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Recent reports on human cases with a clinical diagnosis of visceral Leishmaniasis in Corumb4,
Mato Grosso do Sul state, where the agent had never been demonstrated parasitologically, caused
a more thorough investigation of the local epidemiological situation of the dog population, one of
the main reservoirs of the protozoa in question. Amastigotes were observed in parasitological
examinations of skin and viscera in 7 out of 30 animals with clinical symptoms of kala-azar. The
isolated parasites from infected dogs were identified as Leishmania donovani by biochemical
methods. A serological survey was also carried out on 481 dogs from the urban area, by collecting
blood on filter paper for indirect immunofluorescence and passive hemagglutination tests. The
serological prevalence of the infection in the dog population studied was 8.7%, of which only 19%
showed clinical signs of kala-azar. The remaining 81% was suggestive of being potential carriers
without, however, ruling out the possibility of cross reactions with other animal protozoa. The
canine infection is dissiminated in practically all of the town.

INDEX TERMS: Visceral Leishmaniasis, canine infection, epidemiology.

SINOPSE.- Recentes relatos sobre casos humanos com diagnés-
tico clinico de leishmaniose visceral em Corumbd, Mato Grosso
do Sul, onde o agente nunca havia sido demonstrado parasitolo-
gicamente, levou a uma melhor investigagdo epidemiol6gica local
sobre a situagdo da populacdo canina, um dos principais reserva-
t6érios do parasita. Formas amastigotas foram observadas através
de exame parasitolégico da pele e de visceras de 7 entre 30 ani-
mais com sintomas clinicos de calazar. Os parasitas isolados de
cées infectados foram identificados bioquimicamente como sendo
Leishmania donovani. Inquérito sorolégico foi também realizado
em 481 cdes da 4rea urbana, através das reagdes de imunofluo-
rescéncia indireta e hemaglutinagdo passiva, utilizando-se sangue
coletado em papel de filtro. Sorologicamente, a prevaléncia da
infecgdo na populagdo canina estudada foi de 8,7%, dos quais,
apenas 19% apresentavam sinais clinicos de calazar e o restante,
81%, eram sugestivos de serem portadores em potencial, sem
contudo, poder ser excluida a possibilidade de reagdes cruzadas
com outros protozodrios. A infecgdo canina encontra-se pratica-
mente disseminada por toda a cidade.

TERMOS DE INDEXAQAO: Leishmaniose visceral, infecgio canina, epi-
demiologia.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral americana apresenta-se como pro-
blema de saiide publica em muitas areas das Américas do
Sul e Central. As 4reas endémicas mais extensas, situam-
se em regiGes semi-aridas da América Latina, sobretudo
no nordeste brasileiro nos Estados do Ceard e da Bahia
(Deane 1981, Silveira et al. 1982).

Apesar da suposi¢do de que o primeiro caso humano
autéctone do Continente Americano, comprovado para-
sitologicamente, tenha se infectado na regido de Porto
Esperanca, municipio de Corumbé, Mato Grosso do Sul
(Migone 1913, Deane 1956) desconhecemos estudos para
a avaliagdo da amplitude do problema nessa regido. Os
dados da literatura, referem-se apenas a mengoes espora-
dicas sobre a existéncia da doenga na zona rural de outras
areas do Estado de Mato Grosso do Sul (Oliveira 1938,
Chagas & Chagas 1938, Arruda et al. 1949).

A notificagao de casos humanos, com diagnéstico cli-
nico de leishmaniose visceral, a partir de 1980, no Hos-
pital e Centros de Satide de Corumb4, assim como a ob-
servagdo de caes com aspectos sugestivos de calazar, nas
ruas dessa cidade, conduziram a estudos visando esclare-
cer aspectos epidemiolégicos da parasitose na regido.
Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo verifi-
car a identificagdo da espécie de Leishmania e a sua pre-
valéncia na populagdo canina uma vez que a infecgdo
humana constitui reflexo da observada nos reservatdrios.
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MATERIAL E METODOS

Area estudada

A cidade de Corumb4 estd inserida no Pantanal Matogros-
sense, 2 margem direita do Rio Paraguai a 180 59’ 44” de latitude
Sul, 57° 39’ 16” de longitude Oeste ¢ altitude de 116 m acima do
nivel do mar (IBGE 1983).

O clima € quente e Gimido com 3 meses secos (junho a agos-
to). A temperatura apresenta-se com a média das minimas de
21,59 C e média das médximas de 30,4°C. As médias anuais para
umidade relativa, precipitagdo pluviométrica, pressao atmosférica
e nebulosidade sdo respectivamente 76,8%, 77,8 mm, 993,8 mb e
4,3% (IDESUL 1984).

A cidade implanta-se em solo de rocha calcdrea com forma-
¢des de morros, sendo estes revestidos por mata caducifolia ra-
leada (Fig. 1).

Fig. 1. Periferia de Corumbd, mostrando aspectos de topografia
e vegetagdao.

A populagdo humana do municipio para o ano de 1983 foi es-
timada em 81.145 habitantes, sendo 67.563 da drea urbana e
13.582 da 4rea rural (IBGE 1983).

Inquérito parasitolégico

Cies com sinais clinicos compativeis com calazar foram cap-
turados, no perfodo entre 38 de abril e 20 de maio de 1983, nas
ruas do centro e da periferia da cidade de Corumbd, ao todo 30.
Os animais foram sedados com cloridrato de clorpromazina e sa-
crificados com solugdo de cloreto de potdssio a 20% (inoculagdo
de cerca de 5 ml, via endovenosa).

O diagnéstico parasitolégico foi efetuado atraves de ldminas
de impressao de pele, linfonodo, figado e bago, coradas pela solu-
¢do de Giemsa.

Para o isolamento do parasita foram utilizados fragmentos de
pele, linfonodo, bago e figado. O material foi lavado 5 vezes em
solucdo salina com antibiético (penicilina, 2.000 ULl/ml, e estrep-
tomicina, 200 mg/ml), homogeneizado e semeado em meio NNN
(Neal, Novy e Nicolle) enriquecido com BHI (infusdo de cérebro
e coracdo bovino). O homogeneizado foi também inoculado em
hamsters (volume de 0,5 ml de material por animal, via intrape-
ritoneal).

Os tubos de cultura foram mantidos a temperatura de 24°C
em estufa incubadora tipo BOD e examinados semanalmente para
formas promastigotas.

As culturas positivas e os hamsters inoculados experimental-
mente foram enviados ao Instituto Evandro Chagas, Belém, Par4,
para a identificagdo de Leishmania, segundo metodologia empre-
gada nesse Instituto (Lainson et al. 1981).
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Inquérito soroldgico

Foram coletados, ao acaso, cerca de 800 amostras de sangue de
cies, procedentes da 4rea central e periférica da cidade de Co-
rumbd. Contudo, problemas de ordem técnica, relacionados 4
coleta e armazenamento do sangue, permitiram que apenas 481
amostras fossem analisadas sorologicamente.

A distribuicdo das amostras, segundo os bairros € a seguinte:
Centro — 130, Cidade Jardim — 63, Aeroporto — 71, Popular Ve-
lha — 71, Popular Nova e Guarany — 31, Cristo Redentor — 23,
Maria Leite e Vila Mamona — 91.

O sangue coletado em papel de filtro Whatman n° 1, foi seco
ao ar livre, colocado em sacos de polietileno e guardado a 20°C
negativos em dessecador a vdcuo. Esses papé€is foram assim con-
servados por um periodo de no médximo 4 meses até a realizagdo
dos testes sorolégicos. Para a reagdo , 2 discos de 1,4 cm de dia-
metro foram eluidos em 0,4 ml de solucdo salina tamponada com
fosfatos 0,01 M pH 7,2 (SSTF) por 18 horas a 40C, obtendo-se
assim uma diluig@o correspondente a 1/20 do soro.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi realizada
com formas promastigotas de uma amostra de Leishmania dono-
vani, isolada de uma cdo em Corumb4. Assim, para a obtengdo
desse antigeno, bago e figado de hamster infectado com essa
amostra foram homogeneizados e semeados em meio NNN, com
fase liquida constituida de infusdo de cérebro e coragdo bovino.
Ap6s 6 dias de incubagao a 289C, as formas promastigotas foram
lavadas com SSTF e tratadas com formalina a 2% em tempera-
tura ambiente, por 18 horas. Em seguida, os parasitas foram la-
vados em SSTF e fixados em 4dreas delimitadas de laminas de mi-
croscopia, de modo a se ter 40 a 50 formas parasitdrias por cam-
po microscépico (400x).

Para andlise dos soros, foi utilizada a técnica descrita por Gui-
mardes et al. (1974), fazendo-se diluigoes na razdo 2 do soro a
partir de 1/20 e empregando-se conjugado fluorescente anti-ga-
maglobulina de cd0®. As leituras foram realizadas em microsc6-
pio de fluorescéncia, marca Nikon, sistema de epi-iluminagdo
com lampada de halogénio, filtro de excitagdo B, filtro barreira
515W e com aumento de 400x.

Para a reagdo e hemaglutinacdo passiva (RHP) utilizou-se a
amostra 49 de Leishmania braziliensis como antigeno. Para a
preparacdo do reagente e a andlise dos soros, seguiu-se a técnica
descrita anteriormente por Yamamoto et al. (1981). As dilui¢oes
do soro iniciaram-se a partir de 1/20, utilizando-se a razao 2.

RESULTADOS

De 30 caes examinados parasitologicamente 7 foram
positivos para formas amastigotas € as amostras isola-
das do parasita, foram caracterizadas bioquimicamente
como sendo Leishmania donovani.

Quadro 1. Resultados de RIFI e RHP em 481 cdes de Corumbd,
Mato Grosso do Sul, fevereiro a abril de 1984

Tftulos de Tftulos de RIFI

RHP <20 20 40 80 160 320 640 Sub-total

<20 431 8 5 5 1 - - 450

20 8 4 - 1 1 1 - 15

40 - 4 4 - - - - 8

80 - - - - 1 - - 1

160 w e F e = w om 1

320 = = I =" & = 2

640 - - - - - 1 - 1

1280 - - 1 - - - 2 3

Sub-total 439 16 12 7 3 2 2 481

60 conjugado foi gentilmente cedido pelo Instituto de Medicina Tropi-
cal de Sao Paulo.
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Quadro 2. Distribuicéo percentual dos titulos dos 42 cdes reagentes

RIFI RHP .

Titulo Ne % Ne %
<20 0 0 19 45,2
20 16 38,1 7 16,7
40 12 28,7 8 19,1
80 7 16,7 1 2,4
160 3 7,1 1 2,4
320 2 4,7 2 4,7
640 2 4,7 1 2,4
1280 0 0 3 7,1

Quadro 3. Relagdo de reagentes e nio reagentes sorolégicos e de
animais com sinais clfnicos de calazar do total de 481 cdes examinados

Reagentes Néo reagentes
Clsinais % Sfsinais % Totais Clsinais % S/sinais %  Totais
clfnicos clinicos clifnicos clinicos
08 19,0 34 81,042(8,7%) 30 6,8 409 93,2439(91,3%)

Quadro 4. Prevaléncia da infec¢do por Leishmania donovani segundo
0s bairros da cidade de Corumbd, Mato Grosso do Sul

Caes reagentes
Bairro Cies (RIFIZz20 ¢/ou Prevaléncia
analisados RHP =40) da infeccao
Ne¢ N¢ %
Centro e Cervejaria 130 19 14,6
Cidade Jardim 63 2 3,2
Aeroporto 72 5 6,9
Popular Velha 71 7 9,8
Popular Nova e Guarany 31 0 0
Cristo Redentor 23 2 8,7
Maria Leite ¢ Vila Mamona 91 7 7,7
Total 481 42 8,7

Os resultados da RIFI e da RHP observados em 481
caes estdo expressos no Quadro 1. Utilizando-se o limiar
de reatividade de 1/20 e 1/40 respectivamente para RIFI
e RHP (Yamamoto et al. 1985), observaram-se 42 casos
reagentes, representando 8,7% de positividade.

A distribui¢do percentual dos caes conforme os titulos
de anticorpos encontra-se no Quadro 2.

A relagdo entre caes reagentes e presenga ou niao de
sinais clinicos de leishmanoise visceral estd expressa no
Quadro 3, enquanto que a distribuigio dos resultados se-

gundo os bairros investigados estd apresentada no Qua-
dro 4.

DISCUSSAO

Uma vez que o parasita isolado foi identificado como sen-
do Leishmania donovani, comprovou-se a ocorréncia de
calazar canino na area urbana de Corumba. Deve-se assi-
nalar que este achado constitui o primeiro relato da pre-
senga de parasitose em caes no Estado de Mato Grosso
do Sul, tendo provas de certeza parasitologica e etiolSgi-
ca.

A avaliacéo do papel do cao como reservatdrio da leish-
maniose visceral no Brasil, segundo diferentes técnicas,
tem sido objeto de estudo de vérios pesquisadores. Alen-

car et al. (1962) divulgaram dados sobre calazar em San-
tarém, Para, onde 617 caes foram analisados através de
fixagdo de complemento (RFC) encontrando uma taxa de
infecgdo de 3,1%. No Ceara, Estado de alta endemicida-
de de calazar humano e canino, detectou-se uma taxa de
infecgdo de 3,8% num total de 139.317 caes examinados
pela RFC e/ou pela pesquisa de Leishmania (Alencar &
Cunha 1963). Sherlock & Almeida (1969) em 554 ani-
mais examinados em Jacobina, Bahia, encontraram 2,5%
de caes positivos através do exame do esfregaco de pele,
da RFC no sangue e da pungao hepética em alguns casos.
Nestes trabalhos assim como em outros (Alencar et al.
1974/75, Sherlock & Almeida 1970) verifica-se a supe-
rioridade da RFC sobre os métodos parasitolégicos em
relacio a capacidade de detectar indices de infecgao.
Atualmente, com o desenvolvimento de técnicas sorol6-
gicas mais sensiveis, a RFC tem sido deixada de lado,
dando preferéncia a reagdo de imunofluorescéncia indi-
reta que € menos laboriosa permitindo analisar grande
nimero de soros (Iverson el al. 1983, Lanotte et al. 1974,
1979).

No presente trabalho, o emprego de duas técnicas so-
rolégicas , RIFI e RHP teve como expectativa aumentar a
sensibilidade na deteccdo de casos positivos. Contudo, os
resultados mostraram que a utilizagdo apenas da RIFI te-
ria sido suficiente, em vista da baixa sensibilidade apre-
sentada pela RHP. Tanto na RIFI como na RHP os titulos
dos soros reagentes variaram de 20 até valores altos de
640 e 1280, entretanto, os dois testes apresentaram baixa
concordancia de resultados, como pode ser visto no Qua-
dro 1. Somente cerca de 40% dos casos detectados pela
RIFI mostraram-se reagentes pela RHP. Isto provavel-
mente se deve ao fato de ter sido usado antigeno homdélo-
go para RIFI e heterSlogo para RHP. Acrescenta-se tam-
bém a diferenca nos anticorpos detectados por estas rea-
coes: a RIFI detecta principalmente anticorpos dirigidos
para a membrana do parasita e a RHP as estruturas cito-
plasméticas.

Utilizando-se o limiar de reatividade de 20 para RIFI e
40 para RHP como avaliados anteriormente (Yamamoto
et al. 1985) foram encontradas 8,7% de prevaléncia da
leishmaniose no total de 481 caes analisados. Este indice
encontra-se préximo ao obtido por Magalhdes et al.
(1980) em inquéritos realizados em populago€s de caes
no Estado de Minas Gerais.

Dados relevantes para o conhecimento epidemiolégico
da doenga, encontram-se no Quadro 3; pois dentre os ca-
sos reagentes sorologicamente, 81 nao apresentaram si-
nais clinicos de leishmaniose visceral, enquanto que ape-
nas 6,8% dos que os apresentavam ndo tiveram sorologia
positiva. Desta forma, o controle da doenca na area, pro-
vavelmente serd comprometido se a eliminagdo dos caés
doentes basear-se apenas em critérios clinicos.

A ocorréncia de reagdes cruzadas entre a doenga de
Chagas e leishmaniose visceral € conhecida de longa data
(Brenner & Pellegrino 1958). Contudo, na regiao estuda-
da nio ha relatos da ocorréncia de Trypanosoma cruzi em
cées, entretanto & conhecida a presenca de Trypanosoma
evansi nesses animais (Nunes 1986), sendo assim, impos-
sibilita a exclusdo de eventuais reacoes cruzadas em caes
infectados por esse tripanossomo.

Através do Quadro 4 e da Figura 1, pode-se verificar

Pesq. Vet. Bras. 8(1/2):17-21. 1988
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Fig. 2. Localiza¢édo geogréﬁcé de Corumbd, Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, foco urbano de calazar canino, atribuivel
a Leishmania donovani.
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que a infecgdo canina encontra-se disseminada pratica-
mente por toda a area urbana.

O resultado negativo encontrado para os bairros Gua-
rany e Popular Nova provavelmente possa ser explicado
pela pequena amostra analisada.

Estudos relativos a agao de vetores da leishmaniose
visceral vem registrando a presenca de Lutzomyia cruzi,
com as mais expressivas densidades, em domicilios urba-
nos, quando comparadas com as das demais espécies que
compdem a fauna flebotominica de Corumbéa (dados nao
publicados).

CONCLUSOES

Confirma-se a ocorréncia de foco urbano de calazar
canino, com etiologia atribuivel a Leishmania donovani
em Corumbd, Mato Grosso do Sul.

A prevaléncia da infeccao na populagao canina obtida
através de inquérito sorolégico foi de 8,7%.

Dos caes sorologicamente reagentes, 81% n#o apre-
sentavam sinais clinicos sugestivos de calazar canino.

Dos caes nao reagentes, 6,8% apresentavam sinais cli-
nicos sugestivos de calazar canino.

A infecgao encontra-se disseminada praticamente por
todos os bairros da cidade.
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