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RESUMO

Introdugio: Desconhecida a realidade da leishmaniose visceral canina em Garanhuns, objetivou-se
investigar a ocorréncia de anticorpos antileishmania spp em caes domiciliados e semidomiciliados
e os possiveis fatores de risco envolvidos. Métodos: Em uma primeira etapa foram coletadas 256
amostras de sangue de cies que foram submetidas a reacio de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
na diluigao 1:40. Adicionalmente, 23 amostras positivas na RIFI foram testadas com um teste rdpido
imunocromatogréfico. Em uma segunda etapa, novas amostras de sangue de 18 caes positivos na RIFI
na primeira fase do estudo foram coletadas, retestadas pela RIFI (1:40 e 1:80) e, adicionalmente, pela
reacdo em cadeia da polimerase para pesquisa de DNA de Leishmania infantum. Ademais, 16 dessas
amostras foram retestadas pelo teste répido imunocromatografico. Resultados: Na primeira etapa,
16% das amostras foram positivas na RIFI (1:40) e apenas trés (13%) foram positivas no teste répido
imunocromatografico. Na segunda etapa, 12 amostras foram positivas na RIFI na dilui¢ao 1:40 e sete
também na dilui¢ao 1:80. Nenhuma amostra foi positiva na reagdo em cadeia da polimerase e no teste
rapido imunocromatogrifico. Sinais clinicos de leishmaniose visceral ocorreram em 4,9% dos caes
positivos. Nao houve diferenga estatistica entre idade, sexo e status clinico dos caes, porém entre seus
locais de origem. Conclusdes: Os cies domiciliados e semidomiciliados de Garanhuns apresentam
anticorpos antileishmania spp, sendo, em sua grande maioria, assintomaticos.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral. Sorologia. Cao. Epidemiologia.

ABSTRACT

Introduction: Considering the unknownsituation regarding canine visceral leishmaniasis in Garanhuns,
this study had the aim of investigating occurrences of anti-Leishmania spp antibodies in domesticated
and partially domesticated dogs, and the possible risk factors involved. Methods: In the first phase of the
study, 256 blood samples were collected from dogs and subjected to the indirect fluorescent antibody
test (IFAT) reaction at a dilution of 1:40. Additionally, 23 IFAT-positive samples were tested using an
immunochromatographic dipstick test. In the second phase, new blood samples were collected from 18
dogs that were IFAT-positive in the first phase. These animals were retested using IFAT (1:40 and 1:80)
and, additionally, by means of the polymerase chain reaction to investigate the Leishmania infantum
DNA. Furthermore, 16 of these samples were retested using the immunochromatographic dipstick test.
Results: In the first phase of the study; 16% of the samples were IFAT-positive (1:40) and only three
(13%) were positive in the immunochromatographic dipstick test. In the second phase, 12 samples
were IFAT-positive at the dilution of 1:40, and seven were also positive at 1:80. None of the samples
were positive in the polymerase chain reaction testing or in the immunochromatographic dipstick test.
Clinical signs suggestive of visceral leishmaniasis were observed in 4.9% of the IFAT-positive dogs. There
were no statistical differences in relation to age, sex or clinical status of the dogs, but there was a difference
in relation to place of origin. Conclusions: The domesticated and partially domesticated dogs living in
Garanhuns present anti-Leishmania spp antibodies, but are mostly asymptomatic.

Key-words: Visceral leishmaniasis. Serology. Dog. Epidemiology.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose
de grande impacto na satide publica. No Brasil, a
enfermidade encontra-se amplamente difundida,
sendo causada pelo protozodrio Leishmania
(Leishmania) infantum (=Leishmania chagasi), o
qual é transmitido de um hospedeiro reservatério
ao suscetivel pela picada de flebotomineos, sendo
Lutzomyia longipalpis a principal espécie envolvida'.
Os cdes sdo implicados como os principais
reservatdrios no ciclo zoonético de transmissio,
particularmente no ambiente doméstico®.

No Estado de Pernambuco, a LV humana
apresentou considerdvel expansio geogréfica ao
longo dadécadade 90**. Apesar de serhistoricamente
endémica no Sertio pernambucano, a maioria dos
casos de LV notificados em humanos na década
de 90 provinha da regido Agreste®. Dantas-Torres
e Brandao-Filho* enfatizam que, principalmente
entre 1998 e 1999, essa concentra¢io de casos no
Agreste pernambucano originou a formagao de
um cinturdo de municipios com LV ao redor de
Caruaru. Entretanto, apesar de pertencer a essa
regido, Garanhuns notificou trés casos de LV nos
anos de 1995, 1996 e 2001. Porém, sem informagdes
precisas sobre a origem da infecgdo (F Dantas-
Torres: comunicagio pessoal, 2008).

Em se tratando da infec¢io em caes, a Fundagao
Nacional da Satde (FUNASA) estimou que
2,5% da populagdo canina de Pernambuco seria
soropositiva’. Entretanto, ao que parece, arealidade
é bem diferente, mostrando que, em alguns
focos de diferentes municipios, a soroprevaléncia
pode alcancar mais de 50%°. Especificamente em
Garanhuns, nao ha conhecimento sobre ocorréncia
da LV em cées. Porém, a exemplo do que acontece
com humanos em todo estado, o diagndstico clinico
canino também pode estar sendo negligenciado
em Garanhuns, por acreditarem ser o municipio
isento de tal zoonose. Um fato importante a ser
considerado é que Garanhuns dista em menos de
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100km dos municipios mais proximos pertencentes ao cinturao de
LV de Caruaru*. Assim, notadamente, Garanhuns retine condi¢oes
potenciais para ocorréncia da LV humana e canina. Diante do
exposto, torna-se entdao importante conhecer a prevaléncia de
anticorpos antileishmania spp em caes de Garanhuns.

METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido no municipio de Garanhuns (latitude
08°53725” e longitude 36°29°34”), situado no Agreste Meridional
de Pernambuco, no Planalto da Borborema e distante 225km de
Recife, capital do estado (Figura 1). Possui uma altitude média de
896m, temperatura média anual de 20°C e uma umidade relativa do
ar que varia entre 75 2 83%’. O clima predominante na regido é o As’
que equivale a um clima quente e imido conforme classificagao de
Kéeppen. A precipitagio média é de 1.333,1mm, sendo os meses
mais chuvosos de maio e junho® A maior parte do municipio,
incluindo toda a sua 4rea urbana, encontra-se inserida nos chamados
Brejos de Altitude que fazem parte da floresta Atlantica nordestina’.
Garanhuns tem um territério de 472km? e uma populagao de
124.996 habitantes'. Os locais de coleta de sangue dos caes foram
determinados através de sorteio aleatério de oito dos 40 postos de
vacinagdo da campanha antirrabica distribuidos pelo municipio.

Populagao canina e coleta das amostras

A amostra minima necesséria foi calculada em 234 caes, com base
no tamanho da populagio canina (infinita), soroprevaléncia esperada
(2,5%), precisao de 2% e intervalo de confianca de 95%.

A primeira etapa deste trabalho foi realizada no dia 27 de
outubro de 2007, quando foram coletadas 256 amostras de sangue
de cdes domiciliados e semidomiciliados (animais que passam
parte do dia fora do domicilio), machos e fémeas, de diferentes
idades e ragas, que foram selecionados ao acaso durante a campanha
de vacinagao antirrdbica de Garanhuns. As amostras de sangue
foram acondicionadas em tubos individuais sem anticoagulante.

No laboratério, o sangue foi centrifugado a 1.500g por 10 minutos. Os
soros obtidos foram estocados em freezer a -20°C até serem testados.
Dados relativos a idade, sexo, raga, local de origem e sintomatologia
de cada animal foram anotados em fichas individuais. Em uma
segunda etapa, realizada no periodo de abril a julho de 2008, foram
coletadas 18 amostras de sangue de caes que resultaram positivos na
etapa anterior. Nessa etapa, foram coletadas amostras de sangue em
tubos com anticoagulante (EDTA 10%), sendo a coleta realizada no
domicilio dos caes, apos contato prévio com o proprietdrio.

Exame clinico dos caes

Todos os caes da amostra foram examinados para verificar a
presenca de sinais clinicos sugestivos de LV. Os animais foram
classificados como sintomaticos quando apresentavam dois ou mais
sinais clinicos sugestivos de LV tais como perda de peso, dermatite,
alopecia, tlceras cutaneas e aumento de linfonodos. Por outro lado,
cdes com apenas um ou sem qualquer sinal foram considerados
assintomaticos.

Diagnéstico sorolégico

Inicialmente, os soros dos cies foram testados por um kit reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IFI-leishmaniose-visceral-
canina, Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil),
seguindo estritamente as instrugdes do fabricante. Consideraram-se
positivas as amostras que apresentaram fluorescéncia no titulo igual
ousuperiora 1:40 (ponto de corte). Ademais, 23 amostras escolhidas
aleatoriamente entre as positivas na RIFI foram submetidas a um teste
ripido imunocromatogrifico (Kala-azar Detect, InBios International,
Seattle, USA), baseado na reagio com um antigeno recombinante
(rK39) de Leishmania chagasi (=Leishmania infantum), seguindo as
instrugdes do fabricante. Em uma segunda etapa, foram coletadas
novas amostras de parte dos cies (n°=18) que resultaram positivas
na RIF], as quais foram submetidas a uma nova triagem sorolégica
pela mesma técnica, nas diluigdes 1:40 e 1:80, e a reacdo em cadeia
dapolimerase (PCR) para detecgio de DNA de Leishmania infantum.
Ademais, 16 dessas amostras foram novamente submetidas ao teste
répido imunocromatografico.
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GARANHUNS

FIGURA 1 - Localizagao do municipio de Garanhuns (pertencente a 52 Diretoria Regional de Saiide - DIRES V) no Agreste Meridional

pernambucano.
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Diagnéstico molecular

Primeiramente, foi realizada a extragio de DNA de
200ul de sangue total dos caes, utilizando um kit comercial
(Illustra blood GenomicPrep Mini Spin kit, GE Healthcare,
New York, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Na PCR, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores RV1
(senso; 5'- CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3') e RV2
(antissenso; 5'- CCACCTGGCCTATI'TTACACCA-3') cujo alvo ¢
aregido conservada do DNA do cinetoplasto (KDNA) de Leishmania
infantum, produzindo um fragmento de 145pb'". Como controle
negativo da PCR foi utilizada 4gua tratada com dietil pirocarbonato
(LGC Biotecnologia, Rio de Janeiro, Brasil) e, como controle
positivo, utilizou-se DNA purificado de Leishmania chagasi (cepa
MHOM/BR/74/PP75). As reacdes foram realizadas contendo
14yl de 4gua tratada com dietil pirocarbonato, 2,5pul de tampao
de reagdo (10x PCR buffer, Invitrogen, California, USA), 25mM
de MgCl, (Invitrogen), 2mM do desoxiribonucleotideo trifosfato
(dNTP) (Invitrogen), 0,5ul (25pmol/pl) de cada oligonucleotideo
iniciador, SU/pl de Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) e
2ul da amostra de DNA, em um volume final de 25pl. As amostras
foram amplificadas em aparelho termociclador (Mastercycler
Gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) em que, apés um periodo
inicial de desnatura¢io de cinco minutos a 94°C, realizaram-se 35
ciclos (desnaturagio, 30 segundos a 94°C; anelamento, um minuto
a 67°C; sintese, 30 segundos a 720C), com uma sintese terminal
de cinco minutos a 72°C. Para verificagdo da amplificagdao dos
fragmentos de DNA, foi utilizado 10ul do produto da PCR por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio,
visualizados em transiluminador ultravioleta. Como padrao de peso
molecular, utilizou-se DNA do fago lambda digerido com Hind IIT'
(New England BioLabs).

Andlise dos dados

A soroprevaléncia (SP) foi calculada segundo a férmula:
SP = n° de caes positivos/populagio coletada x 100. Foi utilizado
o teste qui-quadrado (¥*) para comparar taxas de prevaléncia entre
sexo, idade, status clinico e local de origem. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significantes quando o valor de
p<0,05. Para realizagao da andlise estatistica, adotou-se o programa
PopTools, versao 2.7.5. Por fim, calculou-se o erro padrao estimado
para cada uma das taxas de prevaléncia, segundo a férmula:

Pestimada t ‘/Pestimada (1- stttmadu)/n'

RESULTADOS

Os dados obtidos em rela¢ao a prevaléncia de anticorpos
antileishmania spp dos cies de Garanhuns e os fatores de risco
associados encontram-se listados na Tabela 1. De forma geral, a
idade dos cies avaliados variou de dois meses a 13 anos, sendo
129 (50,4%) fémeas e 127 machos. Das 256 amostras de soros
dos caes testadas pela RIFI, 41 foram positivas na diluigio 1:40,
correspondendo a uma prevaléncia de anticorpos antileishmania
spp de 16%. Trés (13%) de 23 amostras positivas pela RIF], testadas
pelo teste rapido imunocromatografico, foram positivas. Dos 41 caes
soropositivos, apenas dois (4,9%) foram considerados sintomaticos,
ou seja, exibiam dois ou mais sinais clinicos, sendo mais evidentes
a perda de peso, alopecia e tlceras cutineas, principalmente em
orelhas e focinho. Dos 39 (95,1%) cies assintomaticos, apenas dois
apresentaram um sinal clinico sugestivo de LV.

TABELA 1 - Prevaléncia de anticorpos antileishmania spp pela reacio de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em relagio aos fatores de risco dos caes
domiciliados e semidomiciliados do municipio de Garanhuns.

N NP Prevaléncia p-valor

Fatores de risco (EP%)
Idade (anos)

<1 61 10 16,4 (11,6-21)

>1 195 31 159 (13,2-184) 0914
Sexo

macho 127 21 16,5 (13,3-19,7)

fémea 129 20 155(12,3-187) 0,956
Status clinico

sintomético 7 2 28,6 (11,5-45,5)

assintomatico 249 39 15,6 (13,3-17,9) 0,692
Total 256 41 16 (13,7-18,3)

N: namero de animais, NP: niumero de positivos, EP: erro padrao estimado.

Em relagdo aos possiveis fatores de risco, dentre os animais
positivos, verificou-se que 31 (75,6%) eram maiores de um ano de
idade e 21 (51,2%) eram machos. Entretanto, nao houve diferencas
estatisticas significativas entre cies jovens e adultos (x2 = 0,011;
p-valor=0,914), tampouco entre os sexos (X2 = 0,002; p-valor=0,956) e
status clinico (x2 =0,156; p-valor=0,692). Nao foram realizadas andlises
em relacdo araca dos caes, pois a maioria deles ndo possuia raga definida.
Foi verificada a ocorréncia de anticorpos antileishmania spp em seis
(75%) dos oito postos investigados (Tabela 2), sendo as maiores taxas
ocorridas em Aluisio Pinto (30,8%), seguido por Manoel Xéu (26,7%)
e COHABII (25%). No entanto, as taxas de soroprevaléncia diferiram
estatisticamente quando todos os postos de coleta foram comparados
(x2=21,928; p-valor = 0,002), havendo também diferengas estatisticas
significativas nas taxas observadas entre Helidpolis e Aluisio Pinto
(x2 =3,852; p-valor = 0,049); Brasilia e Cohab II (32 = 5,170; p-valor =
0,022); Brasilia e Manoel Xéu (y2 = 5,115; p-valor = 0,023); Brasilia e
Aluisio Pinto (x2=7,573; p-valor=0,005) e Aluisio Pinto e Vilado Quartel
(x2 = 3,950; p-valor = 0,046).

Na segunda etapa, 18 dos 41 caes positivos, em que foram
repetidas as andlises em novas amostras, 12 foram positivos pela RIFI
a uma diluigdo de 1:40, sendo que, sete dessas também reagiram a
diluigdo 1:80. Além disso, todos os caes foram negativos no testes
rapido imunocromatogréfico, e na pesquisa de KkDNA de Leishmania
infantum pela PCR em sangue.

TABELA 2 - Prevaléncia de anticorpos antileishmania spp pela reacgao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soros de cies domiciliados
e semidomiciliados coletados em oito postos de saide do municipio de

Garanhuns.

NP/NT Prevaléncia Posto de coleta  p-valor
Posto de coleta (EP%) (DS)
Manoel Xéu 8/30 26,7 (18,6 - 34,6) Brasilia 0,023
COHAB II 11/44  25(18,5-31,5) Brasilia 0,022
Aluisio Pinto 12/39 30,8 (23,4-38) Brasilia 0,005
Heliépolis 4/39 10,2 (5,4 - 15) Aluisio Pinto 0,049
Brasilia 2/41 4,8(1,5-8,1) - -
Indiano 4/37 10,8 (5,7-15,9) - -
Vila do Quartel 0/12 0 Aluisio Pinto 0,046
Santo Ant6nio 0/14 0 - -

NP: nimero de positivos, NT: nimero total de animais coletados, EP: erro padrao
estimado; DS: diferenca estatistica significativa (p<0,05). Obs: constam na tabela
apenas os postos que apresentaram diferencas significativas entre os pares.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam a suspeita inicial
sobre a ocorréncia de anticorpos antileishmania spp em caes de
Garanhuns, com um nimero significante de animais positivos pela
RIFL Apesar desta taxa (16%) ser inferior aquelas encontradas em
outros municipios de Pernambuco, como Paulista’, é expressiva
quando comparada a estimativa média em todo o estado (isto &,
2,5%)5.

A auséncia de associagdo entre presenga de anticorpos
antileishmania spp e os fatores de risco como aidade e 0 sexo dos caes
corrobora estudos prévios desenvolvidos em uma regido endémica
de Minas Gerais'>. Contudo, é discordante dos achados verificados
em regiodes litoraneas nordestinas de Pernambuco e Ceard®". Diante
deste fato, é prudente considerar que aleishmaniose canina seja uma
doenga de natureza local e que os fatores de risco possam variar de
uma regiao para outra. No entanto, parece bastante evidente que
o estilo de vida de cada cao em particular possa favorecer a sua
exposi¢ao aos vetores e, por conseguinte, a infecgao, como é o caso
de caes de guarda noturnos'.

Curiosamente, os dois postos do municipio, Aluisio Pinto e
Manoel Xet, em que foram observadas as maiores soroprevaléncias
de anticorpos antileishmania spp exibem graves problemas
ambientais, principalmente em relacio ao saneamento bdsico.
Além disso, esses bairros estio localizados préximos a resquicios
de Mata Atlantica e em algumas residéncias foram observadas
criagoes de animais de producao. Estas caracteristicas tém sido
especuladas como possiveis fatores de risco para a ocorréncia de
LV no Nordeste brasileiro®'.

De forma similar a outros estudos®", a grande maioria dos
cdes soropositivos nao apresentou sinais clinicos de LV. Esse
fato ¢é bastante relevante, haja vista que os cdes aparentemente
assintomdticos podem atuar como fonte de infec¢do aos vetores,
potencialmente participando do ciclo zoondtico de transmissio’*.
Os sinais observados nos caes soropositivos desse estudo estao entre
os mais frequentemente presentes em inquéritos epidemiolégicos
realizados no Nordeste do Brasil®'*!¢. Entretanto, nio foram
verificados sinais como onicogrifose e conjuntivite, comumente
encontrados nesta espécie animal'®.

Apesar das conhecidas limitagdes, a RIFI é um dos testes de
eleicao recomendado pelo Ministério da Satde em inquéritos
soroldgicos caninos tendo em vista sua elevada sensibilidade'.
Por este motivo, essa técnica foi escolhida como de referéncia no
presente trabalho, havendo algumas possiveis explicagdes para
alguns resultados discordantes obtidos com esse teste entre as duas
etapas do estudo. Os caes considerados positivos na primeira etapa
e negativos na segunda podem ter sofrido influéncia do tempo
decorrido entre as duas coletas. Acedo-Sanchez cols'® comentam
que nesse perfodo pode haver um aumento da resposta imune celular
em detrimento da resposta imune humoral, o que pode resultar em
diminuicdo de anticorpos detectdveis pela RIFI. Além disso, nao
pode ser excluida a possibilidade de que parte dos caes soropositivos
estivesse infectada por outros pat(’)genos, particularmente por
outros tripanossomatideos. Ratificando essa suposic¢ao, Costa
cols" observaram que a RIFI realizada com antigenos de Leishmania
chagasi em amostras sanguineas de cdes experimentalmente
infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis e Trypanosoma cruzi

7

apresentou uma alta positividade. Entretanto, é importante
ressaltar que a Secretaria de Satide do municipio ndo menciona as
localidades urbanas de Garanhuns como de ocorréncia endémica
de leishmaniose tegumentar e doenga de Chagas em humanos, nao
havendo casos registrados dessas doencas nas dreas pesquisadas
(RMB Leite: comunicagio pessoal, 2009).

Em relagio ao teste imunocromatogréﬁco, as poucas reagoes
obtidas contra a proteina recombinante rK39 podem estar
associadas ao fato deste teste apresentar maior sensibilidade em
caes sintomaticos***!, Curiosamente, também em Pernambuco, no
municipio de Sdo Vicente Férrer, alguns caes positivos na RIFI foram
negativos no mesmo teste imunocromatogréﬁco (F Dantas-Torres:
comunicagio pessoal, 2009).

A auséncia de DNA de Leishmania infantum nas amostras de
sangue sinaliza discordancia entre a PCR e a RIFI. Esse resultado
demonstra a baixa sensibilidade da PCR neste tipo de amostra,
provavelmente devido ao baixo nimero de parasitos usualmente
presentes no sangue*?*. Além disso, diferentemente de uma maior

sensibilidade da PCR verificada em outros tipos de amostras®*¢, n

0
sangue hd evidéncias da interferéncia de inibidores (grupos heme)
da Tag*?". ¥ relatada ainda, uma grande variagio na sensibilidade
da PCR no que se refere ao método de extragao de DNA e aos
oligonucleotideos iniciadores utilizados***. Assim, apesar de Nunes
cols® terem obtido resultados satisfatorios em amostras de sangue de
caes, tanto os oligonucleotideos quanto a proveniéncia dos animais
(regides endémicas) diferem da presente pesquisa. J4 Gomes cols*®
obtiveram resultados satisfatérios com os mesmos oligonucleotideos
empregados neste estudo. Porém, em amostras de figado, bago e
linfonodo de cies de éreas endémicas.

A detecgdo de anticorpos antileishmania spp em caes de
Garanhuns revela uma realidade até entio desconhecida no
municipio. Nesse sentido, torna-se imprescindivel a realizagao
de novos estudos visando o isolamento e a caracterizagdo das
espécies de Leishmania circulantes entre os cies, além da captura
e classificagao de flebotomineos no municipio para identificagao
dos possiveis vetores. Espera-se que os resultados desde estudo
sirvam como um alerta as autoridades de saude publica em relagao a
manutengao das agoes de vigilancia epidemioldgica em Garanhuns
e em regides adjacentes.
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