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RESUMO

A leishmaniose tegumentar (LT) é amplamente distribuida e envolve muitas espécies de
Leishmania e uma variedade de vetores e hospedeiros em uma epidemiologia complexa. O
objetivo da pesquisa foi o rastreamento por isolamento e cultura em meio bifasico, aposicéo de
tecidos em laminas, ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFl) e
LnPCR seguida de seqlenciamento de Leishmania sp. em Rattus norvegicus capturados em
area de transmissdo de leishmaniose em Belo Horizonte, Minas Gerais. As técnicas de
diagnostico direto (isolamento e cultura) e laminas nao revelaram formas promastigotas e
amastigotas visiveis. Os testes soroldgicos identificaram 43,75% (35/80) animais positivos no
ELISA. Na IFl cada amostra foi pesquisada nas diluigées 1:40, 1:80 e 1:160, onde 70% (56/80)
dos animais foram positivos (10% a 1:160; 33,75% a 1:80 e 26,25% a 1:40) e 30% (24/80)
negativos. Um total de 21,25% (17/80) dos animais foi negativo em ambos os testes. A nested
PCR (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA para Leishmania associada ao sequenciamento foi
utilizada para analisar 315 amostras clinicas de 80 Rattus norvegicus. Amostras de 80
fragmentos de pele de cauda, 78 fragmentos de medula dssea, 78 amostras de sangue e 79
fragmentos de baco foram submetidos ao diagnéstico e revelaram 17,46% (55/315) tecidos
positivos onde 10% (8/80) pele de cauda, 26,92% (21/78) sangue, 30,76% (24/78) medula
Ossea e 2,53% (2/79) baco. A taxa de infeccao dos roedores foi 36.25% (29/80) e em 65.51%
(19/29) destes os parasitos foram caracterizados como pertencentes ao complexo Leishmania
braziliensis. Os resultados demonstram a urbanizagdo do ciclo da leishmaniose tegumentar,
tipicamente rural e adaptabilidade do vetor a ambientes antropizados. A identificacdo de
infeccdo natural de R.norvegicus por L. braziliensis € importante indicador do potencial
zoondtico desta espécie e a manutencao dos programas de controle populacional de roedores
e de educacdo em saude sdo medidas importantes no controle das leishmanioses no meio
urbano, onde o contexto ambiental é constantemente modificado.

Palavras chave: R. norvegicus; PCR; sequenciamento; roedores; L.braziliensis



ABSTRACT

The cutaneous leishmaniasis (CL) is widespread and involves many species of Leishmania and
a variety of vectors and hosts in a complex epidemiology. The aim of the study was the
screening for isolation and culture in biphasic medium, imprints of tissues in slides,
Immunoenzimatic Assay (ELISA), Indirect Immunofluorescence (IFl) and LnPCR followed by
sequencing of Leishmania sp. in Rattus norvegicus captured in the area of transmission of
leishmaniasis in Belo Horizonte, Minas Gerais. Diagnostic techniques (direct isolation and
culture) revealed no visible amastigotes and promastigotes in samples analysed. Serological
tests identified 43.75% (35/80) positive animals by ELISA. In the IFI was assessed in each
sample dilutions 1:40, 1:80 and 1:160, where 70% (56/80) of animals were positive (10% 1:160;
33.75% and 26 to 1:80 25% at 1:40) and 30% (24/80) were negative. A total of 21.25% (17/80)
was negative in both tests. The nested PCR (LnPCR) targeted to the gene associated with
Leishmania SSUrRNA for sequencing were used to analyze 315 clinical samples from 80 Rattus
norvegicus. Samples of 80 pieces of tail skin, 78 fragments of bone marrow, 78 blood samples
and 79 fragments of spleen were subjected to the diagnosis and showed 17.46% (55/315)
positive tissues where 10% (8 / 80) skin tail, 26.92% (21/78) blood, 30.76% (24/78) bone
marrow and 2.53% (2 / 79) spleen. The infection rate of rodents was 36.25% (29/80) and
65.51% (19/29) of them had the parasite characterized as belonging to the Leishmania
braziliensis. The results demonstrate the urbanization of the cycle of cutaneous leishmaniasis,
typically rural and adaptability of the vector to the anthropogenic environments. The
identification of natural infection by L. braziliensis in R. norvegicus is a significant indicator for
zoonotic potential of this species and the maintenance of programs for its population control and
health education are important measures in the control of leishmaniasis in the urban context
where the environment is constantly modified.

Keywords: R. norvegicus; PCR, sequencing; rodents, L. braziliensis
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencgas infecto-
parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae, e
compostas por dois grandes grupos clinicos:
Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose  Visceral (LV). A LT
geralmente caracteriza-se por um espectro
de manifestagbes clinicas como leséo
ulcerativa na porta de entrada da inoculagéo
do parasito (leishmaniose cuténea) que
podem regredir espontaneamente ou evoluir
para nodulos nao ulcerados disseminados
(leishmaniose cutanea difusa) e por lesdes
inflamatérias nas mucosas com carater
destrutivo (leishmaniose mucosa). Ja a
leishmaniose visceral pode causar
comprometimento de diferentes 6rgéos
como rins, bagco e figado dentre outras
lesdes e se destaca por sua alta taxa de
mortalidade, principalmente em
imunocomprometidos.

Apesar de a LT ser uma doenga tratavel,
este tratamento é agressivo por ser de longa
duracao e apresentar efeitos colaterais com
diferentes niveis de toxicidade. Sua alta
morbidade e capacidade desfigurante
podem acarretar grandes transtornos
psicolégicos nos pacientes acometidos
constituindo grave problema de saude
publica. Sendo assim, a leishmaniose
tegumentar estd na lista de doengas de
notificagdo compulséria desde 2001 pelo
Ministério da Saude.

Os estudos epidemiolégicos sobre a
ocorréncia das leishmanioses visceral e
cuténea apontavam entre as décadas de 40
a 60 para uma endemia tipicamente rural e
que quando raramente urbanizada poderia
ocorrer em areas suburbanas com baixas
condigbes de moradia e saneamento
ambiental. Os dados de casos humanos de
LT e LV publicados atualmente pelo Servigo
de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério
da Saude para todo o territério nacional
apontam para uma mudanga no perfil
epidemiolégico da doenca, hoje
intensamente urbanizada, com a
emergéncia de focos isolados.

Belo Horizonte tem hoje uma situagdo que
pode ser considerada grave em relagcdo a
leishmaniose, pois é nitida a presenga da
LT e LV de forma totalmente adaptada. Em
relacdo ao ciclo de transmissdo da LV,
apesar de existir diferentes indagacdes
principalmente a respeito dos reservatorios,
define-se o cdo como sendo o principal
hospedeiro vertebrado envolvido no ciclo de
transmissédo dentro de um ambiente
urbanizado. Ja a transmissdo da LT
apresenta caracteristicas complexas
vinculadas a situagdes ecoldgicas distintas e
diretamente ligadas a alguns fatores
determinantes. Como exemplo pode-se citar
a variedade de espécies de vetores
identificados, a adaptacdo destes em
caracteristicas climaticas distintas além da
presenca do parasita a uma ampla
variedade de hospedeiros tanto no meio
silvestre quanto no meio urbano, sinalizando
a grande atratividade do flebétomo por
muitas espécies animais criando inumeras
perspectivas de transmissdo. Muitos
animais silvestres ja foram incriminados
como reservatorios para a LT como
roedores e marsupiais. A presenca destas
espécies animais no meio urbano
albergando o parasita pode indicar a
participagéo dos mesmos como
reservatorios, influenciando de forma direta
no ciclo urbano da LT. Todavia, mais
estudos sdo necessarios para elucidar estas
questdes. Além de roedores e marsupiais, 0
cdo também ¢é motivo de investigagédo
quanto ao seu potencial de infeccdo ao
inseto vetor. O papel destas espécies na
cadeia de transmissdo ainda é incerto. A
persisténcia da LT em area urbanizada
sugere, de qualquer forma, a ocorréncia de
uma transmissao secundaria, peridoméstica
destes parasitos.

O controle da leishmaniose visceral
segundo ministério da saude € baseado no
diagndstico precoce e tratamento dos casos
humanos, controle do vetor através de
manejo ambiental e controle quimico em
casos especificos, de eliminagdo dos
reservatérios e educacdo em saude. O
controle da LT em medidas gerais
concentra-se no tratamento dos casos
humanos, educagdo em saude, protegao
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individual e controle quimico em casos
especificos. O controle de reservatérios no
meio urbano ndo estd estabelecido
principalmente pelo fato de ainda existir
duvidas em relagdo as espécies de animais
envolvidos na transmissdo. Portanto,
estudos voltados para vetores, reservatérios
e as modificagdes no meio ambiente podem
elucidar alguns fatores determinantes para a
expansao da doenca.

Dentro desta proposta eco-epidemioldgica,
0 objetivo do presente trabalho foi investigar
a infec¢ao de roedores sinantrépicos, Rattus
norvegicus por Leishmania sp. e sua relagao
com os locais investigados no periodo de
2007 e 2008. Entre outros aspectos, a
selecdo da area a ser estudada levou em
consideracdo os achados de Neiva (2005),
onde se observou alto indice de sorologia
positiva em Rattus norvegicus nas regionais
Pampulha e Venda Nova do municipio de
Belo Horizonte, Minas Gerais.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 O género Leishmania

Os parasitas do género Leishmania sao
organismos unicelulares, de ciclo digenético,
constituindo um grupo de espécies muito
similares morfologicamente, no entanto
biologicamente distintas  (caracteristicas
genéticas, bioquimicas e imunoldgicas)
(Shlomai, 1994).

Em seu ciclo biolégico apresentam
basicamente duas formas, desenvolvidas
em hospedeiros vertebrados e
invertebrados. A forma  amastigota
apresenta-se arredondada ou oval, ndo sao
moveis devido a presenca de um flagelo
rudimentar, estando dentro de células do
Sistema Mononuclear Fagocitario (SMF) de
hospedeiros vertebrados. A outra forma,
promastigota, possui flagelo livre, s&o
moveis e extracelulares, presentes no trato
alimentar de vetores flebotomineos
(Grimaldi e Tesh, 1993).

Sao transmitidas pela picada de fémeas do

diptero hematéfago do género Phebotomus
no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo
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Mundo. Os vetores séo infectados quando
se alimentam de hospedeiros reservatorios,
0s quais se podem destacar roedores,
edentados (tatu, tamandua e preguica),
marsupiais (gambd), canideos, primatas
(Lainson e Shaw, 1987). Neste contexto, o
homem se destaca como um hospedeiro
acidental nas Américas.

Sao classificadas taxonomicamente de
acordo com a localizagédo do parasito no
aparelho  digestério do flebotomineo
tomando como referéncia seu piloro. No
subgénero Leishmania o parasita se adere
na regido suprapilaria (porcdo média e
anterior do intestino) e no subgénero
Viannia na porgdo peripilaria (anterior,
média e também posterior do intestino)
(Laison e Shaw, 1979; Laison e Shaw,
1987). As Leishmanias do subgénero
Viannia ocorrem apenas no continente
americano.

As trés principais espécies de Leishmania
envolvidas na leishmaniose tegumentar
americana (LTA) no pais sao Leishmania
(Viannia) braziliensis, L. (Viannia)
guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis,
mais recentemente, L. (Viannia) laisoni, L.
(Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) shawi
foram reportadas. Para leishmaniose
visceral a espécie envolvida nas Américas é
a Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
(Lainson, 2010).

2.1.2 Leishmaniose tegumentar

Entende-se por leishmaniose tegumentar
um conjunto de manifestagdes clinicas na
pele e/ou mucosas do homem e diferentes
espécies animais silvestres e domésticos
das regides tropicais e subtropicais do Velho
e Novo Mundo. Nas Américas lesdes
semelhantes as causadas pela
leishmaniose tegumentar americana (LTA)
sao descritas desde a antiguidade em
esculturas de ceramica construidas pelos
povos do Peru e do Equador. No Brasil,
Moreira (1895) relatou pela primeira vez na
Bahia a observacédo de lesdo cutanea,
denominando de “botdo da Bahia” e a
descricao de formas amastigotas em lesdes
de pacientes foi dada em epidemia ocorrida
em Bauru (Sdo Paulo) como “Ulcera de



Bauru” em 1909 por Adolpho Lindenberg,
Carini e Paranhos (Lainson, 2010).

A LT ndo representa causa primaria de
morte. Mas a frequéncia com que acomete
0s membros, a existéncia de casos de
evolugdo cronica, com dificil resposta
terapéutica, aliadas a lesdes destrutivas das
mucosas e ao aspecto lepromatoide,
observado na leishmaniose difusa, fazem
com que essa endemia seja reconhecida
como de grande importancia
socioecondmica, traduzindo-se em
importante problema de Saude Publica,
mesmo em paises desenvolvidos (Dujardin
et al., 2008). Nos dias atuais, a LT no Brasil
¢é diagnosticada em todos os estados, sendo

que nos ultimos vinte anos o numero de
casos de LT cresceu progressivamente,
com média de 26.402 casos (Sinan, 2010).
Minas Gerais (MG) notificou entre os anos
de 2006-2009, 5.338 casos de LT, sendo
que a espécie Leishmania (Na regido
metropolitana de Belo Horizonte os casos
de LT s&o relatados desde 1987 (Passos et
al., 1990), sendo que nos ultimos dez anos
491 casos humanos foram notificados
(Sinan, 2010) (Figura 1 e Figura 2). A
principal caracteristica da leishmaniose em
Belo Horizonte é a transmiss&do urbana e
periurbana. Esse fato se explica pela
presenca de vetores totalmente adaptados
ao meio urbano como Lutzomyia intermedia
e L.whitmani (Passos et al., 1993).
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Figura 1. Casos humanos de leishmaniose tegumentar notificados em Belo Horizonte, Minas

Gerais no periodo de 2001 a 2010.
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Figura 2. Casos humanos de leishmaniose tegumentar notificados nas Regionais de estudo,
Belo Horizonte, Minas Gerais no periodo de 2007 a 2010.

2.2 Reservatorios

Diferentes estudos taxondmicos tém sido
realizados de isolados de Leishmania,
principalmente no Novo Mundo, revelando
uma grande diversidade de espécies de
parasitos infectando uma ampla variedade
de hospedeiros vertebrados, sendo que
algumas estdo associadas a doenca
humana e outras aparentemente restritas a
ordens inferiores de mamiferos, tais como
roedores (Oliveira et al., 2005).

Segundo Ashford (1996), reservatério € um
hospedeiro responsavel pela manutengao
por longos periodos de um agente
infeccioso no ambiente. Além disso, para
agir como um bom reservatério, o
organismo  necessita ser abundante
(biomassa) e constituir espécies
frequentemente agregadas e vida longa o
suficiente para manter o agente infeccioso
em estagdes de ndo transmissao. Além dos
reservatorios principais, sdo observados
reservatorios  secundarios, que séao

14

hospedeiros acidentais que por algum
motivo se tornam responsaveis por algumas
transmissdes.

Um conjunto de fatores de natureza fisica,
quimica e biolégica é observado para cada
ambiente ecologico, fatores abibticos ou
bidticos que condicionam a dindmica das
comunidades (Avila-Pires, 1989). Logo, elas
nao sao estaticas ou estaveis, podendo
alterar-se e mudar de condigdo por
influéncia de mudangas ocorridas no meio
ambiente exterior ou desenvolvimento
ontogenético dos organismos envolvidos
(Whitfield, 1979 citado por Avila Pires,
1989). Para cada é&rea endémica sao
observados os micro focos, onde suas
proprias caracteristicas vao repercutir no
tipo de reservatério para Leishmania
observado (Van Wynsberghe et al., 2009).

Segundo concepgdo de Quinnell e
Courtenay (2009) muitos animais podem se
infectar, se tornando reservatérios primarios,
secundarios ou acidentais. Os hospedeiros



secundarios podem transmitir a infecgao,
mas ndo podem manté-la na auséncia do
reservatorio primario. Reservatorios
acidentais podem se infectar, mas
normalmente nao transmitem a infecgdo. A
diferenciacdao entre reservatério primario e
secundario é bem dificl. Uma forma de
identificar um reservatério primario €
observar a persisténcia da infecgdo em
areas onde apenas é observado aquele
animal ou que métodos de controle
prevenindo as transmissdes provenientes
desta espécie sejam eficazes no controle da
doenga. Como pré-requisitos para ser um
reservatoério observam-se: prevaléncia da
infeccdo, transmissdo sazonal, infecgéo
crbnica em periodos de nao transmissao e
infecgao do vetor.

Um dos primeiros trabalhos realizados com
roedores foi realizado na China, onde os
autores verificaram a susceptibilidade de
hamster (Cricetulus griseus e Cricetulus
triton), e ratos (Mus wagneri, Mus rattus e
Mus rattus albinus) a L. donovani,
observando que todos foram sensiveis a
infecgdo (Young et al., 1929).

Desde entdo a investigagcao de reservatorios
silvestres e sinantropicos para as
leishmanioses vém sendo o objetivo de
muitas pesquisas, principalmente no papel
dos roedores no processo de transmissao.

2.2.1 Infeccdo em Rattus norvegicus

Araujo Filho (1978), no Rio de Janeiro,
demonstrou a presenca de amastigotas em
lesdes dérmicas de dois exemplares de
Proechimys dimidiatus e em um Raftus
norvergicus norvegicus.

Azab et al. (1984) identificaram no Egito,
Leishmania de um Rattus norvegicus
através de fator de excregdo (EF) e perfil
eletroforético de proteinas, nao afirmaram,
no entanto, qual a espécie em questao,
apenas concluiram nao se ftratar de L.
donovani, L. tropica ou L. major.

Giannini  (1985) nos Estados Unidos,
infectou experimentalmente nove Rattus
norvegicus com L.donovani e seis Rattus

norvegicus com L.major e observou a
capacidade destes roedores em albergar L.
major por um longo periodo, por isolamento
(ou crescimento) em cultura e também na
sorologia (dot ELISA) com manutengédo de
altos titulos de anticorpos especificos. Ja
em relagdo a L. donovani apenas na
primeira semana poés-infecgdo o isolamento
das promastigotas foi possivel.

Em 1994 no Egito, Morsy et al. detectaram
seis Rattus norvegicus com sorologia reativa
para leishmaniose (hemaglutinagdo indireta
> 1/256), um C. cahirinus (> 1/128) e quatro
Gerbillus pyramidum (>1/1024). Isolaram
parasitologicamente em cultura e histologia
em apenas dois G. pyramidum. A area
investigada havia notificado no momento da
pesquisa, dois casos de LV e um de LT em
nativos da regido. Amastigotas foram
identificadas histologicamente também em
dois caes.

Di Bella et al. (2003) na ltalia encontraram
uma soroprevaléncia de 33,3% de
Leishmania em R. norvegicus.

Neiva (2005) realizou estudo sorologico em
amostra de roedores, Rattus norvegicus,
capturados no municipio de Belo Horizonte,
Minas Gerais, utilizando as técnicas de IFI
(Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta) e
ELISA (Ensaio Imunoenzomatico), onde
obteve resultados positivos para
Leishmania. De 98 animais testados 27,6%
foram positivos na IFlI e no ELISA, 10,2%
reativos na IFl, 26,5% reativos ao ELISA
somente e 35,7% nao foram reativos em
nenhum dos dois testes. Posteriormente
utilizou-se PCR em amostras de medula e
figado de um exemplar que se mostrou
positivo. No entanto, quando as amostras
que demonstraram amplificacdo da regido
conservada do kDNA de Leishmania foram
submetidas a amplificacao especifica para
os complexos L.braziliensis, L.mexicana e L.
infantum/L.chagasi n&o houve resultado
positivo. Como apenas uma amostra foi
testada, uma investigagdo mais minuciosa
sobre a existéncia e a tipificagdo de
Leishmania em R. norvegicus em Belo
Horizonte foi sugerida.
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Papadogiannakis et al. (2009), investigaram
a presengca de Leishmania em Raftus
norvegicus na Grécia, pela técnica de PCR,
encontrando de 16 animais avaliados, um
infectado com Leishmania infantum.

Motazedian et al. (2010), coletaram no Iran
57 Rattus norvegicus e por cultura e
histologia encontraram uma fémea positiva.
Quando realizada técnica molecular em
amostras de orelha, figado e bago outros 29
animais foram positivos na nested PCR. A
caracterizagdo foi realizada através de
sequenciamento, revelando L. major.
Nenhum dos animais apresentou sinais
clinicos caracteristicos.

Psaroulaki et al. (2010), coletaram 622 ratos
(402 Rattus norvegicus e 220 Rattus rattus)
em 51 cidades na ilha de Chipre durante
trés anos e investigaram a presenca de IgG
contra seis parasitos: Rickettsia typhi, R.
conorii, Bartonella henselae, Coxiella
burnetti, Toxoplasma gondi e Leishmania
infantum. Dentre os Rattus norvegicus
capturados, 344 foram submetidos a
sorologia para leishmaniose e 19 animais
(5,6%) foram reativos na
Imunofluorescéncia Indireta. Na regido duas
espécies de Leishmania acontecem em
paralelo, L.infantum em céaes e L. donovani
em humanos.

Ferreira (2010), pesquisou a presenga de
Leishmania em céaes e pequenos mamiferos
na regional Nordeste de Belo Horizonte,
area endémica para LV e LTA e detectou
pela PCR com diferentes alvos,
caracterizagao por RFLP e sequenciamento
infeccao de caes, marsupiais e roedores por
Leishmania do complexo Leishmania
braziliensis e complexo Leishmania
donovani em ambiente peridomiciliar e area
verde. Dentre o0s Rattus norvegicus
coletados 100% (9/9) apresentaram
infecgdo por Leishmania.

2.3 Diagnéstico da leishmaniose
Para complementar a investigacéo clinica e
epidemioldgica, o diagndstico laboratorial

pode ser dividido em exames
parasitolégicos ou imunolégicos.
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O diagnéstico direto pode ser realizado
através da demonstragado e isolamento do
parasita, geralmente em bidpsias de leséo
ou aspirados de bago, figado ou medula
Ossea, aposicdo de tecidos e lesbes em
laminas de microscopia, em meios de
cultura bifasicos ou inoculagdo em animais
de aspirados ou fragmentos de biopsia
(Sundar e Rai, 2002; Alves e Bevilacqua,
2004).

Os testes diretos histopatolégicos e
isolamento em meios de cultura possuem
baixa sensibilidade, execucdo demorada e
especialmente no caso de meios de cultura
principalmente para L. braziliensis, dificil
isolamento além de facil contaminacéo,
fatores limitantes na rotina diagnoéstica
(Noyes et al,. 1998; Evans et al., 1990;
Akhavan et al., 2010). Para alguns autores
(Dias et al., 1977; Falqueto et al., 1986) o
esfregago por aposicdo nao & um processo
indicado para diagnostico da leishmaniose
tegumentar em caes devido ao baixo
numero de parasitas nas lesdes.

Dentre os testes sorodiagnédsticos para a
leishmaniose tegumentar o primeiro a ser
utiizado ainda na década de 30 foi a
Intradermorreacdo de Montenegro (IRM)
que mede a hipersensibilidade celular tardia
e é extensivamente empregado em
pesquisas  epidemiolégicas por  sua
praticidade, podendo ser aplicado nas
condigbes de trabalho nas zonas rurais
onde se localizam os principais focos
endémicos. Podem apresentar mais de 95%
de positividade para a forma mucosa
(reacdo hiperérgica), moderada na forma
cutdnea e negativa na forma cutaneo-
mucosa (reagao anérgica). O teste serve
como indicador de exposicdo e para
monitorar a imunidade apds vacinagao
tendo demonstrado 100% de especificidade
e de 86-100% de sensibilidade (Guedes et
al., 1990). Devido a sua grande utilidade, o
antigeno empregado no teste foi
padronizado por Melo et al. em 1977.

Posteriormente, ja na década de 60 a
reacao de imunofluorescéncia indireta (IFI)
foi desenvolvida e implantada na rotina
diagnéstica, e na década de 70, o ensaio
imunenzimatico (ELISA) foi colocado em



pratica, mas nao disponivel comercialmente
(Alves e Bevilacqua, 2004). A variacdo de
sensibilidade das técnicas diagndsticas é
muito discutida. A qualidade da IFlI no
diagndstico, por exemplo, depende muito da
cepa (homologas ou heterdlogas) e estagio
de vida das leishmanias (amastigotas ou
promastigotas). Fernandez-Pérez et al.
(1999) destacam que a IFI elaborada com
amastigotas possui mesma especificidade e
maior sensibilidade que a IFI com formas
promastigotas de L.infantum no diagnostico
da LV. De uma forma geral, s&do utilizados
antigenos brutos totais ou lisados, com
especificidade alcangando de 70 a 90%. As
reagbes cruzadas com outros agentes
infecciosos  (outros  tripanossomatideos,
malaria, micobactérias) é outro limitante da
sorologia e devido a doenga de Chagas e
leishmaniose visceral produzirem altos
niveis de anticorpos circulantes, estes testes
soroldgicos sao mais indicados para estas
patologias (Mohammed et al., 1986; Reed et
al., 1987; Yamamoto et al., 1988).

Atualmente, métodos moleculares como a
PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
sao muito utilizados como ferramenta para
deteccdo de Leishmania em amostras
clinicas tanto de humanos e de caes como
também em  animais silvestres e
sinantropicos. (Omran et al., 1997; Oliveira
et. al., 2005; Silva et. al., 2005; Brandao-
Filho et. al. 2003; Van Wysnsberghe et al.,
2009). Com objetivo de aumentar a
sensibilidade da técnica, sem perder a
especificidade, muitos autores destacam a
aplicabilidade da Nested PCR em diferentes
alvos (regides dirigidas aos minicirculos de
kDNA, ao ribossomo SSUrRNA ou internal
transcribed space ITS1 e ITS2) como
alternativa de alta resolugao na identificagao
nas leishmanioses (Noyes et al., 1998; Van
Eys et al., 1992; Cruz et al., 2002; Cruz et
al., 2006; Akhavan et al.,2010).

A identificacdo da espécie de Leishmania
envolvida é necessaria ao entendimento da
epidemiologia, na utilizagdo de tratamentos
adequados e na formagao de progndsticos,
podendo assim  contribuir para o
conhecimento do papel destes animais na
manutengao das espécies causadoras das
leishmanioses tegumentar e visceral no

ambiente. No entanto a diferenciagcdo em
nivel de espécie é dificil devida a grande
similaridade morfologica entre as espécies
(Sundar et al., 2002).

Para a identificacdo e caracterizagdo das
Leishmanias em nivel especifico ou
subespecifico pode-se destacar como as
mais amplamente difundidas as
eletroforeses de enzimas e anticorpos
monoclonais, @ PCR-RFLPs (Restriction
fragment length polymorfism) e
sequenciamento de fragmentos de DNA
obtidos da amplificagdo de diferentes
orgdos que apds alinhamento com as
sequéncias depositadas no Genbank é
possivel identificar a espécie envolvida.
(Lopes et al., 1984; Schdonian et al., 2003;
Volpini et al., 2004; Medeiros et al., 2008).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Belo
Horizonte, capital de Minas Gerais,
localizado na zona metalurgica do Estado.
Esta delimitado pelas latitudes 19° 46' 35"e
20° 03' 34"sul e pelas longitudes 43° 51'
27"e 44° 03' 47"oeste de Greenwich e
possui populagdo humana de 2.375.444
habitantes (IBGE, 2010). Ocupa uma area
de 330,9 Km?, a uma altitude média de 858
m e apresenta clima predominantemente
tropical com temperatura média anual de
20,5°C e precipitacao pluvial média de
1.200mm anuais com a concentragcdo de
chuvas no periodo de novembro a margo
(INMET, 20086).

Para fins administrativos e de planejamento
das agbes de governo a cidade é dividida
em nove Administracbes Regionais com
autonomia financeira e gerencial segundo a
Prefeitura Municipal. De acordo com esta
divisdo, este estudo engloba as regionais
Pampulha, Venda Nova e Norte (Figura 3).
Baseado na mesma divisdo das
Administragdes Regionais formou-se nove
Distritos  Sanitarios encarregados das
politicas de saude humana e animal. O
Servico de Controle de Zoonoses foi
incorporado a este sistema em 1993, e,
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entre os anos de 1995 e 1996, parte de
suas agdes foram descentralizadas para os
Centros de Saude. Atualmente as Geréncias
de Controle de Zoonoses do nivel central e
dos Distritos Sanitarios sdo responsaveis
pela execugcdo do Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral em caes, mostrando

a descentralizagdo das acgbes de controle
das zoonoses. Para efetivar a pesquisa,
contou-se com o apoio e colaboracdo da
Geréncia de Controle de Zoonoses do
Distrito Pampulha por disponibilizar as
coletas dos roedores em seus ambientes
fossoriais destas regionais.

A

Venda Nova

Pampulha

Noroeste

Barreiro

Figura 3. Regionais de Belo Horizonte e areas de captura de Rattus norvegicus, Belo

Horizonte, Minas Gerais, 2007/2008.
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Figura 4. Area de captura dos Rattus norvegicus, peridomicilio de Belo Horizonte, Minas
Gerais. A) Bairro Suzana (regional Pampulha), B) Lagoa da Pampulha (regional Pampulha), C)
Bairro Dona Clara (regional Pampulha), D) Bairro Leblon (regional Venda Nova).

3.2 Delineamento do Estudo

O trabalho desenvolveu-se em 5 fases:
captura dos roedores, coletas de amostras
para exame parasitolégico, cultura e
isolamento, realizagdo da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta e Ensaio
Imunoenzimatico, técnica de Reagdo em
Cadeia de Polimerase e seqlienciamento
para detecgéo de Leishmania e identificagado
da espécie.

3.3 Procedimentos éticos

O projeto obteve a aprovagdo do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA)
da Universidade Federal de Minas Gerais,
numero 054/08. Todos os procedimentos de
coleta de amostras dos animais foram
realizados de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA). Os animais foram
capturados com armadilhas de arame

galvanizado tipo gaiola, modelo Tomahawk
(35x12x12cm)  utilizando  como  isca
suspensa ragdo para caes. As armadilhas
foram distribuidas em 10 pontos com
distdncia minima entre eles de 200 metros
em cada estacdo de captura sendo
colocadas a noite e recolhidas ao
amanhecer. As capturas foram realizadas
duas vezes por semana, repetidas
mensalmente de julho a novembro de 2007
e abril a novembro de 2008. Com a
finalidade de registro e classificagdo dos
animais uma ficha com dados sobre peso,
medidas (cauda e corpo) e presenga ou nao
de lesdes de pele foi preenchida. A
identificacdo da espécie estabeleceu-se de
acordo com literatura especifica (Bonvicino
e Oliveira, 2008) observando-se as
caracteristicas morfolégicas dos animais.

3.4 Coleta de amostras biolégicas
Os animais foram sedados com 1-5 mg/kg

de Xilazina e lavados em solugéo de etanol

19



70° GL para eliminar o maximo de
contaminantes. Apds coleta de 5 ml de
sangue através de pungdo cardiaca
procedeu-se ao sacrificio do animal através
da aplicagdo de 50 mg/ Kg de Tiopental, via
intraperitoneal e foram coletadas as
amostras do baco, pele e medula 6ssea.

3.5 Coleta de sangue para diagnéstico
sorolégico

O sangue foi coletado através de pungéo
cardiaca e uma fragédo deste foi centrifugado
a 2000 x g, separados o0s soros e
armazenados a -20°C.

3.6 Coleta de amostra bioldgica para
diagnoéstico parasitolégico

Fragmentos de figado, baco, pele de orelha
e de cauda foram coletados,
cautelosamente enxutos em papel de filtro
para eliminagdo do excesso de sangue e
levemente friccionados em laminas de
microscopia, previamente desengorduradas
em solugao de alcool-éter. Uma aliquota da
medula éssea foi utilizada para a realizagéo
de esfregago em lamina de microscopia.

3.7 Coleta de material para isolamento
em meio de cultura

Fragmentos de bacgo, medula éssea e pele
contendo em média 1 cm?, foram coletados
de maneira anti-séptica e colocados em
solucdo salina contendo estreptomicina
(200ug/mL), penicilina (500 Ul/mL) e
flucitosina (500ug/mL) e encaminhados para
o laboratdrio de leishmanioses da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais para inoculagdo em meio de
cultura para a tentativa de isolamento de
amostras de Leishmania sp.

3.8 Coleta de amostra para pesquisa
molecular

Parte do sangue coletado a priori em tubos
contendo EDTA foi transferido para tubos
estéreis e conservados a — 20°C até o
momento de utilizagao. Pequenos
fragmentos da ponta da cauda, bago e
medula é6ssea coletados com auxilio de

20

pinga, tesoura e lamina de bisturi de uso
unico para cada amostra, foram estocados
em tubos estéreis contendo etanol a 100% e
conservados a -20°C até a realizagao das
técnicas moleculares.

3.9 Métodos de diagnostico
3.9.1 Soroldgico
3.9.1.1 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Utilizou-se para tal técnica Kit comercial
Biomanguinhos e conjugado anti-
imunoglobulina de rato, fragdo IgG, marcado
com Isotiacianato de Fluoresceina obtida de
soro imune de cabra (Sigma-USA) na
diluicdo de 1:128. Os soros foram diluidos
na concentragao de 1/40, 1/80, 1/160 em
“Phosfate buffer saline” (PBS).

Conforme protocolo do fabricante
(Biomanguinhos) as laminas entédo fixadas
com 10ul de antigeno receberam 10ul das
referidas diluigdes dos soros e controles
(soros controles negativos e positivos
selecionados de amostras caracterizadas
anteriormente por Neiva 2005, com
resultados de ELISA, IFI e PCR) em cada
circulo da lamina e incubados por 30
minutos em estufa a 37°C. Apds incubacao,
lavadas com PBS, permanecendo cobertas
por 5 minutos com a solugdo € novamente
lavadas com agua destilada. Apds secagem
das mesmas em temperatura ambiente,
adicionou-se em cada circulo 15yl de uma
solugdo de conjugado anti- IgG de rato
diluido 1:150 (apos diluicdes seriadas de
soros controle positivo e negativo para se
chegar a diluicdo de conjugado ideal) em
PBS e azul de Evans na concentragao 1/50.
Foram incubadas por 30 minutos a 37°C e
lavadas com PBS cobrindo a mesma com
essa solugao, deixando em repouso por 5
minutos. Posteriormente lavadas com agua
destilada e secas em temperatura ambiente.
Sobre as laminas colocou-se glicerina
tamponada e laminula. Fez-se leitura em
microscopio de imunofluorescéncia (Marca
Zeiss) com aumento de 40X onde titulos
iguais ou superiores a 1/40 foram
considerados positivos.



3.9.1.2 Teste Imunoenzimatico (ELISA)

Placas de 96 cavidades de poliestireno de
fundo chato foram sensibilizadas com
peptideo recombinante S7  (Biogene)
“overnight” a 4°C. Seguindo o protocolo do
fabricante, apdés periodo de sensibilizagao
das placas, a solugcédo S7 foi desprezada € a
placa lavada trés vezes com tampao de
lavagem PBST (Phosfate Buffer Saline +
Tween a 20%). Nas placas foram
distribuidos 100ul de uma solugdo composta
por PBST + 2% de leite em p6 desnatado,
incubando-se por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds incubagao a
solucdo foi desprezada e a placa lavada
duas vezes com PBST. A cada orificio da
placa colocou-se 100yl do soro a ser
analisado e controles diluidos a 1/80,
incubando-se novamente a 37°C por 30
minutos. Os soros controles (mesmos
utiizados na IFl) foram aplicados em
triplicata. As placas foram lavadas com
solugao PBST, retirando-se o excesso de
anticorpos néo reagentes e incubando-se
novamente a 37°C por 30 minutos com
100pl/orificio de conjugado diluido em
PBSCT a 1/5000 (apds padronizagdo em
diluicbes seriadas do conjugado com os
soros controles positivo e negativo). O
conjugado imonoenzimatico foi a
antiimunoglobulina de rato, fragdo IgG,
marcado com peroxidase, obtida através de
soro imune de cabra (Sigma -USA) na
diluicdo de 1:17000. Novamente as placas
foram lavadas por quatro vezes e
acrescentou-se 100ul de substrato (5 mg de
O-fenilenodiamino-OPD + 4 pul de agua
oxigenada a 30% + 10 ml de tampao citrato-
fosfato), mantendo-se as placas ao abrigo
da luz por 20 minutos. Apds incubacgao 30ul
de acido sulfurico a 2N foram acrescentados
em cada orificio da placa para interromper a
reagdo. A leitura da reagao foi feita em leitor
de ELISA (marca labsystems MUItiskan MS.
Modelo Versdo 4.4, ano 1994) com
comprimento de onda de 492nm. Todas as
amostras n&o reativas na IFl e também
negativas na PCR foram selecionadas para
estabelecer-se o0 ponto de corte. A média
dos valores de absorbancia destas amostras
além dos valores dos controles negativos foi
calculada e o ponto de corte final foi dois
desvios padrdes acima desta média.

3.9.2 Parasitolégico
3.9.2.1 Exame direto

As laminas confeccionadas por aposi¢ao
dos fragmentos de pele, baco, figado e
medula O6ssea foram fixadas com May
Grunwald e coradas com “Giemsa”. Para a
pesquisa das formas amastigotas de
Leishmania sp foi realizada leitura em
microscépio optico com aumento de 100
vezes.

3.9.2.2 Isolamento em meio de cultura

No laboratério os fragmentos de pele de
cauda, baco e medula d&ssea foram
transferidos em capela de fluxo laminar para
novo tubo contendo solucao salina idéntica
em concentragcdo aquela supracitada e
guardados a 4°C. Transcorridas 24 horas o
fragmento foi triturado e inoculado em tubos
com meio de cultura bifasico composto de
agar-sangue NNN (Novy Mc Noel e Nicolle)
e uma fase liquida contendo 0,5 mL de meio
Schneider’s enriquecido com 20% de soro
fetal bovino e contendo antibidticos
associados  (Penicilina 100 U/ml e
Estreptomicina 100 ug/ml) e anti-fungico
(flucitosina (500pg/mL) mantidos a 26° C =
1°C. A cada sete dias, uma aliquota foi
observada ao microscopio Optico em
aumento de 10 e 40 vezes, sendo a amostra
considerada positiva quando observada a
presenca de formas promastigotas de
Leishmania sp. Ao mesmo tempo, foi
realizado o repique da cultura para um novo
tubo. Este processo foi repetido quatro
vezes e apds a quinta semana as culturas
negativas foram descartadas.

3.9.3 Molecular

3.9.3.1 Extracdo do DNA gendmico em
amostras de sangue e medula dssea

Para isolamento de DNA do sangue e
medula o6ssea utilizou-se kit comercial
lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit
(GE Healthcare) seguindo o protocolo
descrito pelo fabricante. Adicionou-se 20pl
de proteinase K (20mg/ml) com 300ul de
tampao de lise em 200ul de amostra. Apds
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incubagdo de 10 minutos e centrifugacao
(11.000 x g) por um minuto, o material foi
colocado em uma coluna contendo silica e
novamente lavado com o tampao de lise
(400ul). Nova centrifugacéo foi realizada a
11.000 x g e 500ul de tampao de lavagem
adicionados.  Apds  centrifugagdo as
amostras foram eluidas em 200 pyl de
tampéao de eluicdo a temperatura de 70°C e
estocadas a -20°C até o uso.

3.9.3.2 Extragdo do DNA genbmico em
amostras de tecido

O DNA de tecido foi extraido através de kit
comercial lllustra Cells and Tissue
GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare)
conforme especificagbes do fabricante.
Aproximadamente 50 mg de tecido de pele
e bago foram aliquotados para extragao.
Apdés homogeneizagdo dos fragmentos,
adicionou-se 1ml de PBS e posterior
centrifugacdo rapida. Descartou-se o0
sobrenadante e foram adicionados mais
50ul de PBS, seguidos de homogeneizagéo
e centrifugagdo por 10 segundos a 2.000 x
g. Cinquenta microlitros de solugéo de lise e
20yl de proteinase K (20mg/ml) foram
adicionados e a solucao foi homogeneizada
em agitador de tubos por 15 segundos e
incubada por 1 hora a 56°C. Apds a
incubagéo foi centrifugada por 10 segundos
a 2.000 x g e adigao de 500ul de tampéo de
lise seguida de incubagdo por 10 minutos
em temperatura ambiente. As amostras
foram colocadas em colunas de silica e
centrifugadas por 1 minuto a 11.000 x g e o
sobrenadante descartado. Novamente 500pl
de tampéo de lise foram acrescentados e
centrifugacdo por 1 minuto (11.000 x g),
tubo coletor descartado. Para eluigdo 200yl
de solugao de eluigao pré aquecida a 70°C
foi adicionada. As amostras de DNA
gendmico foram estocadas a 20°C até seu
uso.

3.9.3.3 Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR)

Para a detecgdo da infecgao foi utilizada a
nested PCR (LnPCR) dirigida a um
fragmento do gene SSUrRNA, regido
altamente conservada entre as espécies do
género Leishmania. Os iniciadores utilizados
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foram: (R221): 5 GGT TCC TTT CCT GAT
TTA CG-3, (R332): 5 GGC CGG TAA AGG
CCG AAT AG-3, (R223): 5 TCC CAT CGC
AAC CTC GGTT-3 e (R333): 5 AAA GCG
GGC GCG GTC CTG-3, utilizando
protocolo adaptado e modificado de Cruz et
al., 2002. A primeira reacgéo foi realizada em
um volume final de 50ul contendo 10ul de
DNA "template" e 40ul do mix composto por
tampéao 10X com 2 mM de MgCl,, 0,2mM de
dNTPs, 15 pmol de cada iniciador R221 and
R332 com 1,4 unidades de Tag DNA
polimerase (BioTools, Espanha). A cada
conjunto de reagdes foram incluidos trés
controles negativos (contendo todos os
componentes exceto DNA) e positivos (DNA
purificados das cepas de referéncia de
Leishmana braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), Leishmania
chagasi (MHOM/BR/74/pp75) e Leishmania
amazonensis (MHOM/BR/LTB16). As
seguintes condi¢cdes para o ciclo foram
respeitadas: desnaturacdo inicial de 94°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
94°C, 60°C e 72°C respectivamente e etapa
final de extensdo 72°C por 5 minutos. A
primeira reagao produz banda de 353 pb. O
produto amplificado foi diluido quatro vezes
em agua deionizada e usado como
"template" para a proxima reagao. O volume
final da segunda reagdo foi 25ul contendo
tampao 10X com 2 mM de MgCl,, 0,2mM de
dNTPs, 15pmol de cada iniciador R223 e
R333, 0.7 unidades de Taq DNA polimerase
(BioTools, Espanha) e 10 yl do "template".
As condigcbes de amplificagdo foram: um
ciclo de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 30
segundos para as seguintes temperaturas
respectivamente, 94°C, 65°C e 72°C e
extensdo final de 72°C por 5 minutos. O
produto final da segunda reagéo possui 603
pb. Os resultados das PCRs foram
observadas através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% a 100V em 5x TBE
(0,045 M Tris-borato, 1 mM EDTA) corados
com brometo de etideo (0,5 pg/ml).

3.9.3.4 Controle endégeno da PCR

Para testar a integridade do DNA extraido
das amostras com resultados negativos na
LnPCR foi utilizado um  protocolo
padronizado por Ferreira et al. (2010) para
amplificacdo de um gene enddgeno



conservado entre os pequenos mamiferos.
Para a analise 10% das amostras nao
reagentes de cada tecido foram submetidas
a PCR. Os iniciadores para IRBP foram: fwd
5 TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGC
CC 3 e IRBP prev. 5 GTG AGG AAG AAA
TCG GAC TGG CC 3 com produto final de
227 pares de base. Para amplificagdo
utilizou-se das condicbes abaixo:
desnaturagao inicial a 94°C por 4 minutos,
35 ciclos de desnaturagdo 94°C por 30
segundos, anelamento 57°C por 30
segundos e extensdo final 72°C por 5
minutos.

3.9.3.5 Sequienciamento

A fim de caracterizar as amostras positivas
na PCR genérica o sequenciamento foi
realizado. As amostras positivas da segunda
reagdo da LnPCR com bandas nitidas (de

353 pb) foram selecionadas, extraidas do
gel de agarose e purificadas pelo kit
QlAquick PCR purification Kit (QIAGEN).
Apés purificagdo, 5yl da amostra foi
utilizada como template, 1ul de BIG DYE,
1ul de um dos iniciadores (3.2 pmol) e 3pl
de H,O compuseram o mix. A condigao
aplicada a PCR foi 96°C por 1 minuto, 30
ciclos de 96°C por 15 segundos e 57°C por
15 segundos (dependente da temperatura
de anelamento do iniciador utilizado) e 60°C
por 4 minutos. O sequenciamento foi
realizado em sequenciador ABI 310 (Life
Technologies). A edi¢do, alinhamento e
busca de sitos de restricdo das sequéncias
foi através do programa Bioedit. O
alinhamento das sequéncias com aquelas
depositadas no GenBank permitem a
identificacdo de trés complexos importantes
na area de estudo, sendo eles Leishmania
braziliensis, Leishmania infantum chagasi e
Leishmania amazonensis (Figura 5).
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D O T I
TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTG

B Y T I I I I T I e
CGTCCGGTGCGGGCTCCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCAC

D O T I
GGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGGGCGT

B Y T I I I T T I e
CAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATT

D I I
CTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGAT

B e T I I I T T I e
GATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTG

D O e T I e
GGGATCTTATGGGCCGGCCTGCGGCAGGGTTTACCCTGTGTCCAGCACCG

CGCCCGCTTT

Figura 5. Alinhamento das sequéncias do fragmento do gene SSUrRNA de espécies de

Leishmania, depositadas no GenBank.
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3.9.3.6 Estatistica

Para analisar a eficiéncia dos resultados
soroldgicos e moleculares utilizou-se o teste
Kappa calculado pelo software Stata 10.
Este teste foi utilizado para descrevermos a
concordancia entre dois testes diagndsticos,
baseando-se no numero de respostas
concordantes além do que seria esperado
tdo somente pelo acaso. A diferenga das
freqUiéncias de positivos na sorologia, na
PCR, ambientes de coleta e as relagbes
com género e idade foram analisadas pelo
teste Qui-quadrado com nivel de
significancia 5%.

4 RESULTADOS
4.1 Captura dos roedores

As capturas foram realizadas duas vezes
por semana, repetidas mensalmente de

julho a novembro de 2007 e abril a
novembro de 2008 totalizando 80 Rattus
norvegicus coletados (figura 6). Em 2007
foram coletados 50 animais, sendo que 64%
(32/50) provenientes da margem da Lagoa
da Pampulha, Venda Nova e Norte € 36%
(18/50) de bairros da regional Pampulha.
Em 2008, 30 animais foram coletados e
100% deles oriundos de bairros da regional
Pampulha (figura 7). Dentre estes, 36,25%
foram fémeas adultas, 10% fémeas jovens,
40% machos adultos e 13,75% machos
jovens segundo classificacdo de WHO
(1987). Os ratos capturados depois de
identificados foram levados ao laboratério
para coleta das amostras clinicas.
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Figura 6. A, B e D: exemplares de Rattus norvegicus capturados nas regionais Pampulha e
Venda Nova no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais. C: lesdo na base da cauda de um
exemplar de R. norvegicus capturado na regional Norte.
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Figura 7. Numero de Rattus norvegicus capturados no periodo de 2007 e 2008 em Belo
Horizonte, Minas Gerais.
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4.2 Técnicas sorolégicas (ELISA e IFI)

As amostras que apresentaram leitura de
absorbancia no ELISA superior a 0,233
foram consideradas reativas. A técnica
apresentou 43,75% (35/80) animais reativos
e 56,25% (45/80) nao reativos. Na IFl cada
amostra foi pesquisada nas diluigbes 1:40,
1:80 e 1:160, onde 70% (56/80) dos
animais foram reativos apresentando as
seguintes diluicdes: 10% (8/80) 1:160;

33,75% (27/80) 1:80; 26,25% (21/80) 1:40 e
30% (24/80) nao reativos.

Quando examinados os resultados das duas
sorologias, observou-se que 35% (28/80)
das amostras foram reativas nas duas
técnicas, 35% (28/80) das amostras reativas
apenas na IFl, 8,75% (7/80) reativas
somente no ELISA e 21,25% (17/80) né&o
reativas nos dois testes (Tabela1).

Tabela1. Resultados dos testes sorolégicos para diagndstico das leishmanioses em Rattus
norvegicus capturados por Regional/Bairro em Belo Horizonte no periodo de 2007/2008.

REGIONAL/BAIRROS CAﬁmﬂgos ‘;“’éﬁm\‘“ss Fﬁggﬁf\;“&m
RIFI ELISA RIFI ELISA

PAMPULHA
LAGOA DA PAMPULHA 19 12 8 63,15%  42,10%
DONA CLARA 1 1 1 100% 100%
SUZANA 5 3 5555%  33,33%
ST TEREZINHA 12 8 4 66,66%  41,66%
BRAUNAS 7 5 3 71.42%  42,85%
CECILIA 7 1 4 1428%  57.14%
HELIOPOLIS 6 6 5 100% 83%
LIBERDADE 1 1 ; 100% 0%
UNIVERSITARIO 5 5 100% 0%
NORTE 3 3 3 100% 100%
SAO BERNARDO
VENDA NOVA 10 9 4 90% 40%
LEBLON
TOTAL 80 56 35 70%  43.75%

O teste Kappa apresentou uma ligeira
concordancia entre as duas técnicas
sorolégicas (K=0,166). Quando analisados
os resultados de EIE e IFI titulo 1:40
observou-se K=0,04; EIE e IFI titulo 1:80,
K=0,25 e EIE e IFI titulo 1:160, K=0,36,
indicativo de concordancia consideravel
(concordancia bruta de 71%).

O teste qui-quadrado apresentou diferenca
significativa entre os resultados de IFl e
ELISA (p<0,001). Na&o foi identificada

diferenga significativa entre os resultados
soroldgicos reativos e variaveis como local
de coleta e género. A técnica de IFI
apresentou incidéncia superior e
significativa entre os animais adultos (teste
de Fisher; p=0,007).

4.3 Parasitolégico

4.3.1 Exame direto
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Dos 80 animais avaliados, apenas um
animal apresentou lesdo na cauda, no
entanto pouco sugestiva de leishmaniose
tegumentar. O exame parasitolégico da
mesma nao indicou a presenga de formas
amastigotas. As l&minas correspondentes
aos fragmentos de medula, cauda e bago
também ndo  apresentaram  formas
amastigotas visiveis.

4.3.2 Isolamento em meio de cultura

De um total de 240 amostras de tecidos
inoculadas em meio de cultura 80 (100%)
relativas aos fragmentos de pele
contaminaram-se com fungos. Em relagéo
aos outros tecidos (80 de baco e 80 de
medula), nenhuma forma promastigota de
Leishmania sp foi observada.

4.4 Molecular

4.4.1 Extracdo do DNA

CoOFDORECRE

G H

O produto das extragdes foi mensurado em
aparelho nanodrop revelando uma diferenga
quantitativa entre os 6rgéos. Pele de cauda
apresentou niveis que variaram de 400 a
2000 ng/ul de DNA gendémico, medula 50 a
350 ng/ul e sangue 10 a 150 ng/ul. A
amostras negativas na LnPCR testadas com
0 gene endégeno IRBP mostraram-se
positivas.

4.4.2 Reagao em Cadeia de Polimerase e
seqlienciamento.

Um total de 315 amostras provenientes de
80 animais foi analisado, sendo 80
fragmentos de pele, 78 fragmentos de
medula, 78 amostras de sangue e 79
fragmentos de baco. A LnPCR identificou
17,46% (55/315) tecidos positivos com a
seguinte distribuicdo: 2,53% (2/79) bacgo,
10% (8/80) pele de cauda, 26,92% (21/78)
sangue e 30,76% (24/78) medula Ossea
(Figura 8). A taxa de animais com a
presenca de DNA de Leishmania foi de
36.25% (29/80).

J LM N O P PM

Figura 8. Gel de agarose 1% mostrando os produtos da LnPCR utilizando os iniciadores
R221/R332 (603pb na 1° reagédo) e R223/R333 (353pb na 2° reagéo). PM: peso molecular de
100pb; de 1 a 15 primeira reagéo: 1, 10 e 14 controles negativos (sem DNA); 2 a 9 e 11:
amostras de diferentes tecidos de R. norvegicus; 15 controle positivo (L.chagasi, 10ng/ul); de A
até P, segunda reacdo, J e O controles negativos (sem DNA); B a | e L,M,N: amostras de
diferentes tecidos de R. Norvegicus; P controle positivo (L.chagasi, 10ng/ul).
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Dos 29 animais infectados a proporgao de tecidos positivos por animal pode ser observada na

figura 9.

ETrés tecidos positivos

W Apenas um tecido positive B Dois tecidos positives

M Quatro tecidos positivos

3%

Figura 9. Numero de tecidos positivos na LnPCR por animal infectado em Rattus norvegicus,

Belo Horizonte, 2007/2008.

O teste Kappa  apresentou uma
concordancia substancial (concordancia
bruta 90%; K=0,74) entre os resultados de
sangue e medula. Comparando-se os outros
tecidos, apenas uma ligeira concordancia foi
observada (K=0 a 0,09). Caracteristicas
como género e faixa etaria néao
influenciaram na taxa de positivos na
LnPCR. A proporcao entre PCR, EIE e IFI
positivos foi significativamente diferente
(p<0,001) e a diferenga ocorreu

principalmente entre os valores de PCR e
IFI.

A propor¢ao de animais positivos na LhPCR
foi significativamente superior (p<0,001) nas
regidbes da Lagoa da Pampulha, Venda
Nova e Norte (tabela2). Conseqiientemente,
0 numero de animais infectados em 2007 foi
46% (23/50) e em 2008, 6,66% (2/30). A
diferengca entre os animais positivos nos
dois anos analisados foi significativa com
valor de X°=17,95 e p<0,001.
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Tabela 2. Resultados da LnPCR para diagndstico das leishmanioses em Rattus norvegicus
capturados por Regional/Bairro em Belo Horizonte no periodo de 2007/2008.

REGIONAIS/BAIRRO ANIMAIS ANIMAIS FREQUENCIA
CAPTURADOS POSITIVOS POSITIVOS

PAMPULHA
LAGOA DA PAMPULHA

19 15 78,94%
DONA CLARA 1 - -
SUZANA 9 - -
ST TEREZINHA 12 - -
BRAUNAS 7 - -
CECILIA 7 - -
HELIOPOLIS 6 - -
LIBERDADE 1 - -
UNIVERSITARIO 5 2 40%
NORTE
SAO BERNARDO 3 3 100%
VENDA NOVA
LEBLON 10 9 90%
TOTAL 80 29 36,25%

As amostras com bandas nitidas na
segunda reagdo da LnPCR foram
selecionadas, purificadas e submetidas ao
sequenciamento. A  identificacdo  foi
realizada em 65,51% (19/29) dos animais
positivos na LnPCR e todas identificadas
como pertencentes ao complexo Leishmania
braziliensis.

5 DISCUSSAO

Os ciclos de transmissdo das espécies de
Leishmania podem envolver um grande
numero de espécies de mamiferos como
reservatérios sendo que mais de 60
espécies parecem estar implicadas. Devido
a esta complexidade pode ser dificil
identificar todos os reservatérios envolvidos
bem como identificar o papel de cada um
deles no ciclo zoondtico das leishmanioses
em uma darea de transmissdo. E sabido
também que uma determinada espécie de
mamifero pode se comportar como
reservatorio ou nao dependendo das
condigdes eco epidemioldgicas da regidao.
Com o processo de urbanizacdo das
leishmanioses este cenario se tornou ainda
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mais complexo, pois os animais domésticos
e sinantropicos podem ser incorporados aos
ciclos de transmisséo.

O municipio de Belo Horizonte foi escolhido
para a investigagdo devido as altas taxas de
positividade humana e canina para LV e LT.
Nos ultimos anos o numero de casos de LT
vem apresentando picos importantes e este
aumento pode ser devido a melhoria das
técnicas diagnésticas (principalmente com
uso da biologia molecular para
caracterizagdo), controle inadequado de
reservatorios e associagao da leishmaniose
com doengas oportunistas (HIV/AIDS)
(Molina et al., 2003). Em contraposi¢ao, Luz
et al. (2001) analisando dentre outros
pontos, a estrutura dos municipios da
Regiao Metropolitana de Belo Horizonte em
realizar o diagnéstico da LT, afirmam que o
aumento do numero de casos deve-se mais
ao real aumento da doenga do que melhoria
no diagnodstico considerando ainda a
precariedade do mesmo.

Apesar deste quadro preocupante da
situagdo das leishmanioses em Belo



Horizonte existem poucos estudos acerca
da investigagdo de possiveis reservatorios
de Leishmania, principalmente de
Leishmania braziliensis, principal agente
etiolégico da LT.

E sabido que as espécies de Leishmania
que causam as diferentes formas da doenca
humana podem ser encontradas infectando
varias espécies de mamiferos dentre eles
roedores, canideos e marsupiais.

A investigagcdo sobre a infecgdo por
Leishmania de roedores que circulam nas
proximidades das residéncias humanas é
uma questao importante, podendo contribuir
para a compreensdo da dinamica de
transmissao nos centros urbanos.

Durante os dois anos do estudo os Rafttus
norvegicus foram abundantes no
peridomicilio apresentando, no entanto, uma
discreta neofobia, dificultando em parte, a
coleta dos mesmos. Em relagdo a isca
oferecida nas armadilhas, ragao destinada a
alimentagéo de caes, foi eficiente em atrair
0s animais, o que pode sugerir a existéncia
de compartilhamento de alimentos entre
estes roedores e animais domésticos em
ambiente peridomiciliar, estreitando assim o
contato entre as espécies.

A auséncia de culturas positivas pode ser
explicada pela baixa sensibilidade da
técnica e alto risco de contaminacgéo, fatores
ja observados por outros autores. A espécie
de Leishmania identificada nas técnicas
moleculares também influencia no
crescimento em meio de cultura onde a
espécie L. braziliensis possui baixo
crescimento (Noyes et al., 1998; Medeiros et
al.,, 2002). A sensibilidade das técnicas de
observacdo direta como histopatologia e
cultura sao diretamente proporcionais a
carga parasitaria presente nas estruturas,
apontando a necessidade de técnicas mais
sensiveis como a PCR para a detecgao de
infecgdo (Dias et al., 1977; Falqueto et al.,
1986; Oliveira et al.; 2005; Fagundes et al.,
2010).

Brandao-Filho et al.(2003) constataram a
baixa sensibilidade das técnicas
parasitologicas. De 81 pequenos mamiferos

naturalmente infectados, identificados no
municipio de Amaraji (Pernambuco) por
Leishmania braziliensis, apenas seis foi
possivel o isolamento e em 26 destes,
visualizagdo do parasito em l&mina.

Ferreira (2010) investigou a infec¢do de
pequenos mamiferos por Leishmania na
regiao Nordeste de Belo Horizonte e nao
observou formas amastigotas por aposigéo
de tecidos em laminas coradas com Giemsa
dos animais infectados. O autor atribui os
resultados negativos ao fato de ter sido
detectado nesses roedores, pela técnica de
RTQ-PCR, baixa carga  parasitaria,
equivalente a menos de 10 parasitos por
miligrama de tecido. Outro fato destacado
pelo autor € o encontro de nove R.
norvegicus infectados por L.braziliensis, dois
apresentando lesdo, embora ambos com
exames parasitologicos negativos,
corroborando  com os resultados do
presente estudo.

A maior parte dos animais coletados em
2007 é proveniente da Lagoa da Pampulha,
Venda Nova e Norte, e em 2008 as coletas
foram focadas em alguns bairros da
Pampulha. A diferenga nos locais de coleta
nao influenciou, no entanto, nas taxas de
animais reativos sorologicamente,
demonstrando a provavel circulagdo do
parasito nestes roedores em todas as
regionais pesquisadas. Neiva, (2005)
estudou a mesmas é&reas de coleta e
também encontrou Ratfus norvegicus
reativos na IFl e ELISA, com maior
frequéncia em animais oriundos da
Pampulha (29,3%).

Em relacdo a concordancia entre as duas
técnicas sorolégicas, 0s valores
encontrados foram extremamente baixos
quando analisados titulos de IFI reativa
1:40. Com IFI reativa 1:160, a concordancia
com ELISA é superior, sugerindo que para
este animal, o ponto de corte para a IFI
possa ndo se equiparar ao estabelecido
para caes. Por outro lado, a utilizagcdo de
antigeno bruto (L.major) na IFl e antigeno
recombinante (S7) no ELISA podem
interferir no resultado das técnicas
acarretando maior sensibilidade para a IFl e
maior especificidade ao ELISA. Segundo
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Costa et al. (2003), o uso de antigeno bruto
para IFl e ELISA sao altamente sensiveis,
mas apresentam baixa especificidade.

Um fato observado entre as duas técnicas
sorolégicas € em relacdo ao numero de
reativos e faixa etaria dos animais. A IFI
apresentou um indice de animais reativos
significativamente superior em adultos do
que em jovens. Ao contrario, o ELISA nédo
mostrou diferengca de reatividade entre as
faixas etarias. Portanto, para diagndstico da
infeccdo em animais jovens em Rattus
norvegicus, o ELISA provavelmente é o
método mais indicado.

Em outras regides onde a leishmaniose é
endémica como continente  africano,
americano e europeu levantamentos
soroldgicos foram realizados para averiguar
a participagcdo de R. norvegicus na
epidemiologia da doenga, obtendo
resultados positivos para Leishmania em
muitos deles como nos Estados Unidos
(seis animais reativos), no Egito (seis
animais reativos), na ltalia em 2003 (33% de
reativos) e em 2010 na ilha de Chipre (5,6%
reativos) (Gianini et al., 1985; Morsy et al.,
1994; Psaroulaki et al., 2010). A
caracteristica comum observada nestes
roedores é a auséncia de lesées. Diferengas
no ambiente, na espécie de Leishmania
envolvida, no vetor e caracteristicas
intrinsecas do roedor além dos meios
diagnosticos utilizados podem refletir nas
diferengas de prevaléncia encontradas.

Corroborando com os achados de Ferreira
et al. (2010), a aplicacdo da PCR com gene
endogeno IRBP exclusivo de vertebrados foi
ferramenta muito util para testar a
integridade do DNA utilizado nas reagbes de
PCR. Cerca de 10% de cada tecido com
resultado negativo na PCR foi
aleatoriamente escolhido e submetido a
IRBP e todos demonstraram a presenca de
banda especifica, respaldando-se de
reagcoes nao reativas devidas a degradagao
do DNA por extracdo ou armazenamento
incorreto  ou mesmo a presenga de
inibidores presentes nos extratos e tecidos.

Nos dultimos 10 anos a técnica de PCR
evoluiu muito e seu uso no diagnéstico
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isolado ou em investigacoes
epidemiolégicas vem ganhando cada vez
mais espago no meio. Por se tratar de
técnica altamente sensivel e especifica
muito tem auxiliado na pesquisa de
possiveis reservatérios nao canideos para
as leishmanioses contribuindo assim para
melhor entendimento do ciclo da doenga
(Brandao-filho et al., 2003; Oliveira et al.,
2005; Papadogiannakis et al., 2009; Freitas,
2010; Ferreira, 2010; Roque et al., 2010;
Motazedian et al., 2010).

A auséncia de um padrdo ouro com alta
sensibilidade para o diagnéstico da
leishmaniose pode interferir nas avaliagdes
de sensibilidade e especificidade de uma
técnica, no entanto a PCR é considerada
por muitos autores como método de alta
especificidade e sensibilidade podendo
substituir com éxito metodologias de
isolamento e cultura, e imunoldgicas como o
teste de Montenegro aplicado na rotina
diagnostica de LT (Pirmez et al.,, 1999;
Medeiros et al., 2002; Oliveira et al.,2003;
Fagundes et al., 2010).

O grau de parasitismo durante uma infecgéo
por Leishmania pode diferir entre os érgaos,
portanto a identificagdo dos tecidos com
maior numero de parasitos é importante
para melhorar a sensibilidade do
diagnéstico. A concordancia mais
significativa observada entre os tecidos foi
entre sangue e medula, tecidos que
apresentaram maior taxa de infeccdo em
comparacao com fragmentos de pele (10%)
e baco (2,53%). Corroborando com os
resultados da presente pesquisa, Oliveira et
al. (2005) observaram maior sensibilidade
de amostras de sangue coletadas em eluato
de papel filtro do que em fragmentos de
pele para diagnosticar Leishmania sp. em
roedores. A carga parasitaria encontrada no
sangue de roedores mostrou-se suficiente
para detecgéo do parasito por meio da PCR,
propiciando diagndstico simples através de
técnica pouco invasiva.

A detecgdo de fragmentos de medula 6ssea
e bago positivos na PCR reafiima a
capacidade de visceralizacao da
L.braziliensis, fato este ja reportado por
outros autores (Nery-Guimaraes et al., 1968;



Laison et al., 1981; Roque et al.,, 2010)
enquanto que a observagao de parasitismo
na pele e sangue é fundamental para inferir
uma possivel infeccao do vetor.

Dos animais positivos pela LnPCR, 93%
(27/29) concentraram-se nas areas da
Lagoa da Pampulha, Venda Nova e Norte.
No entanto, a sorologia detectou animais
reativos em todos os bairros estudados da
regional Pampulha. E importante destacar
que a deteccdo do DNA de Leishmania é
indicativa da presengca da infecgdo, visto
que a degradagdo do DNA e cinetoplasto
ocorrem logo apés a morte do parasito
(Prina et al., 2007 ) e que a sorologia
apenas aponta a indugao de protecao pelo
organismo apos contato com o agente
infeccioso mas n&o necessariamente
infecgdo ativa. Portanto, pode-se inferir que
nas areas com PCR positiva além de
sorologia reativa, provavelmente o ciclo de
transmissdo na L. braziliensis esta bem
consolidado, com a presenga de animais
mais propensos a instalagao da infecgdo ao
contrario das areas com sorologia reativa
somente.

Segundo Evans et al. (1990) os anticorpos
anti Leishmania podem persistir de meses a
anos, sendo observado em humanos sem
sintomatologia ou em animais positivos e
negativos na necropsia. Roque et al. (2010)
observaram em  Thrichomys laurentius
infectados experimentalmente com L.
braziliensis e L. infantum chagasi que
ambas infecgcbes produzem resposta
humoral com altos titulos na IFI e no ELISA
detectavel apds trés semanas e que
mantiveram-se altos até o final da pesquisa,
ao longo de doze meses pos-infecgao.

Os testes soroldgicos séo preferencialmente
aplicados no diagnostico da leishmaniose
visceral canina e humana porque nestas
patologias a produgédo de anticorpos é mais

elevada. Contudo, diversos  autores
reportam a ocorréncia de reagdes cruzadas
entre as leishmanioses, outros

tripanossomatideos e micoplasmas, reagdes
estas com titulos relativamente baixos, até
1:80 na IFI (Badard et al., 1983; Mohammed
et al., 1986; Reed et al., 1987; Yamamoto et
al., 1988). Na presente pesquisa

observamos 14,28% das amostras com
titulos iguais ou superiores a 1:160,
indicando a possibilidade de producédo de
altos niveis de imunoglobulinas 1gG por
essa espécie de roedor, ao contrario do
observado normalmente em cées e
humanos infectados com L. braziliensis. Nos
animais que foi possivel a caracterizagdo da
infeccdo pela LnPCR além de sorologia
reativa, € pouco provavel que o diagnostico
sorolégico esteja ligado a reacdo cruzada
com outros patégenos.

A leishmaniose tegumentar é amplamente
distribuida e envolve muitas espécies de
Leishmania e uma variedade de vetores em
uma epidemiologia complexa. No Brasil, os
reservatorios para as leishmanioses tém
sido estudados intensamente desde a
década de 60 por varios pesquisadores,
principalmente na regido amazbnica e
estado do Ceara (Deane e Deane, 1956;
Nery-Guimaraes et al., 1968; Laison et al.,
1981; Mello e Teixeira, 1984). Para L.
braziliensis o reservatério primario ainda
nao & bem definido como para outras
leishmanioses do subgénero Viannia (Shaw
et al.,1988). Muitos trabalhos reforcam a
hipétese de que o principal reservatério para
L. braziliensis nas Américas sdo os roedores
e gambas, tanto no meio silvestre quanto no
meio urbano (Magalhdes-Rocha et al., 1987;
Rocha et al., 1988; Genaro et al., 1993;
Vasconcelos et al., 1994; De-Lima et al.,
2002; Brandao-Filho et al, 2003; Oliveira et
al., 2005; Roque et al., 2010).

Com o intenso desmatamento, os vetores se
adaptaram em areas degradadas,
urbanizadas e estao presentes no intra e
peridomicilio. Segundo Bongiorno et al.
(2003) as caracteristicas de atratividade do
flebétomo pelo reservatério é diretamente
dependente do habitat de alimentagao.
Além disso, a urbanizagdo da doenga tem
causado grandes mudangas na sua
epidemiologia com alteragbes no perfil
classico de transmisséao principalmente pela
adaptagdo do parasito a novos vetores e
hospedeiros (Dantas-torres et al., 2007). A
presenca de espécies vetoras para
leishmaniose tegumentar como Lu. whitmani
e Lu. intermedia tem sido reportada por
alguns autores, no municipio de Belo
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Horizonte (Sousa et al.,2004; Saraiva et al.,
2010).

Muitos animais podem se infectar, se
tornando reservatorios primarios,
secundarios ou acidentais. A ocorréncia de
parasitas em cavalos e mulas, gatos,
morcegos (Lampo et al., 2000; Souza, 2005;
De Lima et al., 2008) é um indicio da intensa
adaptagdo do parasita no novo cenario
desta zoonose. Grande parte destes
animais apresenta lesdes, caracteristica que
os define como hospedeiros acidentais
dessa endemia.

Alguns autores assumem o cao bem como o
homem, hospedeiros  acidentais da
leishmaniose tegumentar, em contrapartida,
outros assinalam que o cdo tem papel na
transmissao, principalmente pelo seu intimo
contato com o homem e a relagdo de sua
presenca em areas com casos humanos
(Falqueto et al., 1986; Marzochi e Marzochi,
1994). O céo é susceptivel a infecgdo por
LT, desenvolvendo lesdes caracteristicas
(Genaro et al., 1990), mas pode servir de
atrativo juntamente com outros animais para
o vetor. A capacidade do cao em infectar o
flebétomo é outro objeto de pesquisa (Travi
et al., 2006, Castro et al., 2007). O ultimo
estudo conduzido em area endémica para
leishmaniose tegumentar em Belo Horizonte
por Ferreira (2010) detectou infecgdo de
cdes e pequenos mamiferos  por
L.braziliensis de forma significativa na
regional Nordeste de Belo Horizonte em
area urbana e sugeriu a participagao destes
no ciclo da LT e atentou para a presenga
comprovada do vetor L.whitmani na regiao
estudada (Saraiva et al., 2010).

A capacidade dos Rattus norvegicus se
infectarem com espécies de leishmanias
dermotropicas foi relatada por Giannini
(1985) por meio de infecgdo experimental de
seis roedores com L.major e nove com
L.donovani, onde apenas os infectados com
L.major mostraram capacidade de manter a
infecgdo por longos periodos. Motazedian et
al. (2010) no Iran detectaram através de
PCR taxa de infecgéo de 52% (30/57) em R.
norvegicus por L.major com a presenca do
parasito em diferentes tecidos como pele de
orelha, figado e bago. Em 2009 na Grécia
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Papadogiannakis et al. identificaram
Leishmania infantum em 3,3% (1/16) de
Rattus norvegicus através de PCR seguida
de sequenciamento e verificaram que a
PCR convencional nao foi capaz de revelar
a infeccdo, somente detectada quando
empregada a Nested PCR. Estes resultados
levaram os autores a inferir que o animal
apresentava baixa carga parasitaria e uma
possivel resisténcia a espécies
viscerotropicas. No presente estudo foi
identificada apenas a infeccdo de R.
norvegicus por L.braziliensis em area onde
ocorrem simultaneamente a leishmaniose
tegumentar e a visceral, sugerindo que
Rattus norvegicus como outras espécies de
roedores estdo mais relacionadas ao ciclo
das espécies dermotrépicas.

Segundo Wollinska e King (2009), a partir
de uma abordagem genética sobre
resisténcia e susceptibilidade, acreditam
que o ambiente pode alterar a forgca de
selegdo. Por conseguinte, uma espécie
pode exercer em um determinado momento
um papel importante dependendo da
pressdo exercida pelo meio, ndo existindo
espécies reservatérios e sim espécies que
mantém um ciclo de transmissdo em
determinadas situagoes.

As regibes com roedores positivos na
LnPCR apresentam ecétopo favoravel ao
ciclo das leishmanioses. Em Venda Nova
(bairro Leblon) e na regiao Norte (bairro Séao
Bernardo), a principal caracteristica
observavel € o intenso acumulo de lixo, nas
margens de um esgoto a céu aberto nas
proximidades das casas, com fluxo
constante da populagdo local além da
presenca de cades. A regional Pampulha é
considerada uma area nobre do municipio,
com uma populagdo menos vulneravel as
leishmanioses, no entanto, com notificagdo
de casos humanos ao longo dos ultimos
anos. A Lagoa da Pampulha possui um
ambiente diversificado com intenso fluxo de
pessoas e de caes que normalmente
acompanham seus donos nas caminhadas
pela manha e final da tarde, promiscuidade
entre diferentes espécies animais como
aves e capivaras e intensa matéria organica.
O roedor Rattus norvegicus € de facil
observacdo nas margens da lagoa,



principalmente ao entardecer, horario
também de maior densidade vetorial
(Alexander et al., 1998; Peterson e Shaw,
2003).

Os resultados alcangados na pesquisa
aliados aos dados epidemioldgicos sobre
casos humanos de leishmaniose tegumentar
em Belo Horizonte suportam a hipétese de
que existe um ciclo ativo de transmissao da
LT no meio urbano, sendo que é de
absoluta relevancia destacar a possibilidade
de estes roedores estarem atuando como
reservatérios  circunstanciais para a
Leishmania braziliensis em determinadas
areas da cidade.

Algumas caracteristicas necessarias para
incriminar um animal como reservatério
segundo Ashford (1996) podem ser
destacadas em Rattus norvegicus como:
sdo espécies agregadas, abundantes e
possuem

vida longa suficiente para manter o agente
infeccioso (média vida de 24 meses). Além
disso, nao apresentaram sintomas
caracteristicos para leishmaniose
tegumentar e observou-se alta taxa de
exemplares infectados albergando a mesma
espécie de Leishmania presente na area
endémica estudada (L. braziliensis). A
observacdo de parasitismo no sangue e
pele dos animais, tecidos vias de infecgéo
do vetor, também s&o resultados relevantes
da pesquisa. Outros fatores importantes
neste contexto e que precisam ser
investigados sao a capacidade destes
animais infectados de servirem como fontes
de infeccdo para o vetor e o estudo da
variabilidade genética do parasito envolvido
na infeccdo dos vetores, do homem e dos
roedores.

Considerando os resultados obtidos neste
estudo e face ao comportamento da doenga
no meio urbano, onde o contexto ambiental
é constantemente modificado, a
continuidade de pesquisas voltadas ao
conhecimento da participagdo de R.
norvegicus no ciclo de transmissdao das
leishmanioses se fazem necessarias.

A manutengcdo de programas de controle
populacional de roedores e a educagido em
saude sao medidas importantes visto o
potencial zoondtico destes animais para as
leishmanioses como também para outras
enfermidades como as leptospiroses,
sabidamente ligadas a epidemias em
ambiente urbanizado.

6.CONCLUSOES

1.0s resultados obtidos na pesquisa
demonstram que a espécie de roedor Rattus
norvegicus é hospedeira de Leishmania
braziliensis em algumas areas de Belo
Horizonte.

2.0 encontro de Leishmania braziliensis em
Rattus norvegicus em areas com casos
humanos de leishmaniose tegumentar
sugere a participacdo destes roedores no
ciclo, seja na infecgdo direta do vetor, como
atrativo alimentar do flebétomo para areas
vulneraveis ou mantendo o parasita no
ambiente, fatores estes que necessitam de
maiores investigacoes para serem
determinados.

3.Muitos animais infectados com
Leishmania sp. apresentaram altos titulos
soroldgicos demonstrados pelas técnicas
soroldgicas IFI e ELISA.

4.0s métodos parasitoldgicos de isolamento
em meio de cultura e exame de laminas
com aposigao de tecidos nao se revelaram
sensiveis para diagnosticar a infecgdo por
Leishmania em R.norvegicus no estudo.

5.Provavelmente no R.norvegicus, sangue e
medula éssea sao os 6rgdos com maior
carga parasitaria para L.braziliensis.

6.Como um reservatorio primario ou mesmo
secundario para L.braziliensis no meio
urbano ainda ndo foi incriminado e casos
humanos sao notificados periodicamente, é
necessario determinar 0s fatores
epidemioldgicos relevantes para a
ocorréncia da doenga.
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