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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose causada por Leishmania infantum chagasi. Canideos
desempenham importante papel epidemiologico por atuarem como reservatorios naturais. Este
trabalho teve como objetivo conduzir uma investigagdo sobre leishmaniose visceral canina (LVC)
em cées na cidade de Goiania-GO. Para o estudo, foram utilizados 214 animais sintomaticos e
assintomaticos e colhidas amostras de sangue, biopsias de pele e aspirados de linfonodo. Nos testes
sorologicos pela reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), 20 animais apresentaram resultados
positivos. No exame parasitoldgico direto, foram detectadas amastigotas em seis amostras. Os testes
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), realizados apenas nos animais sintomaticos ou com
resultado positivo em pelo menos um dos exames anteriores (n=81), foram positivos para sete caes.
As amostras positivas no exame parasitologico foram também submetidas a PCR. Das 20 amostras
positivas nos testes pela RIFI, apenas sete foram confirmadas pela PCR. Os resultados positivos
pela PCR espécie-especifica, nas sete amostras, confirmaram a identidade molecular de L. i. chagasi
nestes animais. Os resultados registraram os primeiros casos autoctones em Caldas Novas-GO e
Novo Brasil-GO e evidenciaram a necessidade urgente de intensificagdo das estratégias de controle
da LVC nestes municipios. O estudo revelou a existéncia de casos de LVC em cées que buscam
atendimento clinico na cidade de Goiania.

DESCRITORES: Leishmania infantum chagasi. Saude publica. Diagnostico
molecular. Exame parasitologico. Reservatorio urbano. Reagdo
de imunofluorescéncia indireta.

1 Laboratorio de Doengas Parasitarias, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goias (UFG);
2 Mestranda em Ciéncia Animal, Sanidade Animal, UFG;
3 Médico Veterinario, Unido Pioneira de Integra¢do Social (UPIS) .

Enderego para correspondéncia: Dr. Guido F. C. Linhares, Laboratorio de Doengas Parasitarias, Escola
de Veterinaria da UFG, Campus II, Caixa postal 131 CEP: 74001-970, Goiania, GO, Brasil. E-mail:
guidofcl@vet.ufg.br.

Recebido para publicagao em: 29/11/2010. Revisto em: 25/5/2011. Aceito em: 8/6/2011.

Vol. 40 (2): 159-168. abr.-jun. 2011 10.5216/rpt.v40i2.14941 159



INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose de evolugao cronica causada
pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, de grande importancia
na América do Sul, especialmente no Brasil (Desjeux, 2004; Shaw, 2006).

Os canideos, por atuarem como 0s principais reservatdrios naturais,
desempenham importante papel na epidemiologia. No Brasil, as espécies Dusicyon
ventulus, Cerdocyon thous ¢ Chrysocyon brachyurus sao reservatorios silvestres,
enquanto Canis familiaris atua como reservatorio doméstico (Gontijo & Melo,
2004). Estes animais, por apresentarem elevada intensidade parasitaria de formas
amastigotas na pele, sdo altamente eficientes na manutengao do parasito nos focos
endémicos, o que favorece a infecgdo dos vetores (Moreno & Avar, 2002; OMS,
2006). As espécies de flebotomineos Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi
constituem vetores biologicos no Brasil (Santos et al., 1998; Neves et al., 2005).

Como métodos convencionais de diagndstico laboratorial da LV, sdo
empregados o exame parasitologico direto e as técnicas sorologicas. A reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imuno enzimatico indireto (ELISA)
sdo os testes soroldgicos recomendados pelo Ministério da Satide (MS) para estudos
de soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais ¢ censitarios. Para areas ndo
endémicas, o0 MS indica o exame parasitologico direto como método confirmatorio
para cées com sorologia positiva em virtude de sua elevada especificidade (Brasil,
2006). Os métodos soroldgicos possuem eleada sensibilidade, no entanto tém sido
relatadas reagdes cruzadas com leishmaniose tegumentar, doenga de Chagas e
outras tripanossomoses (Baneth & Aroch, 2008, Gomes et al., 2008., Troncarelli et
al., 2008).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método que apresenta alta
sensibilidade e especificidade na detecgdo direta do DNA, no entanto ha restrigoes
para a sua aplicagdo em inquéritos epidemioldgicos em razdo do elevado custo dos
equipamentos, da necessidade de pessoal altamente qualificado e de dificuldades
inerentes a padronizacdo da técnica (Gomes et al., 2007).

Apesar do aumento do nimero de casos de LV no estado de Goias
nos ultimos anos, até a presente data, o municipio de Goiania ndo ¢ considerado
endémico para a enfermidade. No entanto, de acordo com o Ministério da Saude,
Goiania enquadra-se como “area vulneravel” por causa do fluxo migratodrio intenso,
por sua localizagdo em eixo viario comum a municipios com casos autoctones ¢
por sua condigdo de “area silenciosa”, ja que ndo ha registro de casos autoctones ou
transmissdo de LV ou LVC em seu territorio (Brasil, 2006; Brasil, 2009).

Este trabalho teve como objetivo conduzir uma investigagdo soroldgica,
parasitologica e molecular sobre LVC em cdes errantes mantidos no Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) de Goiania e em caes atendidos no Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias (HV/UFG).
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MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do estudo, foram utilizados 214 caes, sendo 174
mantidos no CCZ de Goiania (animais errantes capturados e retirados das ruas da
cidade de Goiania) e 40 atendidos para consulta no HV/UFG no periodo de 04 de
fevereiro a 12 de dezembro de 2009. A selecao dos animais, por conveniéncia, nao
teve como critério a realizagdo de qualquer exame laboratorial prévio para triagem.

Os animais foram classificados em dois grupos conforme a apresentagao
clinica, sendo um grupo formado por animais assintomaticos para LVC (n=141) e
outro por sintomaticos (n=73). Para considerar um animal sintomatico, adotou-se
como critério a apresentacdo de pelo menos trés sinais clinicos compativeis com
a enfermidade, conforme estd descrito no Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (Brasil, 2006).

Considerando-se que o municipio de Goidnia é reconhecido como area
nao endémica para LV e com base nas recomendagdes do Ministério da Satde, foi
utilizado o teste soroldgico RIFI como método de triagem e o exame parasitologico
direto como método confirmatdrio. Para efeito de estudo, este ultimo foi realizado
em todos os animais, independentemente de serem ou ndo sintomaticos. A PCR foi
empregada como um segundo método confirmatorio, mas somente para os caes
com sorologia positiva e/ou sintomaticos.

Foram, portanto, colhidas amostras de sangue sem anticoagulante para
obten¢do do soro, dois fragmentos de pele integra da face interna da auricula
(biopsia) e aspirado de linfonodo popliteo. Logo apos a coleta do material, os
animais foram liberados para seus destinos de origem e nenhum deles foi mantido
em experimento para outros estudos.

Aliquotas de soro foram utilizadas para testes de RIFI sendo consideradas
positivas as amostras com diluigdo igual ou superior a 1:40, conforme protocolo
descrito por Oliveira et al. (2008). Como antigeno, utilizou-se substrato antigénico
obtido de promastigotas de L. i. chagasi cultivadas em meio RPMI 1640, a 25 °C
(Assis et al., 2010). Os antigenos, assim como os soros de controle positivo e
negativo procediam do Laboratorio de Imunoparasitologia da UNESP-Jaboticabal.
Como anticorpo na reac¢do, empregou-se o anti-IgG canino conjugado ao
isotiocianato de fluoresceina, diluido conforme as recomendagdes do fabricante
(KPL, USA).

Imediatamente apos a coleta, as amostras de pele foram utilizadas para
preparagdes citologicas por aposicdo (imprint) em laminas de microscopia. Dos
aspirados de linfonodo foram preparados esfregacos delgados em laminas. Em
seguida, as laminas foram fixadas em metanol por cinco minutos e coradas pelo
Giemsa. Ap0s a coloragdo, as laminas foram examinadas em microscopia de luz
(500x e 1.000x) para a pesquisa ¢ identificacdo de formas amastigotas, conforme
caracteristicas morfologicas tipicas do género Leishmania (Michalick, 2005).
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Com base nas amostras de pele e nos aspirados de linfonodo
recém-colhidos, procedeu-se a extragdo de DNA empregando o kit comercial
[lustra™ GE Healthcare®. As etapas de extragdo foram executadas de acordo com
as instrucdes do fabricante.

NaPCR, foiutilizadoopardeiniciadoresRV 1 (5’-cttttctggtcccgegggtagg-3°)
/RV2 (5’-ccacctggcctattttacacca-3") para a amplificagdo espécie-especifica do
fragmento de 145 pb de minicirculos do kDNA de L. i. chagasi, segundo Fichoux et
al. (1999). Para controle positivo da reagdo, utilizou-se 0 DNA extraido do mesmo
cultivo de promastigotas de L. i. chagasi citado acima. Agua ultrapura esterilizada
(DNase/RNase-Free Destilled Water, Invitrogen) foi usada como controle negativo.

Para avaliar a concordancia entre os métodos de diagndstico utilizados
no estudo, os resultados foram analisados pelo teste estatistico Kappa, com
intervalo de confianga de 95% (Landis & Koch, 1977). O teste do qui-quadrado
(grau de liberdade 1 e significancia de 5%) foi aplicado para verificar a associagao
estatistica entre a variavel “animal sintomatico” e o resultado dos testes diagndsticos
(Thrusfield, 1995).

RESULTADOS

Entre os sinais clinicos observados nos caes sintomaticos, foram
registrados: conjuntivite, linfoadenopatia, alteracdes dermatologicas (alopécia,
eczema furfuraceo, lesdes ulcerativas, hiperqueratose), perda de peso e onicogrifose.
Estes sdo frequentemente considerados sinais compativeis com a LVC (Amusategui
et al., 2003; Alvar et al., 2004).

Do total de 214 cies testados pela sorologia, 20 (9,3%) mostraram-se
positivos. Entre os 73 classificados como sintomaticos, 12 (16,4%) apresentaram
resultados positivos e 61 (83,6%), resultados negativos. Com relagdo ao grupo
assintomatico (n=141), 8 (5,7%) foram identificados no teste como positivos e 133
(94,3%), como negativos (Tabela 1).

No exame parasitologico direto das 214 amostras de pele, foram detectadas
amastigotas em 6 (2,8%) destas. Dos 73 animais sintomaticos, 5 (6,8%) foram
identificados como positivos (Figura 1) e os outros 68 (93,2%), como negativos.
Um animal (0,7%) entre os 141 assintomaticos revelou-se positivo neste exame e
os outros 140 (99,3%) foram encontrados negativos (Tabela 1).

Os resultados dos exames parasitologicos obtidos dos aspirados de
linfonodo foram semelhantes aos de pele, com exce¢ao de um animal assintomatico
que se revelou positivo apenas no exame da amostra de pele.

Conforme o critério estabelecido, os testes pela PCR foram realizados em
81 amostras. Destas, sete (8,6%) foram positivas e 74 (91,4%) negativas (Figura 2).
Entre as positivas, seis correspondiam a cdes sintomaticos e apenas uma a animal
assintomatico. Amostras identificadas como positivas no exame parasitologico
também foram positivas quando examinadas pela PCR. Das 20 amostras positivas
pela RIFI, apenas 7 foram confirmadas pela PCR.
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Figura 1. Formas amastigotas de Leishmania sp. observadas no exame
parasitologico direto em amostra de linfonodo de cdo sintomatico para
LVC, atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Goias, procedente do municipio de Caldas Novas.

Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa dos resultados de exames pela RIFI e
parasitologico direto para LVC, realizados em cdes no municipio de

Goiania
RIFI Parasitologico Direto
Pos. Neg. Pos.* Neg.** Total
Sintomatico 12(16,4%) 61(83,6%) 5(6,8%) 68(93,2%) 73
Assintomatico 8(5,7%) 133(94,3%) 1(0,7%) 140(99,3%) 141
Total 20(9,3%) 194(90,6%) 6(2,8%) 208(97,2%) 214

*Resultado positivo independentemente do tipo de amostra (pele ou linfonodo).
**Resultados negativos tanto para amostras de pele como para linfonodo.

Os resultados positivos por PCR espécie-especifica em sete amostras
confirmaram a identidade molecular de L. i. chagasi nos animais examinados.

Neste estudo, apenas sete cdes foram classificados como infectados,
considerando-se os resultados dos testes positivos da PCR e¢/ou parasitologico,
aplicados como métodos confirmatorios para o diagnostico de LVC. Nenhum
destes animais era comprovadamente domiciliado no municipio de Goiania. Quatro
deles tiveram a procedéncia registrada no atendimento do HV/UFG, sendo dois de
Caldas Novas, um de Novo Brasil, ambos municipios goianos, ¢ um da cidade de
Belo Horizonte, capital de Minas Gerais. Na anamnese realizada durante a consulta,
constatou-se que os cdes procedentes de Caldas Novas e Novo Brasil eram nascidos
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e criados nos respectivos municipios de origem, sem historico de deslocamentos
para outras areas. Os outros trés eram animais errantes, capturados no municipio de
Goiania e mantidos sob a guarda do CCZ-Goiania, sem identificacdo que permitisse
a comprovagao de domicilio ou origem.

Figura 2. Eletroforese de produtos de PCR com o par de iniciadores (RV1/
RV2), especifico para o fragmento de 145 pb de minicirculos do kDNA
de Leishmania infantum chagasi: 1- marcador molecular de 100pb;
2- controle positivo para L. i. chagasi; 3 a 9- amostras positivas; 10-
controle negativo; 11- DNA de cao sadio.

A interpretagdo dos valores Kappa revelou “concordancia moderada”
(Kappa geral = 0,44; P-valor geral <0,001) entre a RIFI e o exame parasitologico,
assim como entre RIFI e PCR, e “concordancia quase perfeita” (Kappa geral = 0,92;
P-valor geral <0,001) entre PCR e exame parasitologico. Pela analise das variaveis
teste de diagnostico e apresentagdo clinica, verificou-se associagao estatisticamente
significativa entre o resultado da RIFI e o fato de o animal ser sintomatico ou ndo
(P>0,05). Isso ndo ocorreu entre o exame direto e a condi¢do clinica dos animais.

DISCUSSAO

A presenca de caes portadores de LVC no municipio de Goiania representa
risco potencial para a satide publica, uma vez que estes animais atuam como fonte
de infeccdo para os vetores flebotomineos (Travi et al., 2001; Michalick, 2005).
Trés animais avaliados neste estudo eram caes com origem desconhecida oriundos
do CCZ. Estes poderiam ser procedentes de outras regides das quais se evadiram ou
mesmo terem sido abandonados dentro do municipio de Goiania. Por este motivo,
nao foi possivel chegar a conclusdes quanto a autoctonia destes casos. Portanto, os
resultados alcangados neste estudo ndo alteram a condigdo epidemiologica de area
“ndo endémica” ou area “silenciosa” do municipio de Goiania com relagdo a LVC.
Contudo, ¢ importante salientar que a introdugao de L. longipalpis no municipio
poderia estabelecer condi¢des favoraveis a autoctonia da enfermidade.
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Entre os 20 resultados positivos pela RIFI, 13 foram negativos nos exames
confirmatorios (PCR e/ou parasitologico). A falta de concordéncia entre estes
métodos tem sido frequentemente apontada em artigos de pesquisa, no entanto
a ndo confirmacdo do resultado sorologico pelos exames diretos ndo descarta a
possibilidade de o cdo ser, de fato, portador (Iniesta et al., 2002; Reithinger et al.,
2003; Riera et al., 2004). Por outro lado, resultados falso-positivos na sorologia
podem ocorrer ante determinantes antigénicos comuns a outras espécies de
protozoarios com estreita relagdo filogenética, especialmente aquelas pertencentes
ao mesmo género como Leishmania braziliensis ou Leishmania amazonenesis,
agentes da leishmaniose tegumentar americana (LTA) (Tolezano et al., 2007;
Quaresma et al., 2009). Esta ¢ uma possibilidade que deve ser considerada com
relagdo aos resultados deste estudo, uma vez que a LTA ¢ uma enfermidade
endémica no estado de Goids. Isso deve também ser considerado em relacdo a
infeccdo por Trypanosoma cruzi, agente da doenga de Chagas, apontado por outros
autores como causa frequente de resultados falso-positivos nos testes sorologicos
para LVC (Troncarelli et al., 2008).

Neste estudo, o elevado ntimero de caes considerados suspeitos de estarem
acometidos de LVC, os quais, no entanto, obtiveram resultados negativos nos testes
diagnosticos utilizados, corrobora observagdes de outros autores. Este quadro pode
ser justificado pelo fato de os sinais clinicos ndo serem patognomomicos, o que
significa que poderiam estar relacionados a outras enfermidades (Brasil, 2006;
Faucher & Piarroux, 2010).

Com base na informagéo de que os caes com resultados positivos pela
PCR, provenientes dos municipios de Caldas Novas ¢ Novo Brasil, eram animais
nascidos e mantidos permanentemente nos locais de origem, pode-se concluir
pela autoctonia destes casos nestes municipios. Este fato justifica a importancia
de estudos sobre a fauna flebotominica, de investigagdo epidemioldgica e da
implantacgdo de estratégias de controle da LV nestas areas.

O exame parasitologico direto ¢ um método de elevada especificidade,
porém, em virtude de sua menor sensibilidade, pode ndo identificar todos os animais
portadores em determinada area. De acordo com Moreira etal. (2007), o linfonodo é o
melhor drgdo para coleta e diagnostico pelo exame parasitologico direto. Entretanto,
no presente estudo, as amostras provenientes de fragmentos de pele foram as que
apresentaram o maior niimero de resultados positivos devidamente confirmados
pela PCR. Estudos t€ém demonstrado que a PCR tem sido capaz de identificar
parasitemias inferiores a um parasita por microlitro (Mary et al., 2006). Com a
utilizagdo de técnicas moleculares, torna-se maior a possibilidade de identificagéo de
casos, ja que a técnica oferece sensibilidade superior ao exame parasitoldgico direto.
Além disso, trata-se de técnica menos invasiva comparada ao exame parasitologico
para o qual é necessaria a bidpsia de fragmento de pele (Faucher & Piarroux,
2010). Alguns autores estimam que os casos assintomaticos representem 50% a
60% do total de animais infectados (Alvar et al., 2004). Esta informagao reforca a
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importancia da utilizacao de novas técnicas que identifiquem reservatorios ¢ vetores
em programas de investigagdo epidemioldgica (Kato et al., 2010).

CONCLUSOES

Conclui-se que existe casuistica de LVC em cides sintomaticos ou
assintomaticos presentes na cidade de Goidnia, mas este municipio continua com o
status de area “vulneravel” e “silenciosa”, pois 0s casos positivos encontrados nao
tiveram sua autoctonia confirmada.

O exame parasitologico direto e a PCR apresentam resultados equivalentes
para o diagnoéstico da LVC.
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ABSTRACT

Studies on canine visceral leishmaniasis in the municipality of Goiania, Goias,
Brazil.

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis caused by Leishmania infantum chagasi.
The canids play an important role in its epidemiology as they are natural reservoirs.
The present study aimed to investigate canine VL (CVL) in dogs from the city
of Goiania. A group of 214 dogs (symptomatic and asymptomatic) was assessed.
Blood samples, skin biopsies and lymph node aspirates were collected from the
animals. Twenty dogs were positive by immunofiuorescence antibody test (IFAT)
while only 6 presented amastigotes in the direct microscopic examination (DME).
The PCR tests, employed only for symptomatic animals or for those classified as
positive by at least one of the two previous methods (n=81), were positive for 7 dogs.
Positive samples by the DME were also positive by PCR. Only 7 out of 20 IFAT
positive samples were confirmed by PCR. Species-specific PCR results confirmed
the molecular identity of L. i. chagasi in these 7 animals. Among the samples
confirmed by PCR, two corresponded to the first autochthonous cases of CVL, in
the municipalities of Caldas Novas and Novo Brazil, and emphasized the urgent
need to enhance control strategies for CVL in these localities. The study revealed the
existence of CVL cases in dogs attending veterinary clinics in the city of Goiania.

KEY WORDS: Leishmania infantum chagasi. Public health. Molecular diagnosis.
Parasitologic examination. Urban reservoir. Immunofiuorescence
antibody test.
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