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RESUMO

OBJETIVO

0 objetivo do presente estudo foi determinar a soroprevaléncia atual da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em caes domici-
liados, os fatores associados a soropositividade, espécies circulantes de Leishmania e analise espacial em seis municipios das
mesorregioes do Sertao e Sao Francisco, localizados no estado de Pernambuco, Brasil.

METODOS

Amostras de sangue de 330 caes foram analisadas por meio de ensaios soroldgicos e moleculares: teste rapido imunocromatografi-
co (DPP®); ensaio imunoenzimatico (ELISA), teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT) e reacao em cadeia da polimerase (PCR).
As sequéncias de nucleotideos de quatro marcadores génicos (kDNA, catepsina L-like, SSU-rDNA e gGAPDH) foram exploradas para
realizar uma analise filogenética.

RESULTADOS

A soroprevaléncia geral foi de 13% (43/330) em caes simultaneamente positivos no DPP®, ELISA e IFAT, sendo 13,9% (23/165) no
Sertao e 12,1% (20/165) no Sao Francisco. Os fatores associados a alta prevaléncia de anticorpos de L. infantum em caes foram
morar no municipio de Petrolina (P = 0,045) e apresentar lesoes oculares (P = 0,049) (P < 0,05). Aglomerados significativos de caes
positivos foram encontrados em areas rurais. Os valores de positividade obtidos por PCR com base nos genes kDNA e catepsina
L-like foram 6,7% (22/330) e 2,4% (8/330), respectivamente. Na analise filogenética, observou-se que todos os isolados obtidos
apresentaram 100% de similaridade com Leishmania infantum.

CONCLUSOES
Pela primeira vez, L. infantum foi confirmado como o agente etioldgico da LVC nesta regido. Assim, a avaliacao da estrutura ge-
nética de populacgoes de Leishmania spp. € importante para compreender os padrdes de transmissao de LVC.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelo parasita proto-
zoario Leishmania infantum (sindbnimo de Leishmania chaga-
si) na América e Europa, € transmitida aos humanos através
das picadas de moscas flebotomineos fémeas infectadas'. Esta
doenca é considerada como um grave problema de satde pU-
blica devido a sua rapida propagacao e distribuicao global. Es-
tima-se que aproximadamente 200.000 a 400.000 novos casos
ocorrem todos os anos no mundo?. Na América do Sul, 97% dos
casos notificados estao localizados no Brasil3, onde de 2007 a
2018 foram notificados mais de 40.000 casos*.

Nos ultimos 30 anos, o nordeste do Brasil tem sido conside-
rado a principal regiao endémica do pais. O nimero de casos
humanos tem aumentado, uma vez que as melhorias alcanca-
das nesta regido tém sido insuficientes para mitigar o risco da
doenca entre as populacdes mais afetadas’. Entre 2010 e 2018,
foram confirmados 21.621 casos humanos de LV nesta regiao,
entre os quais 5,1% ocorreram no estado de Pernambuco, com
um numero médio de 107 casos por ano e taxa de incidéncia
média anual de 1,17 casos por 100.000 habitantes*.

A LV é historicamente endémica em Pernambuco, com ca-
sos amplamente distribuidos pelo estado e registados em to-
das as mesorregioes (ou seja, regiao metropolitana do Recife,
regiao da Mata Atlantica, Agreste, Sertdo e Sao Francisco)s?,
apesar das suas diferentes caracteristicas sociais, econémicas
e geograficas®. Os dados epidemioldgicos obtidos ao longo dos
Ultimos doze anos (2007-2018) através do Sistema Nacional de
Informacao sobre Doencas Notificaveis (SINAN) mostram que
houve aumento no nimero de casos de LV nas Mesorregides do
Sao Francisco e Sertao de Pernambuco. Alguns municipios des-
tas regides (ou seja, Lagoa Grande, Ouricuri, Petrolina, Santa
Maria da Boa Vista, Salgueiro e Serra Talhada) foram apontados
como prioritarios para o controle desta doenca. Estas areas
sao consideradas de risco moderado a grave de transmissao®.

Os caes domésticos sdao considerados como os principais hos-
pedeiros reservatorios de L. infantum em areas urbanas, o que
causa leishmaniose visceral canina (LVC)™. A infeccao canina
geralmente precede a infeccao humana, dada a ligacao entre
caes e humanos e a elevada capacidade dos caes infectados de
transmitir o parasita para o vetor'®1.

Até 2011, as estratégias propostas através do programa de
controle de diretrizes criadas pelo Ministério da Salde brasi-
leiro (MSB) basearam-se na identificacao de caes infectados
a partir do titulo de positividade para anticorpos IgG anti-
-Leishmania séricos através de um teste de imunoflorescéncia
indireta (IFAT) para Triagem e ELISA (ensaio de imunoabsorcao
enzimatica) como o teste de confirmacao™. Apesar da elevada
especificidade do IFAT, em 2012 foi substituido por um teste
imunocromatografico (TR DPP®; plataforma de duplo percur-
so) de execucao rapida e facil’. No entanto, alguns estudos
relataram que este teste apresenta baixa sensibilidade, espe-
cialmente entre caes que sao clinicamente normais, e reacoes
cruzadas com outras Leishmania spp. (por exemplo, Leishma-
nia braziliensis) e Trypanosoma spp.

De fato, a populacao canina pode estar infectada por outras
espécies além de Leishmania infantum™, as reacdes cruzadas
com outras cepas do agente podem superestimar a prevaléncia
de Leishmania spp. em muitas regioes do Brasil. Assim, classi-
ficar os parasitas de Leishmania a nivel de espécie, por meio
de analise filogenética, é essencial para controlar e prevenir
surtos devido a outras formas de leishmaniose’>-.

Estudos epidemioldgicos tém sido realizados, pois sao impor-
tantes para encontrar e caracterizar as principais areas de alta
incidéncia de LV'. A analise espacial é uma das técnicas empre-
gadas, a qual € amplamente utilizada e pode também indicar a
distribuicao das populacoes vetoriais e identificar as principais
areas que mostram dependéncia espacial entre o LVC e a LV hu-
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mana, contribuindo assim para o controle da doenca'.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi determi-
nar a infeccao por Leishmania entre caes domiciliados, exe-
cutando analise espacial sobre a LV canina em seis municipios
da mesorregido do Sao Francisco e Sertdao. Além disso, o ob-
jetivo foi avaliar os fatores que podem estar associadas a so-
ropositividade canina nestas areas e identificar as espécies de
Leishmania que infectam a populacdo canina destas regioes.

METODOS
Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Investiga-
¢ao do uso de animais na Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco, sob o protocolo n.°. 0010/120215.

Area de estudo

0 estado de Pernambuco esta dividido em cinco mesorregi-
Oes (regidao metropolitana do Recife, Mata Atlantica, Agreste,
Sertao e Sao Francisco) (Figura 1). Este estudo foi realizado
em trés municipios localizados na mesorregiao do Sertao (Sal-
gueiro, Serra Talhada e Ouricuri) e trés na mesorregiao do Sao
Francisco (Petrolina, Lagoa Grande e Santa Maria da Boa Vista)
(Figura 1). Esta zona situa-se na regiao semiarida, a uma al-
titude de 370-400 metros, dentro do bioma Caatinga também
apresentando trechos de floresta decidua hiperxerofila™.

Figura 1. Mesorregides do estado de Pernambuco e localizacado dos municipios
da mesorregido do Sao Francisco (Petrolina, Lagoa Grande e Santa Maria da
Boa Vista) e da mesorregido do Sertao (Ouricuri, Salgueiro e Serra Talhada),

localizados no nordeste do Brasil.
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Coleta de amostras e exame clinico

Este estudo foi realizado entre Agosto de 2016 e Janeiro de
2017. O tamanho da amostra foi determinado utilizando o
Sof- tware Epi Info, versao 7.1, com 95% de intervalo de
confianca, 2% de margem de erro e prevaléncia estimada de
11.2%%. Consi- derando uma populacao infinita, a dimensao
calculada da amos- tra necessaria para o nosso estudo foram
aproximadamente 330 caes, compreendendo 55 animais por
municipio. Os pontos de amostragem foram selecionados de
forma aleatdria, e as amos- tras de sangue foram apenas
coletadas de caes com seis meses ou mais que nao haviam sido
vacinados contra a leishmaniose.

As amostras de sangue foram obtidas de cada animal por
meio de venopuncao cefalica ou jugular, e foram colocados
em tubos com EDTA. Depois da centrifugacao, as amostras de
sangue total foram separadas do coagulo de sangue e o sobre-
nadante do plasma, e depois foram armazenados a -20°C até
as analises soroldgicas.

Cada cao foi examinado fisicamente por um veterinario para
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identificar os principais sinais clinicos de LVC. Estes sinais po-
deriam incluir emaciacdo, epistaxe, ictericia, membrana da
mucosa palida (ocular e oral), apatia, linfadenomegalia (ava-
liacdo dos principais ganglios linfaticos popliteos, pré-capula-
res e submandibulares), hepatoesplenomegalia (por meio de
palpacao abdominal), lesdes oculares, alteracdes cutaneas
(alopecia, dermatite, Ulceras ou lesées nas orelhas, face e
membros), caquexia, onicogrifose e conjuntivite?!.

Diagnéstico sorolégico

As amostras de plasma assim obtidas foram testadas usando
trés diferentes testes sorologicos para detectar a presenca de
anticorpos IgG anti-Leishmania. Inicialmente, as amostras de
soro foram rastreadas qualitativamente utilizando DPP®, pro-
duzido pela Fiocruz (Unidade Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro,
Brasil), e depois foram testados utilizando kit comercial ELISA
(IMUNODOT® Leishmania; Imunodot, Jaboticabal, Sao Paulo,
Brasil). Todos os procedimentos para os ensaios DPP® e ELISA
foram realizados conforme as instrucées do fabricante. Final-
mente, as amostras de soro foram testadas por meio do IFAT,
como descrito anteriormente por Oliveira et al2. As formas
promastigotas de Leishmania infantum (cepa CBT 153), origi-
nalmente isoladas dos ganglios linfaticos popliteos de um cao
naturalmente infectado, foram depositadas na Colecao Brasilei-
ra de Trypanosomatideos (Colecao Brasileira de Tripanossomati-
deos), foram utilizadas como antigenos'. Amostras de soro Ca-
nino positivo e negativo foram utilizadas como controles. Para
os calculos de prevaléncia, apenas caes que foram soropositivos
nos trés testes (DPP®, IFAT e ELISA) foram considerados.

Fatores associados a soropositividade

Para cada cdo amostrado, foi aplicado um questionario
abrangente ao proprietario, a fim de obter informacoées sobre
variaveis independentes que foram possivelmente associadas
a sororeactividade para L. infantum (dependente variaveis);
para descrever as caracteristicas gerais e individuais da popu-
lacdo canina e o seu ambiente; e para determinar os fatores
associados a LVC nos seis municipios deste estudo.

Foram consideradas as seguintes variaveis: raca (mestico
ou puro-sangue); sexo (macho ou fémea); idade (até 12, 13
a 84 ou > 84 meses); pelo de cao (claro ou escuro); tamanho
(pequeno, médio ou grande); presenca de area verde/arvore
(sim ou nao); zona urbana (sim ou nao); zona rural (sim ou
nao); acesso as ruas (sim ou ndo); contato com outros animais
(sim ou nao); cuidados veterinarios (sim ou ndo); contato com
floresta/Caatinga (sim ou nao); interacao com a vida selvagem
(sim ou nao); presenca de um galinheiro (sim ou ndo); e casos
humanos de leishmaniose (dentro da residéncia e/ou bairro).

Analise espacial

As coordenadas geograficas das residéncias amostradas fo-
ram determinadas por meio do sistema de posicionamento glo-
bal (GPS). Os dados foram combinado com o Software QGIS®
v. 2.18, para criar mapas espaciais.

Com base no raio médio de voo do vetor da LV, de 250 m=,
zonas tampao de 250 m foram simuladas em torno de caes
soropositivos, a fim de identificar zonas de maior risco para a
presenca de vetores infectados e, portanto, para a doenca em
caes e humanos.

Andlise estatistica
Para a analise sobre os fatores associados a soroprevaléncia,

foi inicialmente realizada a analise univariavel, na qual cada
variavel independente foi submetida a analise de associacao em
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relacdo a variavel dependente (positividade nos testes sorold-
gicos). A analise univariavel foi realizada utilizando o teste do
Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher24. As variaveis que
apresentaram o valor de P < 0,2 nestes testes foram selecio-
nadas para a analise multivariavel usando modelo de regressao
logistica®®. A colinearidade entre variaveis independentes foi
verificada pela analise de correlacao; para variaveis com forte
colinearidade (coeficiente de correlacao > 0,9), uma das duas
variaveis foi excluida das analises mdltiplas, de acordo com a
sua relativa plausibilidade bioldgica?. O nivel de significancia na
analise multipla foi de 5%. Os testes foram realizados utilizando
o Software de andlise estatistica SPSS 20.0 para Windows.

Reacdo convencional em cadeia da polimerase (cPCR) e se-
quenciamento de DNA

As amostras de sangue foram submetidas a extracao de DNA
utilizando o kit Wizard® de purificacdo do DNA genémico (Pro-
mega, Madison, EUA), seguindo as instrucées do fabricante. O
DNA dos isolados de Leishmania foi extraido dos precipitados
da cultura usando o método de fenol-cloroformio’s.

Para a triagem de amostras positivas, foram utilizados os ini-
ciadores RV1 e RV2 para amplificar um fragmento de 145 pares
de bases (pb) de Leishmania spp. kDNA?, usando reagentes e
condicbes térmicas descritas®. Para amplificar um fragmen-
to de 223 pb que correspondia a catepsina tipo L como um
diagnostico especifico para L. infantum, os oligonucleotideos
iniciadores CatLeishF e CatLeishR foram utilizados, seguindo
condi¢cbes previamente descritas®.

Os ensaios de PCR convencional (cPCR) foram realizados no
termociclador Biocycler®, e os produtos de amplificacao fo-
ram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
a 1,5%. As bandas foram coradas com brometo de etideo e
observadas sob transiluminacao ultravioletaz.

Analise filogenética

As sequéncias obtidas pela na cPCR foram alinhadas com
as sequéncias recuperados do GenBank, usando Clustal X30,
e foram ajustados manualmente usando GeneDoc v.2.6.0131.
A arvore filogenética foi utilizada com a maxima parciménia
e analise Bayesiana. A maxima parcimonia foi implementada
na versao PAUP 4.0b1032 com 500 réplicas do bootstrap. A
analise Bayesiana foi realizada utilizando MrBayes v.3.1.233
com 1.000.000 de réplicas. As primeiras 25% das arvores foram
desconsideradas e as arvores restantes foram utilizadas para
calcular probabilidades bayesianas posteriores.

RESULTADOS

Os testes sorologicos para detectar a presenca de anticorpos
para L. infantum revelaram niveis de positividade de 27,9%
(46/165), 37,6% (62/165) e 23,6% (39/165) na mesorregiao
Sertao; e 32,7% (54/165), 36,4% (60/165) e 23,6% (39/165)
na mesorregiao do Sao Francisco; por meio do DPP, ELISA e
IFAT, respectivamente. Ao comparar os resultados entre os trés
testes de diagnostico utilizados, foram observadas diferentes
taxas de soroprevaléncia: DPP, 30,3% (100/330); ELISA, 37,0%
(122/330); e IFAT, 23,6% (78/330).

A soroprevaléncia global foi de 13% (43/330), compreenden-
do 13,9% (23/165) na mesorregiao do Sertao e 12,1% (20/165)
na mesoregiao do Sao Francisco. As taxas mais elevadas de
positividade foram observadas nos municipios de Petrolina
(25,4%), Serra Talhada (21,8%) e Ouricuri (12,7%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Soroprevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) dos municipios
da mesorregides do Sao Francisco e Sertdao. Apenas caes com resultados
positivos nos trés testes (DPP®, IFAT e ELISA) foram considerados soropositivos.

Municipios Caes Sorologia Taxa de positividade
(n) (%) Positive Negative (%)

Petrolina 55 16,7 14 41 25,4

L.Grande 55 16,7 5 50 9,1

S.M.B.V 55 16,7 1 54 1,8

Salgueiro 55 16,7 4 51 7,2

Serra Talhada 55 16,7 12 43 21,8

Ouricuri 55 16,7 7 48 12,7

Total 330 100 43 287 13,0

*L. = (Lagoa), S.M.B.V = Santa Maria da Boa Vista, (n) = nimero de caes.

Em relacdo a possiveis associacoes entre variaveis indepen-
dentes (P <0,20) e a soropositividade entre os caes (Tabela 2),
a variavel viver no municipio de Petrolina foi selecionada para
analise multivariada. Isto mostrou que houve uma diferenca
estatistica significativa (P < 0,05) (Tabela 3).

Aproximadamente 48,5% (160/330) dos caes apresentavam
sinais clinicos compativeis com LVC e 62,8% (27/43) dos ani-
mais soropositivos apresentavam sinais clinicos. Estas inclui-
am as seguintes: ulceras (P = 0,019), onicogrifose (P = 0,084),
linfadenomegalia nos ganglios linfaticos popliteos (P = 0,017),
caquexia (P = 0,145), apatia (P = 0,119), hepatoesplenome-
galia (P = 0,000) e lesoes oculares (P = 0,000). Todos foram
significativamente associados a presenca de anticorpos con-
tra L. infantum (P < 0,20) (Tabela 2). Entre estas variaveis
independentes, as lesdes oculares mostraram uma diferenca
significativa na analise multivariada (P = 0,049) e foi associada
de forma significativa com soropositividade para L. infantum
(Tabela 3).

Tabela 2. Andlise univariada com a distribuicao das variaveis associadas a
Leishmania spp. em caes da regido do Sao Francisco e mesorregiao do Sertao,
nordeste, Brasil.

Variavel Categoria ~ N° totalde Positivos RP (o P-
animais (%) 95%  valor*
Linfonodo popliteo Nao 235 24 (10.2) 2.19 1.14-  0.017
Sim 95 19 (20) 423
Caquexia Nao 314 39 (12.4) 2.35 0.72- 0.145
Sim 16 4 (25) 7.65
Apatia Nao 328 42 (12,8) 6.81 0.41- 0.119
Sim 2 1 (50) 110.94
Hepatoesplenomegalia Nao 328 41 (12.5) 1.04 0.98- 0.000
, Sim 2 2 (100) 1.12
Ulceras Nao 319 39 (12.2) 4.10 1.14-  0.019
Sim 11 4 (36.4) 14.65
Onicogrifose Nao 288 34 (11.8) 2.03 0.89- 0.084
Sim 42 9 (21.4) 4.62
Lesdes oculares Nao 326 40 (12.3) 21.45 2.17- 0.000
Sim 4 3 (75) 211.23
Municipios Lagoa Grande 55 5(9.1) - 0.001
Ouricuri 55 7 (12.7)
Petrolina 55 14 (25.4)
Salgueiro 55 4(7.3)
S. M. Boa Vista 55 1(1.8)
Serra Talhada 55 12 (21.8)

S.M. Boa Vista: Santa Maria da Boa Vista
aRazao de probabilidade; tintervalo de confianga 95%; *P < 0.2

Tabela 3. Andlise multivariada dos fatores associados a infeccao por
Leishmania nos municipios do estudo.

Variavel Coeficiente Erro Wald Qui Razao 95% P-

estimado padrao quadrado prevaléncia  intervalo valor*
de confianca

Municipio 1.313 0.656 4.003 3.718 1.027- 0.045*

de Petrolina 13.458

Leséo ocular 2.577 1.310 3.867 0.076 0.006- 0.049*

0.991
*P < 0.05

Os cées positivos e negativos de cada residéncia estavam
amplamente distribuidos nos seis municipios do estudo (Figura
2). Entretanto, na analise das zonas tampéao, aglomerados sig-
nificativos de caes positivos foram observados na area rural de
cada municipio (Figura 3).
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Figura 2. Caes soropositivos para a presenca de anticorpos anti-Leishmania nos
municipios do estudo.
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Figura 3. Localizacao do tampao com um raio médio de 250 m ao redor dos
caes soropositivos para Leishmania spp. nos municipios do estudo. Aglomerados
de caes positivos foram observados nas areas rurais dos municipios.
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Os produtos da cPCR de tamanho esperado foram amplifica-
dos de 22 amostras de caes (6,7%; n = 330) utilizando oligonu-
cleotideos gene-especifico para o marcador genético kDNA de
Leishmania spp. Além disso, oito amostras de caes (2,4%; n =
330) revelaram na PCR, a presenca de L. infantum detectando
o gene cathepsina tipo L.

Oito sequéncias [Lagoa Grande (2), Ouricuri (1), Petrolina (1),
Santa Maria da Boa Vista (3) e Serra Talhada (1)] foram obtidas no
sequenciamento de nucleotideos a partir dos fragmentos amplifi-
cados (Figura 4). Na analise filogenética, observou-se que todas
as sequéncias de catepsina tipo L de L. infantum eram idénticas
(Figura 4). Nao houve segregacao dos isolados de acordo com a ori-
gem geografica das sequéncias obtidas em cada regiao amostrada.

Figura 4. Dendograma baseado em sequéncias cathepsina do tipo L dos 36
isolados de L. infantum e 8 sequéncias obtidas e utilizadas na analise da
maxima parcimdnia e da inferéncia bayesiana. Os valores de suporte sao

mostrados nos ramos (bootstrap/ probabilidade a posteriori).
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DISCUSSAO

Os caes desempenham um papel importante como reserva-
torios domésticos de L. infantum e sdo capazes de apresentar
um parasitismo cutaneo intenso, contribuindo assim para a
manutencao do ciclo de transmissao de LV em humanos. Assim,
a deteccao de infeccao em caes é o principal meio para de-
terminar a situacao atual da LV em qualquer dado municipio*.

A prevaléncia global de LVC (13%, compreendendo 13,9%, ou
seja, 23/165, no Sertao; e 12,1%, ou seja, 20/165, no Sao Francis-
co) no presente inquérito foi superior ao que tinha sido anterior-
mente detectado em areas endémicas no nordeste do Brasil®53,

De fato, ao longo dos Ultimos anos, tem ocorrido um au-
mento no nimero médio de casos de LV humana nas regioes
do presente estudo. O municipio de Petrolina mostra o maior
numero médio de casos por 100.000 habitantes (14,8), seguido
de Salgueiro (8,4), Santa Maria da Boa Vista (5,6), Ouricuri
(5,2), Serra Talhada (4,5) e Lagoa Grande (2,3).

Os estudos epidemioldgicos realizados ao longo dos Ultimos
anos em Petrolina mostraram prevaléncias de LVC variando de
11,2% a 34%'520, Isto é considerado como uma area de transmis-
sao intensa da LV, Estes dados apoiam as conclusées do presen-
te estudo, porque a maior taxa de soroprevaléncia (25,4%) na
mesorregido do Sao Francisco foi encontrada neste municipio.
Isto também destaca o fato de Petrolina permanecer frequen-
temente um municipio com taxas de infeccao mais elevadas®.

Apesar das prevaléncias em Lagoa Grande (9,1%) e Santa Ma-
ria da Boa Vista (1,8%) terem sido mais baixas da mesorregiao
do Sao Francisco, Evaristo et al3%. observaram, num estudo
epidemioldgico realizado nestas regides, que estes municipios
sdo zonas endémicas com um elevado risco de transmissao. No
entanto, é importante salientar que os estudos de prevaléncia
dependem do tipo de teste sorologico empregado e o nimero
de caes avaliados*.

Na mesorregido do Sertdo, a prevaléncia de anticorpos an-
ti-L. infantum na populacao canina era maior no municipio de
Serra Talhada (21,8%), seguido de Ouricuri (12,7%) e Salgueiro
(7,2%). Apesar das prevaléncias observadas nestes municipios,
nao ha estudos soroepidemiologicos de LVC conduzidos nestas
areas, o que pode prejudicar a analise epidemiologica da do-
enca e possibilita o seu crescimento silencioso.

A variacdo da soroprevaléncia da LVC entre as areas estu-
dadas aqui, pode ser associada ao status econdmico e as suas
caracteristicas ambientais e geograficas®.

No nosso estudo, 21,8% (72/330) dos caes foram soroposi-
tivos em ambos os testes DPP e ELISA. Além disso, quando os
resultados dos trés testes (DPP, ELISA e IFAT) foram conside-
rados simultaneamente, a soropositividade diminuiu a 13,0%
(43/330). Isto indica que a utilizacdo combinada de dois testes
com sensibilidade, como o DPP e o ELISA*, sem utilizar um
teste com maior especificidade, como o IFAT, pode elevar a
sensibilidade do resultado e gerar falsos positivos®.

A presenca de manifestacdes clinicas contribui para a re-
alizacao do diagnostico precoce da doenca e pode indicar a
fase da infeccao®. Neste trabalho, 62,8% dos caes soroposi-
tivos mostraram sinais clinicos de LVC. Ulceras, onicogrifose,
linfadenomegalia e caquexia foram os sinais clinicos mais pre-
valentes, semelhantes ao que foi observado por Assis et al®.
Além disso, a presenca de lesdes oculares foi significativamen-
te associada a soropositividade para Leishmania. Os caes clini-
camente infectados apresentam uma maior resposta humoral
contra o parasita*. Sao mais facilmente detectados em testes
com sensibilidade, o que melhora o diagnoéstico de casos clini-
camente suspeitos. No entanto, o diagndstico de caes infecta-
dos com auséncia de sinais clinicos tipicos de LVC ainda é um
ponto critico importante no diagnostico da doenca®.

Observou-se que entre os caes, viver no municipio de Pe-
trolina era um fator de risco de infeccao com Leishmania spp.
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Esta descoberta, juntamente com a elevada soroprevaléncia
encontrada neste municipio, enfatiza a necessidade de mais
acodes de vigilancia e controle contra esta doenca. O objetivo
precisa estar voltado para a diminuicao da taxa de infeccao
entre os caes e, consequentemente, evitar o surgimento de
novos casos humanos®.

Em relacdo as zonas tampao de 250m que foram formadas
em torno dos caes, foram observados agrupamentos de caes in-
fectados nas zonas rurais dos municipios, indicando assim que
a populacao vetorial infectada pode estar presente com maior
frequéncia nestas areas*. A partir desta descoberta, a as ati-
vidades de educacao destinadas a salde podem estar voltadas
para a reducao da populacao de insetos vetores concentrando-
-se nas areas especificas de distribuicao do vetor. Isto permite o
controle mais eficaz contra a doenca, na prevencao e diminui-
¢ao do surgimento de novos casos caninos € humanos?.

A deteccao de genes espécies-especificos a partir de DNA
tem sido aplicado para diagnoéstico dos parasitas de Leishma-
nia em casos clinicos de infeccdo canina e em estudos epide-
miologicos*2.

Em relacao aos testes moleculares, verificou-se que a frequ-
éncia de caes positivos era de 6,7% utilizando oligonucleotieos
iniciadores para o gene kDNA especifico de Leishmania spp. No
entanto, apenas 2,4% foram positivos quando se utilizou oligo-
nucleotideos iniciadores especificos para o gene semelhante
ao catepsina do tipo L, o qual é especifico para Leishmania
infantum. O gene semelhante ao catepsina tipo L € um bom
marcador para analise filogenética sobre o género Leishma-
nia. Permite melhor diagnostico clinico na diferenciacao das
formas clinicas da doenca, melhorando assim o prognostico
clinico para os animais*. Embora o gene kDNA tenha mostrado
maior positividade que o gene da catepsina, nao foi especifico
para Leishmania infantum. Assim, é possivel supor que outras
espécies podem existir na regidao ou que podem ocorrer rea-
coes nao especificas com outros agentes'.

Os marcadores baseados nos genes SSU-rDNA e gGAPDH nao
amplificaram. Isto pode indicar que eles tém sensibilidade e
especificidade diferentes. Estas observacées enfatizam a im-
portancia de, sempre que possivel, realizar ensaios de PCR
com oligonucleotideos iniciadores que visam varios genes,
especialmente em amostras como o sangue, em que a carga
parasitaria tende a ser baixa®.

A identificacdo de L. infantum como a variante canina nos
municipios do presente estudo contribui com novos conheci-
mentos sobre a epidemiologia do LVC®, Portanto, em areas en-
démicas para a LV, é essencial manter as abordagens epidemio-
logicas atualizadas para identificar novas variantes do agente,
contribuindo assim para um diagnostico adequado da doenca®.

A presenca do agente pode ser vista na mesorregiao do Sao
Francisco e Sertdo, com elevada prevaléncia soroldgica entre os
caes domiciliados e agrupamentos de caes positivos na zona ru-
ral dos municipios. Pela primeira vez, a presenca de Leishmania
infantum foi caracterizada nesta regiao. No entanto, nao foi
observada diferenca filogenética entre as estirpes obtidas. Os
dados deste estudo indicam que ha necessidade de mais estu-
dos sobre as espécies de Leishmania identificadas nesta regiao,
a fim de obter melhor compreensao da epidemiologia da LV e
melhorar as medidas para controlar e prevenir esta doenca.
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