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RESUMO

ALMEIDA, A. B. P. F. Inquérito soroepidemioldgico e caracterizacdo da leishmaniose
canina por PCR-RFLP em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil. 2009. 67f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiabg, 2009.

Leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios do género Leishmania, transmitidas
ao homem e outros vertebrados, por dipteros da subfamilia Phlebotominae (Phlebotomus sp e
Lutzomyia sp). Consideradas doenca de ambiente rural, as leishmanioses vém passando por
mudanca em seu perfil epidemioldgico, sendo registradas em ambiente urbano, tendo o cédo
importante papel na manutencdo da doenca neste ambiente. Este trabalho objetivou estudar a
leishmaniose canina através da pesquisa de anticorpos e DNA de Leishmania sp em cées
domiciliados em areas endémicas de Cuiaba, Mato Grosso, bem como diferenciar as espécies
de Leishmanias presentes na infeccdo canina do municipio. Dos 468 cées analisados, 16
(3,4%) foram reagentes na imunofluorescéncia indireta. N&o foi observada predisposicéo
racial, sexual e etaria para a ocorréncia da leishmaniose canina. Os principais fatores de risco
elencados na ocorréncia da doenca canina na cidade de Cuiaba foram & localiza¢do dos caes
no peridomicilio, bem como a proximidade das residéncias a matas, evidenciando mudangas
na ocorréncia da doenca no ambiente urbano. De 181 destes cées realizou-se PCR-RFLP em
amostras de medula dssea e linfonodo obtendo-se positividade em 45 (24,9%). O aspirado de
medula Ossea apresentou superioridade estatisticamente significativa em detectar DNA de
Leishmania sp na presente pesquisa (p<0,05). Através da PCR-RFLP identificou-se
Leishmania (Leishmania) chagasi, agente da leishmaniose visceral, nas amostras de cées
domiciliados em Cuiab4, podendo desta forma auxiliar nas medidas de prevencéo e controle
da doenga na regiéo.

Palavras Chaves: Leishmanioses, cdo, epidemiologia, PCR-RFLP, Cuiaba, Mato Grosso



ABSTRACT

ALMEIDA, A. B. P. F. Seroepidemiological investigation and characterization of canine
leishmaniasis by PCR-RFLP in Cuiaba, Mato Grosso, Brazil. 2009. 67f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, 2009.

Leishmaniases are zoonosis caused by protozoa of the genus Leishmania, transmitted to
humans and other vertebrates, flies in the subfamily Phlebotominae (Phlebotomus sp and
Lutzomyia sp). Disease considered rural environment, the leishmaniases comes through
change in its epidemiological profile, and is registered in the urban environment, taking the
dog important role in maintaining the disease in this environment. This study investigated the
canine leishmaniasis through search of antibodies and DNA of Leishmania sp in dogs
residing in endemic areas of Cuiaba, Mato Grosso, as well as differentiate the species of
Leishmania infection in the canine the council. From the 468 dogs examined, 16 (3,4%) were
reactive in indirect immunofluorescence. There was no racial bias, sexual and age for the
occurrence of canine leishmaniasis. The main risk factors listed in the occurrence of canine
disease in the city of Cuiaba to the location of the dogs were peridomiciliary and the
proximity of residences to forests, showing changes in the occurrence of the disease in the
urban environment. 181 of these dogs was carried out PCR-RFLP in samples of bone marrow
and lymph node was positive in getting 45 (24,9%). The bone marrow aspirate showed
statistically significant superiority to detect DNA of Leishmania sp in this study (p<0.05). By
PCR-RFLP was identified Leishmania (Leishmania) chagasi, agent of visceral leishmaniasis,
in samples of dogs domiciled in Cuiaba and can thus help in prevention measures and control
of disease in the region.

Key words: Leishmaniasis, dog, epidemiology, PCR-RFLP, Cuiaba, Mato Grosso
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses, doencas endémicas registradas em paises do Velho Mundo e do
Novo Mundo, s&o doengas infecciosas que acometem humanos e outros vertebrados, causadas
por varias espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas por dipteros da
subfamilia Phlebotominae (Phlebotomus sp. e Lutzomyia sp.). A doenca pode apresentar
diferentes formas clinicas, dependendo da espécie envolvida e da relagcdo parasita com seu
hospedeiro. Tais doencas sdo importantes pelo impacto que produzem na satde pablica e nas
implicacdes econdmicas que geram, apresentando alta incidéncia, letalidade, constituindo em
sério problema sanitario e econdémico-social pela deplecdo da forga de trabalho (Boraschi e
Nunes, 2007), sendo consideradas doencas negligenciadas e em expanséo no Brasil.

Essas zoonoses vém apresentando ampla distribuicdo geogréfica, sendo registrada em
areas consideradas, previamente como ndo endémicas, passando de doencas de ambiente
silvestre e rural, que acometiam pessoas que adentravam em florestas, para doencgas de
ambiente urbano, associada a adaptacdo do vetor a estes locais, proporcionado pelas
alteracOes sofridas em seu habitat natural aliado a condi¢des higiénico-sanitarias precérias da
populacdo que comumente residem na periferia das grandes cidades.

Diversos mamiferos podem se infectar com Leishmania sp., no entanto, com a
urbanizacdo das leishmanioses, o cdo adquiriu grande importancia como reservatorio da
leishmaniose visceral, no ambiente doméstico devido a sua convivéncia estreita com o
homem, elevada ocorréncia de infecgOes inaparentes e intenso parasitismo cutaneo,
representando uma fonte de infeccdo preferencial para o vetor, sendo importante na
transmissdo da doenga para o homem. Na forma cutdnea a importancia do cdo como

reservatorio ainda ndo estd completamente elucidada, sendo considerado atualmente



hospedeiro acidental, mantendo o vetor no ambiente e consequentemente o ciclo de
transmissao.

Neste contexto o estudo da importancia desses animais na cadeia epidemioldgica das
leishmanioses em areas de ocorréncia dessas zoonoses torna-se de importancia para promover
medidas de prevengdo e controle adequadas em cada regido. Mato Grosso é considerado
regido endémica para leishmaniose tegumentar e visceral, observando-se ao longo dos anos
um incremento no ndmero de casos, bem como expansdo para areas consideradas nao
endémicas.

O aumento no nimero de casos de leishmanioses no Brasil e em Mato Grosso, bem
como a importancia do céo na epidemiologia das mesmas, foram pontos que proporcionaram
0 desenvolvimento desta pesquisa. Esta dissertacéo teve por objetivo estudar a leishmaniose
canina através da pesquisa de anticorpos e DNA de Leishmania sp em cées domiciliados em
areas endémicas de Cuiaba, Mato Grosso, bem como diferenciar as espécies de Leishmanias
presentes na infec¢do canina do municipio. Os resultados serdo apresentados na forma de 2
artigos cientificos, seguindo as normas de publicagdo da Revista da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical (capitulo 2) e Veterinary Parasitology (capitulo 3)
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Histérico

Os textos do periodo inca do seculo XV e XVI e durante a colonizagdo espanhola
mencionam o risco de trabalhadores da agricultura retornarem dos Andes com Ulcera na pele
atribuindo-se a denominacdo “Valley sickness” ou “Andrean sickness”. Depois da
desfiguragéo do nariz e da boca foi conhecida como lepra branca. Alexander Russel em 1756
descreveu minuciosamente as alteracBes clinicas de paciente proveniente da Turquia que
apresentava a forma cutanea da doenca (WHO, 2008). No entanto, as primeiras descri¢oes
feitas do parasito Leishmania datam de fins do século XIX. Em 1898, Borovsky a identificou
em um paciente com a forma cuténea da doenca (Rey, 2001a).

A leishmaniose visceral foi descrita na Grécia em 1835 sendo denominada “ponos” ou
“hapoplinakon”. Foi na India em 1869 que recebeu o nome “kala-jwar” que quer dizer febre
negra ou “kala-azar” que significa pele negra em virtude do discreto aumento da pigmentacéo
da pele ocorrido durante a doenca (Marzochi et al., 1981). Em 1900, William Leishman
identificou um protozoario no ba¢o de um soldado indiano que viera a Obito em decorréncia
de uma febre local conhecida como febre “Dum-Dum” ou “Kala-azar”. Suas anotagdes ndo
foram publicadas até 1903 quando Charles Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro
paciente. No mesmo ano, Major Ross homeou este parasito de Leishmania donovani criando
0 género Leishmania (Badaré e Duarte, 1996; Prata e Silva, 2005).

O primeiro relato do parasito no continente americano data de 1931, onde Migone
descreve um caso no Paraguai de paciente proveniente do Estado de Mato Grosso, Brasil.

Neste pais, o primeiro relato de leishmaniose visceral ocorreu em 1934 por Penna que
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encontrou formas amastigotas de Leishmania em cortes histoldgicos de figado de pessoas que
morreram com suspeita de febre amarela (Badaré e Duarte, 1996; Rey, 2001a).

Em 1936, Evandro Chagas descreveu o primeiro caso in vivo de leishmaniose visceral
no Brasil e em 1937, Cunha e Chagas estabeleceram o seu agente etiolégico, denominando-o
de Leishmania donovani chagasi (Badar6 e Duarte, 1996).

A participacdo dos cées como reservatdrios da leishmaniose foi descrita por Charles
Nicolle em 1908 através de estudos experimentais e a comprovacao da participacao de insetos
na transmissdo da doenca foi feita por Cerqueira em 1920 e por Aragdo em 1922 (Rey,

2001a).

1.2.2. Agente Etioldgico e Classificacao

As leishmanias sdo protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae,
género Leishmania. Atualmente sdo conhecidas 30 espécies de Leishmania, sendo que
aproximadamente 20 sdo patogénicas para o homem (Ashford, 2000).

O reconhecimento das espécies de Leishmania € baseado em caracteristicas
morfoldgicas, pela sua localizacdo nos tecidos do hospedeiro, pela patogenicidade e tipo de
lesbes que produz, e também por critérios clinicos, epidemioldgicos e isoenzimaticos.
Classificagdo de Lainson e Shaw (1987) divide o género Leishmania nos subgéneros Viannia
e Leishmania.

Dentre as espécies dermotrdpicas encontram-se no subgénero Leishmania as espécies
L. amazonenis, L. mexicana, L. pifanoi e L. venezuelensis, causando alteragcGes cutaneas,
podendo L. (L.) amazonensis e L. (L.) pifanoi causarem a forma cutanea difusa. Os membros

do subgénero Viannia causadoras de lesdes cutaneas sdo L. braziliensis, L. guyanensis, L.
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lainsoni, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. shawi, L. lindenbergi, L. colombiensis.
Leishmania braziliensis pode acometer as mucosas, sendo que as espécies L. guyanenis e L.
panamensis raramente o causam (Da Cruz e Pirmez, 2005).

As espécies causadoras de leishmaniose visceral pertencem ao subgénero Leishmania,
complexo Leishmania donovani. Neste complexo incluem-se as espécies Leishmania
donovani, causadora do calazar na India, Paquistio, Bangladesh e em paises da Africa
Oriental; Leishmania infantum responséavel pelo calazar no Mediterraneo, Africa Central e
Ocidental, Oriente Médio e China. Nas Ameéricas, a leishmaniose visceral é causada por
Leishmania chagasi (Prata e Silva, 2005; Rey, 2001a; Rey, 2001b).

Alguns autores através de pesquisas imunoldgicas e genéticas tém demonstrado nédo
haver diferengas significativas entre L. infantum e L. chagasi aliando a isso a introdugéo do
calazar nas Américas por cédes ou pacientes vindos da Bacia do Mediterrdneo e adaptacdo a
um ecossistema onde o cdo, 0 homem e flebotomineos do género Lutzomyia mantém o ciclo
parasitario (Mauricio et al., 2000; Rey, 2001b). Entretanto Shaw (1994) evidencia diferencas

entre as espécies quanto a antigenicidade e estrutura molecular.

1.2.3. Ciclo Bioldgico e Formas de Transmissdo das Leishmanioses

As leishmanias sdo parasitos intracelulares obrigatdrios que se reproduzem dentro do
sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos suscetiveis (Badar6 e Duarte, 1996). A
reproducdo ocorre por divisdo binaria, apresentando-se na forma flagelada e
extracelularmente no trato intestinal do vetor sendo denominada promastigota e em uma fase
intracelular e sem flagelo livre chamada amastigota, nos hospedeiros vertebrados (Ashford,

2000; Prata e Silva, 2005).
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No seu ciclo biolégico encontram-se vetores, dipteros da familia Psychodidae,
hemat6fagos pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo), com vasta distribui¢cdo nos climas quentes e temperados (Dantas-Torres et al., 2007)
e conhecidos popularmente como mosquito-palha, birigui e tatuquira, caracterizados pelo
pequeno porte, 1 a 3 mm de comprimento, corpo e patas cobertas de cerdas, por manter em
repouso as asas em posicao vertical, possuindo atividade crepuscular e noturna (MS, 2006).
Epidemiologicamente as fémeas apresentam maior importancia por serem hematéfagas. Com
a urbanizacdo esses vetores tém sido encontrados em ambiente peridomiciliar e domiciliares
(Feitosa, 2002; Prata e Silva, 2005; MS, 2006).

A infeccdo dos flebotomineos ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo, das
formas amastigostas de Leishmania presentes na derme do hospedeiro infectado, as quais
passardo a evoluir no trato digestivo do inseto para formas promastigotas. Ao exercer 0
repasto sanguineo sobre um hospedeiro ndo infectado, o flebotomineo inocula as formas
promastigotas infectantes presentes em seu trato digestivo anterior, diferenciando-se em
amastigotas que se disseminam pelos tecidos dos vertebrados na forma visceral ou mantém-se
na pele nas dermotrdpicas (Prata e Silva, 2005; Missawa et al., 2008).

Apesar de a transmissdo vetorial por flebotomineos ser a mais importante na
epidemiologia da leishmaniose, tem-se relatado outras vias de infec¢do. Carrapatos e pulgas
tém sido estudados, experimentalmente, como possiveis transmissores da leishmaniose
visceral. Tais autores, utilizando a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase conseguiram
detectar DNA de Leishmania sp em carrapatos apds parasitarem cédes infectados com o
agente, sugerindo possivel acdo vetorial dos mesmos (Coutinho et al., 2005; Coutinho e
Linardi, 2007). Shaw (2007) relata a transmissdo de leishmaniose visceral através de

transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos.
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1.2.4. Principais Reservatdrios das Leishmanioses

Devido & complexidade das leishmanioses, o conhecimento de seus reservatérios é de
extrema importancia para determinar o ciclo natural do parasito e da epidemiologia da
doenca. Com algumas excecOes as leishmanioses sdo zoonoses € o homem se infecta
acidentalmente (WHO, 2008).

Os reservatorios primarios das Leishmania sdo mamiferos selvagens, como o0s
roedores e canideos silvestres (Dantas-Torres, 2007; Sobrino et al., 2008). Com o incremento
do processo de domiciliagdo do ciclo zoonotico de transmissdo das leishmanioses, animais
sinantropicos e domésticos tem assumido importancia relevante na infeccdo (Dantas-Torres,
2007). De acordo com Cabrera et al. (2003) a importancia dos animais sinantropicos associa-
se a sua alimentacdo onivora dos mesmos aliados ao fato de viverem em ambiente florestal e
habitagcGes humanas tornando-os elo importante entre transmissdo silvestre, peridomiciliar e
domiciliar do parasito. Além destes, equideos, felinos e roedores tem sido identificados como
reservatorios (Savani et al., 2004; Dantas-Torres et al., 2006; Camargo et al.,, 2007;
Nasereddin et al., 2008).

Com o processo de urbanizagéo das leishmanioses, o cdo adquiriu grande importancia
como reservatorio da Leishmania (Leishmania) chagasi, agente da leishmaniose visceral, no
ambiente doméstico devido a sua convivéncia estreita com o homem. A elevada ocorréncia de
infeccBes inaparentes e oligossintomaticos nestes animais, associado ao intenso parasitismo
cutaneo, representando uma fonte de infecgéo preferencial para o vetor, sendo importante na
transmissdo da doenca para 0 homem. Em areas endémicas a prevaléncia de leishmaniose em
caes é alta, acometendo em torno de 20 a 40% da populacéo (Feitosa et al., 2000; Palatnik-de-

Souza et al., 2001; Silva et al., 2001; Alvar et al., 2004).
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Estudos relatam ndo haver predisposi¢do sexual, racial ou etdria na doencga canina
(Noli, 1999; Feitosa et al., 2000; Gontijo e Melo, 2004), sendo a maior incidéncia da doenga
em cdes associada a moradias proximas de matas e ao compartilhamento do peridomicilio
com galinhas, porcos e gambas (Boraschi e Nunes, 2007). Solano-Gallego et al. (2000)
descrevem resisténcia da raca Ibizian hound a infeccdo por Leishmania por apresentar uma
resposta imune celular significativa ao parasito. Autores descrevem maior acometimento dos
cdes de pélo curto associado a baixa barreira mecanica fornecida ao vetor (Boraschi e Nunes,
2007).

Na forma cutdnea a importancia do cdo como reservatorio ainda ndo esta
completamente elucidada, é considerado atualmente hospedeiro acidental, servindo como
mantenedor do vetor no ambiente e consequentemente do ciclo de transmissdo (Madeira et al.,
2003; Dantas-Torres, 2007).

Mestre e Fontes (2007) divulgaram dados de inquéritos caninos realizados em areas
urbanas e periurbanas de 49 municipios de Mato Grosso, no periodo de 1998 a 2005,

revelando uma prevaléncia de 9% para o estado, e 8,4% desse total para a capital Cuiaba.

1.2.5. Aspectos Epidemioldgicos das Leishmanioses

A Organizagdo Mundial da Saude estima que existam 12 milhdes de casos de
leishmaniose em todo mundo, com uma mortalidade anual de 60 mil pessoas, sendo 0
tamanho da populacdo em risco de 350 milhdes. O nimero de novos casos por ano de
leishmaniose cutanea em todo o mundo é de 1,5 milhdes de pessoas e da forma visceral de
500.000 novos casos anualmente, destes mais de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh,

india, Sudao e Brasil (WHO, 2008).
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Atualmente as leishmanioses apresentam ampla distribuicdo geogréfica, sendo
registrada em areas consideradas, previamente como ndo endémicas (WHO, 2002). Em seu
contexto epidemioldgico as leishmanioses vém passando por processo de transformacéo,
anteriormente doencas de ambiente silvestre e rural, acometendo pessoas que adentravam em
florestas e conviviam em proximidade com animais sinantrépicos (WHO, 2008), passam por
um processo de urbanizagdo, provocando alteragcdes em sua epidemiologia (Monteiro et al.,
2005), tornando-se endémica em ambientes urbanos, altamente zoondtico e considerado sério
problema de satde publica (Camargo et al., 2007). Segundo Feitosa (2002) esta urbanizagdo
vem ocorrendo por uma adaptacdo do vetor ao ambiente urbano, devido as alteragdes sofridas
em seu habitat natural. O éxodo rural proporciona o aumento da populagédo urbana, que por
questBes sdcio-econbmicas apresentam condi¢fes higiénico-sanitarias precérias (WHO,
2002). Para Marzochi et al. (1985) essas condicdes, a pobreza e promiscuidade de animais,
prevalente no meio rural e periferia das grandes cidades, propiciam a reproducdo do vetor e
consequentemente a introdugdo do agente etiolégico em areas consideradas ndo endémicas.

No Brasil, os primeiros relatos de leishmaniose surgiram em regides de baixa renda do
semi-arido nordestino, Estados do Ceard, Bahia, Maranh&o, Piaui, Pernambuco, Rio Grande
do Norte e Paraiba, nessas regides a ocorréncia esta relacionada & presenca de animais
infectados e a abundéancia de flebotomineos (Lima et al., 2004).

As leishmanioses, tanto canina quanto humana, encontram-se em expansao no Brasil.
Atualmente tem sido considerada uma doenca re-emergente, caracterizando-se por processo
de transicdo epidemioldgica. Essas zoonoses vém apresentando incidéncia crescente nas areas
onde ocorria tradicionalmente e expansdo geografica para estados localizados mais ao sul do
Brasil e em locais que se urbanizaram rapidamente nas regibes do nordeste e sudeste,

aumentando a prevaléncia em numero de casos e expansdo geografica. Sendo a forma
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tegumentar registrada em todo territorio brasileiro e a visceral em quatro regides, excetuando
a sul (Camargo et al., 2007).

A regido centro-oeste é considerada a terceira maior em casos da forma tegumentar,
com o estado de Mato Grosso registrando a maioria dos casos da regido e o segundo maior
namero de casos do pais (MS, 2006a). Em 2007 foram diagnosticados 2519 casos da doenga,
obtendo-se uma diminui¢do em relagcdo a 2006 onde se registrou 4916 (SES, 2008). De acordo
com Carvalho et al. (2006) a espécie incriminada como causadora de leishmaniose tegumentar
em Mato Grosso é Leishmania (Viannia) braziliensis, diagnosticada em 94,1% dos casos
humanos, ndo discordando do cenario nacional que descrevem a referida espécie como
principal causadora de leishmaniose tegumentar no Brasil (Madeira et al., 2003; Garcia et al.
2007).

No estado de Mato Grosso o diagnostico de leishmaniose visceral canina e humana é
recente. Os primeiros registros da doenca humana autdctone ocorreram nas décadas de
setenta, no municipio de Guiratinga, sudeste do estado, sendo diagnosticados oito casos, o que
levou a sugerir infecgéo restrita ao ambiente silvestre de transmissdo (Baruffa e Cury, 1973),
e no inicio da década de noventa em municipios da regido centro-sul, foram registrados mais
quatro casos autoctones no estado (Hueb et al., 1996).

A demonstracdo da expansdo da doenga por todo o estado e principalmente para a
Capital e municipios proximos ocorreu com o diagnostico da doenga em 1998, em paciente
domiciliado em Varzea Grande, cidade vizinha a Cuiaba (Camia et al., 1999). Trabalho
realizado por Mestre e Fontes (2007) descreve a expansdo e aumento da doenga no estado,
com 34 municipios notificados com doenca e 138 novos casos humanos no periodo de 1998 a
2005, sendo a maior incidéncia no municipio de Varzea Grande com 50 casos notificados no
periodo. Em 2007 foram registrados 32 casos de leishmaniose visceral humana em Mato

Grosso (SES, 2008).
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1.2.6. Caracteristicas Clinicas das Leishmanioses

Clinicamente a leishmaniose tegumentar pode se apresentar nas formas cutanea (LC),
mucosa (LM) e cutanea-difusa (LCD) (Da-Cruz e Pirmez, 2005). A leishmaniose cutanea
apresenta uma grande variedade de apresentacdes clinicas ocorrendo casos assintomaticos que
sdo reconhecidos em inquéritos epidemioldgicos, casos com forma subclinica que evoluem
para cura espontanea e outros com lesé&o ulcerativa, indolor restritas no local da inoculacéo,
frequentemente em areas expostas da pele, apresentando formato arredondado ou ovalado,
base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme; bordas bem-delimitadas e elevadas, fundo
avermelhado e com granulagbes com aparecimento apo6s periodo de laténcia de 30 dias,
denominada leishmaniose cutanea localizada (Ashford, 2000; Gontijo e Carvalho, 2003; MS,
2007).

Alguns pacientes podem desenvolver a leishmaniose cutdnea disseminada,
caracterizada pelo aparecimento de maltiplas lesbes papulares que acometem varios
segmentos corporais, tendo como espécies causadoras Leishmania (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis (MS, 2007).

Cerca de 3 a 5% dos pacientes com diagnostico de leishmaniose cutanea desenvolvem
lesdo mucosa (leishmaniose mucocutanea), apds resolucdo da lesdo inicial, acometendo
principalmente as vias aéreas superiores acarretando lesdes deformantes, secundarias a
acometimento cutaneo, tendo como agente desta forma L (V.) braziliensis (Rey, 2001a;
Gontijo e Carvalho, 2003; MS, 2007).

A leishmaniose tegumentar canina apresenta similaridade clinica a do homem, com
lesdes ulceradas, principalmente encontradas no pavilhdo auricular, focinho, face, membro
posterior, bolsa escrotal, podendo acometer mucosas, comumente a nasal e oral (Madeira et

al., 2003).
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A leishmaniose visceral é a forma mais grave das leishmanioses, sendo de evolugéo
crbnica, sistémica e fatal se ndo tratada (Palatnik-de-Sousa et al., 2001). Clinicamente as
manifestacOes apresentadas pelo cdo e homem doentes sdo similares, apresentando sinais
inespecificos como febre irregular, anemia, perda de peso progressiva e caquexia (Feitosa et
al., 2000).

A manifestagdo clinica humana estd frequentemente associada com desnutricéo.
Individuos sem comprometimento imunoldgico cursam assintomaticos ou oligossintomaticos
e autolimitantes. O periodo de incubacéo é varidvel de semanas a meses. Na doenca humana
as principais manifestacBes clinicas observadas sdo febre prolongada e intermitente, com
periodos de remissdo de semanas, podendo apresentar picos diarios, emagrecimento, hepato e
esplenomegalia, manifestagdes imunomediadas como uveite e nefrite podem ocorrer. Na
leishmaniose visceral indiana verifica-se aumento da pigmentacdo cuténea, caracteristica
denominada calazar, febre negra (Prata e Silva, 2005; MS, 2006).

Um dos problemas associados tanto a leishmaniose tegumentar quanto a visceral é a
co-infeccdo com HIV. Nesses quadros observa-se uma diminuigéo na resposta imune celular,
tornando o paciente suscetivel a diversos agentes infecciosos oportunistas o que agrava o
quadro clinico (Prata e Silva, 2005; MS, 2006).

Na doenga canina, de acordo com as manifestacdes clinicas apresentadas pelo céo
infectado, pode-se classifica-lo em assintomatico, que ndo apresentam sinais clinicos
sugestivos de infec¢do; oligossintomatico, onde se observa a presenca de linfoadenopatia, leve
perda de peso e alteracdes dermatoldgicas; e sintomatico, onde alguns ou todos sinais comuns
da doenca sdo evidentes, como alteracbes dermatoldgicas, incluindo alopecia, dermatite
furfurdcea, Ulceras e outras, bem como onicogrifose, linfadenopatia, emagrecimento

acentuado, ceratoconjuntivite (Lima et al., 2004; MS, 2006).
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As alteragBes dermatoldgicas sdo os sinais clinicos mais comuns na leishmaniose
visceral canina (Feitosa et al., 2000; Gallego, 2004), com cerca de 68% dos caes acometidos
apresentando tais alteracfes (Cavalcanti et al., 2005). Segundo Géllego (2004) os sinais
dermatolégicos podem se iniciar como lesdo Unica, comumente no ponto de inoculagdo do
parasito, ou como lesdo multipla com a disseminacdo do parasito originando lesées nao-
pruriginosas, descamacao epidéermica e alopecia difusa.

A visceralizacdo da infecgdo pode iniciar em poucos meses ou levar varios anos para
ocorrer (Gallego, 2004). Segundo Feitosa et al. (2000) e Silva et al. (2001) com o
acometimento visceral o cdo tende a tornar-se emaciado, ocorrendo perda de apetite, perda de
peso e comumente caquexia. Nas fases mais cronicas da doenga ocorre hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, diarréia e hemorragia intestinal, atrofia muscular, e insuficiéncia renal cronica
comumente ocasionando 6bito (Ferrer, 1999). Doencas oculares, como conjuntivite, blefarite,
uveite, sdo observadas em cerca de 24,4 a 80,49% dos cées doentes (Brito et al., 2006).

Devido as inimeras manifestagdes ocorridas na leishmaniose visceral canina, deve-se
diferencia-la comumente de demodiciose, escabiose, dermatofitose, atopia, pénfigo foliaceo,
adenite sebacea, lupus eritematoso sistémico, foliculite bacteriana superficial, erliquiose,
hepatozoonose, tuberculose, doenga de Lyme, linfoma, toxoplasmose (Wilkinson e Harvey,
1996 e Harvey e Mckeever, 2004). Ferrer (1999) relata a ocorréncia de infecgdes
concomitante e complicagdes por demodiciose, piodermite e/ou pneumonia devido a

supressdo imunoldgica promovida pelo parasito.
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1.2.7. Métodos Diagnosticos

O diagnostico das leishmanioses pode ser realizado através de métodos clinicos,
epidemiologicos, parasitologicos, imunolégicos e moleculares. Em &reas endémicas o
diagndstico clinico e epidemioldgico dessas zoonoses é dificultado pela similaridade clinica
com outras doengas, tanto no acometimento humano quanto canino (MS, 2006; MS, 2007),
tornando a utilizacdo de exames laboratoriais de suma importancia para confirmacdo

diagndstica.

1.2.7.1. Exames Parasitoldgicos

O diagndstico parasitologico € o método de certeza da doenca podendo ser realizado
através de exames diretos, com a demonstragdo direta do parasito em citologia e cortes
histolégicos, onde se identifica as formas amastigostas do agente em diferentes amostras
clinicas como aspirado de medula 6ssea, linfonodo, bago, figado nos casos de leishmaniose
visceral e por imprint de fragmentos teciduais, na leishmaniose tegumentar e leishmaniose
visceral (MS, 2007; Gomes et al., 2008). As formas amastigotas sdo reconhecidas pelo seu
formato esférico a ovdide, com cerca de 2 a 6 um de diametro, contendo nucleo arredondado
e cinetoplasto ligeiramente arredondado (Ashford, 2000; Ikeda-Garcia e Feitosa, 2006).

Como métodos indiretos podem-se utilizar o isolamento em cultura in vitro de
fragmentos ou aspirado de tecidos em meio bifasico Novy-Mac—Neal-Nicole (NNN) devendo
ser incubadas a uma temperatura de 24-26°C obtendo-se crescimento de formas promastigotas
apos cinco dias. A inoculacdo em animais de laboratdrio, mais comumente hamsters, tem sido

utilizado em estudos experimentais (Ikeda-Garcia e Feitosa, 2006; Gomes et al., 2008).
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1.2.7.2 Métodos imunoldgicos

A Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) baseia-se na visualizagéo de resposta de
hipersensibilidade celular tardia, sendo comumente utilizada no diagndstico e inquéritos
epidemiologicos de leishmaniose tegumentar em é&reas endémicas (MS, 2007). A
leishmaniose tegumentar se caracteriza pelo aparecimento de uma resposta celular durante a
doenca e apos a cura, seja de forma espontanea ou apos tratamento, tornando o teste positivo
em torno de quatro meses da infeccdo. Entretanto tal teste ndo diferencia doenca atual e
pregressa, nem distingue doenga de infec¢éo, e é habitualmente negativo nas formas cutaneas
difusas e nos pacientes imunodeprimidos. Estima-se uma positividade de 84% e 100% nas
formas cutineas e mucocuténea, respectivamente, e resultados negativos na forma cutanea
difusa (Gontijo e Carvalho, 2003).

Na leishmaniose visceral os métodos soroldgicos, como a Imunofluorescéncia Indireta
(IFI) e o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) sdo os métodos preconizados pelo Ministério da
Saude (MS, 2006) para realizacéo de inquéritos epidemioldgicos caninos, através da deteccao
de anticorpos anti-Leishmania e no diagnostico da doenca no homem (Costa e Vieira, 2001;
Alves e Bevilacqua, 2004). Alves e Bevilacqua (2004) mencionam que 0s métodos
diagndsticos utilizados em inquéritos epidemiolégicos devem possuir alta sensibilidade e
especificidade, pois através da primeira obtém-se menor taxa de animais negativos evitando a
permanéncia de animais positivos e pela segunda evita-se que cdes ndo infectados sejam
sacrificados.

Para Alves e Bevilacqua (2004) a IFI é o teste adequado para os inquéritos sorolégicos
caninos por ser de facil execucdo, rapido e barato, além de apresentar alta sensibilidade e
especificidade, 90 a 100% e 80%, respectivamente. No entanto, Oliveira et al. (2005) testando

a IFl, o ELISA e o Western-Blotting evidenciaram uma maior sensibilidade e especificidade
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dos dois ultimos em relagdo ao primeiro, confirmando a adocdo do ELISA na rotina
diagndstica da leishmaniose visceral canina.

Os testes soroldgicos rotineiros utilizam parasitos totais ou lisados que muitas vezes
proporcionam uma diminui¢do na especificidade. Métodos utilizando antigenos dominantes
que induzem a formacdo de anticorpos especificos melhoram os testes soroldgicos, como o
rK23 clonado de Leishmania chagasi (Alves e Bevilacqua, 2004).

Os resultados falsos positivos, muitas vezes diagnosticados nos testes sorolégicos,
devem-se a reacdo cruzada obtida com outros tripanossomatideos como a doenca de Chagas e
leishmaniose tegumentar americana, 0 que ocorre com mais freqiéncia em titulos iguais ou
inferior a 40 (Savani et al., 2003; Alves e Bevilacqua, 2004). De acordo com Savani et al.
(2003) em areas ndao endémicas para leishmaniose visceral e quando o exame soroldgico
deixar duvidas, deve-se, aliar os dados clinicos, epidemiolégicos e parasitoldgicos para
confirmar a doenga.

De acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Tegumentar (MS,
2007) a imunofluorescéncia indireta ndo deve ser utilizado como critério isolado para
diagndstico de leishmaniose tegumentar devendo ser associado & IDRM ou técnicas
parasitologicas, devido a reacdo cruzada com outras doencas como leishmaniose visceral,
doenca de Chagas, pénfigo folidceo, esporotricose, paracoccidiodomicose e em pacientes
sadios, questionando a sua utilizacdo no diagndstico da mesma.

Trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando a técnica de citometria de fluxo no
diagndstico da leishmaniose (Rocha et al., 2002; Carvalho Neta et al., 2006; Maia e Campino,
2008). Tal técnica permite contar, analisar e classificar particulas suspensas em fluido,
analisando as caracteristicas fisico-quimicas das células, apresentando resposta rapida, precisa
e facilmente reproduzivel. De acordo com Carvalho Neta et al. (2006) os estudos sorolégicos

baseados na citometria de fluxo constituem um campo de grandes possibilidades de
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crescimento devido a sensibilidade de deteccdo aumentada em relacdo a outros métodos,
podendo evidenciar os casos de leishmaniose tegumentar e visceral em atividade clinica, o

que ndo tem sido possivel através das reagdes sorologicas convencionais (Rocha et al., 2002).

1.2.7.3. Métodos Moleculares

Os metodos moleculares sdo utilizados na identificagdo de diferentes espécies de
Leishmania, através de analises das moléculas de DNA do cinetoplasto (kDNA) ou do DNA
nuclear (nDNA), usando diferentes técnicas que variam desde analises como RAPD (random
amplified polymorphic DNA) ao RFLP (restriction fragmente length polymorphism) de
diferentes genes, como espacgadores internos transcritos (ITS) ou néo transcritos (NTS) do
gene de rRNA, mini-exon, originando oligonucleotideos (primers) que serdo desenhados para
a utilizacdo nos testes de reagcdo em cadeia pela polimerase (Shaw et al. 2005).

Segundo Costa (1999) e Shaw et al. (2005) a vantagem na analise de DNA resulta de
sua aplicacdo prética, examinando diretamente tecidos lesados ou os isolados de Leishmania;
sua sensibilidade para detecgdo de patdgenos; a velocidade com a qual pode identificar um
organismo; o processamento de um grande numero de espécimes com um ensaio
automatizado; distinguir entre organismos que sd&o morfologicamente similares; e permitir
evidenciar organismos, mesmo 0s que ndo sao viaveis ou cultivaveis.

Os protozoarios do género Leishmania apresentam como caracteristica uma organela
celular denominada cinetoplasto, composta, basicamente, por moléculas de DNA (kDNA) que
representa a informacao genética mitocondrial desses parasitos. Segundo Shaw et al. (2005), a
vantagem no uso do kKDNA é que esta molécula ocorre como repeticbes multiplas nos

minicirculos, sendo que os primers utilizados para amplificar essas sequéncias identificam



25

membros do género Leishmania, incluindo os do complexo donovani e diferenciam 0s
subgéneros Leishmania e Viannia.

Dentre os métodos moleculares, a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é a que
mais vem sendo utilizada em trabalhos visando o diagndstico e monitoramento da
leishmaniose (Solano-Gallego et al., 2001; Francino et al., 2006; Gomes et al., 2007). Esta
técnica baseia-se na amplificagdo in vitro de seqiiéncias de nucleotideos especificas presentes
no parasito, sendo um método sensivel e especifico para detectar DNA de Leishmania spp. em
ampla variedade de amostras clinicas do homem, cées, reservatorios silvestres e vetores
(Gomes et al., 2008).

Nos ultimos anos a técnica da PCR tem sido utilizada por ser sensivel e especifica para
detectar DNA de Leishmania, quantifica-los em diferentes amostras biologicas, e diferenciar
as espécies envolvidas, sendo empregadas para isso diferentes técnicas como a Multiplex-
PCR (Harris et al., 1998), Nested PCR (Fisa et al., 2001), PCR em tempo real (Francino et al.,
2006) e PCR-RFLP (Andrade et al., 2006).

No entanto tal método ndo tem sido empregado na rotina diagnostica dos laboratérios
oficiais das leishmanioses por requerer laboratérios bem equipados e habilidade técnica (MS,

2006).

1.2.8. Tratamento

As drogas de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar e visceral
humana sdo os antimoniais pentavalentes: Stibogluconato de soédio e o antimoniato N-metil
glucamina, sendo apenas este Gltimo disponivel no Brasil. O antimoniato N-metil glucamina

é distribuido pelo Ministério da Salude para este fim. A dose recomendada no tratamento é de
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20 a 40mg//kg/dia na LV e de 10 a 20 mg/kg/dia na leishmaniose tegumentar, por via
parenteral, endovenosa ou intramuscular. Os efeitos colaterais mais observados sdo artralgia,
mialgia, nduseas e vOmitos, elevacdo das enzimas hepaticas, renais e alteracdes
eletrocardiogréaficas, sendo contra-indicadas para gestantes, cardiopatas, nefropatas e
hepatopatas. Drogas alternativas podem ser utilizadas como a anfotericina B e suas
formulagdes lipossomais (anfotericina B lipossomal e anfotericina B-disperséo coloidal), as
pentamidinas (sulfato e mesilato), os imunomoduladores (interferon gama) (Prata e Silva,
2005; MS, 2006; MS, 2007).

O Ministério da Saude ndo recomenda o tratamento de cdes com leishmaniose
tegumentar e visceral, pois tais tentativas ndo diminuem a importancia do mesmo como
reservatorio do parasito, apresentando baixa eficacia, induzindo a remissdo temporaria dos
sinais clinicos, no entanto, ndo previne a ocorréncia de recidivas, tem efeito limitado na
infectividade de flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas
utilizadas para o tratamento humano (MS, 2006).

Segundo parecer N° 0299/2004 da Advocacia Geral da Unido é proibido o uso de
antimoniato N-metil glucamina para o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina, quando o
mesmo for de distribuicdo do Ministério da Sadde. O uso do medicamento para outros fins
pode configurar crime contra a Administracdo Publica, sujeito a penalidades, portanto
constituindo em pratica ilicita por parte do profissional que desvia 0 medicamento ou que
indica o tratamento canino. Esta droga podera ser liberada para pesquisas, em estudos
propostos pela Secretaria de Vigilancia em Saude (MS, 2006). Entretanto, a Portaria
Interministerial No- 1.426, de 11 de Julho de 2008, proibe o tratamento canino com qualquer
droga com registro no Ministério da Salde ou ndo registrada no Ministério da Agricultura

Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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1.2.9. Prevencéo e Controle

O controle das leishmanioses tem como objetivo interromper a cadeia de transmisséo
nos diferentes niveis. O Ministério da Salde tem preconizado o diagnéstico precoce e 0
tratamento do paciente humano, a redugdo do contato homem-vetor pelo uso de telas,
mosquiteiros, repelentes topicos e borrifagdo ambiental, e a identificacdo e eliminagdo do
reservatorio doméstico em areas de leishmaniose visceral (MS, 2006; Boraschi e Nunes,
2007).

De acordo com Gontijo e Melo (2004) as medidas de controle preconizadas pelo
Ministério da Saude ndo tem sido totalmente efetivas, uma vez que doengas transmitidas por
vetores bioldgicos associados a reservatérios domeésticos e a aspectos ambientais serem
reconhecidamente de dificil controle aliado ao recente processo de urbanizagdo da doenca
promovendo inadequado conhecimento epidemioldgico da doenca nesses focos.

Uma das medidas de controle preconizada pelo Ministério da Salde para prevencéo e
controle da leishmaniose visceral e praticada por muitos anos € a eutanasia dos caes
sororreagentes para leishmaniose (lkeda et al., 2003). Essa medida foi enfatizada como a
principal estratégia para o controle da doenga (Prata e Silva, 2005). Trabalho realizado por
Costa et al. (2007) demonstrou uma maior diminui¢do na incidéncia da infeccdo quando se
realizou a eliminagdo canina em comparagdo com a borrifacdo de anexos, associada ou nédo
com a eliminag&o canina.

Na leishmaniose tegumentar ndo sdo recomendadas a¢Oes objetivando o controle dos
animais domésticos com a doenga, tendo em vista o carater de hospedeiro acidental desses
animais, sendo recomendado eutandsia dos cdes infectados doentes quando ocorrer
agravamento clinico do mesmo (MS, 2007). No entanto o encontro de co-infeccdo natural

entre L. (V.) braziliensis e L. (L.) chagasi em céo residente em area endémica (Madeira et al.,
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2006) reforca a importancia de métodos diagndsticos que diferenciem as espécies envolvidas
na infeccéo canina e humana.

No ano de 2001 consultores do Ministério da Salde se reuniram e preconizaram, 0
controle vetorial como prioridade no controle da leishmaniose visceral. Em 2003 o programa
de controle da doenca propbs um sistema de vigilancia entomoldgica visando o levantamento
e controle do vetor (MS, 2006).

Outras formas de prevencdo vém sendo utilizadas como a utilizacdo de coleiras
impregnadas com deltametrina nos cées residentes em &reas endémicas. A utilizacdo da
vacina canina para o controle da leishmaniose visceral humana nédo € aceita pelo Ministério da
Saude, como profilaxia da doenca, sendo sua liberacdo realizada apenas pelo Ministério da

Agricultura (MS, 2005).
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CAPITULO 2

Inquérito soroepidemioldgico de leishmaniose canina em &reas endémicas de Cuiab, Estado de
Mato Grosso
Seroepidemiology survey of canine leishmaniasis in endemic areas of Cuiaba, State of Mato

Grosso

Arleana do Bom Parto Ferreira de Almeida®, Renata Pereira Faria', Maria Fernanda Aranega
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Régia Franco Sousa’

RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses em expansdo no Brasil, tendo o cdo importancia na transmisséo e
dispersdo da doenca, principalmente em éreas de leishmaniose visceral. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar a soroprevaléncia de leishmaniose em cées domiciliados na zona urbana de Cuiaba. Para
a pesquisa foram selecionados quatro bairros de Cuiabd, sendo um em cada regional administrativa.
A amostragem canina foi definida estatisticamente, considerando-se a prevaléncia de 8,4%. Dos
468 cdes analisados, 16 foram reagentes na imunofluorescéncia indireta, obtendo-se uma
prevaléncia geral de 3,4%. N&o foi observada predisposicdo racial, sexual e etéria para a ocorréncia
da leishmaniose canina. Os principais fatores de risco identificados na ocorréncia da infecgdo
canina na Cidade de Cuiaba, foram a localizagdo dos cdes no peridomicilio, bem como a
proximidade das residéncias de matas, evidenciando mudangas na ocorréncia da doenga no
ambiente urbano.
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ABSTRACT

The leishmaniases are zoonoses in expansion in Brazil, taking the dog importance in the
transmission and spread of the disease, especially in areas of visceral leishmaniases. The purpose of
this study was to evaluate the seroprevalence of leishmaniases in domiciled dogs in the urban area
of Cuiaba. To search were selected four districts of Cuiaba, one in each administrative regional.
The canine sampling was defined statistical, considering the prevalence of 8.4%. Of the 468 dogs
examined, 16 were reagents in indirect immunofluorescence, resulting in an overall prevalence of
3.4%. There was no racial, sexual and age predisposition for the occurrence of canine
leishmaniasis. The main risk factors identified in canine occurrence of the infection in the City of
Cuiaba were the location of peridomiciliary dogs, and the proximity of homes to forests, showing
changes in the occurrence of the disease in the urban environment.

Key words: Epidemiology, Dog, Leishmania sp., Cuiaba

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). E endémica em 88 paises, infectando cerca de 12 milhdes de pessoas em todo
mundo, e 350 milhdes estdo sob risco de adquirir a doengca, com incidéncia anual de um a 1,5
milhdes de novos casos de leishmaniose cutanea e 500.000 novos casos da forma visceral, muitas
vezes fatal. Nas Américas, o Brasil é o pais com mais registros de casos tanto da forma cutanea
como visceral®®.

O cdo esta frequentemente envolvido no ciclo urbano da leishmaniose. Baseado em estudo
de soroprevaléncia na Espanha, Franca, Italia e Portugal tem-se estimado que cerca de 2,5 milhdes
de cdes nesses paises estejam infectados com leishmaniose visceral. Nas Américas estima-se
também que milhdes de cdes tenham a infeccdo, principalmente no Brasil®. Esse hospedeiro

apresenta variagfes no quadro clinico da doenga, passando de animais aparentemente sadios a

oligossintomaticos podendo chegar a estagios graves da doenga com intenso parasitismo cutaneo.
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Assim, o cdo representa uma fonte de infeccdo para o vetor, precedendo a maioria dos casos no
homem® e promovendo a dispersdo da doenca para &reas ndo-endémicas® *°.

Os estudos de prevaléncia da doenca canina em diversas cidades do Brasil tém detectado
indices de 9,7% em Montes Claros, Minas Gerais® e 40,3% em Paulista, Pernambuco®. Em Cuiaba,
estudos de prevaléncia determinaram valores altos (64%) no periodo de 1997 a 1998, enquanto
estudos mais recentes demonstraram indice de 8,4%". A realizacdo de inquéritos sorol6gicos
caninos (amostrais ou censitarios), além de sua funcdo de controle do reservatorio canino em
extensas areas, tem papel fundamental na detecgdo de focos silenciosos da doenca e na delimitagdo
de regides ou setores de maior prevaléncia, onde a execucdo das medidas de controle se faz
necessaria™’.

Baseando-se neste fato, este trabalho teve como finalidade avaliar a soroprevaléncia de
leishmaniose em cdes domiciliados na zona urbana de Cuiaba, Mato Grosso, correlacionando os

principais fatores de risco.

MATERIAL e METODOS

Area de estudo: O estudo transversal foi realizado em Cuiab4, Mato Grosso, no periodo de
setembro de 2007 a marco de 2008, situada no bioma cerrado e cercada pelo pantanal e floresta
amazonica, incluindo os seguintes bairros: Jardim Universitario (15° 36 40.17 S e 56° 02” 35.03
0); Morada do Ouro (15° 34* 32.93 S e 56° 03’ 20.38 O); Coophema (15° 38" 05.36 S e 56° 03’
57.89 0O), e o bairro Cidade Alta (15° 36* 28.14 S e 56° 07’ 21.34 O), totalizando 19.104

habitantes?.

Descricdo dos animais: No inquérito soroldgico analisaram-se 468 cées. Estes, de ambos 0s sexos
e idade igual ou superior a seis meses, foram examinados clinicamente e agrupados como
assintomaticos, oligossintométicos e sintomaticos™ e as informacdes anotadas em fichas
individuais. Durante a visita, aplicou-se um questionario aos proprietarios a fim de se obter dados
sobre: origem do cdo, tempo de residéncia na casa, acesso do cdo a rua e zona rural, ambiente de

permanéncia do animal na casa (peri ou intra-domiciliar), convivio com outros cées, e a presenga
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de caracteres ambientais visando estabelecer os possiveis fatores de risco da doenca nas distintas

regides de Cuiaba.

Coleta de amostras e andlise soroldgica: As amostras sanguineas coletadas por venopungdo
jugular foram armazenadas em recipiente térmico com gelo e encaminhadas ao Laborat6rio de
Leishmanioses do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Mato Grosso, sendo
centrifugadas por 10 minutos a 800g. Posteriormente, 0s soros obtidos foram acondicionados em
microtubos identificados e congelados a —-20°C até a realizagdo da prova soroldgica. A
imunofluorescéncia indireta foi executada através de kit comercial (BioManguinhos®/FIOCRUZ)
seguindo recomendacdo do fabricante. Na reacdo, considerou-se reagente titulacdo igual ou
superior a 1:40, tomando como referéncia os soros controle positivo e negativo incluidos em cada

lamina.

Andlise estatistica: A amostragem canina e a analise estatistica foram definidas pelo programa Epi
info 3.3.2 (CDC, EUA), considerando a proporgdo de cdes em relagdo ao homem de 7:1%
prevaléncia de 8,4% intervalo de confianga de 95% e erro aceitavel de 2%, através do teste de
qui-quadrado para comparar a soroprevaléncia ao género, faixa etaria, quadro clinico e localizagdo

geografica dos cdes examinados, sendo considerado estatisticamente significativo valor de p<0.05.

RESULTADOS

No inquérito soroldgico foram pesquisados 468 cdes, encontrando 16 cdes reagentes para
leishmaniose. A prevaléncia estimada nos quatros bairros estudados foi de 3,4%, variando em
decorréncia do bairro analisado (Tabela 1). Dentre as 468 amostras ndo houve predominancia
sexual, etaria, nem racial (p=0,05), encontrando-se anticorpos em cées mesticos (10) e de raga pura
(6), como rottweiler, fox paulistinha, boxer, pit bull, poodle e cocker spaniel.

Nove cdes ndo apresentavam sinais clinicos compativeis com a doenca, enquanto quatro
foram oligossintomaticos e trés sintomaticos, ocorrendo diferenca significativa entre o primeiro e

os outros dois grupos, ndo sendo observada tal diferenca entre os oligossintomaticos e os
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assintomaticos. Os sinais clinicos observados nos cdes sorreagentes foram os dermatolégicos,
principalmente alopecia, Ulcera de ponta de orelha e descamagdo, seguidos de linfadenomegalia,
esplenomegalia, onicogrifose e disturbios oftdlmicos como conjuntivite. Em rela¢do ao titulo de
anticorpos, cinco apresentavam fluorescéncia na diluicao de 1:40, dois na de 1:80, trés 1:160, cinco
1:320 e um na diluicdo de 1:640. No grupo dos cdes soronegativos para leishmaniose 340
encontravam-se assintomaticos, 102 oligossintomaticos e 10 sintomaticos.

Analisando os dados informados pelos proprietarios dos cdes pesquisados ndo se obteve
diferenca estatistica significativa p=0,05 quanto ao acesso dos cdes a rua ou a ambiente rural, nem
quanto ao local de origem destes animais, o tempo de residéncia dos mesmos na casa e a
convivéncia com outros caes.

Os principais fatores de risco identificados para infecgdo canina foram a permanéncia em
ambiente peridomiciliar, com 100% (16) dos cdes sororreagentes e a proximidade das residéncias
da mata, entretanto tal significAncia foi observada também nas residéncias com auséncia de todos
os fatores ambientais analisados (Tabela 2). Enguanto, a proximidade a terreno baldio, rio, represa
ou corrego analisados isoladamente ndo foram determinantes para a ocorréncia de leishmaniose

canina.

DISCUSSAO

No Brasil a leishmaniose visceral tem passado por uma mudanga na sua epidemiologia,
com inimeros casos da doenca no ambiente urbano, tendo o cdo papel fundamental nessa
expansdo, principalmente em areas endémicas’. A soroprevaléncia da doenca apresenta-se bastante
variavel, dependente da regido® **. Cuiabé& apresentou prevaléncia superior & encontrada'® *°. De
acordo com a literatura, a distribuicdo da frequéncia da doenca sugere uma variacdo sazonal que
pode estar relacionada com os picos de abundéncia e reducio populacional do vetor®, justificando
a ocorréncia de dados divergentes sobre a prevaléncia canina em Cuiaba e no Brasil.

A taxa de prevaléncia média de &reas de risco e a taxa de prevaléncia geral de um
determinado municipio podem variar em decorréncia do teste diagnostico, da forma de localizac&o

dos cées soropositivos e da definicdo da populagdo adotada. Para este estudo, as areas foram
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selecionadas com base em dados de ocorréncia prévia da doenca canina obtidos da casuistica do
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Mato Grosso, dados este que ajudam no
monitoramento e controle da leishmaniose visceral canina, devendo ser buscados pelos 6rgdos de
saude™.

A alta carga parasitaria presente na pele dos cdes tem levado ao desenvolvimento de
diversas pesquisas com este reservatdrio, ja que muitos desses animais ndo desenvolvem alteracdes
clinicas ou o fazem tardiamente® * . A presenca de 50 a 70% de cies assintomaticos em éreas
endémicas, potencialmente infectantes para o vetor', denota a importancia dos inquéritos
soroldgicos caninos para gque se antecipem as acoes profilaticas, ja que os casos caninos precedem a
doenca no homem®. Nesta investigacdo, a porcentagem obtida de cdes assintomaticos foi de
56,2%, nao divergindo do cenario encontrado no pais.

Pelos dados epidemioldgicos dos cdes pesquisados, ndo foi observada predisposicao sexual,

8 Entretanto, autores' observaram diferenca

concordando com outros estudos realizados®
significativa entre sexos para a infeccdo por Leishmania sp, sendo os machos os mais
freqlientemente parasitados, todavia, estudo desenvolvido em 20032, ao analisar a variavel género
em associagdo com a moradia rural ou urbana, obteve uma maior infeccdo das fémeas que viviam
em ambiente rural.

Estudos demonstram uma predisposicdo dos cdes adultos em adquirirem a doenga,
associada provavelmente ao longo periodo de incubac&o®. No entanto, néo foi observada diferenca
estatistica entre os cées, referente a faixa etaria™ '®, demonstrando ndo predisposicdo etaria a
infeccdo, apesar de maior nimero de cdes sororreagentes terem sido encontrados com mais de seis
anos de idade, discordante de resultados onde se observaram uma positividade soroldgica
estatisticamente significativa nos cdes jovens®*°. Nenhuma raca foi determinada como predisposta
a infeccdo por Leishmania sp. Trabalhos descrevem as ragas Boxer e Cocker spaniel como
susceptiveis a adquirirem a doenga®, bem como resisténcia da raca Ibizan hound®. De acordo com

os dados obtidos se observa que as variaveis, raca, sexo e idade ndo sdo considerados fatores de

risco da leishmaniose canina na Cidade de Cuiabd, MT. Estes aspectos variam de acordo com o
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municipio estudado, tendo em vista as caracteristicas ecoepidemioldgicas da doenga em diferentes
regides.

Trabalhos apontam a escolha dos testes sorolégicos como de extrema importancia para um
bom inquérito epidemioldgico®®. A imunofluorescéncia indireta € a técnica soroldgica preconizada
pelo Ministério da Salde para avaliagdo da soroprevaléncia, juntamente com o0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA), por apresentarem alta sensibilidade e especificidade, baixo custo e facil
execugdo®’. Falhas na detecgdo da infeccdo por estes testes podem ocorrer nos animais que se
apresentam no periodo de incubacio da doenga ou soroconvers&o®.

A titulagdo apresentada nos animais assintomaticos pode variar, como observado neste
estudo, onde nove cédes sem alteragGes clinicas no momento da pesquisa apresentaram titulacdo de
1:40, 1:80, 1:160 e 1:320, sendo a primeira mais freqiiente, com trés animais. No entanto, os cées
oligossintomaticos e sintomaticos apresentaram a mesma variagdo, sendo apenas um sintomatico
com titulo maior ou igual a 1:640. Entretanto alguns autores' descrevem os dois Gltimos grupos
com maior potencial de infeccdo para os flebotomineos, por apresentarem um parasitismo
disseminado em vérios 6rgéos e também uma maior concentracio de amastigotas na pele”.

As manifestagbes clinicas observadas nos cdes sororreagentes, como alteraces
dermatoldgicas, linfadenomegalia, esplenomegalia, onicogrifose e oftalmopatias sdo similares as
observadas em outros estudos’ %, As alteracBes cutaneas séo os sinais clinicos mais comumente
observados na leishmaniose visceral canina’ *°. Tal caracteristica foi observada neste estudo onde
todos os cdes com manifestacdes clinicas da doenga apresentavam alguma alteragdo cutanea, como
alopecia, descamacéo e Ulcera de ponta de orelha.

A observacdo dos cdes reagentes em ambiente peridomiciliar condiz com a literatura®,
sendo tal fato associado ao maior contato destes com o vetor. Entretanto, pesquisadores®™® *°
observaram uma maior exposi¢do dos cdes, com livre acesso a rua a infecgdo do que aqueles com
permanéncia exclusiva no ambiente domiciliar. Tal fato ndo foi observado no presente estudo, nem
por Julido e cols.™ indicando que o acesso & rua ndo influencia na ocorréncia da infeccdo em cées

de Cuiaba.
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Estudos elucidam a proximidade da moradia dos cdes da mata e vegetacdo abundante como

fatores de risco para a infecgdo por Leishmania sp # * #

, evento evidenciado nesta pesquisa
(Tabela 2). Este fato pode estar associado a um ambiente de modificagdo ambiental recente, com
matéria organica em quantidade favoravel ao desenvolvimento vetorial e conseqiiente manutengédo
da doenca’ %.

A observagdo de seis caes reagentes em casas com auséncia de mata, terreno baldio ou rio,
dado este significativo (Tabela 2), bem como 93,7% e 75% dos cdes se originarem de Cuiaba e
residirem ha mais de um ano na regido pesquisada, respectivamente, apesar de ndo serem
estatisticamente significativos, reforca o processo de urbanizagio da leishmaniose visceral* *’ nos
ultimos anos e as mudancas nos aspectos com compdem a cadeia de transmissdo, bem como a
ocorréncia de casos caninos autoctones na capital de Mato Grosso.

Por ter um importante papel na epidemiologia da leishmaniose visceral urbana, os
inquéritos caninos sdo de extrema importancia, entretanto o estudo das espécies de Leishmania

circulantes, outros possiveis hospedeiros e o0s vetores sdo imprescindiveis para um bom

entendimento da doenga e controle.
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Tabela 1. Soroprevaléncia para leishmaniose em cées domiciliados em Cuiaba, Mato Grosso.

Bairros Total de cdes  Caes positivos (n°) Prevaléncia de LVC (%)

Jardim Universitario 192 3 15
Morada do Ouro 88 5 5,7
Cidade Alta 111 8 7,7
Coophema 74 0 0,0
Total 468 16 34

LVC: Leishmaniose Visceral Canina

Tabela 2. Relacdo do ambiente a soroprevaléncia para leishmaniose dos cdes domiciliados em

Cuiaba, Mato Grosso.

Variaveis Ambientais Cées (n%) Positivos (%) X p

Auséncia de fatores ambientais
sim 77 6(7,8) 3,87 0,049*
ndo 391 10(2,6)

Presenca de Mata
sim 225 2(0,9) 6,99 0,008*
ndo 243 14(5,8)

Terreno Baldio
sim 134 6(4,5) 0,27 0,60
ndo 334 10(3,0)

Rio/Corrego/ Represa
sim 14 2(14,3) 2,33 0,12

nao 454 14(3,1)

* significativo em nivel de 5% de probabilidade estatistica
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Abstract

Leishmaniasis are considered neglected zoonosis in the world, showing up in Brazil an
increasing geographical expansion. In the epidemiology of these zoonosis, the dog is
considered the main reservoir of the visceral form in the urban areas, and important in
maintaining the cycle of transmission of the tegumentary form in endemic areas. This article
aimed to investigate the disease and identify the species of Leishmania by the technique of
PCR-RFLP, involved whit the canine infection in the Cuiaba City, Mato Grosso, Brazil. In
this study samples were collected from 181 dogs, resulting in positivity of 7,2% in the IIF and
24,9%, in the PCR-RFLP, with statistically significant difference (p<0.05). The bone marrow

aspirate showed statistically superior performance of the lymph node to detect infection by
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Leishmania sp in dogs examined. Leishmania (L.) chagasi was identified by PCR-RFLP in
dogs in different region in Cuiaba city and it thus help in prevention measures and control of
disease in the region.

Key-Words: PCR-RFLP, dog, Leishmania sp., Cuiaba

1. Introduction

Leishmaniasis diseases are of great importance in public health, causing skin

infections and even the systemic involvement, which is fatal if untreated. The leishmaniasis

are transmitted through the genus Lutzomyia dipters, in Americas (Ashford, 2000). It is a
zoonosis of worldwide distribution, prevalent in countries with tropical and subtropical
climate, with about 12 million people affected and 350 million people at risk (WHO, 2008).

The visceral leishmaniasis caused by Leishmania (Leishmania) chagasi is the most
serious form of the disease and registered about 500,000 new cases year in the world 90% of
registered cases occurred in Bangladesh, India, Nepal, Sudan and Brazil. In Brazil, the
visceral leishmaniasis, in recent years, has undergone changes occurring in its epidemiology.
Initially the disease was typically rural and now becomes a urban zoonosis (Ashford, 2000),
with reports of human cases in four brazilians regions. This process is a result of
deforestation, migration to the major population centers, where the precarious sanitary-
hygienic conditions, proximity to forest, can provide a higher density vector contact with
domestic reservoirs (Silva et al., 2005).

The tegumentary leishmaniasis is in this same context, Leishmania (Viannia)
braziliensis has being the agent most frequently reported. This zoonosis presents wide
distribution and is diagnosed in all Brazilian territory (Madeira et al., 2003), currently

occurring at the domestic ambient.
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Several species of mammals are infected with Leishmania sp (Dantas-Torres, 2007;
Sobrino et al., 2008). With the urbanization of leishmaniasis, the dogs have been considered
the main reservoirs in the chain of transmission of L. (L.) chagasi, due to intense parasitism of
the skin, represents a major source of infection for the vector (Molina et al., 1994), in addition
to close contact between man and asymptomatic animals in endemic areas come to represent
60% the population (Palatnik-de-Souza et al., 2001; Alvar et al., 2004, Gomes et al., 2007). In
the tegumentary form the importance of the dog as a reservoir is not yet fully elucidated, is
considered accidental host, serving as a maintainer of the vector in the environment the cycle
of transmission (Madeira et al., 2003; Dantas-Torres, 2007).

Several laboratory methods have been employed to confirm the infection canine,
including analyses parasitological, serological and molecular (lkeda-Garcia and Feitosa,
2006; Baneth and Arocha, 2008). The serological techniques of indirect immunofluorescence
(IIF) and enzyme immunoassay (ELISA) are recommended by the Ministry of Health in
epidemiological investigations in Brazil (MS, 2006). In recent years, the PCR technique has
been used as sensitive and specific for detecting DNA of Leishmania in different biological
samples (Ikonomopoulos et al., 2003; Reithinger and Dujardin, 2007, Gomes et al., 2008)

With the increasing spread of leishmaniasis in Brazil, knowledge of the circulating
species of Leishmania in each region has importance in terms of diagnosis, epidemiological
characteristics and study ways of controlling the disease. Mato Grosso’s state is considered
endemic for both visceral leishmaniasis and tegumentary leishmaniasis, showing an increase
in reporting of these diseases, with 32 human cases of the visceral leishmaniasis and 2590 of
the tegumentary leishmaniasis reported in 2007 (SES-MT, 2008) and the principal agent is the
tegumentary Leishmaniasis (Viannia) braziliensis (Carvalho et al., 2006). Furthermore, the

different roles by dog in the epidemiology of leishmaniasis, occurring as often mixed
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infection in endemic areas, as demonstrated by Madeira et al. (2006b), this may impair the
methods of control themselves, and is very important to their characterization in these areas.
The objective of this article was to use the PCR technique in the diagnosis of canine
leishmaniasis in areas of occurrence of the disease in the city of Cuiaba and through the use of
restriction enzymes (PCR-RFLP) to characterize the species of Leishmania involved in canine

infection.

2. Material and methods

2.1 Animals and samples

Samples of blood, bone marrow and lymph nodes were obtained from 181 dogs of
both sexes, aged more than six months and different breeds. Clinically, these animals were
classified into asymptomatic, oligosymptomatic and symptomatic (Mancianti et al., 1988),
from four districts of the city of Cuiaba, because they had previous cases of sick dogs
diagnosed in the Veterinary Hospital of the Federal University of Mato Grosso (HOVET-
UFMT).

The blood samples were collected by jugular venipuncture heat stored in container
with ice and sent to the Laboratory of Leishmaniasis of the Veterinary Hospital of UFMT, and
centrifuged for 10 minutes at 800g. Subsequently, the sera were stored in microtubes
identified and frozen -20 ° C until the completion of serological evidence. The samples of
bone marrow were obtained by puncture in the xiphoid process of the sternum, with needle
40x12mm and syringe of 20ml after previous antisepsis and local anesthesia with 2%
lidocaine. The popliteal lymph node was aspirated with a needle 30x8mm and syringe of

20ml using the citoaspirator of Valeri. Then the samples were added in 0.5 ml of sterile
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solution of 0.9% NaCl (Gomes et al., 2007), sent to the Laboratory of Molecular Biology of

HOVET-UFMT and maintained at - 20 ° C until the time of DNA extraction.

2.2 Serological analysis

The indirect immunofluorescence was performed using commercial kit
(BioManguinhos ® / FIOCRUZ) following the manufacturer's recommendation. It was
considered positive a reagent titer equal or greater than 1:40 when compared to positive and

negative control sera included in each slide.

2.3 DNA extraction and Polymerase chain reaction

To extract DNA extract samples were processed according to Gomes et al. (2007).
Briefly, the samples were dissolved in the lyses buffer containing 10 mM Tris-HCI, pH 8.0,
25mM EDTA, 100mM NaCl, 0.5% SDS and 100 pg / ml proteinase K, and the mixture was
incubated at 56° C until the complete lyses of the cells. The bone marrow and lymph nodes
aspirates were incubated for about 12-18 hours. DNA was extracted by phenol-chloroform
method and precipitation by isopropanol. After washing with 70% ethanol for 10 minutes at
10,000 x g, the DNA precipitate was dissolved in ultra pure water.

The polymerase chain reaction was realized using the primers 150 (sense) 5'-GGG (G /
T) AGGGGCGTTCT (C/ G) CGAA-3 'and 152 (antisense) 5' (C/G) (C/G) (C/G) (A/T)
CTAT (A/T) TTACACCAACCCC-3' (Degrave et al., 1994), which amplifies a fragment of
DNA from 120pb a region of conserved minicirculo KDNA of all species of Leishmania. For
the amplification was used a reaction containing 200uM of dNTP, 1uM of each primer, buffer
solution (10mM Tris-HCI, 50mM KCI, pH 8.3), 2mM MgCI2, 1.5 U of Tag DNA polymerase
and of 5ul DNA sample in a final volume of 20ul. The conditions of temperature and time for

amplification were: 94°C for 4 minutes, followed by 30 cycles of 94°C for 30 seconds, 56°C
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for 30 seconds, 72°C for 30 seconds and a final extension of 72°C for 10 minutes. The
amplification product was fractionated by electrophoresis in 2.0% agarose gel stained with

ethidium bromide and analyzed in transilluminator (300nm).

2.4 Molecular characterization this species based in the PCR-RFLP mkDNA

PCR-RFLP mkDNA was done according to Andrade et al. (2006), with some
modifications. Five pl of PCR product were digested by 1U Haelll, which digests the 120
base pairs (bp) of samples of Leishmania (Leishmania) chagasi in fragments of 120, 80, 60
and 40bp, Leishmania (Viannia) braziliensis in fragments of 80 and 40bp and not digest the
samples of Leishmania (Leishmania) amazonensis, enzyme and incubated for 3 hours at 37°C.
Restriction fragments were separated in 10% polyacrylamide gel and stained with ethidium
bromide. The fragments were compared with the standard strains of Leishmania (Leishmania)
chagasi (MHOMY/BR/74/PP75) and Leishmania (Viannia) braziliensis

(MHOM/BR/75/M2903) from the Oswaldo Cruz Institute / FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

2.5 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Epi Info version 3.3.2 (CDC, Atlanta),
through the test of x 2, adopted value of significance of 5% and Kappa index (k), for analysis
of concordance between tests. Sensitivity (S) and specificity (SP) for PCR were calculated

using the I1F as a gold standard.

3. Results
Of the 181 sera tested, 13 (7,2%) showed anti-Leishmania Dby indirect
immunofluorescence technique (IIF). Forty-five dogs (24,9%) were positive by PCR

technique.
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The technique of PCR showed a sensitivity of 53.8% and specificity of 77% compared
with the IIFs, with a low correlation between the two tests (k 0,14) and statistically significant
difference p<0,05 (Table 1). The sensitivity and specificity of the bone marrow and lymph
node used in PCR showed considerable variation in the IIFs, as shown in Table 1.

Evaluating samples of bone marrow and lymph node to detect DNA of Leishmania sp.
in the same animal, a better performance was obtained from bone marrow (37) compared to
lymph nodes (15), providing a statistically significant difference (p = 0,0039).

In six dogs with detection of antibodies in the indirect immunofluorescence technique,
there was no amplification of DNA of Leishmania sp. The titles of antibodies produced by
these animals were 1:40, four dogs, 1:80 and 1:160. In these animals, three (6,7%) were
symptomatic, 11 (24,4%) oligosymptomatic and 31 (68,9%) asymptomatic. For the technique
of 1IFs such numbers were three, three and seven, respectively, and these data are not
statistically significant (p=0.05).

For the technique of PCR-RFLP using Haelll characterized to species in these samples

stock as Leishmania (Leishmania) chagasi.

4. Discussion

As an important disease of compulsory notification and public health concern the
study of Leishmania sp and its reservoirs has been important for this purpose. The tests used
in Brazil to estimate the prevalence of the disease in dogs are: the serological tests such as
enzyme immunoassay (ELISA) and indirect immunofluorescence (1IF) (MS, 2006). However
these methods have been challenged due to the removal of seropositive dogs without a
decrease the occurrence of the disease (Silva et al., 2005).

There are studies that used the PCR for the diagnosis of leishmaniasis in dogs and

humans (Osman et al., 1997; Fisa et al., 2001; Headington et al., 2002). In this study, PCR
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detected 45 (24,9%) of dogs positive for leishmaniasis, which when compared to the detection
of IFI increased from 7,2 to 24,9% the prevalence of the disease in the municipality. The
superiority of PCR to detect the infection canine was also observed by other authors (Solano-
Gallego et al., 2001).

According to Ikonomopoulos et al. (2003) the high sensitivity and specificity found in
molecular methods are dependent on DNA sequences used as primers for PCR techniques. In
this study used a pair of primers that amplify a sequence of 120 bp DNA of Leishmania sp,
and that according to Lachaud et al. (2002) was the best of five used to detect infection.

According to the literature the PCR is a diagnostic tool that displays a superior
sensitivity and specificity to the others tests (Solano-Gallego et al., 2001; Ikonomopoulos et
al., 2003). In this study, was observed sensitivity and specificity lower than those observed by
Andrade et al. (2006), however, Headington et al. (2002) observed a significant difference
between these two tests, agreeing with this study.

Six seropositive dogs were negative by PCR. Analyzing these animals titration there
was evidence at the lower limit. According Ikonomopoulos et al. (2003) to detect antibodies
to the non-detection of DNA of Leishmania may be associated with a possible stay of
antibodies after elimination of the parasite, or the cross-reaction with other parasites such as
Trypanosoma in serological technique, as described by Vexenat et al. (1996). However
according to Francino et al. (2006) the conventional PCR can result in false negative when the
amount of parasites in a given sample is small. Despite the failure to quantify the parasite in
this study, the occurrence of asymptomatic animals where the organs presented in small
volume may have decreased the sensitivity of PCR, a fact also observed by Ikonomopoulos et
al. (2003), that mentions the success of the blood samples of bone marrow are obtained

resulting from increased volume in the first offering greater detection of parasite DNA.
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In the epidemiology of leishmaniasis the asymptomatic dogs keep the parasite in
endemic areas and often because the low sensitivity of epidemiological tests in detecting
them. Clinically, 31 (68,9%) of dogs with the amplification of DNA of Leishmania sp proved
to be asymptomatic at the time of collecting biological samples and nine by serological
technique (69,2%), as not statistically significant, the disagreeing found by Francino et al.
(2006) describes that increased capacity of PCR to detect asymptomatic dogs compared with
serologic tests.

Different biological samples may be used in PCR for diagnosis of leishmaniasis (Fisa
et al., 2001; Manna et al., 2004). In this study it was used aspirated bone marrow and lymph
node. According to a study by Manna et al. (2004), samples of lymph node showed high
sensitivity in diagnosing infection, however in this study the sensitivity of this material was
lower than that observed by that author and on bone marrow, with a statistically significant
difference between them (p<0.05).

According to Ikonomopoulos et al. (2003) is better to obtain samples for the diagnosis
of leishmaniasis by PCR in animals symptomatic due to higher volume of organs affected and
consequently quantity of sample in sufficient volume to use. However, this may be an
inconvenience in epidemiological investigations where the proportion of asymptomatic dogs
is greater than of symptomatic (Palatnik-de-Souza et al., 2001; Alvar et al., 2004).

Several studies have used the technique of PCR-RFLP in the diagnosis and
characterization of both at the canine leishmaniasis, as in humans (Cortes et al., 2006). In
sympatry areas, the knowledge of the species involved in the infection is being conducted by
the use of isozymes (Madeira et al., 2006a,b), however Andrade et al. (2006) used the
technique of PCR-RFLP for this purpose.

In this study using the restriction enzyme Haelll, which according Volpini et al.

(2004) and Azeredo-Coutinho et al. (2007) is able to identify the species of Leishmania, it
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identified the species of leishmania infection in dogs involved in the city of Cuiaba, as the
species Leishmania (Leishmania) chagasi, agent of visceral leishmaniasis in Brazil. Despite
being a Leishmania with cutaneous tropism, the Leishmania (Viannia) braziliensis is often
isolated from skin lesions (Madeira et al., 2006a,b), Andrade et al. (2006) identified this agent
in samples of skin, bone marrow, liver and spleen of dogs in Belo Horizonte, Minas Gerais,
using the technique employed in this study, showing an increased sensitivity of molecular

methods to detect infection by Leishmania sp that parasitological methods.

5. Conclusion

With this study, it was possible to characterize that in the capital Cuiaba the specie
which occur is L. (L.) chagasi, important in the development of measures for control of
leishmaniasis in this endemic area, with moderate transmission, and the evidence on the use
of extracted from bone marrow as a biological sample in the molecular diagnosis of this

disease.
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Table 1. Performance of polymerase chain reaction (PCR) on the sample used considering

indirect immunofluorescence (11F) as gold standard to diagnose canine leishmaniasis.

IF S (%) SP (%) k p
Positive Negative
PCR
Positive 7 38 53,84 77 0,14 0,029*
Negative 6 130
Bone marrow
Positive 6 31 53,84 82 0,16 0,04*
Negative 7 137
Lymph node
Positive 4 11 30,76 93 0,21
Negative 9 157

S, sensivity, SP, specificity, k, Kappa index, * Significant at 5% level of statistical probability

by test X2
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