamento de Higiene Veterinaria e Saulde
Publica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP,
campus de Botucatu-SP. Para a realizacdo das hemoculturas dos animais
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande (MS), as
amostras foram processadas na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo

Grande, MS.

Animais

Os cées e os gatos foram escolhidos aleatoriamente e submetidos a
exame clinico individual, antes da coleta do sangue para a hemocultura,
registrando-se informacdes sobre procedéncia e alteracdes clinicas. No Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo Grande (MS) foram
utilizados 50 gatos (nove machos e 41 fémeas) encaminhados para castracao
e 50 cées (28 machos e 22 fémeas) eutanasiados por diversos motivos,
incluindo doentes, indesejados, com sorologia positiva em inquéritos realizados
pelo préprio centro, com sintomatologia sugestiva de LV e encontrados nas
ruas, sendo a maioria sem raga definida. No Canil Municipal de Botucatu (SP)
foram utilizados seis gatos (dois machos e quatro fém eas) e 44 gatos (16
machos e 28 fémeas) procedentes da Associacdo de Prote¢cdo aos Animais

(APA), encaminhados a estes locais por serem indesejaveis, invasores,
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doentes ou para doacéo e 50 cées ( 23 machos e 27 fémeas) eutanasiados por
varios motivos, incluindo doentes, agressores, invasores, indesejaveis e
encontrados em via publica. A maioria era sem raga definida, com idades

variadas, sendo a maioria adultos jovens.

Hemocultura

Para hemocultura, foram separados trés tubos contendo, em cada um,
5mL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose) estéril . A manipulacdo das amostras
de sangue foi realizada em capela de fluxo laminar, limpa previamente com
alcool 70° e mantida sob a agdo de luz ultravioleta, no minimo por 15 minutos.
Os tubos estavam estéreis e foram devidamente identificados com a espécie
animal, numeracao sequencial do projeto, procedéncia e respectivas fragdes do
sangue cultivadas. Com uma seringa estéril de 1mL, retirou-se a porcdo
plasmatica e transferiu-se lentamente para o primeiro tubo. Este procedimento
foi repetido para a porcao leucocitaria (localizada entre o plasma e o sedimento
de hemacias), a qual foi transferida para o segundo tubo e, igualmente para o
sedimento de hemacias, o qual foi transferido para o terceiro tubo. As culturas
foram mantidas em estufa a 28 a 30°C, até quatro meses apds a inoculacao,
gquando entdo foram submetidas ao preparo para a extragdo do DNA de
Leishmania spp. (Figura 1).

Em capela de fluxo laminar, ap6s dez dias da inoculagdo da amostra,

realizou-se a primeira leitura, retirando-se cinco uL de cada tubo de cultura
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inoculado, colocando-se entre lamina e laminula, fazendo-se a leitura de pelo
menos cinco laminas por tubo. As culturas foram observadas quinzenalmente,

durante quatro meses, sob microscopia Optica no au mento de 1000X, com 6leo
de imersdo. As culturas positivas foram imediatamente processadas para a

extracdo do DNA parasitario, e as culturas negativas, ap6s o término dos
guatro meses de acompanhamento das leituras.

Tanto as culturas positivas, quanto as negativas, foram lavadas duas
vezes em Solucdo Salina Tamponada (PBS) estéril, pH 7,2, centrifugadas a
1000 rpm por 10 minutos e o sedimento armazenado em microtubos estérei s
livres de DNAses e RNAses a -20?C, até o momento do uso para extragdo do

DNA.

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para pesquisa de anticorpos para Leishmania spp., utilizou-se como
antigeno para sensibilizacdo das laminas de imunofluorescéncia Leishmania
major, mantida pelo NUPEZO da FMVZ-UNESP, Botucatu — SP. A técnica e
RIFI foi realizada de acordo com CAMARGO (1966). As amostras de soro
foram diluidas a partir de 1:40 em PBS pH 7,2, bem como controles positivos e
negativos. Foram consideradas positivas as amostras de soros com titulos

iguais ou superiores a 40.

Reacédo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

2 Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubido
Junior, s/n°, Botucatu, Sdo Paulo, 18618.000, C.P. 560, Brasil.

% Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios — APTA —Pélo Centro Oeste, Av. Rodrigues
Alves, 40-40, 17030-000, Bauru, Sao Paulo, Brasil.

Autor para correspondéncia: Audrey Rennd Campos Braga, Departamento de Higiene Veterinaria e
Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) UNESP, campus de Botucatu -SP,
Distrito de Rubido Junior, s/n, CEP 18618-000, Caixa Postal 560, Fone/Fax: (14) 3811-6270, R. 24, e-
mail: audreybraga@hotmail.com



118

A extragcdo do DNA das hemoculturas foi realizada utilizando-se kit
comercial Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®), conforme
instrugbes recomendadas pelo fabricante.

Cada microtubo de 0,2mL recebeu tampdo de PCR 1X (50m Mol KCI,
10mMoL de Tris-HCI), 1,5U de Tag-polimerase, 1,5mM de cloreto de
magnésiolOpmoL de cada oligonucleotideo, 1,25mM de dNTP, e &gua agua
ultra pura (MIX-PCR) para completar volume de 40uL. Apoés foi adicionado
10pL da amostra a ser testada.

As condi¢des de amplificacdo em termociclador (GeneAmp PCR System
9600) foram seguidas conforme descritas por IKONOMOPOULOS et al. (2003),
desnaturacao inicial em um ciclo de 95°C por 3 minutos, seguido de 33 ciclos a
95°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos e 72°C durante um minuto
e uma extensao final de 72°C durante sete minutos. Para amplificacdo dos
fragmentos de minicirculos de KDNA, foram utilizados os iniciadores LINR4 (5
GGGGTTGGTGTAAAATAGGG 37) e LIN19 (5 CAGAACGCCCCTACCCG 37),
descritos por IKONOMOPOULOS et al. (2003).

A identificacdo dos produtos amplificados foi realizada por meio da técnica
de eletroforese em gel de agarose a 1,5% preparado em tampao de Tris-borato-
EDTA (TBE) 1,0 ? e corado com brometo de etideo. O tamanho dos produtos
amplificados foi comparado com o padrédo 100pb e posteriormente fotografado

sob transiluminacao UV.
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Metodologia de analise estatistica

As técnicas diagndsticas utilizadas no estudo foram avaliadas pela
estimativa da acuracia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo,
valor preditivo positivo e coeficiente Kappa para concordancia entre o diagnéstico
obtido entre os testes, utilizando a Reagcdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
como padrdo-ouro. Para estimar a associacdo entre sinais clinicos e a
positividade a Leishmania spp. foram utilizados o teste de quiquadrado e o

teste exato de Fischer (MEDRONHO et al., 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultados Gerais

Das hemoculturas analisadas de cées procedentes de Botucatu, trés
(6%) foram positivas e 47 (94%) foram negativas. Ja em gatos, duas amostras
(4%) foram positivas e 48 (96%) foram negativas. Na Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 100% das amostras dos cdes e 100% dos
gatos foram negativas, assim como na prova de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) para Leishmania spp. (Tabela 1).

Quanto as hemoculturas dos animais de Campo Grande (MS), 29
amostras de caes (58%) foram positivas e 21 (42%) negativas. As amostras
dos gatos apresentaram 100% de negatividade a hemocultura, assim como na
PCR para Leishmania spp. Quanto aos cdes 36 amostras (72%) foram

positivas e 14 (28%) negativas a PCR para Leishmania spp. Na RIFI 32 cées
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(64%) foram positivos e 18 (36%) negativos. Quinze gatos (30%) apresentaram
positividade a RIFI para Leishmania spp., enquanto que 35 (70%) foram
negativos. (Tabela 1). Os titulos variaram de 80 a 640 em soros dos cées e de

40 a 320 em soros dos gatos.

Sinais Clinicos

Os cées estudados provenientes do Canil Municipal de Botucatu - SP
apresentaram determinados sinais clinicos compativeis com a LV,
especialmente emagrecimento e lesGes na pele, porém, ndo foi comprovada a
infecc@o destes pelos testes diagndsticos utilizados. Isto se deve ao fato de
que, por tratar-se de animais em sua maioria abandonados pelos proprietarios
ou capturados nas ruas, as suas condi¢cbes de saude eram ruins, além de
algumas manifestacBes clinicas serem comuns a outras doencas. J4 os 50
gatos (100%) do mesmo municipio ndo apresentaram qualquer sinal clinico de
suspeita.

MANCIANTTI et al. (1988) classificaram os cées infectados por
Leishmania infantum de acordo com a sintomatologia clinica, sendo o0s
sintomaticos os que apresentavam trés ou mais sinais, oligossintomaticos
agueles com um a trés sinais e assintomaticos aqueles sem nenhum sinal . Em
cées sintomaticos, apenas um teste de alta especificidade para diagndstico de
LV geralmente é suficiente; entretanto, torna-se mais complicado em relagéo a

cdes assintomaticos e oligossintomaticos. Nesses casos e para fins
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epidemioldgicos, é necessario um teste de elevada sensibilidade (GOMES et
al., 2006).

Oito cdes do municipio de Campo Grande - MS apresentaram resultados
negativos em todas as técnicas, apesar de apresentarem sinais clinicos
estabelecidos neste estudo compativeis com manifestacées mais comuns da
doenca. Todavia, como elucidado anteriormente, 0s sinais ndo s&o
patognomonicos, apresentando-se também em outras afec¢bes caninas.
Portanto, pela associacdo das trés provas diagnoésticas, pode-se afirmar que
esses animais n&o estavam infectados. Tratavam-se de animais errantes,
doentes por outras causas ou indesejaveis pelos proprietérios, pelo fato de
apresentarem sintomatologia semelhante a LV, tornando -0s suspeitos.

Os resultados neste estudo a partir da classificacdo sintomatoldgica de
cdes do municipio de Campo Grande (MS) foram, em sua maioria
oligossintomaticos (57,1%), seguidos por sintomaticos (31,0%) e, por fim, os
assintomaticos (11,9%), representados na Tabela 2, considerando animais
positivos em pelo menos uma das técnicas diagndsticas. Esses resultados séo
equivalentes aos estudos de SONODA (2007) que, em um grupo de 36 casos
caninos de LV, 50% eram oligossintomaticos, 47,2% sintoma ticos e 2,8%
assintomaticos e de AGUIAR et al. (2007) que, em um total de 61 céaes
identificados como soropositivos pelo teste de ELISA, 39 (65%) eram
oligossintomaticos e 21 (35%) sintomaticos. Ja MOREIRA et al. (2007), na

regido de Aracatuba — SP, avaliando 89 animais naturalmente infectados, 41
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(46,1%) eram sintomaticos, 25 (28,1%) oligossintomaticos e 23 (25,8%)
assintomaticos.

Uma caracteristica importante da leishmaniose em caes € a forma
inaparente da doenca por longos periodos. Estes animais assintomaticos
representam um grande problema na salde publica, pois sdo mais dificeis de
serem detectados para efetivagdo das medidas de controle. Dos 50 cées
avaliados no municipio de Campo Grande - MS, somente cinco foram
assintomaticos. No entanto, quatro das amostras foram positivas tanto a RIFI
como pela PCR; dentre estas uma foi positiva também a hemocultura. Somente
uma das amostras foi negativa aos dois primeiros testes, porém positiva a
hemocultura.

Os sinais clinicos mais prevalentes observados nos animais
oligossintométicos e sintomaticos foram as alteracfes dermatoldgicas, sendo
considerado alopecia, Ulceras, lesbes furfurdceas e descamacgédo, seguido de
emagrecimento, linfoadenomegalia. e onicogrifose. Na Tabela 3 sé&o
apresentadas as freqUiéncias de sinais clinicos dos cées positivos e negativos a
cada um dos métodos de diagnéstico utilizados.

Resultados semelhantes foram encontrados por MOREIR A et al.(2007),
gue constataram, nos grupos de animais sintomaticos e oligossintomaticos ,
uma freqiéncia maior de cées apresentando linfadenomegalia, emagrecimento,
alteragbes dermatolégicas e onicogrifose. ALBUQUERQUE et al. (2007),

avaliando 25 cées naturalmente infectados da regido metropolitana de Recife
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(PE), verificaram maiores prevaléncias de Ulceras cutaneas (80%),
linfoadenomegalia (56%) e perda de peso (44%).

Dos 50 gatos avaliados do municipio de Campo Grande - MS, quatro
possuiam lesBes de pele, especialmente na regido da cabeca (Figuras 2 e 3),
sendo esta parte do corpo descrita por SIMOES-MATTOS (2005) como area
mais afetada em felinos infectados (74,0%), especialmente a regido do nariz
(42,0%), seguido de orelhas (24,0%), regiao ocular (20,0%) e labios com 4,0%.

Além das alteragbes dermatoldgicas na regido da cabeca, um animal
apresentou emagrecimento severo. Dentre estes, dois apresentaram titulos de
40 e 320 pela técnica de RIFI e nos outros testes resultados negativos. Pode-
se sugerir um possivel envolvimento da espécie felina no ciclo epidemiol6gico
da leishmaniose, apesar de que nos felinos a forma mais comum da
enfermidade é a cutdnea e as manifestacfes apresentadas sédo inespecificas e
muito semelhantes a outras enfermidades, especialmen te nas infec¢cbes por
fungos (histoplasmose, esporotricose e criptococose) e também nas doencas
infecciosas causadas por virus, bactérias e protozoarios (LARUELLE-
MEGALON e TOGA, 1996; HERVAS et al., 1999, POLI et al., 2002). E de
extrema importancia a continuidade das investigacbes da doenca nesta
espécie, especialmente em areas endémicas e nao endémicas como forma de

vigilancia epidemiolégica.

Hemocultura
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A hemocultura surgiu como uma alternativa para melhorar a positividade
dos métodos parasitologicos indiretos, porém os dados séo variaveis, segundo
as condi¢cdes empregadas. O maior problema é a contaminacdo por bactérias
ou fungos, devido a isso € uma técnica que requer condicbes assépticas para
coleta e manuseio das amostras de sangue além de possuir alg umas outras
limitagbes, como tempo prolongado para o resultado final (quatro meses)
(JUNQUEIRA et al., 1996; CHIARI, 1999; DE CARLI, 2001). A hemocultura é
um teste parasitologico cuja positividade demonstra a presenca do parasita na
corrente sangliinea, o qual é visualizado ao microscopio Optico. Esta € uma
diferenca importante em relagdo a prova molecular, a PCR, a qual tem
capacidade de detectar fragmentos do parasita, ndo necessitando estar
presente inteiro na circulacao (LUCHEIS et al., 2005).

Segundo LUZ (1999), alguns cuidados dever ser seguidos para que
haja uma maior positividade na técnica de hemocultura como: utilizacdo do
meio LIT, separacdo da capa leucocitaria, periodo de manutencdo da cultura
até 120 dias e do lapso de tempo entre a coleta e a inoculagdo das amostras,
além da manipulacdo minima das amostras a serem cultivadas.

Consideram-se positivas as hemoculturas quando, na analise por
microscopia optica, observava-se a presenca de parasitos flagelados, os quais,
mantidos em meio de cultivo Liver Infusion Tryptose (LIT) podem ser
caracterizados posteriormente por técnicas bioquimicas e/ou de biologia

molecular (AVELAR, 2008). Por sua alta especificidade esta técnica faz com
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gue as culturas positivas apresentem um grande valor, sendo importantes para
o isolamento e identificagdo do parasito (CHIARI, 1999; IKEDA-GARCIA &
MARCONDES, 2007).

Das 50 hemoculturas de cédes do municipio de Campo Grande — MS, 29
(58,0%) foram positivas, porém a confirmacédo de que se tratava de parasitos
pertencentes ao género Leishmania spp. por meio da PCR foi verificada em 25
(86,2%) destes cultivos e a sensibilidade da técnica de hemocultura foi de
69,4% (Tabela 4). As formas flageladas observadas nas quatro amostras
negativas a PCR, assim como nos trés cultivos positi vos de cées e dois cultivos
positivos dos gatos do municipio de Botucatu — SP que nos testes de RIFI e
PCR apresentaram 100% de negatividade, possivelmente tratavam-se de
tripanossomatideos, porém como ndo era 0 objetivo deste estudo a
confirmacdo através da PCR especifica ndo foi realizada. A suspeita acima
descrita é devido a proximidade filogenética entre estes parasitos por
pertencerem a mesma familia ( Trypanosomatidae), pois além de varios estudos
demonstrando a reacdo cruzada existente em métodos soro logicos, a
apresentagcdo morfolégica € semelhante em meios de cultivo.

Das 21 hemoculturas negativas destes céaes, 10 (47,6%) apresentaram
resultados negativos equivalentes aos obtidos pelo método de PCR, sendo que
a técnica de hemocultura apresentou 71,4% de especificidade (Tabela 4). Da
mesma forma, oito (38,0%) amostras de soro destes animais apresentaram

RIFI negativa. A partir do citado sugere-se a auséncia do parasito. As duas
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amostras restantes apresentaram titulos elevados na RIFI, ambos com valores
iguais ou superiores a 640 indicando que os caes poderiam estar infectados.
Este fato ocorreu provavelmente devido a baixa carga parasitaria no momento
da coleta.

Onze hemoculturas (22,0%) dos cdes de Campo Grande — MS
apresentaram-se negativas, porém positivas a PCR para Leishmania spp. Isto
se deve ao fato da técnica possuir baixa sensibilidade, sendo capaz de gerar
resultados negativos ou inconclusivos, especialmente quando a paresitemia é
baixa, sendo a visualiza¢do dos parasitos por microscopia optica dificultada.

As amostras dos gatos oriundos de Campo Grande — MS apresentaram
100% de negatividade na hemocultura e PCR, porém com titulo na RIFI
variando entre 40 e 320. Neste caso uma analise criteriosa deve ser realizada,
pois acredita-se que a doenca nesta espécie vem sendo subdiagnosticada

(SIMOES-MATTOS, 2005).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) e Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR)

A Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) vem sendo amplamente
utilizada para detectar anticorpos circulantes para Leishmania spp. A RIFI é o
teste sorolégico de confirmagéo, recomendado pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2006) e ainda € o método de elei¢cdo para ser utilizado em inquéritos

epidemioldgicos. O surgimento dos anticorpos demora um periodo variavel,
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apos o estabelecimento da infeccdo, entretanto, tornam-se distintamente
elevados ap6s o desenvolvimento dos sinais clinicos ou a partir do momento
em que € possivel o isolamento do parasito. Além disso, uma parcela
significativa da populacdo nunca desenvolve altos titulos em resposta a
infeccdo e ndo se torna clinicamente doente ou transmite o parasito. Caso
houvesse uma boa correlacdo entre titulos de anticorpos e infectividade, a
eliminacdo seletiva de cées removeria de maneira efetiva 0s animais
responsaveis pela transmissao (DYE et al., 1993).

A utilizacdo da PCR em conjunto com a RIFI ndo somente ajuda a
determinar a extenséo de infecgbes subclinicas, como também permite estimar
0 numero de cées que deve ser alvo para medidas de controle da enfermidade,
jAd que a PCR é capaz de detectar infec¢des subclinicas.

A soroprevaléncia para leishmaniose nos 50 céaes avaliados do CCZ de
Campo Grande (MS) foi de 64% (32/50), com titulos de anticorpos variando
entre 80 e iguais ou superiores a 640, considerada elevada, quando
comparada aos indices de prevaléncia obtidos em inquéritos epidemioldgicos,
realizados em outras areas endémicas brasileiras. E de extrema importancia
ressaltar que, apesar das amostras de cées neste trabalho terem sido
coletadas aleatoriamente no Centro de Controle de Zoonoses de Campo
Grande, em areas endémicas as prevaléncias dos caes eutanasiados sdo mais

elevadas que as reais prevaléncias da populagdo canina total, pois a maioria
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dos animais destinados a estes Centros apresenta su speita clinica para LV,
estdo doentes, ou sdo sorologicamente identificados em inquéritos de massa.

ALBUQUERQUE et al. (2007) também verificaram soropositividade em
64% (16/25), porém utilizando apenas animais sintomaticos do municipio de
Recife-PE. No mesmo Estado, porém no municipio de Paulista, também regido
endémica para LV, DANTAS-TORRES & BRANDAO FILHO (2005) avaliaram
322 cées e destes, 130 (40,3%) foram sorologicamente positivos pela técnica
de RIFL

Em nosso estudo, das 32 amostras positivas na RIFIl, 29 (90,6%)
também apresentaram positividade na PCR para Leishmania spp. e das 18
amostras negativas, 11 (61,1%) foram equivalentes na PCR. A sensibilidade da
técnica de RIFI foi de 80,6% e a especificidade de 78,6% (Tabela 4).

Apesar do Ministério da Saude preconizar a eutanasia de animais
positivos a RIFI, em nosso estudo dois cées apresentaram titulos baixos (80),
podendo representar reacdes cruzadas com outros patdégenos
filogeneticamente semelhantes a Leishmania spp., enquanto que os outros 30
apresentaram titulos mais elevados, que normalmente indicam infeccéo.
Todavia, estes dois reagiram positivamente a PCR género-especifica de
hemoculturas, sugerindo que titulos baixos também estejam relacionados com
infeccéo.

Apenas trés amostras de cdes de Campo Grande - MS foram negativas

a PCR e positivas a RIFI. Esta diferenca detectada entre os resultados de
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métodos soroldgicos, parasitolégicos e moleculares, pode ser devida a alguns
fatores, como a permanéncia de anticorpos circulantes no sangue periféri co
mesmo apos a eliminacdo do parasito, baixa quantidade de Leishmania spp.
circulante no momento da coleta e consequentemente ndo detectado na PCR,

e ainda algumas reacfes cruzadas da sorologia que podem dever-se a
existéncia de determinantes antigénicos e de proteinas comuns a parasitos
como Trypanosoma cruzi.

A infeccdo em cées por Leishmania spp. de Campo Grande - MS a RIFI
foi menor quando comparada a PCR, que apresentou 72,0% de positividade,
sendo que sete cdes foram ndo reagentes a RIFI, porém positivos a PCR. A
imunodeficiéncia de alguns cées ou a existéncia de animais cujo sistema imune
consegue debelar a infeccdo e o parasito permanecer inerte no organismo
podem ter contribuido para esses resultados. LACHAUD et al. (2002)
comparou a PCR com a sor ologia e obteve uma prevaléncia da infec¢ao canina
de 79,8% pela PCR e 29,6% pela sorologia e demonstraram que 0s antigenos
oriundos de cinetoplasto foram mais sensiveis, principalmente o K13A -K13B e
0 RV1-RV2, detectando 10 ~* parasitas por mililitro de sangue. Os iniciadores
provenientes do cinetoplasto provaram ser mais adaptados, porque foram
capazes de detectar os parasitos em 100% dos cdes soropositivos. A sorologia
mostrou-se ineficiente na detec¢ao da LVC em grande porcentagem dos casos
com sinais clinicos, enquanto que a PCR detectou Leishmania spp. em casos

assintomaticos e sintomaticos.
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LEONTIDES et al. (2002), estudaram 73 caes saudaveis provenientes
de area endémica da Grécia, utilizando RIFI e PCR em soro e medula 6ssea.
Na PCR foram obtidas 46 (63%) amostras positivas, enquanto que na RIFI
foram obtidas apenas 9 (12,3%), demonstrando claramente que a maioria dos
cdes provenientes de areas endémicas tornam-se infectados, porém
permanecem soronegativos.

Um aspecto importante, que provavelmente esta associado com o
insucesso do controle da LV, refere-se a utilizagcdo apenas de técnicas
soroldgicas para selecdo de cdes a serem eutanasiados, ja que estas possuem
baixa sensibilidade e especificidade, acarretando taxas de infeccoes
subestimadas (falsos negativos), permitindo assim a manutencdo de animais
infectados em &reas endémicas e consequentemente interferindo no impacto
gue a eliminagcédo de cédes produz no controle da LV (DA SILVA et al., 2005;
ANDRADE et al., 2006).

Pode-se concluir pelo descrito acima que associando técnicas
sorologicas e moleculares, um maior nimero de animais infectados pode m ser
detectados e consequentemente eliminado s, contribuindo para o controle da
enfermidade. Por outro lado, muitos animais podem ser poupados com a
analise criteriosa dos seus resultados e utilizacdo de mais de uma técnica .

ApOs a realizacdo dos procedimentos para a avaliacdo do limiar de
deteccdo do DNA de Leishmania spp. pela PCR, verificou-se a eletroforese a

presenca de bandas com 720pb, na amostra pura de cultura, bem como nas
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diluicdes 10% 10? e 10%, N&o houve presenca de banda na diluicdo 10° Com
isso, conclui-se que a sensibilidade analitica da PCR, utilizando os iniciadores
LIN R4 e LIN19, foi de 10 parasitos/mL. A Figura 4 ilustra os resultados da
amplificagdo dos fragmentos de minicirculo do KDNA de Leishmania spp., pela
técnica de PCR, utilizando os iniciadores LIN19 e LINRA4.

Em Campo Grande (MS), das 50 amostras de gatos, 15 (30%) foram
positivas a RIFI, com titulos variando de 40 a 320. Positividade semelhante foi
encontrada em pesquisa realizada por MARTINS et al. (2008), observando-se
gue pelo método sorologico de ELISA em 112 amostras de soro de felinos
provenientes do CCZ de Aracatuba (SP), municipio também endémico para
leishmaniose, verificaram 27,6% de positividade. DA SILVA et al. (2008)
utilizando a RIFI para examinar oito amostras de soros de gatos, obtiveram
duas amostras (25%) positivas para LV, com titulos de 40 e 320. Na Espanha,
MARTIN-SANCHEZ et al.(2007) encontraram soropositividade de 60% , na
analise de 183 soros. J& em estudo realizado na lItalia, POLI et al. (2002)
identificaram apenas uma amostra (0,9%) positiva de 110 analisadas pelo
meétodo de RIFI.

A sorologia de gatos infectados geralmente é menos especifica que em
cées, pois a producdo de anticorpos para Leishmania spp € menor, podendo
permanecer soronegativos (POLI et al., 2002). Em inquéritos soroldgicos
realizados por diferentes técnicas, demonstrando que a prevaléncia de

anticorpos para Leishmania spp. nos gatos examinados ao redor do mundo
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variou de zero a 68,0%. Esta soroprevaléncia felina pode variar sensivelmente
de acordo com a metodologia utilizada (amostragem, técnica soroldgic a e
ponto de corte adotado) e da regido geografica onde foi realizado o estudo.

Acredita-se que a infeccao por Leishmania spp., com ou sem sintomas
clinicos, esta sendo sub-diagnosticada nos paises onde a enfermidade é
endémica. Isto justificaria a discrepancia verificada entre as altas taxas de
infeccdo obtidas em estudos epidemioldgicos e o baixo numero de casos
clinicos descritos em todo mundo. Talvez esta baixa quantidade de casos
relatados seja devido aos poucos inquéritos sorolégicos em areas endémicas,
as dificuldades em distinguir a LF de outras doencas comuns em felinos e
muitos dos casos serem apenas diagnosticados somente quando 0s animais
tornam-se sintomaticos (DA SILVA et al., 2008).

As 50 amostras de soro de cdes e as 50 dos gatos provenientes de
Botucatu — SP foram 100% negativas pela RIFI, resultados que LANGONI et al.
(2001), utilizando a mesma técnica diagndstica obtiveram testando 781 soros
de caes nesta localidade. Este estudo contribuiu para a vigilancia ativa da
leishmaniose no municipio, estando em linha com as medidas sugeridas pelo
Ministério da Saude, cujo novo enfoque é incorporar os estados e municipios
silenciosos, ou seja, sem ocorréncia de casos humanos ou caninos da doenga,
nas agdes de vigilancia, visando evitar ou minimizar os problemas referentes a

este agravo em areas sem transmissao (BRASIL, 2006).
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Conclusdes

N&o houve ocorréncia de Leishmania spp. has amostras dos animais do
municipio de Botucatu (SP). Em Campo Grande (MS) a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para o diagndstico de Leishmania spp. nos
cdes demonstrou maior acuracia em relacdo a hemocultura, considerando a
técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) como padréo -ouro, bem
como apresentou melhor sensibilidade e especificidade. Um ndmero maior
destes cées infectados foi identificado com a utilizacdo da Reacgédo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) melhorando e contribuindo na identificagdo de animais
reservatorios e, consequentemente, para o controle da leishmaniose.

A positividade dos gatos a Reac¢éo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
em Campo Grande (MS) sugere um possivel envolvimento da espécie felina no
ciclo epidemiologico da leishmaniose, sendo de grande importancia a

continuidade das investiga¢cfes da doenca nesta espécie.
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TABELA 1 Estimativa do percentual de animais com diagnéstico positivo para
Leishmania spp. pelas técnicas de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

hemocultura e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo local e

espécie. Botucatu — SP, 2009.

. . 0 ) IC
Exame Local Espécie % Relativo (95%: %Relativo) @
Cao 0,0% )
ocR Botucatu-SP Gato 0.0% e
Campo Grande- Cao 72,0% (59,0% - 84,0%)
MS Gato 0,0% -3
i Cao 6,0% (0,0% - 12,7%)
Hemocultura Botucatu-SP Gato 4,0% (0,0% - 9,5%)
Campo Grande- Cao 58,0% (44,0% - 71,9%)
MS Gato 0,0% -3
Cao 0,0% )
- Botucatu-SP Gato 0.0% @
Campo Grande- Cao 64,0% (50,4% - 77,5%)
MS Gato 30,0% (17,0% - 42,9%)

(1) Ao total de 50 animais examinados por espécie e local,
(2) Considerando erro-padréo do estimador da proporgéo associado ao plano amost ral
“Amostra Aleatéria Simples com reposi¢ao” e variancia populacional desconhecida;
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(3) Impossibilidade de estimacao devida variabilidade amostral nula.

TABELA 2 Resultados positivos pela técnica de hemocultura, Reacgéo de
Imunufluorescéncia Indireta (RIFl) e Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), para o diagnéstico de Leishmania spp. em 50 cdes do Centro de
Controle de Zoonoses de Campo Grande (MS), classificados segundo
sintomatologia. Botucatu -SP, 2009.

Classificacdo Frequéncia® Hemocultura @ RIFI @ PCR®
(n=42) (n=29) (n=32) (n=36)

Sintomaticos 13 8 11 11
(31,0%) (27,6%) (34,4%)  (30,5%)
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Oligossintomaticos 24 19 17 21
(57,1%) (65,5%) (53,1%) (58,3%)

Assintomaticos 5 2 4 4
(11,9%) (6,9%) (12,5%) (11,1%)

(3) Numero de caes classificados segundo sintomatologia positivos em ao menos uma
das técnicas diagnosticas utilizadas.

(4) Numero de cées positivos em cada uma das técnicas diagnoésticas utilizadas.

TABELA 3 Estimativa da distribuicdo dos sinais clinicos segundo diagndstico
par Leishmania spp. pelas técnicas de Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), hemocultura e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em 50
caes de Campo Grande (MS). Botucatu — SP, 2009.

Diagndstico
Exame Sinais Clinicos Negativo Positivo
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(n=14) (n=36)
Onicogrifose (%) 35,7 30,6 0,726%
Emagrecimento (%) 64,3 77,8 0,329%?
Alteracdes dermatoldgicas @ (%) 50,0 61,1 0,475%?
Pneumonia ou sinais respiratorios 0,0 2,8 1,000
(%)

PCR Linfadenomegalia (%) 28,6 41,7 0,522
Alopecia (%) 14,3 27,8 0,468"
Lesdes oculares (%) 7.1 27,8 0,148%
Outras alteractes® (%) 28,6 8,3 0,085
Quadro assintomatico (%) 0,0 11,1 0,566

(n=21) (n=29)
Onicogrifose (%) 38,1 27,6 0,432
Emagrecimento (%) 66,7 79,3 0,314%®
Alteracdes dermatologicas @ (%) 52,4 62,1 0,493@
Hemocultura ~ Pneumonia ou sinais respiratorios 0,0 3,4 1,000%
(%)
Linfadenomegalia (%) 28,6 448 0,242
Alopecia (%) 33,3 17,2 0,189?
Leses oculares (%) 14,3 27,6 0,319%
Outras alteracdes® (%) 23,8 6,9 0,115@
Quadro assintomatico (%) 14,3 34 0,297
(n=18) (n=32)
Onicogrifose (%) 27,8 34,4 0,631?
Emagrecimento (%) 66,7 78,1 0,375?
AlteracBes dermatoldgicas @ (%) 38,9 68,8 0,040%@

RIFI Pneumonia ou sinais respiratorios 0,0 3,1 1,000

(%)
Linfadenomegalia (%) 33,3 40,6 0,610?
Alopecia (%) 11,1 31,3 0,170
LesBes oculares (%) 11,1 28,1 0,286
Outras alteractes® (%) 27,8 6,3 0,082
Quadro assintomatico (%) 0,0 12,5 0,282®

(1) Teste exato de Fisher;

(2) Teste de Qui-quadrado;

(a) Ulceras, lesdes furfuraceas e descamacéo;
(b) Alteracdes neuroldgicas.
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TABELA 4 Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativo
e positivo, acuracia e coeficiente Kappa pela técnica de hemocultura em
amostras de 50 cées e 50 gatos de Campo Grande (MS) e 50 caes e 50 gatos
de Botucatu (SP), considerando a técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) como padréo -ouro. Botucatu — SP, 2009.

Exame @ @) @
S . o) Sens Esp Ac Kappa G
teste Municipio Animal (nr/np/nt) %) (%) %) ©) p
Céo (3/0/50) 94,0
Botucatu/SP
Gato (2/0/50) 96,0
Hemocultura
Céo (29/36/50) 69,4 71,4 70,0 0,35 0,009
Campo
Grande/MS
Gato (0/0/50) 100,0
Cao (0/0/50) 100,0
Botucatu/SP
Gato (0/0/50) 100,0
RIFI
Cao (32/36/50) 80,6 78,6 80,0 0,54 <0,01
Campo
Grande/MS
Gato (15/0/50) 70,0

(1)nr: Nimero de diagndsticos positivos de Leishmaniose pelo exame teste ; np: Nimero de diagndésticos positivos para
Leishmania spp. pelo exame PCR; nt: Total de caes;

(2)Estimativa da sensibilidade (% de verdadeiros positivos de Leishmaniose);

(3)Estimativa de especificidade (% de v erdadeiros negativos de Leishmaniose);

(4)Estimativa da acuréacia (% de diagnoésticos corretos pela hemocultura e RIFI;

(5)Estimativa do coeficiente de concordancia kappa;

(6)Nivel descritivo associado a estimativa do coeficiente Kappa .
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FIGURA 1 Hemoculturas prontas para serem armazenadas em estufa com
temperatura de 28°a 30° C.
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FIGURAS 2 e 3. Dois gatos apresentando altera¢cdes dermatoldgicas na regido da

cabeca. Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo Grande
- MS.
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FIGURA 4 Produtos da amplificacdo dos fragmentos de minicirculo do kDNA de
Leishmania spp., pela técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), a partir das hemoculturas de cédes do municipio de Campo Grande
(MS). Amostras amplificadas utilizando -se os iniciadores LIN 19 e LIN R4.
Gel de agarose 2%.

Legenda: pb — pares de bases; PM — peso molecular; C+ - controle positivo (L. major); 2, 3,4 e
5 — amostras positivas; 1 e 6 — amostras negativas; 7- controle negativo da
extracao (Agua miliQ); 8 — controle negativo da PCR (MIX-PCR).
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