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RESUMO

Realizaram-se acées de vigiléncia para leishmaniose visceral humana (LVH) em Juruti, municipio minerdrio do Estado do
Pard. Foram selecionadas as localidades de Santa Maria (SM), periurbana, e Capiranga (CA), rural, com e sem LVH,
respectivamente, para quatro inquéritos soroldgicos semestrais (ELISA-Lisado) nas populacées caninas (SM = 94; CA =
45) e trés levantamentos entomoldgicos (armadilhas luminosas CDC, 18-6hx4). Posteriormente, investigaram-se status
clinico e infeccdo por Leishmania em 53 cées (SM = 28; CA = 25) com diagnéstico parasitolégico (medula/linfa,
Giemsa), molecular (leucécitos do sangue periférico, KDNA-PCR) e sorolégico (ELISA), avaliando-se diferentes antigenos
(Lisado, k39, Hsp83 - screen test, curva ROC). Soroprevaléncias variaram em SM (45; 40; 15; 15%) e CA (22; 30; 8,5;
0%), com médias crescentes de IgG em SM (320; 378; 951; 1866; p<0,05), apesar da eutandsia de cdes apds segundo
inquérito, e estdveis em CA (100; 159, 141; 0), onde ndo houve eutanédsia. A frequéncia de Lutzomyia
longipalpis/Lutzomyia spp diferiu em SM (279/296) e CA (4/6). Os resultados clinicos e laboratoriais assemelharam-se
para cdes de SM e CA, respectivamente, quanto & infeccdo (parasitolégico: 86 e 84%; kDNA-PCR: 100%), status clinico
(assinftomdticos: 43 e 56%; sinftomdticos: 57 e 44%) e especificidade no ELISA (100%), mas variaram sensibilidades
(Lisado: 44 e 18%; Hsp83: 48 € 27%; k39: 48 e 41%) e niveis de IgG (< 6.400; <200). O perfil da infeccéo canina nas
localidades com e sem transmissdo de LVH diferiu apenas em niveis/evolucdo de IgG, o que torna necessdria a
temporalidade dos inquéritos, sobretudo em dreas silenciosas, isoladas com baixa densidade do vetor, onde seria
dispensavel a eutandsia de caes. O melhorteste sorolégico foi ELISA-k39.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Caes; ELISA; Reacdo em Cadeia da Polimerase; Insetos Vetores; Vigiléncia
Epidemiolégica.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral humana (LVH) é uma doenca
grave e potencialmente fatal sem diagnéstico e
tratamento precoces. No continente americano é causada
pelo protozodrio Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, cuja transmissdo a hospedeiros vertebrados é
feita pela espécie Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae), o vetor mais definido da
LVH nas Américas. A raposa (Cerdocyon thous) atua como
reservatério do parasito na manutengdo de um ciclo
silvestre'*"", mas o cdo doméstico (Canis familiaris) tem
importéncia epidemiolégica na transmissdo aos
humanos, por ser o reservatério no ciclo doméstico do
protozodrio e a principal fonte de infeccdo ao vetor'”.

A leishmaniose visceral encontra-se em expansdo, com
tendéncia & urbanizacéo no Estado do Pard. Algumas dreas
de fransmiss@o intensa da doenca compreendem municipios
do oeste do Estado. Nesta regido, Juruti é classificado como
municipio de fransmiss@o esporddica para LVH; entretanto,
tem divisa, a leste, com Santarém, segunda maior cidade do
Estado e drea de transmiss@o intensa da doenca. O grande
potencial minerdrio (bauxita) de Juruti tem atraido
empreendimentos que, apesar de contribuirem para o
desenvolvimento econémico da regio, provocam velozes
transformacées ambientais, com impactos na sadde publica.

As caracteristicas socioeconémicas e ambientais
influenciam a efetividade das estratégias operadas nos

. . o . 20,7
municipios brasileiros para o controle da LVH™. Por esse
motivo, a compreensdo da evolucdo da doenca no contexto
de grandes transformacées orientaria as acées voltadas &
. A . ~ . . . 20,4
vigiléincia, prevencéo e controle da leishmaniose visceral ™.

Analisaram-se, em um seguimento de 18 meses,
fatores de risco para LVH (reservatério doméstico e vetor)
em dois microambientes de Juruti, representados por
localidades rurais sentinelas, com e sem transmisséo de
LVH e sob influéncia direta e indireta de um
empreendimento minerdrio. Em seguida, investigou-se o
perfil de cdes infectados em cada localidade, com o uso de
métodos de diagndstico clinico e laboratorial
(parasitolégico, molecular e sorolégico). O desempenho
de antigenos, bruto e recombinantes, no ensaio
imunoenzimdtico (ELISA) para o diagndstico sorolégico
nessas dreas epidemiologicamente distintas, foi
estabelecido. Discutiram-se ainda as implicacées da
eutandsia de caes nas acdes de controle.

MATERIAIS E METODOS
AREAS DE ESTUDO

A pesquisa sobre leishmaniose visceral canina (LVC)
foi realizada em duas localidades sentinelas, Santa Maria
e Capiranga, do Municipio de Juruti/Pard, distantes do
centro urbano, respectivamente, 12 e 60 km (Figura 1).
Na localidade rural Capiranga, situada no entorno do
sitio de prospeccdo mineral, ndo hd casos de LVH
relatados pela comunidade residente e tampouco
notificados nos Gltimos cinco anos investigados. Em Santa
Maria, localidade periurbana e classificada como
localidade de transmisséo da doenca, havia um caso de
LV humana notificado hd trés anos, conforme informado
pela Secretaria de Sadde do Municipio de Juruti.
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Figura 1 - Areas de estudo no Municipio de Juruti, Estado do Pard.
Localidades sentinelas: Santa Maria, as margens do
lago Curumucuri e préxima & sede do Municipio cerca
de 12 km e Capiranga, localizada as margens do lago
Juruti Grande e distante 60 km da sede. Capiranga
situa-se em posicdo adjacente & drea de impacto da
mineracdo de bauxita, correspondente & grande
mancha clara observada ao sul do referido lago

POPULACAO CANINA

A populag@o canina correspondia a 30% da populacdo
humana, tanto em Santa Maria (94/303) quanto em CA
(45/149) noinicio do estudo (11/2006).

DESENHO DO ESTUDO E AMOSTRA

Dois grupos de amostra foram utilizados nas duas
localidades. O primeiro (G1), para o seguimento da LVC
por meio de inquéritos sorolégicos, e o segundo (G2) para
a determinacéo do perfil da LVC e do desempenho
diagnéstico de diferentes antigenos em testes sorolégicos. A
amostra do G1 consistiu apenas de plasmas. Sendo assim,
em um seguimento temporal de 18 meses realizaram-se
quatro inquéritos sorolégicos a intervalos semestrais:
novembro/2006, abril/2007, outubro/2007 e abril/2008.
O nimero de animais variou a cada inquérito, na
dependéncia do tamanho da populacdo canina e do
encontro dos c@es nos arredores das residéncias. Em Santa
Maria, as amostras do primeiro ao quarto inquérito
somaram 217 plasmas (55, 57, 47 e 58), enquanto em
Capiranga totalizaram 90 (27, 10, 23 e 30). A amostra do
G2 compés-se de diferentes espécimes: plasma, leucécitos
do sangue periférico (LSP) e aspirado medular/linfatico de
53 caes (Santa Maria: 28 e Capiranga: 25), obtidos dois
meses apds a conclusdo do seguimento sorolégico. Nessa
amostra investigou-se o perfil da LVC nas duas localidades,
considerando critérios clinicos e laboratoriais para
determinacéo de infeccéo e/ou doenca.



COLETA DE ESPECIMES E EXAMES LABORATORIAIS

O total de 5 mL de sangue (para G1 ou G2) foi coletado
de cada animal por puncéo venocefdlica em tubo a vécuo
contendo EDTA (Shandong, USA). O plasma foi entéo
obtido por centrifugacdo & temperatura ambiente
(3700g/10'/TA) e mantido a -20° C para posterior andlise
por meio do ensaio imunoenzimdtico (ELISA) com uso de
antigeno bruto de Leishmania, que consistiuv em lisado de
promastigotas de L. (L) infantum chagasi'®. Para G2
utilizaram-se no ELISA, além do antigeno bruto de
Leishmania, antigenos recombinantes Hsp83” e k39%. O
desempenho dos testes sorolégicos para o diagnéstico da
LVC com os trés antigenos foi comparado nas diferentes
dreas em relagdo ao padréo ouro estabelecido. Para este
grupo (G2), também obtiveram-se LSP que foram
preservados a -20° C até o momento de uso e destinaram-
se ao diagnéstico pela kDNA-PCR'. Amostras de linfonodo
(pré-escapular e/ou popliteo) ou medula éssea foram
também obtidas dos mesmos caes, por pungdo aspirativa, e
o material destinou-se ao preparo de esfregacos corados
pelo Giemsa e examinados ao microscépio dptico (40x)
para a pesquisa de amastigotas'®.

EXAME CLINICO DOS CAES

Os caes do G2 foram examinados quanto a seis sinais
da doenca: alopécia, dermatite, ulceracées cuténeas,
conjuntivite, onicogrifose e linfadenopatia. Cada sinal foi
pontuado em uma escala semiquantitativa de O (ausente) a
3 (severo) e a soma revelou o total da pontuacéo clinica.
Caes com pontuacdo total de 0 a 2 foram arbitrariamente
classificados como assintomdticos, de 3 a 6
oligossintomdticos e de 7 a 18 polissintomdticos”.

PADRAO OURO PARA COMPARACAO DOS TESTES

Na amostra obtida apds o seguimento, o exame
parasitolégico direto e o ELISA-lisado foram utilizados em
associacdo para se determinar um painel de amostras
padrdo ouro. Estabeleceu-se um consenso entre os dois
testes, no qual os plasmas positivos para pelo menos um
deles, e os negativos para ambos, foram considerados os
grupos padréo ouro positivo e negativo, respectivamente.

ESTATISTICAS

Utilizou-se o feste exato de Fisher e a andlise de varidncia
(ANOVA) para comparagéo entre grupos, com nivel de
significancia igual a 5%. Como parte da andlise do perfil da
infeccdo/doenca em amostra de cées de Santa Maria (28) e
Capiranga (25), os resultados dos testes de ELISA com os
trés antigenos nessa amostra foram comparados aqueles
obtidos com o padrédo ouro para a determinacéo do
desempenho do feste com cada antigeno (ELISA-lisado,
ELISA-Hsp83 e ELISA-k39). Assim, utilizou-se o screen fest,
onde: a = verdadeiros positivos, b = falsos positivos, ¢ =
falsos negativos e d = verdadeiros negativos. Foram
calculados a sensibilidade (a/a+c x 100), especificidade
(d/b+d x 100) e os valores de predicéo positivo (a/a+b x
100) e negativo (d/c+d x 100), além da prevaléncia
(a+c/a+b+c+d). O contrabalanco entre sensibilidade e
especificidade foi expresso na curva ROC (do inglés,
receiver operator caracteristic) para definicdo do teste com
melhor poder discriminatério em cada localidade®.

LEVANTAMENTOS ENTOMOLOGICOS

Realizaram-se trés levantamentos enfomolégicos com
armadilhas luminosas CDC em periodos do verao (abril e
iulho/2007) e do inverno amazénicos (janeiro/2008).
Cinco estacées de coleta entomolégica foram utilizadas
por localidade e cada captura teve a duragdo de quatro
noites (18 - 6 h x 4), perfazendo um esforco de captura
igual a 144 h em cada localidade. As armadilhas
luminosas (CDC) foram estabelecidas em pares dentro das
casas e fora delas, as proximidades de anexos abrigando
animais em um raio inferior a 20 m. A identificacéo dos
flebotomineos foi feita pelo método morfolégico™.

RESULTADOS

Os resultados obtidos por meio da vigilancia do
reservatorio  canino  (Canis familiaris) e do vetor
flebotomineo (Luzomyia longipalpis) em Santa Maria e
Capiranga revelaram fatores de risco para leishmaniose
visceral humana em ambas as localidades.

O seguimento de caes das populagdes de Santa Maria
e Capiranga durante 18 meses, por meio de inquéritos
sorolégicos, revelou frequéncias de soropositividade para
LVC (ELISA-Lisado) mais altas em Santa Maria do que em
Capiranga, especialmente nos dois primeiros pontos de
coleta (Figura 2A). Os niveis de anticorpos IgG também
foram elevados para os cdes de Santa Maria (< 6400), com
nitida ascens@o de sua média geométrica ao longo do
tempo (320, 378, 951, 1866; p<0,05). Nos animais de
Capiranga detectaram-se baixos niveis de IgG (< 200),
sem alteracées significantes durante todo o seguimento
(100,159,141, 0; p>0,05), como mostra afigura 2B.
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Figura 2 — Leishmaniose visceral canina no Municipio de Juruti,
Estado do Pard, Brasil. Caes sororreativos (A) e média
geométrica dos fitulos de anticorpos IgG (B) em
localidades periurbana e rural, Santa Maria e
Capiranga, com e sem transmissdo de leishmaniose
visceral humana, respectivamente. Utilizou-se o ELISA
com antigeno lisado de promastigotas de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi
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Tabela 1 - Flebotomineos capturados em localidades distintas para a transmisséo
de leishmaniose visceral humana no Municipio de Juruti, Pard, durante
o verdo (abril e julho/2007) e o inverno amazbnicos (janeiro/2008)

, Santa Maria* Capiranga’
ESPECIES 0 5 n (%) 0 7 n (%)
1. Lu. longipalpis 119 160 279 (94) 1 3 4 (67)
2. Lu. complexa 1 1(0,4)
3. Lu. paraensis 1 1(0,4)
4. Lu. davisi 1 1(16,5)
5. Lu. walkeri 8 5 13 (4,4)
6. Lu. castanheirai 1 1(16,5)
7. Lu. furcata 1 1(0,4)
8. Lu. shannoni 1 1(0,4)
TOTAL 128 168 296 (100) 3 3 6(100)
Leishmaniose visceral humana/localizacéo:
*com transmiss@o/periurbana; 'sem transmissdo/rural.
As capturas entomoldgicas simulténeas ao seguimento 100 100
dos cdes, duas no verdo e uma no inverno amazdnicos, 100+
revelaram a presenca de flebotomineos sinantrépicos nas 84 86
duas localidades, com predomindncia de Lutzomyia 804
longipalpis em relacdo a Lutzomyia spp. A frequéncia
daquela espécie na amostra foi maior em Santa Maria 9\—; OIKDNA-PCR
(279/296) que em Capiranga (4/6), com densidade mais 9 60 B Parasitologico
e|ev0dodno periiomicﬂ]i(o. No im‘rodomicc:lilio olesp<|é§iedfoi ’g EELSA Lisado
capturada em baixa frequéncia nas duas localidades &
(Sopmo Maria: 3/279 e qupirongo: 2/4). A tabela 1 407 ?_? HIELSA-HepB3
apresenta as oito espécies identificadas e suas respectivas 24} CIELISAS
frequéncias na amostra. Nenhum espécime apresentou 20 -
infecc@o natural por Leishmania.
A abordagem transversal para comparacéo do perfil da z ; =
infeccéo/doenca indicou semelhancas entre os cdes de Santa Capiranga Santa Maria

Maria (28) e Capiranga (25). A maioria, aproximadamente
80%, tinha idade igual ou inferior a quatro anos, nas duas
localidades (Tabela 2). Também néo diferiu, entre as
localidades, o ndmero de animais nas diferentes categorias
clinicas: assinfomdticos (SM = 12 e CA = 14),
oligossintomdticos (SM = 11 e CA = 9) e polissinftomdticos
(SM = 5 e CA = 2), sendo o percentual de assintométicos
(SM = 43% e CA = 56%) e de sintomdticos (SM = 57% e CA
= 44%) semelhantes em ambas. A frequéncia de infeccdo
confirmada  parasitologicamente foi igualmente alta em
Santa Maria (86%) e Capiranga (84%) e atfingiu 100%
quando usada a kDNA-PCR (Figura 3). A amplificacdo
especifica do DNA (145 pares de bases) confirmou tratar-se
de infeccdo por L. (L.) infantum chagasi (Figura 4).

Tabela 2 - Idades dos cdes amostrados para determinacéo
do peril da leishmaniose visceral canina nas
localidades de Capiranga e Santa Marig,
Municipio de Juruti, Estado do Para, 2008

Capiranga (rural)  Santa Maria (periurbana)

|dades*

n (%) n (%)

0]— 2 13 52 11 39
2|— 4 7 28 11 39
4|— 6 4 16 3 11
6|— 8 0 0 3 11
8]—10 0 0 0 0
10]—12 1 4 0 0
TOTAL 25 100 28 100

* |dades de machos e fémeas (ndo lactantes) > 6 meses.

Figura 3 — Leishmaniose visceral canina no Municipio de Juruti,
Pard. Frequéncia de infeccdo determinada por vérios
métodos de diagnéstico nas localidades rural,
Capiranga, e periurbana, Santa Maria, com e sem
transmissdo de leishmaniose visceral humana,
respectivamente (*p<0,05)

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

PM 15 16 17 18 22 23 24 25 CP CN1CN2

19 20 21

Figura 4 — Produto de kDNA-PCR (RV1-RV2) revelado por
eletroforese em gel de agarose (1,5%) para o
diagnéstico da leishmaniose visceral canina no
Municipio de Juruti, Estado do Pard. Utilizou-se
DNA extraido de leucécitos do sangue periférico
(LSP) de caes residentes nas localidades Capiranga
(1-14) e Santa Maria (15-25). A banda especifica
para o complexo Leishmania donovani sensu lato
apresenta 145 pb, de acordo com Lachaud et al'.
Marcador de peso molecular a 50 pb (PM);
Controle positivo (CP: Leishmania infantum
chagasi) e controles negativos (CN1: LSP de céo
néoinfectado; CN2: dgua)



As diferencas entre o perfil de infecgdo/doenca para os
cées de Santa Maria e Capiranga foram apenas observadas
na resposta humoral de anticorpos IgG & infecco por
Leishmania. Afrequéncia de caes sororreagentes diferiu nas
duas dreas, na dependéncia do antigeno utilizado para o
ELISA (Figura 3). O k39 foi mais sensivel que o lisado e o
Hsp83 na deteccdo de cdes infectados assinfomdticos,
sendo o Unico a revelar semelhanca entre as frequéncias de
soropositivos assinfomdticos das duas localidades, haja
vista os demais se mostrarem sensiveis para cées infectados
assinfomdticos somente em Santa Maria (Figura 5A e 5C).
Os niveis de IgG em cédes, & semelhanca do observado nos
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B Oligo/polissinftométicos

inquéritos sorolégicos realizados durante o seguimento,
foram mais elevados em animais de Santa Maria do que
naqueles de Capiranga, sobretudo quando utilizado o

ELISA-lisado (Figura 5B e 5D).

A tabela 3 apresenta o desempenho dos festes de
diagnéstico em relacdo ao padréo ouro, destacando a
superior sensibilidade do exame parasitolégico para
deteccdo de infeccdo por Leishmania e as variagdes em
prevaléncia determinadaos pelo método de diagndstico
utilizado. Entre os testes sorolégicos, o ELISA-k39 foi o que
apresentou maior poder discriminatério no sorodiagndstico
da LVC em ambas as localidades (Figura 6).

B SANTA MARIA
2000

1600
1200
800
400+

Niveis de IgG (U/mL)

Lisado Hsp83 k39

2000+
1600
1200+
800
400
04

Niveis de IgG (U/mL)

Lisado Hsp83 k39
T Barradeerro

*p<0,05

Figura 5 — Leishmaniose visceral canina no Municipio de Juruti, Pard. Frequéncia de positividade e niveis de IgG
(média geométrica) para cdes assinftomdticos e sintomdticos nas localidades periurbana, Santa Maria,
e rural, Capiranga, com e sem transmissGo de leishmaniose visceral humana, respectivamente.
Utilizou-se o ELISA com diferentes antigenos: lisado de promastigotas de L. (L.) infantum chagasi e os

recombinantes Hsp83 e k39

Tabela 3 - Leishmaniose visceral canina em localidades epidemiologicamente
distintas do Municipio de Juruti, Estado do Pard, 2008. Desempenho
do exame parasitolégico e do ensaio imunoenzimdtico (ELISA) com
diferentes antigenos em relacéo ao padréo ouro

ELISA EXAME
indices Lisado (%) Hsp83 (%) k39 (%) Parasitolégico (%)

SM' CA? SM CA SM CA SM CA
Sensibilidade 44 18 48 27 48 41 96 95
Especificidade 100 100 100 100 100 100 100 100
VPP* 100 100 100 100 100 100 100 100
VPN 18 14 19 16 19 19 75 75
Prevaléncia 39 16 43 24 43 36 86 84

- . . . ! . 2
Caes residentes nas localidades periurbana e rural, Santa Maria’ (n = 28) e Capiranga” (n = 25), com e
sem fransmiss&o de leishmaniose visceral humana, respectivamente;
* Valor de predicéo positivo; ' Valor de predicdo negativo.
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Figura 6 — Curvas ROC para testes de diagnéstico da leishmaniose visceral canina em localidades epidemiologicamente
distintas do Municipio de Juruti, Pard. Acurécia do exame parasitolégico (a) e do ensaio imunoenzimdtico
(ELISA) com diferentes antigenos (b= k39; c= Hsp83; d= lisado de promastigotas), de acordo com pontos de
corte entre infectado e normal para cées de Santa Maria (n = 28) e Capiranga (n = 25), localidades com e sem
transmiss@o de leishmaniose visceral humana, respectivamente. O teste com melhor poder discriminatério é o
que mais se distancia da linha diagonal pontilhada no centro da drea

DISCUSSAO

O grande potencial minerdrio de Juruti, no oeste do
Estado do Pard, tem atraido empreendimentos que, a
despeito de contribuirem com o desenvolvimento
econdmico da regido, provocam rdpidas transformacées
ambientais capazes de influenciar a epidemiologia da
leishmaniose visceral e produzir impactos na sadde
poblica®’. O fortalecimento das acdes de vigilancia,
incluindo a investigag@o detalhada dos fatores de risco,
deve propiciar o conhecimento necessdrio para a
elaborac@o das estratégias de controle a serem operadas
pelo Municipio.

Neste estudo executaram-se acdes de vigilancia para
leishmaniose visceral (LV) ao longo de 18 meses, durante
fase de prospeccdo da bauxita em Juruti. As acées foram
centradas no reservatério canino e no vetor. Utilizaram-se
espacos rurais epidemiologicamente distintos e
denominados localidades sentinelas: Santa Maria, com
transmiss@o de LVH e exposta a influéncias urbanas pela
sua localizacéo periférica & sede municipal, da qual dista
apenas 12 km, e Capiranga, a 60 km da drea urbang,
onde néo hd registros de LVH. Esta segunda localidade,
entretanto, situa-se no entorno da mina de bauxita, onde
estdo em curso atividades relacionadas & extracdo do
minério.

Inicialmente, foram investigadas as variacées temporais
da frequéncia de infeccdo determinada pela sorologia
(ELISA) na populagéo canina das localidade em estudo. Em
seguida, buscou-se estabelecer o perfil da infeccéio/doenca
nos cdes em cada localidade, a fim de obter subsidios &
discussdo do potencial das acées de controle, tendo como
alvo o reservatério céo.

Ao determinar-se a prevaléncia de cées sororreagentes
para leishmaniose visceral no inicio do seguimento,
sobretfudo no segundo inquérito semestral, ambas as
localidades pareciam expostas ao mesmo risco (Figura 2A).
Com base nesses resultados e na ocorréncia de um novo
caso de LVH em Santa Maria durante a pesquisa, a equipe
de vigilancia do Municipio decidiu pela eutandsia dos caes
sororreagentes, o que foi parcialmente realizado apenas
em Santa Maria. Os ferceiro e quarto inquéritos
sorolégicos caninos revelaram crescentes niveis de IlgG nos
cées de Santa Maria, mesmo na vigéncia da intervencéo,
mas em Capiranga, onde né&o houve eutandsia de cées e
tampouco casos de LVH, os niveis de IgG mantiveram-se
baixos ou indetectdveis durante os 18 meses de seguimento
(Figura 2B).

Em &reas de transmissdo intensa, os niveis de anticorpos

IgG anti-Leishmania em cdes sdo elevados ou estdo em
~ 19 . \ . . 721 .

ascensdo e se relacionam & parasitemia’™’, o que estaria



ocorrendo com os cdes de Santa Maria. Os baixos niveis de
IgG, por sua vez, semelhantes aqueles descritos para a
populacdo canina de Capiranga, sugerem controle da
infeccGo canina (neste caso, Capiranga seria uma
localidade silenciosa) ou sdo consequéncia de reacoes
inespecificas na sorologia, passiveis de ocorrer devido &
alta sensibilidade do ELISA, pois os cées estdo expostos a
diversas outras doencas infecciosas*'® que induzem
linfécitos B & producdo de IgG com eventual reacdo
cruzada com antigenos de L. (L.) infantum chagasi'.

Diferencas entre as populagdes caninas das duas
localidades n@o teriam sido reveladas se considerada
apenas a frequéncia de cdes sororreagentes constatada,
por exemplo, no segundo inquérito sorolégico (Santa
Maria: 40% e Capiranga: 30%, como mostra a figura 2A).
Acobes de vigiléncia da leishmaniose visceral focadas no
reservatério  canino, portanto, devem considerar a
necessdaria temporalidade dos inquéritos sorolégicos e a
investigacdo dos niveis de IgG, especialmente quando
levantamentos entomolégicos ndo sdo factiveis pela
caréncia de suporte técnico local.

Os intrigantes baixos niveis de IgG em cdes de
Capiranga, com auséncia total de reatividade no Gltimo
inquérito (Figura 2B), suscitaram uma investigacdo do
perfil da infeccdo/doenca canina em amostras das duas
localidades, a fim de se compararem os resultados. Caes
de Santa Maria e de Capiranga, com idades semelhantes
(Tabela 2), revelaram-se idénticos quanto & apresentagdo
clinica da leishmaniose visceral, considerando a
intensidade de sinais e o nimero de animais distribuidos
nas categorias assinfomdticos, oligossinfomdticos e
polissintomdticos. A frequéncia de infeccéo confirmada
parasitologicamente foi igualmente alta em Santa Maria
(86%) e Capiranga (84%) e, com o uso da kDNA-PCR
(Figuras 3 e 4), alcancou 100% em caes de ambas as
localidades, indicando que a enzootia atinge toda a
populacdo canina nas duas dreas.

A ocorréncia da LVH em uma determinada drea
depende, basicamente, da presenca de dois fatores, o
vetor infectado e o hospedeiro humano suscetivel''. Mesmo
existindo o cdo infectado (reservatério doméstico) nas duas
localidades em igual proporcéo, a alta frequéncia de
Lutzomyia longipalpis em Santa Maria, mas ndo em
Capiranga (Tabela 1), diferenciou as duas localidades
quanto ao risco de fransmissdo da leishmaniose visceral
aos humanos. O hdbito de se fazer fogueiras noturnas em
Capiranga, incorporado da cultura indigena local,
certamente contribui para inibir a presenca de
flebotomineos no peridomicilio e a consequente
transmissdo de L. (L.) infantum chagasi aos humanos. Esta
hipétese merece ser investigada com um estudo sobre
conhecimentos, atitudes e préticas (CAP) dos habitantes
dessas localidades em relacdo & leishmaniose visceral e
sua prevencdo.

Embora o exame parasitolégico garanta a confirmacéo
absoluta da infeccéo, na prdtica é necessério trabalhar
com testes que ndo sdo altamente sensiveis e especificos.
Na mesma amostra, o ELISA revelou frequéncia de positivos

muito inferior ao real nGmero de cdes infectados, e com

variacées de sensibilidade em funcdo do antigeno utilizado
(Figura 3). Embora o lisado bruto de promastigotas de L.
(L.) infantum chagasi tenha se apresentado mais sensivel
para detectar altos niveis de IgG em cdes sinfomdéticos
(Figura 5D), para animais infectados assintomdticos néo
teve o mesmo desempenho nas duas dreas. Os dois
antigenos recombinantes (Hsp83 e k39) foram os mais
sensiveis nessas circunsténcias, mas o ELISA-k39 foi o que
apresentou maior poder discriminatério  (Figura 6),
detectando cées infectados assinftomdticos tanto em Santa
Maria quanto em Capiranga (Figura 5A e C).

Para este tipo de andlise é desejavel utilizar caes
semelhantes aos que receberdo aplicacdo de teste
sorolégico na prdtica de vigiléncia, bem como é
importante que a escolha do teste padrdo ouro, inexistente
no caso da LVC, seja adequada®. Foi necessdrio, entdo,
estabelecer um padréo ouro para efeito de cdlculo dos
indices de desempenho dos diferentes antigenos, que
consistiu na associacéo dos dois exames mais tradicionais,
o parasitolégico e o ELISA-lisado. Este fato e, sobretudo, a
inusitada natureza da amostra em CA (84% dos cdes
infectados), influenciaram a estimativa de especificidade e
demais indices relacionados, como o valor de predicéo
negativo, extremamente baixo em funcéo do pequeno
nimero de padrdes negativos (Tabela 3). Esses indices
precisam ainda ser investigados em cées provenientes de
localidades com baixa frequéncia de infeccao por L. (L.)
infantum chagasi, pois apesar de o ELISA ser o método de
escolha para pesquisas epidemiolégicas'’, é importante
considerar variacdes de performance associadas & carga
de doenca (ou intensidade de transmissdo) em
determinada localidade. A sensibilidade e especificidade
do ELISA séo também significativamente reduzidas no
periodo latente da infeccdo canina’. Sendo assim, sob
diferentes condi¢des (ou em populacdes caninas distintas),
sua sensibilidade poderia se apresentar ainda mais baixa
do que a descrita neste estudo.

A inexisténcia de registros oficiais nos Gltimos cinco
anos, ou de relatos dos moradores, da ocorréncia de LVH
em Capiranga (onde néo se realizou a eutandsia de caes),
associada aos fatores de risco descritos nesse estudo,
confirma a necessidade da vigiléncia da LV dirigida as
demais localidades no entorno da mina de bauxita e
fundamentada nas caracteristicas epidemiolégicas locais,
para o alcance da efetividade.

Em Capiranga, a vigildncia entomolégica é
preferencial & eutandsia de cdes, pois, nas condicées ali
existentes, o potencial destes de infectar fleb6tomos, com
subsequente transmissdo aos humanos, é limitado. Os
achados em Santa Maria, contudo, indicam iminente risco
de urbanizacdo da LV e medidas rigorosas devem ser
operadas de imediato para evitar sua expansdo, incluindo
acoes de educacdo ambiental, monitoramento de vetores
vislumbrando o controle quimico, eutandsia de cdes
polissinfomdticos e a busca de novos focos nas
redondezas, em localidades rurais e urbanas.

Algumas acées que podem ser desenvolvidas para o
controle quimico da populacdo de vetores sdo a
borrifacdo de residéncias com inseticidas e o uso de
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coleiras para cdes ou de mosquiteiros para humanos,
ambos impregnados com deltamentrina®. Recentemente,
em um estudo inédito na América Latina, demonstrou-se
que o banho de cdes com esse piretroide tem efeito
residual (eficdcia entomoldgica) de 5,2 meses, semelhante
ao observado com o uso das coleiras, com a vantagem do
baixo custo (US$0.06-0.10) em comparacéo a estas
(US$10-15)°.

A despeito das intervencdes possiveis, & disponiveis ou
em experimentacéo, qualquer acéo de controle quimico
do vetor depende de estudos entomolégicos prévios'® que
0s municipios amazonicos comumente ndo conseguem
executar. Em contrapartida, o controle efetivo da LV por
meio da eliminacdo de cdes exige que uma grande
proporcao de caes infectados, e infectantes ao vetor, seja
removida da localidade’, o que geralmente ndo é factivel,
sobretudo quando toda a populacdo canina se encontra
infectada, como demonstrado neste estudo.

A melhor maneira de controlar a LVC, e
consequentemente, prevenir a doenca humana, seria uma
vacina efetiva para cdes, o que ainda ndo estd disponivel.
As pesquisas associadas ao tema indicam promissores
compostos candidatos'’, e os avancos na compreensdo
dos mecanismos pelos quais parasitos do género
Leishmania infectam e se evadem da resposta imune de
hospedeiros mamiferos estéo abrindo frentes de pesquisa
em busca de novas vacinas contra a doenca'.

Na indisponibilidade de uma vacina para caes, ainda
que o método de diagndstico ideal para a deteccdo de
infeccdo canina seja encontrado, ele néo serd efetivo sem
a soluc@o dos problemas locais enfrentados pela maioria
dos municipios amazénicos, como as deficiéncias em
gestdo, a escassez de recursos humanos e financeiros e os

frequentes conlflitos entre autoridades sanitérias e a
populacédo local, relacionados & prdtica da eutandsia de
c@es nos moldes atuais.

Os resultados deste estudo revelam a ocorréncia e a
extensdo da enzootia de LVC em Capiranga e,
consequentemente, a possibilidade de emergéncia da LVH
ndo apenas nesta localidade, mas também em outras
silenciosas (similares a Capiranga) e expostas ao impacto
direto de grandes transformacées ambientais relacionadas
as atividades minerdrias. Demonstrou-se ainda o risco da
expans@o do numero de casos de LVH em dreas de
transmissdo expostas a crescentes influéncias urbanas
(Santa Maria e similares). Os resultados orientam agdes de
vigiléincia, prevencdo e controle da LVH em Juruti, nas
localidades rurais, no entorno da mina e naquelas
periurbanas.
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Surveillance of visceral leishmaniasis in epidemiologically distinct locations in Juruti, a

mining municipality in Para State, Brazil

ABSTRACT

Surveillance actions for human visceral leishmaniasis (HVL) were carried out in Juruti, a mining municipality in Pard State. A
peri-urban (Santa Maria-SM) and a rural (Capiranga-CA) location were selected with or without HVL, respectively, for the
execution of four biannual serologic inquiries (lysate ELISA) in canine populations (SM = 94, CA = 45) and three
entomological surveys (CDC light traps, 18-6 h x4). Subsequently, the clinical status, as well as the infection by Leishmania,
was investigated in 53 dogs (SM = 28; CA = 25) with parasitological (bone marrow/lymph, Giemsa), molecular
(peripheral blood leukocytes, kDNA-PCR) and serological (ELISA) diagnoses assessing different antigens (lysate, k39,
Hsp83 - screen test, ROC curve). Seroprevalence varied in SM (45; 40; 15; 15%) and in CA (22; 30; 8.5; 0%), presenting
increasing average IgG rates in SM (320; 378; 951; 1866; p <0.05) despite the euthanasia of dogs after the second
survey, and stable average IgG rates in CA (100; 159; 141; 0), where euthanasia was not conducted. The frequency rates
of Lutzomyia longipalpis/Lutzomyia spp. differed in SM (279/296) and CA (4/6). Clinical and laboratory results were
similar for dogs from SM and CA, respectively: infection (parasitological examination: 86 and 84%; kDNA-PCR: 100%),
clinical status (asymptomatic: 43 and 56%; symptomatic: 57 and 44%), and specificity by ELISA (100%). On the other hand,
sensitivity (lysate: 44 and 18%; Hsp83: 48 and 27%; k39: 48 and 41%) and IgG levels (< 6,400; <200) varied, respectively.
The profile of canine infection in localities with or without HVL transmission differed only in terms of the level/evolution of
lgG, which makes the temporality of investigations necessary, especially in quiet and isolated areas that present a low vector
density and where the euthanasia of dogs would become unnecessary. The best serological test was ELISA-k39.

Keywords: Leishmaniasis, Visceral; Dogs; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; Polymerase Chain Reaction; Insect
Vectors; Epidemiologic Surveillance.



Vigilancia de la leishmaniasis visceral en localidades epidemiolégicamente diferentes
en Juruti, municipio minero del Estado de Pard (Brasil)

RESUMEN

Se realizaron actividades de vigilancia para la leishmaniasis visceral humana (LVH) en Juruti, un municipio minero en el
Estado de Pard. Se seleccionaron zonas periurbanas (Santa Maria-SM) y rurales (Capiranga-CA), con y sin LVH
respectivamente, para cuatro estudios serolégicos semestrales (ELISA lisado) en la poblacién canina (SM = 94, CA = 45)y
tres encuestas entomolégicas (trampas de luz CDC, 18-6hx4). Posteriormente, se investigd el estado clinico y la infeccién
por Leishmania en 53 perros (SM = 28, CA = 25) con diagnéstico parasitolégico (médula ésea o linfa, Giemsa),
molecular (leucocitos de sangre perférica, kDNA-PCR) y serolégico (ELISA), evaluando diferentes antigenos (Lysate, k39,
Hsp83 - screen test, curva ROC). La seroprevalencia varié en SM (45; 40; 15; 15%) y CA (22; 30; 8.5; 0%), con media
creciente de IgG en SM (320; 378; 951; 1866; p<0,05), a pesar de la eutanasia en los perros después de la segunda
encuesta, y estable CA (100; 159, 141; 0), en que no hubo eutanasia. La frecuencia de Lutzomyia longipalpis/Lutzomyia
spp difiere en SM (279/296) y CA (4/6). Los resultados clinicos y de laboratorio se asemejan para perros de SMy AC,
respectivamente, respecto a la infeccién (pardsitos: 86 y 84%, kDNA-PCR: 100%), situacién clinica (asintomdtica: 43,
56%; sinftomaticas: 57, 44%) y especificidad en ELISA (100%), pero se registré variaciéon en la sensibilidad (lisado: 44y 18;
Hsp83: 48y 27%; k39: 48y 41%)yen los niveles de IgG (< 6.400; <200). El perfil de la infeccién canina en las localidades
cony sin transmisién de la LYH diferfa sélo en los niveles o en la evoluciéon de IgG, que hace necesaria la temporalidad de
las investigaciones, principalmente en zonas tranquilas y aisladas, de baja densidad del vector, donde seria innecesaria la
eutanasia en perros. La mejor prueba serologica fue ELISA-k39.

Palabras clave: Leishmaniasis Visceral; Perro; Prueba ELISA; Reacciéon en Cadena de la Polimerasa; Insectos Vectores;

Vigilancia Epidemiolégica.
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