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RESUMO

INTRODUGCAO: A leishmaniose visceral (LV) é uma zooantroponose sistémica de
importancia reconhecida em saude publica, 90% dos casos no novo mundo sao
oriundos do Brasil. Os caes domésticos e as raposas sdo considerados como 0s
principais reservatorios. A persisténcia da Leishmania em areas endémicas e o
insucesso das medidas de prevencdo, dirigidas exclusivamente ao reservatério
canino, sugerem que outros animais podem ter importancia na manutencéo do ciclo
de transmissdo da LV. OBJETIVO: Avaliar potenciais reservatorios para LV numa
area endémica, utilizando método de biologia molecular quantitativo (PCR real-time).
METODOS: Foram estudados animais domésticos (bovinos, equideos, caprinos e
ovinos) e animais silvestres (marsupial), nho municipio de Salinas da Margarida,
Bahia, de 2007 a 2009. Todos os animais domésticos de producdo mantidos e/ou
pernoitando nas areas urbanas do municipio foram incluidos. Os marsupiais foram
capturados com armadilha animal modelo Tomahawk colocadas no peridomicilio das
residéncias onde ocorreram casos de LV humana e/ou canina na localidade de
Encarnacdo. Nos animais domésticos de producdo foi coletado apenas amostra de
sangue periférico e nos marsupiais, além de sangue, foi obtida uma amostra de pele
através de biopsia da orelha. Em todas as amostras foi realizado PCR real-time para
investigar a presenca de DNA do parasito e estimar a carga parasitaria. Os primers e
sondas utilizados foram selecionados em gene SSU rRNA, que aparece 160 vezes
no genoma de Leishmania spp. e é altamente conservado entre as espécies de
Leishmania. RESULTADOS: No total, foram avaliados 80 animais domeésticos (20
bovinos, 33 equideos, 20 caprinos e 7 ovinos) e 103 marsupiais, todos da espécie
Didelphis albiventris. Cinco bovinos foram positivos no teste de PCR real-time com
carga parasitaria variando de 12,7 a 183,5 parasitos/mL. Apenas um marsupial
apresentou amostra de sangue positiva (6,0 parasitos/mL). Todos os demais animais
testaram negativo. CONCLUSAO: A técnica de PCR real-time pode ser uma
ferramenta Util para avaliar o papel de potenciais reservatorios domésticos e
silvestres para LV. A execucdo do PCR real-time é menos trabalhosa e mais prética
do que a realizacdo do teste de xenodiagnéstico, além disso, ela poder ser
automatizada, permitindo a analise de grande numero de amostras em estudos
epidemioldgicos. A deteccdo de carga parasitaria de Leishmania em sangue de
bovinos, em quantidade comparavel a encontrada em caes, sugere que eles podem
ser reservatorios para LV. A relativa abundancia de bovinos nas areas endémicas
para LV, assim como as evidéncias da preferéncia alimentar do vetor por estes
animais, ressaltam a importancia do papel que os bovinos podem ter na transmisséo
da LV. Mais trabalhos sao necessarios para elucidar estas questdes.

Descritores:
Leishmaniose visceral, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Ruminantes, Didelphis
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic zooantroponose of public
health relevance, 90% of cases in the new world are from Brazil. Domestic dogs and
foxes are considered the main reservoirs. The persistence of Leishmania in endemic
areas and the failure of preventive measures, directed exclusively to the canine
reservoir, suggest that other animals may be important in maintaining the
transmission cycle of Leishmania. OBJECTIVE: To investigate potential reservoirs for
VL in an endemic area, using molecular biology quantitative method (real-time PCR).
METHODS: We studied domestic animals (cattle, horses, goats and sheeps) and
wildlife (marsupial), in the city of Salinas da Margarida, Bahia, from 2007 to 2009. All
livestock animals maintained and/or staying overnight in the urban areas of the
municipality were included. The marsupials were captured with Tomahawk model
animal traps placed outside the home of homes where there were human and/or dog
VL cases in the locality of the Encarnacéo. In livestock animals, we collected only a
sample of peripheral blood and in marsupials, in addition to blood we also collected a
sample of ear skin biopsy. In all samples we carried out real-time PCR to detect the
presence of parasite DNA and to estimate the parasite load. The primers and probes
used were selected on SSU rRNA gene, which appears 160 times in the genome of
Leishmania spp. and is highly conserved among species of Leishmania. RESULTS:
In total, 80 livestock animals were evaluated (20 cattle, 33 horses, 20 goats and 7
sheep), and 103 marsupials, all Didelphis albiventris. Five cattle were positive by
real-time PCR with parasite load ranging from 12.7 to 183.5 parasites/mL. Only one
marsupial had a positive blood sample (6.0 parasites/mL). All other animals tested
negative. CONCLUSION: The real-time PCR technique can be a useful tool for
assessing the potential role of domestic and wild reservoir for LV. The
implementation of real-time PCR is less laborious and more practical than the test of
xenodiagnosis, in addition, it can be automated, allowing for the analysis of large
number of samples in epidemiological studies. Detection of Leishmania parasite load
in the blood of cattle, in an amount comparable to that found in dogs, suggests that
they may be reservoirs for VL. The relative abundance of cattle in endemic areas for
VL, as well as evidence of vector feeding preference for these animals, highlight the
important role that cattle may exert in the transmission of VL. More research is
needed to clarify these issues.

Descriptors:
Leishmaniasis, Polymerase chain reaction, Ruminants, Didelphis
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémica, com primeira descricao
do agente causal em 1903 por Willian Leishman e Charles Donovan (COOK, 2007).
Causada pela Leishmania chagasi nas Américas, € uma importante causa de
morbidade e mortalidade, principalmente entre criancas (BADARO, 1988; BEER et
al., 1991; CALDAS et al., 2002). A LV é considerada uma das principais doencgas
emergentes pela Organizacdo Mundial de Saude, com 90% dos casos descritos no
novo mundo oriundos do Brasil (GRIMALDI et al., 1989; WHO, 2002).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses sdo zooantroponoses causadas por protozoarios do género
Leishmania, com espectro da doenca dependente da espécie de Leishmania. ALV é
a forma mais grave, distribuida nos cinco continentes, com incidéncia anual
aproximada de 500 mil casos humanos (ADDY & NANDY, 1992; DESJEUX, 1996).

A LV é invariavelmente fatal se ndo tratada e mesmo com tratamento
adequado mantém taxas de letalidade de trés a 17% no Brasil ( SILVA et al., 2001;
PEDROSA & ROCHA, 2004; QUEIROZ et al., 2004; REY et al.,, 2005; BRASIL,
2006). Das 27 Unidades Federativas do Brasil, existe ocorréncia de LV em 21, e até
0 ano de 2008 apenas a regido sul do pais nédo tinha registrado caso de LV humana
autoctone, o que mais tarde foi reportado por Sirena et al. (2009). Entretanto, a
maior parte dos casos ocorre nas regibes sudoeste e nordeste brasileiro
(FIGURA 1).
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FIGURA 1. Casos de LV por municipio de residéncia, Brasil (1983-2008).
Fonte: Sinan-SVS/MS

Na primeira metade do século XX, quando foram publicados os primeiros
resultados dos estudos epidemiolégicos sobre esta zoonose no Brasil, a LV
apresentava uma ocorréncia marcadamente rural, atingindo as populagdes mais
carentes, especialmente na regido semi-arida do Nordeste (DEANE & DEANE, 1955;
LACERDA, 1994; WIJEYARATNE et al., 1994; XIMENES et al., 1999). As
degradacbes ambientais, alteracfes climaticas e as migracdes de populacdes
carentes para a periferia dos grandes centros, fixando-se em locais sem infra-
estrutura e em contato direto com animais, contribuiram para o processo de
urbanizacdo da doenca (TESH, 1995; PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001; SILVA et
al., 2001; FRANKE et al., 2002). Provavelmente porque estas condicbes aumentam
as populagbes de insetos vetores e reservatorios do parasito (CORREDOR et al.,
1989?% LAINSON, 1989; ARIAS et al., 1996).

Este padrdao de distribuicdo espacial tem apresentado uma crescente
complexidade, com acentuada frequéncia de casos humanos e/ou caninos de LV em
areas urbanas, inclusive em capitais brasileiras como Aracaju-SE (TAVARES &
TAVARES, 1999), Belém-PA (LAINSON et al., 1969), Belo Horizonte-MG
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(BEVILACQUA et al, 2001; MARGONARI et al, 2006), Boa Vista-RR
(EVANGELISTA et al.,, 2009), Brasilia-DF (CARRANZA-TAMAYO et al.,, 2010),
Campo Grande-MS (OLIVEIRA et al., 2006; BOTELHO & NATAL, 2009), Cuiaba-MT
(MESTRE & FONTES, 2007, ALMEIDA et al.,, 2009), Florianépolis-SC (SANTA
CATARINA, 2010), Fortaleza-CE, (ALVES et al., 1998); Goiania-GO (LINHARES et
al., 2005), Jodo Pessoa-PB (LIMA et al., 2004), Maceio-AL (PEDROSA & ROCHA,
2004), Natal-RN (JERONIMO et al., 2004), Recife-PE (DANTAS-TORRES et al.,
2005), Rio de Janeiro-RJ (MARZOCHI et al., 1985); Salvador-BA (BARBOZA et al.,
2009), Sdo Luis-MA (NASCIMENTO et al., 1996; CALDAS et al., 2002; MENDES et
al., 2002); Sao Paulo-SP, (IVERSON et al., 1983) e Teresina-Pl (COSTA et al.,
1999).

O aumento do numero de casos de LV humana nas areas endémicas, a re-
emergéncia de casos em areas onde a doenca havia sido erradicada e a expansao
da doenca a &reas previamente indenes, como a periferia de grandes centros
urbanos, revela a crescente importancia desta zoonose como problema de saude
publica no Brasil. A LV tem sido reportada em areas litoraneas como: Camacari na
Bahia (CUNHA et al., 1995; BARBOZA et al., 2006; JULIAO et al., 2007), litoral do
Estado de Sergipe (TAVARES & TAVARES, 1999), llha de Guaratiba no Rio de
Janeiro (SILVA et al., 2005) e, mais recentemente, em Salinas da Margarida,
também na Bahia, que a partir de 2002 tem notificado casos de LV, incluindo 6bitos
humanos (SOUZA et al., 2006).

1.2 BIOLOGIA E CICLO DE TRANSMISSAO

1.2.1 Agente etioldgico

Os agentes etiolégicos da LV sdo protozoarios tripanossomatideos do género
Leishmania. O agente causal de LV na India subcontinental e leste da Africa é a
Leishmania donovani, no Mediterraneo a Leishmania infantum e na América Latina a
Leishmania chagasi, sendo as duas ultimas consideradas como Unica espécie
(LAINSON & SHAW, 1978; DEREURE et al., 1999; GUERIN et al., 2002; SHAW,
2006).
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Em seu ciclo bioldgico, o parasito possui duas formas distintas: amastigota e
promastigota. As formas amastigotas sdo encontradas no interior de células do
sistema fagocitario mononuclear (macrofagos e mondcitos) de hospedeiros
vertebrados. No trato digestorio do vetor, as formas amastigotas transformam-se em
promastigotas, forma flagelada do parasito que é seu estagio infectante, penetrando
no hospedeiro através da picada do vetor (SACKS & PERKINS, 1984).

1.2.2 Vetor

A L. chagasi € um parasito heterogénico e heteroxénico, que necessita de um
vetor para completar seu ciclo biolégico. Existe uma variedade de espécies de vetor
em diferentes regifes geograficas (GUERIN et al., 2002; DIAS-LIMA et al., 2003).
Sherlock (1997) sugeriu uma especificidade entre as espécies do género Leishmania
e seus respectivos vetores. No Brasil, o principal vetor da L. chagasi € a espécie
Lutzomyia longipalpis, inseto da classe Diptera pertencente a familia Psycodidae.

Este inseto apresenta habito noturno com maior atividade entre 18:00 e 23:00
horas, que se reduz gradativamente, até cessar entre 5:00 e 6:00 horas da manha
(DEANE & DEANE, 1962; SHERLOCK, 1996; CARRASCO et al., 1998). Santos et
al. (2003) relataram o envolvimento da espécie Lutzomyia cruzi no ciclo de
transmissdo da L. chagasi na regido de Corumba, Mato Grosso do Sul. De acordo
com a regido geogréfica, os vetores recebem designacdes como cangalinha,
mosquito palha ou asa branca, entre outros (ALEXANDER et al., 2002).

O ciclo bioldgico do L. longipalpis ocorre parcialmente no solo (REY, 2001).
Apoés a copula, as fémeas depositam seus ovos, preferencialmente, em solo imido e
rico em matéria organica, onde permanecem de sete a 10 dias até a eclosdo. Os
quatro estagios larvais se sucedem, perfazendo um periodo de 20 a 30 dias,
transformando-se entdo em pupa, condicdo em que permanecem por cerca de duas
semanas, originando o inseto adulto. A longevidade das fémeas adultas é de
aproximadamente 20 dias (BRASIL, 2006).

Pouco se sabe sobre os criadouros naturais do vetor. Entretanto, os abrigos
mais frequentes do inseto na fase adulta, parecem ser 0s espacgos sob ou entre
pedras e as grutas. Entretanto, o L. longipalpis pode ser encontrado, também, em

outros ecoOtopos naturais como troncos e ocos de arvores, tocas de animais,
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arbustos e sob as folhas que recobrem o solo (DEANE & DEANE, 1957; IVERSON
et al., 1983). Tanto nos estabelecimentos rurais, quanto em areas urbana e
periurbana, o inseto adulto € encontrado com mais frequéncia em galinheiros,
chiqueiros, canis e no intradomicilio (BRASIL, 2006).

O hébito de criar cées, galinhas, bovinos e cavalos, bem como a presenca de
marsupiais e outros animais domeésticos e silvestres no peridomicilio, parecem
contribuir para o aumento da densidade populacional do vetor e o risco de
transmissdo do parasito (SHERLOCK et al., 1988; ARIAS et al., 1996; XIMENES et
al., 1999; BUCHETON et al., 2002; MISSAWA et al., 2008; SINGH et al., 2010). As
galinhas e os passaros representam uma fonte de alimentacdo para o vetor, porém
nao atuam como reservatorios do parasito. Sua importancia na epidemiologia da LV
parece limitar-se a atracdo dos vetores e animais silvestres, potencialmente
reservatorios do parasito, para o peridomicilio. E possivel que o acimulo de dejetos
de animais no solo favoreca o desenvolvimento do estégio larval do vetor (DYE,
1996; LANE, 1986; SINGH et al., 2008).

Missawa et al. (2008), no municipio de Varzea Grande, Estado de Mato
Grosso, realizaram estudo de preferéncia alimentar de L. longipalpis intra e
peridomicilar. De 2.376 fémeas capturadas, 104 estavam ingurgitadas e tiveram seu
contetdo alimentar triturado e centrifugado individualmente. O sobrenadante deste
material foi testado com anticorpos contra antigenos de boi, cdo, cavalo, porco,
roedor, ave e ser humano, para identificacdo da fonte alimentar. Foi constatado que
estes insetos alimentaram-se preferencialmente em aves (30,8%), roedores (21,2%)
e humanos (13,5%), mas também foram encontradas fémeas de L. longipalpis
alimentadas do sangue de gambas, bois, cavalos e cdes, demonstrando o carater
antropofilico e oportunista deste inseto.

Para que ocorra a transmisséo do parasito, € necessario que as fémeas de L.
longipalpis, durante o repasto sanguineo nos hospedeiros infectados, ingiram
monaocitos ou macréfagos com a forma amastigota de Leishmania. No trato digestivo
anterior do vetor ha liberacdo das amastigotas dos macréfagos, que evoluem para a
forma flagelada denominada de promastigota, por divisédo binaria, prosseguindo sua
multiplicacdo ainda no trato digestivo. O ciclo de vida da L. chagasi no vetor é de
guatro a sete dias, periodo em que as formas promastigotas transformam-se em
paramastigotas, passando a colonizar o esdfago e a faringe do vetor, onde

permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo. Nesta etapa diferenciam-se na forma
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infectante, promastigota metaciclica. Durante o repasto sanguineo do vetor em um
novo hospedeiro, as promastigotas séo inoculadas e assumem a forma amastigota
ao serem fagocitadas pelos macrofagos no hospedeiro vertebrado (DESJEUX, 1992;
ARIAS et al., 1996; ASHFORD, 2000; BRASIL, 2006).

Embora classicamente no Brasil a L. chagasi seja transmitida através da
picada da fémea de L. longipalpis e L. cruzi, em algumas areas endémicas nao
foram encontrados estes vetores, a exemplo do municipio de S&o Vicente Férrer,
Zona da Mata em Pernambuco. Neste local, de dezembro de 2002 a novembro de
2003, um total de 23.156 insetos do género Lutzomyia foram coletados em
diferentes areas e ndo foi encontrada nenhuma das espécies com conhecida
capacidade vetorial (CARVALHO et al.,, 2007). A deteccdo de Leishmania em
carrapatos e pulgas sugere a possibilidade de outros vetores (SHERLOCK, 1964;
COUTINHO et al.,, 2005; COUTINHO & LINARDI, 2007; SILVA et al., 2007,
DANTAS-TORRES et al., 2010).

Existe ainda a possibilidade de parasitos do género Leishmania serem
transmitidos por outros meios que ndo o vetorial, como: transfusdo de sangue;
transplante de 6rgdos; uso comum de seringa contaminada, em especial nos
usuarios de drogas injetaveis; ingestdo de pulgas e/ou carrapatos infectados;
transmissao venérea e transmissao transplacentaria (SCORZA et al., 1984; COHEN
et al., 1991; RAJASEKARIAH, 2001; PAREDES et al., 2003; MATHUR &
SAMANTARAY, 2004; COUTINHO et al., 2005; CARDO, 2006; FREITAS et al.,
2006; COUTINHO & LINARDI, 2007; SILVA et al., 2009% SILVA et al., 2009P).

1.2.3 Hospedeiros/Reservatorios
a) Ambiente domeéstico
Ser humano
O ser humano é considerado o reservatdrio para LV na india, onde a doenga
€ causada por L. donovani. Isto € menos evidente nos casos do novo mundo, onde

canideos domésticos e silvestres, além de marsupiais sdo considerados 0s
principais reservatorios (SHAW, 1988; DESJEUX, 1992).
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Na llha de Marajé, Para, Quinnel et al. (1992) analisaram a preferéncia
alimentar de L. longipalpis para humanos, cédes e galinhas, demonstrando a
preferéncia dos vetores pelo ser humano. No entanto, ao se alimentarem em
pessoas infectadas, a taxa de infeccdo nos vetores € baixa, 0 que reduz a
importancia do humano como reservatério do parasito (SHERLOCK, 1996).

O papel do ser humano como reservatério pode ganhar em significado
durante surtos epidémicos de LV e na ocorréncia de elevada densidade populacional
do vetor (ASHFORD, 1996). Embora seja relatado o carater antropofilico da L.
longipalpis (MISSAWA et al., 2008), a proximidade de animais aos humanos pode
lhes conferir um carater protetor por servir de alimentacdo alternativa ao vetor
(BERN et al., 2000; ALEXANDER et al., 2002; SINGH et al., 2010)

Deane (1958) afirmou a importancia do cdo como um potencial reservatorio,
especialmente em virtude do intenso parasitismo cutadneo, mas nao despreza o
envolvimento do ser humano, atuando como reservatério no ciclo de transmissédo da
L. chagasi. Trabalhos conduzidos por Dietze et al. (1997) e por Dereure et al. (2003)
apontaram para a participagdo do ser humano como reservatorio, contribuindo

inclusive para a transmissao da doenca a populacdo canina.

Cao doméstico

Desde os primeiros estudos sobre os possiveis reservatoérios de L. chagasi, o
cdo doméstico tem sido incriminado (DEANE e DEANE, 19542, DEANE, 1958),
sendo esta hip6tese apoiada por diversos outros estudos que imputam ao céo
doméstico o papel de reservatorio, inclusive atuando como um elo entre o ciclo
silvestre do parasito e 0 ambiente domiciliar (AZAB et al., 1984; ABRANCHES et al.,
1991; AHFORD et al., 1998; DEREURE et al., 2003)

Shaw (1988) conceitua os reservatorios primarios de Leishmania como sendo
hospedeiros mamiferos de parasitos responsaveis pela manutencéo de infec¢cdo no
meio silvestre, enquanto os reservatorios secundarios sdo os animais que quando
infectados, ndo séo capazes de manter o ciclo enzodtico. Desta forma o pesquisador
nao considera o cdo domeéstico como reservatorio primario de L. chagasi uma vez

gque o cdo afetado pode morrer, inviabilizando a sobrevivéncia do parasito. A
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importancia desta espécie seria entdo secundéria, atuando principalmente como
amplificadora, dinamizando o ciclo de transmissdo em uma determinada area.

Lesdo de pele, apetite reduzido, linfoadenopatia generalizada,
esplenomegalia, onicogrifose, leséo ocular (blefarites em associacdo com dermatites
faciais, ceratoconjuntivite, uveite, edema de cornea), alopecia periorbital, epistaxe,
claudicacdo, palidez de mucosa, Ulceras de pele; emaciacdo, faléncia renal e
diarréia, sédo sinais clinicos que os cdes podem apresentar quando estdo com LV
(ABRANCHES et al., 1991; CIARAMELLA et al., 1997; FERRER, 1999 SILVA et
al., 2001; ALMEIDA et al., 2005). Porém, nem todos os cdes adoecem e algumas
manifestacbes clinicas podem sugerir outras enfermidades, inexistindo sinais
especificos para LV, o que viabiliza a permanéncia do cédo infectado na érea,
propagando a infecgdo (BRAGA et al., 1998; AGUIAR et al., 2007)

Outros animais domésticos

Espécies domésticas, inclusive animais de producéo, sdo capazes de atrair
os vetores de Leishmania sp., e algumas sao capazes de manter o parasito em seus
organismos, contribuindo potencialmente para a perenidade do ciclo do protozoario.

Em estudo de soroprevaléncia para LV realizado no Sudao, utilizando o teste
de aglutinacdo direta, encontrou-se reacao positiva de 68,7% dos equideos (66/96),
21,4% (9/42) dos bovinos e 8,5%(5/59) dos caprinos analisados. Entretanto, ao
empregar o teste ELISA em bovinos e caprinos, a soroprevaléncia foi de 47,6%
(20/42) e 13,6% (8/59), respectivamente (MUKHTAR et al., 2000). Os autores
sugerem a exposicdo dos animais domésticos, especialmente equideos e bovinos, a
infeccdo por Leishmania. Ximenes et al. (1999) afirmaram que os cavalos
apresentam alta capacidade de atrair L. longipalpis. Contudo, esta espécie
domeéstica ndo esta descrita como reservatorio de L. chagasi, podendo, no entanto,
desempenhar um papel secundario, atraindo os vetores para o peridomicilio.

Cerqueira et al. (2003) inocularam equideos experimentalmente com L.
chagasi e concluiram que a importancia destes animais na cadeia epidemiolégica da
LV esta ligada ao aumento da reproducdo e densidade populacional do vetor,
favorecida por esta fonte alimentar. Os autores observaram que, apesar dos

equideos soroconverterem e manterem formas amastigotas do parasito no figado,
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estes ndo desenvolveram sinais clinicos nem foram capazes de infectar
experimentalmente o L. longipalpis ao serem submetidos ao xenodiagndstico.

Ferndndez-Bellon et al. (2006) avaliaram as respostas imunes humoral e
celular de equinos a L. infantum em &rea endémica para LV em Barcelona,
Espanha. Foram analisados 112 equinos com dois ELISA (um com proteina A e
outro com anti-IgG) e 55 por ensaio de proliferagéo linfocitaria. Nenhuma amostra foi
reagente ao ELISA com anti-lgG. No entanto, 16 (14,3%) foram reagentes no ELISA
com proteina A. Quanto a resposta celular, 20 animais apresentaram proliferacao
linfocitéria; e quatro animais foram positivos em ambos os testes. Os autores
concluiram que a resposta imune em equinos ocorre mesmo com auséncia de
manifestacdes clinicas e que, em area endémica, a exposicdo destes animais ao
parasito € comum. No entanto, indicam que a resposta imune em equinos €
geralmente efetiva na prevencéao do desenvolvimento da doenca.

Rolao et al. (2005) em Portugal descreveram o primeiro caso de infec¢ao por
Leishmania em um equino que apresentava uma lesdo ulcerada de pele, sendo o
diagnoéstico baseado em teste soroldgico e deteccdo do DNA do parasita por PCR
real-time usando uma sonda especifica para L. infantum. Concluiram que a infeccao
equina por L. infantum necessita ser melhor explorada para esclarecer a forma
clinica em equinos e o papel deles como reservatério do parasito em area endémica.

Desde o primeiro achado de Leishmania sp. em corte histologico e leptonas
em cultura de material de Ulcera, o gato doméstico tem sido indicado como possivel
reservatorio de Leishmania (MELLO, 1940; KIRKPATRICK et al., 1984; SHERLOCK,
1996; MAROLI et al., 2007; NASEREDDIN et al., 2008). No entanto, o primeiro relato
no continente americano de infeccdo natural de L. chagasi em gato doméstico
ocorreu no municipio de Cotia, Estado de S&o Paulo, onde ndo havia casos
autoctones de LV humana ou canina (SAVANI et al., 2004). A comprovacao de
transmissibilidade de L. infantum de gato para um vetor ocorreu em 2005, na llha de
Lipari (Sicilia, Itdlia) quando xenodiagnostico com Phlebotomus perniciosus foi
realizado neste animal naturalmente infectado pelo protozoario (MAROLI et al.,
2007). No Brasil, o primeiro caso de infec¢cao de L. Longipalpis por L. Infantum, de
um gato naturalmente infectado foi publicado por Silva et al., em 2010. Neste
trabalho, destacou-se a necessidade de mais estudos para determinar a taxa de
ocorréncia de LV entre gatos domesticos, a relagéo de infectividade de L. longipalpis

em areas endémicas e qual o papel destes animais na epidemiologia da doenca.
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Al-Zahrani et al. (1989) investigando o peridomicilio de 50 pacientes com LV
na Ardbia Saudita, constataram a frequente presenca de ovinos, caprinos, gatos e
cdes em &reas proximas a casas destes pacientes. Fisa et al. (1999) realizaram um
levantamento sorologico, na regido nordeste da Espanha, area endémica de LV,
com amostras de 151 ovinos e 147 caprinos para pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania, por dot-ELISA. Neste estudo, encontraram 21 ovinos e 15 caprinos
soropositivos, porém com titulos baixos (1:100 — 1:400). Estes fatos levam a
hipétese de incremento do risco de infeccdo em humanos atribuido a criacdo de
animais domésticos no peridomicilio (ALEXANDER et al., 2002).

No municipio de Jequi€, Bahia, foi realizado por Moraes-Silva et al., (2006),
inquérito sorolégico em 92 suinos (Sus scrofa domesticus), que viviam livriemente,
utilizando o teste ELISA, e inoculagdo experimental com L. chagasi em trés animais
que ficaram confinados durante 12 meses. Dos animais confinados, foi realizado
xenodiagndstico com L. longipalpis e coletadoas mensalmente amostras de sangue,
pele, figado e medula 6ssea, a partir de dois meses da inoculagcdo experimental. Dos
animais inoculados foi feita pesquisa direta do parasito nas amostras coletadas,
além de PCR em medula 6ssea e teste sorolégico por ELISA. Embora tenha-se
encontrado soroprevaléncia de 40,2% nos suinos incluidos no inquérito soroldgico e
producdo de anticorpos nos animais inoculados, ndo foi detectado o parasito em
nenhuma das técnicas usadas nas amostras dos animais inoculados
experimentalmente. Os autores concluiram gue 0s suinos ndo seriam reservatorios
de L. chagasi e que sua importancia na epidemiologia da LV poderia estar restrita a
atracdo e manutencdo do vetor no peridomicilio, representando um aumento da
chance de adquirir a doenca em areas com presenca dos suinos.

Em é&reas endémicas de LV, os bovinos sdo frequentemente picados por
vetores de Leishmania (KILLICK-KENDRICK, 1990%). No entanto, existe escassez
no conhecimento sobre a suscetibilidade destes animais a infeccdo, atribuindo
apenas o papel de atragdo de vetor e aumento de risco de ocorrer a infecgcdo em
humanos (KILLICK-KENDRICK, 1990°; BUCHETON et al., 2002; MISSAWA et al.,
2008; SINGH et al., 2010). No entanto, Bern et al. (2000) indiguem que no Nepal,
devido a preferéncia alimentar do vetor por bovinos e bubalinos, a presenca destes
animais nos peridomicilios seja um fator protetor para LV nas pessoas (OR 0,27; IC
0,13 - 0,80).
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Khanal et al. (2010) coletaram amostras sorologicas de bovinos, bubalinos e
caprinos provenientes de duas regides do Nepal, uma endémica para LV e outra nao
endémica — com distancia de 60 km entre elas. As amostras foram submetidas ao
teste de aglutinacdo direta (DAT) para avaliar resposta a infec¢do por L. donovani,

estabelecendo um ponto de corte de =1:800. Dos 185 animais da area endémica,

10% (2/20) dos bovinos, 22,7% (5/22) dos bubalinos e 23,1% (33/143) dos caprinos
foram soropositivos. Enquanto que, nos 63 animais da area nédo endémica, houve
soropositividade em 9,5% (2/21) dos bovinos e 5,9% (1/17) dos bubalinos. Os
autores concluiram que os animais domeésticos podem colaborar com a disperséo
espacial do parasito aumentando o risco de infeccdo em humanos por servirem
como fonte alimentar potencialmente infectada ao vetor.

Bhattarai et al. (2010) no Nepal detectaram DNA de Leishmania pela técnica
da PCR em sangue de ruminantes criados em area endémica para LV. Os
resultados revelaram que 4% (1/24) dos bubalinos, 5% (1/20) dos bovinos e 16%
(23/144) dos caprinos estavam infectados. Os autores consideraram que a coleta da
amostra ocorreu cinco meses apos a temporada de pico do numero de casos
humanos e a alta prevaléncia encontrada nos caprinos sugeriu que estes pequenos
ruminantes podem ser infectados com L. donovani e que esta infeccdo pode persistir
por varios meses.

Mutinga et al. (1989) no Quénia, demonstraram que O0S caprinos sao
hospedeiros de L. donovani ao isolarem o parasito em puncéo de linfonodos, baco,
figado, lesdo de orelha e lesdo de vulva, de animais naturalmente infectados, além
de reproduzirem experimentalmente a infeccdo em caprinos sadios. Ainda no
Quénia, Williams et al. (1991) encontraram caprinos com diagndéstico clinico e
parasitolégico de LV e demonstraram a presenca do parasito na pele, figado, baco,
rim, linfonodos e traquéia, descrevendo a infeccdo visceral pela L. aethiopica.

Embora alguns autores afirmem que galinhas ndo sejam hospedeiros de
Leishmania, estando relacionada na cadeia epidemiolégica como atrativos de
animais potenciais reservatorios e do vetor (ARIAS et al. 1996; DYE, 1996;
ALEXANDER et al.,, 2002), um estudo com infeccdo experimental em galinhas
demonstrou a parasitemia em amostras de tecidos destes animais atraves de PCR
real-time (OTRANTO et al., 2010).
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b) Ambiente silvestre

Canideos silvestres

No Ceara, Deane & Deane (1954°) tiveram sucesso em demonstrar a
presenca de Leishmania através da puncdo hepatica de uma raposa, sendo 0s
primeiros a registrar a infeccdo neste animal silvestre e alertar quanto ao seu
potencial papel de reservatério do parasito.

No ambiente natural, a raposa tem sido incriminada como o principal
reservatorio da L. chagasi (ALENCAR, 1956; DEANE, 1958; NADIM et al., 1978).
Uma possivel conexdo ecoepidemiologica do referido reservatorio silvestre com o
ambiente doméstico foi sugerida por Cerqueira et al. (2000), ao verificarem a
ocorréncia, em raposas, de espécies de pulgas que parasitam o homem e
mamiferos domésticos.

A ocorréncia de raposas Cerdocyon thous naturalmente infectadas por L.
chagasi, porém assintométicas, no Estado do Para, reforca a suposicdo desta
espécie ser um reservatorio primario do parasito, envolvido na manutencao do ciclo
silvestre (SILVEIRA et al., 1982).

Na regido Amazobnica, Lainson et al. (1990) encontraram infeccfes
assintomaticas em espécimes de C. thous, e demonstraram seu potencial em
infectar os vetores, sugerindo o envolvimento desta espécie, também, na
manutencdo do endemismo da doenca em regides desabitadas ou esparsamente
habitadas pelo homem.

Estudo soroldgico, utilizando o ELISA em area endémica para LV em lIsrael,
encontrou 7,6% (4/53) dos chacais com anticorpos anti-Leishmania e apenas 4,5%
(1/22) das raposas (Vulpes vulpes). Portanto, estes canideos foram apontados como
possiveis reservatérios do agente nesta regiao (BANETH & JAFFE, 1999). Embora
menos citado na literatura que as raposas, também tem se incriminado o chacal
como reservatério importante na cadeia epidemiolégica da LV (DESJEUX, 2001;
HALPERN & WANG, 2001). A participacédo de canideos silvestres na epidemiologia
da LV tem sido apontada, entre outros, em paises como Espanha (FISA et al.,
1999), Italia (BETTINI et al.,, 1980; MANCIANTI et al., 1994), Israel (BANETH &
JAFFE, 1999) e Portugal (ABRANCHES et al., 1982; ABRANCHES et al., 1984).
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Marsupiais

Os sarigués ou gambas, animais da ordem Marsupialia, sdo mamiferos
sinantropicos com ampla distribuicdo na América do Sul. Apresentam uma bolsa no
abdémen (marsupio), na qual os filhotes completam o desenvolvimento. S&o
comumente encontrados em areas urbanas, tem hébito crepuscular e se alimentam
de frutos, insetos, filhotes de aves e pequenos mamiferos, répteis e anfibios. A
Figura 2 mostra uma fémea da espécie Didelphis albiventris, onde se verifica o
marsipio (CACERES, 2002; DURANT, 2002; ANTUNES, 2005; KRAUSE &
KRAUSE, 2006).

albiventris capturado na localidade de Encarnacéo,

Salinas da Margarida, Bahia.
Fonte: Arquivo pessoal

Os marsupiais, pertencentes ao género Didelphis, sdo considerados
hospedeiros naturais de agentes etiologicos de algumas doencas infecciosas e
parasitarias como leptospirose, riguetsioses, helmintoses, tripanossomiase e
leishmanioses (SHERLOCK et al., 1988; STEINDEL et al., 1995; CARREIRA et al.,
2001; CABRERA et al., 2003; ANTUNES, 2005).

As primeiras descrigcbes de marsupiais didelfideos infectados por Leishmania
sp. ocorreram no Brasil (YOSHIDA et al.,, 1979; SHERLOCK et al., 1984), em
seguida na Coldmbia (CORREDOR et al., 1989°% TRAVI et al., 1998), sugerindo a

incluséo destes animais nos estudos epidemiologicos sobre a LV.
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Estudos demonstram uma alta suscetibilidade da espécie Didelphis
marsupialis a infec¢do por L. donovani, sugerindo a participacdo deste reservatorio
nos focos da doenca (HANSON et al., 1980; CORREDOR et al., 19893, CABRERA
et al., 2003). Esta suscetibilidade ja foi demonstrada em inoculacdo experimental
com L. chagasi (ROA et al., 2002) e pesquisa sorolégica e molecular de marsupiais
naturalmente infectados (SANTIAGO et al., 2007; SCHALLIG et al., 2007).

Travi et al. (1998) observaram elevada concentracdo de amastigotas de
Leishmania na pele de um D. marsupialis, o que viabilizaria a infecgdo do vetor
durante sua alimentacdo neste hospedeiro. Os autores relataram, também, que
estes animais, quando infectados, podem apresentar sinais clinicos como apatia
progressiva, reducéo de apetite, sinais de desidratacdo e descamacao cutanea.

Gomes-Neto (2006), na localidade de Barra do Pojuca, regido litoranea de
Camacari, Bahia, capturou exemplares de D. albiventris para estimar a prevaléncia
de infeccdo por L. chagasi por técnicas imunoldgica e molecular. Em soro de 15
animais examinados no teste ELISA com proteina A, foi encontrado 26,7% de
soroprevaléncia, enquanto pela técnica de PCR, utilizando amostra de sangue, 64%
(11/17) dos animais estavam infectados.

No ambiente domiciliar, os marsupiais sao atraidos por restos de comida e
criacdo de galinhas, as quais sdo presas faceis para estes predadores. De acordo
com SHERLOCK et al. (1988), variagcbes estacionais nas populacdes de marsupiais

sao relacionadas com a variacéo da incidéncia de casos humanos e caninos de LV.

Outros animais silvestres

Foi realizado estudo soroldgico por reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) de 34 gansos (Anser anser), sete patos (Cairina moschata), cinco faisdes
(Phasianus colchicus) e duas galinha-d’angola (Numida meleagris) em areas
endémicas para LV canina, Apulia e Basilicata, na Italia. Trés gansos e um faisédo
foram sororreagente, justificando a investigacao destes animais na epidemiologia da
LV (OTRANTO et al., 2010).

No municipio de Jacobina, Bahia, Sherlock et al. (1988) observaram a
presenca de formas semelhantes a leishmania em esfregago de fragmento de bago

e figado de cutia (Dasyprocta aguti) e em esfregaco de baco de rato-punura
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(Cercomys cunicularius) e rato-do-mato (Oryzomys eliurus). Heisch et al. (1959)
encontraram gerbis com L. donovani no Quénia, o que foi confirmado com
inoculacdo da emulsédo de baco destes animais em hamsters. No Suddo, MUKHTAR
et al. (2000) investigaram a prevaléncia de LV em diversas espécies de animais,
encontrando soropositividade em ratos pelo teste de aglutinacdo direta e ELISA.

Inoculacdo experimental com L. infantum foi realizada em seis macacos
(Macaca mulatta) no Rio de Janeiro-Brasil. Os macacos desenvolveram uma doenca
sisttmica, mostrando as caracteristicas de LV em humanos, tais como: febre,
diarréia, perda de peso, anemia, hipergamaglobulinemia e linfocitose transitoria,
assim como linfonodos, figado e/ou baco aumentados. Os autores confirmaram a
suscetibilidade do M. mulatta como primata ndo humano hospedeiro de L. infantum
(PORROZZIA et al., 2006).

No zooldgico de Belo Horizonte (Estado de Minas Gerais, Brasil), de 41
primatas ndo humanos, um macaco (Callicebus nigrifrons) foi encontrado
naturalmente infectado com L. Chagasi, quando analisaram amostras de sangue por
técnicas de PCR e imunohistoquimica, e este animal desenvolveu uma doenca fatal
com sinais clinicos e lesdes compativeis com LV. Outros 17 macacos, de diferentes
espécies, também tiveram amostras de sangue positivas em PCR, embora néo
apresentassem sinais clinicos da doenca (MALTA et al, 2010)

Entre os animais sinantropicos, o morcego € considerado uma das fontes
alimentares preferenciais da L. longipalpis (DIAS et al, 2003). Fato adicional € que
Lima et al. (2008) confirmaram a infeccdo natural por L. chagasi em morcego da
espécie Carollia perspicillata, na Venezuela, sugerindo a possibilidade da

participacdo destes animais no ciclo epidemiol6gico da LV.

1.2.4 Ciclo Biologico de Leishmania

O ciclo biologico da L. chagasi € do tipo heteroxénico envolvendo como
transmissor as fémeas da espécie L. longipalpis. A infeccdo para o hospedeiro
invertebrado ocorre durante o repasto sanguineo em hospedeiro infectado, devido a
ingestdo de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), macréfagos e
leucdcitos, parasitados pelas formas amastigotas. Durante o trajeto pelo trato

digestivo anterior, ou no estbmago do vetor, os macréfagos rompem-se, liberando as
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formas amastigotas. Estas sofrem diviséo binaria e transformam-se rapidamente em
promastigotas, adaptando-se as novas condic¢des fisioldgicas existentes (PESSOA,
1972).

Ao exercer novo repasto sanguineo sobre um hospedeiro vertebrado, o vetor
libera as formas promastigotas presentes na glandula salivar, as quais serao
fagocitadas por células do SFM, macrofagos teciduais e granulocitos neutrofilos. No
interior dos macrofagos, o parasito sofre a transformacéo para a forma amastigota,
intracelular obrigatéria, capaz de desenvolver-se e multiplicar-se, como ilustrado na
Figura 3 (NEVES et al.1997; FERRER et al.1999% REY, 2001).

A multiplicacdo, por divisdo binaria simples, € iniciada pela duplicacdo do
cinetoplasto no interior do vacuolo fagocitario dos macréfagos. Apds sucessivas
multiplicacBes, na auséncia do controle parasitario pela célula hospedeira, esta se
rompe e as amastigotas liberadas serdo fagocitadas por outros macrofagos (NEVES
et al. 1997; REY, 2001). A partir dai, ocorre a visceralizacdo das amastigotas,
principalmente nos o6rgaos linféides, tais como medula 6ssea, baco, figado e
linfonodos, embora macréfagos infectados ocasionais possam ser encontrados em
todos os tecidos, incluindo sangue, pele, pulmdes, rins, testiculos, meninges e
outros (NEVES et al., 1997; FERRER et al.,1999% REY, 2001).

FIGURA 3. Ciclo bioldgico de Leishmania. Fonte: www.who.int.
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1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da LV pode ser efetuado por técnicas
parasitologicas, identificacdo morfoldégica do agente; imunologicas que objetivam a
identificacdo de anticorpos especificos contra o parasito ou anticorpos e
moleculares, amplificando fragmentos especificos do DNA do parasito (FERRER,
1999?).

1.3.1 Parasitoldgico

O requisito basico, seguro e determinante no diagndstico laboratorial da LV é
a documentacdo de formas amastigotas (DOURADO et al., 2007). Dos métodos
parasitolégicos, o mais utilizado € o esfregaco de medula 6ssea. Também podem
ser material de biopsia aspirativa ou fragmentos de baco, figado e linfonodos.
Entretanto, apesar da especificidade, estes métodos apresentam baixa sensibilidade
(DEANE e DEANE, 1954%, DEANE e DEANE, 1954°; DEANE e DEANE, 1955;
DEANE, 1961; YAN-JIA, 1982; TRAVI et al., 1998; MOREIRA et al., 2002).

O xenodiagnoéstico com L. longipalpis constitui outro recurso diagnadstico,
possibilitando o isolamento de formas promastigotas do parasito, ap0s o repasto
sanguineo no hospedeiro infectado. Constitui-se em uma técnica pouco invasiva e
com alta especificidade, no entanto excessivamente trabalhosa e pouco pratica para
examinar grande numero de individuos (SHERLOCK, 1996; TRAVI et al., 2001;
RUIZ-PINA & CRUZ-REYES, 2002; MICHALSKY et al., 2007).

1.3.2 Imunologico

Dentre as técnicas sorolégicas mais citadas na literatura, pode-se listar a
RIFI, hemaglutinacdo passiva, ensaio imunoenzimético (ELISA), immunoblotting,
fixacdo de complemento, aglutinacdo direta, dipstick, teste imunocromatogréafico
rapido IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) e Teste Rapido com Anticorpo Leishmania
donovani — TRALd (RASSAM & AL-MUDHAFFAR, 1980; YAMAMOTO et al., 1988;



30

RACHAMIM et al., 1991; SCOTT et al., 1991; ARIAS et al., 1996; REITHINGER &
DAVIES, 2002; ASSIS et al., 2008).

A RIFI é o teste mais utilizado para realizagcdo de inquéritos soroldgicos,
podendo, no entanto, apresentar reacdes cruzadas com outras enfermidades, como
a leishmaniose tegumentar americana e a doenca de Chagas (BRASIL 2006;
SAVANI et al.,, 2003). A técnica de ELISA, devido a sua alta sensibilidade e
especificidade, tem sido empregada com mais frequéncia nas pesquisas
epidemiologicas (REITHINGER & DAVIES, 2002).

RIFI e ELISA séo técnicas recomendadas pelo Ministério da Saude brasileiro
para a avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e censitarios.
A técnica de ELISA é recomendada para a triagem inicial de caes, enquanto que a
RIFI ainda é utilizada, tanto para confirmacédo dos soros caninos reativos no teste
ELISA, quanto como técnica oficial para o diagndstico de rotina (BRASIL, 2006).
Entretanto, o uso de métodos indiretos apenas ndo se basta para o diagnéstico das
leishmanioses, jA que eles ndo sao definitivos (SCHALLIG et al., 2007). Alguns
métodos demonstrativos indiretos até comprovam a existéncia dos agentes, como 0s
exames moleculares.

O material biologico coletado em hospedeiros suspeitos de infeccdo pode ser
também examinado com finalidade diagnostica por técnicas de imunohistoquimica,
cultivo e através da inoculacdo em hamsters (GLEISER, 1957; ABRANCHES et al.,
1982).

1.3.3 Molecular
a) Qualitativo

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica de biologia molecular
gue geralmente apresenta alta sensibilidade e especificidade, podendo ser usada
para confirmacdo dos resultados sorologicos. A técnica pode ser empregada em
amostras de pele, medula éssea, sangue, figado e bagco para o diagnostico de
leishmaniose (DYE, 1992; NUZUM et al., 1995; FERRER, 1999”; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001; LEONTIDES et al., 2002). Esta técnica também foi avaliada

utiizando amostra de urina e swab conjuntival no diagnéstico de LV, como
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alternativa para diagnostico das leishmanioses com uso de amostras coletadas de
forma menos invasiva (SOLANO-GALLEGO, 2007; FERREIRA et al., 2008).

b) Quantitativo

O teste de PCR real-time, método de amplificagdo de DNA quantitativo, pode
estimar a carga parasitaria de Leishmania sp., e ser usado como marcador
progndéstico em pacientes com LV, pela sensibilidade e especificidade quando se
utiliza amostras de sangue periférico de pacientes com LV (BASTIEN et al, 2008).

O PCR real-time tem sido utilizado para avaliar a carga parasitaria de
Leishmania sp. em amostras de humanos e animais, podendo ser usado para avaliar
0 papel destas espécies como reservatério para LV e facilitar o monitoramento da
carga parasitaria durante o tratamento farmacologico (SCHULZ et al., 2003; VITALE
et al., 2004; TABAR et al., 2008).

1.4 MEDIDAS DE CONTROLE

Teoricamente € possivel erradicar a LV americana, interrompendo-se o ciclo
de transmissdo do parasita. Entretanto, os métodos convencionais de controle até
agora empregados ndo sao praticos ou eficientes (SENRA et al., 1985; EVANS et
al., 1992). Estudos sobre o papel da triagem e eliminacdo de caes soropositivos no
controle da LV humana realizados nos Estados do Espirito Santo, Ceara e Babhia,
demonstraram que ndo houve uma diminuicdo significativa entre as taxas de
incidéncia da infeccdo em humanos e cdes nas areas de intervencdo quando
comparadas as areas controle. Uma das explicacbes para o0 insucesso desta
estratégia € o direcionamento limitado ao reservatorio canino, diante da
possibilidade da presenca de outros possiveis reservatorios (EVANS et al., 1992;
DIETZE et al., 1997; ASHFORD et al., 1998; MOREIRA-JR. et al., 2004).

A LV tem sido associada a muitas espécies de mamiferos em areas
endémicas. Na América do Sul, marsupiais tém sido encontrados infectados em uma
frequéncia variavel de 30% em uma regido da Colébmbia, a 91,6% no Brasil
(CORREDOR et al., 1989”; TRAVI et al., 1994; SANTIAGO et al., 2007). Estes
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animais adaptam-se ao ambiente urbano com facilidade, sendo extremamente
ubiquos em areas da Bahia, onde cerca de 44% dos mamiferos capturados em
armadilhas na area endémica de Jacobina eram D. marsupialis (SHERLOCK et al.,
1988). Estes dados corroboram com a hipétese de que estas espécies sao
importantes reservatorios da Leishmania em regifes endémicas (TRAVI et al., 1994).
Entretanto, ainda ndo existem evidéncias definitivas quanto a sua importancia na
transmissao do agente desta zoonose.

O conjunto de medidas de controle da LV no Brasil, apresentadas no Manual
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (BRASIL, 2006) constitui-se, na
verdade, em um aperfeicoamento das acdes preconizadas na década de cinquenta
durante os primeiros estudos realizados por Deane & Deane (19542), Alencar (1956)
e Deane (1958). As atuais recomendaclOes estdo centradas no diagndéstico e
tratamento precoce dos casos humanos, reducdo da populacdo dos vetores,
eutanasia dos reservatérios caninos e atividades de educacdo em saulde.
Ressaltando que as acdes voltadas para o diagnéstico e tratamento dos casos
humanos e as atividades educativas devem ser priorizadas e sempre integradas as
demais medidas.

De acordo com a politica de saude vigente no Brasil (BRASIL, 2006), o
controle da LV é de responsabilidade do Sistema Unico de Satde (SUS), sendo que
a Portaria n.° 1.399, de 15/12/99, regulamenta as atribuicdes pertinentes ao ambito
estadual e/ou municipal. Cabe as Secretarias Municipais de Saude, com o apoio das
Secretarias Estaduais de Saude, a responsabilidade de organizar a rede béasica de
salde para suspeitar, assisti, acompanhar e/ou encaminhar para referéncia
hospitalar os pacientes humanos com LV. O atendimento é realizado por demanda
passiva, registro e busca ativa de casos em areas de maior risco, ou quando
indicados pela vigilancia epidemioldgica.

O planejamento das acdes voltadas ao controle vetorial considera as
caracteristicas epidemiolégicas e entomoldgicas de cada localidade e devem ser
articuladas com as demais medidas de controle. O controle quimico do vetor por
meio da utilizacdo de inseticidas de acéo residual € dirigido apenas ao combate do
inseto adulto e tem como objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre 0 inseto
transmissor e a populacdo humana, diminuindo o risco de transmissdo da L.

chagasi. A utilizagéo desta medida é recomendada nas seguintes situagdes:



33

« Areas onde ocorreu o primeiro registro autéctone de um caso de LV
humano, seguido da confirmacdo entomoldgica da presenca do vetor;

+ Areas com transmissdo moderada e intensa, onde as influéncias sazonais
sobre a dindmica populacional do vetor sdo conhecidas, sendo entdo indicado o
controle quimico no periodo do ano em que se verifica 0 aumento da densidade
vetorial.

« Em areas onde estas informagdes nao sao disponiveis, recomenda-se a
primeira borrifacdo ao final do periodo chuvoso, repetindo-a apos trés ou quatro
meses.

* Os locais mais indicados para a borrifacdo sao as paredes internas e
externas do domicilio, incluindo o teto, bem como os abrigos de animais ou outras
dependéncias no peridomicilio.

Atividades de educacdo em saude fazem parte das a¢cbes de controle da LV e
objetivam conscientizar a populacdo quanto a sua ocorréncia na regido,
sintomatologia e 0s servicos de saude publica disponiveis. Inclui-se nestas acdes a
capacitacdo de técnicos de saude para desenvolverem atividades de educacdo em
saude junto a comunidade, considerando os diferentes estratos sociais e a
compreensao global do processo saude/doenca, no qual intervém fatores sociais,
ambientais, econdmicos, politicos e culturais.

O controle do reservatério canino € realizado com a eutanasia de todos os
animais sororreagentes e/ou com resultado parasitolégico positivo. A Resolucdo n.°
714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, dispde
sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

A eutanasia dos cées soropositivos, como medida de controle do reservatério,
tem se mostrado pouco eficiente em reduzir a incidéncia da doenca nas populacdes
humanas (DYE, 1992; PARANHOS-SILVA et al., 1996; DIETZE et al.,, 1997,
GAVGANI et al., 2002). A reduzida eficiéncia diagnostica do RIFI, utilizado como
teste padrdo nos inquéritos sorolégicos caninos, favorece a ocorréncia de resultados
falsos negativos, resultando na permanéncia de cées infectados nas areas
investigadas, o que viabiliza a reposicdo do parasito nas populacdes caninas e
humanas suscetiveis (PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

GERAL

Avaliar potenciais reservatorios para leishmaniose visceral numa area
endémica do Estado da Bahia, utilizando método de biologia molecular quantitativo
(PCR real-time).

ESPECIFICOS

1. Investigar a presenca de DNA de Leishmania e quantificar a carga parasitaria
através de PCR real-time, em animais bovinos, equideos, caprinos e ovinos
no municipio de Salinas da Margarida-Bahia;

2. Investigar a presenca de DNA de Leishmania e quantificar a carga parasitaria
através de PCR real-time em marsupiais capturados no municipio de Salinas
da Margarida-Bahia;

3. Comparar a carga parasitaria nas amostras dos animais estudados com
dados reportados em cées infectados com Leishmania chagasi em Salinas da

Margarida-Bahia.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos no conhecimento da epidemiologia da LV, ainda existem
lacunas substanciais nas informacdes sobre o0s principais reservatorios desta
zoonose. Torna-se imperativo determinar qual o papel de algumas espécies de
animais domésticos e silvestres atuarem como reservatoério para LV.

Animais silvestres (raposas e marsupiais) e domeésticos (ovinos, caprinos,
bovinos, suinos e eqlideos) tém sido reportados como potenciais reservatérios para
LV (DEANE & DEANE, 1955; DEANE & DEANE, 1962; SILVEIRA et. al.,1982;
KIRKPATRICK et al.,, 1984; SHERLOCK et. al. 1984; SHERLOCK et al., 1988;
CORREDOR et al., 1989°, MUTINGA et al., 1989; TRAVI et. al., 1994; SHERLOCK,
1996; BANETH & JAFFE, 1999; FISA et al., 1999; XIMENES et al., 1999; MUKHTAR
et al., 2000; HALPERN & WANG, 2001; CERQUEIRA et al., 2003; DEREURE et al.,
2003; MORAES-SILVA et al., 2006; MAROLI et al, 2007). E preciso identificar quais
animais domésticos e/ou silvestres tém de fato importancia como reservatorio para
LV. Sobretudo, € necessario determinar a importancia destas espécies através de
métodos que quantifiquem a carga parasitaria.

A diversidade de animais como fonte alimentar para Lutzomyia longipalpis,
incluindo ruminantes e equideos, e a positividade em testes parasitologicos para LV,
sugere 0 potencial destes animais como reservatorios para LV (MUTINGA et al.,
1989; WILLIAMS et al., 1991; MORRISON et al., 1993; AGRELA et al., 2002; DIAS et
al, 2003; ROLAO et al., 2005; MISSAWA et al., 2008; BHATTARAI et al. 2010).

As técnicas tradicionais de avaliacdo da infectividade de reservatérios por
xenodiagndstico implicam na manutencédo de colbnias de flebotomineos e dependem
da capacidade técnica de dissecar as glandulas salivares destes vetores para
interpretacdo final do resultado, sendo, portanto, extremamente trabalhosas e
dificeis de aplicar na triagem de grande nimero de animais.

A aplicacdo de métodos capazes de quantificar a carga parasitaria presente
em diferentes tecidos animais, comparando as quantidades observadas em
reservatorios reconhecidos com aquelas encontradas em animais suspeitos, pode
oferecer respostas importantes para uma completa reformulagcdo dos atuais

programas de prevencao da LV.



36

O uso de método de biologia molecular quantitativo (PCR real-time) € sensivel
e pode ser aplicado em grande numero de amostras. Portanto, esta ferramenta
representa uma alternativa viavel para responder estas questdes de grande

relevancia cientifica.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho é o resultado de um estudo de corte transversal em animais
domésticos (ruminantes e equideos) e silvestre (marsupial), numa area endémica de
LV humana. Em seguida, apresentamos informacdes detalhadas sobre as etapas do

estudo.

4.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Salinas da Margarida, situado na
regido do Recdncavo Sul da Bahia e pertencente a microrregido de Santo Antbnio
de Jesus. Esta cidade, a 12°55’S de latitude e 38°45°'W de longitude, possui uma
populacao de 13.465 habitantes, segundo o ultimo censo populacional (IBGE, 2011).
A area do municipio é de 150 km? com distancia até a capital de 229 km por
percurso rodoviario ou 56 km por percurso maritimo (FIGURA 4). O municipio esta
localizado em regido litordnea. Possui clima Umido e salubre, com temperatura

média anual de 25,4°C e vegetacdao tipica de manguezal.
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FIGURA 4. Localizacéo geografica do municipio de Salinas da Margarida-Bahia.

Fonte: adaptado do Google Maps e www.terramar.org.br.

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Os animais estudados foram:
- Animais domésticos:
a) Equideos (Equus caballus, Equus asinus)
b) Bovinos (Bos indicus e Bos taurus)
c) Ovinos (Ovis aries)
d) Caprinos (Capra hircus)
- Animal silvestre:

a) Marsupiais (Didelphis albiventris)

38
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4.3 SELECAO DOS ANIMAIS

4.3.1 Animais domésticos

Os animais domésticos que fizeram parte deste estudo foram selecionados no
periodo de 2008 e 2009. Foram incluidos ruminantes e equideos que eram mantidos
ou pernoitavam nas areas préoximas a edificacdes com histérico de casos de LV
humana e/ou canina. A estimativa da populacdo desses animais no municipio do

estudo € apresentada no Quadro 1.

QUADRO 1. Estimativa da quantidade de animais ruminantes e equideos

criados no municipio Salinas da Margarida, Bahia (2006 a 2009).
Fonte: IBGE

Animais Ano 2006 Ano 2009
Bovinos 276 105
Equideos 25 190
Ovinos 10 0
Caprinos 46 0

4.3.2 Marsupiais

Os marsupiais selecionados foram capturados na localidade de Encarnacéao,
onde ocorreu 0 maior numero de casos de LV humana e canina. A captura dos
marsupiais foi feita com armadilhas do tipo tomahawk. Foram utilizadas frutas como
isca e as armadilhas eram distribuidas sempre no final da tarde em locais
previamente estabelecidos pela equipe de campo (peridomicilio das residéncias
onde ocorreram casos de LV humana e/ou canina). Na manh&@ seguinte, as
armadilhas eram vistoriadas e as vazias eram recolhidas para serem higienizadas e
colocadas em novos locais. Os marsupiais capturados foram transportados até local
apropriado para coleta das amostras. Os animais de espécies diferentes daquelas

de interesse, eventualmente capturados, eram libertados imediatamente.
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As coordenadas geograficas dos locais onde eram colocadas as armadilhas,
também foram documentadas com auxilio de aparelho de Sistema de

Posicionamento Global (GPS).

4.4 COLETA DAS AMOSTRAS

4.4.1 Animais domésticos

Dos ruminantes e equideos foi coletado sangue total conforme ilustrado no

fluxograma da Figura 5. Em todas as amostras foi realizado PCR real-time para

investigar a presenca de DNA do parasito e estimar a carga parasitaria.

BOVINOS EQUIDEOS CAPRINGOS OVINOS

A

COLETA DE
SANGUE TOTAL

\ 4

PCR
Real-time

FIGURA 5. Fluxograma de coleta de espécime e teste diagndstico para LV nos
ruminantes e equideos

A coleta de sangue total foi realizada diretamente através da puncgéo da veia
jugular externa ou mamaria (bovinos) dos ruminantes e equideos, conforme ilustrado
na Figura 6. Todas as coletas foram realizadas por Médico Veterinario apos
autorizacdo dos proprietarios, que auxiliavam na contencdo dos animais. Em cada

animal foi coletado sangue apenas Unica vez.
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FIGURA 6. Coleta de sangue em ruminantes e equideos para pesquisa de
Leishmania através da técnica de PCR real-time, Salinas da Margarida, Bahia, 2008
a 2009. Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.2 Marsupiais

Foi coletado sangue total e realizado uma biépsia de pele de orelha dos
marsupiais, conforme ilustrado no fluxograma da Figura 7. Em todas as amostras foi
realizado PCR real-time para investigar a presenca de DNA do parasito e estimar a

carga parasitaria.
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FIGURA 7. Fluxograma de coleta dos espécimes e teste diagndstico para LV nos
marsupiais

A manipulacdo dos marsupiais capturados para coleta de amostras de sangue
intracardiaco ou da veia caudal, biépsia de pele de orelha, inspecéo fisica e
avaliacdo clinica, foi feita apds anestesia dissociativa, utilizando xilazina e ketamina
(Figura 8). Apds coleta dos espécimes, os animais eram mantidos em observagéo

até completo retorno anestésico, quando entdo eram libertados na natureza.
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FIGURA 8. Manipulagdo dos marsupiais (D. albiventris) durante a coleta de sangue
e biopsia de pele para pesquisa de Leishmania através da técnica de PCR real-time.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 TESTE DE PCR real-time
4.5.1 Extracao de DNA

Foram utilizados 200 uL de sangue para extracdo de DNA usando o kit de
extracdo “QlAamp® DNA Mini Kit” da Qiagen de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para extracdo de DNA das amostras de pele, foi utilizado 25 mg de tecido
e processado pelo kit de extracao “Qiamp Blood&Tissue” da Qiagen, também de
acordo com as recomendacgOes do fabricante. A concentracdo e a pureza do DNA

extraido foi avaliado utilizando o espectrofotdmetro.
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4.5.2 Primers e sondas

Os primers e sondas foram selecionados no gene Ssu rRNA, que aparece
160 vezes no genoma de Leishmania spp. e é altamente conservado entre as
espécies de Leishmania (VAN-EYS et al., 1992). A selecdo dos primers e sonda foi
realizada previamente (BOSSOLASCO et al., 2003; BOSSOLASCO, 2004) utilizando
o0 programa Primer Express (Perkin-Elmer —Applied Biosystems, Cheshire, United
Kingdom). Segue abaixo informacdes detalhadas sobre primer e sonda:
5-AAGGTCAAAGAACAAGGCCAAG-3’ (forward)
5-GCATCGGAGTCGG-3’ (reverse)
5-AGGAGCGTGTCCCCGTGGAGG-3'(sonda).

A sonda fluorogénica foi sintetizada utilizando uma molécula FAM ligada na
extremidade 5 e um TAMRA ligado na extremidade 3’(PE-Applied Biosystems). As
etapas de amplificacdo e deteccdo foram realizadas utilizando um termociclador
apropriado para a técnica: ABI Prism 7500 Real-time PCR System (PE-Applied
Biosystems).

Foram utilizados 5 pL das amostras e 20 pL da mistura (12,5 pL de TagMan®
Universal PCR Mastermix, Perkin-Elmer -Applied Biosystems, 900nM do Primer
direto, 300nM do primer reverso e 200nM da sonda) para a reacdo de PCR. Os
parametros utilizados no termociclador para amplificacdo foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, 50 ciclos a 95°C for 15 segundos e 60°C por 1minuto. Um
valor de threshold cycle (C,) foi calculado para cada amostra pela determinacdo do
ponto onde a fluorescéncia ultrapassou o limiar de detecc¢éo.

Uma curva padrao foi obtida com os valores de cada amostra e com amostras
controles. O numero de parasitos foi calculado pela média de trés repeticbes de
cada amostra. A sensibilidade deste método foi estimada em 0.625 parasitos/mL. A
Figura 9 mostra uma representacdo esquematica das etapas do PCR real-time e a

curva padréo utilizada na padronizacdo dos resultados.
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FIGURA 9. Esquema da sequéncia da técnica PCR real-time e demonstracdo do
resultado final. Fonte: Adaptado da internet

4.6 COLETA DE DADOS

Os dados referentes ao local de residéncia ou captura dos animais, bem
como outros dados relacionados aos animais avaliados e amostras biol6gicas
coletadas foram obtidos por Médico Veterinario e registrados em questionarios,

juntamente com os resultados dos testes diagndsticos.
4.6.1 Variaveis de Predicédo
Informacdes como: local e data de captura dos animais silvestres, data de

coleta do material, idade aproximada, sexo, espécie, estado nutricional, presenca de

lesbes, tamanho, entre outras, foram compiladas em questionario especifico.
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4.6.2 Variaveis Dependentes (ou Eventos de Interesse)

O evento de interesse avaliado foi a carga parasitaria determinada por PCR

real-time (variavel continua) nas amostras biolégicas coletadas dos animais.

4.7 ENTRADA E EDICAO DE DADOS

As informacgfes coletadas dos questionérios pré-codificados e os resultados
dos testes de laboratério foram compilados em banco de dados informatizado, para
posterior analise estatistica. A entrada dos dados foi feita em uma tela de entrada
criada no programa EPI-Info versdo 6.03, com sistema de checagem automatica de
erros.

Em seguida, o banco de informacdes foi editado. Esta etapa compreende a
afericdo da qualidade do processo de entrada de dados e a correcdo dos erros
detectados. Isto foi feito por exame da distribuicdo de frequéncia de cada variavel
para identificagdo de: 1. Valores fora de limites; 2. Checagem de valores invalidos; 3.
Identificacdo de entradas em duplicata; e 4. Checagem de dados incompativeis ou
contraditorios.

4.8 PLANO DE ANALISE DOS DADOS

4.8.1 Tamanho da Amostra e Poder do Estudo

O tamanho da amostra neste estudo foi estimado de acordo com o numero
minimo capaz de gerar uma estimativa estavel da prevaléncia da infeccdo nas
diferentes situacbes. Assim, estimou-se uma amostra total de 100 marsupiais,
assumindo uma prevaléncia da infeccdo nestes animais de 5%. O tamanho da
amostra de bovinos, equideos, caprinos e ovinos nao foi determinado previamente,
uma vez que a intencéo foi realizar um inquérito em toda populacdo desses animais

existente préximo aos aglomerados humanos na localidade do estudo.
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4.8.2 Estatistica Descritiva e Analitica

As frequéncias das variaveis principais e das covariaveis foram apresentadas
com as respectivas distribuicbes. As medidas de tendéncia central (média e
mediana) foram calculadas com intervalo de confianca de 95% e percentil de 25% e
75%.

4.9 ANALISE ESPACIAL

Inicialmente, foi feito um levantamento de todos os casos de LV humana e
canina registrados pela Secretaria de Saude de Salinas da Margarida-BA no periodo
de 2002 a 2008. Para espacializacdo dos casos de LV, procederam-se identificacéo
e aquisicdo de fotografias aéreas digitais do municipio de Salinas da Margarida
disponiveis na Companhia de Desenvolvimento Urbano do Estado da Bahia
(CONDER).

Estas imagens foram escaneadas com 600dpi e georreferenciadas atribuindo
coordenadas UTM referenciadas a SAD/69. Posteriormente, foi construido um banco
de dados no Software ArcView 3.1. Com posse deste material, realizaram-se visitas
a cada casa onde houve caso(s) de LV humana e/ou canina marcando as
coordenadas geograficas com auxilio de aparelho de GPS. Realizou-se, entéo,
espacializacdo dos casos de LV humana e canina sobre a fotografia aérea
georreferenciada. Foi possivel, entdo, visualizar a dispersdo geografica dos casos
da doenca no municipio desde o ano de 2002, quando ocorreu O primeiro caso
humano, até o ano de 2008, ocasido da ultima atualizacao.

A partir das imagens georreferenciadas e marcados com 0s pontos
correspondentes aos casos de LV humana e canina, foi realizado o célculo da
densidade de Kernel com largura de banda de 300 metros, com a utilizagdo do
software TerraView®. Dessa forma, foi avaliada a densidade de LV humana e canina,
identificando a concentracdo dos casos. Trata-se de um meétodo de interpolagcéo
exploratoria que gera uma superficie de densidade para a identificagdo visual de
concentracédo do evento, indicando aglomeragéao na distribuicdo espacial chamadas
de “areas quentes”. E uma técnica estatistica, de interpolacéo, ndo paramétrica, em

que a distribuicdo de pontos ou eventos é transformada numa “superficie continua
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de risco” para a sua ocorréncia. Permitindo uma rapida visualizacdo de areas que
merecem atencdo, sendo considerada, portanto, muito Util ao fornecer uma visédo
geral da distribuicdo dos eventos (BRASIL, 2007).

4.10 CONSIDERACOES ETICAS

As autorizacbes para atividades com finalidade cientifica junto ao IBAMA
foram geradas pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) com os numeros 11716-1, 11716-2 e 11716-3 contemplando todo o
periodo de execucdo do projeto. Tal autorizacao foi liberada apés apreciacdo pelo
IBAMA do projeto submetido ao sitio: <http://www4.icmbio.gov.br/sisbio/>.

Todo o trabalho de captura, coleta de material e processamento das amostras
dos marsupiais foi realizado por pessoas autorizadas pelo IBAMA. Todos o0s técnicos
e pessoas de apoio envolvidos na pesquisa levaram em conta os procedimentos
necessarios a biosegurancga na captura e no manejo com animais, bem como todas
as normas de cuidado e respeito no trabalho envolvendo animais.

Os dados de distribuicdo espacial da LV humana e canina tiveram
autorizacdo do comité de ética em pesquisa do CPqGM/FIOCRUZ com parecer de
aprovacao N° 216/2010.
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5 RESULTADOS

No total, foram reportados pela Secretaria Municipal de Saude do municipio
Salinas da Margarida, 97 casos de LV humana e 151 casos de LV canina, entre
2002 e 2008. Oitenta 80 casos humanos e 110 caninos tinham informacdes
completas de endereco nas fichas de notificacdo. As residéncias desses casos
foram visitadas e as coordenadas geograficas coletadas com auxilio do GPS,

conforme ilustrado na Figura 10.

para obter coordenadas geograficas com auxilio de GPS, Salinas da Margarida,
Bahia. Fonte: Arquivo pessoal

A Figura 11 mostra imagem aérea do municipio de Salinas da Margarida e a
espacializacdo geogréfica dos casos de LV humana e canina, permitindo visualizar a
distribuicdo desses eventos em relagédo aos aglomerados urbanos. A localidade de
Encarnacéo teve o maior numero de casos humanos e caninos de LV, seguidos da
localidade de Dendé. Das seis localidades do municipio (Sede, Encarnacao, Barra
de Paraguacu, Cairu, Conceicdo e Dendé), apenas na localidade de Barra do
Paraguacu néo foi identificado caso de LV no periodo estudado.
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conceicao,

@ Casos de LV humana
@ Casos de LV canina

FIGURA 11. Distribuicdo dos casos de LV humana e canina no municipio de Salinas

da Margarida, Bahia, 2002 a 2008.
Fonte: Adaptacao de fotografias aéreas da CONDER/1989.
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O calculo da densidade de Kernel com as imagens georreferenciadas e as
coordenadas correspondentes aos casos de LV humana e canina confirmam que a

maior concentracdo de casos de LV humana e canina ocorreu na localidade de

Encarnacéao (Figura 12).

. Alta Densidade

Baixa Densidade

a) Dados humanos b) Dados caninos

FIGURA 12. Anélise da densidade de Kernel realizada com os casos de LV humana

e canina no municipio de Salinas da Margarida, Bahia, entre 2002 e 2008.
Fonte: Adaptacao de fotografias aéreas da CONDER/1989.

Marsupiais (Didelphis albiventris)

Entre os meses de janeiro de 2007 e outubro de 2008 foram capturados 103
sarigués (D. albiventris) nas armadillhas colocadas em peridomicilios na localidade
de Encarnacdo. A Figura 13 apresenta o numero de marsupiais capturados a cada
més de trabalho durante o periodo do estudo.
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FIGURA 13. Cronograma das capturas de marsupiais no municipio de Salinas da Margarida, Bahia, 2007 a 2008.
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As armadilhas para captura dos sarigués foram colocadas em 97 locais
diferentes na localidade de Encarnacdo. Houve captura em 53 locais distintos
(54,6%). A Figura 14 mostra a distribuicdo espacial dos pontos correspondentes aos
locais onde foram colocadas as armadilhas e onde ocorreu a captura de marsupiais.
Ndo é possivel identificar um padrdo na distribuicdo dos locais onde foram
capturados animais, ja que estdo dispersos em toda a localidade, inclusive nas

areas mais urbanizadas e com maior densidade de edificacdes.

B Captura de marsupiais
[EIN&o houve captura de marsupéais

0 400 Metros
—

FIGURA 14. Distribuicdo espacial dos locais de colocacdo das armadilhas e de
captura de marsupiais, na localidade de Encarnacédo, Salinas da Margarida, Bahia,
2007 a 2008. Fonte: Adaptacéo de fotografias aéreas da CONDER/1989.

Quanto as caracteristicas dos quintais e das areas peridomiciliares onde
foram distribuidas as armadilhas para captura dos marsupiais, observa-se quase
sempre a presenca de vegetacdo nas proximidades das residéncias e a presenca de
animais domésticos, resultando num micro-clima rico em matéria organica e

umidade conforme pode ser observado na Figura 15.
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FIGURA 15. Quintais e areas peridomiciliares onde foram capturados marsupiais (D.

albiventris) na localidade de Encarnacéo, Salinas da Margarida, Bahia, 2007 a 2008.
Fonte: Arquivo pessoal.

Todos os 103 marsupiais capturados pertenciam a espécie Didelphis
albiventris, sendo 41,3% machos e 58,7% fémeas. A maior parte apresentava
aspecto de adultos jovens (90,4%) e escore corporal normal (89,5%). A
quantificacdo de alteracdes em pelo, pele, unhas, figado, baco e linfonodos é
apresentada na Tabela 1.
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TABELA 1. Caracteristicas de 102* marsupiais (D. albiventris) capturados na
localidade de Encarnacéo, Salinas da Margarida, Bahia, 2007 a 2008.

Caracteristicas n (%)
Sexo

Macho 42 (41,2)

Fémea 60 (58,8)
Faixa etéaria

Novo (imaturo) 5 (4,9

Adulto 92 (90,2)

Velho 5 (4,9
Tamanho corporal

<15cm 1 (1,0

15a30cm 28 (27,5)

31a45cm 73 (71,5)
Escore corporal

Caquexia 0 (0,0

Magro 9 (8,8

Sem alteragéo 93 (91,2)
Pelo

Alopecia focal 5 (49

Alopecia geral 0 (0,0

Sem alteragéo 97 (95,1)
Pele

Ulceracdes 3 (29

Sem alteracao 99 (97,1)
Unhas

Alteradas 1 (1,0

Sem alteracao 101 (99,0)
Figado

Hepatomegalia 23 (22,5)

Atrofia 0 (0,0

Sem alteracao 79 (77,5)
Baco

Esplenomegalia 17 (16,7)

Atrofia 2 (2,0

Sem alteracao 83 (81,4)
Linfonodos

Enfartados 1 (1,0

Sem alteracdo 101 (99,0)

*N&o foi possivel coletar informagdes em um dos 103 marsupiais capturados.

Durante a coleta de material nos marsupiais, foi observado que 12,5% deles
estavam infestados por pulgas. As espécies foram identificadas como
Ctenocephalides felis e C. canis. Estas pulgas sdo comuns em ambiente doméstico
e frequentemente parasitam cées e gatos. Na Tabela 2 sdo apresentados os

resultados da identificacdo de pulgas encontradas nos marsupiais. Entre os 11
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animais infestados foram coletadas 33 pulgas, 26 (79%) exemplares C. felis e sete

(21%) da espécie C. canis.

Tabela 2. Identificacdo das espécies de pulgas encontradas em Didelphis albiventris
no municipio de Salinas da Margarida, Bahia, 2007 a 2008.

Didelphis Ctenocephalides felis Ctenocephalides canis Total
ota

albiventris Macho Fémea Macho Fémea
S002
S009
S019
S020
S021
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Total

[ERN
a1
=
o

P O P O N R A O O B
O B O FL,L N ONONINN

o0 O P O ON O O kB O O

N O O O ON O O O O O
B N P R 0RO R N W N

=
=
=
a1
w
w

Foram coletadas amostras de sangue total e bidpsia de pele para pesquisa de
Leishmania pela técnica de PCR real-time em todos os 103 D. albiventris
capturados. Apenas uma amostra de sangue foi positiva para DNA do parasito
(0,97%), apresentando carga parasitaria correspondente a 6,0 parasitos/mL.
Tratava-se de um animal macho, adulto, com 33 cm de corpo e sem nenhuma
alteracdo aparente na avaliacdo clinica. Nenhuma das amostras de bidpsia de pele

testou positivo no exame de PCR real-time.



57

Ruminantes e Equideos

Ao todo, 80 animais, entre bovinos, equideos, caprinos e ovinos, foram
incluidos no estudo. Os ruminantes e equideos andavam soltos pelas ruas ou eram

usados no transporte de cargas nas areas urbanas do estudo (FIGURA 16).

FIGURA 16. Ruminantes e equideos encontrados em locais de aglomerados

humanos no municipio de Salinas da Margarida, Bahia, 2007 a 2008.
Fonte: Arquivo pessoal.

A Figura 17 apresenta o cronograma e o numero especifico de ruminantes e

equideos incluidos na investigacdo de LV durante o periodo do estudo.
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FIGURA 17. Cronograma da coleta das amostras de sangue em ruminantes e equideos no municipio Salinas da Margarida, Bahia,
2008 a 2009.
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Do total de 80 animais domeésticos de producgédo avaliados, 56,6% tinham mais
de trés anos de idade; mais de 70% eram fémeas; aproximadamente metade era
considerada animal para reproducao e cerca de dois tercos estava ha mais de um
ano na area do municipio. As caracteristicas dos animais sdo apresentadas na
Tabela 3.

TABELA 3. Distribuicéo das caracteristicas dos ruminantes e equideos estudados no
municipio Salinas da Margarida, Bahia, 2008 a 2009.

Bovino Equideo Caprino Ovino
Caracteristicas (n=20) (n=33) (n=20) (n=7)
ldade*
Sem Informacéo 0 (0,0 4 (12,2 0 (0,0 0 (0,0
<12 1 (50 1 (3,0 3 (15,0) 1 (14,3)
12 a 36 12 (60,0) 7 (21,2) 6 (30,0) 2 (28,6)
>36 7 (350 21 (63,6) 11 (55,0) 4 (57,1)
Total 20 (100,0) 33(100,0) 20 (100,0) 7 (100,0)
Sexo
Macho 2 (10,0) 17 (515 2 (10,0) 2 (28,6)
Fémea 18 (90,0) 16 (48,5 18 (90,0) 5 (71,4)
Total 20 (100,0) 33(100,0) 20 (100,0) 7 (100,0)
Tipo de Exploragéo
Sem Informacéo 11 (65,00 9 (27,3) 5 (25,00 7 (100,0)
Passeio/Roca/Trabalho 4 (20,00 2 (6,1) 0O (@00 o0 (0,0
Reproducao 0 (0,00 22 (66,6) 3 (150) 0 (0,0
Venda 5 (25,00 0 (0,00 12 (60,00 O (0,0
Total 20 (100,0) 33(100,0) 20 (100,0) 7 (100,0)
Tempo na area*
Sem Informacao 6 (30,00 1 (3,0 3 (150) 0 (0,0
<3 3 (150 2 (6,1) 1 (5,00 0 (0,0
3ab6 2 (10,00 4 (12,2 3 (150 0 (0,0
6al2 8 (40,00 8 (24,20 13 (6500 1 (14,3
>12 1 (5,00 18 (54,6) 0 (0,00 6 (85,7)
Total 20 (100,0) 33(100,0) 20 (100,0) 7 (100,0)

*Expressos em meses; **n(%)

Os dados da Tabela 4 sumarizam os resultados da avaliacdo de carga
parasitaria em amostras de sangue dos ruminantes e equideos através da técnica
de PCR real-time. Em cinco dos 20 bovinos (25%) examinados foi detectado DNA de
Leishmania. Nos equideos, caprinos e ovinos ndao houve deteccdo de DNA de
Leishmania nas amostras de sangue pelo teste de PCR real-time.



60

TABELA 4. Distribuicdo da carga parasitaria de Leishmania em sangue de animais

domésticos de producdo, Salinas da Margarida, Bahia, 2008 a 2009.

Carga parasitaria Bovinos Caprinos Ovinos Equideos
(Parasito/mL) (n=20) (n=20) (n=7) (n=33)
Negativo 15 (75%)* 20 (100%) 7(100%) 33(100%)
<lalo 0 0 0 0

>10a 100 4 (20%) 0 0 0

>100 a 1.000 1 (5%) 0 0 0
>1.000 0 0 0 0

*n(%)

A carga parasitaria encontrada nos bovinos foi de 12,7; 18,3; 42,7; 66,8 e 183,5

parasitos/mL. Dos bovinos parasitados, um foi proveniente da localidade de Cairlu e

quatro de Encarnacdo. Todos aparentemente saudaveis, quatro eram fémeas

gestantes ou em lactacdo. Apenas um bovino tinha menos de 12 meses de idade

(macho da localidade de Encarrnagao) e trés animais tinham mais de 12 meses de

permanéncia na area.
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo principal avaliar o papel de animais
domésticos (bovinos, equideos, caprinos e ovinos) e silvestre (marsupial) como
potenciais reservatorios para LV no municipio de Salinas da Margarida, Bahia.
Tendo em vista as dificuldades da realizacdo do método de xenodiagnéstico,
utilizamos método de biologia molecular quantitativo (PCR real-time); por apresentar
bom desempenho (alta sensibilidade e especificidade) e poder avaliar a carga
parasitaria num grande nuamero de amostras em tempo relativamente curto
(SCHULZ et al., 2003; VITALE et al., 2004; TABAR et al., 2008).

6.1 ANIMAIS DOMESTICOS: RUMINANTES E EQUIDEOS

A prevaléncia de bovinos positivos no teste de PCR real-time para
Leishmania neste estudo, 25% (5/20), foi inusitada. Na revisdo bibliografica, o Gnico
trabalho a identificar presenca de DNA de Leishmania em bovinos (BHATTARAI et
al., 2010), publicado ha menos de um ano, encontrou positividade menor, tanto em
bovinos (5%) como em bufalos (4%), enquanto em caprinos foi detectada uma
prevaléncia intermediaria de 16%. Este estudo realizado no Nepal investigou o
potencial de animais domésticos na transmissao da LV, mapeando as infec¢des por
Leishmania em pessoas saudaveis e em animais. Os autores argumentam que, a
despeito da LV no subcontinente indiano ser considerada uma antroponose, as
causas da persisténcia da L. donovani durante os periodos entre surtos epidémicos
ndo sao bem conhecidas. Apesar da deteccdo do DNA de Leishmania nestes
animais domésticos nao significar, necessariamente, que eles sejam reservatorios
para LV, estes achados sugerem o potencial desses animais como reservatorios.

Além disso, estudos sobre preferéncia alimentar de fleb6tomos indicam que
eles sdo atraidos cinco vezes mais por bovinos do que por pessoas (LIOYD &
NAIPER, 1930; DINESH et al., 2001) e que esses vetores se alimentam mais
frequentemente em animais (62,8%) do que em humanos (24,9%), conforme dados
da india (PALIT et al., 2005). Na Colémbia, resultados da andlise do contetido

alimentar de 579 Lu. longipalpis coletados numa area endémica para LV mostraram



62

que os fleb6tomos se alimentavam predominantemente nos bovinos, embora
houvesse também repastos com sangue de suinos, equinos, humanos, céaes,
marsupiais, passaros e répteis (MORRISON et al., 1993).

A carga parasitaria detectada em bovinos no nosso trabalho foi semelhante a
carga de Leishmania encontrada em amostras de sangue periférico de céaes
avaliados em outro trabalho na mesma area endémica (NASCIMENTO, 2011). Neste
estudo, 98 cées soropositivos para anticorpos anti-Leishmania tiveram amostras de
sangue total, secrecao conjuntival, bidépsia de pele e aspirado de medula éssea e
linfonodo testadas para a presenca de DNA de Leishmania por PCR real-time. Das
98 amostras de sangue, 56 foram positivas (57%). Dois tercos dos cées positivos
apresentavam carga parasitaria menor do que 10 parasitos/mL, 21% de 10 a 10°
parasitos/mL e 12% de 10 a 10° parasitos/mL. Portanto, a carga parasitaria maxima
encontrada em sangue de bovinos no nosso inquérito foi igual aquela reportada em
sangue de cées por Nascimento (2011).

Em outro estudo na Suica (LOBSIGER et al.,, 2010), foi descrito um novo
agente etiolégico de leishmaniose cutanea numa vaca. Inicialmente, o diagnostico foi
clinico e imunohistologico. Posteriormente, as comparac¢des das sequéncias dos
produtos de PCR classificaram o0 agente como ndo pertencente as espécies de
Leishmania do Velho e do Novo Mundo. As andlises mostraram tratar-se de agente
idéntico ao isolado previamente em dois cavalos na Alemanha, apresentando 98%
de homologia com a Leishmania sp. siamensis (organismo recentemente identificado
num paciente com LV na Tailandia). Ainda ndo foram identificados potenciais
vetores da transmissdo nestes casos, nem foi elucidada qual a relevancia
epidemioldgica-veterinaria deste agente etioldégico. No nosso trabalho, das amostras
de bovinos ndo foram realizadas analises das sequéncias dos produtos de PCR
amplificados. As sondas utilizadas para realizar o PCR real-time no nosso estudo
eram dirigidas para sequéncia no gen ribossomal, que aparece repetidamente no
genoma de Leishmania spp. e é altamente conservado entre as espécies do género
Leishmania. Apesar da especificidade da técnica usando estas sondas, € possivel
gue outras espécies e, até mesmo novas espécies do género Leishmania, também
testem positivo no ensaio de amplificacéo utilizado no nosso trabalho.

O papel de animais domésticos como reservatério para LV também foi
investigado por inquéritos soroepidemiolégicos e do uso da tecnologia de sistema

geografico de informacdo (KHANAL et al., 2010). A prevaléncia de anticorpos anti-
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Leishmania neste estudo no Nepal foi de aproximadamente 10% em bovinos e de
23% em bufalos e caprinos. Estes autores concluiram que a presenca de caprinos
soropositivos aumentou o risco de teste positivo entre 0os humanos, sugerindo que
independentemente desta espécie se constituir num reservatorio para LV, a
presenca de caprinos tem importancia na distribuicdo dos casos de LV. No Sudéo,
Mukhtar et al. (2000) reportaram que a soroprevaléncia de anticorpos anti-
Leishmania, utilizando-se ensaio imunoenzimatico (ELISA), foi de 47,6% em bovinos
e 13,6% em caprinos, diminuindo para 21,4% e 8,5%, respectivamente, com o teste
de aglutinacdo direta. Na Arabia Saudita, inquéritos epidemioldgicos utilizando dot-
ELISA revelaram uma soropositividade de 10,2% em caprinos e 13,9% em ovinos
(AL-ZAHRANI et al., 1989). No norte da Espanha, a soroprevaléncia de anticorpos
anti-Leishmania em equinos foi de 14,3%, usando ELISA (FERNANDEZ-BELLON et
al., 2006).

Além das evidéncias indiretas dos resultados de estudos
soroepidemiolégicos, Mutinga et al., em 1989, identificaram formas amastigotas e
isolaram formas promastigotas de Leishmania num caprino no Quénia.
Posteriormente, neste mesmo pais, Williams et al. (1991) reportaram a deteccado de
sequéncia de DNA de cinetoplasto de Leishmania usando teste de PCR em
diferentes tecidos de outro caprino. Em Portugal, foi descrito um caso de
leishmaniose em equino, diagnosticado através de PCR real-time usando sonda
especifica para L. infantum (ROLAO et al., 2005). Entretanto, Cerqueira et al. (2003)
ndo conseguiram infectar experimentalmente quatro equinos, inoculados com
elevado numero de formas promastigotas de L. chagasi. Os animais nao
desenvolveram infeccdo patente nem foram capazes de infectar o vetor Lu.
longipalpis em testes de xenodiagnostico.

No nosso estudo, nenhuma das amostras de equideos, caprinos ou ovinos
testou positivo para DNA de Leishmania pela técnica de PCR real-time. Apesar de
termos realizado um censo e incluido todos os animais destes grupos na area do
estudo, o niumero de animais avaliados em cada uma das ordens foi pequeno. Assim
sendo, o poder estatistico do nosso estudo para avaliar a prevaléncia de infeccao
por Leishmania nestes animais foi limitado, devido ao tamanho reduzido da amostra.
E possivel também, que a realizacdo do PCR em amostras de sangue destes
animais, no lugar de amostras de tecidos mais ricos em parasitos (como aquelas

obtidas da puncdo ou biopsia de medula 0ssea, linfonodo, bago e pele), tenha
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reduzido a sensibilidade da nossa técnica. No entanto, a PCR real-time tem sido
reconhecida como técnica capaz de identificar cargas baixas de Leishmania em
sangue periférico (MARY et al., 2004; FRANCINO et al., 2006).

6.2 ANIMAIS SILVESTRES: MARSUPIAIS

No presente estudo, nenhuma amostra de pele e apenas uma amostra de
sangue de D. albiventris foi positiva para a presenca de DNA de Leishmania pelo
teste de PCR real-time. Estes resultados sugerem uma baixa prevaléncia da
infeccdo por Leishmania nos marsupiais (D. albiventris) nesta area endémica para
LV. A carga parasitaria da amostra positiva em sarigué foi baixa comparada a carga
detectada em bovinos do nosso estudo e a carga descrita em caes positivos na
mesma area no estudo conduzido por Nascimento (2011).

Os resultados reportados aqui podem significar que, de fato, a prevaléncia da
infeccdo por Leishmania em D. albiventris é baixa. Ou, alternativamente, € possivel
gue a nossa estimativa tenha sido subestimada por viés de selecédo. Foram testados
apenas os exemplares de D. albiventris capturados nas armadilhas, justamente
aqueles mais ativos e suficientemente saudaveis para se deslocar amplamente e
localizar as iscas de alimentos nas armadilhas. Assim sendo, animais infectados e
sintomaticos tinham menor probabilidade de serem capturados e entrar para nossa
amostra, portanto, subestimando a prevaléncia da infec¢do por Leishmania no nosso
estudo.

Outra possivel explicacdo para a baixa prevaléncia da infeccdo por
Leishmania nos marsupiais de nosso trabalho seria a variagdo amostral e/ou a
sazonalidade da infeccdo. Embora a captura dos marsupiais tenha ocorrido durante
um periodo total de quase dois anos, 55% dos animais foram capturados nos meses
de novembro/2007 e setembro/2008. Assim, mudancas e, particularmente, reducdes
nas taxas de infeccdo destes animais nestes meses poderiam influenciar
demasiadamente nossas estimativas.

O Ministério da Saude considera a espécie D. albiventris como reservatério
silvestre da LV no Brasil (BRASIL, 2006), embora a escassez de informacdes sobre

0 papel destes animais como reservatorios de L. chagasi alguns estudos sugerem
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esta possibilidade. Cabrera et al. (2003), numa avaliacdo dos fatores de risco para
infeccdo por L. chagasi em cdes numa area endémica no estado do Rio de Janeiro,
concluiram que a presenca de D. marsupialis nos quintais das residéncias
aumentava o risco de infeccdo nos cédes e que 29% dos marsupiais examinados na
area eram soropositivos para anticorpos anti-Leishmania pelo teste de
imunofluorescéncia (IF). Em outro estudo realizado numa area endémica para LV na
Colbmbia, foi isolado L. chagasi em 37% (12/37) dos D. marsupialis examinados
(CORREDOR et al., 1989%).

Em estudos experimentais, Hanson et al. (1980) e Roa et al. (2002)
identificaram formas amastigotas de Leishmania em baco e figado de sarigués
inoculados com promastigotas de L. chagasi. Na regido metropolitana de Belo
Horizonte, foi avaliada uma amostra de 111 sarigués (D. marsupialis), 21,6%
soropositivos na IF e 25% testaram positivos no PCR para Leishmania (SCHALLIG
et al., 2007). Santiago et al. (2007) investigando numero semelhante de marsupiais
(102 D. marsupialis e 10 D. aurita) em Bauru, no interior do Estado de S&o Paulo,
reportaram 91,6% de positividade na reacdo de PCR do sangue destes animais e
71% de soropositividade no teste de ELISA, sugerindo a participacdo de espécies do
género Didelphis no ciclo de transmisséo da Leishmania na area estudada.

Recentemente, Quintal et al. (2010) utilizaram PCR convencional e PCR real-
time para avaliar a presenca de Leishmania spp em amostras de pele de D.
albiventris (n=191) e Micoureus paraguayanus (n=95) capturados no parque
estadual do Morro do Diabo no Estado de S&o Paulo. Todas as amostras de D.
albiventris testaram negativas no PCR convencional, mas 1,6% foram positivas no
PCR real-time. Entre os espécimes de M. paraguayanus, a positividade foi de 7,4%
no PCR convencional e 11,6% no PCR real-time.

A identificacdo de pulgas que comumente parasitam cdes e gatos
(Ctenocephalides canis e C. felis) em marsupiais no nosso estudo fornece evidéncia
da capacidade de adaptacdo do D. albiventris ao ambiente doméstico e da sua
sinantropia. Aléem disso, conforme sugerido por Cerqueira et al. (2000), este achado
pode indicar uma conexao epidemiolédgica entre um potencial hospedeiro silvestre de
L. chagasi e o ambiente doméstico; ou ainda, aumentar o potencial destes animais
como reservatério, uma vez que estas espécies de pulga ja foram identificadas com
Leishmania e com potencial para provocar infeccdo em hamsters (COUTINHO &
LINARDI, 2007).



66

O uso de técnicas de biologia molecular para avaliar a importancia de
possiveis reservatorios da LV apresenta algumas vantagens. Porém, a interpretacédo
dos resultados deste tipo de estudo deve ser cuidadosa e precisa levar em
consideracdo outras informacdes sobre a dinamica das populacdes envolvidas e
sobre a ecologia dos animais e dos vetores. E importante, sobretudo, distinguir
espécies animais que ndo passam de hospedeiros incidentais, daquelas que
funcionam, de fato, como hospedeiros reservatorios. JA que apenas os ultimos tém
importancia na transmissao e na manutencédo da LV.

Recentemente, Silva et al. (2005) propuseram cinco critérios para identificar
reservatorios de espécies de Leishmania relacionados a ocorréncia de LV.
Resumidamente, estes critérios sdo: 1) Superposi¢cdo da distribuicdo geogréafica e
temporal de vetores e hospedeiros; 2) Presenca do mesmo parasito nos
‘reservatorios” e em humanos; 3) Manutencao do parasita em pele e no sangue em
quantidade suficiente para infectar os vetores; 4) Prevaléncia da infec¢cado acima de
20% e 5) Sobrevivéncia do hospedeiro por tempo longo o suficiente para garantir a
transmissdo do parasito. Neste estudo demonstramos uma superposicdo da
distribuicdo geogréafica e temporal de potenciais hospedeiros e casos humanos,
detectamos uma prevaléncia acima de 20% em bovinos e, principalmente,
apresentamos evidéncias que a carga parasitaria em sangue periférico nestes
animais € comparavel aquela detectada em céaes, hospedeiros de reconhecida
importancia para LV. Entretanto, nem todos os critérios foram investigados, e é
necessario de realizar mais estudos para avaliar o papel destes animais como

reservatérios para LV.

6.3 MERITOS E LIMITACOES

Nosso estudo fez uma tentativa inovadora de utilizar técnica de biologia
molecular quantitativa (PCR real-time) para avaliar potenciais reservatérios animais
para LV. Os primers e sondas utilizados foram selecionados de genes que aparecem
repetidas vezes no genoma de Leishmania spp. e que sdo altamente conservados
entre as espécies de Leishmania. O método do xenodiagnostico, tradicionalmente

utilizado para avaliar reservatoérios, é laborioso e demorado, além de ndo ser

adequado para avaliar grande numero de amostras. Além da originalidade da
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proposta, no nosso trabalho foram avaliados animais numa &rea endémica, vivendo
nas proximidades das residéncias dos casos humanos.

Entre as limitacbes do presente estudo esta o tamanho da amostra de
animais domesticos, apesar de termos realizado um censo destes animais na area
de estudo e termos incluido toda a populacédo presente, o nimero final em cada
ordem animal foi pequeno, limitando o poder estatistico do nosso estudo. Além
disso, somente foram coletadas amostras de sangue periférico nos animais de
criacdo, por questdes éticas relacionadas a utilizacdo de métodos invasivos para
coletar amostra nestes animais. Em relacdo a amostra de marsupiais, apesar do
namero relativamente grande de animais avaliados, ndo foi capturado nenhum
exemplar com alteracbes clinicas, portanto, o método de captura pode ter

introduzido viés na selecdo da amostra.
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7 CONCLUSOES E IMPLICACOES

A partir dos nossos achados, € possivel concluir que:

1) A técnica de PCR real-time pode ser uma ferramenta Gtil para avaliar o
papel de potenciais reservatérios domeésticos e silvestres para LV. Podendo,
inclusive, utilizar amostra de sangue periférico na triagem dos animais, em vez de
bidpsia de 6rgéos e tecidos de mais dificil obtencdo. A execuc¢do do PCR real-time é
menos trabalhosa e mais prética do que a realizacdo do teste de xenodiagnéstico,
além disso, pode ser automatizada, permitindo a andlise de grande numero de

amostras em estudos epidemioldgicos;

2) A deteccdo de carga parasitaria de Leishmania em sangue periférico de
bovinos, sugere que eles podem ser reservatérios para LV. A relativa abundancia de
bovinos nas areas endémicas para LV, assim como as evidéncias da preferéncia
alimentar do vetor por estes animais, ressaltam a importancia do papel que os
bovinos podem ter na transmissdo da LV. Outros trabalhos sdo necessarios para
elucidar estas questdes.

3) A baixa prevaléncia, bem como a baixa carga parasitaria de Leishmania,
encontradas em D. albiventris no nosso estudo sugerem que estes marsupiais
tenham papel limitado como reservatério para LV nesta area. Entretanto, novos
estudos incluindo amostras mais representativas da populagdo destes animais em

areas endémicas sdo necessarios para esclarecer este assunto.

Finalmente, os resultados do nosso trabalho ddo suporte a elaboracao e
conducgdo de novos projetos para validar o uso da técnica de PCR real-time, em
lugar do teste de xenodiagndstico, como método de triagem e investigacao inicial do

potencial de espécies animais atuarem como reservatorio para LV.
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