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“Aprendi que crescer nao significava s fazer aniversario
Que o siléncio ¢ a melhor resposta quando se ouve uma bobagem
Que trabalhar ndo significa s6 ganhar dinheiro
Que a natureza ¢ a coisa mais bela da vida
Que quando penso saber tudo, ainda ndo sei nada
Que sonhar ¢ preciso

E finalmente aprendi... que ndo se pode morrer para aprender a viver.”

(Shakespeare)
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RESUMO

O Brasil enfrenta atualmente a expansdo e urbanizagdo das leishmanioses com um grande
nimero de casos humanos e caes positivos em varias cidades de grande e médio porte. A
ocorréncia da doenga em uma determinada area depende basicamente da presenca do vetor
susceptivel e de um hospedeiro/reservatorio igualmente susceptivel. O presente trabalho
avaliou aspectos epidemiologicos das leishmanioses relacionados a infec¢do canina e aos
flebotomineos em uma area endémica do municipio de Santa Luzia/MG, com registros
recentes de casos humanos autoctones de LVA e LTA. Foram realizadas coletas
sistematizadas mensais durante um ano, utilizando armadilhas luminosas de Falcdo e ndo
sistematizadas, com capturas manuais utilizando o capturador de Castro. As fémeas
capturadas foram identificadas e destinadas a verificagdo de infeccdo natural através da
disseccdo e detec¢ao de DNA do parasito (PCR) em “pools” especificos contendo até 20
fémeas cada. A densidade total de flebotomineos foi correlacionada com dados
climatoldgicos. No estudo da infec¢do canina foi verificada a soroprevaléncia, prevaléncia da
infec¢cdo e da doenca nos caes, utilizando técnicas soroldgicas (RIFI e ELISA) e moleculares
(PCR) para o diagnostico. Foram utilizadas na PCR amostras clinicas de pele, medula 6ssea
(de 43 caes sorologicamente positivos) e sangue periférico (202 cdes). O isolamento e
caracterizagdo do parasito foram realizados utilizando amostras positivas da cultura de
aspirado de medula 6ssea e amostras clinicas positivas dos 43 caes reativos na sorologia. Foi
coletado um total de 1552 exemplares, sendo 1154 machos e 398 fémeas, pertencentes a sete
espécies de flebotomineos, sendo a mais abundante a Lutzomyia whitmani (75%) seguida por
L. longipalpis (19%), que sdo vetoras da LTA e LVA respectivamente. Nao foi observada
nenhuma correlagdo estatisticamente significativa entre a densidade total de flebotomineos e
os dados climatolégicos durante o periodo de estudo. Foram dissecadas 102 fémeas
pertencentes a cinco espécies € em nenhuma foi observada a presenca de formas flageladas.
Para a deteccdo através da PCR foram constituidos 11 “pools” a partir de 211 fémeas vivas,
pertencentes a cinco espécies. Em dois “pools™ foi possivel verificar infec¢ao natural, sendo
um de L. whitmani, infectado por L. braziliensis e um de L. cortelezzii infectado por L.
chagasi. Estes resultados sugerem a possivel participagao de L. whitmani na transmissdo da
LTA na area de estudo e a necessidade de estudos mais aclaradores sobre o envolvimento de
L. cortelezzii no ciclo de transmissdo da LVA. No estudo da infecg¢do canina a L. chagasi foi a
espécie responsavel pela LVC no Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG. A soroprevaléncia,
prevaléncia da infeccdo e da doenca nos cdes foi de 57, 54 e 16% respectivamente. A alta
soroprevaléncia e a baixa prevaléncia da doenga encontrada nos nossos resultados ilustram o
grande problema enfrentado atualmente no diagnostico clinico e sorolégico da LVC, com uma
grande quantidade de cdes assintomaticos (159/201 no nosso estudo) e de diagndsticos falso-
positivos (37/201) e falso-negativos (30/201). Sobre as amostras clinicas utilizadas na PCR
(pele, medula 6ssea e sangue) podemos dizer que a amostra de sangue foi a menos eficiente
no grupo dos 43 cdes com sorologia positiva, entretanto esta apresentou resultados
semelhantes aos observados com os métodos sorolégicos na amostragem de 202 caes. Outra
observagdo importante foi a positividade apresentada pelas amostras de pele e sangue
independente da sintomatologia dos caes (P>0,05), ao contrario do que foi verificado para a
medula, com um nimero maior de cdes positivos (87%) no grupo dos assintomaticos
(P<0,05). Assim, a alta prevaléncia da infec¢cdo canina e a presenca predominante e abundante
de espécies de flebotomineos vetoras apresentadas nos nossos resultados podem clarear a
escolha das medidas de controle mais adequadas a situagdo atual, pelos 6rgdos competentes
do municipio. De fato hd que se valorizar e incentivar novas investigacdes € pesquisas
aplicadas como fontes importantes de informagdes para subsidiar o Programa de Controle das
Leishmanioses no Brasil.



ABSTRACT

At present, Brazil is facing an increased urbanization of leishmaniases with a high number of
human and canine cases in several cities. The occurrence of leishmaniasis is basically
determined by the presence of both a susceptible vector and a host/reservoir equally
susceptible to the infection. The present investigation sought to assess leishmaniases
epidemiological aspects related with the canine infection and phlebotomine sand flies in an
endemic area in the municipality of Santa Luzia, state of Minas Gerais. Recent autochthonous
human cases of American cutaneous leishmaniasis (ACL) and visceral leishmaniasis (VL)
have been reported in this area. Monthly sand fly collections were carried out throughout one
year by means of Falcdo Light Traps. During the same period, non-systematized collections
were manually performed through suction tube. Female phlebotomine sand flies were
identified and submitted to a natural infection assessment through dissection and parasite
DNA detection by polymerase chain reaction (PCR) in specific pools including up to 20
female sand flies. The total density of phlebotomine has been correlated with climate data. In
the study on canine infection, seroprevalence, prevalence of infection and the canine disease
were determined by means of serological (RIFI and ELISA) and molecular (PCR) techniques.
For PCR procedures, clinical samples included: skin and bone marrow from 43 serologically
positive dogs and peripheral blood from 202 dogs. Parasite isolation and characterization were
carried out by using positive samples from cultures of bone marrow aspirates and positive
clinical samples from 43 serologically reactive dogs. A total of 1552 specimens were
collected, 1154 males and 398 females, belonging to seven phlebotomine species, being the
most frequent Lutzomyia whitmani (75%), followed by L. longipalpis (19%), which are ACL
and VL vectors, respectively. No statistically significant correlation was observed between the
total density of phlebotomine sand flies and climate data during the period of the present
investigation. After dissecting a number of 102 females, belonging to five different species,
no flagellate forms were found. As for PCR, the number of 211 live females, belonging to
five species, comprised 11 pools for the parasite DNA detection. In two pools, natural
infection was observed: one pool of L. whitmani, infected with L. braziliensis and, one pool of
L. cortelezzii infected with L. chagasi. Such results suggest a likely participation of L.
whitmani in ACL transmission in the area under study, requiring further investigation on the
participation of L. cortelezzii in the VL transmission cycle. In the study on canine infection,
L. chagasi showed to be responsible for VL in the local district of Baronesa, in Santa Luzia.
Seroprevalence, prevalence of infection and the canine disease were 57%, 54% and 16%,
respectively. The high seroprevalence and low prevalence of the canine disease found in the
present study mirror one of the biggest difficulties to be overcome nowadays regarding VL
clinical and serological diagnoses: a high number of asymptomatic dogs (159/201), false-
positive dogs (37/201) and false-negative animals (30/201). Concerning clinical samples used
for PCR (skin, bone marrow and peripheral blood), although blood has provided to be less
efficient in positive serology, for the group of 43 dogs, it has shown similar results with
serological techniques in the sampling of 202 animals. Another important remark concerns the
positivity degree shown by skin and blood samples, regardless the symptomatology of the
dogs (P>0.05); differently from that shown by bone marrow samples with higher positivity
(87%) in the group of asymptomatic dogs (P<0.05). Thus, the high prevalence of canine
infection and the predominant and abundant presence of phlebotomine sand fly vectors shown
here may provide helpful data to design control measures that would be more suitable for the
present condition in the municipality. Indeed, further investigation and applied research
should be valued and supported in order to have important information provided for the
implementation of the Leishmaniases Control Program in Brazil.
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kDNA: DNA do cinetoplasto

TE: Solu¢ao de Tris-EDTA

Ag: Antigeno

IgG: Imunoglobulina G

FITC: Isotiocianato de fluoresceina
Fig.: Figura
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1 — Introducao

1.1 — Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doengas infecciosas causadas por protozoarios
parasitos morfologicamente similares do género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), todos com grau variavel de especificidade pelo hospedeiro invertebrado
(Chance 1985). A principal forma de transmissdo do parasito para o homem e outros
hospedeiros mamiferos ¢ através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. A multiplicidade de
espécies do parasito, de insetos vetores e reservatorios, diferentes ambientes, entre outros
fatores, propiciam a existéncia de varias modalidades clinico-epidemildgicas desta parasitose

(Young & Lawyer 1987, Marzochi & Marsden 1991, Ashford 1992).

No Novo Mundo, a leishmaniose humana apresenta duas formas clinicas basicas: a
Leishmaniose Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). A importancia
das leishmanioses neste continente reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicao geografica, mas também na possibilidade de assumir formas graves, com altas
taxas de mortalidade nos casos ndo tratados de LV e alta morbidade nos casos de LT, que

podem muitas vezes levar a lesdes destrutivas e desfigurantes.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera as leishmanioses como uma das
principais zoonoses mundiais, com ocorréncia de casos em 88 paises de quatro continentes,
estimando que cerca de 350 milhdes de individuos estejam expostos ao risco de contrair
alguma das vdrias formas clinicas que as leishmanioses podem apresentar, e que cerca de 12
milhdes de pessoas se encontram realmente infectadas. Como a notificacdo ¢ obrigatoriedade
em apenas 33 dos 88 paises afetados pelas leishmanioses, um nimero substancial de casos
nunca foi relatado. De fato, as ocorréncias dos dois milhGes de novos casos estimados

anualmente, apenas 600.000 sio notificados (WHO 2003).

No Brasil, as leishmanioses ocorrem em quase todos os estados. Nos ultimos anos o
Ministério da Saude registrou uma média anual de 35 mil novos casos de LT e quatro mil de
LV. Ultimamente tem sido observado um aumento da incidéncia de ambas as leishmanioses
em todas as regides geograficas do pais (Ministério da Saude/Fundacdo Nacional de

Satde/Centro Nacional de Epidemiologia, 2001). Provavelmente devido a sua baixa taxa de



mortalidade a LTA nao tem recebido tanta aten¢do das autoridades publicas como a LV. Esta
ultima, ainda assim, apresenta alta taxa de mortalidade, e ambas estdao incluidas entre as seis

grandes endemias a serem estudadas com prioridade pela Organizacdo Mundial de Saude.

1.2 — Leishmaniose Tegumentar

No Brasil a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) esta associada a uma
variedade de espécies de Leishmania dermotropicas, estando a maior diversidade desses
parasitos na Amazonia. A transmissdo do agente causal de LTA envolve diferentes espécies
de flebotomineos em associagdes estreitas com parasitos e reservatorios, compondo os elos de
diversos ciclos de transmissao que ocorrem no territorio nacional. As principais espécies de
flebotomineos envolvidas na transmissdo da LTA no Brasil sdo as seguintes: Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia Lutz & Neiva, 1912, Lutzomyia migonei Franga, 1920, Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani Antunes & Coutinho, 1939, Lutzomyia (Pyntomyia) fischeri Pinto,
1926, Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai Coutinho & Barreto, 1940, Lutzomyia (Nyssomyia)
umbratilis Ward & Fraiha, 1977, Lutzomyia (Psychodopygus) wellcomei Fraiha, Shaw &
Lainson, 1971, Lutzomyia (Tricophoromyia) ubiquitalis Mangabeira, 1942, Lutzomyia
(Psychodopygus) complexa Mangabeira, 1941, Lutzomyia (Psychodopygus) ayrozai Barreto
& Coutinho, 1940, Lutzomyia (Psychodopygus) paraensis Costa Lima, 1941 e Lutzomyia
(Nyssomyia) flaviscutellata Mangabeira, 1942 (Rangel & Lainson 2003), dentre outras,
baseadas em evidéncias tais como grau de antropofilia, infec¢do natural por Leishmania e

distribui¢do espacial coincidente com a doenga.

Alexandre Cerqueira em 1885, na Bahia, foi o primeiro a identificar a moléstia e a
suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores. Gaspar Vianna, em 1911, propds a
denominagdo de Leishmania braziliensis para o agente especifico da LTA no Brasil (Vianna
1912). Até o momento, as formas tegumentares no Brasil, sdo determinadas por sete espécies,
cinco do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. Sao elas: Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.)
lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis. A L. (V.) braziliensis ¢ eventualmente a L. (V.)
guyanensis sao responsaveis pela forma mucosa. Os parasitos do subgénero Viannia, sé
encontrado no Novo Mundo, causam leishmaniose tegumentar, infectam uma variedade de
animais silvestres incluindo roedores, carnivoros, edentados e primatas. A espécie Leishmania

(Viannia) braziliensis ¢ a mais freqiientemente encontrada parasitando o homem, causando



neste hospedeiro lesdes que podem ser simples ou multiplas, com carater extensivo e

tendéncia a produzir metastases nasobucofaringeas (Lainson & Shaw 1987).

A alta prevaléncia da infec¢do entre caes de areas endémicas, a relagdo proxima entre
casos humanos e caninos e a identidade de parasitos infectando homens e caes, sugere o
possivel envolvimento destes animais como reservatérios da LTA (Falqueto et al. 1986, 1991,
Aguilar et al. 1989, Yoshida et al. 1990, Lainson et al. 1994). Existe uma evidéncia do papel
dos caes como reservatérios de LT, suportados principalmente pela correlagdo entre casos em
humanos e cdes detectados por analises clinicas e sorologicas; mas o real papel dos caes no
ciclo de transmissao permanece incerto (Reithinger and Davies, 1999). Estas caracteristicas
compartilhadas entre caes e humanos infectados podem implicar que os cdes talvez exer¢am
um papel na transmissdo da doenca ou que eles sdo tdo susceptiveis a infec¢do quanto os

humanos, sem uma implica¢do fundamental na transmissdo (Padilla et al. 2002).

A LTA acomete mais freqiientemente os trabalhadores que invadem as florestas
tropicais ou moram proximos a elas. O periodo de incubagdo varia de duas semanas a varios
meses. As lesOes cutidneas constituem ulceras rasas, circulares, com bordas elevadas e bem
definidas ¢ com assoalho da tulcera de aspecto granular. Nas infecgoes pela L. (V.) braziliensis
a linfadenopatia regional geralmente precede o surgimento de ulceragdes por uma a doze
semanas. O diagnéstico definitivo depende da identificagdo de amastigotas em tecido ou

promastigotas em meio de cultura (Gontijo & Carvalho 2003).

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), do total de casos ja
registrados de leishmaniose tegumentar (LT), 90% ocorreram em apenas seis paises: Ira,
Arabia Saudita, Siria e Afeganistdo (Velho Mundo), Brasil e Peru, na América do Sul
(Desjeux 1999). A LTA ocorre nas Américas desde o Sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina (WHO 2003). O foco mais importante € o sul-americano, que compreende todos os
paises, com exce¢do do Uruguai e do Chile. A incidéncia de LTA no Brasil tem aumentado,
nos ultimos 20 anos, em praticamente todos os Estados. Surtos epidémicos tém ocorrido nas
regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Amazonica,
relacionados ao processo predatorio de colonizagao (Marzochi 1992). Ao analisar a evolugao
da LTA no Brasil, observa-se uma expansao geografica sendo que no inicio da década de 80
foram registrados casos em 20 unidades federadas e nos ultimos anos todas as unidades
federadas registraram casos autdctones da doenca. As regides Nordeste ¢ Norte vém

contribuindo com o maior numero de casos registrados no periodo (cerca de 36,9% e 36,2%



respectivamente), ¢ a regido Norte com os coeficientes mais elevados (99,85/100.000
habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (41,85/100.000 habitantes) e Nordeste
(26,50/100.000 habitantes) (Ministério da Saude 2003).

Desde a metade do século passado tem sido registrada em Minas Gerais a ocorréncia
de surtos de LTA relacionados com atividades de desmatamento para a construgdo de estradas
e implantagdo de projetos agro-pastoris (Orsini 1945, Martins et al. 1956, Furtado et al.
1966). Porém, a epidemiologia da doenga tem sofrido alteragdes ao longo das ultimas
décadas, sendo descritos surtos em areas de colonizacdo antiga (Hermeto et al. 1994, Gontijo
et al. 1995) como também o aparecimento de casos em areas periurbanas de cidades como
Caratinga (Mayrink et al. 1979) e varios municipios da Regido Metropolitana de Belo
Horizonte — RMBH (Passos et al. 1993). Em Belo Horizonte a leishmaniose comegou a ser
estudada quando Orsini (1945) detectou 13 casos humanos de leishmaniose tegumentar
americana em 1940. Furtado et al. (1966), estudaram a origem desses casos e sugeriram que a
transmissdo poderia ter ocorrido em dareas periurbanas da Regido Metropolitana de Belo

Horizonte (RMBH) ou poderiam ser casos importados de outros municipios.

1.3 — Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, ¢ uma doenga cronica grave potencialmente
fatal para o homem, cuja letalidade pode alcancar 10% quando ndo se institui o tratamento
adequado (Gontijo & Melo 2004). A leishmaniose visceral foi descrita na Grécia em 1835
quando entdo era denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Em 1869, recebeu o nome “kala-
jwar” que, na India, quer dizer febre negra ou “kala-azar” devido ao discreto aumento da
pigmentagdo da pele ocorrido durante a doenga (Marzochi et al. 1981). William Leishman,
em 1900, identificou um protozoario no bago de um soldado que veio a obito na India, em
decorréncia de uma febre conhecida no local como “febre Dum-Dum” ou “Kala-azar”.
Donovan encontrou o mesmo parasito em outro paciente em 1903. Ainda no mesmo ano,
Laveran & Mesnil descreveram o protozoario com o nome de Piroplasma donovani. Leonard
Rogers, em 1904, foi o primeiro a conseguir cultivar o parasito e observou que nas culturas
ele era visto sob a forma flagelada. Patton, em 1907 observou as formas Leishmania
(amastigotas) em monocitos e as formas leptomonas (promastigotas) no intestino de insetos

que eram alimentados sobre pacientes com calazar (Faust et al. 1974).



A LV ¢ causada por espécies do género Leishmania, pertencentes ao complexo
Leishmania (Leishmania) donovani (Lainson & Shaw 1987). No Brasil, o agente etiologico é
a Leishmania chagasi, espécie semelhante a Leishmania infantum encontrada em alguns
paises do Mediterraneo e da Asia. Existe uma grande polémica em torno da origem da LV no
Novo Mundo — se ela foi introduzida recentemente, na época da colonizagdo européia e
causada pela espécie Leishmania infantum, ou ha varios milhdes de anos, juntamente com a
introdugdo dos canideos, devendo a espécie ser classificada como Leishmania chagasi. Os
achados de altas taxas de infeccdo em canideos originarios da Amazdnia sugerem a origem
autoctone (Lainson et al. 1987). Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e
moleculares consideram a Leishmania chagasi ¢ a Leishmania infantum uma tnica espécie ¢

aceitam a hipotese da introdug@o recente nas Américas (Mauricio et al. 2000).

A leishmaniose visceral ¢ transmitida através da picada de fémeas de insetos dipteros
pertencentes a familia Psychodidae, Género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutozomyia no
Novo Mundo. Os hospedeiros silvestres da L. chagasi até agora conhecidos sdo as raposas e
os marsupiais. Duas espécies de raposas foram encontradas naturalmente infectadas:
Lycalopex vetulus no Ceara (Deane 1956); e Cerdocyun thous no Mato Grosso do Sul (Mello
et al. 1988), Para (Lainson et al. 1990) ¢ em Minas Gerais (Silva et al. 2000). L. chagasi foi
isolada em marsupiais do género Didelphis na Bahia (Sherlokc et al. 1984) ¢ no Rio de
Janeiro (Cabrera et al.2003). O fato destes animais possuirem habitos sinantropicos poderia
promover a ligacdo entre os ciclos silvestre e doméstico. Os cdes sdo considerados os mais
importantes reservatorios domésticos e talvez os responsaveis pela grande mudanca no perfil
epidemioldgico desta doenga (Marzochi et al.1994), que inicialmente estabeleceu-se em areas
rurais e peri-urbanas e que recentemente vem aumentando significativamente seu niimero de
casos nos grandes centros urbanos, com o surgimento de focos em areas até entdo indenes. O
cdo e a raposa apresentam um intenso parasitismo cutaneo, que permite a facil infecgdo dos
flebotomineos (Deane & Deane 1954). Entretanto, ¢ provavel que em algumas situacdes
especificas, existam outras fontes de infeccdo e que o homem esteja envolvido na cadeia de

transmissao (Deane & Deane 1955 a e b, Badaro et al. 1994).

No ciclo de vida da L. chagasi, agente etiolégico da LV no Novo Mundo, a
transmissdo ocorre, principalmente, através da picada de fémeas de flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912, embora trabalhos recentes tenham demonstrado a
possibilidade de Lutzomyia evansi (Travi et al. 1996) e Lutzomyia cruzi (Galati et al. 1997,

Santos et al. 1998), agirem como vetores, na Colombia e Brasil, respectivamente. Outras



espécies podem abrigar, mesmo que experimentalmente, a L. chagasi, mas sem efeito sobre a
transmissao da doenga, pois se acredita na existéncia de certa especificidade do vetor para as

espécies de Leishmania (Sherlokc 1997, Lainson & Shaw 1998).

A leishmaniose visceral cldssica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior
parte das areas endémicas 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10
anos. Em alguns focos urbanos estudados existe uma tendéncia de modificacdo na distribui¢ao
dos casos por grupo etario, com ocorréncias de altas taxas também no grupo de adultos jovens

(Silva et al. 2001).

Considerada a mais severa das formas clinicas, a leishmaniose visceral, no homem,
caracteriza-se por febre irregular de longa duragdo, perda de peso, esplenomegalia,
hepatomegalia, linfadenopatia, anemia, leucopenia, hiperglobulinemia, edema, epistaxe,
hematémese, emagrecimento e debilidade progressiva. Quando ndo tratada em tempo,
freqlientemente evolui para morte, como conseqiiéncia do estado clinico do paciente (Alencar

1959).

O primeiro relato da lethmaniose visceral no Brasil foi feito em 1934, quando foram
encontradas amastigotas de Leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que
morreram com suspeita de febre amarela (Penna 1934). Somente 20 anos depois € que se
registrou o primeiro surto da doenca em Sobral, no Ceara (Deane 1956). Em meados dos anos
80, constatou-se uma transformacdo drastica na distribui¢do da LV. Atualmente, a LV ¢
endémica em 62 paises, com um total estimado de 200 milhdes de pessoas sob risco de
adquirirem a infec¢do. Aproximadamente 90% dos casos ocorrem em cinco paises: India,

Bangladesh, Nepal, Sudao e Brasil (WHO 2001).

O Brasil representa 90% dos casos humanos nas Américas (Grimaldi et al. 1989), com
a doenga distribuida em 19 das 27 unidades federadas e em 1600 municipios. A média anual ¢
de 3.500 casos novos com uma taxa de letalidade em torno de 6%. No ano de 2004, houve um
aumento desta taxa para aproximadamente 8%. Na década de 90, aproximadamente 90% dos
casos de LV ocorreram na Regido Nordeste e atualmente esta regido representa 74% do total
de casos do pais. O aumento do niimero de casos registrados, nos anos recentes em outras
regides, pode ser explicado pela modificagdo do padrio de ocorréncia geografica, com
registros de casos em centros urbanos, como Belo Horizonte, Natal, Sdo Luis, Teresina,

Fortaleza, Montes Claros, Aragatuba, Imperatriz, Timon, Caxias e mais recentemente Palmas



e Campo Grande. Esta expansdo da area tradicional de ocorréncia a doenga, ¢ decorrente do
intenso processo migratdrio da populacao rural de areas endémicas para a periferia das
cidades de médio e grande porte. Além disso, o processo de organizacdo da rede assistencial,
associada ao melhor preparo para diagndstico e tratamento, proporcionou uma maior detec¢ao

dos casos (Ministério da Saude 2003).

Em varios municipios da Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) tém sido
registrados casos autdctones de LV desde o final da década de 80 (Genaro et al. 1990). Belo
Horizonte ilustra claramente o processo de urbanizacdo das leishmanioses nas cidades
brasileiras. Desde 1993 a cidade convive com a leishmaniose visceral, introduzida a partir de
um municipio vizinho e tanto o nimero de casos humanos quanto caninos aumentaram na
RMBH, indicando uma clevagdo da taxa de transmissdo da doenga nesta area (Silva et al.
2001). A proximidade entre as habitacdes, a alta densidade populacional, a adapta¢do dos
vetores ao ambiente modificado e a grande suscetibilidade da populagdo a infeccao
contribuiram para a ripida expansdo da LV no ambiente urbano. De fato, na Regido
Metropolitana de Belo Horizonte, o percentual de municipios com notifica¢ao elevou-se de 6,
no biénio 94/95, para 15 no biénio 98/99 (Profeta da Luz et al. 2001). As medidas de controle
implementadas foram ineficientes tanto na eliminagdo da transmissao como na prevencao de

novas epidemias.

1.3.1 — Leishmaniose Visceral Canina

A alta prevaléncia da infec¢do canina em areas endémicas, a estreita convivéncia entre
humanos e cdes e a mesma identidade dos parasitos isolados de casos humanos e caninos,
sugerem a participagdo destes animais como reservatorios da infec¢do (Oliveira et al. 2001,
Silva et al. 2001). No ambiente doméstico o cdo ¢ considerado um importante hospedeiro e
fonte de infec¢dao para os vetores, sendo um dos alvos nas estratégias de controle da LV

(Zerpa et al. 2003).

A existéncia da leishmaniose canina ¢ relatada por um grande ntimero de estudos
epidemiologicos que levam em conta o contato intimo entre flebotomineos e hospedeiros
vertebrados infectados, permitindo o desenvolvimento do ciclo bioldgico das espécies de
Leishmania. Algumas espécies de canideos preenchem as condi¢des para serem incriminados
reservatorios de L. infantum (=L. chagasi), pois carregam o parasito servindo de fonte de

infeccdo para flebotomineos, constituindo o ciclo silvestre. Entretanto, devido a baixa carga



parasitaria e distdncia das habitagdes destes animais das moradias humanas, eles ndo sdo
considerados como principais reservatorios para a ocorréncia da infec¢gdo no homem. Por
serem animais sinantropicos, as raposas podem fazer a conexdo entre o ciclo silvestre e o
doméstico que ¢ mantido pelos caes que atuam como reservatérios domésticos da infec¢ao

(Alvar et al. 2004).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) ¢ uma doenca cronica, sist€émica e os sinais
clinicos freqlientemente incluem linfadenopatia, dermatites, alopecia, ulceracdes cutineas,
onicogrifose, locomog¢ao anormal, anorexia (perda de apetite), perda de peso, caquexia, lesoes
oculares, epistaxes, anemia, diarréia e insuficiéncia renal (Koutinas et al. 1999). Caes
severamente afetados ndo sobrevivem a doenga. Entretanto, mais da metade dos animais
infectados permanecem assintomaticos. Existem vdrios estudos sugerindo que a taxa de
infec¢do canina ¢ muito superior aos achados em investigagdes sorologicas (Solano-Gallego

etal. 2001).

A porcentagem de cdes infectados vivendo em areas onde a leishmaniose canina ¢
endémica tem grandes implicagdes em saude publica. Alguns autores mostraram que caes
infectados, mesmo assintomaticos, sdo fontes do parasito para flebotomineos vetores
sugerindo um papel ativo destes cdes na transmissdo de Leishmania (Molina et al. 1994,
Guarga et al. 2000). Porém, sdo necessarios mais estudos para certificar o potencial de caes
assintomaticos em transmitir Leishmania aos flebotomineos vetores. Recentemente, outro
mecanismo de transmissdo da L. infantum (=L. chagasi) em cdes tem sido relatado, a
transmissao via transfusdo de sangue (Owens et al. 2001, Giger et al. 2002, Freitas et al.
2005). A transfusdo sangiliinea ¢ uma pratica constante na rotina da medicina veterinaria e
geralmente envolve o uso do sangue total podendo ser uma potencial fonte de infecg¢do e

disseminagdo da LVC (Freitas et al. 2006).

1.3.2 — Diagnosticos da LVC

A fim de reduzir a transmissdo de Leishmania de cdes para os vetores e devido a
severidade da doencga nestes animais, € necessario diagnosticar a LVC o quanto antes possivel
e por isto, hd necessidade da utilizacdo de técnicas de diagnostico sensiveis e especificas.
Alguns métodos de diagnostico, como o exame parasitologico, cultura de aspirados de medula
Ossea e inoculagdo em hamster, sdo altamente especificos, mas ndo muito sensiveis (Piarroux

et al. 1994). Essa sensibilidade ¢ freqiientemente diminuida devido a problemas de



contaminagdo da cultura e as dificuldades na manutencdo de hamsters por um periodo
relativamente longo de incubagdo. A inoculacdo em hamsters ¢ dificultada devido ao alto
custo ou a auséncia de colonias mantidas em condi¢des estéreis. A deteccao de parasitos pelo
exame microscopico de secregdes ¢ dependente da presenga de muitos organismos no

aspirado ou na amostra de tecido coletada.

Os testes sorologicos, de deteccdo de anticorpos especificos, sdo provavelmente os
mais utilizados para a determinagdo da prevaléncia da infec¢do nos caes, por serem de facil
execugdo ¢ fornecerem informagdes valiosas em curto tempo (Scalone et al. 2002, Franga-
Silva et al. 2003). Entretanto, estes testes podem identificar uma exposi¢do ao parasito, sem
necessariamente indicar infec¢do ativa (Strauss-Ayali et al. 2004), o que pode complicar as
medidas de controle da LV. Assim, os principais procedimentos convencionalmente utilizados
para o diagnoéstico sorologico da LVC incluem: reacdo de fixacdo de complemento
(Hockmeyer et al. 1984), hemaglutinagao direta (Harith et al. 1986), hemaglutinagdo indireta,
imunofluorescéncia indireta (Badaro et al. 1983, 1986) e ELISA-enzyme-linked
immunosorbent assay (Badar6 et al. 1986). Porém, as mais utilizadas sdo a
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a ELISA, devido a alta sensibilidade e especificidade das
mesmas em comparagdo as demais (Badar6 1983, Guimardes et al. 1990). Em areas
endémicas do Brasil, cdes s3o periodicamente examinados através da sorologia,
principalmente usando a RIFI. Contudo, essa técnica ndo permite a identificagdo de todos os
cdes positivos, fazendo com que um nimero significativo de caes infectados passe por
negativo. Esse fato ¢ relevante e pode ser muito grave, ja que existe uma suspeita de que esses

caes falso-negativos continuem servindo de fonte de infec¢ao para os fleb6tomos do local.

Testes soroldgicos resultam em um alto nivel de reagdes cruzadas e, além disto, ndo
podem discriminar entre infec¢des passadas e atuais (Schulz et al. 2003). E muito freqiiente
haver reagdes cruzadas com outras protozooses quando se emprega a RIFI como método de
triagem de cées infectados por Leishmania. Técnicas mais rapidas, simples e sensiveis tém
sido testadas para a detecgdo da infecgdo canina. Oskam et al. (1996) avaliaram um novo teste
de aglutinacdo direta (DAT) baseado em antigeno estavel e liofilizado para a detec¢ao de
anticorpos anti-Leishmania em soros caninos. Os resultados mostraram uma sensibilidade de
100% e especificidade de 98,8%. A técnica combina altos niveis de validade intrinseca e
facilidade de execugdo. Ferreira (2005), em um estudo comparativo envolvendo as técnicas
sorologicas RIFI, ELISA e DAT para diagnéstico da LVC, mostrou de forma clara que o

DAT foi o teste mais especifico. Nos testes de reagdao cruzada, o DAT apresentou o melhor



desempenho, sendo indicado o seu uso em regides onde ocorram simultaneamente a LV, LT e
ou Doencga de Chagas. E ainda neste estudo, foi verificada uma concordancia maior entre os
testes ELISA e DAT, ja que estes apresentaram maiores sensibilidade e especificidade em
relacio a RIFI, além de se mostrarem altamente reprodutiveis, sendo estes os testes
soroldgicos mais indicados nos casos em que forem necessdrias mais de uma técnica de

diagnostico.

A erradicacdo da infec¢do de Leishmania em céaes e conseqiientemente a erradicagdo
da LV humana nao sdo alcangadas, sem que sejam tomadas medidas de controle em relagao
aos animais assintomaticos soropositivos (Cardoso et al. 2004), uma vez que na maioria das
regides endémicas de LV canina, os cdes sdo assintomaticos € muitas vezes ndo sao
eliminados, devido a recusa do proprietario, mantendo o reservatdrio do parasito e o ciclo da

doenga, na presenga de flebotomineos vetores.

Na ultima década, o uso da PCR (polymerase chain reaction) para a demonstracdo de
DNA de Leishmania em diferentes hospedeiros tem mostrado alta especificidade e
sensibilidade. Varios estudos demonstraram esta alta especificidade e sensibilidade da PCR,
quando comparada com as técnicas soroldgicas de diagndstico. Uma variedade de tecidos de
caes, incluindo medula 6ssea, baco, linfonodos, pele e conjuntiva, tem sido utilizada como
fonte de DNA de Leishmania para o diagnostico da LV. Diversos iniciadores desenhados para
amplificar seqiiéncias alvo de multicopias, como os minicirculos do cinetoplasto, assim como
métodos de amplificagdo, t€ém sido desenvolvidos e aplicados na técnica da PCR (Ashford et
al. 1995, Mathis & Deplazes 1995, Berrahal et al. 1996, Reale et al. 1999, Roura et al. 1999,
Campino et al. 2000, Quinnell et al. 2001, Fisa et al. 2001, Martin-Sanchez et al. 2001,
Solano-Gallego et al. 2001). Entretanto, os diversos “primers” existentes devem ser testados
antes de serem usados como método padrdo de diagnostico de infecgdo por Leishmania
infantum (=L. chagasi) do Velho e Novo Mundo, devido a possibilidade de ocorrer
diversidade entre as amostras isoladas de regides geograficas distintas (Cortes et al. 2004). A
técnica da PCR ainda ndo foi padronizada para sua utilizagdo no diagnéstico de rotina da
doenga, devido principalmente ao seu alto custo. Além disso, existe uma outra limitacdo que ¢
a facilidade com que as reacdes podem se contaminar devido a presenca de amplicons de
DNA amplificado no ambiente. Porém, esta limitacio pode ser evitada ao se utilizar

ambientes isolados para cada uma das etapas do processo.



1.4 — A importancia dos flebotomineos na transmissao das leishmanioses

A subfamilia Phlebotominae inclui todos os psicodideos de importancia médica.
Alguns autores consideram que os flebotomineos constituem uma familia a parte, a familia
Phlebotomidae (Williams 1993), mas, como essa alteragdo gera ainda muita polémica, os
flebotomineos sdo aqui incluidos na familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Os
flebotomineos sdo dipteros psicodideos e, como tais, sdo insetos de pequeno porte medindo de
2 a 3 mm, apresentando em seu corpo intensa pilosidade. Como todos dipteros, sdo insetos
holometabolos tendo em seu ciclo vital as fases de ovo, larva, que compreende quatro
estadios, pupa e, finalmente, adulto. Distinguem-se, entretanto, dos demais insetos dessa
familia, por apresentarem corpo mais delgado, pernas mais longas e delgadas, além de suas
fémeas necessitarem de sangue para a produ¢do de ovos, razdo pela qual foram agregados
pelos taxonomistas na subfamilia Phlebotominae (Brazil & Gomes Brazil 2003). Existem
cerca de 460 espécies de flebotomineos nas Américas (Galati 2003). No Brasil estes insetos
estdo presentes em grande nimero, por todo o territdrio nacional e cerca de 40 espécies sdo

comprovadas ou suspeitas de transmitirem leishmanioses.

A capacidade vetorial das distintas espécies de flebotomineos ¢ determinada pela
aptidao das formas do parasito de sobreviver, se multiplicar e se diferenciar dentro do trato
digestivo do inseto, a fim de serem transmitidas aos vertebrados (Rangel & Lainson, 2003).
Killick-Kendrick (1987), revisando vérios estudos de infec¢des naturais ou experimentais em
laboratorio, sugere que as espécies do género Lutzomyia, os flebotomineos do Novo Mundo,
sdo mais susceptiveis a infecgdes por distintas espécies de Leishmania do que os do género
Phlebotomus, flebotomineos existentes no Velho Mundo. Os flebotomineos sdo os vetores
naturais de alguns agentes etiologicos de doengas humanas e de animais, como protozodrios
do género Leishmania e outros tripanossomatideos, bactérias do género Bartonella e
numerosos arbovirus. Apds a colonizacao de flebotomineos em laboratorio, esses dipteros tém
sido utilizados como fonte e ferramenta para diversas pesquisas no campo da biogenética, da
bioquimica e da biologia molecular, o que aumenta ainda mais a sua importancia sanitdria

(Sherlock 2003).

As fémeas de flebotomineos, excluindo rarissimas espécies autdgenas, necessitam do
sangue de vertebrados para a maturagdo de seus ovdrios, dai a importancia na transmissao de
agentes patogenos. Algumas espécies alimentam-se de sangue apenas uma vez entre as

posturas, enquanto outras podem tomar refei¢des sangiiineas multiplas durante um unico ciclo



de oviposicao, tornando-as vetoras mais eficientes. Os machos sugam apenas sucos vegetais
ou agucares, 0o que a fémea também costuma fazer antes ou apds a alimentagdo sangiiinea

(Sherlock 2003).

Algumas espécies de flebotomineos picam exclusivamente determinadas espécies de
vertebrados, porém, outras tém hdbitos oportunisticos, picando indiferentemente varias
espécies de mamiferos. Atualmente, uma grande variedade de animais ja foi identificada
como hospedeiros alimentares de flebotomineos (Tesh et al. 1971, Boreham 1975, Lainson &
Shaw 1979, Christensen et al. 1982), inclusive infectados por alguma espécie de Leishmania.
A presenca de animais domésticos e silvestres no peridomicilio atrai um grande nimero de
flebotomineos, e conseqiientemente espécies vetoras de leishmanioses, contribuindo assim,
para o aumento do risco de transmissdo da doenga (Forattini 1953, 1960, 1976, Gomes et al.

1983, Brazil et al. 1991).

Os flebotomineos distribuem-se por quase todas as regides faunisticas do mundo,
representados por diversas espécies. Sao mais abundantes na Regido Neotropical, com maior
numero de espécies e densidade que flutua de acordo com a estagdo climatica. Os métodos de
localizagdo geografica de precisdo utilizam atualmente GPS e as imagens satélite, para
verificacdo da distribuicdo e dispersdo de espécies de flebotomineos importantes como

vetoras (Sherlock 2003).

A distribui¢ao geografica de determinada espécie depende de sua capacidade em se
adaptar a diferentes nichos ecologicos (Freire-Maia 1988). Apesar da pouca mobilidade
mostrada pelos flebotomineos, varias espécies apresentam ampla distribuicdo geografica e
algumas tém sido consideradas como importantes vetoras. Este fato, somado aos diferentes
aspectos epidemiologicos das leishmanioses, incluindo os diferentes reservatorios
encontrados para esta parasitose, t€ém dificultado muito as medidas de controle e vigilancia
nas areas endémicas, fazendo crescer significativamente o numero de casos e dbitos humanos

por LV.

O controle das leishmanioses em dareas endémicas requer o conhecimento da
distribuicao geografica de Leishmania spp. através da identificagio de hospedeiros
reservatorios e espécies vetoras potenciais envolvidas na transmissao do parasito. Na maioria
dos estudos epidemiolédgicos, quando um flebotomineo ¢ encontrado com infec¢do natural

existe uma necessidade urgente de identificagdo acurada da Leishmania spp. com o objetivo



de estabelecer a verdadeira relagdo vetor-parasito na natureza. Os métodos comumente
utilizados sdo penosos € consomem muito tempo na pesquisa do parasito em loco, apds a
dissec¢do do trato digestivo do inseto (Pita-Pereira et al. 2005). Entretanto, com o
aperfeicoamento das técnicas baseadas em DNA, a pesquisa molecular tem sido usada como
uma ferramenta para a detecgdo e identificagdo de Leishmania em flebotomineos silvestres
(Barker 1989, Silva & Grunewald 1999). Neste contexto, a técnica da PCR tem sido a mais
comumente empregada com amostras entomoldgicas de diferentes regides geograficas
(Feliciangeli at al. 1994, Perez et al. 1994, Aransay et al. 2000, Michalsky et al. 2002,
Jorquera et al. 2005).

Observagdes baseadas em dados epidemiologicos e/ou experimentais sugerem ou
incriminam algumas espécies de flebotomineos como transmissoras das leishmanioses,
associadas as espécies de Leishmania pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania.
Porém, apenas algumas espécies t€m sido consideradas como importantes vetoras, com base
em evidéncias tais como grau de antropofilia, infeccdo natural e distribuicdo espacial
coincidente com a doenga (Rangel & Lainson, 2003). Os vetores envolvidos na transmissao
sdo principalmente espécies de flebotomos do género Lutzomyia e dos subgéneros Nyssomyia
e Psychodopygus (Lainson & Shaw 1987). Dentre elas as mais comumente incriminadas em
varias regides do Brasil sdo L. whitmani e L. intermedia, vetoras de LTA, com diversos
relatos de infec¢do natural por L. braziliensis. L. longipalpis ¢ considerada como principal
vetora da LVA no Brasil, baseado em varios estudos de infec¢do natural e experimental com
L. chagasi, aspectos comportamentais bioldgicos e ecoldgicos desta espécie, além da

distribuic¢ao coincidente com a doenga.

Maiores estudos considerando a ocorréncia de Leishmania nas diferentes espécies de
flebotomineos ¢ essencial para uma melhor compreensdo da ecoepidemiologia das

leishmanioses ¢ melhoria das medidas de controle da doenca.

1.5 — Urbanizac¢ao das leishmanioses

O Brasil enfrenta atualmente a expansdo e urbanizacdo das leishmanioses com um
nimero grande de casos humanos e caes positivos em vdrias cidades de grande e médio porte.
O ciclo de transmissdo que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e rural hoje também se

desenvolve em centros urbanos (Gontijo & Melo 2004).



A chegada das populagdes carentes para periferias urbanas desprovidas de habitagdes
condignas e de infra-estrutura sanitaria, convivendo com animais domésticos tem contribuido
enormemente para a urbanizagdo das leishmanioses em areas metropolitanas, somando-se a
isto as condigdes epidemiologicas favoraveis, associadas a reducdo do espago ecologico
natural desta zoonose. Entretanto, a principal condi¢do de transmissibilidade nesses novos

ambientes esta na adaptagao dos vetores (Marzochi & Marzochi 1997).

A ocorréncia da doenga em uma determinada area depende basicamente da presenca
do vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatério igualmente susceptivel. O padrao focal
na ocorréncia das leishmanioses nas populagdes humanas sugere que um reservatorio deve
estar mantendo o parasito e servindo como fonte de infec¢do para o inseto vetor (Gontijo &

Melo 2004).

Pelo fato da urbanizagao ser um fenomeno relativamente novo pouco se conhece sobre
a epidemiologia das leishmanioses nos focos urbanos. As relagdes entre os componentes da
cadeia de transmissdo no cendrio urbano parecem ser bem mais complexas e variadas do que
no rural (Gontijo & Melo 2004). Portanto, ¢ importante se conhecer a fauna de flebotomineos
em area urbana de transmissdo, ¢ a indicacdo da(s) possivel(is) espécie(s) vetora(s) €
fundamental, j& que cada espécie apresenta sua peculiaridade biologica e ecoldgica, e este

conhecimento pode racionalizar as a¢des de controle.

Um entendimento da interacdo entre as mudancas ambientais urbanas, cdes e
flebotomineos vetores ¢ um pré-requisito para a projecao de estratégias apropriadas de
medidas de controle e prevengao das leishmanioses (Costa et al. 1999). Assim, a compreensido
dos fatores sécio-econdmicos, politicos e sociais que afetam nosso pais, sdo essenciais nas
decisdes que envolvem as estratégias de controle das endemias existentes no nosso territorio

nacional.

1.6 — Justificativa

Em Minas Gerais, no periodo de 1988 a 1999, a média anual do nimero de casos
notificados de LTA foi de 1.910 e de LVA, 127. Neste mesmo periodo, verificou-se aumento
expressivo de municipios com registro de leishmaniose. Em 1999, a LTA foi notificada em
400 municipios ¢ a LVA em 47, representando ambos, o dobro de municipios com a doenga,

se comparado a 1988 (SES/MG: dados nao publicados). Na Regido Metropolitana de Belo



Horizonte (RMBH), com populagdo residente predominantemente urbana, casos autoctones
de LTA e LVA tém sido registrados pelos orgdos oficiais de satde desde 1987 e 1989,
respectivamente (Genaro et al. 1990, Passos et al. 1996). Nos ultimos anos a soroprevaléncia
canina em Santa Luzia aumentou significativamente, atingindo 23,0%, 18,5% e 31,6% nos
anos de 2001, 2002 e 2003 respectivamente. O nimero de casos humanos acompanhou este
perfil, com um total de 54 casos de leishmaniose tegumentar registrados no periodo de 2001 a
2005, e 120 casos confirmados de LV registrados no periodo de 2000 a 2005, sendo que s6 no
ano de 2005 foram registrados 26 casos da LV neste municipio. No periodo de 2000 a 2004 a
leishmaniose visceral foi registrada em 27 municipios pertencentes a Regido Metropolitana de
Belo Horizonte, totalizando 785 casos confirmados, sendo que o nimero anual foi crescente
com 58 casos em 2000, 85 em 2001, 163 em 2002, 185 em 2003 e 294 no ano de 2004. O
municipio de Santa Luzia ocupa o terceiro lugar no total de casos confirmados (94), perdendo
apenas para Belo Horizonte (356) e Ribeirdo das Neves (103) (Diretoria de Agdes

Descentralizadas de Saude de Belo Horizonte 2005 — dados ndo publicados).

Baseado neste numero crescente de casos humanos de leishmanioses registrados nos
ultimos anos no municipio de Santa Luzia, Minas Gerais, o presente trabalho estudou
aspectos epidemioldgicos desta parasitose relacionados a infec¢ao canina e aos flebotomineos,

em uma area endémica deste municipio.



Objetivos



2 — Objetivos

2.1 — Objetivo geral

Estudar aspectos epidemioldgicos das leishmanioses no bairro Baronesa, Santa Luzia,

relacionados a infec¢ao canina e aos flebotomineos.

2.2 — Objetivos especificos

1. Realizar o levantamento da fauna de flebotomineos;

2. Verificar a infecgdo natural por Leishmania nas fémeas de flebotomineos
capturadas;

3. Correlacionar a densidade total de flebotomineos com os dados

climatologicos durante o periodo de coletas;

4. Determinar a soroprevaléncia, a prevaléncia da infec¢do e a prevaléncia da
doenga canina através de técnicas sorologicas e/ou moleculares;

5. Comparar ¢ avaliar a concordancia entre os métodos de diagnostico da
leishmaniose canina;

6. Caracterizar através de técnicas moleculares as amostras de Leishmania

isoladas de cées e flebotomineos.



Materrais e Metodos



3 — Materiais e Métodos

3.1 — Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Santa Luzia, em area de transmissao vigente de
Leishmaniose Visceral, previamente estabelecida de acordo com os casos humanos autoctones
registrados nos ultimos dois anos pela Secretaria Municipal de Saude de Santa Luzia. A area
escolhida foi o Bairro Baronesa, que apresentou casos humanos de ambas as leishmanioses,

além, da alta prevaléncia da leishmaniose canina (Fig.1).

Fig.1 — Bairro Baronesa — Santa Luzia/MG

Santa Luzia ¢ um dos municipios pertencentes a Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (MG), constituido por uma area de 235Km’ e 209.000 habitantes (IBGE 2004)
(Fig.2). Distanciada a 18 km de Belo Horizonte (latitude 19°48” sul, longitude 43°54” oeste e
altitude 751 metros), apresenta clima ameno e temperatura anual em torno de 22,2 C°. A
economia desta regido ¢ baseada na industria e pecudria. O municipio teve seu primeiro caso
autoctone de LV em 1997 e neste mesmo ano foi registrado o primeiro Obito por esta
parasitose. Em 1998, o Departamento de Vigilancia Sanitdria e Zoonoses da Secretaria
Municipal de Satde de Santa Luzia deu inicio ao Programa de Controle de Leishmanioses
(PCL) com a realizag¢do de visitas domiciliares periddicas, coleta de amostras de sangue para
diagnostico dos caes e borrifagdo das casas. Os caes positivos sdo retirados e sacrificados.
Entretanto, o que tem sido observado ¢ que desde 1999 a prevaléncia de LV canina e humana
tem aumentado significativamente, com 26 casos humanos confirmados em 2005 (SMSSL:

dados nao publicados).
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Fig.2 — Regido Metropolitana de Belo Horizonte — Municipio de Santa Luzia/MG

3.2 — Estudo da fauna e infeccao natural dos flebotomineos

3.2.1 — Métodos de captura dos flebotomineos

3.2.1-1 — Coletas sistematizadas

A coleta sistematizada dos flebotomineos foi realizada durante o periodo de um ano,
com capturas mensais, destinadas ao estudo da fauna, bem como a observacdo de infec¢dao

natural das fémeas.

Para a realizacdo das capturas mensais foram utilizadas 17 armadilhas luminosas de
Falcao (Falcao 1981) modificadas (Fig.3). A armadilha de Falcao modificada consta de um
tubo de PVC, que apresenta na sua parte superior uma pequena abertura circular, onde esta
inserida uma lampada de trés volts, e na abertura inferior, encontra-se um motor de seis volts,
cujas hélices criam um fluxo de ar sugando os insetos atraidos pela luz para o interior do tubo

e impedindo que os mesmos retornem para o exterior, ficando retidos em uma rede de fina



espessura que recobre toda a abertura inferior. As armadilhas apresentam uma bateria de seis

volts, em substitui¢ao as pilhas, responsavel pela iluminagdo e pelo giro do motor.

Os pontos de coleta foram selecionados de forma aleatoria, abrangendo ao maximo a
area selecionada para a realizagdo do estudo, o Bairro Baronesa. Também foram realizadas
coletas em darea de vegetacdo secundaria, subjacente ao bairro, destinadas ao estudo
comparativo das espécies coletadas nos domicilios selecionados. As armadilhas foram
expostas no peridomicilio, em locais previamente estabelecidos, sendo estes locais propicios a
presenga dos flebotomineos, tais como canis, galinheiros, chiqueiros, ou ainda, locais com
vegetacdo mais intensa. Cabe ressaltar que as armadilhas foram expostas tentando diminuir ao
maximo, a interferéncia de outras fontes de luz presentes, minimizando a possivel competi¢ao

com a isca luminosa da armadilha.

Foram utilizadas 17 armadilhas, sendo que 14 armadilhas foram expostas na area
urbana do bairro e trés armadilhas foram expostas na verde (Fig.4). Na figura 4, a letra A
corresponde ao somatdrio das trés armadilhas expostas na area verde, e as letras de B a O

correspondem as armadilhas expostas na area urbanizada.
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Fig.4 — Distribuigao dos pontos de coleta no Bairro Baronesa — Area urbana e 4rea verde

A exposi¢do das armadilhas teve duracdo de 12 horas ininterruptas, sendo ligadas

aproximadamente as 18 horas e retiradas as 6 horas do dia seguinte.

3.2.1-2 — Coletas nao sistematizadas

As coletas ndo sistematizadas foram introduzidas no decorrer do projeto, no sexto més
de captura, com o objetivo principal de aumentar o nimero de exemplares fémeas, destinados
a verificacdo de infec¢do natural. Além disto, a introdu¢do de outro método possibilitaria a

captura de uma maior diversidade de espécies de flebotomineos que constituem a fauna local.

A principio foi introduzida a captura com a Armadilha de Shannon, que consiste de
uma armacao central em forma retangular, com duas superficies externas igualmente de pano.
No campo, a armadilha deve permanecer suspensa e fixada por meio de corda em quatro
pontos amarrados em arvores ou a estacas. Em seu interior podem ser colocados outros
atrativos, como fonte de luz, ou em alguns casos, animais. Neste caso, considera-se que o
homem também pode funcionar como atrativo, objetivando avaliar a antropofilia. Os insetos

atraidos sdo coletados nas paredes da armadilha, através do capturador de Castro (ou tubo



aspirador). Nao obtendo sucesso com este método de captura, foi verificado que os
flebotomineos ndo estavam sendo atraidos para a armadilha de Shannon, que utilizava como
isca principal a luz, mas se encontravam em grande numero bem proximo da instalacdo da
armadilha, mais precisamente no local onde se encontravam dois caes (Fig.5). Assim sendo,
foi utilizado apenas o método manual de captura, com aspirador de succ¢ao (capturador de

Castro), diretamente no local onde se encontravam os flebotomineos.

Fig.5 — Local de captura dos flebotomineos nas coletas ndo sistematizadas

3.2.2 — Preparacio e montagem dos flebotomineos

As armadilhas foram encaminhadas ao laboratério, para realizagdo da triagem e
sexagem dos flebotomineos. Os machos foram sacrificados em vapor de éter, acondicionados
em tubos de ensaio contendo alcool a 70° e posteriormente preparados, montados e
identificados, de acordo com as técnicas de rotina adotadas pelo Centro de Referéncia
Nacional e Internacional para Flebotomineos (CRNIF) do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ. As fémeas mantidas vivas foram destinadas a pesquisa de infecc¢ao

natural, as demais também foram preparadas, montadas e identificadas como os machos.



3.2.3 — Acondicionamento das fémeas

As fémeas vivas provenientes de ambas as coletas, sistematizadas e ndo
sistematizadas, foram utilizadas para a observacdo de infec¢do natural. Para isto, eram
acondicionadas em potes apropriados para criagdo, mantidos em condi¢des ideais de umidade
e temperatura, sendo alimentadas apenas com solugdo agucarada, at¢ o momento de

identificacdo especifica, para posterior pesquisa de parasitos.

3.2.4 — Identificacao especifica dos flebotomineos

Todos os insetos provenientes das capturas realizadas foram identificados até ao nivel
de espécie através de microscopia Optica, dando prioridade a observagdo de estruturas que
seguem a proposta do (Grupo Cipa 1991) e seguindo a classificagdo de (Young & Duncan

1994).

As fémeas utilizadas para a pesquisa de infec¢do natural, foram identificadas através
das espermatecas, utilizando-se para isto, o ultimo segmento do abdomen. Também foi
utilizada como caractere taxonomico, para a identificagdo especifica, a visualizagcdo do cibario

das fémeas, mantendo no momento da dissec¢do a parte ventral da cabega voltada para cima.

3.2.5 — Verificacido da infec¢cao natural dos flebotomineos

Foram utilizados dois métodos de verificacdo de infec¢do natural nas fémeas
capturadas. Nos primeiros seis meses a pesquisa de infec¢do foi realizada através da dissec¢ao
do trato digestivo das fémeas. Nos seis meses restantes, este estudo foi realizado através da
pesquisa de DNA do parasito nas fémeas capturadas. Este ultimo método foi realizado

utilizando a técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR).

3.2.5-1 — Disseccao

Este procedimento teve por objetivo permitir a visualizagdao de parasitos no interior do
intestino das fémeas de flebotomineos de forma a demonstrar a infeccao natural das mesmas.
Consistiu em retirar todo o tubo digestivo dos insetos em solugdo salina com o auxilio de dois

estiletes entomoldgicos sobre uma ldmina de microscopia em microscopio estereoscopio.



Retirado o intestino, o material foi recoberto com laminula fazendo-se entdo a pesquisa de

parasitos ao microscopio optico (Gontijo 1989).

Caso encontrado alguma forma flagelada, estas seriam inoculadas em hamster
associadas ao conteudo de glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis com o objetivo de
aumentar a capacidade de infecgdo das mesmas. Observada positividade no hamster
inoculado, seria realizado o isolamento do parasito, através de biopsia da lesdo, para meio de

cultura e posterior caracterizacdo da amostra.

3.2.5-2 — PCR dos flebotomineos

As fémeas destinadas a verificacdo de infeccdo natural através da pesquisa de DNA
foram identificadas e separadas em “pools” por espécie. Cada “pool” era constituido de 20
fémeas, todas pertencentes a mesma espécie. Também foram utilizados como controles
negativos, dois “pools” de fémeas de L. longipalpis provenientes da colonia existente no
laboratério e livres de infec¢do por leishmanias. Os controles positivos eram constituidos de

fémeas de L. longipalpis e DNA extraido de culturas de Leishmania braziliensis e L. chagasi.

A extragdo de DNA foi realizada utilizando o kit comercial de extragdo
GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation (Amersham Biosciences). O “pellet” de

DNA foi ressuspendido em 100 pl da solugdo de hidratacao.

O par de iniciadores escolhido para realizagdo da PCR e detecgdo de Leishmania spp
foi determinado a partir da regido conservada do minicirculo da molécula de DNA do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania. As seqiiéncias dos iniciadores utilizados para realizagao
da técnica s3o as seguintes: Primer A: 5’-(G/C)(G/C)(C/G)CC (A/C)CT AT(A/T) TTA CAC
AAC CCC 3’ e Primer B: 5 GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’ (Degrave et al. 1994).
Para a amplificacio do DNA foi utilizada a técnica de “hot start” conforme descrita por
Michalsky et al. (2002) em equipamento termociclador automatico (Perkin-Elmer-

GeneampPCRSistem 2400).

Nas amostras positivas para a PCR genérica foi realizado o diagndstico especifico.
Foram utilizados pares de iniciadores especificos para L. infantum, segundo metodologia
descrita por Cortes et al. (2004), os pares de iniciadores B1/B2 especificos para espécies do

complexo L. braziliensis (De Bruijn & Barker 1992) e M1/M2 especificos para espécies do



complexo L. mexicana (Eresh et al. 1994) de acordo com os protocolos descritos por Gomes
et al. (1995).

A técnica de extracdo do DNA a partir das fémeas foi avaliada utilizando um par de
iniciadores que amplificam um gene constitutivo do género Lutzomyia, o gene da cacofonia,
regido IVS6 com a seguinte seqiiéncia: SLlcac [5’-GTGGCCGAACATAATGTTAG- 3] e
3LIcac [S’CCACGAACAAGTTCA ACATC-3’] (Lins et al. 2002). O método para a
amplificacdo do DNA foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Pita-Pereira et

al. (2005).

A andlise dos produtos da PCR foi realizada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata 0,2%. O marcador de peso molecular utilizado
foi o @X174, digerido por Hae III, com 11 fragmentos variando de 72 a 1357pb. Aplicou-se
no gel 10ul da solucao: 5ul de tampao (bromofenol blue) e Sul do produto amplificado.

3.3 — Dados climatolégicos

Os dados climatolégicos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e
pluviosidade (mm?), referentes ao periodo de estudo foram obtidos junto a Geréncia de
Zoonose, Belo Horizonte/MG. A coleta dos dados foi realizada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), 5° Distrito de Meteorologia (5° DISME), Se¢do de Observag¢do e Meteorologia
Aplicada (SEOMA).

3.4 — Estudo da infeccao canina

A soroprevaléncia, a prevaléncia da infeccdo e da doenga dos cdes na area foram
calculadas através de estudo seccional no inicio dos trabalhos. Na observacdo do status
clinico, os caes foram classificados em assintomaticos e sintomaticos. Foram considerados
sintomaticos os cdes que apresentavam sinais clinicos sugestivos da doenga, tais como:
emagrecimento, alopecia localizada e/ou generalizada, opacificagdo das cdrneas,
ceratoconjuntivite, onicogrifose, edema de patas, ascite e hemorragia. Os demais cdes foram

classificados como assintomaticos.



3.4.1 — Amostra dos caes

Para o calculo da amostra de cdes a serem trabalhados no estudo, foram considerados
alguns parametros, de acordo com o “Calculo de amostra para determinar prevaléncia”
(WHO, 1995). Estes parametros estio citados abaixo:

(1) prevaléncia esperada da infec¢do canina na area de estudo: para isto foi utilizada uma
média das prevaléncias obtidas nos ultimos trés anos, através de exames sorologicos
realizados no municipio pela Secretaria Municipal de Saude de Santa Luzia;

(2) nimero total de caes do bairro, estimado através da ultima campanha de vacinagdo contra
a raiva (setembro de 2004);

(3) intervalo de confianga a 95%;

(4) precisao de 50%.

O célculo da amostra foi realizado com a ajuda do Microsoft Excel. Sabendo-se que a
populagcdo total de cdes do bairro ¢ estimada em 1200 e que a prevaléncia média de

leishmaniose visceral canina esta em torno de 20%, a amostra calculada para este estudo foi
9

de 205 caes.

3.4.2 — Método de alocacio

Para garantir representatividade da populagdo canina da éarea e evitar vicio de selegdo,
o seguinte processo foi utilizado para amostragem dos caes a serem investigados:
(1) Divisao da area de estudo de acordo com o Programa de Saude da Familia (PSF) do
bairro;
(2) Selecao aleatéria dos domicilios por area subdividida; realizada de acordo com o roteiro

de visitas da equipe do PSF.

Este método de alocacdo para a selecdo da amostra de cdes que participariam do
estudo foi testado anteriormente através de uma coleta piloto na regido, verificando a
viabilidade de condu¢do deste método, verificando também as possibilidades de vicio na

amostragem.

A equipe do PSF foi responsavel pela distribuicdo dos convites para a realizacdo da
coleta de sangue dos caes. A escolha dos domicilios foi feita aleatoriamente de forma a

abranger todo o bairro.



3.4.3 — Trabalho de campo

O trabalho de campo foi realizado por uma equipe composta de dois técnicos
responsaveis pela coleta de sangue e um veterinario que foi responsavel pelo exame clinico

dos animais, observando os sinais da leishmaniose visceral canina.

3.4.4 — Consentimento

Os proprietarios dos caes que participaram do estudo foram comunicados sobre o
objetivo deste estudo, solicitando o seu consentimento para a autorizacao da participagdao do

cdo no trabalho.

Os caes receberam um ntimero de identificacdo de acordo com a ordem de entrada na
pesquisa. Os mesmos numeros foram utilizados para identificacdo das amostras de sangue

coletadas.

3.4.5 — Certificado de licen¢a do projeto

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados conforme as
recomendacgdes do Colégio Brasileiro de Animais de Experimentagdo (COBEA), e em
concordancia com a Lei n°. 6.638, de 8 de maio de 1979, que estabelece normas praticas
Didatico-Cientificas de conduta de pesquisa em animais. O projeto foi aprovado pela
Comissio de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ recebendo a licenca de numero

P.0243/05 (Anexo II).

3.4.6 — Conduciao do trabalho de campo

Todos os cdes amostrados foram examinados para posterior preenchimento das fichas
clinicas-epidemiologicas. Para a identificacdo da soroprevaléncia dos cdes foram coletadas
amostras de sangue e utilizados os testes sorologicos RIFI e ELISA, por serem testes com boa
sensibilidade. Uma aliquota do sangue coletado foi congelada a -20°C para utilizagdo no
diagnoéstico molecular. Foram considerados caes infectados aqueles que apresentaram pelo
menos uma amostra clinica positiva na PCR e cdes doentes quando a sorologia e/ou PCR

positiva estava associada a sinais clinicos da leishmaniose. Um grupo de cdes com sorologia



positiva foi utilizado na pesquisa parasitologica (molecular ¢ mielocultura), para posterior

comparagao ¢ tentativa de isolamento do parasito.

3.4.7 — Ficha de identificacao e clinica

Na ficha clinica foram anotados os sinais e sintomas que sdo importantes na
identificacdo da doenga e as seguintes informacdes dos animais: idade, sexo, raca e

procedéncia (Anexo I).

3.4.8 — Mascaramento

Para evitar o vicio na interpretacdo dos resultados, os técnicos que processaram o0s
testes no laboratdrio receberam as amostras codificadas e ndo tiveram conhecimento prévio
dos animais que apresentavam sinais ou sintomas de leishmaniose. Os exames de laboratdrio

foram processados de forma independente.

3.4.9 — Diagnostico sorologico

A presenca de anticorpos anti-Leishmania nas amostras coletadas foi determinada
através dos testes RIFI e ELISA. Para a execu¢ao dos testes foram incluidos soros apropriados

para controle negativo e positivo das reagoes.

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi realizada a partir de soro diluido
em solucdo tampao fosfato (PBS — NaCl 15mM, Na,HPO4 0,72 mM, NaH,PO, 0,28mM)
utilizando-se o kit para imunofluorescéncia indireta para diagnostico de leishmaniose canina
produzido por BIO-MANGUINHOS/ FIOCRUZ. A reacdo antigeno-anticorpo ¢ evidenciada
pelo conjugado de anti-imunoglobulina de cdo com isotiocianato de fluoresceina (FITC) em
microscopio de fluorescéncia. Sua execucao foi realizada de acordo com as especificagdes do

fabricante em soros diluidos a partir de 1:40 até 1:1280.

A Reacdo Imunoenzimatica (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) permite
a determinagdo de um resultado quantitativo pela deteccdo de imunoglobulinas da Classe IgG
(anti — Leishmania sp.) presentes no soro canino. Os principios do teste de ELISA sdo: os

anticorpos especificos de animais positivos irdo se ligar aos antigenos fixados a parede da



placa pelo processo de sensibilizagdo; apds o procedimento da primeira lavagem para remover
o excesso de material e de anticorpos da classe IgG anti-Leishmania nao ligados aos
antigenos, adiciona-se o conjugado anti-IgG de cdo que se ligara especificamente aos
anticorpos anti - Leishmania, resultando na formag¢ao de um complexo sanduiche: Ag Leish +
IgG cao anti-Leish + Anti IgG cdo-peroxidase. Apds a segunda lavagem para remover o
conjugado excedente ndo ligado, os complexos ligados sdo detectados pela incubagdo com
substrato (OPD). H4 o aparecimento da cor amarela que muda para laranja pela adicdo do
acido sulfurico usado para interromper a reagdo enzimatica; a intensidade da cor ¢ diretamente

proporcional a quantidade de IgG anti-Leishmania presente na amostra.

3.4.10 — Destino dos caes positivos

Este trabalho foi realizado em cooperagdo com a Secretaria Municipal de Saude de
Santa Luzia/Setor de Zoonoses ¢ de acordo com as medidas do Programa de Controle de
Leishmanioses (PCL) do municipio. Todos os cdes com exames sorologicos positivos foram
retirados dos domicilios e sacrificados no canil do setor de Zoonoses da Secretaria Municipal
de Saude de Santa Luzia. Cabe ressaltar que antes de serem sacrificados, foram coletados
outros tecidos de alguns caes para posterior diagnodstico parasitologico (molecular e

mielocultura).

3.4.11 — Diagnéstico Molecular

Para o diagnéstico molecular foram utilizadas aliquotas do sangue periférico total de
todos os caes amostrados e puncdo de medula dssea e fragmento de pele da orelha de alguns
animais com sorologia positiva. Todas as amostras clinicas coletadas foram congeladas e

utilizadas como fonte de DNA para as reagdes de amplificagdo.

3.4.11-1 — Extracdo de DNA

Foi utilizado o Kit comercial (GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit,
Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA) especifico para amostras de sangue
periférico total e medula 6ssea, conforme as especificagdes recomendadas pelo fabricante e
para a extracdo de DNA do fragmento de pele foi utilizado o kit comercial de extracdao

GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation (Amersham Biosciences).



3.4.11-2 — Reac¢do em cadeia da polimerase (PCR)

O par de iniciadores escolhido para realizagdo da PCR e detecgdo de Leishmania spp
foi determinado a partir da regido conservada do minicirculo da molécula de DNA do
cinetoplasto (kKDNA) de Leishmania. As seqiiéncias dos iniciadores utilizados para realizagio
da técnica sdo as seguintes: Primer A: 5°-(G/C)(G/C)(C/G)CC (A/C)CT AT(A/T) TTA CAC
AAC CCC 3’ e Primer B: 5> GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3’ (Degrave et al., 1994).
O método para a amplificagdo do DNA foi a técnica de “hot start” conforme descrita por
Michalsky et al.,, 2002. Um equipamento termociclador automatico (Perkin-Elmer-
GeneampPCRSistem 2400) foi utilizado para a amplificagao.

Para o diagnostico especifico das amostras positivas na PCR genérica foi realizada a
PCR segundo metodologia descrita por Cortes et al., 2004 utilizando o par de iniciadores
MCI1/MC2 especificos para Leishmania infantum (=L. chagasi). As amostras positivas na
PCR genérica e negativas na PCR especifica para L. infantum foram testadas com os
iniciadores B1/B2 especificos para espécies do complexo L. braziliensis (de Bruijn & Barker,
1992) e M1/M2 especificos para espécies do complexo L. mexicana (Eresh et al., 1994) de

acordo com os protocolos descritos por Gomes et al. 1995.

3.4.11-3 — PCR para a amplificacio do gene codificador da proteina p globina

Com o objetivo de avaliar a extragdo de DNA das amostras clinicas com resultados
negativos, foi realizada a amplificacdo de um fragmento de DNA presente num gene
constitutivo de mamiferos, o qual codifica para a proteina B globina. Os iniciadores utilizados
nessa PCR foram os seguintes: f globina: 5>CAACTTCATCCACGTTCACC 3’ e B globina
01: > ACACAACTGTGTTCACTAGC 3’. Uma mistura contendo 2,5mM de cada ANTP em
uma solucao tampao com 100mM Tris-HCI (pH 9,0), 15mM de MgCL; e 500mM de KCI;
10pmoles de cada primer e 0,4ul de Taq DNA polimerase (5U/ul) foi completada com 2,0ul
de DNA, de forma a obter um volume final de 20,0ul.

Um equipamento termociclador automatico (Perkin-Elmer-GeneampPCRSistem 2400)
foi utilizado para a amplificagdo. O programa utilizado foi o seguinte: 94°C por 3 minutos,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos para desnaturagdo, 45°C por 30 segundos para
anelamento e 72°C por 45 segundos para extensdo. Segue a 72°C por 5 min para a extensdo

final.



3.4.11-4 — Analise dos produtos da PCR

A amplificagdo do DNA foi observada a partir de eletroforese em gel de agarose a
1,5% preparado em tampao tris-EDTA (TE), em que 10 a 20ul do produto amplificado foram
aplicados ao gel em uma cuba eletrolitica em presenga de tampao TBE (89mM de Tris-borato,
2mM de EDTA, pH 8,2). Ap6s a migracao, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio
e observado em luz ultravioleta para a identificagdo dos fragmentos de DNA amplificados. O
peso do fragmento amplificado foi comparado a um marcador de peso molecular padrao,
@X174, digerido por Hae III, com 11 fragmentos variando de 72 a 1357pb, que determinou o
resultado da reagdo. Entretanto, todas as reacdes corridas em gel de agarose foram também
analisadas através da eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de prata
0,2%. O marcador de peso molecular utilizado foi o ¥X174, digerido por Hae III, com 11
fragmentos variando de 72 a 1357bp. Aplicou-se no gel Sul de tampao de amostra
(bromofenol blue). Os resultados obtidos no gel de agarose foram posteriormente comparados

com os resultados obtidos no gel de poliacrilamida.

3.5 — Mielocultura para isolamento de parasitos e caracterizacio de amostras

Apo6s 24 horas em solugdo salina com antibiotico (Penicilina 100U/ml, Estreptomicina
100pg/ml, Garamicina 40 pg/ml) na concentragdo de 2ml por litro de meio, uma pequena
amostra da medula 6ssea foi colocada em meio de cultura NNN (Novy Mc Neal e Nicolle)
enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantido a 26° C. O exame da cultura foi
feito semanalmente e considerado positivo quando observada a presenca de formas
promastigotas de Leishmania sp. Se no prazo maximo de quatro semanas a cultura nio
positivou o resultado foi considerado negativo. As amostras isoladas foram criopreservadas e
depositadas no banco de cepas do Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René

Rachou.

Para a caracterizacdo foram utilizadas amostras positivas na PCR genérica, além das
amostras positivas na mielocultura. Estas amostras foram caracterizadas através de técnicas

moleculares (descritas acima).



3.6 — Processamento e analises dos dados

As informacdes do exame clinico dos caes, e dos resultados dos diversos testes
realizados foram codificadas e digitadas, utilizando-se um programa dedicado a entrada de
dados (Epidata 2.1). A verificagdo da digitacdo foi feita durante a reentrada dos dados, sendo
corrigidas todas as divergéncias detectadas. Apds as reentradas foi verificada a consisténcia
interna dos dados, com revisdo da digitacdo e codificacdo dos dados sempre que necessario.
Além disto, foi criado um banco de dados no Microsoft Office Excel, com todos os resultados
referentes a pesquisa canina e as coletas de flebotomineos, sistematizadas e nao

sistematizadas.

A comparacao da propor¢do de caes positivos nos testes soroldgicos e parasitologicos
(molecular e mielocultura) foi realizada utilizando o Teste Qui-quadrado através do programa
MINITAB 13, as comparagdes multiplas foram realizadas utilizando a metodologia de
Bonferroni. O indice de Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre todos os testes
realizados, comparando-os dois a dois, utilizando o programa SPSS 12. O coeficiente de
correlacdo de Spearman foi realizado para testar a associagdo entre os dados climatolégicos e
a densidade total de flebotomineos coletados durante o periodo de estudo e utilizou-se o
programa SPSS 12. Cabe ressaltar que todos os testes estatisticos foram realizados com 95%

de confiancga.



Resultados



4 — Resultados

4.1 — Estudo da fauna e infeccio natural dos flebotomineos

O estudo da fauna e infeccao natural dos flebotomineos foi realizado através de coletas
sistematizadas e ndo sistematizadas. Os resultados serdo apresentados a seguir, segundo os

métodos de captura utilizados neste trabalho.

4.1.1 — Coletas sistematizadas

As coletas sistematizadas foram realizadas mensalmente com armadilhas luminosas de
Falcdo, durante o periodo de um ano consecutivo, sendo a primeira coleta datada de

novembro de 2004 e a ultima coleta datada de outubro de 2005.

Todos os exemplares coletados foram identificados de acordo com a classificacdo de

Young & Duncan (1994).

Apo6s 12 meses de captura, foram coletados um total de 1277 espécimes de
flebotomineos, sendo 307 fémeas (24%) e 970 machos (76%). A distribui¢do de espécies
capturadas por més e sexo ¢ mostrada na Tabela 1. As seguintes espécies foram capturadas:
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva 1912), Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia
(Lutz & Neiva 1912), Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho 1939),
Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai (Coutinho & Barreto 1940), Lutzomyia cortelezzii (Brethes
1923), Lutzomyia (Nyssomyia) neivai (Pinto 1926) e Lutzomyia (Micropygomyia) oliveirai
Martins, Silva & Falcao 1970.
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A espécie L. whitmani foi representando 75% do total de exemplares de flebotominios
capturados na area de estudo, seguida de L. longipalpis, com 19% do total (Fig. 6). A tabela 2

mostra a distribuicdo das espécies de flebotomineos capturadas.

Fig. 6 — Representacio do total de flebotomineos coletados
por espécies, no Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG — no
periodo entre Nov/04 e Out/05

2%
2%
2%

OL. longipalpis 19%

B L. whitmani
EL. pessoai
EL. intermedia

O Outras espécies

Tabela 2 — Distribuicio total das espécies de flebotomineos capturadas com
armadilhas luminosas nas coletas sistematizadas no periodo entre Nov/04 e Out/05, no

Bairro Baronesa, Santa Luzia/ MG

Espécies Total %

L. longipalpis 246 19,3
L. whitmani 958 75,0
L. pessoai 27 2,1
L. intermedia 21 1,6
L. cortelezzii 12 0,9
L. oliveirai 1 0,1
L. neivai 8 0,6
Lutzomyia sp. 4 0,3
Total 1277 100

A tabela 3 mostra a distribuicao das espécies coletadas de acordo com sexo e os

pontos de coleta.
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As coletas referentes a area verde representaram 77,8% do total de exemplares
coletados, sendo o restante, 22,2% capturados na zona urbana. Como dito anteriormente, L.
whitmani foi a espécie mais abundante com 75% do total capturado, seguida de L. longipalpis
com 19%. Entretanto, quando comparadas as duas espécies em relagdo as areas onde foram
expostas as armadilhas, foi verificada uma diferenca estatisticamente significativa (P<0,05)
(Tabela 4), com a predominancia de L. whitmani na area verde e de L. longipalpis na area
urbana (Fig.7).

Tabela 4 — Comparacio da proporgcio de L. longipalpis e L. whitmani segundo a area de
captura — Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG — Nov/04 a Out/05

Total

246

958

1204

P<0,05

Fig.7 — Ocorréncia de L. longipalpis e L. whitmani segundo a area de captura no Bairro
Baronesa, Santa Luzia/MG — Nov/04 a Out/05
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4.1.2 — Coletas nao sistematizadas

As coletas ndo sistematizadas foram introduzidas no estudo com o objetivo principal
de aumentar o nimero de fémeas destinadas a verificagdo de infeccdo natural, uma vez que
este numero estava muito baixo utilizando-se apenas as coletas mensais com armadilhas
luminosas de Falcdo. Assim foram realizadas cinco coletas ndo sistematizadas, entre maio de
2005 e setembro de 2005. As capturas foram realizadas manualmente utilizando o capturador

de Castro diretamente no local onde estavam presentes os flebotomineos.

Nas coletas nao sistematizadas foram capturados um total de 275 exemplares
pertencentes a cinco espécies: Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia, Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani, Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai e Lutzomyia
cortelezzii. Deste total 91 (33%) eram fémeas e 184 (67%) foram representados por
exemplares machos. A tabela 5 mostra a distribuicdo dos exemplares coletados nestas

capturas por més e sexo.

Tabela 5 — Coletas nao sistematizadas realizadas entre Mai/05 e Set/05 — Bairro
Baronesa, Santa Luzia/MG
Espécies Mai/05 Jun/05 Jul/05 Ago/05 Set/05 Total
¢ 4 2 4 @ 4 @ & ¢ 4|1 ¢ 4

L. longipalpis 5 42 2 15 3 10 7 22 12 40 | 29 129

L. whitmani 19 4 2 3 5 6 3 11 4 16 | 33 40
L. pessoai 5 5 2 1 1 1 1 2 4 2 13 11
L. intermedia 2 0 0 0 0 1 4 0 3 1 9 2

L. cortelezzii 4 1 0 0 0 0 2 0 1 1 7 2

Total 35 52 6 19 9 18 17 35 24 60 | 91 184




Diferente do que foi observado nas coletas sistematizadas, a espécie mais
predominante neste tipo de captura foi L. longipalpis com 158 (57,5%) do total seguida por L.
whitmani com 73 (26,5%) (Fig.8). Entretanto, esta predominancia foi valida apenas para os
machos, ja que o nimero de fémeas capturadas de L. whitmani (33) foi ligeiramente superior
ao de L. longipalpis (29) (Fig.9). As outras espécies coletadas ja haviam sido capturadas
anteriormente nas coletas sistematizadas, entretanto, neste tipo de coleta elas apareceram mais
freqiientemente: L. pessoai com 24 (8,7%) exemplares, L. intermedia com 11 (4%)

exemplares e L. cortelezzii com 9 (3,3%) exemplares.

Fig. 8 - Distribuicio por espécies das coletas nio sistematizadas realizadas no
Bairro Baronesa, Santa Luzia/M G, entre Mai/05 e Set/05
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Fig. 9 - Nimeros de machos e fémeas de L.
longipalpis e L. whitmani capturados nas coletas nao
sistematizadas, Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG -
2005

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20

29 33

[ I

Machos Fémeas

Flebotomineos

m L. longipalpis @ L. whitmani ‘




4.1.3 — Verificacao de infeccao natural

Para a verificagdo de infeccdo natural das fémeas capturadas foram utilizados dois
métodos: a disseccdo e a pesquisa de DNA do parasito através da técnica da reacdo em cadeia

da polimerase (PCR).

4.1.3-1 — Dissec¢ao

A disseccdo consistiu na retirada do trato digestivo das fémeas, para procura do
parasito e tentativa de isolamento do mesmo. Durante os seis primeiros meses (Novembro de
2004 a Abril de 2005) foram capturadas 134 fémeas pertencentes a cinco espécies: Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis, Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia, Lutzomyia (Nyssomyia)
whitmani, Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai e Lutzomyia cortelezzii (Tabela 6).

Tabela 6 - Total de Fémeas coletadas mensalmente no Bairro Baronesa,

Santa Luzia/MG, entre Nov/04 e Abr/05

Espécies nov/04 dez/04 jan/0S fev/0S wmar/05 abr/05 Total
L. longipalpis 14 3 0 3 6 2 28
L. whitmani 13 5 4 37 28 14 101
L. pessoai 0 0 0 0 1 0 1
L. intermedia 0 0 0 0 0 2 2
L. cortelezzii 0 0 0 0 0 2 2
Total 27 8 4 40 35 20 134

Deste total de 134 fémeas foram dissecadas 102, sendo 73 (71,6%) pertencentes a
espécie L. whitmani, 24 (23,5%) L. longipalpis, uma fémea de L. pessoai, duas de L.
intermedia e duas de L. cortelezzii, correspondendo estas tltimas a 4,9% do total de fémeas

dissecadas.

Utilizando este método para a verificagdo de infec¢cdo natural, ou seja, a disseccdo do
trato digestivo dos flebotomineos, ndo foi encontrada nenhuma forma flagelada em todas as

fémeas dissecadas.



4.1.3-2 — PCR das fémeas capturadas

Nos ultimos seis meses de coleta com armadilhas luminosas (Maio de 2005 a Outubro
de 2005) as fémeas capturadas foram destinadas a verificagdo de infeccdo natural através da
técnica da PCR. As fémeas mantidas vivas eram identificadas e separadas em “pools”
especificos. Neste periodo foram coletadas 173 fémeas pertencentes a cinco espécies:
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis, Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia, Lutzomyia
(Nyssomyia) whitmani, Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai ¢ Lutzomyia cortelezzii, sendo a

espécie mais abundante L. whitmani seguida por L. longipalpis (Tabela 7).

Tabela 7 - Total de fémeas coletadas mensalmente no Bairro Baronesa,

Santa Luzia/MG, no periodo de Mai/05 a Out/05

Espécies mai/05 jun/05 jul/05 ago/05 set/05 out/05 Total
L. longipalpis 7 8 0 5 6 6 32
L. whitmani 10 9 12 45 14 25 115
L. pessoai 0 1 2 0 5 3 11
L. intermedia 0 1 0 1 4 2 8
L. cortelezzii 0 1 0 0 3 3 7
Total 17 20 14 51 32 39 173

As fémeas capturadas nas coletas ndo sistematizadas também foram destinadas a
verificagdo de infec¢do natural. Neste tipo de captura foi coletado um total de 91 fémeas

pertencentes as mesmas espécies capturadas nas armadilhas luminosas (Tabela 8).

Tabela 8 - Coletas niio sistematizadas - fémeas capturadas entre

Mai/05 e Set/05 - Bairro Baronesa - Santa Luzia MG

Espécies mai/05 jun/05 jul/05 ago/05 set/0S Total
L. longipalpis 5 2 3 7 12 29
L. whitmani 19 2 5 3 4 33
L. pessoai 5 2 1 1 4 13
L. intermedia 2 0 0 4 3 9
L. cortelezzii 4 0 0 2 1 7
Total 35 6 9 17 24 91




Desta forma foram capturadas 264 fémeas nos ultimos seis meses de coletas e
constituidos 11 “pools” para a pesquisa do DNA do parasito a partir de 211 fémeas vivas.
Foram seis “pools” com 20 exemplares cada de L. whitmani, dois “pools” com 20 exemplares
cada de L. longipalpis, um “pool” com 20 exemplares de L. pessoai, um “pool” com 17

exemplares de L. intermedia e um “pool” com 14 exemplares de L. cortelezzii.

O sistema de detecg@o baseado na PCR foi capaz de amplificar o fragmento de 120pb
do género Leishmania em dois “pools”, sendo um “pool” de L. whitmani ¢ um “pool” de L.
cortelezzii. Os controles, positivo ¢ negativo, funcionaram e demonstraram a eficacia tanto da
extracdo dos “pools” quanto da reacdo. A foto do gel abaixo (Fig.10) mostra a detec¢ao destes

fragmentos.

194pb

120pb
118pb

Figura 10 — Gel de Poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata a 0,2%, mostrando
produtos amplificados na PCR genérica (Primers A/B, Degrave et al. 1994) de “pools”
de fémeas capturadas no Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG. Canaletas: PM — Marcador
de peso molecular @X174; 1 a 6 — “pools” de L. whitmani; 7 — “pool” de L. intermedia;
8 — “pool” de L. pessoai; 9 — “pool” de L. cortelezzii; 10 e 11 — “pool” de L. longipalpis;
CFC - Controle de flebotomineos (ndo infectados); CP — Controle positivo: fémeas de
L. longipalpis ¢ DNA extraido de culturas de Leishmania braziliensis; CN — Controle
negativo: mistura dos reagentes sem DNA.

Para o diagnostico especifico das amostras consideradas positivas foi realizada a PCR
segundo a metodologia descrita por Cortes et al. (2004) utilizando o par de iniciadores
MCI1/MC2 especifico para Leishmania infantum (=L. chagasi) ¢ o par de iniciadores B1/B2
especifico para espécies do complexo L. braziliensis (De Bruijn & Barker 1992). Desta forma,
o “pool” de L. whitmani foi positivo somente para L. braziliensis apresentando a banda

diagnostica de 750pb ¢ o “pool” contendo os exemplares de L. cortelezzii apresentou produto



amplificado de 447pb correspondente a espécie L. infantum (= L. chagasi) conforme

visualizado nas figuras 11 e 12 respectivamente.

872pb

603pb

Figura 11 — Gel de Poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata a 0,2%,
mostrando o diagnoéstico especifico (Primers: B1/B2, De Bruijn & Barker 1992) do
“pool” infectado de L. whitmani. Canaletas: PM — Marcador de peso molecular
@X174; CP — Controle Positivo: fémeas de L. longipalpis e DNA extraido de culturas
de Leishmania braziliensis; CN — Controle Negativo: mistura dos reagentes sem
DNA; LW — “Pool” de L. whitmani CFC — Controle Flebotomineos da Colénia (ndo
infectados).

603pb

310pb

Figura 12 — Gel de Poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata a 0,2%, mostrando
o diagnostico especifico (Primers: MC1/MC2, Cortes et al. 2004) do “pool” infectado de
L.cortelezzii. Canaletas: PM — Marcador de peso molecular @3X174; CP — Controle
Positivo: fémeas de L. longipalpis e DNA extraido de culturas de Leishmania chagasi;
CN — Controle Negativo: mistura dos reagentes sem DNA; CFC — Controle
Flebotomineos da Col6nia (ndo infectados); LC — “Pool” de L. cortelezzii.




A avaliacdo da extragdo do DNA das amostras realizada utilizando o par de
iniciadores capaz de amplificar fragmentos do gene constitutivo do género Lutzomyia (gene
da cacofonia) confirmou a eficiéncia do processo, ja que todas as amostras geraram um
produto de 220pb, referente a seqiiéncia da regido IVS6 (Fig.13). Assim, foi possivel
demonstrar a viabilidade deste método em detectar o DNA de Leishmania em “pools”

contendo fémeas de flebotomineos naturalmente infectadas.

234pb

Figura 13 — Gel de Poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata a 0,2%,
mostrando produtos amplificados na PCR do gene constitutivo do género
Lutzomyia (gene da cacofonia) (Primers: SLlcac/3LIcac). Canaletas: PM —
Marcador de peso molecular @X174; 1-4 — “pools” de L. whitmani; 5 - “pool” de
L. intermedia; 6 - “pool” de L. pessoai; 7 - “pool” de L.cortelezzii; 8, 9 - “pools”
de L. longipalpis;




4.2 — Correlacio com dados cilmatologicos

Nao foi encontrada nenhuma correlacdo estatisticamente significativa, utilizando
coeficiente de correlacdo de Spearman, entre a densidade total de flebotomineos e as varidveis
climaticas utilizadas, dentro do periodo estudado (Tabela 9). A figura 14 mostra esta

correlagao mensal, dentro do periodo de realizacao do estudo.

Tabela 9 — Correlacao entre a densidade total de flebotomineos coletados no Bairro

Baronesa, Santa Luzia/MG e as variaveis climaticas — Nov/04 a Out/05

Temperatura Umidade Precipitacao

-,035(*) -,336(*) -,175(%) Coeficiente

Densidade total de ~
de correlacao

914 ,286 ,587 Valor de P

flebotomineos

* Correlag@o ndo significativa no nivel 0,05 (P-Valor)

Figura 14 — Densidade mensal de flebotomineos segundo variaveis climaticas no
periodo entre Novembro de 2004 e Outubro de 2005, Bairro Baronesa, Santa

Luzia/MG
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4.3 — Estudo da infec¢ao canina

4.3.1 — Diagnéstico sorologico e soroprevaléncia

A presenca de anticorpos anti-Leishmania nas amostras coletadas foi determinada
através dos testes RIFI e ELISA. Para o teste da RIFI foram amostrados 209 caes, sendo que
85 (41%) foram reativos, considerados positivos e 124 (59%) ndo reativos, considerados
negativos. No teste de ELISA foram amostrados 205 cdes, com 99 (48%) deste total

apresentando resultado positivo e 106 (52%) com resultado negativo (Tabela 10).

Tabela 10 — Resultados dos testes sorologicos realizados nos cies do Bairro

Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005

RIFI ELISA RIFI e/ou ELISA
Positivos 85 99 117
Negativos 124 106 88
Total 209 205 205

A soroprevaléncia foi calculada com base nos resultados dos cdes nos quais foram
realizados os dois testes sorologicos. O total de caes utilizados para este calculo foi de 205, e
foram considerados positivos os cdes com pelo menos um dos testes positivo. Desta forma,
117 caes apresentaram-se positivos na RIFI e/ou ELISA (tabela 10) e a soroprevaléncia

encontrada para o Bairro Baronesa no momento do estudo foi de 57%.

4.3.2 — Diagnéstico molecular e prevaléncia da infecciao

Para o diagndstico molecular foi utilizada a técnica da PCR em um total de 202
amostras de sangue periférico total. Destas, 85 (42%) foram positivas e 117 (58%) negativas

DNA (tabela 11).

O diagndstico molecular envolvendo as outras amostras clinicas, fragmento de pele e
medula dssea, utilizou 43 e 42 caes respectivamente, que apresentavam sorologia positiva e
foram recolhidos pela Secretaria Municipal de Saude do municipio para eutanasia. Destas 43

amostras de pele, 33 (77%) apresentaram fragmentos de 120pb, correspondente a regido



conservada do kDNA de Leishmania sp., sendo consideradas amostras positivas na PCR

genérica. Nas amostras de medula ossea, 30 (71%) foram consideradas positivas (Tabela 11).

Tabela 11 - Diagnéstico molecular em amostras clinicas de cies do Bairro Baronesa,
Santa Luzia/MG — 2005

PCR Genérica
Sangue Pele Medula
Positivos 85 33 30
Negativos 117 10 12
Total 202 43 42

A prevaléncia da infeccdo foi calculada levando-se em considerag@o os resultados do
diagnostico molecular, sendo considerado caes infectados aqueles com resultado da PCR
positiva em pelo menos uma das amostras clinicas. Dos 201 cdes analisados 108 foram

positivos sendo a prevaléncia da infec¢cdo de 54%.

4.3.3 — Grupos clinicos e prevaléncia da doenca

Os 201 caes foram classificados em sintomaticos (42) e assintomaticos (159) de

acordo com a presenga ou auséncia de sinais clinicos caracteristicos da LVC.

A prevaléncia da doenca foi calculada considerando-se o grupo de cdes sintomaticos
com participacdo nos testes sorologicos (RIFI e ELISA) e molecular (PCR sangue). Dos 42
caes sintomaticos 33 (79%) foram positivos em pelo menos um dos testes realizado,

resultando em 16% (33/201) a prevaléncia da doenga canina na populagdo estudada.

A tabela 12 mostra os resultados dos testes utilizados para o diagndstico da
Leishmaniose Canina (LC) segundo o status clinico dos caes (sintomaticos ou

assintomaticos).



Tabela 12 - Resultados dos testes de diagnodstico para Leishmaniose Canina
segundo sinais clinicos - Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005

Sorolégico Molecular
PCR Genérica
RIFI ELISA Pele Medula Sangue
Positivos 59 72 23 26 64
CA (35%) (44%) (77%) (87%) (40%)
Negativos 108 91 7 4 97
(65%) (56%) (23%) (13%) (60%)
Total CA 167 163 30 30 161
Positivos 26 27 10 8 21
CS (62%) (64%) (77%) (67%) (51%)
Negativos 16 15 3 4 20
(38%) (36%) (23%) (33%) (49%)
Total CS 42 42 13 12 41
TOTAL 209 205 43 42 202

CA — Caes assintomaticos ; CS — Cées sintomaticos

Quando analisados os resultados dos testes de diagnostico segundo os grupos clinicos
(CA e CS), foi possivel verificar que nos dois testes sorologicos realizados a porcentagem de
cdes positivos foi superior no grupo dos cdes sintomaticos € em ambos esta diferenca foi
significativa (P<0,05) quando submetidos ao teste Qui-quadrado, sendo, portanto estes testes
mais eficientes apenas quando os caes ja apresentam sinais clinicos sugestivos da doenca. Em
contra partida, na PCR, s6 quando utilizadas amostras de medula foi encontrada diferenga
significativa (P<0,05), com uma porcentagem maior de cd@es positivos no grupo dos
assintomaticos. As amostras de pele e sangue ndo apresentaram esta diferenca significativa
nos resultados (P>0,05) levando em consideragao o status clinico dos caes, o que significa que
a detec¢do de cdes infectados foi independente da sintomatologia quando utilizadas estas

amostras para o diagnostico através da PCR.



4.3.3-1 — Sorologia x PCR

A tabela 13 mostra os resultados da sorologia (RIFI e/ou ELISA) e da PCR, analisados
conjuntamente com o objetivo de verificar o nimero de caes Falso-Positivos (FP) e Falso-
Negativos (FN), uma vez que foram considerados caes infectados neste trabalho, os caes
positivos na PCR. Para esta analise foram considerados caes sorologicamente negativos, os
cdes ndo reativos na RIFI e na ELISA e cdes sorologicamente positivos aqueles que
apresentaram pelo menos um resultado reativo. Desta forma 201 caes foram analisados, sendo
30 caes considerados falso-negativos, com resultado positivo na PCR e negativo na sorologia,
e 37 caes foram considerados falso-positivos, com resultado positivo na sorologia e negativo
na PCR. Dos 30 cdes falso-negativos apenas dois eram cdes sintomaticos. No grupo dos falso-

positivos oito cdes eram sintomaticos e 29 assintomaticos.

Tabela 13 - Resultados da Sorologia x PCR dos cides do Bairro Baronesa,
Santa Luzia/MG - 2005

PCR
Positivos Negativos Total
<
O  Positivos 78 37 (FP) 115
S 39% 18% 57%
o
% Negativos 30 (FN) 56 86
@ 15% 28% 43%
Total 108 93 201
54% 46% 100%

FN — Falso-Negativos; FP — Falso-Positivos

4.3.4 — Comparacio da proporcao de positivos nos testes RIFI, ELISA e PCR sangue

A comparag¢do da propor¢do de positivos nos testes soroldgicos (RIFI e ELISA) e PCR
em amostras de sangue periférico ndo demonstrou diferenga significativa com o valor de
P>0,05. Os testes RIFI, ELISA e PCR de sangue apresentaram 41%, 48% e 42% de amostras
positivas respectivamente. O teste de ELISA foi o teste com a maior porcentagem de caes

positivos. A figura 15 mostra a comparagao dos resultados encontrados.



Fig.15 — Comparacao da proporc¢io de positivos nos testes: RIFI, ELISA e PCR em

amostras de sangue periférico de Caes do Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005
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4.3.5 — Comparaciio das amostras clinicas utilizadas na PCR

Este estudo comparou os resultados de acordo com as amostras clinicas utilizadas nas
reacdes da PCR: fragmento de pele, medula dssea e sangue periférico no grupo dos 43 caes
sorologicamente positivos. Foi verificado que existe diferenca significativa (P<0,05) entre os
resultados das trés amostras clinicas utilizadas. Na anélise de comparagdes multiplas ndo foi
observada diferenga significativa (P>0,017) entre os resultados obtidos com amostras de pele
e medula 6ssea. Para a amostra de sangue, foi observada diferenca significativa (P<0,017) em
relagdo as outras duas amostras utilizadas, sendo, portanto esta amostra a responsavel pela
diferenga encontrada na comparagdo. Desta forma, a amostra sangue foi considerada menos

eficiente quando comparada com as amostras pele e medula no grupo avaliado (Fig.16).

Figura 16 — Comparacao entre as amostras clinicas utilizadas nas reacoes da PCR —

Ciaes Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005
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4.3.6 — Comparacio da proporcio de cies sintomaticos positivos nos testes RIFI, ELISA

e PCR sangue

Apesar do teste de ELISA ter apresentado indice de positividade de 64%
aparentemente superior aos da RIFI e PCR do sangue com 62% e 51% respectivamente, nao

foi verificada diferenca significativa entre os testes (P>0,05) (Fig.17).

Figura 17 — Comparacao da propor¢ao de caes sintomaticos e positivos nos testes RIFI,

ELISA e PCR sangue, Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005
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4.3.7 — Comparacao da proporcdo de cies assintomaticos positivos nos testes RIFI,

ELISA e PCR sangue

Quando comparada a proporcdo de cdes positivos assintomdticos entre os testes
realizados, encontrou-se resultados equivalentes a comparagdo dos positivos sintomaticos. O
teste ELISA aparentemente apresentou a maior porcentagem com 44%, seguido pela PCR de
sangue periférico com 40% das amostras positivas e a RIFI com 35%. Novamente, ndo foi
encontrada uma diferenca significativa (P>0,05) entre o indice de positividade dos testes

comparados (Fig.18).



Figura 18 — Comparacio da proporcio de cies assintomaticos positivos nos testes RIFI,

ELISA e PCR sangue, Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG — 2005
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4.3.8 — Comparacio da proporcio de cdes sintomaticos positivos na PCR utilizando

amostras de pele, medula e sangue

Para esta comparagdo foi utilizado o grupo dos 43 caes com sorologia positiva. Neste

grupo apenas os caes sintomaticos com resultado positivo foram analisados e ndo houve

diferenca significativa (P>0,05) entre os resultados das amostras clinicas utilizadas (Fig.19).

Entretanto, o tamanho da amostra pode ter influenciado no resultado da analise, j4 que o

nimero de cdes sintomdticos e com resultado positivo foi pequeno, podendo ter reduzido o

poder do teste utilizado para a comparagao.

Figura 19 — Comparacio da proporcio de caes sintomaticos positivos na PCR utilizando

amostras clinicas de pele, medula e sangue, Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005
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4.3.9 — Comparaciio da proporc¢io de cies assintomaticos positivos na PCR utilizando

amostras de pele, medula e sangue

Diferente do que foi visto anteriormente na comparagdo de cdes positivos
sintomaticos, esta comparagdo apresentou diferenca significativa (P<0,05). A amostra de
sangue foi a menos eficiente (37%) na deteccdo de cdes assintomaticos positivos e
responsdvel pela diferenca significativa nas comparacdes entre as trés amostras. Nas
comparagdes multiplas ela apresentou diferenca significativa (P<0,017) tanto comparada com
as amostras de pele quanto quando comparada com as amostras de medula. Ja a comparagao

entre as amostras de pele e medula nao apresentou diferenga significativa (Fig.20).

Figura 20 — Comparacao da proporcao de caes assintomaticos positivos na PCR

utilizando amostras de pele, medula e sangue, Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG - 2005
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4.3.10 — Comparacido da proporciao de amostras positivas na PCR (pele e sangue) em

géis de agarose e poliacrilamida

Foi verificado no decorrer do projeto que dependendo do tipo de amostra utilizada, a
sensibilidade da PCR variava de acordo com o gel usado na visualizagdo do produto
amplificado. Foram entdo comparados os resultados das reagdes realizadas com amostras de
pele e sangue em géis de poliacrilamida e agarose. Apos andlise estatistica foi observada

diferenca significativa para as amostras de sangue (P<0,05). Nao houve diferenca estatistica



entre os resultados obtidos nos dois géis para as amostras de pele (P>0,05). As amostras de

medula ndo foram comparadas uma vez que foram analisadas apenas no gel de poliacrilamida.

Portanto, em relacdo as amostras de sangue, o gel de poliacrilamida foi mais sensivel
apresentando um ganho de 39% comparado ao gel de agarose. Para as amostras de pele,
apesar da diferenca ndo ter sido estatisticamente significativa, 61% das amostras foram

positivas no gel de agarose e 77% no gel de poliacrilamida (Fig.21).

Figura 21 — Comparacao dos resultados obtidos na PCR das amostras de pele e sangue
segundo os géis de agarose e poliacrilamida, B. Baronesa, SL-MG - 2005
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4.3.11 — PCR para amplificacio do gene codificador da proteina p globina

Todas as amostras negativas na PCR genérica foram avaliadas com um par de
iniciadores que amplificam um fragmento de DNA presente no gene constitutivo de
mamiferos, o qual codifica para a proteina [ globina. Das 159 amostras negativas, (10
amostras de pele, 12 de medula e 137 de sangue) apenas 28 (18%) amostras nao amplificaram
o gene codificador da proteina  globina, sendo sete de medula (58%) 20 de sangue (15%) e
uma (10%) de pele. Porém, estas amostras ndo foram excluidas das andlises, pois foi

verificada a presenca de DNA na dosagem realizada no biofotdmetro (Ependorft).



4.3.12 — Concordancia entre os testes de diagndstico da LVC

Para verificar a concordancia entre os testes de diagndsticos foi utilizado o indice de
concordancia de Kappa, sempre comparando os resultados entre dois testes distintos. Desta

forma todos os testes realizados foram comparados entre si.

Através dos valores dos coeficientes de concordancia de Kappa e suas respectivas
forcas de concordancia, foi verificado que existiu concordancia apenas entre os testes RIFI e
ELISA. Esta concordancia foi considerada regular com o valor de K entre 0,41 e 0,60
(K=0,499) e estatisticamente significativa com P<0,05 (Tabela 15). A concordancia entre os
demais testes foi considerada ruim ou fraca segundo os valores de K e ndo significativa com

valor de P>0,05.

Tabela 15 — Coeficientes de concordancia Kappa entre os testes de diagnostico realizados

RIFI ELISA PCR Pele = PCR Medula PCR
Sangue
RIFI -
ELISA 0,499* -
(0,381 ;0,617)
PCR Pele w* 0,257 -
(-0,074 ; 0,588)
PCR Medula ok 0,054 -0,105 -
(-0,252;0,359)  (-0,381;0,171)
PCR Sangue 0,124 0,120 -0,134 -0,068 -
(-0,013; 0,261) (-0,017;0,257)  (-0,381;0,113) (-0,333;0,197)

IC 95% * Concordancia moderada e estatisticamente significativa (P<0,05)

Com as amostras de pele e medula nao foi possivel realizar o célculo de concordancia

entre a PCR e a RIFI, pois s6 foram coletadas estas amostras nos caes com RIFI poisitiva.



4.3.13 — Mielocultura para isolamento de parasitos e caracterizacio das amostras

A cultura foi realizada com material coletado através de pun¢do da medula 6ssea de 43
caes do grupo dos sorologicamente positivos. Deste total, 8 amostras (19%) foram positivas
por apresentarem nas culturas formas promastigotas de Leishmania. Estas amostras estdo
depositadas no banco de cepas do Laboratorio de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René

Rachou (CPgRR).

A caracterizagdo especifica das amostras foi realizada através da PCR utilizando
iniciadores especificos para L. infantum (= L.chagasi) MC1 e MC2 e para os complexos L.
braziliensis (B1/B2) e L. mexicana (M1/M2). Para as reagdes foi utilizado o DNA extraido de
todas as amostras clinicas positivas na PCR genérica (33 amostras de pele, 30 amostras de
medula e 19 de sangue) e das 8 amostras isoladas na cultura, todas pertencentes ao grupo dos

43 caes sorologicamente positivos.

Dos 43 caes cujas amostras foram submetidas a caracterizagdo, 36 (84%) estavam
infectadas pela L. chagasi (Fig.22). Os sete restantes foram negativos em todas as amostras

clinicas com todos os iniciadores testados, apesar da positividade na PCR genérica.

603pb
447Ph

310pb

Figura 22 — Gel de Poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata a
0,2%, mostrando o diagndstico especifico de amostras positivas. PM —
Marcador de peso molecular ¥X174; CP — Controle positivo; Al, A2 —
Amostras de sangue; A3-A5 — Amostras de medula; A6, A7 — Amostras
de cultura; A8, A9 — Amostras de pele; CN — Controle negativo (sem
DNA)
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5 — Discussao

5.1 — Fauna flebotominica e as leishmanioses no Bairro Baronesa, Santa Luzia/ MG

O crescimento ndo planejado da area urbana do Municipio de Santa Luzia (MG),
assim como ocorrido em diversas cidades do Brasil, inclusive nos demais municipios
pertencentes a Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), apresenta papel
fundamental no desenvolvimento de agravos da satde. Este crescimento desordenado
implicou em uma série de transformagdes do meio ambiente e possibilitou a instalacdo e

desenvolvimento das leishmanioses.

A maior ocorréncia de surtos urbanos de leishmaniose, quando comparada a outras
parasitoses, pode ser explicada por sua capacidade de expansao de forma muito rapida quando
introduzida em areas ndo endémicas (Wijeyarantne et al. 1994). Esse fato associado as
condigdes socio-economicas precarias das populagdes atingidas agrava o problema. Sherlock
(1996) observou que na Bahia como em outras regides do pais, a pobreza, a desnutri¢do, o
grande numero de cdes infectados, além da alta densidade de flebotomineos tanto no
intradomicilio como no peridomicilio, estdo associados com o grande nimero de animais
domésticos, péssimas condi¢des sanitarias e baixo nivel socio-econdmico. Obrigatoriamente
outros fatores devem estar envolvidos, em especial os fortes e decisivos componentes do
potencial de transmissdo advindos de fatores ligados ao vetor, tais como densidade vetorial e
taxa de infec¢do parasitdria, além da vulnerabilidade das pessoas suscetiveis ao

desenvolvimento da doenca.

Os amplos inquéritos soroldgicos na populacio de cdes e os levantamentos
entomoldgicos flebotominicos nas areas endémicas, revelam em alguns locais taxas de
prevaléncia canina muito altas e a presen¢a predominante e abundante de espécies vetoras, o

que redunda em elevado risco de transmissao para o homem (Vieira & Coelho 1998).

Condigdes ambientais mudando rapidamente em muitas regides tropicais causadas
pela destruicao do habitat associadas aos processos de desmatamento e urbanizagdao t€ém uma
influéncia enorme na populacdo de vetores e, por conseguinte na transmissdo da doenga.

Enquanto algumas espécies desaparecem, outras se tornam abundantes (Bejarano et al. 2002).



A transmissdo do agente causal das leishmanioses envolve diferentes espécies de
flebotomineos em associagdes estreitas com parasitos e reservatérios, compondo os elos de

diversos ciclos de transmissdo que ocorrem no territorio nacional (Rangel & Lainson 2003).

Os abrigos de animais domésticos construidos muito proximos das habitagdes
humanas, a auséncia de boas condicdes de higiene no peridomicilio e a localizagdo deste ao
lado de pequenos capdes de mata sdo freqiientemente observados nas areas rurais em diversas
regides do Brasil. O Bairro Baronesa, area de estudo deste trabalho, pode ilustrar claramente a
existéncia destes fatores, que somados parece favorecer a concentracao de flebotomineos e de
mamiferos reservatorios de Leishmania no peridomicilio (Teodoro 1995, Gomes & Neves
1998). Sao fortes as evidéncias de que a presenga de animais domésticos e silvestres no
peridomicilio atrai um grande nimero de flebotomineos, conseqiientemente, algumas espécies
que sdo vetoras de leishmanioses, contribuindo assim, para o aumento do risco de transmissao

de Leishmania sp (Brazil et al. 1991; Forattini 1953; 1960; 1976).

Neste estudo foram capturados 1277 exemplares em coletas sistematizadas (Tabela 2)
utilizando armadilhas luminosas de Falcdo modificadas e 275 exemplares capturados em
coletas nao sistematizadas manuais utilizando o capturador de Castro (Tabela 5). Assim, um
total de 1552 exemplares foi coletado no Bairro Baronesa, pertencentes a sete espécies:
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva 1912), Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia
(Lutz & Neiva 1912), Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes & Coutinho 1939),
Lutzomyia (Pyntomyia) pessoai (Coutinho & Barreto 1940), Lutzomyia cortelezzii (Brethes
1923), Lutzomyia (Nyssomyia) neivai (Pinto 1926) e Lutzomyia (Micropygomyia) oliveirai
Martins, Silva & Falcdo 1970. Neste estudo uma grande quantidade de machos foi observada
em ambos os métodos de coleta, com 74% do total de 1552 exemplares coletados e apenas
26% deste total representado por fémeas. Este fenomeno pode estar associado as atividades
normais destes insetos, aos habitos de seus animais hospedeiros domésticos, as populagdes de

insetos, entre outros fatores que precisam ser estudados com maior profundidade.

Nas coletas sistematizadas as espécies mais abundantes foram representadas por L.
whitmani (75%) e L. longipalpis (19%). As demais espécies representaram apenas 6% do total
capturado (Fig.6). Nas coletas ndo sistematizadas este quadro foi revertido com uma
superioridade de L. longipalpis (57%) seguida por L. whitmani (27%). As demais espécies
foram representadas neste método de captura com 16% do total capturado (Fig.8). A

superioridade da espécie L. longipalpis neste tipo de coleta pode ser explicada pelo fato das



capturas terem sido realizadas apenas nos locais com a presenca de animais domésticos
(caes), diferente das coletas sistematizadas que contava com armadilhas luminosas. Com estes
resultados podemos observar que L. whitmani foi de fato a espécie predominante no total de
flebotomineos capturados. Foi demonstrado através da comparacio da proporcao destas duas
espécies, L. whitmani e L. longipalpis, que existe uma diferenga significativa em relagdo a
distribuicao segundo a area de captura (Tabela 4). Na area verde L. whitmani representou 92%
dos exemplares contra apenas 8% de L. longipalpis e ja na area urbana esta ultima espécie foi
superior com 62% do total capturado contra 38% de L. whitmani (Fig.7). Estes resultados sdo
condizentes com alguns achados entomoldgicos descritos abaixo, sobre o comportamento

destas espécies.

E conhecido que existe uma correlagdo entre a densidade de L. longipalpis e as
condi¢des observadas no peridomicilio e que esta espécie ¢ freqlientemente associada a
presenca de animais domésticos (Foratini 1960, Sherlock & Guitton 1969). Esta caracteristica
comportamental principalmente de L. longipalpis, foi evidenciada neste estudo, ja que nas
habitagdes que ndo possuiam animais domésticos as capturas foram escassas ou mal
sucedidas, sendo que em alguns locais nao foi capturado se quer um exemplar durante o
periodo de estudo. A presenca de L. longipalpis no meio urbano se deve principalmente a sua
alta adaptabilidade ao ambiente modificado pelo homem, o que lhe confere um papel
importante na epidemiologia da leishmaniose visceral. Esta espécie tem ampla distribui¢ao
geografica ao longo do pais (Galati 2003, Santos et al. 2003), que em geral, coincide com a da
LVA e esta associacdo ¢ um dos critérios utilizados em pesquisas epidemiologicas para
validagdo de casos autoctones (Deane & Deane 1965, Leon 1961). Segundo Barata et al.
(2005) L. longipalpis apresenta um comportamento bastante eclético, uma vez que se alimenta
do sangue de aves e mamiferos domésticos e sinantropicos, incluindo ainda na sua dieta, o
sangue humano. Este carater oportunista ja foi verificado por outros autores (Morrison et al.
1993, Quinnell et al. 1992) e constitui um aspecto ecoldgico de grande relevancia na

epidemiologia do calazar.

Apesar de nao ter sido verificada infec¢do natural em fémeas capturadas de L.
longipalpis no Bairro Baronesa, a participagao desta espécie na transmissdo da leishmaniose
visceral nesta area parece ter papel fundamental. Nas coletas realizadas na 4rea urbana, onde a
prevaléncia da leishmaniose visceral canina foi muito alta com ocorréncia de casos humanos

confirmados, houve o predominio da L. longipalpis. A soma destes fatores associados aos



diversos estudos que incriminam esta espécie como transmissora da L. chagasi, aumentam as

evidéncias da participacao desta espécie no ciclo epidemiologico da LVA no Bairro Baronesa.

Com relagdo ainda as espécies mais abundantes deste estudo e da relagdo destas com o
local de captura (area verde ou urbana), L. whitmani teve uma representagdo marcante na area
verde. Forattini (1960) sugeriu que a espécie, em Sao Paulo, era dependente da mata primaria,
mas que poderia ser coletada, em varios meses do ano, dentro das residéncias, em éareas cuja
mata ainda estava mais preservada. Todavia, o autor assinala criadouros desse flebotomineo
em chiqueiros e em plantagdes de banana situados no peridomicilio, o que é, sem duvida,
prova de que a espécie se cria em ambiente doméstico. Existem relatos sugerindo que em
areas recentemente invadidas pelo homem L. whitmani coexista com L. intermedia,
predominando a segunda espécie a medida que progride a alteragdo do meio ambiente
(Forattini 1960). Segundo o autor seriam necessarias informagdes mais detalhadas para
confirmar esta hipdtese. Em estudos realizados em areas de transmissao de LTA, no Rio de
Janeiro, L. intermedia e L. whitmani puderam ser coletadas sugando o homem no
peridomicilio e na mata mais proxima. No peridomicilio predominou a primeira espécie,
enquanto na mata prevaleceu a espécie L. whitmani (Souza et al. 2002). Estudos realizados
em Minas Gerais evidenciaram a tendéncia dessa espécie a domiciliagdo (Mayrink et al. 1979,
Passos et al. 1991), com incidéncia baixa na mata e predominancia no peridomicilio, onde
possivelmente, estd criando e praticando a hematofagia no homem e em animais domésticos.
Esses estudos estdo de acordo com os nossos achados em relagdo a distribui¢do desta espécie
no Bairro Baronesa com maior predominancia na area de vegetacdo mais intensa, entretanto,

mostrando-se ja bem adaptada as habita¢des urbanas, assim como L. longipalpis.

5.2 — Infec¢ao natural de flebotomineos

Além das evidéncias epidemiologicas, o achado de infecgdes naturais por L. (V.)
braziliensis tem indicado a participagdo de L. whitmani sensu stricto na transmissao da LTA.
O primeiro relato sugerindo seu papel como vetor data de 1941 (Pessda & Coutinho), em Sao
Paulo, quando a espécie foi encontrada infectada por flagelados, possivelmente Leishmania.
Nas décadas de 40 e 50, inquéritos entomologicos realizados em areas de transmissao de LTA
no estado de S&o Paulo, ja indicavam L. whitmani, considerada como espécie silvestre, como
sendo responsavel pela transmissdo de leishmaniose devido ao seu grau de antropofilia e por
sua alta prevaléncia (Barreto 1943, Forattini 1954). Ainda no Sudeste brasileiro, dados da

literatura sugerem a participagao de L. whitmani no ciclo de transmissdo de LTA em Minas



Gerais, no foco de Caratinga, ¢ no Espirito Santo, na area montanhosa de Afonso Claudio
(Mayrink et al. 1979, Falqueto 1995). Na regido Sul estaria, possivelmente, associada a
transmissdo de LTA no estado do Parana. Recentemente, estudos realizados ao norte do
estado apontaram L. whitmani como espécie predominante, além da demonstragdo de infecgao
natural da espécie por Leishmania (V.) braziliensis (0,38% de positividade) (Membrive et al.
1999). Em todas as areas de transmissao de LTA no Nordeste, estudadas até o momento, essa
espécie de flebotomineo ¢ sugerida como transmissora (Rangel & Lainson 2003). Margonari
(2005) através de capturas realizadas no municipio de Belo Horizonte observou que L.
whitmani além de ser predominante em matas e reservas florestais, esta presente no peri € no

intradomicilio.

Segundo Killick-Kendrick (1988), para se confirmar uma espécie de flebotomineo
como vetora de leishmaniose ¢ preciso obedecer a cinco critérios: 1) a espécie deve ser
abundante no foco de leishmaniose; 2) ser altamente antropofilica; 3) mostrar o
desenvolvimento de parasitos na auséncia de sangue no intestino; 4) mostrar a mais alta taxa
de infec¢do natural dentre os flebotomineos observados e 5) o parasito isolado do

flebotomineo deve ser indistinguivel daqueles isolados de casos humanos.

Neste trabalho foi verificada a infec¢do da espécie L. whitmani por L. (V.) braziliensis
pela primeira vez no municipio de Santa Luzia, através da detec¢do de DNA do parasito em
um “pool” contendo 20 fémeas desta espécie. Além desta espécie, L. cortelezzii teve seu
primeiro relato de infec¢do natural com a detec¢do de DNA de L. chagasi, a partir de um

“pool” com 14 fémeas.

A amplificagdo de DNA via PCR constitui-se numa alternativa pratica e vantajosa,
por ser um método altamente sensivel e especifico na detecgdo, caracterizagdo e identificagdo
de Leishmania sp. em amostras clinicas, reservatorios e vetores infectados (Muller et al. 2003,
Weigle et al. 2002, Minodier et al. 1997, Michalsky et al. 2002, Pita-Pereira et al. 2005). As
principais vantagens deste método molecular sdo sua sensibilidade e especificidade, que sdo
pouco dependentes do numero, estagio e localizagdo dos parasitos no trato digestivo do inseto
(Perez et al. 1994). O método mais comumente utilizado ¢ trabalhoso e consome muito tempo
na pesquisa pelo parasito em loco, requerendo pratica e avidez na deteccdo. Além disto, a
confirmag@o dos casos positivos precisa ser feita através da cultura in vitro de Leishmania,
freqlientemente suscetivel a contaminagdo ou ainda através da inoculagdo em animais de

laboratdrio, pois outros flagelados sdo freqiientemente encontrados no trato digestivo destes



insetos (Rodriguez et al. 1994, Tesh & Modi 1984). Neste estudo ndo foi encontrada nenhuma
forma flagelada utilizando a dissec¢ao como método de verificacdo de infec¢do natural das
fémeas capturadas. De fato o aumento na sensibilidade da detec¢do da infeccdo utilizando a
PCR ja tem sido descrito em vérias regides com casos recentes de leishmanioses: 1,3% no
Sucre, Venezuela (Jorquera et al. 2005); 1,1% na Urana e Puerto Cabello, Venezuela
(Feliciangeli et al. 1994); 1,1% em Chaute, Peru (Perez et al. 1994); 0,4% no estado da Bahia,
Brasil (Miranda et al. 2002); 2% na cidade do Rio de Janeiro (Pita-Pereira et al. 2005); 9,1%
em Tucuman e Salta, Argentina (Cordoba-Lanus et al. 2006).

O achado de infec¢do natural de L. whitmani por L. braziliensis torna-se bastante
importante uma vez que no municipio de Santa Luzia, apesar de apresentar maior incidéncia
de casos de LVA, tem sido registrado um numero consideravel de casos de leishmaniose
tegumentar, com 50 casos confirmados no periodo de 2001 a 2004. Assim, baseado no alto
grau de antropofilia de L. whitmani relatado em diversos trabalhos, no registro de casos
autdctones de LTA e na abundancia e distribuicdo espacial desta espécie coincidente com a
area de ocorréncia da doenga, podemos sugerir sua participagdo no ciclo de transmissdo da
LTA no Bairro Baronesa. Entretanto, ndo podemos afirmar a participag@o Unica desta espécie
na transmissdo, uma vez que outras espécies incriminadas como vetoras desta parasitose

também foram capturadas no bairro.

Em relagdo a L. cortelezzii, ndo podemos inferir ainda uma participagdo desta espécie
na transmissao da LVA na area, uma vez que nio existem relatos que a incriminam como
vetora em outras regioes. Este achado indica a presenga do parasito sem, contudo determinar a
capacidade de metaciclogénese da L. chagasi no tubo digestivo do inseto e sua capacidade
vetorial. Entretanto, em foco de calazar no Estado de Minas Gerais, Martins et al. (1956)
encontraram L. cortelezzii em nimero expressivo, junto com L. longipalpis, e comentaram
sobre a necessidade de estudos mais aclaradores do significado epidemiologico desse evento,
para o ciclo da doenga (Galati et al. 1997). Dados sobre a distribui¢do e habitats desta espécie
indicam sua ocorréncia no Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste € Sul, € 0 seu encontro em troncos
de arvores e raizes tabulares, copa das arvores, anexos de animais domésticos (galinheiros,
chiqueiros, currais e etc.) e paredes externas e internas do domicilio humano (Aguiar &
Medeiros 2003). A competéncia de uma espécie de flebotomineo, de ser infectada e de se
transformar em vetor, depende de varios fatores intrinsecos que determinardo a sua
capacidade de ser susceptivel ou refrataria ao desenvolvimento de determinadas espécies de

Leishmania. Esses fatores sugerem a existéncia de um processo de co-evolugdo entre as



distintas espécies de Leishmania com os seus flebotomineos vetores (Pimenta et al. 2003).
Killick-Kendrick (1987), revisando varios estudos, nos quais descrevem infec¢des naturais ou
experimentais em laboratorio, sugere que as espécies do género Lutzomyia, os flebotomineos
do Novo Mundo, sdo mais susceptiveis a infecgdes por distintas espécies de Leishmania do
que os do género Phlebotomus, os flebotomineos existentes no Velho Mundo. Desta forma, a
infec¢do natural de L. cortelezzii por L. chagasi ndo pode incrimina-la como vetora, uma vez
que sdo necessarios de maiores estudos sobre o seu comportamento, sua distribui¢do espacial

em relagdo a doenca e a capacidade de interagdo com esta espécie de Leishmania.

Dentre as espécies capturadas no Bairro Baronesa, embora em menor nimero ainda
merecem destaque, L. intermedia, L. neivai e L. pessoai, por apresentarem relatos importantes
sobre a participagdo na transmissdo de LTA em diversas regides do territério nacional,

principalmente L. intermedia.

Em algumas regides do Brasil, a espécie L. intermedia ocorre em florestas e matas
secundarias, sobretudo em area cujo desmatamento vem modificando gradativamente o perfil
ecoldgico, observado claramente em areas de colonizagdo antiga. Ja em 1943, Barreto sugeria
que esse flebotomineo tinha preferéncia por matas de segunda formacgdo e capoeiras
localizadas em regides que vinham sofrendo com a acdo do homem por algum tempo (Rangel
& Lainson 2003). Embora altamente antropofilica, L. intermedia parece ser fortemente atraida
por cées ¢ cavalos, sugeridos como reservatorios secundarios de L. (V.) braziliensis (Menezes
et al. 1974, Aratjo Filho 1978, Sabroza 1981, Coutinho et al. 1981, Rangel et al. 1986, 1990,
1998). Apesar da baixa densidade desta espécie no Bairro Baronesa e de nao ter verificado a
mesma com infec¢do natural, existem evidéncias epidemiologicas acumuladas ao longo dos
anos que sugerem L. intermedia como transmissor do agente causal de LTA em areas
endémicas no Sudeste do Brasil. Os estudos apontam-na como principal transmissor em Sao
Paulo e Rio de Janeiro (Forattini et al. 1972, Rangel et al. 1984). Entretanto, nos estados de
Minas Gerais e Espirito Santo compartilha seu papel vetorial com L. whitmani (Falqueto
1995, Mayrink et al. 1979). Em estudo recente de infec¢do natural, L. intermedia foi
identificada com L. (V.) braziliensis através da técnica da PCR, sugerindo a possibilidade de
envolvimento desta espécie no ciclo de transmissao da LTA em areas endémicas do Rio de
Janeiro e no municipio de Araguai, Minas Gerais (Pita-Pereira et al. 2005, Gontijo et al.

2005).



As espécies L. neivai e L. intermedia apresentam grande polimorfismo e variagdes
interpopulacionais e interespecificas (Andrade-Filho 2003). A primeira espécie foi
considerada como sinénimo junior de L. intermedia por Pinto (1930) e essa interpretacdo foi
seguida pelos estudiosos de flebotomineos, até que Marcondes (1996) a revalida baseado no
holétipo e em uma fémea de Fortim Campero, departamento de Tarija, Bolivia. Andrade-
Filho (2003) em um estudo aprofundado destas duas espécies as definiu como tdxons distintos
e passiveis de separacdo, mesmo sendo altamente variaveis em sua morfologia. Ambas
apresentam caracteristicas que atendam aos critérios necessarios para incrimina¢do como
vetoras de LTA com varios estudos demonstrando infec¢do natural nas duas espécies, apesar
dos indices baixos de infec¢do que variam de 0,1% a 0,6% (Forattini et al. 1972, Rangel et al.
1984, Casanova et al. 1995). Em estudo recente de infec¢do natural de L. neivai no nordeste
da Argentina foi encontrada uma taxa de infec¢do de 9,1%, por parasitos do subgénero
Viannia (Coérdoba-Lants et al. 2006). A infecgdo experimental tem demonstrado que estas
espécies sdo facilmente infectaveis com varias cepas e espécies de Leishmania (Chagas 1940,
Coelho et al. 1967, Rangel et al. 1992, Rangel et al. 1993, Silva & Gomes 2001), o que
demonstra serem estas espécies altamente susceptiveis a Leishmania. Dado o exposto, parece
ndo haver duvidas quanto a capacidade vetorial de L. intermedia e L. neivai, necessitando
ainda do isolamento e caracterizagdo comparativa dos parasitos destes flebotomineos com

aqueles oriundos dos pacientes humanos.

Em relagdo a espécie L. pessoai, pode-se dizer que ¢ um flebotomineo antropofilico,
sendo também atraido por animais domésticos, particularmente caes e galinhas (Rangel &
Lainson 2003). Estudos realizados em Sao Paulo (Barreto 1943) revelaram os habitos
silvestres desse flebotomineo, sendo verificada sua maior incidéncia junto as 4reas de
derrubadas recentes, especialmente nas matas onde ocorrem habita¢cdes humanas ou naquelas
onde se observa a visita freqiiente de homem e de animais domésticos. Em Sao Paulo, a
espécie foi coletada, inclusive, dentro de residéncias distantes cerca de 300 metros da mata
(Forattini 1954). Embora com pouco conhecimento sobre os criadouros, algumas informagdes
sugerem que as formas imaturas podem evoluir no solo de florestas (Forattini 1954). Algumas
evidéncias t€m sugerido que L. pessoai possa participar do ciclo de transmissdo da LTA no
Sudeste brasileiro: alta densidade, consideravel antropofilia e invasdao de domicilios em
regides endémicas. Ja no inicio da década de 40, foi coletada no interior de algumas
residéncias localizadas em areas consideradas de alta endemicidade no estado de Sao Paulo.
Nesse mesmo estado esse flebotomineo foi encontrado, com infec¢do natural, por flagelados

ditos leptomonas, supostamente promastigotas de Leishmania (Pesséa & Coutinho, 1940,



1941). Entretanto, tais achados ndo tiveram confirmagdo posterior. Neste trabalho, quase
todos os exemplares desta espécie foram coletados na area verde do bairro, na presenga de
animais domésticos, condizente com os relatos anteriores sobre o comportamento desta

espécie.

Camargo-Neves et al. (2001) consideram a necessidade de analisar a densidade
vetorial e correlaciond-la com os aspectos ambientais do peridomicilio, tais como presenca de
vegetacdo, raizes, troncos de arvores e matéria organica no solo, representando possiveis
abrigos e criadouro para o vetor. Ficou claro neste trabalho a grande relagdo existente entre a
densidade de flebotomineos e a presenga de animais domésticos no peridomicilio, além da
proximidade ou existéncia de dreas de vegetacdo intensa que vem sofrendo agdo constante do
homem. O Bairro Baronesa pode ilustrar em alguns pontos a transi¢do do ciclo das
leishmanioses de um ambiente mais silvestre para o ambiente mais urbanizado. A presenga de
espécies tais como L. whitmani, L. intermedia e L. pessoai, confirma a tendéncia a
domiciliagdo ja relatada em diversas regides do Brasil e a necessidade das a¢des de controle
entomoldgico no bairro, uma vez que j4 foram relatados casos humanos de LTA na area,
infec¢do natural de L. whitmani por L. braziliensis proveniente de capturas realizadas no
bairro, além da captura das outras duas espécies também incriminadas como potenciais
vetoras de LTA. L. whitmani demonstra uma grande plasticidade em colonizar ambientes
diferentes e pode ser considerada totalmente adaptada as modifica¢des antropicas sendo capaz
de viver e se reproduzir em ambientes urbanos. A presenga predominante de L. longipalpis na
regido mais urbanizada do bairro, merece também grande atengdo, uma vez que esta espécie
jé& se encontra bastante adaptada as diversas modificacdes ambientais impostas pelo homem e
sabendo-se da sua alta capacidade vetorial em relagdo a LVA. L. cortelezzii, relatada pela
primeira vez com infecc¢do natural por L. chagasi, precisa ser melhor estudada, atentando para

o0 seu possivel envolvimento no ciclo de transmissdo em areas endémicas de LVA.

Sob o ponto de vista ambiental, fatores climaticos e ecoldgicos sdo importantes
conexdes na epidemiologia da LV (Sherlock 1996). Na literatura os fatores climaticos
influenciam de modo variavel na populacdo flebotominica, dependendo da regido analisada.
Comumente, os flebotomineos sao encontrados durante os meses quentes e umidos (Aguiar &
Soucasaux 1984, Gomes & Galati 1987, Salomoén et al. 2002). Deane & Deane (1955)
mostraram em seus estudos a nitida influéncia que as estagdes do ano exercem sobre a fauna
de L. longipalpis e, observaram também que a estacdo chuvosa propicia um aumento da

umidade e favorece diretamente, a proliferacao e a sobrevivéncia dos flebotomineos. Outro



fator € o renascimento da vegetacdo, que pode favorecer diretamente os vetores, propiciando-
lhes mais abrigos e criadouros. Por outro lado, Condino et al. (1998) observaram a
inexisténcia da relagdo entre esses fatores ¢ a densidade flebotominica. Ha muitos anos o
padrdo de sazonalidade dos flebotomineos vem sendo estudado. Nos estados do Ceard, Bahia,
Mato Grosso do Sul e Minas Gerais foram observadas maiores densidades populacionais de
flebotomineos na estagdao chuvosa (Deane 1956, Sherlock e Guitton 1969, Galati et al. 1997,
Barata et al. 2004, Monteiro 2004).

Ao analisarmos a correlacdo entre a densidade total de flebotomincos e os dados
climatologicos durante o periodo de captura, ndo foi verificada nenhuma correlagdo
estatisticamente significativa (Tabela 9). Ainda assim, ¢ possivel observar alguns picos da
densidade de flebotomineos relacionados a meses mais umidos, principalmente com o inicio
das chuvas, nas ultimas capturas (Fig.14). Os meses de precipitagdo elevada comprometeram
as capturas, principalmente em dezembro de 2004 e janeiro de 2005. Este aumento excessivo
da precipitacio pode comprometer ndo sé as capturas, mas também a reproducdo dos
flebotomineos, com a lavagem dos criadouros e morte das larvas destes insetos. Entretanto,
deve-se levar em consideragdo a necessidade de um periodo e nimero maiores de capturas
para verificar a real correlagdo entre as variaveis climaticas e a densidade total de

flebotomineos para esta area de estudo.

5.3 — Cao como reservatorio de Leishmania

Um importante aspecto das doencas transmitidas por vetores, ¢ a existéncia de uma
populacdo de hospedeiros, que ¢ efetivamente responsavel pela manutenc¢do e dispersdo da
doenga (Woolhouse et al. 1997). Portanto, o conhecimento dos reservatorios ¢ importante
para o efetivo controle das leishmanioses, embora, outros fatores de risco associados a
epidemiologia da doenca sejam mais complexos, como a urbanizagao do ciclo de transmissao

¢ a manuten¢ao de um ciclo enzo6tico nos centros urbanos (Cabrera et al. 2003).

No Brasil, a infeccdo natural do cio doméstico com L. (L.) chagasi ou L. (V.)
braziliensis tem sido documentada em regides com a transmissdo periurbana das
leishmanioses visceral e tegumentar respectivamente (Marzochi et al. 1985, Falqueto et al.
1986). No caso da leishmaniose visceral (LV), o papel dos cées (revisto por Alvar et al. 2004)
como fonte de infeccao para flebotomineos dentro do ciclo doméstico tem sido demonstrado a

muito tempo (Deane & Deane 1955).



A importancia da infec¢ao canina no contexto das leishmanioses ¢ conferida por varias
razdes, dentre as quais se destacam: o convivio do cdo em estreita aproximagdo com o
homem, vivendo no peridomicilio e em muitos casos, no proprio domicilio; o fato de servir de
fonte de repasto para o vetor, atraindo-o para perto do homem; sua alta densidade
populacional aliada a susceptibilidade que apresenta as espécies de Leishmania, além do
grande numero de cdes assintomaticos com intenso parasitismo cutaneo (Killick-Kendrick et

al. 1997).

Na leishmaniose tegumentar (LT) a importancia do cao como possivel reservatéorio de
L. braziliensis tem sido discutida desde o primeiro relato de infecg¢do natural (Brumpt &
Pedroso 1913). A alta prevaléncia da infec¢do entre caes de zonas endémicas, a intima relacao
entre casos humanos e caninos e a identidade de parasitos infectando humanos e caes,
sugerem que esta doenca possivelmente envolva estes animais como reservatorios (Aguilar et
al. 1989, Falqueto et al. 1986, 1991, Yoshida et al. 1990, Lainson et al. 1994). Entretanto,
pouco se conhece sobre o curso natural da infec¢do e o potencial de infeccdo dos cdes com a
doenca ativa para o inseto vetor (Reithinger & Davies 1999). A distribui¢do sistémica dos
parasitos observada em cées infectados com L. chagasi contrasta com a aparente restrigdo da
L. braziliensis a lesdes cutaneas (Marzochi et al. 1985). Segundo Madeira et al. (2005) o
possivel papel do cdo na transmissdo da LT parece ser pequeno, provavelmente devido a
baixa probabilidade de infec¢do para os flebotomineos quando estes ndo se alimentam em
lesdes cutaneas, local onde freqiientemente sdo encontrados os parasitos. Alguns autores
sugerem a disseminacdo destes parasitos no sangue como um fendmeno eventual ou
intermitente (Bowdre et al. 1981, Silveira et al. 1989, Martinez et al. 1992, Sousa et al. 1995).
Outros autores falharam em demonstrar a presenca de L. braziliensis em caes fora das lesdes
cutaneas ativas (Herrer & Christensen 1976, Pirmez et al. 1988a, b). Entretanto, L.
braziliensis foi isolada de uma tinica lesdo cicatricial sugestiva de LT em um cao (Falqueto et
al. 1986) e de cicatrizes humanas de LT (Mendonga et al. 2004, Schubach et al. 2001). Ja
Reithinger et al. (2003) utilizando método mais sensivel baseado na PCR, detectou um indice
de 8,4% de infec¢do canina por Leishmania (Viannia), testando como amostras clinicas
sangue, pele e medula dssea, obtendo resultados positivos com todos os tipos de amostras.
Neste estudo, os autores ainda compararam a sensibilidade da PCR (31%) com a técnica
sorologica de ELISA (81%), indicando que a PCR ndo pode ser utilizada para pesquisas em

massa de amostras provenientes de areas endémicas de LTA.



As evidéncias atuais de que caes domésticos atuem como hospedeiros reservatorios
para a transmissdo da LTA sdo circunstanciais, pois estdo fundamentadas apenas no
isolamento e identificacdo de amostras de Leishmania e na deteccdo de prevaléncias
relativamente altas da LTA em caes proveniente de areas endémicas. Baseado apenas nestes
fatores, a probabilidade de caes domésticos serem reservatorios da LTA ndo ¢ maior que a

probabilidade de humanos atuarem como tais (Reithinger & Davies 1999).

Neste estudo ndo foi encontrado nenhum cédo infectado por L. braziliensis apesar da
presenga da LTA na area de estudo e do relato de infec¢@o natural de L. whitmani com esta
espécie de Leishmania. Este fato pode estar relacionado com uma série de fatores, dentre eles,
a possivel participagdo de outros reservatorios desta espécie de Leishmania no local estudado.
Para a identificagdo da espécie de Leishmania foram utilizadas neste estudo amostras isoladas
em cultura e amostras clinicas positivas na PCR genérica (33 de pele, 30 de medula 6ssea e 19
de sangue) de um grupo de 43 cdes com sorologia positiva. Ainda restam 66 amostras de
sangue com PCR positiva para serem caracterizadas, sendo algumas delas provenientes de
cdes com sorologia negativa. Este fato ¢ importante, sabendo-se que alguns estudos relatam
uma resposta humoral muito fraca na leishmaniose tegumentar americana (Ajdary et al. 2000,
Uchoa et al. 2001) e que grandes quantidades de anticorpos especificos sdo produzidos: na
leishmaniose visceral, em casos de leishmaniose tegumentar (com lesdes multiplas) em fases
mais tardias da infeccdo e em lesdes cutidneas simples com envolvimento da drenagem
linfatica (Bray 1985). Assim, a hipotese do encontro de L. braziliensis em caes desta area nao
estd ainda descartada, principalmente nos cdes com sorologia negativa ¢ PCR genérica
positiva, visto que ¢ possivel a detecgdo de Leishmania (Viannia) spp. através da PCR em

amostras de sangue (Reithinger et al. 2003).

Desde a descoberta da leishmaniose visceral canina (LVC) em um inquérito canino na
Tunisia, os caes tém sido implicados como importantes reservatérios na cadeia de transmissao
da LV. De 145 caes examinados pelo método parasitologico utilizando material coletado
através de puncdo na medula Ossea, trés animais mostraram-se positivos, ficando assim

registrado o primeiro foco de calazar canino no mundo (Nicolle e Conte 1908).

As primeiras observagdes feitas no Brasil sobre a LVC foram realizadas por Chagas et
al. (1937, 1938), na regido Norte. Porém a doenca s6 foi caracterizada quando estudada por

Deane (1956) em uma area endémica do Estado do Ceara. A LVC assim como a doenca



humana estd bastante difundida no pais e algumas localidades endémicas revelam altas taxas

de prevaléncia de LVC com a presenga abundante do vetor (Vieira & Coelho, 1998).

O calazar canino, do ponto de vista epidemiologico ¢ considerado mais importante que
a doenga humana, pois além de ser mais prevalente, apresenta um grande contingente de
animais infectados com parasitismo cutaneo, que servem como fonte de infec¢ao para insetos

vetores. Estas caracteristicas tornam o cao doméstico o principal reservatdrio do parasito no

ambiente urbano (Ashford 1996).

O cao tem sido apontado como o principal reservatorio da LV em Belo Horizonte.
Aparentemente, o papel do cdo na introducdo, dispersdo e manuten¢do da LV tem valor
relevante, uma vez que a epidemia canina precedeu a humana. Os distritos de Belo Horizonte
com maiores incidéncias de calazar humano, sobrepuseram-se aqueles que apresentaram a
doenga canina no periodo de 1993 a 1997 (Belvilacqua et al. 2001). Utilizando a analise
espacial Oliveira et al. (2001) observaram uma forte evidéncia de que os casos humanos de
LV no municipio de BH no periodo de 1994-1997 ocorreram em areas onde a taxa de

prevaléncia em caes era alta.

5.4 — A leishmaniose canina no bairro Baronesa

Nosso estudo registrou uma soroprevaléncia de 57% (117/205), considerada muito alta
e de grande importancia epidemiologica, j& que o programa de controle do municipio
preconiza a eutanasia de caes com sorologia positiva. A prevaléncia da infeccao, calculada
levando-se em consideracdo os resultados positivos do diagndstico molecular, também foi alta
(54%) e todos os cées positivos com amostras caracterizadas (36/43) indicaram a L. chagasi
como responsavel pela infecgdo. Estes resultados demonstram a importancia do cdo como
reservatorio para L. chagasi no Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG, sugerindo que medidas de
controle do calazar canino devam ser implementadas, para que os niveis de prevaléncia canina
ndo aumentem ainda mais, podendo assim agravar o aumento do niimero de casos humanos,
j& que tem sido observada uma correlagdo entre o nimero de casos caninos e a ocorréncia de
casos humanos (Evans 1990). Embora a soropositividade ndo esteja diretamente relacionada
com a infec¢do dos cdes, conforme serd discutido adiante, a remocao dos soropositivos leva a
uma redug@o significativa da incidéncia da doenga canina e humana (Palatnik-de-Sousa et al.

2001).



Clinicamente, os cdes infectados com L. infantum foram classificados por Mancianti et
al. (1988) em assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Os assintomaticos sdo caes
com auséncia de sinais clinicos caracteristicos de infecgdo por Leishmania, nos
oligossintomaticos ocorrem até trés sinais clinicos caracteristicos da infecg¢do por Leishmania.
Os cdes sintomaticos sdo aqueles que apresentam mais de trés sinais clinicos caracteristicos da
infeccdo, entre eles alopecia, dermatite furfurdcea, ulceras, hiperqueratose, onicogrifose,
emagrecimento, ceratoconjuntivite, adenopatia linféide, opacificacdo das corneas e do pelo.
Uma caracteristica importante ¢ a permanéncia da doenca clinicamente inaparente por longos
periodos. Nosso estudo classificou os caes apenas em dois grupos: sintomaticos, com pelo
menos trés sinais clinicos sugestivos da LVC, e assintomdticos, com auséncia de sinais

clinicos.

Dos 201 caes, 42 foram classificados como sintomaticos € 159 como assintomaticos.
A prevaléncia da doenca foi calculada considerando-se o grupo de caes sintomaticos com
participag@o nos testes sorologicos (RIFI e ELISA) e molecular (PCR sangue). Dos 42 caes
sintomaticos 33 (79%) foram positivos em pelo menos um dos testes realizado, resultando em
16% (33/201) a prevaléncia da doenca canina na populacdo estudada. Estes resultados sdo
bastante relevantes, uma vez que a porcentagem de caes infectados, independentemente da
forma clinica, que vivem em area onde a leishmaniose canina ¢ endémica, tem importante

implicagdo na satide publica.

De acordo com Molina et al. (1994) o estado clinico do cao ndo tem relagdo com sua
infectividade para o vetor e a variabilidade do nimero de flebotomineos que se infectaram em
grupos de cdes com formas clinicas variadas foi grande. Ja de acordo com Garcez et al.
(2003) a relacdo entre infectividade e o estado clinico do cdo pode variar entre os estudos. Um
modelo matematico para LV estabelecido por Lanotte et al. 1979, Dye et al. (1992) e
Hasibeder et al. (1992), propds que cdes assintomaticos ndo sao infectivos para flebotomineos
e ndo possuem um papel importante na transmissdo da LV, pois possuem baixa ou nenhuma

capacidade de infectar os vetores.

Entretanto, Travi et al. (2001) mostraram que seus dados foram similares aos de
Sherlock (1996) onde se observou que cdes assintomdticos sdo fontes moderadas de L.
chagasi para os vetores, ¢ que cdes em estagios adiantados da doenca tornam-se mais
infectivos para os flebotomineos. Da mesma forma Guarga et al. (2000) estudando diferentes

formas clinicas de LVC, demonstrou que a pele saudavel de caes assintomaticos ¢ atrativa



para os flebotomineos, com uma taxa de infec¢ao de 6%. Ja com o progresso da doenga foi
observado que a pele em estado mais deteriorado, demonstrou ser mais atrativa para os
vetores, que alimentados nesses caes, apresentaram uma taxa de infec¢ao de 35% (Vexenat et
al. 1994). Michalsky (2004) ao estudar a infec¢do de L. longipalpis alimentadas em caes
infectados com L. chagasi observou diferenga entre as taxas de infeccdo quando o

xenodiagndstico foi realizado em animais assintomaticos (5,4%) ou sintomaticos (28,35%).

Estes resultados suportam o ponto de vista de Molina et al. (1994) no qual apenas o
sacrificio dos cdes sintomaticos com sorologia positiva como estratégia para o controle da LV
¢ insuficiente, devido a importancia que os cdes assintomaticos tém na epidemiologia da
doenca. E como estes ultimos foram representados em maior nimero que os sintomaticos no
nosso estudo, as medidas de controle devem ser direcionadas aos cdes infectados, isto €,

portadores de Leishmania, independentemente dos sinais clinicos que manifestem.

Portanto, fica clara a importancia do cdo doméstico na cadeia de transmissdo da LVA
no Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG. A alta prevaléncia da LVC neste Bairro pode ser um
fator crucial para o aumento da incidéncia de casos caninos e possivelmente de casos
humanos, devido a presenga abundante do vetor, traduzindo-se em um grave problema de
saude publica. A hipdtese de se encontrar cdes portadores de L. braziliensis ainda nao foi
descartada, uma vez que ainda restam algumas amostras de sangue positivas na PCR genérica,
para serem caracterizadas. Entretanto, caso esta hipdtese seja confirmada, a mesma se tornara
apenas uma evidéncia circunstancial na suspeita do papel do cdo como hospedeiro
reservatorio da LTA. Sao necessarios ainda maiores estudos para a verificacao da participacao

do cdo no ciclo de transmissdo da LTA.

5.5 — Diagnostico da leishmaniose canina

O diagnodstico da leishmaniose canina ndo difere substancialmente do humano; em
ambos, os dados clinicos, epidemioldgicos, parasitologicos e bioquimicos precisam ser
considerados juntos. Os métodos de diagndsticos mais utilizados estdo divididos entre a
deteccdo do parasito (direto e indireto) e técnicas de imunodiagnodstico para detectar resposta

celular e humoral (Alvar et al. 2004)

O diagndstico da leishmaniose canina através de sinais clinicos da doenca e dados

laboratoriais nao especificos nao ¢ considerado confidvel pelas seguintes razdes: nos exames



clinicos mais de 50% dos cdes com infeccdo estabelecida confirmada sdo aparentemente
saudaveis (assintomaticos), sendo uma caracteristica importante, a permanéncia por periodos
prolongados da infecc¢do inaparente; quando presentes, os sinais clinicos podem ser varidveis
passiveis de confusdo com aqueles causados por outras doengas (Ciaramella et al. 1997,
Koutinas et al. 1999); com a difusdo constante de ferramentas mais especificas de
diagnostico, formas atipicas da leishmaniose canina estdo sendo amplamente relatadas, tais
como dermatites localizadas, colites cronicas, e disfun¢des dos sistemas cardiovascular,
respiratorio e musculo-esquelético (Blavier et al. 2001, Lamothe 2002), as quais tornam o

diagnostico clinico um grande desafio.

O diagnostico parasitologico para a leishmaniose visceral canina pode ser realizado
por diversos métodos: isolamento em meios de cultura, inoculagcdo em hamsters, pesquisa de
formas amastigotas em esfregacos corados de oOrgdos, ou em cortes histoldégicos. A
especificidade destes métodos ¢ de 100% mas a sensibilidade ¢ muito variavel, pois a
distribui¢do dos parasitos ndo ¢ homogénea no mesmo tecido (Gontijo & Melo 2004). Embora
0s exames parasitologicos constituam o diagnostico de certeza, ndo sdo métodos de escolha,
pois ndo apresentam aplicabilidade nos programas de controle da doenga, principalmente em
trabalhos de campo. Os métodos parasitologicos sao considerados procedimentos invasivos,
exigem ambientes apropriados para a coleta, apresentam baixa sensibilidade além de serem
trabalhosos, de liberacdo de resultados demorada (Brener 1957, Marsdem & Jones 1985,
Mohammed et al. 1986, Genaro et al. 1988, Sundar & Rai 2002). A cultura “in vitro” ¢
ligeiramente mais sensivel que o exame microscopico de biopsias de lesdo e amostras
histoldgicas, apesar de mais laboriosa, cara e sujeita a contaminagdes microbiologicas (Manna

et al. 2004), o que muitas vezes inviabiliza a obteng@o do resultado.

A histopatologia dos diferentes 6rgdos envolvidos na LV tem sido descrita por muitos
autores. A lesdo basica em humanos e caninos envolve parasitismo e proliferagdo dos
macrofagos, e as alteragcdes mais importantes sdo observadas no bago, figado, medula ossea,

linfonodos, rins, pulmdes e na pele (Adler & Teodor 1935, Tafuri et al. 2004).

Neste trabalho foi utilizada a cultura de aspirado de medula 6ssea de um grupo de 43
cdes com sorologia positiva. Entretanto, estd técnica ndo foi utilizada como método de
diagnostico, ficando restrita ao intuito de isolamento de parasitos para posterior
caracterizagdo. Oito amostras (19%) foram positivas por apresentarem nas culturas formas

promastigotas de Leishmania, posteriormente caracterizadas como L. chagasi.



E inquestionavel a contribui¢do dada por metodologias sorologicas nos levantamentos
epidemiologicos de doencas endémicas, notadamente na LV. Entretanto, testes sorologicos
apresentam limitacdes tanto de sensibilidade como de especificidade que podem interferir na
confiabilidade dos resultados (Camargo 1994). Neste contexto, os métodos soroldgicos
utilizados no diagnostico da LV sdo fundamentais para auxiliar tanto no diagndstico clinico
quanto nos estudos epidemiologicos. Quando os resultados da sorologia sdo utilizados como
medidores da prevaléncia da doenca, ¢ preciso ter-se um bom estudo da sensibilidade e,
principalmente, da especificidade do método empregado. Caso contrario pode-se estar
manipulando taxas de positividade equivocadas, o que leva a um falso conhecimento da
gravidade da endemia na regido. Estes métodos apresentam como vantagens principais o fato
de ndo serem invasivos, de possibilitarem trabalhar com amostras maiores e fornecerem um

grande niimero de resultados em curto prazo (Rosario et al. 2005).

As diversas técnicas sorologicas existentes diferem em sua sensibilidade e
especificidade, na sua aplicacdo pratica nas condigdes de campo e na disponibilidade de
reagentes. Os clinicos e os epidemiologistas sempre solicitam exames sorologicos para
confirmar a suspeita clinica e esperam que os resultados sejam confiaveis, sendo a
especificidade e sensibilidade dos testes caracteristicas essenciais para isto (Gontijo & Melo
2004). Além disso, ¢ também importante que um teste diagnostico apresente acuracia e altos
valores preditivos positivo e negativo para reduzir a probabilidade de resultados falsos. A
acuracia de um método de diagndstico ¢ criticamente dependente da determinacdo do ponto

de corte a ser adotado (Boelaert et al. 1999).

Atualmente sdo usados no diagnéstico da LVC os testes de aglutinagdo direta (DAT),
reacdo de imunofluorescéncia (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Estas técnicas
utilizam antigenos brutos ¢ sdo limitadas em termos de especificidade e reprodutibilidade
(Sundar e Rai 2002). No Brasil os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana e
canina sdo a RIFI e ELISA, sendo considerados, sobretudo este ultimo, testes de escolha para

inquéritos populacionais (Gontijo & Melo 2004).

Durante muito tempo a RIFI foi a técnica mais utilizada para o diagndstico da LV,
embora ndo seja muito adequada para analisar um grande niimero de amostras. A RIFI
apresenta baixa especificidade, exige na sua execugdo pessoal treinado, ¢ uma reacgdo
dispendiosa e ndo estd adaptada para estudos epidemioldgicos em larga escala. Atualmente o

teste de ELISA vem sendo mais utilizado para o diagnostico da LV, uma vez que a leitura do



resultado ¢ feita rapidamente e ndo sofre influéncia do observador, além de ser uma técnica
altamente viavel para analisar grande nimero de amostras em tempos menores (Nurit et al.
1988). O ELISA ¢ um teste de facil execugao e leitura quando comparado com a RIFI, sendo
um pouco mais sensivel € um pouco menos especifico, permitindo a deteccdo de baixos
titulos de anticorpos, entretanto esta técnica ¢ pouco precisa na detec¢ao de casos subclinicos

ou assintomaticos (Almeida et al. 2005).

Nossos resultados sorologicos demonstraram uma prevaléncia alta da leishmaniose
canina na area de estudo, com 41% dos cies reativos na RIFI, 48% no ELISA totalizando uma
soroprevaléncia de 57% quando considerados os dois testes (Tabela 10). Entretanto, foi
possivel observar que tanto a RIFI quanto o ELISA apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05) quando analisados os resultados destes testes segundo
o status clinico dos caes, detectando uma maior porcentagem de caes positivos quando estes ja

apresentavam sinais clinicos da doenga (Tabela 12).

Outro fator importante em relacdo aos resultados encontrados no diagndstico
sorologico ¢ que apesar de terem sido os Unicos testes que apresentaram concordancia
estatisticamente significativa (Tabela 15), o valor de Kappa indicou uma concordancia
regular. Estes resultados demonstram uma deficiéncia de ambas as técnicas em detectar caes
infectados por Leishmania e redundam na possivel eliminagdo de caes falso-positivos, ou
ainda, na manutencdo de cdes positivos (falso-negativos), que possivelmente contribuirdo para

o aumento tanto da incidéncia canina quanto da humana.

A sorologia detecta a maioria dos cdes sintomaticos (Ciaramella et al. 1997, Koutinas
et al. 1999) e uma proporcao dos caes assintomaticos que representam em torno de 50% da
populagdo canina soropositiva (Lanotte et al. 1979, Gradoni et al. 1980, Pozio et al. 1981,
Mancianti et al. 1986, 1994, Abranches et al. 1991, Fisa et al. 1999, Sideris et al. 1999). Silva
e colaboradores (2001) em um estudo clinico epidemiologico em cdes de BH/MG,
observaram que entre os cdes positivos na sorologia realizada pela RIFI, 26,5% apresentaram
titulos iguais a 1:640, mostrando que altos titulos de anticorpos ocorrem em animais
infectados, mesmo assintomaticos. Em avaliagdo multicéntrica de um kit para ELISA,
realizada por pesquisadores italianos (Scalone et al. 2002), também foi observada correlagdo
entre os valores da absorbancia no ELISA e titulos na RIFI, com a severidade da doeng¢a nos
caes. Entretanto, estes métodos falham em detectar cdes infectados no periodo pré-patente da

infeccdo e antes de sua soroconversdo, aqueles que nunca vao soroconverter € os caes



soropositivos que convertem em soronegativos, mas ainda permanecem infectados (Dye et al.
1992, 1993, Pinelli et al. 1994, Quinell et al. 1997). Como abordado anteriormente este ¢ um
fator bastante relevante, ja que a maioria dos cdes do nosso estudo eram assintomaticos e que

estes podem atuar como fonte de infeccao para flebotomineos vetores.

Segundo Ferreira (2005) como a prevaléncia da LC ¢ comumente determinada pelos
inquéritos soroepidemioldgicos, nos deparamos basicamente com duas situagcdes problema,
decorrentes das limitagdes dos métodos utilizados atualmente: 1*° — A sub estimativa da
prevaléncia pode ocorrer devido a sensibilidade limitada das técnicas empregadas visto que de
5 a 10% dos cdes ndo desenvolvem niveis de anticorpos detectdveis por estas técnicas ou
porque os cdes, mesmo infectados, ainda ndo apresentam a soroconversio; 2° — A super
estimativa da prevaléncia também ¢ possivel devido aos casos falso-positivos decorrentes da
baixa especificidade das técnicas tradicionais como conseqiiéncia de reagdes cruzadas com
outras infecgdes transitorias que sao eliminadas naturalmente pelos animais. Isto reforga a
necessidade de se buscar métodos mais efetivos de diagnostico soroldgico e explica, pelo
menos em parte, o porqué das agdes de controle baseadas na eliminacdo dos caes
soropositivos nao ser suficiente, uma vez que ¢ grande o nimero de cdes infectados ¢ nao

detectados pelas técnicas soroldgicas empregadas.

O método para deteccdo de Leishmania baseado na PCR ¢ considerado como “padrio-
ouro” na determinac¢do da presenca e na identificacdo da infec¢do, ndo somente em casos
agudos, mas também no monitoramento da cura parasitologica de pacientes apos
quimioterapia. Este método apresenta um alto potencial de sensibilidade, especificidade e

facilidade e vem sendo muito usado no diagnoéstico das leishmanioses (Cortes et al. 2004).

Rodrigues et al. (2002) obtiveram uma sensibilidade de 95,4% e especificidade de
100% da PCR em amostras de pacientes. A possivel explicagdo para os resultados falso-
negativos pode ser atribuida a baixa carga parasitdria, instabilidade do DNA extraido ou a
qualidade da amostra de DNA, que podem apresentar diferentes concentragdes de inibidores
da DNA polimerase. Lachaud et al. (2002) sugerem como estratégia mais adaptada para as
pesquisas de prevaléncia uma combinacao da sorologia com a alta sensibilidade encontrada na

PCR utilizando amostras de sangue periférico.

Nos ultimos anos, um grande numero de estudos tem investigado o uso da PCR para

detectar Leishmania em cédes. Varias amostras clinicas, iniciadores e métodos tém sido



desenvolvidos e aplicados (Ashford et al. 1995, Mathis & Deplazes 1995, Berrahal et al.
1996, Reale et al. 1999, Roura et al. 1999, Campino et al. 2000, Quinell et al. 2001, Fisa et
al. 2001, Martin-Sanchez et al. 2001, Solano-Gallego et al. 2001, Cortes et al. 2004,
Michalsky 2004).

Recentemente alguns estudos em caes relataram o desempenho da PCR em amostras
indicativas da disseminagdo de Leishmania (por exemplo, linfonodos ¢ medula éssea) e
compararam ainda com os resultados obtidos em técnicas padrdes-ouro da sorologia (RIFI e
ELISA) e técnicas parasitolégicas com demonstragdo do parasito pela microscopia e/ou
cultura de linfonodos e medula 6ssea (Roura et al. 1999, Martin-Sanchez et al. 2001, Fisa et
al. 2001, Solano-Gallego et al. 2001, Ikonomopoulos et al. 2003). Os grupos de caes incluiam
os clinicamente saudéveis e os animais sintomaticos. A eficicia da PCR foi encontrada ser
mais baixa ou similar a sorologia, mas sempre consistentemente mais alta que as técnicas
parasitoldgicas. Entretanto, algumas amostras positivas na PCR foram detectadas em caes

sorologicamente negativos.

No presente estudo os resultados da PCR foram utilizados como critério para a
classificacdo dos caes em infectados e ndo infectados. Para isto foram utilizadas amostras
clinicas de pele (43), medula 6ssea (42) e sangue periférico total (202). As amostras de pele e
medula 6ssea foram coletadas de cdes sorologicamente positivos na RIFI e apresentaram 77%
e 71% de positividade na PCR, respectivamente. Com as amostras de sangue 42% dos caes
foram positivos. A prevaléncia da infeccdo foi de 54%, mais baixa que a soroprovaléncia
(57%) encontrada. Na comparagdo proporcional de caes positivos independente de
sintomatologia nos testes de RIFI, ELISA e PCR do sangue periférico total, ndo foi verificada
diferenca significativa (P>0,05) (Fig.15), o mesmo foi verificado quando a comparacao foi
realizada de acordo com os grupos sintomatico e assintomatico (Figs.17 e 18). Entretanto,
assim como encontrado nos estudos de outros autores relatados anteriormente, algumas
amostras positivas na PCR foram detectadas em cdes com sorologia negativa. Quando
comparamos os resultados da sorologia com os resultados da PCR, 201 cées foram analisados,
sendo que 30 foram considerados falso-negativos, ou seja, positivos na PCR e negativos na
sorologia e 37 caes foram considerados falso-positivos, positivos na sorologia e negativos na
PCR (Tabela 13). Dos 30 cades falso-negativos, apenas dois cdes eram sintomaticos,
demonstrando novamente a deficiéncia das técnicas soroldgicas em demonstrar infeccdo em
caes assintomaticos. Leontides et al. 2002, demonstrou através de um estudo realizado em

area endémica, utilizando apenas caes clinicamente saudadveis (assintomaticos), que a



prevaléncia na PCR foi de 63% contra uma prevaléncia de apenas 12% encontrada com a
RIFT (utilizando “cut-off” de 1:50).

Um achado relevante deste estudo foi a presenga de trés caes assintomaticos, positivos
em todos os testes realizados, no caso da PCR em todas as amostras clinicas, incluindo ainda
a positividade na cultura. Isto demonstra as dificuldades encontradas no diagnostico clinico da
doenca, além da necessidade da retirada destes caes de areas endémicas, ja que estes podem

assumir importante papel no ciclo de transmissdo, apesar de aparentemente saudaveis.

Na andlise dos resultados da PCR levando em consideragdo o tipo de amostra em
relagdo a forma clinica, nao foi encontrada diferenca significativa (P>0,05) quando utilizadas
as amostras de sangue e pele, ao contrario do que foi encontrado para os resultados obtidos
com as amostras de medula dssea. Com a utilizagcdo de amostras da medula 6ssea na PCR, foi
verificada uma maior eficiéncia em detectar caes assintomaticos, uma vez que foi encontrado
um numero maior de cades positivos neste grupo (Tabela 12). Apesar de o nimero amostrado
ter sido relativamente baixo, estes resultados sugerem uma maior infeccdo da medula ossea
nos estagios mais iniciais da doenca, com possivel disseminagdo do parasito para os 6rgaos
mais internos nos estagios onde ja sdo apresentados sinais clinicos da doenga. Os resultados
obtidos com as amostras de pele e sangue sugerem uma independéncia da forma clinica para a

deteccao de caes infectados.

Com relagdo a comparacao do tipo de amostra clinica dentro do grupo dos 43 caes
sorologicamente positivos independente da forma clinica apresentada, nossos resultados
mostram que a freqiiéncia de DNA do parasito foi diferente (P<0,05). As amostras de sangue
foram responsaveis por esta diferenca, apresentando a menor positividade (Fig.16). Quando a
comparacdo foi realizada levando-se em consideracdo a sintomatologia dos caes, verificou-se
uma diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) apenas no grupo dos assintomaticos,
novamente devido as amostras de sangue (Fig.20). Neste caso a medula e a pele apresentaram
uma maior propor¢do de cades positivos. O fato de ndo ter sido verificada diferenca
significativa no grupo dos sintomaticos (Fig.19) pode ser devido ao tamanho da amostra
utilizada, que foi considerada pequena e possivelmente influenciou no poder do teste

estatistico utilizado para esta analise.

Os resultados obtidos com as amostras de sangue periférico demonstraram uma menor
eficiéncia quando comparados com as amostras de pele e medula apenas no grupo dos 43 caes

com sorologia positiva. Entretanto, quando analisada a amostra de 202 caes, os resultados



foram satisfatorios, com 42% de positividade e concordantes com outros achados (Hu et al.
2000, Ikonomopoulos et al. 2003) que sugerem que amostra de sangue ¢ uma fonte confiavel
para a deteccdo de DNA de Leishmania através da PCR. Outros estudos atribuem esta
confiabilidade nas amostras de sangue, devido a simplicidade de coleta desta amostra, a qual
torna o procedimento menos propenso a erros. Além do mais, amostras de sangue permitem
um exame de um volume consideravelmente maior que amostras de medula dssea, as quais
sdo freqlientemente sugeridas como amostra clinica ideal para deteccdo de DNA de
Leishmania pela PCR (Bettini et al. 1990). Outro aspecto que deve ser levado em
consideracdo € que a coleta de amostras de sangue sdo menos invasivas que a coleta de
amostras como, por exemplo, de medula d6ssea e linfonodo, sendo mais facilmente aceita

pelos proprietarios dos caes.

Segundo Solano-Gallego et al. 2001 a freqiiéncia de DNA do parasito ¢ variavel em
diferentes tecidos. A baixa porcentagem de amostras positivas na medula 6ssea (17%) sugere
que a disseminacdo do parasito pela medula, ndo ocorra com freqiiéncia nos animais.
Consequentemente, a deteccdo de DNA de Leishmania na medula 6ssea através da técnica de
PCR nao ¢ um método adequado para se verificar a infeccdo por este parasito em caes. No
mesmo estudo, os autores mostram que metade dos caes estudados apresentou resultados
positivos na detec¢do do DNA do parasito na pele, sugerindo que este ¢ o maior tecido
reservatdrio de parasitos em cdes e que a PCR utilizando fragmento de pele ¢ um método
sensivel para detectar a infecgdo por Leishmania. Os resultados do nosso estudo concordam
em parte com o achado acima, ja que no caso da medula foi encontrada uma alta porcentagem
de caes infectados principalmente quando estes eram assintomaticos, diferente do que os
autores acima mencionaram. Entretanto, Leontides et al. (2002) estudando na Grécia a
infeccdo apenas em cdes clinicamente saudaveis encontraram uma grande positividade na
PCR utilizando como fonte de DNA a medula 6ssea (63%), corroborando com nossos
resultados. Segundo estes mesmos autores um resultado positivo da PCR utilizando a medula
Ossea supde a disseminagdo do parasito para orgdos internos depois da inoculagdo na pele.
Além disto, o nosso achado pode ser explicado pela participacdo exclusiva de caes
sorologicamente positivos, aumentando a probabilidade de detectar infeccdo nas amostras
coletadas. Madeira et al. 2004 em um estudo com 20 cédes sorologicamente positivos, isolou
formas promastigotas em cultura de pele intacta de 18 cdes sendo 14 deles identificados como

L. chagasi.



Os resultados inerentes a amplificacdo do gene codificador da proteina B globina,
indicam a eficiéncia da utilizacdo desta técnica na avaliacdo da extracdo de DNA e apesar de
28 amostras terem sido negativas, as mesmas foram avaliadas através da dosagem de DNA,
confirmando a eficiéncia da extracdo em todas elas, sugerindo assim, um possivel problema

na reagdo de amplificagdo com estas amostras.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo e que ja foi avaliado em outros
trabalhos envolvendo a técnica da PCR ¢ a maior sensibilidade apresentada pelo gel de
poliacrilamida quando comparado com o gel de agarose, na visualizagdo dos produtos
amplificados. A figura 21 demonstra a maior sensibilidade encontrada para as amostras de
sangue quando estas foram analisadas no gel de poliacrilamida (P<0,05). Apesar de ndo ter
sido verificada uma diferenga significativa para as amostras de pele, ainda assim foi possivel
observar um aumento da sensibilidade quando estas amostras foram analisadas no gel de
poliacrilamida. Por este motivo a eletroforese em gel de poliacrilamida foi a técnica de

escolha para abordagem dos resultados.

Através desses resultados pode-se inferir que a utilizagdo da PCR no diagnostico da
LVC parece superar em grande parte problemas como a baixa sensibilidade dos exames
parasitolégicos, a ocorréncia de reagdes cruzadas, incluindo caes falso-positivos e falso-
negativos e a ineficacia dos testes sorologicos em detectar a infec¢do em caes assintomaticos.
Todas essas qualidades aliadas & confirmacdo parasitologica através da identificagdo e até
mesmo da espécie do parasito exercem um papel fundamental em estudos epidemiologicos,
permitindo um melhor conhecimento acerca das espécies de Leishmania e da relagao entre o
vetor e seus hospedeiros na transmissao da leishmaniose. Apesar de ser um método sensivel
para a detec¢ao de Leishmania em uma variedade de materiais clinicos de humanos e caes, a
PCR ¢ mais usada em estudos epidemiologicos do que no diagndstico de rotina (Solano-
Gallego et al. 2001). Assim, para a utilizagdo em larga escala, a PCR necessita de ajustes para

se tornar mais simples e com custo operacional mais baixo.



5.6 — Urbanizacao e controle das lesihmanioses

Nos ultimos anos, as leishmanioses, assim como outras parasitoses, t€m aumentado
sua importancia no contexto da Saude Publica em varios paises devido ao processo de
urbaniza¢do das doengas. Esse processo ¢ caracterizado ndo somente por sua expansiao
geografica, invadindo areas antes livres da doenca, mas também por sua reemergéncia em

focos endémicos mais antigos.

Nas ultimas décadas ocorreram profundas mudangas na estrutura agraria do Brasil, que
resultaram na migracdo de grande contingente populacional para centros urbanos. Segundo
dados do IBGE, 85% da populagdo do pais vive em area urbana, o que cria condi¢des
favoraveis para o aparecimento de doengas, dentre elas as leishmanioses. Associado a isto ha
ainda um complexo de fatores, como mudancas ambientais e climaticas, redugdo dos
investimentos em saude e educacdo, descontinuidade das acdes de controle, adaptacdo do
vetor aos ambientes modificados pelo homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores
(variantes genéticas), novos fatores imunossupressivos, como a infec¢do pelo HIV e
dificuldades de controle da doenga em grandes aglomerados urbanos, onde problemas de

desnutri¢ao, moradia e saneamento basico estdo presentes (Gontijo & Melo 2004).

O municipio de Santa Luzia, Minas Gerais, pertencente a Regido Metropolitana de
Belo Horizonte (RMBH) parece ilustrar o processo de expansdo e urbanizagdo das
leishmanioses com o surgimento recente da doenga e até entdo com um nimero crescente de
casos registrados. A caréncia de dados epidemiologicos enfatizando o vetor e sua possivel
relacdo com a prevaléncia canina nos mostrou a importancia da implementagdo de pesquisas,
visando uma melhor compreensdo sobre a biologia dos flebotomineos e elucidacdo do real

papel do cdo na transmissao das leishmanioses.

O inicio do programa de controle no Brasil remonta a década de 50 e tinha como
objetivo quebrar os elos epidemioldgicos da cadeia de transmissdo da doenca. Entretanto,
diante da falta de evidéncias de que as medidas até entdo empregadas conduziam a um
impacto positivo na redu¢do da incidéncia da doenca humana no pais, o Ministério da
Saude/FUNASA convocou em 2000 um comité de especialistas para, juntamente com a
Geréncia do Programa, reavaliar as estratégias de controle empregadas e redirecionar as agdes

de controle visando a racionalizagdo da atuagdo (Costa & Vieira 2001).



Um programa de controle foi proposto para ser aplicado nas areas consideradas de
risco, aglomerados urbanos ou rurais, onde critérios epidemioldgicos, ambientais, € sociais
servirdo de base para a delimitacio da 4area a ser trabalhada, tendo como indicador a
ocorréncia de casos humanos. A vigilancia epidemiolégica ¢ um dos componentes do
Programa de Controle das Leishmanioses (PCL) que visa reduzir as taxas de letalidade ¢ o
grau de morbidade através do diagnostico e tratamento precoce dos casos humanos, bem
como da diminui¢do dos riscos de transmissdo mediante controle da populagdo de
reservatorios e vetores. O novo enfoque do PCL incorpora areas sem ocorréncia de casos
humanos ou caninos da doenga, nas agdes de vigilancia e controle, objetivando evitar ou

minimizar a expansao da doenca (Ministério da Saude 2003).

O municipio de Santa Luzia (MG) teve seu primeiro caso autdctone de LV em 1997 e
neste mesmo ano foi registrado o primeiro Obito por esta parasitose. Em 1998, o
Departamento de Vigilancia Sanitaria e Zoonoses da Secretaria Municipal de Satde de Santa
Luzia deu inicio ao Programa de Controle de Leishmanioses com a realizagdo de visitas
domiciliares periddicas, coleta de amostras de sangue dos cdes para o diagndstico da
leishmaniose canina e borrifagdo das casas. Os cdes positivos sdo retirados e sacrificados.
Entretanto, o que tem sido observado ¢ que desde 1999 a prevaléncia de LV canina e humana

tem aumentado significativamente, com 26 casos humanos confirmados em 2005.

Apesar de o presente estudo ter enfocado apenas um bairro, a alta prevaléncia da
infec¢do canina e a presenca predominante e abundante de espécies de flebotomineos vetoras
apresentadas nos nossos resultados podem clarear a escolha das medidas de controle mais
adequadas a situacdo atual, pelos 6rgdos competentes do municipio. De fato hd que se
valorizar e incentivar novas investigagcdes e pesquisas aplicadas como fontes importantes de

informagdes para subsidiar o Programa de Controle das Leishmanioses no Brasil.



Conclusao



6 — Conclusao

> A fauna flebotominica do Bairro Baronesa, Santa Luzia/MG apresentou espécies de
grande importancia epidemioldgica, sendo trés incriminadas em estudos anteriores como
vetoras de leishmanioses (L. (L.) longipalpis, L. (N.) intermedia, L. (N.) whitmani) e duas
potenciais vetoras (L. (P.) pessoai e L. (N.) neivai).

> A espécie mais prevalente no estudo foi L. whitmani seguida de L. longipalpis, que sao
vetoras da LTA e LVA, respectivamente. L. whitmani foi mais abundante na area verde do
bairro e L. longipalpis mais presente na area urbanizada.

> O achado de infec¢dao natural de L. whitmani por L. (V.) braziliensis, somado a
abundancia de exemplares capturados, sugere a possivel participacdo desta espécie no ciclo de
transmissdao da LTA na érea de estudo.

> A infecgdo natural de L. cortelezzii por L. (L.) chagasi ndo ¢ suficiente para incrimina-
la como vetora, baseado na caréncia de pesquisas sobre os critérios necessarios para avaliar a
competéncia vetorial desta espécie.

> A verificacdo de infec¢@o natural em “pools” especificos de flebotomineos, utilizando
a técnica da PCR, mostrou-se muito eficiente, com a possibilidade de processar e identificar a
presenca especifica de Leishmania em um grande niimero de fémeas, de forma mais rapida e
facil que a técnica de disseccao.

> Nao houve correlacao entre a densidade de flebotomineos com as variaveis climaticas
(temperatura, umidade e precipitacdo), mas ainda assim foi possivel observar alguns picos na
densidade de flebotomineos relacionados a meses mais imidos.

> A Leishmania (Leishmania) chagasi foi a espécie responsavel pela LVC no Bairro
Baronesa, Santa Luzia/MG.

> Considerando as altas soroprvaléncia (57%) e prevaléncia da infec¢do (54%), pode-se
sugerir a participagdo do cdo como reservatorio doméstico da infecgao na area estudada.

> A baixa prevaléncia da doenca (16%) comparada a alta prevaléncia da infeccao (54%)
ilustram o grande problema no diagndstico clinico e sorologico da LVC, com uma grande
quantidade de caes falso-positivos e falso-negativos.

> Os resultados do presente estudo nos levam a crer que na LVC, onde
aproximadamente 50% dos cdes sdo aparentemente saudaveis, as técnicas soroldgicas sdo

ineficientes para o diagnostico e conseqiientemente para o controle da transmissao.



> Para o diagndstico da infec¢do canina em inquéritos epidemioldgicos a amostra de
sangue pode ser utilizada devido a facilidade de coleta, melhor aceitagdo por parte dos
proprietarios e sua alta taxa de positividade comparavel a dos testes sorologicos.

> Considerando o grupo dos cdes assintomaticos a pele parece ser a amostra mais
indicada para o diagndstico, pois sua taxa de positividade foi superior a do sangue e
semelhante a de medula, mas com a vantagem de ser menos invasiva.

> Dentre os cdes sintomaticos, os trés tipos de amostras clinicas foram igualmente
eficientes, apesar do menor nimero de caes amostrados.

> O uso da PCR no diagnoéstico da LVC parece superar em grande parte problemas
como a baixa sensibilidade dos exames parasitologicos, a ocorréncia de reagdes cruzadas,
incluindo cdes falso-positivos e falso-negativos e a ineficdcia dos testes soroldgicos em
detectar a infeccdo em caes assintomaticos.

> A alta prevaléncia da infec¢do canina e a presenca predominante e abundante de
espécies de flebotomineos vetoras apresentadas nos nossos resultados podem contribuir na
escolha das medidas de controle, pelos 6rgaos competentes do municipio.

> De fato ha que se valorizar e incentivar novas investigagdes e pesquisas aplicadas
como fontes importantes de informagdes para subsidiar o Programa de Controle das

Leishmanioses no Brasil.
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