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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Zoonoética (LVZ) se encordistribuida por grande parte do
territorio brasileiro, predominantemente no Nordesendo como principal reservatorio
urbano o cdo. A LVZ vem passando por mudancas amesdil de transmissao, onde a sua
urbanizacéo torna-se cada vez mais frequente,ipaineente devido a transformacgdes no
ambiente. O presente trabalho teve por finalidadgndsticar casos de LVZ e avaliar as
caracteristicas clinicas em cédes com infeccaoalgiarLeishmania (L.) chagasi na cidade
do Recife. Além disso, foram comparados sistema$SALcom antigenos distintos em
cées para o diagnostico de leishmaniose viscenaaél VC) na Regido Metropolitana do
Recife. Foram utilizados 142 cées atendidos no itldspeterinario da Universidade
Federal Rural de Pernambuco com suspeita cliniceMi& O diagnostico dos animais
positivos foi realizado através do exame clinicema de exames parasitolégico e
sorolégico pelo método de ELISA. Dentre os resoadbtidos os sinais clinicos mais
freqiente nos cées atendidos foram as Ulceraseagapresentes em 82,80% (29/36),
seguido de onicogrifose em 60,00% (18/36). Os desledaram ainda que 88,23% (15/17)
dos animais provenientes da cidade do Recife parssanticorpos anti-zeishmania. Com
relacdo a comparacdo dos sistemas de ELISA emmegardiagndstico da LVC, o kit
EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina—Bio-Manguinhosapntou sensibilidade de 65,79% e
especificidade de 85,58% (IC 95%), e o kit paraagmbstico do calazar canino ELISA
S7® Biogene apresentou sensibilidade de 47,37%pecdicidade de 89,42% (IC 95%)).
Os resultados indicam que nao ha sinal patognomodnic LVC e que esta zoonose

encontra-se em processo de urbanizacao na cidadeafe.



SUMMARY

Zoonotic Visceral Leishmaniasis (ZVL) is a widesptedisease in Brazil, particularly in
the Northeast area having the dog as its main veseZVL has shown environmental
changes in its transmission pattern through urlagioiz. The goal of this paper was to
diagnose and evaluate clinical features in dogsuraly infected by Leishmania
(Leishmania) chagasi in Recife City. In addition, two Enzyme linked immasorbent assay
(ELISA) made with different antigens for the diagi®o of the canine ZVL in the
metropolitan region of Recife have been compargdr.this purpose 142 animals which
were submitted to the Veterinary Hospital of theivdrsidade Federal Rural de
Pernambuco presenting clinical signs suggestiveZ\df were used. The diagnosis of
positive animals was performed through clinicalraieation, parasitological and serologic
exams. The most frequent clinical signs were ujcpresent in 82.8% (29/36) animals
followed by onicogriphosis in 60% (18/36). It walsa observed that 88.23% (15/17)
animals from Recife city were positive for arteshmania antibodies. As for the
comparison between the different ELISA systems usedhe ZVL diagnosis, EIE-
Leishmaniose-Visceral-Canina—Bio-Manguinhos kitsprged sensibility of 65.79% and
specificity of 85,58% (IC 95%),and ELISA S7® Biogekit presented sensibility of
47.37% and specificity of 89.,42% (IC 95%). ResuHuggest the absence of a

pathognomonic sign in CVL and an urbanization pssa# this zoonosis in Recife City.



1 INTRODUCAO GERAL

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar € uma deep@rasitaria de carater
zoondtico de distribuicdo cosmopolita, situadaeeas seis endemias consideradas prioritarias
no mundo (WHO, 1996). Atualmente cinco paises agre§0% dos casos de LV, dentre eles
o Brasil (DAVIDSON, 1999) onde das 27 unidades fatieas, 19 ja relataram casos da

doenca (BRASIL, 2004).

Essa enfermidade que, inicialmente, apresentaaateaisticas rurais no Brasil, vem
demonstrando mudancas importantes em seu padradrademissdo, atingindo mais
recentemente centros urbanos (ARIAS et al.,199@) edo se apresenta como principal
reservatério da infeccdo humana (BRASIL, 2004).

Apesar das divergéncias quanto a espécieetthmania que infecta os canideos no
Brasil, a espécidLeishmania (Leishmania) chagasi tem sido considerada sinonimia de
Leishmania (Leishmania) infantum com base em perfis isoenziméaticos (MAURICIO, 2000)

No que se refere a transmissdao entre hospedeisreiveis, insetos vetores
psicodideos (DAVIDSON, 1999), do géndratzomyia sp desempenham importante papel no

ciclo biolégico.

1.1- Agente etioldgico

As espécies do génelcishmania sp. sdo parasitas intracelulares de macrofagos e

possuem duas formas. A primeira denominada améstigoencontrada no hospedeiro

vertebrado medindo entre 2 au®, podendo em sua célula ser diferenciado o cisoph e 0



cinetoplasto (SUNDAR e RAI, 2002), e a segunda denada promastigota com 10 a 1%

que se encontra no inseto vetor (NOLI, 1999).

Segundo Levine et al., (1980) o agente etiolégicacalazar possui a seguinte posi¢ao
taxonomica:

Reino: Protista Haeckel, 1866

Sub-Reino: Protozoa Goldfuss, 1817

Filo: Sarcomastigophora Honigberg & Balamuth, 1963

Sub-Filo: Mastigophora Deising, 1866

Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 19&3end. Vickerman, 1976.

Sub-Ordem: Trypanosomatina Kent, 1880.

Familia: Trypanosomatidae Dofein, 19@iend Grobben 1905.

GéneroLeishmania Ross, 1903.

Sub-Géneroteishmania Saf'yanova, 1982

Espécie: Leishmania (Leishmania) chagas Cunha & Chagas, 1937, sinonimia

Leishmania (Leishmania) infantum (MAURICIO, 2000).

Do ponto de vista molecular, o tamanho do genomlaesamania sp varia de 10a
10® pares de bases e a organizacdo cromossdmicandodata em tamanho (270 a 2600
kilobases) e em namero (24 a 36). O genomiaethmania (L.) chagasi tem 36 cromossomos
com grupos de ligacdo altamente conservados emeqiés linhagens (ALEXANDRINO,

2001).



1.2- Vetor

Os vetores sédo dipteros pertencentes a familia hBdigtae, sub-familia
Phlebotominae, (ROSARIO et al. 2005), géneutzomyia no novo mundo, sendo a espécie
Lutzomyia longipalpis incriminada como principal vetor do calazar no BrdsAINSON e
RANGEL, 2005).

A ocorréncia da doenca em uma determinada areademsicamente da presenca
de um vetor competente para a transmissdo do @aesie um hospedeiro / reservatorio

igualmente susceptivel (GONTIJO e MELO, 2004).

1.3- Ciclo Biolégico

Segundo ALVES e FAUSTINO (2005), o protozoario ctetg seu ciclo bioldgico
em dois hospedeiros a saber: um vertebrado e owentebrado. A forma amastigota do
parasito ocorre nos mamiferos ondeesshmania spp encontra-se dentro dos macréfagos. Os
fleb6tomos ingerem o parasito ao exercer o repsatguineo no hospedeiro infectado. No
inseto vetor, o protozoario transforma-se na fopnemastigota que € inoculada na pele de um

novo hospedeiro vertebrado no momento do hemasofiag

1.4- Distribuicdo Geografica e Prevaléncia

Com um total estimado de 200 milhdes de pessoas sgbo de adquirir a infeccdo

e uma estimativa de 500.000 novos casos anualnghiéapresenta distribuicdo cosmopolita



ocorrendo em 88 paises e atualmente é endémicd efastes. Aproximadamente 90% dos
casos ocorrem na india, Bangladesh, Nepal, Sudasé (WHO, 1996).
Nos ultimos anos o perfil epidemioldgico da Leishinae Visceral Americana (LVA)
no Brasil vem sofrendo profundas modificacoes. lfesacOes ambientais forcaram a
adaptacédo do vetor ao ambiente urbano além dagéme uma grande parte da

populacéo rural para as grandes cidades (BRASI3)20

Dentre as unidades federativas brasileiras quelgdaram a presenca da doenca, 0
maior nimero de casos tem sido observado no NerdBEVES e FAUSTINO, 2005), regido
que registra os maiores coeficientes de incidétesale a década de 90 (CAMARGO-NEVES,
2005).

Vale salientar que na regido Nordeste, a ausércianth politica voltada a saude
publica, a ocorréncia da fome, que se agrava no®dos de estiagem, assim como a
densidade de insetos vetores, e a presenca dvaiEsir canino infectado (BADARO et al.
1996), geram entre outros problemas a subnutrigipabreza, condi¢des estas fundamentais
para instalacao da LVA.

Sendo assim, os cédes considerados principaisaeéeos fora do ambiente silvestre
sdo de grande importancia na manutencao do cidioelaca, em virtude destes animais
apresentarem uma maior quantidade de parasitosl@a@que o homem, fato que favorece a
infeccéo dos vetores (SANTA ROSA e OLIVEIRA, 19@73ua transmisséo para populacéo

canina e humana.

A regido Nordeste é a maior detentora dos casad/decom 89% de notificacdes,
seguida do Sudeste (6%), Norte (4%) e Centro Qé&s8tg (MONTEIRO et al. 1994). No

Estado de Roraima, na regido Norte, num inquéeidtizado por Guerra et al. (2004), 10,4%



(392/3773) dos caes apresentaram anticorposLeastimania sp através da acdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). No municipio Aeaguaina, Estado de Tocantins, o perfil
da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) foi bem doeantado por Gomes et al. (2005). Esses
autores relataram a prevaléncia da infeccdo emdeieiiliados no periodo de 2001 a 2004, e
observaram, indices de 1,6% em 2001, atingindo iwel maximo de 6,5% em 2002 e 2,4%
em 2004. Nesta mesma regido, Galvao et al. (2@@fgtraram uma taxa de infeccéo na zona
urbana e rural que variou de 4,0% a 4,5% respecéaunte.

No Nordeste, a maioria (66%) dos casos de LVA atios ocorre nos Estados do
Maranhdo, Ceara, Bahia e Piaui (BRASIL, 2004). Mta@io do Maranhao, incluido pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2004) como area ptéwia para o controle da LVA, a infeccao
canina foi registrada nos municipios de Sao JodgilsEmar (GUIMARAES et al. 2005) e de
Imperatriz, (BRAGA et al. 2005) onde a soroprevei@nencontrada foi 23% e 46,6%
respectivamente.

Estudos sobre a distribuicdo da LVC no Estado dar&eevelaram a evolugédo da
endemia, quando Alencar et al. (1956) observar&® 8 os cées infectados e Evans et al.
(1992) detectaram 39% dos caes do municipio dgtiap, no mesmo Estado. Recentemente
um estudo revelou que 2,26% dos cdes do municipid-altaleza foram reagentes ao
sorolégico (FACO et al. 2005).

Apesar de relatos da frequéncia do calazar canandregido Metropolitana da
Cidade do Recife (RMR) (SILVA et al. 1999), até 2p0somente existiam estudos
soroepidemioldgicos (LIMA JR et al. 2000) sem digdar de casos autdctones da doenca em
cdes provenientes da Cidade do Recife.

Vérios tém sido os relatos da LVC em éareas silsasigara infeccdo humana. Desta

forma, Paiva Cavalcanti et al. (2002) relatarana peimeira vez o calazar canino autoctone na



Cidade do Recife, assim como Albuquerque et al0§P0que descreveram a LVC no
municipio de Amaraji, microrregido Mata Meridiondg Estado de Pernambuco.

No municipio de S&o Vicente Ferrer, localizado nasMregido do Agreste,
Microrregido do Médio Capibaribe do Estado, a péwida da infeccdo canina variou de 4,8%
a 33,3%, utilizando-se métodos sorolégicos e mtdees respectivamente (CARVALHO et
al. 2005). Neste mesmo Estado, Franca et al. (2008)eram a frequéncia de 35,93% de
positividade para LVC por meio da RIFI.

Segundo Lima et al. (2003) a distribuicdo da L\&Ccidade de Maceid ndo esta restrita
apenas as areas litoraneas, como Riacho Doce ealpencontrando-se atualmente em
processo de urbanizacédo (COSTA et al. 2003).

A infeccdo canina também tem sido assinalada pdo Eteal, (2004) na Cidade de
Aracaju, Estado de Sergipe onde as taxas varianame €5% a 15,29% pelo ensaio
imunoenzimatico e RIFI respectivamente. Ainda rgiédee Nordeste, em Jequié na Bahia, a
frequéncia da infeccdo em cées por meio do ensainadenzimatico foi de 23,5%
(PARANHOS-SILVA et al. 1996).

Em se tratando da regido Centro Oeste, a preval&uwicalazar canino variou de
7,8% em Poxoréo, MT (AZEVEDO et al. 2004), a 23, i@municipio de Bonito (NUNES et
al. 2001).

No Estado de Sé&o Paulo, regido Sudeste do Brasikdn et al. (1983) encontraram
uma prevaléncia na populacdo canina de 2,5%. Gmuéhal. (1985) detectaram a prevaléncia
de 4,3% da infeccdo canina no Estado do Rio derdangilizando a RIFI e Cabrera et al.
(2003) observaram que a soroprevaléncia da infecadtma em Barra de Guaratiba, area
periurbana, situada no litoral da cidade do RiaJdeeiro ap0s 12 meses de estudo, foi de

25,0%.



Baseado nos indices encontrados na literaturavalgncia da LVC no Brasil variou
de 2,5 % a 46,6% sendo que as taxas de infecc@mrararna dependéncia das condi¢des

socioecondmicas, e perfil de transmissdo em cadedas regides brasileiras.

1.5 — Sinais Clinicos

A LVC é uma enfermidade sistémica severa e em algasos fatal
(ALEXANDRINO, 2001), sendo considerada como doanganomediada devido as
alteracbes na atividade das células T e B, o qmopa uma grande formacéao de
imunocomplexos circulantes que se depositam naslpaidos vasos sanguineos causando
sinais clinicos como vasculite, uveite, glomerufoteee artrite (GARCIA-ALONSO et al.,
1996; NOLI, 1999). Contudo, segundo Marzochi e(84) apenas uma parcela dos cées
infectados desenvolvem doenca clinica, na deperal@acompeténcia imunologica

(MORENO et al., 1999) desses animais.

Em alguns caes uma resposta imune celular protetoriaola a infeccdo, em outros
uma doenca lenta e progressiva se desenvolve (FRREI®9). Estes dois processos distintos
dependem de fatores inerentes do parasito com@a eeaqueles referentes ao hospedeiro
vertebrado como a constituicdo genética, estadacinmal e imunitario (EZQUERRA, 2001).

A imunidade a infecc@o da-se através de duas pgjmdade linfocitos distintos, T e
B (LESER et al. 1985). A presenca da resposta halmasta associada a doenca clinica,
enquanto que a resposta celular tem sido obsesradaimais assintomaticos (MORENO et
al. 1999). Desta forma a resposta das células @ pedpedeiro € decisiva para evolugcédo da

infeccdo (BIAZZONO, 2003). As células T auxiliarTh{l) iniciam a imunidade celular e as



células T auxiliar 2 (Th2) mediam a imunidade huashouja resposta imune efetiva a infecgéo
é regulada pelos efeitos dos linfocitos Thl (BIAZRD, 2003).

O quadro clinico dos céaes infectados apresentagpacto de caracteristicas que
varia do aparente estado sadio a um severo edtagiqdFERRER., 1999). Sendo assim, os
animais podem ser classificados em assintomatiobigpssintomaticos ou sintomaticos
(BRASIL., 2004).

Classicamente os animais com LVC apresentam hejpéo®megalia, lesdes de
borda de orelha e focinho, acinesia e onicogrifdgde BUQUERQUE et al., 2005). Entre as
alteracbes dermatoldgicas mais comuns, tem-sepa@éolocal ou generalizada, lesées como
dermatite esfoliativa e ulceragOes crostosas e gerfocinho, orelhas e nas extremidades,
descamacao furfuracea (ALVES e FAUSTINO., 2005)etgperatose (BRASIL., 2004;
BONATES., 2003), ceratite intersticial, despigmeéata cutdnea e pelame seco (SANTA
ROSA e OLIVEIRA., 1997) entre outros sinais.

As oftalmopatias vem ocupando importante papelrderd sinais clinicos da LVC
onde o animal pode apresentar lesdo uni ou bila(&RITO, 2004), ceratoconjuntivite
(BRASIL, 2004), ceratoconjutivite seca, ceratiteeultiva e corioretinite (BRITO, 2004),
blefarite, conjuntivite, ceratite, uveite antegoglaucoma secundério (FERRER, 1999).

Nas fases mais adiantadas da doenca observa-sgraode frequiéncia apatia, atrofia
muscular particularmente da cabeca, coriza, lirdoagdatia, onicogrifose, edema de patas
(BRASIL, 2004), edema do focinhoproblemas articulares como a poliartrite autoieyun
polimiosite e lesbes 0sseas (DENEROLLE, 1996).

Outros sinais como linfadenomegalia, epistaxe, @dgu(FERRER et al. 1995),

cardiopatias, disfuncdes respiratorias e digestiteaabém tem sido assinaladas em animais

! Alves, L.C. Comunicacéo pessoal



com LVC, sendo a insuficiéncia renal, a principausa de 6bito (FERRER et al. 1995;

RIBEIRO, 2005; BARROIUM-MELO et al, 2005).

1.6 — Diagndstico

O diagnéstico da LVC é complexo devido as suascterigticas clinicas serem
semelhante a varias outras doengas comuns, muoithsive que podem co-existir. Ainda,
segundo Ferrer (2002), mais de 50% dos animaiosgam assintomaticos ao exame clinico.

As dificuldades na determinagcédo da doenca clinieidnam o diagndstico para os
métodos laboratoriais, onde estdo disponiveis rétoparasitoldégicos, soroldgicos e
moleculares. O método parasitolégico baseia-se amodstracdo do parasita a partir de
material coletado proveniente de bidpsia de medséea, raspados de pele, ou aspirados de
baco e figado (CARVALHO-NETA, 2004).

Ainda pode ser realizado o isolamento do agente nmeio de cultura mediante
diluicdo do material aspirado de medula 6ssea bdfgado em solucdo salina e inoculacao
no meio Novy, Mc Neal e Nicolle (NNN) e Liver Infos Triptofane (LIT), ou a inoculacdo
intraperitoneal em animais de laboratorio (SANTAS$A e OLIVEIRA, 1997).

Apesar da presenca de uma Unica forma amastigotacasdirmatorio para o
diagnostico da LVC, esse método além de ser poeosivel, € invasivo e traumatico,
requerendo técnico treinado para a realizacaoaannento, e leitura microscéopica (SUNDAR
e RAI, 2002).

A LVC é caracterizada por uma marcada estimulagdiclpnal de linfocitos B, o

que resulta na grande producdo de imunoglobuliBasdo assim, a deteccdo de anticorpos
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circulantes através dos métodos sorologicos tenusediacilitado por serem menos invasivos
e mais pratico (GONTIJO e MELO, 2004).

Entre os métodos soroldgicos destaca-se a reacamudmfluorescéncia indireta
(RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA), fixacdo domplemento (FC), teste de aglutinacdo
direta (TAD) (BRASIL, 2003), Imunoeletroforese (HEISA et al. 2000), Immunoblot e
Imunocromatografia (LIRA, 2005). Apesar de ser dadé diagndstico mais difundido, a RIFI
apresenta reacdes cruzadas com outras doencasue lpaga sensibilidade.

Apesar de apresentar baixa sensibilidade, a Rifrstdo o teste recomendado para
confirmacao dos animais suspeitos (BRASIL, 200&h)ds considerada como padrao ouro

tanto na LVA quanto na LVC (GRANDONI, 1999).

Por outro lado, o teste de ELISA é rapido e del &ogcucdo e leitura sendo um
pouco mais sensivel e um pouco menos especifica il (GONTIJO e MELO, 2004),
ainda possui maior reprodutibilidade (MANCIANT ladt 1995).

A especificidade do ensaio imunoenzimatico depexde antigeno utilizado
(SUNDAR e RAI, 2002) podendo este ser originadewguras de promastigotas ou proteinas
recombinantes (BADARO et al. 1996). Neste sentaldjgenos brutos de promastigotas ou
seus extratos sollveis limitam a padronizacédo dsted e reprodutibilidade dos resultados
(HOMMEL, 1978) enquanto que antigenos recombinamsgecificos do parasita vém
mostrando elevada sensibilidade e especificidade@diagnostico da LVC (SCALONE et al.
2002).

Um fator importante que deve ser levado em corsider na escolha do teste
sorolégico para LVC, é a evolugdo do quadro clinios caes infectados, o antigeno, além da

subclasse da imunoglobulina a ser utilizado nazagio do teste.
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Segundo Mettler et al. (2005) o ensaio imunoenzomdem sido capaz de detectar
animais sororreagentes tanto naqueles com sin&igcad aparentes como inaparentes,

enquanto a RIFI detectou uma maior parcela de amioman clinica aparente do que aqueles

onde nao foram observados sinais caracteristicdselaca

Apesar dos métodos moleculares serem mais moderpassuirem maior
sensibilidade e especificidade, do que a RIFIELISA (ROSYPAL et al, 2005), estes sao
normalmente complexos e laboriosos, ndo estangormiigel para rotina clinica veterinaria

sendo apenas aplicados na pesquisa cientifica (BI@QIPOLUS, 2003).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Estudar os aspectos clinicos, epidemiolégicos edi@gnostico em caes

naturalmente infectados ploe shmania (Leishmania) chagasi.

2.2 - ESPECIFICOS

» Diagnosticar casos de LVC na cidade do Recife.

* Relatar a ocorréncia da LVC em Amaraji.

» Avaliar as caracteristicas clinicas de cées cogndstico positivo para LVC
na regiao metropolitana do Recife.

» Comparar dois sistemas ELISA no diagnostico dazealeanino.



CAPITULO 1

FREQUENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES NA

CIDADE DO RECIFE.
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FREQUENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES NA

CIDADE DO RECIFE.

RESUMO
A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma impaeanoonose que pode apresentar
grande contingente de animais assintomaticos. Af@resente, apenas uma ocorréncia
autoctone desta parasitose tem sido relatada reasadrda Cidade do Recife. O objetivo
deste trabalho foi diagnosticar casos de LVC nestaicipio, empregando-se exames
parasitoldgico e soroldgico pelo ensaio de imunoad@® enzimatica (ELISA). Dentre os 17
cées utilizados, 88.23% eram positivos, indicanthopuocesso de expansao e urbanizacao

desta enfermidade nesta cidade.

ABSTRACT
Canine Visceral Leishmaniasis is an important zemwhich may present a large number
of asymptomatic animals. Currently, one autoctapert of this parasitose was registered in
the south area of Recife. The aim of this work vtasdiagnose CVL cases in this
municipality using parasitological and serologicamws trough the enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). A positive result vadiserved in 88.23% (15/17) dogs

indicating an expansion and urbanization proces&eicife City.
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FREQUENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES NA CIDA DE DO

RECIFE

1- Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de ibigigdo cosmopolita com um
total estimado de 200 milhdes de pessoas sob o dscadquirir a infeccdo. No Brasil a
doenca encontra-se relatada em 19 unidades fadex,agendo que o maior nimero de casos
foi observado no Nordeste do pais (ALVES e BEVILATA 2004).

Duas décadas apOs o registro da primeira epidemiana em Teresina PIl, o
processo de urbanizacdo se intensificou com a @uda de importantes epidemias em
varias cidades da regido Nordeste (S&o Luis, NAtakaju, Fortaleza, Salvador), Norte
(Boa Vista, Palmas, Santarém), Sudeste (Belo Hueze Montes Claros) e Centro Oeste
(Cuiab&d e Campo Grande) (BRASIL, 2004).

Do ponto de vista epidemiolégico, a infeccdo cané mais importante que a
infeccdo humana, pois as precede, além de ser pnaislente e apresentar grande
contingente de animais assintomaticos albergandzsip@s na derme (BONATES, 2003).
Sendo assim, em areas endémicas para Leishmanieserdl Americana (LVA), os caes
domeésticos representam o principal reservatorica parinfeccdo porLeishmania sp
(PARANHOS-SILVA et al, 1996).

Em Pernambuco, os dados mostraram que o perfileepaddgico do calazar
humano também tem mudado durante os Ultimos amole ea uma doenca praticamente
exclusiva das éareas rurais e atualmente vem sediifdo e tornando-se cada vez mais

comum em éareas urbanas (DANTAS-TORRES e BRANDACOH®!.2005).
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Apesar de relatos da freqiéncia da Leishmanioseekék Canina (LVC) na regido
metropolitana do Recife (SILVA et .al1999), até 2001, somente existiam estudos
soroepidemioldgicos na cidade do Recife (LIMA Jrale2000).

Em 2002, foi relatada a ocorréncia autdctone d& INA zona sul da Cidade do
Recife (PAIVA CAVALCANTI et al., 2002), o que mosatia expansdo da doenca para area
urbana. Entretanto, a caracterizacdo do agentaldpionstrada mais tarde através de
anticorpos monoclonais (BRITO et al., 2005).

O diagnéstico de confirmatério na LVC é confusadge o método mais seguro o
parasitoldgico através da deteccdo do parasitaetanto, este método esbarra na falta de
praticidade e baixa sensibilidade. Por outro lasbométodos moleculares de diagndstico
apesar de possuir alta sensibilidade e especifieidsio normalmente utilizados apenas em
instituicbes de pesquisa. A sensibilidade do exgragsitologico torna os métodos
sorolégicos essenciais no diagnéstico da LVC. Apekateste de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) ser o método recomendado pelo Ménie da Saude (BRASIL, 2003) para
confirmar animais suspeitos, o teste de imunoadsoenzimética (ELISA) vem sendo
utilizado na rotina veterinaria pela sua automagamaticidade (ROSARIO et al. 2005).

Em virtude do crescente nimero de casos nestaremidbjetivo deste trabalho foi
diagnosticar casos de LVC na cidade do Recifeizatiio-se 0 método parasitologico e

sorolégico.
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2 - Material e Métodos

2.1 - Local do estudo

A cidade do Recife localiza-se a 8°04°'48” Sul datitude Meridional e a 34°55'11”
Oeste de Greenwich (VESPEL et al, 1997), possumeliropical quente-uUmido, com
temperatura anual na faixa de 25,4° C e amplitedesdilagdo em torno de 2,8° C (ATLAS

AMBIENTAL DA CIDADE DO RECIFE, 2000).

2.2 — Animais

Foram utilizados 142 cdes de ambos o0s sexos, ¢ls ra idades variadas,
domiciliados na cidade do Recife, atendidos no datdwio de Leishmaniose do Hospital
Veterinario (LHV) da Universidade Federal RuralRlernambuco (UFRPE) no periodo de
fevereiro a novembro do ano de 2005.

Inicialmente foi realizada anamnese, com obterd@odados referentes ao seu
estado geral, raca, sexo, idade, porte e evoluggmatesso bem como dados referentes ao
proprietario e ao animal. Realizou-se ainda exaisieof de rotina através da inspecédo da

pele e anexos e palpacao de linfonodos regionais.

2.3 - Diagnostico Parasitologico e Soroldgico

O exame parasitologico foi realizado através dedidde medula 6ssea, onde apos

antisepsia foi realizada puncdo na crista do osserm® utilizando-se serindas agulhas
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descartavefs Deste material obtido, foram confeccionados gsites em laminas de vidro
os quais foram corados pelo método Panotico e wdida&s a microscopia otica.

Para o exame sorologico foi realizada coleta dgsa através da venopungdo da
veia cefélica, com o auxilio de uma agulha 25 xrii° mcoplada a uma seringa de 5 fiD
soro obtido foi acondicionado em tubos plasticavimente identificados e armazenado a
temperatura de -20°C.

O teste de ELISA foi realizado através do kit EEishmaniose-Visceral-Canina—
Bio-Manguinhos, lote 053EI0027 utilizando o antigesolivel de formas promastigotas de
Leishmania major-like, segundo as instrucbes do fabricante, no Labdoatde
Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia @entro de Pesquisas Aggeu

Magalhaes / Fundagé&o do Instituto Oswaldo Cruz é8p§IOCRUZ).

2 - Resultados e Discussao

Dos 142 animais atendidos no ambulatorio, 11,9Y%4142) eram provenientes da
cidade do Recife e foram entdo incluidos nestedestsendo o restante proveniente da
Regido Metropolitana do Recife ou outras cidadesirderior do Estado. As analises
parasitolégicas mostraram a presenca de formastigotas de Leishmania sp. nos
esfregacos do material obtido através da biopsraathula 6ssea em 23,52% (04/17) destes
animais. Esse método assegura a identificacdoaditetparasito livre ou no interior de
macrofagos (LOSOS, 1986; FERRER, 1999) e, se ssllizle maneira apropriada e (

VIDE PG 27 SALVO SEPARADO ).
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minuciosa, torna-se altamente especifico (HAMIDAK a&. 1995). A principal
desvantagem do método parasitolégico € a baixabderede para amostras colhidas de
medula 6ssea, além de ser invasivo (SUNDAR e R2022

Os resultados parasitologicos aqui obtidos forapesores aqueles registrados
por Paiva Cavalcanti (2004) que observou a fregaée 2,8% (n = 50) de positividade
nos caes da RMR. Por outro lado, foram inferiocgsebes observados por Gurgel e Pena
(1995) que utilizando 28 cées da Regidao Metropaitdo Recife (RMR) observaram
28,57% de positividade e Anderlini (2003) que llat frequéncia de 80% de cées
infectados naturalmente pdreishmania chagasi provenientes da RMR. A falta de
concordancia entre os diversos autores pode sedad@vincipalmente ao estagio da
infeccdo, o nUmero de amostras e a propria seidsitdd deste tipo de exame, como
assegura Ferrer (1999).

Neste estudo, foi detectada a presencantieorpos circulantes em 88,23%
(15/17) dos animais, sendo estes consideradosvoss# infeccdo. Estes dados sdo mais
elevados do que outros referidos para a regiacesteduja prevaléncia tem variado entre
2,26% e 46,6% (ALENCAR et al. 1956; EVANS et al929PARANHOS-SILVA, 1996;
MELO et al. 2004; GUIMARAES et al. 2005; BRAGA, @t 2005; CARVALHO et al.
2005; FACO et al. 2005). A prevaléncia de LVC entraal regides do Brasil, também
tem sido descrita com niveis mais baixos do quenasntradas neste trabalho. Na regido
Centro Oeste foram registrados 7,8% (NUNES et@01Pe 23,7% (AZEVEDO et al,
2004), enquanto na regido Sudeste, Iverson et@83]) descreveram uma prevaléncia de
2,5%, Coutinho et al. (1985) 4,3% e Cabrera ef28l05) 25%.Uma possivel explicagdo
para a maior freqiéncia aqui encontrada deve-$&t@ale que, apesar dos animais serem

residentes da Cidade do Recife, foram provenietiéeamostra estratificada e ndo de
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amostra populacional. Deve-se aimdasiderar que, Segundo Mettler et al (2005) oiensa
imunoenzimatico apresenta a capacidade de deteet@mais sororreagentes,
independentemente da fase de evolucdo da doenca.

Quando comparado o diagnostico parasitolégico mI&gico, o indice kappa
encontrado no presente trabalho foi de 0,505,nsilsiédade de 65,78% e especificidade de
85,57%, com intervalo de confianca de 95%. A diz@neia entre os resultados
parasitoldgico e soroldgico, representada pelodoéixlice kappa, pode decorrer da alta
sensibilidade apresentada pelo teste imunolégicess® modo, o método parasitolégico
nao é adequado para diagnostico individual (FERRIEBR9), sendo os testes imunolbgicos
mais utilizados, pois a LVC é caracterizada por wrende estimulacdo policlonal de
linfécitos B e como conseqiéncia, grande produedanticorpos (MELO, 2004).

Os 15 animais positivos apresentados neste estisitham em diferentes areas da
cidade do Recife, sendo trés provenientes da ReB@dico Administrativa (RPA)

noroeste, nove provenientes da RPA oeste e trgsmenmtes da RPA Sul (Figura 1).

I RPA Centro
I RPA Sul

RPA Norte
RPA Sudoeste
RPA Oeste

RPA Noroeste

Figura 1. Localizacdo das areas com diagnostideddmaniose visceral canina na Cidade

do Recife. Recife, 2004. Fonte
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A RPA Noroeste acolhe 20 % da populacdo do mupiap Recife, tendo uma
populacédo de 1.422.905 habitantes com sua geogeaBaterizada pela presenca de morros.
A RPA Oeste é a menos pobre das RPAs € composiiBpoda populagdo. A RPA Sul é a
mais populosa com 25% da populacao.

A expansdo da LVC em Recife fica evidente quarelawalia o nUmero de casos
observados em 2002 e compara-se aos casos de p665aAprimeira descricdo de caso
autoctone de calazar canino na cidade do Recifejrerimtervalo de aproximadamente trés
anos houve um significante aumento(PAIVA CAVALCAN@ al., 2002). E provavel que
tanto esta elevacdo do numero de casos de LVC expansdo se deram em virtude da
modificacdo do padrdo de transmissao, antes eestrdonas rurais (GONTIJO e MELO,
2004).

As taxas de urbanizacdo da doenga tém aumentadqiseocorra a diminui¢do das
taxas nas zonas rurais. Pelo fato da urbanizacaorséenémeno relativamente novo, pouco
se sabe da epidemiologia do calazar nos focos osb&s relacdes entre os componentes da
cadeia de transmiss&do no cenario urbano, paregemase complexas que no rural (MELO,
2004).

Vale salientar ainda que o inseto transmissorcérerado com mais freqiiéncia em
lugares com abundancia de rochas. Ele invade fastlno peri-domicilio, o interior de
residéncias humanas e abrigos de animais domésadagtando-se a variadas temperaturas
(BRASIL, 2003).

Em Pernambuco, apesar de mais de 30 espécies, sede encontradas, apenas a
Lutzomyia longipalpis € apontada na transmissdo do calazar (ANDRADEI, e1999).
Contudo, apesar da descricdo de um exemplar kmgipalpis macho (OLIVEIRA, 1978),

até o momento néo foi registrada a presenca do @datbVC na cidade do Recife.



31

4 - Conclusao

Os dados obtidos permitem sugerir que a LVC tambérancontra em processo de

expansao e urbanizacao na cidade do Recife, segaitehdéncia nacional.
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OCORRENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO MUNIC iPIO DE

AMARAJI, ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL.

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi relatar o caso de e¢do fémea, da raca Pointer, com
diagnéstico parasitoldgico positivo para Leishmaaivisceral, proveniente do municipio de
Amaraji, Litoral Sul do Estado de Pernambuco. Bdseaos achados clinicos e no

diagnostico parasitoldgico sugere-se avaliar as#éa epidemiolégica do municipio.

ABSTRACT
The aim of this work was to report a case of a fenp@inter, with positive diagnosis for
zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL), from the Amga County, in the south cost of
Pernambuco state. According to the clinical findingnd parasitological diagnosis,
epidemiological situation of American Visceral Lmisaniasis in this county must be

evaluated.



40

OCORRENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO MUNIC [PIO DE

AMARAJI, ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL.

1 - Introducéo

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) ou calagarma antropozoonose de
distribuicdo cosmopolita com ocorréncia em 88 e quais 72 fazem parte do grupo
em estado de desenvolvimento. Aproximadamente 3l0@essoas padecem da doenca
com 90% dos casos concentrados em Bangladesh,,Sndi&g Nepal e Brasil.
Atualmente aproximadamente 1600 municipios brasgeapresentam transmissao

autoctone (WHO, 2002; BRASIL, 2003).

A infeccdo € causada por protozoarios pertenceatescomplexoleishmania
donovani, que nas Américas é ocasionada pelas espégisnania (Leishmania) infantum
e Leishmania (Leishmania) chagasi (BRASIL, 2003). Entretanto, com base nos perfis
isoenzimaticos as diferencas entre as duas espsfie$do pequenas que nao permitem
identifica-las como espécies distintas (MAURICIGakt 2000).

As caracteristicas epidemioldgicas da Leishmaniiseeral Canina (LVC) no
Brasil tém mostrado diferentes perfis associadosdu a problemas sécio-econémicos e
sanitarios, o que diferencia sensivelmente a regifideste das outras regiées como sudeste
e centro-oeste. Ainda, alteracbes no perfil de strassdo tem sido observadas na

epidemiologia do calazar canino, inicialmente preith@das por caracteristicas de
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ambientes rurais e periurbanas e mais recenteraentdguns centro urbanos aonde os céaes
vem atuando como principal rsrbatorio desta zoo(IPARANHOS-SILVA, et al. 1996).

N&o obstante o perfil epidemiolégico da doencssinais clinicos da LVC iniciam-
se geralmente de forma inespecifica por alteracfesmatoldgicas e faneros
(CIARAMELLA et al. 1997; FEITOSA et al. 2000), sada por linfoadenomegalia,
epistaxe, caquexia (FERRER et al. 1995) além ddurbiss renais, hepéticos,
gastrintestinais e locomotores (FEITOSA et al. 2000

Ainda tem que se considerar que os aspectos dimbservados estdo diretamente
relacionados com a resposta imune, particularnggtateracdo de linfécitos T e suas sub
populacdes (Cluster of Differentiaton Antigen 4- @De evidenciando que animais com
decréscimo de linfécitos T auxiliar 2 (Th2) aprdaem maior susceptibilidade a infeccao e
consequentemente quadro clinico aparente (MOREND £999; PINELLI et al. 1994).

Assim como em outras areas brasileiras, o calaz@na encontra-se em expansao
no Estado de Pernambuco (DANTAS-TORRES e BRANDAOH®, 2005), todavia a
auséncia de estudos epidemiolégicos principalmeatarea litordnea dificultam um plano
de controle mais efetivo do calazar.

O presente trabalho teve como objetivo relatar @so cautoctone de LVC no

municipio de Amaraji, microrregido da Mata Meridado Estado de Pernambuco.

2- Material e Métodos

2.1- Descrigcdo do paciente
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Um animal fémea da raca pointer, adulta, proveaigltt Municipio de Amaraji,
localizado no litoral sul do Estado de Pernambuleditide 8° 24" 0" Sul e longitude 35°27"
0" Oeste), foi atendido, no Hospital Veterinada Universidade Federal Rural de
Pernambuco com sinais clinicos sugestivos de LVC.

Procederam-se inicialmente a anamnese com obtelecdados referentes ao local
de procedéncia e possiveis condutas terapéutitascohtinuo realizou-se o exame fisico
observando-se a presenca ou ndo de alteracdesaslinugestivas de LVC. O exame

oftalmico foi procedido seguindo a semiotécnicalafica rotineira.

2.2- Diagnostico Parasitologico

A pesquisa parasitolégica foi realizada atravésbuigpsia de medula 6ssea por
puncdo esternal, além de raspados de pele intelgsiomada com auxilio de laminas de
bisturi'. Foram feitos esfregacos do material obtido enilasnde vidro para microscopia
gue apés secagem foram fixados em &lcool metilicorados pelo método de coloracéo

rapida panéticoe examinados em microscépio 6ptico.

2.3- Diagnostico Sorologico

Foi colhido aproximadamente cinco mL de sanguevpoppuncado da veia cefalica.
Ap6s coagulacdo o soro foi acondicionado em tuléstipos identificados e armazenados
em temperatura de -20°C para posterior uso. O thstELISA foi realizado segundo as
instrucbes do Kit EIE-Leishmaniose-Visceral-CanBia-Manguinhos no Laboratorio de

Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas AggelwaMags, Recife, Pernambuco.
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3 - Resultados e Discussao

Ao exame clinico, areas de alopecia, Ulceras cataaé&m de onicogrifose,
linfadenomegalia, emagrecimento, além de hiperecoigjuntival com secrec¢do ocular
bilateral mucopurulenta, uveite anterior com preaetieflare, borda pupilar irregular, e
ceratite bilateral com vascularizacéo foram obstasa

O resultado do exame parasitolégico mostrou-setipogpara presenca de formas
amastigotas de_eishmania sp. O teste ELISA n&o evidenciou presenca de @apbts
circulantes.

Os sinais clinicos observados no animal em quesidocompativeis com aqueles
apresentados nos cdes com calazar (NOLI, 1999; BRH004), particularmente as
alteracbes dermatolégicas e onicogrifose (CIARAMELEt al. 1997; FEITOSA et al.
2000) assim como linfadenomegalia (FERRER et &5).9

No que concerne as alteracdes oftalmicas aqui vdb®s, estdo de acordo com
agueles achados relatados por Brito (2004) quahdereou que 76% dos caes naturalmente
infectados poLeishmania (L.) chagasi apresentaram lesdes oculares ao exame oftalmico.

Segundo Losos (1986) o diagnostico da LVC rea&gpela demonstracdo de
formas amastigotas, sendo esta forma consideraglarasee definitiva ndo obstante a
sensibilidade técnica. A presenca de um Unico paréasconfirmatorio para esta doenca
(SUNDAR e RAI, 2002).

Apesar da alta sensibilidade e especificidade qE&ISA apresenta, reacdes falso

negativas tem sido demonstradas (FERRER et al.) 2BQ&ovavel que fatores relacionados
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a exaustdo da resposta imune, notadamente age&esmnados com linfocitos T e CD4
sejam responsaveis pela supressao da resposta imune

4 - Conclusao

Como os casos humanos sdo precedidos pelo calam@aro faz-se necessario
inquéritos epidemiolégicos na populacdo canina mama para adocdo de medidas de

controle no municipio de Amaraji.
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ASPECTOS CLINICOS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS P OR
Leishmania (Leishmania) chagasiA REGIAO METROPOLITANA DO

RECIFE

RESUMO
Neste trabalho foram descritos os achados climiservados em 36 cdes naturalmente
infectados porLeishmania sp. da Regido Metropolitana do Recife. Os aninfaram
submetidos a exames parasitologico e sorologion gre$aio de imunoadsorgcédo enzimatica
(ELISA). Os sinais clinicos mais frequentes foras @ceras cutaneas, seguido de
onicogrifose, perda de peso, linfadenomegalia alrmo@ipatias. Sugere-se que em areas
endémicas para Leishmaniose visceral canina (L\W8)animais que apresentam esses
sinais clinicos devam ser investigados quanto ecgdfo porLeishmania (Leishmania)

chagasi.

ABSTRACT
The clinical findings observed in 36 naturally ictked by Leishmania sp. from the
Metropolitan region of Recife are described. Themats were submitted to parasitological
and serological exams through the enzyme linkedunosorbent assay (ELISA).The most

frequent clinical findings were onycogryphosis, g¥i loss, lymphadenomegaly and
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ophthalmopathies. It is suggested that in Caningc&fal Leishmaniasis (CVL) endemic
areas, animals presenting these symptoms must bestigated for Leishmania
(Leishmania) chagasi infection.

ASPECTOS CLINICOS DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS P OR

Leishmania (Leishmania) chagasiA REGIAO METROPOLITANA DO

RECIFE

1 — Introducao

A Leishmania (L.) chagasi € o agente da Leishmaniose Visceral Americana (LVA)
também conhecida como calazar (WHO, 1990), cujaécéspcanina € considerada o
principal reservatério urbano deste parasito (ASRBEOet al. 1998). No Brasil, a
prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina (LV@jiavr de 2,5% a 46,6% em areas
endémicas (ALBUQUERQUE et al. 2006). Entretantdyass prévios levam a concluséo
de que a prevaléncia e incidéncia tenham sidogéésibestimadas (CABRAL et al. 1998).

Cées infectados pdr. chagas podem apresentar manifestagdes clinicas diversas
sendo que a resposta imune do hospedeiro detemnii@o de sindrome resultante da
infeccdo. Desta forma é possivel classificar os céeno assintomaticos, oligosintoméaticos
ou sintomaticos (SANTA-ROSA e OLIVEIRA, 1997).

Classicamente a LVC apresenta sinais inespecificosio lesdes cutaneas,
principalmente descamacado, eczema, alopecia, 8lckrgele, pélos sem brilho, nédulos
subcutaneos, emagrecimento, apatia, febre irregiddra, ceratoconjuntivite, onicogrifose,

linfoadenopatia, edema, diarréia, hemorragia imalstesplenomegalia e hepatomegalia,
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entre outros (CIARAMELLA et al. 1997; SANTA ROSAQLIVEIRA, 1997; NOLI, 1999;
FEITOSA et al. 2000; BONATES, 2003; BRASIL, 2004AIFA CAVALCANTI et al.
2005).

Esta ampla variedade de sinais clinicos tormagodditico clinico dificil, sendo necessério o ausié
outros métodos diagndsticos, quer seja parasimpgorologicos ou moleculares para a sua segiragio do
diagndstico (FERRER, 1999).

O objetivo deste trabalho foi relatar as carditegislinicas de cdes com diagndstico positivo bsC

Regido Metropolitana do Recife (RMR).

2 - Material e Métodos

2.1- Animais

Foram utiizados neste estudo, 142 cées de ridegies variadas, de ambos os sexos e domicilados n
Regido Metropolitana do Recife. Estes cées foramesidos a uma avaliagao clinica por médicosnégies de
clinicas particulares ou do Hospital VeterinaridJdaversidade Federal Rural de Pemambuco (UFRBE) e
apresentarem suspeita de calazar eram encamiabagiobulatorio de Leishmaniose do referido hogptal
realizacdo do exame.

Inicialmente foi realizada anamnese de cada anmnabbtencdo de dados referentes ao seu esthdo ger
raca, sexo, idade, porte e evolucdo do processcdnsodados referentes a sua procedéncia. Redlizméa
exame fisico de rotina através da inspecao daguos e palpacao dos linfonodos regionais.

2.2- Diagnastico parasitologico

O exame parasitologico foi realizado através desibi@e medula Gssea, onde apds anti-sepsia foi
realizada puncdo na crista do 0sso estemo difizanseringasle 20 ml e agulad0 X 12mm descartaves.
Deste material obtido foram confeccionados esiegem laminas de vidro os quais foram coradosrgttmlo

Pandticd
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2.3- Diagnostico sorologico

Para o0 exame sorolégico foi realizada coleta desatravés da venopuncédo da veia cefélica, com o
auxilio de uma agulfa25 x 7 mm acoplada a uma serihgie 5 ml. O soro obtido foi
acondicionado em tubos plastifpseviamente identificados e congelados a temper kel
-20°C. A pesquisa de Anticorpos ahtishmania foi realizado através dos testes de ELISA
pelo kit EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina—Bio-Maimuwos, lote 053EI0027 que utiliza
antigeno soluvel de formas promastigotat@shmania major-like. O teste foi realizado no
Laboratério de Imunoparasitologia do Departametdncinologia do Centro de Pesquisas

Aggeu Magalhaes, Fundacao do Instituto Oswaldo (Cpgam/FIOCRUZ).

3 - Resultados e Discusséo

Dos 142 animais atendidos no ambulatério de lesbsseda UFRPE, 25,35% (36/142) apresentaram
um ou mais sinais clinicos sugestivos de LVC enfagatdo incluidos neste estudo. O restante dos cdes
apresentavam-se assintomaticos no momento do ei@cneOs sinais dinicos apresentados poraradal

encontram-se na Tabela 1. Neste estudo foranostiegdos 50,0% (18/36) de animais positivos & tes

parasitologico e 77,7% (28/36) positivos no testlig)ico.

Tabela 1. Frequiéncias absoluta e relativa dos dingios encontrados nos animais positivos jgshrhaniose

Visceral Canina na Regido Metropolitana do R2CIR6

Sinal clinico Frequiéncia absoluta Frequiénciavee(&b)
Ulcera Cutdnea 29 80,6
Onicogrifose 21 58,3
Descamacédo Cutanea 02 5,6
Nédulo 01 28
Perda de Peso 18 50,0
Oftalmopatia 16 444

Linfoadenopatia 14 389
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Epistaxe 06 16,7
Artropatia 05 139
Edema 01 28

Os sinais clinicos mais frequientes foram as Ulcataseas, seguido de onicogrifose, perda de peso,
linfadenomegalia e oftalmopatias, 0 que corrobama Albuquerque (2005) e Alves e Faustino (2009, qu
asseguram ser as dermatopatias e onicogrifas@bsavados em animais com LVC, assim como Miiais
(2003) que descreveram a perda de peso, lesdgs deoftalmopatia em cdes da RMR como principais s
clinicos, embora esses autores ndo tenham regisfradiiéncia, o que dificuta uma comparacdcosariados
do presente estudo.

Da mesma forma os dados referentes a presengaerds tha pele aqui observados, séo proximos
daqueles resultados descritos por Aimeida eD@b)ajue relataram a freqiiéncia de 80% destatdpatia em
caes no Estado de Pemambuco. Contudo, a freqisteideséo cutanea observada no presente esinalo f
inferiores aquelas observadas por Ciaramella @98l7), Marzochi et al. (1985) e Natami et aD@@ue
relataram lesGes dermatologicas em  40%, 3% espictieamente dos animais com infeccdo natural por
Lashmana sp. Apesar da Ulcera cutanea ndo ser um si@a @atognomonico da LVC, a razdo para o
aparecimento das Ulceras pode ser devido a respbsispedeiro vertebrado a infeccdo, além datisgizodo
parasito e a vasculite necrosante causada poicaeps imunocomplexos (NOLI, 1999). Sendo assim, a
multiplicac&o das formas amastigotas produz uregsodifiamatorio com atracdo de novas células piiceda
infeccdo gerando um infitrado inflamatdrio compgsdr linfocitos e macréfagos o que leva a formacdo
aparecimento de um nddulo. O processo se expéandauiplicacdo do parasita em novas células/amia o
processo inflamatdrio, levando a ulceracdo sugieticpele. Segue-se necrose da epiderme e deameivdsal
gue culmina com uma leséo Ulcero crostosa (RIBEGTES).

Analisando os dados aqui encontrados referent@pgrifose, observa-se que o crescimento das unha

esteve presente 58,3% (21/36) dos animais deste. eSegundo Marzochi et al. (1985), a onicogrifidsse
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devido ao estimulo pelo parasita & matriz unguealtambém deve ser considerado que a hipedrdées ao
menor uso das unhas por causa da apatia aprggelatadanal, sendo este sinal ndo consideragmpatonico.

Os achados de onicogrfose nos animais com infeagial porLasmania sp, variam muito
(MARZOCHI et al. 1985, CIARAMELLA, et al. 1997; HOSA et al. 2000; NATAMI et al. 2000;
ALMEIDA et al. 2005; PAIVA CAVALCANTI et al. 2005notadamente de acordo com a fase de evolucdo da
doenca, sendo impreciso sua comparacao com obdesina literatura.

As oftalmopatias aqui relatadas (44,4%) séo sigsesms achados encontrados na literatura, a citar
33,3%, 29% 19%, 15%, 16%, e relatados por Panaic@aivet al. (2005), Feitosa et al. (2000), Benivlelo et
al. (2006), Natami et al. (2000) e Ciaramellal. €1907) respectivamente. Os diferentes achadisratara
podem provir da n&o uniformidade do exame oftalmico

Com relacdo a perda de peso, 50,0% (18/36) dasocrsente estudo apresentaram esse sinal. Estes
dados sdo superiores a véarios descritos nariieratno Marzochi et al. (1985) que observaram gerdaso em
6%, dos animais acometidos por LVC, Ciaramella(@887) e Natami et al. (2000) que observaramel 3266
de caes com calazar que apresentavam emagreciidemide Feitosa et al. (2000) e Barrouin-Mel(2086)
gue registraram redugéo no peso em 47% dos acomakVC. Contudo, dados relativos ao emagrecimento
deste estudo foram inferiores aqueles degamtdBaiva Cavalcanti et al (2005) que identificasgrarda de
peso em 63,9% em caesRigR. Da mesma forma que comentado anteriormeateiiens sinais clinicos, a
razdo para estas diferencas pode ser devidala éasgucdo doenca.

No que se refere a epistaxe, 16,7% (6/36) dosisapnesentaram este tipo de sangramento, sedo a s
presenca reportada por Feitosa et al (2000), eraspib de animais em seu estudo. Apesar daréteegiortar
trombocitopenia em cdes com doenca clinica SEBAMELLA et al., 1997) e consequente episodios de
epistaxe, deve-se considerar que a associac@selacprde hematozoarios pode ser responsavie ippete

quadro observado.
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Neste trabalho, a linfoadenopatia associado a bvahéervada em 38,9% (14/36) dos animais. O
achado de infartamento ganglionar nos animais ofeocdo natural potdshmenia sp variam muito
(MARZOCHI et al., 1985; CIARAMELLA et al., 1997 ANAMI et al., 2000; PAIVA CAVALCANTI et al.,
2005; FEITOSA et al., 2000), na dependéncia daoreatividual ao agente etiologico, devido hé uniigacdo
da zona B e uma deplecéo das células T. Nest@ooasiganglios linfiticos aparecem muito reations
presenca de células plasmaticas, eosindfilos éfagas e alguns com presenca de forma amastig@ak (

1999),

4- Conclusdo

Em areas endémicas para LVC, os animais que apaesedermatopatias,
onicogrifose e linfoadenopatia devem ser investigaguanto a infecgcdo pdweishmania

(Leishmania) chagasi.
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COMPARISON BETWEEN DIFFERENT DIAGNOSTIC KITS USED F OR CANINE

VISCERAL LEISHMANIASIS

ABSTRACT

The definitive diagnosis of canine visceral leishmais (CVL) is obtained through the
demonstration of the parasite in bone marrow, spléeer and lymph nodes smears, but
this diagnostic method is invasive, limited and gfrently inconclusive. These
disadvantages render serologic methods to be e&dsenCVL diagnosis. The aim of this
work was to compare two ELISA systems with différantigens for CVL diagnoses. The
evaluation in series presented an increase on bilgsiand the assessment of the
association in parallel showed an increase inipi&g allowing safer results due to the

reduction on false negative and false positive £ase
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COMPARISON BETWEEN DIFFERENT DIAGNOSTIC KITS USED F OR CANINE

VISCERAL LEISHMANIASIS

1 - Introduction

Increasing geographic expansion and urbanizatidn American Visceral
Leishmaniasis (AVL) in Brazil require efficient doal measures, mainly concerning the
dog as its major reservoir which maintains focumaemic areas. Therefore the correct
identification of infected dogs becomes an impdrfa¥iL control measure (MELO, 2004).

Clinical diagnosis in the dog is complex becauss toonosis may present clinical
signs which are common to other diseases in endaraas (GONTIJO and MELO, 2004).
Such difficulties demand a confirmatory diagno$iotigh parasitological, immunological
and molecular methods (CARVALHO-NETA, 2004).

In spite of being a simple and certain, the p&bsiical method is invasive, and has
a low sensibility in detecting the parasite. In ttast, the immunological methods have its
use facilitated for being less invasive, more pecatt and for detecting specific
immunoglobulins (CARVALHO-NETA, 2004). Hence, thesiee a great range of serologic
tests such as Indirect Immunofluorescence (IFAT¢si&rn Blot (WB), Direct agglutination
test (DAT) and immunosorbent immuno assay (ELIS}YNDAR and RAI, 2002).

Indirect Immunofluorescence test has been widagduin the CVL diagnosis
because of its easy preparation and antigen acgeie and low price. However, cross
reactions (CARVALHO-NETA, 2004), its tedious exdout and difficulty in using for
epidemiologic surveys (MANCIANTI et al. 1995), hateen limiting to the use of this

technique.
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The ELISA test described by Engvall et al. (19%Wigs introduced by Hommel
(1976) in the diagnosis of calazar using as antigearces intact, lysed parasites or
recombinant antigens, increasing its sensibilitkiRVALHO-NETA, 2004).

Some authors have demonstrated the possibilitysiolg these recombinant antigens
or antigens excreted by promastigotes forms cudturex protein free chemical medium, for
CVL diagnosis (SOUZA et al., 2004).

According to Scalone et al. (2002), the use ofd@la#igens improves sensibility and
specificity of the technique and also facilitatesssacquisition. Nevertheless, cross reactions
with diseases caused by other tripanossomatidesstilagccur (ALVES e BEVILAQUA,
2004) as described by Lira (2005), who observedsnm@action with demodicosis and
erlichiosis.

In this work two ELISA systems performed with disti antigens were compared for

its use in CVL diagnosis.

2 - Material and Methods

2.1- Animals

Dogs (n=142) of varied breeds and ages, of bothdegsn residing in the
Metropolitan region of Recife were included. Infiyain this study, the dogs underwent
clinical evaluation by veterinarians from privaténics or from the Veterinary Hospital of
the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFR&& were sent to the

Leishmaniasis clinic of the Departamento de Medidfieterinaria of the UFRPE.
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Following the animals arrival, anamneses was caeduand data from general
condition, breed, gender, age, and the procesutwolas well as data concerning its
residence and possible journeys were taken. Intiaddiroutine physical examination

through skin inspection and regional lymph noddpaien was carried out.

2.2- Parasitological diagnosis

The parasitological examination was performed tghowone marrow biopsy.
Following antisepsis iliac crest bone puncture gsgiisposable syringésind needfewas
conducted. Using the material obtained, smearsiestaby the panopticmethod were

confectioned and observed under optic microscopy.

2.3- Serological diagnosis

The serological exam was performed through bloopéas collected at the cephalic
vein using disposable syrindesnd needl€s Following blood clotting, sera was removed
and placed in previously identified plastic tub&ezen at a - for posterior use.

Two ELISA systems were used in the present workE-IEeishmaniose-Visceral-
Canina—Bio-Manguinh8s batch 053EI0027 which uses soluble promastigéiess of
Leishmania major-like and by the Kit of canine calazar ELISA S7@®atch 02/05 which
uses recombinant peptide dfeishmania chagasi.Tests were conducted according to the

manufactures instructions , at the Laboratéridnaenoparasitologia do Departamento de
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Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdpgai®/FIOCRUZ and the
Laboratorio da Biogene Industria e comércio Ltda.
For the comparison between the achieved resulistin ELISAS, kappa concordance

index was used (SOUZA et al, 2004).

3- Results and Discussion

The parasitological test results revealed amagtgyptesence in 26% (38/142) of the

examined animals. EIE-Leishmaniose-Visceral-Caria-Manguinhos kit with the

parasitological diagnosis is summarized in Table 1.

Table 1. Data of EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina-Banguinhos with the

parasitological criteria, Recife, 2006

TEST BONE MARROW BIOPSY
positive negative TOTAL
SEROLOGIC positive 25 15 40
negative 13 89 102
TOTAL 38 104 142

The results obtained in EIE-Leishmaniose-Visc@ahina—Bio-Manguinhos test
with the parasitological criteria revealed sengipibf 65.79% and specificity of 85.58% (CI
95%). The positive and negative predictive valuesans2.50% and 87.25% respectively. At
the concordance analysis the kappa index value &85 meaning a reasonable

concordance.
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According to Gontijo and Melo (2004), in spite tbe different techniques for the
diagnosis of CVL, none presents 100% specificity aensibility where a definite diagnosis
depends on the parasite demonstration throughattasipological methods.

Using the same EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina-Nganguinhos kit Lira (2005)
found a higher sensibility (72%) and specificity ¥8) compared to results obtained in this
work. The results obtained trough the canine calBtdSA S7®kit with the parasitological

diagnosis are demonstrated on Table 2.

Table 2. Data of ELISA S7® with the parasitologicateria. Recife, 2006

TEST BONE MARROW BIOPSY
positive negative TOTAL
SEROLOGIC positive 18 11 29
negative 20 93 113
TOTAL 38 104 142

The analyses performed using the canine calazgndstic ELISA S7®kit showed
sensibility of 47.37% and specificity of 89.42% (Gb%%). The positive and negative
predictive values were 62.07% and 82.3% respegtivsl the concordance analysis the
kappa index value was 0,398 meaning a regular ecdance. The distribution of the optic
densities obtained in both tests is demonstrat€thate 1.

The results obtained trough the EIE-Leishmaniosséafal-Canina—Bio-Manguinhos

kit and compared with canine calazar diagnosticIALE7®kit are shown in table 3.
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Table 3. Data of EIE-Leishmaniose-Visceral-Canina-anguinhos kit and canine

calazar diagnostic ELISA S7® Biogene kit. Recif@e0g

TEST EIE-LVC
Positive negative TOTAL
ELISA S7® positive 23 06 29
negative 17 96 113
TOTAL 40 102 142

A better sensibility was observed when EIE-LVC kias evaluated alone. The
specificity on the other hand was lower when comgdap ELISA S7®. When comparing
the results obtained by the two ELISA systems usliegotal canine sera (n = 142) a regular
concordance was observed (kappa=0,563).

These results are inferior to that found by Soetzal. (2004) who observed Kappa=
0, 62 when comparing two ELISAs with differdrdishmania chagasi proteic preparations,
and also lower than those findings of Scalone ef28l02) who observed 0,89for the same
index when carried out a concordance between aB&Bhd a Immunofluorescence test.

Aiming to reduce the number of false-negative tatsk —positive results, both tests
were analyzed associated in series and then irlglarst the parallel association of both
tests, sensibility of 81.99%, specificity of 76.53%th positive predictive value of 56.07%
and negative predictive value of 92.08 % was olexbnA positive result in a parallel

association is achieved, when only one of the tigstsactive, whilst in a series association
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both tests must be reactive (PFEIFFER, 2002). Ashfe series association of both tests, a
sensibility of 31.16%, specificity of 98.47%, wigositive predictive value of 88.19% and
negative predictive value of 79.65%was observed.

In this study, the use of these associations tex$uh an increase of the sensibility
when using a parallel analysis and 98.47% whemgusiseries analyses, even though the use
of both tests in association must be consideredtdués advantages and disadvantages,

particularly cost wise.

4- Conclusions

The evaluation of ELISA kits in association for t8&L diagnosis increase of the
sensibility when evaluated in parallel and increatehe specificity when evaluated in
series. The consequences are safer results duedtwtion of false positive and false

negative results.
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7-CONCLUSOES GERAIS

1- Seguindo a tendéncia nacional, a LVC tambémnsentra em processo de urbanizacéo

na cidade do Recife;

2- Como os casos humanos séo precedidos pelo icalzao faz-se necessario inquéritos
epidemioldgicos na populacdo canina e humana piveda de medidas de controle no

municipio de Amaraji;

3- Em é&reas endémicas para LVC, os animais queeagem dermatopatias, onicogrifose e
linfoadenopatia devem ser investigados quanto ec@dfo porLeishmania (Leishmania)

chagasi;

4- A avaliagcdo dos Kits ELISA em associacdo para grdiatico da leishmaniose visceral
canina aumentam a sensibilidade quando avaliadgseselo e aumentam a especificidade
guando avaliados em série apresentando como ca@rsegsl resultados mais seguros

devido a reducéo no numero de falso positivo$se faegativos.
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