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RESUMO

PORTO, MAURINA LIMA. Soroprevaléncia ¢ fatores de risco para leishmaniose
visceral canina em Patos, Paraiba, Brasil. Patos, UFCG. 2010, 48 p.(Monografia do
Curso de Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Satde Animal).

A leishmaniose visceral canina é uma zoonose maior prevaléncia na regido nordeste.
Virios fatores epidemiolégicos contribuem para a sua expanso e o convivio com o cio
¢ um fator de risco importante no aparecimento dos casos humanos. O objetivo do
presente trabalho foi verificar a prevaléncia de leishmaniose visceral canina em cées
domiciliados e os fatores de risco associados a infec¢do no municipio de Patos, Paraiba,
Brasil. Um questionario foi aplicado aos propietarios de 138 céies e sangue dos animais
foi coletado para realiza¢@io do ELISA S7 recombinante. A prevaléncia encontrada foi
7.2%. Os fatores de risco associados com a soropositividade dos animais foram,
coabitagdo com animais silvestres (odds ratio = 12,13; IC 95% = 1,64 - 89,92; p =
0,015) e a frequéncia de limpeza do local ondem os animais permaneciam ( odds ratio =
6,07; IC 95% = 1,12 — 32,91; p = 0,037). Esses resultados sdo preocupantes ja que os
casos de leishmaniose visceral humana precedem os casos do calazar canino, sendo um
indicativo para que medidas de controle do calazar canino sejam retomadas pelos 6rgios
competentes do municipio.

Palavras-chave: calazar, ELISA, epidemiologia, Nordeste, Brasil




ABSTRACT

PORTO, MAURINA LIMA. Seroprevalence and risk factors for canine visceral
leishmaniasis in Patos, Paraiba, Brasil. Patos, UFCG. 2010, 48 p.(Monography —
Preventive Veterinary Medicine)

Canine visceral leishmaniasis is a zoonotic disease that has the higher prevalence in the
northeast region. Several epidemiological factors contribute to its expansion and to
living with dogs is an important risk factor for increasing human cases. The aim of this
study was to assess the prevalence of canine visceral leishmaniasis in dogs and to
evaluating the risk factors associated with the disease in Patos, Paraiba, Brazil. A
questionnaire was administered to owners and it was collected blood of 138 dogs to
performing the ELISA recombinant S7. The prevalence was 7.2% and the risk factors
associated with animal seropositivity were cohabiting with wild animals (odds ratio =
12.13, 95% CI = 1.64 to 89.92, p = 0.015) and frequency of cleaning the place where
the animals remained (odds ratio = 6.07, 95% CI = 1.12 to 32.91, p = 0.037). These
results are worrying and an indicator that visceral leishmaniasis control measures should
be taken up by the local government.

Key words: kala-azar, ELISA, epidemiology, northeast region, Brazil.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose parasitaria causada pelo protozodrio
flagelado Leishmania chagasi. Ela acomete 0 homem e o cfo, além de alguns animais
silvestres, sendo transmitida por dipteros como Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi, flebotomineos vulgarmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira e birigui.
£ uma doenga de grande relevéncia para saide publica, tendo nas duas tltimas décadas
deixado de ser uma doenga eminentemente rural e passado a ser endémica na periferia
dos grandes centros urbanos do Nordeste ¢ mesmo em bairros mais urbanizados na
regido Sudeste.

Os reservatorios sdo os mamiferos, principalmente os canideos, como as raposas, no
ciclo silvestre, e os cdes, no ciclo rural e urbano. Devido a estreita convivéncia do cio
com o homem, o cio é pega fundamental para a transmissdo da doenga, principalmente
porque o animal parasitado e assintomético é uma eficiente fonte de infecgfo para o
vetor.

A sorologia pela reagio de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e pelo ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) sfo as técnicas mais utilizadas no diagnostico da
leishmaniose visceral humana e canina, no entanto nenhuma delas é 100% especifica e
sensivel.

O tratamento da doenca no homem ¢ a base de antimoniais pentavalentes; no
entanto, o ¢i0 nio mostra uma resposta terapéutica satisfatéria porque ndo ocorre a
eliminagfo do parasito, mas apenas uma regressdo temporaria na sintomatologia clinica,
podendo ocorrer recidivas.

A leishmaniose visceral é mais prevalente no Nordeste do Brasil, em especial
nas areas agrestinas ¢ sertanejas, ¢ numa estreita faixa litordnea entre o norte de
Salvador e Natal. A distribui¢io da doenga acompanha a do inseto vetor, que na regido é
a Lutzomyia longipalpis. Nio ha uma estatistica confidvel dos casos hurnanos na ltima
década, mas a incidéncia da doen¢a no homem parece estar aumentando.

Pato esti em uma regiio endémica, que ha 10 anos ndo ha realizagdo de
inquéritos sorologicos na populagdo canina, este trabalho objetivou determinar a
prevaléncia e fatores de risco para leishmaniose visceral na populagdo domiciliar canina

da cidade de Patos-PB.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A leishmaniose humana foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1835 e em
seguida na India em 1869. Por causar aumento de pigmentagdo na pele e febre recebeu o
nome de Kala-jwar ou Kalazar, que significa febre negra (MARZOCHI et al., 1981).
Anos mais tarde, William Boog Leishman e Charles Donovan isolaram o protozodrio do
baco de um soldado indiano e de uma crianga, respectivamente (LEISHMAN, 1903).
Ronald Ross criou o género Leishmania em homenagem a Leishman e Donovan, o
agente causador do calazar foi denominado Leishmania donovani (PESSOA &
MARTINS, 1988; REY, 2001).

Presat em, 19035, sugeriu que o diptero responsavel pela transmissdo da doenga
no Oriente era um flebotomineo (CABRERA, 1999). Em 1908, na Tunisia, Nicolle e
Comte encontraram o parasito em cées, sugerindo que o mesmo participava do ciclo
epidemiologico (NICOLLE & COMTE, 1908).

O primeiro a descrever a ocorréncia de um caso de leishmaniose visceral em
hurmanos nas Américas foi Migone em 1913, apds realizar necropsia de um paciente
originario do Brasil (Boa Esperanga — MG), mas falecido no Paraguai (MIGONE,
1913). Em 1934, Penna observou formas amastigotas do parasito em ldminas
histolégicas do figado de pacientes que faleceram com suspeita de febre amarela, no
Nordeste do Brasil (BADARO & DUARTE, 1996).

Em 1937, Evandro Chagas foi o primeiro a observar a doen¢a no cdo € no
homem e a infecgio do flebotomo Lutzomyia longipalpis, classificando o parasito como
Leishmania chagasi (BADARO E DUARTE, 1996). Em 1956, Deane aponta o cdo € a
raposa como reservatorios naturais do parasito em dreas endémicas e caracteriza a
doenga como zoonose (DEANE, 1956).

O primeiro surto da doenga foi registrado em Sobral, no Ceara (DEANE, 1956).
Nas décadas de 80 e 90, a leishmaniose visceral se espalhou por todo territério nacional;
a doenga, que antes era restrita & zona rural da regifio Nordeste, alcancou as periferias
dos grandes centros urbanos nas regides Sudeste e Centro-Oeste (BRASL, 2003).

O combate sistémico ao calazar no Ceara e em outros Estados iniciou-se na

década de 50 pelo Departamento Nacional de Endemias (DNERU), sendo interrompido
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em 1964. Em 1980 foram retomados os trabalhos de controle através da antiga
SUCAM, Superintendéncia de Campanhas de Saide Publica (BRASIL, 2006).

Através do Decreto n° 100 de 16 de abril de 1991, foi criada a Fundagio
Nacional de Saide (FNS) que, entre outras atribuigdes, tinha a finalidade de
implementar atividades para o controle de doengas e outros agravos a satde. Entretanto,
em 1999, através da Portaria n°® 1399, a atribuig¢do de execucdo das medidas de controle
passou para a responsabilidade dos Estados e do Municipios, cabendo a atual FUNASA
a “coordenag@o nacional das agdes de Epidemiologia e Controle de Doengas™.

2.2 Epidemiologia

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), a LV € uma das sete
endemias mundiais e afeta de 1 a 2 milhdes de pessoas a cada ano. Estima-se que cerca
de 360 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de infec¢do no mundo. Ocorre em
47 paises e tem como agente etiologico trés espécies: Leishmania donovani na India e
leste da Africa; Leishmania infantum na China, Asia central, Europa e Africa;
Leishmania chagasi, na América do Sul e Central (CAMARGO et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicio mundial dos casos de leishmaniose visceral humana.
Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html
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A leishmaniose visceral, tanto canina quanto humana, encontra-se em expansio
no Brasil, sendo ausente apenas na regifio sul. Atualmente tem sido considerada uma
doenga re-emergente, caracterizando-se por processo de transi¢io epidemioldgica.
Varios fatores epidemiolégicos sdo citados para justificar 0 aumento da incidéncia:
dreas que se urbanizam rapidamente nas regides do Nordeste e Sudeste. O convivio
proximo com o cio, constante processo migratério, o desmatamento acentuado e a
ocupagio das matas residuais e encostas nos centros urbanos (CAMARGO et al., 2007;
IESBICH, 2008; MARZOCHI, 1989) e 0 aumento do nimero de vetor. Além do éxodo
rural € o aumento da populagdo urbana, outros fatores servem de estimulo para
domiciliagdo do vetor como as questSes socioecondmicas € as condi¢des higi€nico-
sanitarias da populagiio (WHO, 2002).

A regifo Nordeste é a que tem a mais alta prevaléncia. Amora et al (2006)
avaliou 198 cdes dreas endémicas no Rio Grande do Norte dos 68 animais da zona rural
45% sdo positivos ¢ dos 136 da zona urbana 35% sdo positivos. Matos et al (2006)
realizando estudo de prevaléncia em cdes com sintomatologia clinica sugestiva de
leishmaniose visceral atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) dos 139 animais analisados 39 (28%) foram positivos. Entre
estes, 58% estavam na faixa etaria de 3 anos e eram provenientes da zona urbana da
cidade de Mossord. Dessa forma, a LV canina em Mossoré apresentou-se como uma
doeng¢a urbana de animais adultos jovens.

Em um inquérito sorolégico realizado nos distritos de Itapufi, Cajazeiras e Pau
da Lima, pertencentes ao municipio de Salvador dos 811 cédes analisados apenas 6
(0,7%) foram soropositivos no Elisa e RIFI (BARBOZA, 2009). Por outro lado, em S&o
Luiz-MA de 62 cies analisados, 33 (51,61%) foram positivos sendo 18 (36,68%) eram
polissintomdticos, 9 (38,41%) oligossintomaticos e 6 (26,13%) assintomaticos (SILVA
ABRELU, 2008).

Alves et al (1998) em um levantamento epidemiolégico realizado em Fortaleza-
CE de 811 cées aprendidos pelo Centro de Controle de Zonooses, obtiveram 14 (1,59%)
animais positividade pelo RIFL. Na cidade de Caic6-RN, a prevaléncia de leishmaniose
visceral dos 358 cdes domiciliares foi de 5,02%, e dos 70 animais do Centro de
Zoonoses 8,5% (BATISTA, 2008).

No Estado de Minas Gerais, a prevaléncia tem aumentado nos ultimosl5 anos.
Atualmente Belo Horizonte nfio possui bairros livres da doenga. O mesmo tem se

aplicado para outros municipios. Segundo Silva et al (2008) em um inquérito
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epidemiolégico municipio Brumadinho-MG, de 772 cdes testados pelo RIFI, a
prevaléncia da LVC foi de 22,2% na localidade do Inhotim, 11,0% em Piedade do
Paraopeba, 12,3% no Sdo Conrado, 8,0% em Casa Branca e 8,5% na Cohab, indicando
que Brumadinho estd numa drea endémica e em expansdo da LVC, como ocorre em
Belo Horizonte. Na cidade Poxoréo-MT em uma avaliagio epidemioldgica de 1.112
cdes domiciliados a prevaléncia foi de 7,8% (AZEVEDO et al., 2008) e dos 468 cics
domiciliares da zona urbana de Cuiaba-MG, 16 (3,4%) foram positivos no RIFI
(ALMEIDA, 2009).

Mattos et al (2004) obtiveram 50% de animais positivos de 18 cies apreendidos

na rua e recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses em Niter6i-RJ.

2.3 Agente Etiologico e Classificacgéio

As leishmanioses sfo causadas por protozodrios pertencentes ao reino Protista,
filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae ¢ género Leishmania (URQUHART et al., 1998).

A classificacdo das espécies ¢ baseada em caracteristicas morfoldgicas,
isoenzimaticas, localizagfio nos tecidos do hospedeiro, patogenicidade e tipo de lesdo
que produz, além de critérios clinicos e epidemiolégicos. Atualmente sdo conhecidas 30
espécies de Leishmania, sendo aproximadamente 20 patogénicas para o homem
(ASHFORD, 2000).

A partir desses critérios, trés espécies causam a leishmaniose visceral: a
Leishmania donovani, na Asia; a Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa ¢ a
Leishmania chagasi, nas Américas (MARZOCHI & MARZOCH]I, 1994).

A forma amastigota da leishmania é oval, com comprimento de 2,5 a Sum,
largura 1,5 a 2pm e se mantém no interior do macréfago. O cinetoplasto em forma de
bastdo esta associado a um flagelo rudimentar (URQUHART et al.,, 1998). A
reprodugdo é por divisdo bindaria no interior da célula (GREENE, 2006), mas ja foi
relatada a possibilidade de reprodugdo sexuvada do protozoario (KREUTZER et al,,
1994; YOUSSEF et al., 1997) (Figura 2).
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Figura 2 — Forma amastigota da Leishmania.
Fonte: www.ufrgs.br/.../Protozoa/Imagens/amastlei.jpg

A forma promastigota caracteriza-se por ser alongada, com nucleo tnico, um
flagelo anterior e um cinetoplasto. Esta forma é a encontrada no intestino do inseto.
(URQUHART et al., 1998) (Figura 3).

Figura 3- Forma promastigota da Leishmania.
Fonte: http://www.jornalivre.com.br

2.4 Vetor e Ciclo Biolégico

Os vetores da leishmaniose visceral sdo dipteros da familia Psychodidae,
hematéfagos pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo), com vasta distribui¢do nos climas quentes e temperados (DANTAS-TORRES
etal., 2007).


http://www.ufrgs.br/.../Protozoa/Imagens/amastlei.jpg
http://www.jornalivre.com.br
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No Brasil, a distribui¢do geografica de L. longipalpis é ampla e parece estar em
expansdo. Esta espécie € encontrada em quatro das cinco regides geograficas: Nordeste,
Norte, Sudeste e Centro-Oeste. Sdo conhecidos popularmente como mosquito-palha,
birigui e tatuquira, caracterizados pelo pequeno porte, 1 a 3 mm de comprimento, com
corpo e patas cobertas de cerdas; mantém as asas em posigdo vertical quando em
repouso (Figura 4). A atividade noturna ¢ predominante e as fémeas apresentam maior
importancia epidemiolégica por serem hematéfagas. Com a urbanizagdo, esses vetores

tém sido encontrados em ambiente peridomiciliar e domiciliares (FEITOSA, 2002;
PRATA & SILVA, 2005).

Figura 4- Vetor da leishmaniose visceral Lufzomyia longipalpis.
Fonte: http://www.memorias.ioc.fiocruz.br

As espécies L. cruzi (SANTOS et al,.1998) e L. forattinii (PITA-PEREIRA et
al., 2005) foram incriminadas como vetores no estado de Mato Grosso do Sul.

O ciclo biolégico da L. longipalpis ocorre em ambiente terrestre € o inseto
possui quatro fases de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (BRASIL, 2004).
Apbs a copula, os ovos ficam sobre o solo imido e eclodem ap6s 7 a 10 dias. Em
condi¢des ambientais ideais, dentro de 20 a 30 dias alcangam o estagio de pupa, que sdo
mais residentes as variagdes climaticas; dentro de duas semanas o ciclo estd completo
(BRASIL, 2003).

A infecgdo do vetor ocorre quando a fémea suga o sangue do mamifero
contaminado ingerindo as formas amastigotas de Leishmania spp existentes no interior
dos macréfagos. Na porgdo média do tubo digestivo do inseto, as amastigotas se

reproduzem por divisdo binaria, transformam-se em promastigota, e estas se
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multiplicam rapidamente até originarem as promastigotas metaciclicas infectantes; esta
fase dura de 3 a 4 dias (BRASIL, 2003).

Através de um novo repasto sanguineo, as fémeas dipteras, inoculam junto a
saliva as formas promastigotas metaciclicas infectantes em um novo hospedeiro. Na
epiderme do hospedeiro estas formas so fagocitadas pelos macréfagos e no interior do
vacuolo transformam-se em amastigotas e multiplicam-se até rompé-los, As amastigotas
sdo fagocitadas por novos macréfagos e ocorre a disseminagio hematogénica para os
tecidos ricos em células do sistema fagocitico monuclear como linfonodos, figado, bago
e medula 6ssea (URQUHART et al,1998; BRASIL, 2003). O ciclo de transmissdo esta
representado na Figura 5.

Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmania. 1. O fleb6tomo ingere macréfagos
contendo amastigotas de um mamifero infectado; 2. As amastigotas, no interior do
tubo digestivo do inseto, transformam em promastigotas prociclicas, que se
multiplicam e aderem ao epitélio do trato digestivo. Apés 7 a 15 dias, as
metaciclicas infectantes para o hospedeiro vertebrado aparecem na luz do tudo
digestivo; 3. Ao se alimentar em outro mamifero, o fleb6tomo regurgita parte do
conteido do trato digestivo inoculando as formas metaciclicas na pele do
hospedeiro; 4. Estas sdo fagocitadas, transformam-se de volta em amastigotas e
proliferam no fagolisossomo da célula fagocitica; 5. O rompimento das células
infectadas libera amastigotas, que vio infectar novas células. 6. O homem e virios
outros mamiferos participam do ciclo, incluindo roedores, edentados, marsupiais e
canideos.

Fonte: www.who.int/tdr
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2.5 Reservatorio

No geral, os reservatérios do parasito sdo mamiferos, principalmente canideos,
sendo os mais importantes a raposa, no ciclo silvestre € rural e o cfio, no ciclo rural e,
particularmente, nas areas urbanas (ASHFORD, 1996).

No ambiente silvestre, os reservatérios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, as raposas foram
encontradas infectadas nas regides Nordeste e Norte (BRASIL, 2004). Duas espécies de
raposas foram encontradas naturalmente infectadas Lycalopex(ou Dusicyon) vetulus no
Ceara (DEANE, 1956) e Cerdocyon thous no Para (LAINSON et al., 1990;
COURTEUAY et al., 1996). Apesar da infecgdio natural ser observada em raposa, de
acordo com Courtenay et al (2002), a espécie C. thous ndo é um reservatorio importante
para a infecgdio do flebétomo e, consequentemente, ndo participa no ciclo
epidemiolégico da doenga no cdo doméstico.

Os marsupiais didelfideos foram encontrados infectados no Brasil € na
Colémbia (BRASIL, 2003). No Brasil a L. chagasi foi isolada em marsupiais da espécie
Didelphis albiventris na Bahia (SHERLOCK et al.,, 1984) ¢ no Rio de Janeiro
(CABRERA et al., 2003).

O céo adquiriu grande importancia como reservatério da Leishmania chagasi no
ambiente doméstico devido a sua convivéncia estreita com o homem. A elevada
ocorréncia de infecgdes inaparentes e oligossintomaticos nestes animais, associada ao
intenso parasitismo cutineo, faz do co uma fonte de infecgdo preferencial para o vetor,

sendo importante na transmissdo da doenga para o0 homem (FEITOSA et al., 2000).

2.6 Sinais Clinicos

A leishmaniose visceral ¢ a forma mais grave das leishmanioses, sendo de
evolugiio cronica, sistémica e fatal se ndo tratada. Clinicamente as manifestacSes
apresentadas pelo cdo € homem doentes sdo similares, apresentando sinais inespecificos
como febre irregular, anemia, perda de peso progressiva e caquexia (FEITOSA et al,,
2000).

Quanto as manifestagdes clinicas, o cfo infectado pode ser assintomatico,
quando ndo apresentam sinais clinicos sugestivos de infecgdo; oligossintométicos,

quando ha presenga de linfadenopatia, leve perda de peso e alteragbes dermatolégicas; e
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sintomético, onde alguns ou todos sinais comuns da doenca sdo evidentes, como:
alteragdes dermatoldgicas (alopecia, descamagfo, hiperqueratose, espessamento e
nodulos intradérmicos sobre o focinho, as orelhas externas e coxins), bem como
linfadenopatia, esplenomegalia, emagrecimento acentuado, uveite, ceratoconjuntivite
(ETTINGER & FELDMAN, 2004).

Raramente ocorre cura espontinea. A recuperagdo depende da resposta
imunolégica celular, e se isto ndo ocotre, as lesdes persistem resultando em aumento do

bago, figado ¢ linfonodos (URQUHART, 1998).

2.7 Diagnéstico

Varias técnicas podem ser utilizadas para o diagnostico de leishmaniose visceral
humana e canina, devido aos avangos que t€ém ocorrido nos dltimos anos, no entanto
nenhum dos testes disponiveis apresenta 100% de sensibilidade e especificidade para o
diagndstico da leishmaniose visceral(GONTLIO & MELO, 2004).

Os exames diretos de matertal colhido do paciente e as culturas foram os
primeiros ensaios diagnosticos e ainda sdo bastante utilizados. O cultivo de aspirado de
bago € mais eficiente do que quando a cultura ¢ feita com amostras de medula 6ssea ou
linfonodo (SIDDIG et al., 1988). A sensibilidade do método depende do grau de
parasitemia, do material biologico coletado e do tempo de leitura da lamina. Em
condig¢des ideais a cultura pode atingir elevados indices de positividade, entretanto, a
coleta é invasiva, causando desconforto ao paciente, além de necessitar de um
profissional extremamente capacitado para realiza¢do da mesma e demandar um longo
tempo para a resposta (PIARROUX et al., 1994).

Os linfonodos de escolha para pesquisa direta sfio: o popliteo e pré-escapulares,
que normalmente permite a detecg¢fio de 30% dos casos positivos de leishmaniose. Para
a puncio de medula 0ssea os locais de escolha sdo: o fémur, crista iliaca, externo e tibia,
permitindo uma detecgdio de 60% de casos positivos que ocorre pela elevada
concentragdo de amastigotas nesse tecido (CAMPILLO et al., 1999). A biopsia de pele
para visualizag#o do parasito ¢ realizada quando se tem leses na pele a pungdo no bago
deve ser realizado quando o animal apresentar esplenomegalia permitindo uma detec¢go
de quase 100% de positividade, no entanto ela exige pessoas treinadas além de trazer
varias complicagdes para o animal (CAMPILLO et al., 1999).
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Em relagio ao método indireto, podemos destacar dois procedimentos: o
isolamento de Leishmania em meio de cultura onde o parasita multiplica-se até serem
visualizadas, por observagdo microscopica, as formas promastigotas de leishmania,
outro método e a inoculagiio em animais de experimentagfio para isso é necessario uma
amostra de tecido macerado procedente do animail suspeito, que posteriormente sera
inoculado em animais de laboratorio susceptiveis. O animal de eleigdo ¢ o hamster
(Mesocricetus auratus), € a inoculagio da amostra realiza-se intraperitonealmente,
multiplicando-se de tal forma que ao fim de 3 a 4 semanas se podem observar as formas
amastigotas nos macrofagos peritoneais (CAMPILLO et al., 1999). Estes métodos de
diagndstico sdo limitados pela baixa sensibilidade e por resultados frequentemente
inconclusivos (GOMES et al., 2008).

Os testes soroldgicos sfo largamente empregados na detecgio de anticorpos pois
a doenga promove uma estimulagdo policlonal de linfécitos B que resulta em uma
grande produgiio de anticorpos. No Brasil, a rea¢dio de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) € o teste de escolha nos levantamentos epidemioldgicos de leishmaniose visceral
na populagdo canina, com ¢ sangue coletado originalmente em papel de filtro.
Entretanto o Ministério da Sadde recomendou a substituigéio da sorologia utilizando o
eluato do papel de filtro pela convencional com soro (COSTA e VIEIRA, 2001). A
imunofluorescéncia indireta tem sido o método mais comumente utilizado por sua alta
sensibilidade de 98 a 99,2% e boa especificidade de 70 a 94% (MAIA, 2005). Uma das
principais limitagdes dessas técnicas é a ocorréncia de reagdes cruzadas com
leishmaniose tegumentar, Doenga de Chagas, malaria em 4reas endémicas para essa
enfermidade em humanos (SUNDAR & RAI, 2002).Devido a problemas na produgdo
do antigeno (suspensdio de promastigotas) em larga escala, hd uma tendéncia 2
substituicio da RIFI pelo ensaio imunoenzimético (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay — Ensaio de Imunoadsorgio Enzimética).

Uma preferéncia crescente pelos ensaios imunoenziméticos (ELISA - Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) tem sido observada nos laboratérios de diagnostico em
todo o mundo, por permitirem testar um grande numero de amostras, com elevada
sensibilidade e especificidade, utilizando antigeno recombinante ou mesmo antigenos

totais do parasito. Os resultados do ELISA com soro e com eluato de papel de filtro
parecem concordar, o que facilita a coleta do sangue canino para exame (ROSARIO et
al, 2005). Além do laboratério da Fundagdo Oswaldo Cruz, responsivel pela

distribui¢do gratuita do kit de imunofluorescéncia para o diagnéstico do calazar canino
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por orgios piiblicos (Biomanguinhos - http://www.bio.fiocruz.bt/), apenas um segundo
kit, na forma de um teste ELISA baseado na fragdo carboxi-terminal da HSP70 de
Leishmania chagasi, est autorizado pelo Ministério da Agricultura para utilizag3o no
diagnéstico sorolégico do calazar canino no Brasil (Biogene Ind. Com. Ltda —
http://www.biogene.ind.br).

O teste de imunocromatografia, inicialmente denominado TRALd (Teste Rapido
Anticorpo Leishmania donovani) e hoje vendido com o nome comercial de IT-
LEISH®1, também baseado no antigeno recombinante rK39, foi avaliado por Franga-
Silva (1997) em uma amostra de 1798 cées, utilizando como padrdo ouro a reagio de
imunofluorescéncia indireta. A sensibilidade obtida foi de 92,16% e especificidade de
99,52%.

O Western Blotting (WB) ¢ mais sensivel e especifico quando comparados com
o RIFI e ELISA, no entanto ¢ mais laboriosa e nfo apropriada para avaliagfo d grande
numero de amostras (AISA et al., 1998).

Dentre os métodos moleculares, a reagfio em cadeia pela polimerase (PCR) € a
que mais vem sendo utilizada em trabalhos visando o diagndstico e monitoramento da
leishmaniose (GOMES et al., 2008) mas embora possua elevado potencial diagndstico,
ainda ndo ganhou o mercado para as leishmanioses pois necessita de laboratérios bem
equipados e habilidade técnica (BENSOUSSAN et al., 2006; SALOTRA & SINGH,
2005: MARY et al., 2004). Esta técnica baseia-se na amplificagfio in vitro de

sequéncias de nucleotideos especificas presentes no parasito, sendo um método sensivel
e especifico para detectar DNA de Leishmania spp, em ampla variedade de amostras
clinicas do homem, cdes, reservatorios silvestres e vetores (GOMES et al., 2008).

O desenvolvimento de ensaios sorologicos baseados em antigenos definidos foi

e continua sendo um paradigma da busca por melhores métodos diagndsticos para as

leishmanioses.

2.8 Tratamento

No Brasil, desde 1939, o tratamento para leishmaniose visceral em humanos ¢
realizado com antimoniais pentavalentes sendo o antimoniato de n-metil glucamina o de

primeria escolha (DEANE, 1939). No entanto essa droga € toxica, tem agdo sobre o

! DiaMed IT-LEISH®
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aparelho cardiovascular e nfio ¢ aconselhavel 0 uso nos dois primeiros trimestres de
gravidez (BRASIL, 2003).

Podem ser utilizadas drogas alternativas como a anfotericina B e suas
formulagdes lipossomais (anfotericina B lipossomal e anfotericina B-disperséo
coloidal), as pentamidinas (sulfato e mesilato) ¢ os imunomoduladores (interferon
gama). Em fungfio da toxicidade, a administragdo dessas drogas s6 deve ocorrer em
hospitais de referéncia.

A miltefosine, uma droga ainda n#o utilizada no Brasil, promoveu cura de 95%
no calazar indiano. Ela tem como vantagem o uso oral e é bem tolerada, embora seja
potencialmente teratogénico, o que limita sua utilizagio por gravidas (BRASIL, 2006 &
BRASIL, 2007).

A sensibilidade de amastigotas ¢ promastigotas a miltefosina foi avaliada in vitro
em seis espécies do parasita e entre todas elas a mais sensivel foi a L. donovani
(ESCOBAR et al., 2002). Quando a droga foi utilizada em humanos na América
Central e do Sul, houve 91% de cura no tratamento de L. panamensis, de 53% para L.
braziliensis e L. mexicana na Guatemala e acima de 75% na Bolivia (SOTO e
TOLEDO, 2007).

O céo se demonstra mais resistente ao tratamento do que o homem (GREENE,
2006). Por isso o tratamento em cies é uma questdo dificil, por ser demorado, de custo
elevado € parcialmente eficaz, pois na maioria das vezes nfio se consegue a eliminagio
do parasita, ocorre s¢ uma regressio dos sinais clinicos e diminuigdo no tempo em que
o cdo pode infectar o flebotomineos. As recidivas podem ocorrer de seis meses a dois
anos apds o témmino do tratamento, além de levar o risco de selecionar parasitas
resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humanos (BRASIL, 2006).

Quando a miltefosina ¢ utilizada em cdes, sdo observados 0s mesmos efeitos
colaterais que ocorrem no homem como: nausea, vomitos e redugdo da contagem de
células sanguineas. Mas apesar de através da mesma droga ter se obtido sucesso no
tratamento humano para calazar, em cées a droga néio obteve sucesso no tratamento,
reduzindo apenas o nimero de parasitos nos linfonodos mas néo no sangue (MANNA et
al., 2009).

A portaria interministerial n® 1.426 de 11 de Julho de 2008, considerando todos
os problemas ao tratamento de cdes infectados, proibe em todo territério nacional, o
tratamento da leishmaniose visceral em cdes infectados ou doentes, com produtos de

uso humano ou produtos nio-registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA), aplicando-se a0 Médico Veterindrio infrator as infracdes e
penalidades do Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, no artigo n° 268 do
Codigo Penal e as infragdes € penalidades previstas n Lei No-6.437, de 20 de agosto de
1977, e no Decreto-Lei No-467, de 13 de fevereiro de 1969

2.9 Controle e Prevencio

O controle da leishmaniose canina estd intimamente ligada ao controle da
leishmaniose no homem (CAMPILLO et al., 1999). Este consiste em interromper a
cadeia de transmissdo (BRASIL, 2006). O controle do vetor depende das caracteristicas
epidemiolodgicas e entomoldgicas da regifio, esse controle pode ser quimico realizando
pulverizagbes com veneno nas paredes internas € externas € nos tetos das casas. Ele
deve ser realizado no final do periodo chuvoso onde a popula¢fio de insetos é maior,
tendo eficicia por 3 meses apds a borrifarfio; os produtos mais utilizados sdo a
cipermetrina e a deltamitrina (BRASIL, 2006).

No Brasil, estas ag¢des foram sempre descontinuas por razdes como problemas
or¢amentarios e escassez de recursos humanos adequadamente treinados. Estas medidas
ndo atingiram os efeitos esperados ocorrendo reinfestagdes dos ambientes ¢
ressurgimento de casos humanos ¢ caninos de LV (GONTLIO, 2004).

Com relagiio aos reservatorios, a medida de controle utilizada no ciclo urbano ou
rural é a realizagdo de ingquéritos soroepidemioldgicos identificando os animais
positivos e realizando & eutanasia dos mesmos (LEAO, 1997). Em 4reas endémicas a
utilizagfio de coleiras impregnadas com deltametrina pode diminuir a taxa de infecgdo
canina, por evitar que o vetor nio se aproxime do reservatorio (MANZILLO et
al.,2006). Recomenda-se também a colocagdo de telas e malhas finas nos canis
impregnados com inseticida nas residéncias, hospitais veterinario e petshop (BRASIL,
2006).

Em alguns estudos, a eliminagio de cdes soropositivos de uma regido ndo tem
diminuido a taxa de infecgdo em humanos. Esses dados sugerem que, nestes casos, a
eliminacdio de cdes sem o controle do vetor, ndo seja suficiente para impedir a
disseminacdio, da infecgdo. Além das medidas citadas sdo realizadas também agdes

educativas junto a populagiio, considerando-se os aspectos sociais e culturais, para
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garantir a compreensfio e o envolvimento da comunidade nas a¢des de vigilancia e
controle da doenga nos seus varios aspectos (BRASIL, 2006).

A prevengdo dos cées através da imunoprofilaxia é uma das poucas alternativas
de controle, pois ndo existe tratamento eficaz ou profilatico para os cies infectados. Em
2003 o laboratério Fort Dodge langou no mercado a Leishmune® sendo uma vacina de
segunda geragdo inativada feitas de extratos de promastigota da Leishmania donovani.
Estudos realizados em areas endémicas apresentaram uma prote¢do de 92% a 95%
(NOGUEIRA et al., 2005). No entanto o Ministério da Saiide nfo autoriza a utilizag3o
desta para 0 controle da leishmaniose visceral canina no Brasil, porque ainda estio
faltando estudos em relagdo ao impacto que esta causa no controle da incidéncia da
doenga em humanos e cdes (BRASIL, 2004).

Em 2008, foi langada uma nova vacina contra leishmaniose visceral canina a
Leish-Tec® desenvolvida pela Hertape Calier Satide Animal S/A. Ela é composta por
um antigeno recombinante da Leishmania donovani A2 e o adjuvante saponinas. A
proteina A2 ¢ um fator de viruléncia do parasito, sendo considera como melhor antigeno
capaz de induzir uma resposta imune protetora no animal. Ela foi capaz de induzir uma
protecdo significativa contra a infecgdo provocada por L. donovani, L. amazonensis e L.

chagasi tanto em camundongos como em cies (HERMONT, 2008).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localidade

O trabalho foi realizado no periodo de fevereiro a abril de 2010 no municipio de
Patos, sertio da Paraiba, a 360 km da capital Jodo Pessoa. E caracterizada por
apresentar clima BSH de acordo com a classificagio de Kopper, com temperatura anual

média maxima de 32,9 °C, minima de 20,8 °C e umidade relativa de 61%.

3.2 Amostragem

Para o calculo do nimero de animais a serem utilizados, foram considerados os

seguintes parimetros: (a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de
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confianga, de acordo com a formula para amostras aleatérias simples (NOORDHUIZEN
et al., 1997, THRUSFIELD, 1995):

n=72xP(1-P
d2

Onde:

n = numero de animais a serem utilizados

Z = valor da distribuigdo normal para o nivel de confianga de 95% — Z = 1,96
P = prevaléncia esperada — P =28,2%

d = erro absoluto — d = 10%

O nimero de amostra deste trabalho foi calculado baseado na média da
prevaléncia de 3 municipios da regido Nordeste (BATISTA, 2008; SILVA et al., 2008;
MATTOS et al., 2006), obtendo-se uma prevaléncia média de 28,2%. De acordo com a
formula acima, o nimero de amostra calculado para este trabalho foi de 78 cdes, no

entanto por motivos de seguran¢a foram utilizadas 141 animais.

3.3 Animais

Fizeram parte da amostra cdes domiciliados jovens, a partir de seis meses,
adultos e idosos, machos e fémeas, castrados e inteiros, provenientes de diferentes
bairros da cidade. As amostras foram coletas nas residéncias, com autorizaciio dos

proprietarios, nos locais com mais de um cio a escotha do animal a ser testado ficou a

critério do proprietario.
3.4 Coleta do Material

A coleta do material biologico foi realizada apds a contengdo fisica do animal
com auxilio de mordagas. Em seguida foi realizado o garroteamento e desinfec¢do do
local com alcool iodado. 3 ml de sangue foi coletado por venopungdo cefilica ou safena
com auxilio de agulhas 25 X 0,8 mm e tubos a vacuo 13 X 75 mm contendo 3,2% de
citrato de sodio. Apés a colheita o tubo foi agitado delicadamente em um éngulo de
180° de cinco a oito vezes. Todo material utilizado foi individual e descartavel. As
amostras foram acondicionadas em um isopor com gelo e encaminhado para o

Laboratério de Biologia Molecular do Semiarido localizado no Hospital Veterinario da
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Universidade Federal de Campina Grande, campus de Patos — PB. O sangue foi
centrifugado durante 5 minutos em velocidade de 450 rpm (rotagdo por minuto) tendo a

finalidade de separar o plasma do sangue total O plasma foi alicotado em microtubo de
1,5 ml, identificados e congelados a -20°C.

3.5 Questionario Epidemioldgico

Os proprietarios dos cdes responderam a um questionario epidemiolégico com o
intuito de verificar a auséncia ou presenca de algumas praticas e condi¢des que
pudessem atuar como possiveis fatores de risco para a leishmaniose visceral canina
(Anexo 1).

3.6 Diagnéstico Sorologico

O diagnostico soroldgico realizado foi ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbert
Assay — Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), baseado no reconhecimento de
anticorpos especificos por antigenos fixados no suporte de plastico. O reconhecimento
dos animais positivos € visualizado por adi¢do de proteina-A conjugada com
peroxidase. O Kit utilizado foi ELISA/S7 recombinante’, autorizado pelo Ministério da
Agricultura, possuindo uma alta sensibilidade e especificidade no diagnéstico do calazar

canino.

O protocolo foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante que consiste
basicamente em (Anexos 2 e 3):

1. Sensibilizar a placa com 100ul de solu¢io S7 por pogo da placa e incubar por
4 horas em temperatura ambiente;

2. Desprezar toda a solug@o e lavar a placa 3 vezes com 100ul de PBS Tween 20
a 0,05%;

3. Bloquear a placa com100ul de PBS Tween 20 a 0,05% mais 2% de leite em
p6 desnatado e incubar por mais 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Lavar a placa 2 vezes com tampZo PBS Tween 20 a 0,05%.

? Biogene Ind. & Com. LTDA.
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5. Diluir os soros teste, controles positivo e negativos a 1:100 em solugfio de
coleta e incubar por 4 horas em temperatura ambiente.

6. Distribuir 100ul dos soros teste, controles positivo e negativos na placa.

7. Incubar a placa por 30 minutos em temperatura ambiente.

8. Lavar a placa 3 vezes com PBS Tween 20 a 0,05%.

9. Diluir o conjugado proteina A-peroxidase na concentragio de 1:10000 e
distribuir 100pul em cada pogo.

10. Incubar por mais 30 minutos em temperatura ambiente.

11. Lavar a placa 3 vezes com PBS Tween 20 a 0,05%.

12. Preparar a solugio de revelagio (TMB?, H0, ¢ tampéo citrato) e distribuir
100ul por pogo.

13. Incubar por 20 minutos no escuro, em seguida adicionar em cada pogo duas
gotas de solugio de parada (H,SO4 2N), realizando a leitura em seguida.

Os soros dos animais que apresentarem resultado suspeito serd coletada apos 30
dias para realizagiio de um novo teste para observar se houve soroconversdo. Para os
animais que apresentaram resultados positivos, os proprietarios serdo notificados. Os
resultados também serfio notificados a Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de
Saude Municipal.

3.7 Analise dos Fatores de Risco Associados 2 Soropositividade para

Leishmaniose Visceral Canina

A anilise dos possiveis fatores de risco associados a soropositividade para
leishmaniose visceral foi efetuada através dos dados coletados com os questionarios
epidemiologicos aplicados aos proprietarios. As varidveis independentes (possiveis
fatores de risco) foram categorizadas e codificadas (LATORRE, 2004).

A analise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: analise univariada ¢
analise multivariada. Na primeira, foram formados dois grupos de animais —
soropositivos e soronegativos — que foram comparados frente as variaveis analisadas.

Aquelas varidaveis que apresentaram um valor de p < 0,20 pelo teste de qui-
quadrado ou teste exato de Fisher (ZAR, 1999), foram selecionadas e usadas na analise
multivariada, utilizando-se a regressio logistica multipla (HOSMER & LEMESHOW,

3 tetrametilbenzidina




30

2000). A colinearidade entre as variaveis preditoras foi verificada por analise de
correlagdo, e para aquelas que apresentarem forte colinearidade (p < 0,05), uma das
duas foi excluida da andlise multipla de acordo com a plausibilidade biologica
(DOHOO et al., 1996). O nivel de significdncia adotado na analise multipla foi de 5%.
Todas as analises foram realizadas com o programa SPSS 13.0 for Windows.

4 Resultados e Discussiao

Dos 141 soros analisado pelo ELISA S7, 3 amostras apresentaram-se na zona
cinza, devido ao seu resultado inconclusivo ndo fora utilizados nesta analise, 10
amostras foram positivas e 128 negativas para leishmaniose visceral que representa uma
prevaléncia de 7,2% (Figura 6).

7.2%

92,8%

 repaos mposive|

Figura 6 — Resultado da prevaléncia do calazar canino no municipio de Patos-
PB.

A partir deste resultado, observa-se que a prevaléncia no municipio aumentou de
1,1% em 2000 (exame de 2379 cdes pelo ELISA S7, Marcia Almeida de Melo, dados
ndo publicados) para 7,2%. Isto pode ser justificado pelo fato das medidas de controle
terem passado para a responsabilidade dos Estados e dos Municipios através da Portaria
n° 1399 de 1999. A partir de entfio, o inquérito epidemioldgico canino e o sacrificio dos
ciies positivos deixaram de ser realizados no municipio.

A prevaléncia do calazar canino varia bastante em funcéio da regido estudada.
Azevedo et al. (2008) observaram prevaléncia de 7,8% na cidade de Poxoréo — MT.
Entretanto resultados inferiores foram encontrados por Barbosa et al (2009) em
Salvador — BA, Batista (2008) em Caic6 — RN, Alves et al (1998) em Fortaleza — CE,
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Almeida (2009) Cuiabd -~ MG que obtiveram 0,7%, 5,02%, 1,59%, 3.4% de
positividade, respectivamente.

Resultados superiores foram relatados por Amora et al (2006) no Rio Grande do
Norte onde a prevaléncia na drea rural foi 45% e na urbana 34%. Em S#o Luiz - MA a
positividade foi de 51,6% (SILVIA-ABREU et al., 2008). Silva et al (2008) ao
avaliarem 772 cfes domiciliados em areas de casos de leishmaniose visceral em
humanos obtiveram uma prevaléncia de 22,2% para LVC, na localidade do Inhotim,
11,0% em Piedade do Paraopeba, 12,3% no Sdo Conrado, 8,0% em Casa Branca ¢ 8,5%
na Cohab. '

Mattos et al (2006) em Mossoré — RN; que obtiveram 28% de prevaléncia em
animais atendidos no Hospital Veterinario da UFERSA. Batista (2006) encontrou 8,5%
de animais reagentes no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Caicod — RN, isto se
justifica por serem animais errantes e estarem mais exposto ao vetor. A prevaléncia
observada em animais dirigidos a Hospitais Veterindrios ¢ Centros de Zoonoses,
normalmente, sdo superiores as dos respectivos municipios uma vez que quando os cées
sdo levados a estes locais ja apresentam alguma lesio sugestiva.

Na analise de fatores de risco para leishmaniose visceral, foram selecionadas na
analise univariada: sexo dos animais, contato com animais silvestres, suinos, frequéncia
de limpeza do local de permanéncia do cio, se hé outros animais em casa, se os vizinhos
possuem animais e se os animais realizam passeios constantes (Tabela 1). Os fatores de
risco identificados na analise multivariada por regressdo logistica multipla foram o
contato com animais silvestres (odds ratio = 12,13; 1C 95% = 1,64 — 89,92; p 0,015) ¢
frequéncia da limpeza do local de permanéncia do cdo (odds ratio = 6,07; 1C 95% =
1,12 —32,91; p = 0,037 ) ( Tabela 2). O fato do proprietario criar animais silvestres em
casa tem importincia epidemiolégica, pois ele se torna mais uma fonte de alimento para
o vetor. A frequéncia de limpeza no ambiente doméstico e peri-doméstico € importante,
porque atrai outros animais para o recinto, como roedores, além de criar um habitat
favoravel a multiplicagiio do vetor, que utiliza material orginico para a deposi¢io dos

0oVvOs.
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Tabela — 1. Analise univariada de fatores de risco associados com a soropositividade
para leishmaniose visceral em 138 cies do municipio de Patos, Paraiba.

Variavel

Categoria Totalde  Soropositivos P
animais (%)

Grau de escolaridade Analfabeto 14 1(7,1%)

1° Grau incompleto 34 1(2,9%)

1° Grau completo 34 4(11,8%)

2° Grau incompleto 21 1(4,8%)

2° Grau completo 25 2 (8,0%)

3° Grau incompleto 4 1 (25,0%)

3° Grau completo 6 0 (0,0%) 0,605
Renda familiar Menos de 2 saldrios minimo 91 5(5,5%)

2 a 4 salarios minimo 37 4 (10,8%)

5 a 6 salarios mfnimos 5 0 (0,0%)

Mais de 6 salarios minimos 5 1 (20,0%) 0,438
Sexo dos animais Macho 69 8 (11,6%)

Fémea 69 2 (2,9%) 0,101*
Idade dos animais 6 — 12 meses 28 1(3,6%)

> 12 — 24 meses 37 1(2,7%)

> 24 — 48 meses 26 4 (15,4%)

>4 — 6 anos 27 2 (7,4%)

> 6 anos 20 2 (10,0%) 0,344
Raga Sem raga definida 97 6 (6,3%)

Com raga definida 41 4 (9,8%) 0,739
Tipo de criagdo Domiciliar 119 8 (6,7%)

Semi-domiciliar 19 2 (20,0%)

Solto 9 0 (0,0%) 0,205
Alimentagio Ragdo comercial 18 1 (5,6%)

Alimento preparado em casa 86 8 (9,3%)

Ambos 34 1(2,9%) 0,460
Contato com animais Nio 16 0 (0,0%)

Sim 122 10 (8,2%) 0,605
Contato com animais Nio 130 8 (6,2%)
silvestres

Sim 8 2 (25,5%) 0,105*
Contato com felinos Nio 91 8 (8,8%)

Sim 47 2 (4,3%) 0,494
Contato com cdes Nao 65 5(7,7%)

Sim 73 5 (6,8%) 1,000
Contato com suinos Nido 136 9 (6,6%)

Sim 2 1 (50,0%) 0,140*
Contato com galinhas Nio 123 9 (7,3%)

Sim 15 1(6,7%) 1,000
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Tabelg — 1. Anélise univariada de fatores de risco associados com a soropositividade
para leishmaniose visceral em 138 céies do municipio de Patos, Paraiba. Continuagdo.

Varidvel Categoria Totalde  Soropositivos P
animais (%)

Ambiente dos cées Terra 47 6 (12,8%)

Cimento 66 4 (6,1%)

Terra/Cimento 25 0 (0,0%) 0,121*
Limpeza do local Nio 19 2(10,5%)

Sim 119 8 (6,7%) 0,628
Frequéncia da limpeza Semanal 101 5 (5,0%)

Quinzenal/mensal 18 3 (16,7%) 0,100*
Possui outros animais em Nio 65 7 (10,8%)
casa

Sim 73 3(4,1%) 0,190*
Vizinhos tem animais Nio 110 6 (5,5%)

Sim 28 4 (14,3%) 0,118*
Vai ao Petshop Nido 134 10 (7,5%)

Sim 4 0 (0,0%) 1,000
Passeios constantes Nio 121 7 (5,8%)

Sim 17 3 (17,6%) 0,108*

* Variaveis selecionadas e usadas na andlise multivariada

Tabela — 2. Fatores de risco associados com a soropositividade para leishmaniose
visceral em 138 cdes do municipio de Patos, Paraiba, estimados por regressdo logistica
multipla.

Fator de risco Odds ratio IC 95% p
Contato com animais silvestres 12,13 1,64 — 89,92 0,015
Frequéncia da limpeza do local onde os animais 6.07 1,12—32.91 0,037

permanecem (Quinzenal/mensal)

Neste estudo, outros fatores, embora ndo identificados como de risco para a
leishmaniose visceral canina, merecem ser destacados.

Em relagdo ao ambiente onde os animais positivos sdo criados, 12,8% sdo
criados na terra e 6,1% em piso de cimento. A maior positividade esta relacionada aos
animais criados na terra devido a dificuldade de limpeza do local, proporcionando um

ambiente favordvel para a multiplicag@o do vetor. Azevedo et al (2008) relataram que a
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grande maioria dos quintais das residéncias avaliadas era de terra 96,4%, estas
encontravam-se em boas condigdes sanitirias. No entanto isto nfo foi fator relevante
para o aparecimento de animais positivos no seu estudo.

Em relagdo ao grau de escolaridade dos proprietarios, dos 10 animais positivos 4
pertencem a proprietirios com 1° completo, 2 com 2° completo, 1 pertencem a
proprictdrios analfabetos, 1 com 1° incompleto é 1 com 3° incompleto. Em relagiio a
renda familiar, 5 animais positivos s3o de familias que possuiem renda mensal menos
de 2 saldrios minimos, 4 animais de familias com 2 a 4 salarios minimos, 1 animal
pertencer com mais de 6 salarios minimos. Dessa forma podemos concluir que o maior
numero de animais positivos pertencem a proprietarios com 1° completo e com renda
mensal menos de 2 salarios minimos.

Isso € indicativo que as condi¢des socio-econdmicas € um fator relevante para o
aparecimento da doenga na populagiio canina e consequentemente em humanos.
Provavelmente este fator de risco ndo foi relevante neste trabalho porque em bairros
cujos proprietarios tinham o poder aquisitivo mais alto, as coletas foram reduzidas pois
0s mesmo nAo autorizaram nossa entrada na residéncia para coleta de sangue dos
animais.

Entre os 138 cées utilizados nesse estudo havia 69 machos ¢ 69 fémeas cuja
prevaléncia foi de 11,6% (8) € 2,9% (2), respectivamente. A maior positividade entre os
machos esta relacionada ao fato da populagio preferir criar cdes machos ao inves das
fémeas devido a procriagdo indesejada e de serem melhores cées de guarda. Esses dados
sdo os mesmos observados por Almeida (2009), Mattos et al (2008), Batista (2008),
Rondom (2007), Amora et al (2006), no entanto ndo significa que a doenga tenha
predisposi¢do ao género.

A positividade foi maior em animais acima de 2 anos, diferindo do encontrado
por Batista (2008), que encontrou uma positividade mais acentuada em cées jovens. Isto
se justifica pela alta rotatividade dos animais do CCZ, na qual a populagfo esta sempre
sendo renovada.

Dos 138 animais, 97 eram sem padrio de raga definida (SPRD) e 41 possuiam
raga (Poodle, Pit Bull, Pincher, Cocker Spaniel), no entanto, isso nio ¢ fator
epidemiologico relevante, pois o vetor ndo tem predisposigéo racial.

Entre os animais SPRD, 6,3% foram positivos € entre os que possulam raga
definida, 9,8%. Este fator epidemiolégico ndo € relevante, pois o vetor ndo tem

predisposicéo racial.
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Mattos et al (2006) observaram uma frequéncia de 33,3% em cfies com raga
definida, sendo o Pit Bull a raga mais acometida, que foi justificado pela quantidade de
animais dessa raga na cidade onde foi realizado o estudo e pela preocupacio que os
proprietarios de animais desta raca tem em realizar exames frequentes. Franga-Silva
(1997) também néo verificou predisposi¢dio racial em adquirir a doenga, mas quando
verificou 0 comprimento do pélo, observou que animais de pélo curto sdo mais
susceptiveis a agdo do vetor do que os animais de pélo longo.

Segundo Gontijo e Melo (2004) e Franga-Silva (1997), realizando estudos sobre
os fatores de riscos para leishmaniose visceral canina no Brasil, observaram que nio ha
predisposi¢io do aparecimento da doenga em cées, quanto ao género, raga ¢ faixa etdria.
Que estiio de acordo com dados encontrados nesse estudo.

Quando ao habitat dos cdes, observou-se que entre os 10 animais positivos, 8
cdes eram domiciliados e 2 semi-domiciliados. Resultados diferentes foram encontrados
por Amora et al (2006) e Batista (2008), que observaram o maior nimero de cies
soropositivos possuem habitat semi-domiciliados, justificado porque os animais no
semi-domicilio estfio expostos constantemente a agdo do vetor.

Dos 10 animais positivos, 8 sdo alimentados com comida caseira, 1 de ragéo
comercial ¢ 1 tanto de ragio como de comida caseira. A principio, a comida caseira
pode atrair reservatorios para proximo do domicilio que sirvam de fonte de infec¢do
para o vetor animais.

Entre os 10 animais positivos todos conviviam com outros animais (2 com
felinos, 1 com suinos é galinhas, 2 com animais silvestres e 5 com cées). A convivéncia
com outros animais aumenta a fonte de alimentagfio para o vetor além dos ambientes
imidos e sombreados proporcionados por chiqueiros e galinheiros funcionarem como
criadouros dos flebétomos. Resultado diferente foram encontrados por Azevedo et al
(2008) onde avaliaram a prevaléncia em relagio com a coabitagio de outras espécies
com cédes positivos; co-habitagio com galinhas foi mais frequente entre os cées
positivos, seguida de suinos e equinos. Barbosa et al (2009), observaram a presenga de
galinhas, suinos e equinos, sendo o felino com 12% o animal mais presente nas casas de
céies SOropositivos.

Qutras formas de contatos com animais positivos foram observada como
vizinhos com animais (14,3% dos positivos) e se o animal faz passeios constantes

(17,6% dos positivos).
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5 CONCLUSAO

Houve um aumento preocupante nesses ultimos 10 anos da prevaléncia de
leishmaniose visceral canina. Desta forma, sugere-se a retomada das medidas de

controle do calazar canino pelos 6rgdos responsédveis no municipio de Patos/PB.
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7 ANEXOS

Anexo 1 - Questionario epidemiolégico

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA

CAMPUS DE PATOS

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO - N°

1 DADOS DO PROPRIETARIO

1- Nome:

2- Enderego:

[ Cidade:

3- Bairro:

| CEP:

4- Telefone:

5- Grau de escolaridade:

( ) Analfabeto

() 1° grau incompleto
( ) 1° grau completo

( ) 2° grau incompleto
( ) 2° grau completo
() 3° grau incompleto
() 3° grau completo

6- Renda familiar

() Menos de 2 salario minimo
()2 a4 salarios minimos
( )5 a 6 saldrios minimos
() Mais de 6 salarios minimos

II DADOS DO ANIMAL
7- Nome:
8- Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea
9- Idade: ( )6—12 meses
( ) 12-24 meses
()24 — 48 meses
( )4—-6anos
( ) Acima de 6 anos
10- Raga: () Sem raga definida
() Com raga definida
Qual?
III MANEJO
11- Tipo de criag@o: () Domiciliar

() Semi-domiciliar
() Solto
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12- Alimentagdo : () Ragdo comercial
() Alimento preparado em casa
() Ambos
Que ragéo?
13- Tem contato com outros animais? (_)sim () ndo

14 — Se sim, com quais?
( ) Eqiiideos () Silvestres ( ) Felinos ( ) Cides ( ) Suinos

15- Existem outras formas de contato? ( ) Animais em casa
() Vizinhos tem animais
() O seu animal vai ao petshop
( ) Passeios constantes

16- Qual o ambiente onde o animal é criado?
( ) Terra ( ) Cimento () Terra/cimento

17- E realizada limpeza ou desinfecgéo do local?
( ) Sim ( )Nao

18- Com que fregiiéncia?
( ) Diéaria ( ) Semanal () Quinzenal () Mensal

19- O animal tomou alguma vacina?
( ) Sim ( ) Nio

20- Se sim, quais?
() Anti-rabica () Contra viroses

21- O animal j4 foi vermifugado?
() Sim ( )Nao

22- Se sim, quando?

23- O animal apresenta ou ja apresentou carrapatos?

IV EXAME FISICO

- Aspecto geral do animal:




Anexo 2 — Protocolo do Kit diagnéstico ELISA S7 recombinante.

Critérios de Validagio
As Densidades Opticas (D.0.) dos controles ndo reagentes
devunswuempmuﬂmresaomn E as D.Os do controles

reag; devem sersempre sup 20,300
Célculo do Ponto de Corte
Calcular a média aritmética das D.Os. do soros ndo tes e

@ Biogene

somar 30 fator R = 0,142, Para determinaglo da amplitude da
zoona cinza (faixa de indelerminados) subtrair do ponto de corte
0,03.

Socorro Téenico
Em caso de dividas entrar em contato com o superie no telefone
(81)9168.9072 ou pore-mall servio@biogene,ind.br

Resp. Téc. Ana Claudia Campos
Médica Veterinaria CRMV - PE - 3201

Produzido e Fabricador por:

Biogene Indistria e Comércln LtdaME
Rua Costa Sepilvida, 749

Engenho do Meio - Recife - PE

CEP 50.730-260

C.N.P.J.: 69.951.234/0001-10

Insc. Est.: 18.2.001.0198256-0
Fone/Fax: 81 -3453.2502 ou 9168.8072
E-mail: servio@biogene.ind br
MAPALicenga n'. 7434/2000

Indastria Brasileira

Incubagdo a inovaghe 2cnalogica

(Positiv/A

Validade e data de fabricag@o na embalagem

Cbservagdes
a) Usarsempreiuvas

Kit para Diagnéstico do Calazar Canino

ELISA/ST®
Para Uso Veterinério
Descrigao
Amﬂo de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) &
b o de anticorpos especificos por

antigenos ﬁxsuos em um suporte plastico. Este reconhecimento
& revelado através de uma proteina conjugada a uma enzima
(P! ) permitindo a vi ¢io dareacdo.
EJSNS‘." lem como base um peyllbo recombinanie,
por er at de
snbnnrpasmiase malspremc: damfsn;éo e} e.mpmgodassa
igeno no kit para o diagnéstico do calazar canino - ELISAIST®
confere aita aspsciﬁciﬂada e sensibilidade a0 taste, sendo Unico
nomercado.

Apresentagao
O kit & composto de uma placa de ELISA e de todos os
raager irios a realizagAo de 96 reagd

b) Mtamwmmwmswmmmm dirigindo-
se 0 jato de tampéio diretar

c) Asnohvﬁesdwnwdewmmdandouaplmﬁe
uma s vez.

d) Pode haver formacic de cristais na Solug3o de Lavagem 10x.
Neste caso é 59 proceder uma pequena agitagio,

e} E necessario um segundc soro controle ndo reagente (no
fornecido no kit), para o célculo do ponto de corte.

1. Preparo dos tampdes de lavagem

a) O lampéo de lavagem PBS esta > 10X. Diluir uma
parte de PBS em nove partes de dgua destilada.

b) ParaoPBST és¢ acrescentar em uma parte do PBS 0,05% de
Tween 20 (ex: para 400ml de PBS acrescentar 200ul de
Tween).

2, SensibilizagBo e neutralizagio da placa

a) Distribuir 100 ul por pogo da soluclo S7 naplaca.

8) Incubar ovemight 4 4°C (geladeira)oud horasem TA.

c) Nodiaseguinte desprezar a solugfo S7.

d) Lavar3vezescom lampioPBST.

e) Dasmbuumm.ulparpoqodeumamlutﬂncnmposmdePBST
+2% deleileempd

f lnwbarpuanmumsg'ﬁ.m

g) Apds incubaglo desprezar a soluglic e lavar a placa duas
vezes com PBST.

A placa sensibilizada e neulralizada pode ser ufilizada
imediatamente ou ser embalada seca em papel aluminio e
estocada no fresezer (- 20°C) por perfodos de até 2 meses sem
perda de suas caracteristicas. No momento do uso deixar a placa
descongelar porpelo menos 15 minutos a TA

3. Diluigiodossoros

Os soros controles e amostras em testes devem ser diluidos em
solugdo de coleta (1:100) e incubados por pelo menos 4 horas a
T.A ou 12 horas na geladeira (4°C).
Otitulo da reag3o 6 de 1:100.

Produto Volume Conservacio

Solucac de coleta 25ml -20°C
| Solugao 57 10 mi -20°C
Soro controle r 10 -20°C
Soro controle Nao 10l -20°C
SolugBo Citrato 10ml 4°C
Conjugado (Ptn - A PO) 3ul 4°C
Revelador (TMB) 100 pl 4°C
Agua © (H.0) 50 ul 4'c
Solugdio de lavagem (PBS 10x) s0mi ac
Tween 20 200 pl ac
Solucio de parada (H,SO, 2N) 10 ml TA
A i de todos os reg & de seis meses

4. Realizacio dos testes

a) Lavaraplaca uma vez comtampao PBST.

b) No primeiro pogo (A1) colocar 10081 de PBST. Este é o branco
para o leitor de ELISA (indispensdvel em alguns
equipamentos).

c) Distribuir 100! de cada um dos soros controles, previamente
diluidos, nos pogos: B1 e D1 ndoreagente e C1reagente.

d) Distribuir 100u! por pogo dos soros em teste, previamente
diluidos.

e) Incubarpor30minutosa T.A.

f) Lavaraplaca3vezescomPBST.

g) Distribuir 1004 por poge da soluglo do conjugado (Proteina -
APO). Esta solugdo deve ser preparada na hora diluindo 1pl
do conjugado em 10ml de PBST. Descarte a sobra desta
solugdo.

h) Incubarpor30minutosa TA.

i) Lavaraplaca3vezescom PBS (sem o Tween20).

j) Uistribuir 100u! por pogo da solugdo de revelagdo. Esta
solugio também deve ser preparada nz hora acrescentando
em 10ml de Tampso Citrate 100yl de TMB e 50ul de Agua
Oxigenada,

k) Incubar a placa por 20 minutos no escuro (ex.: dentro de uma

)

gavela).
f) Acrescentarduss gotas da solugBo de perada.
m) Efetuar a leitura em leitor de ELISA a 2 = 450 nm.

-0 ELISA/ST" também pode ser executado com amostras

de sangue. Neste caso 250y da solugdo de coleta deve

wdhﬂihﬁdoemumhmoomndomnpenazm

__anmnt_nun-u

- Nesta solugdo o amﬁeurmmdo por até 5

dias na geladeira (NAO CONGELAR).

-As amostras de sangue podem ser centrifugadas 2 2.000

rpm por 5 minutos para que o codgulo seja totalmente

separado da solugdo.

-Emwsndc'- blis ntuada, apés a centrift oo
deve ser pamumnwomboe

incubado por 20 minutos 2 56°C (neutralizag3o).

- O sobrenadante do tubo pode ser aplicado diretamente

mphﬂmmﬂhﬁodoﬁuh Neste caso, deve-se
riodo de incubagdo de pelo menos 4 horas

mwmmasdudodecotmkdihmdweser

feita se 25l dest b d: em 75ul

de PBST (p locado no pogo).
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