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RESUMO

Com o objetivo de estudar a prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina no
municipio de Rio Verde —GO, estudou-se a microregido sudeste da cidade, onde foi
realizado um inquérito através de prova sorolégica por ELISA, devido ao aumento de
notificacdo de Leishmaniose Tegumentar Humana. Realizou-se um inquérito
soroldgico para investigar leishmaniose tegumentar em caes de cinco bairros com
notificagdo de casos em humanos. Foram investigados 263 cades, dos quais 70
(26,62%) apresentaram titulos significativos de anticorpos através da técnica de
Imunofluorescéncia por ELISA/S7®, ndo verificado diferenca significativa de
incidéncia por area estudada, sintomatologia, idade ou procedéncia dos caes, e
observada uma diferenga significativa quanto ao sexo do animal, sendo 34,78% dos
soro positivo machos.

Palavras-chave: Leishmaniose Canina, Inquérito Soroldgico Epidemiologia; Zoonose.



ABSTRACT

With the objective to study the prevalence of the Canine Visceral
Leishmaniosis in the city of Rio Verde - GO, it was studied Southeastern microregion
of the city, where an inquiry through sorologic test for ELISA was carried through,
whom had to the increase of notification of Leishmaniosis Tegument Human being. A
sorologic inquiry was become fulfilled to investigate tegumentar leishmaniosis in
dogs of five quarters with notification of cases in human beings. 263 dogs had been
investigated, of which 70 (26.62%) had presented significant headings of antibodies
through the technique of Imunofluorescense for ELISA/S7®, not verified significant
difference of incidence for studied region, sintomatologic, age or origin of the dogs,
and observed a significant difference how much to the sex of animal, being 34.78%

of the positive serum male.

Key words Canine Leishmaniosis; Inquerit Epidemiology; Zoonosis
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1. INTRODUCAO

Assim como em outras regides brasileiras, no estado de Goias, na cidade
de Rio Verde, existe evidéncia da leishmaniose visceral canina (LVC), quer

clinicamente nos animais, ou a ocorréncia da doen¢ca no homem.

Vérios sdo os registros da doenca no Brasil, sendo que a leishmaniose
visceral (LV), na atualidade, tem sido apontada como doenca reemergente,
caracterizando nitido processo de transicdo epidemiologica, apresentando
incidéncia crescente nos ultimos anos nas areas onde ocorria tradicionalmente;
expansao geografica para os estados mais ao sul do pais e também um franco
processo de urbanizacdo em cidades localizadas em regifes distintas, como o
Nordeste e o Sudeste. Cidades como Boa Vista e Santarém (Regido Norte);
Terezina, Sdo Luiz, Natal e Aracaju (Regido Nordeste); Montes Claros, Belo
Horizonte, Aracai, Sabara, Perddes e Rio de Janeiro (Regido Sudeste) e Cuiaba
(Regido Centro Oeste), ja vivenciaram ou vivenciam, recentemente, endemias de
leishmaniose visceral humana e canina (ALVES & BELVILACQUA, 2004);
Anastasio — MS (AMORA et al., 2000); Birigui — SP (VIGILATO et al., 2004);
Poxoréo — MT (AZEVEDO et al., 2004); Regido Metropolitana do Recife (DANTAS
TORRES, 2005); Jaboticabal — SP (SAKAMOTO et al., 2006); Aragcatuba — SP
(ISHIZAKI et al.,2006); Bauru —SP (LANGONI et al., 2006); Bom Sucesso —MG
(SILVA E ROSA, 2005). Tornando-se um importante problema de Saude Publica,
devido a sua incidéncia e alta letalidade. Nas Américas, 90% dos casos humanos
descritos sédo precedentes do Brasil. (MONTEIRO et al., 2005).

A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos

(CASTRO, 1996). A Leishmaniose visceral canina é uma doenca que ndo tem



cura (NUNES et al., 2005). Entretanto, é referido que no Brasil mais de 30 dos

cédes infectados séo assintomaticos. (MOURA et al,1999)

O cado vem sendo apontado como reservatério da doenca, e, como
hospedeiro doméstico, &, provavelmente, o mais importante reservatério natural
relacionado com casos humanos. Esse hospedeiro apresenta variagcdes no quadro
clinico da doenca, passando de animais aparentemente sadios a
oligossintomaticos podendo chegar a estagios graves da doenca com intenso
parasitismo cutaneo (COSTA et al., 1999; VIGILATO et al., 2004; AZEVEDO et al.,
2004). Apesar de ser uma enfermidade sistémica, no cdo, 0s principais sinais
clinicos sdo dermatoldogicos. O cdo alberga a Leishmania em seu tegumento,

principalmente na orelha e focinho. (LIMA et al., 2000; TRAVI et al., 2001)

SHAW (2006) e ZANZARINI et al. (2005) indagam sobre o verdadeiro papel
do cdo como fonte de infeccdo, e analisa situacdes em que o céo esta infetado,
sendo um reservatério ou um hospedeiro acidental, pois o cdo pode ser
contaminado numa area onde existe um ciclo selvatico de leishmaniose visceral, e
ao retornar para o ambiente onde exista o0 vetor pode espalhar a infeccdo para
outros cdaes, iniciando um foco peridoméstico. Em contrapartida, recentemente, foi
mostrado que o homem, que ndo € considerado como fonte de infeccbes de
leishmaniose, quando na fase aguda s&o infectantes, e que ao se deslocar nesta
fase para areas onde nédo héa infeccdo em cées, em existindo a presenca do vetor
ocorre a transmissdo da infeccdo para os cades, se tornando um hospedeiro
acidental e ndo um reservatorio primario ou secundario. Ambos definidos por
ASHFORD (2000) e SILVA (2006) como aqueles que séo capazes de manter o

ciclo sozinho.

Segundo SAVANI et.al. (2003) a identificacdo de cées infectados e sua
eliminacdo, com as demais medidas de controle preconizadas pelo Ministério da

Saude, tém contribuido para a reducdo da infeccdo humana, pois os casos de



calazar caninos precedem os humanos em éareas urbanas do Brasil. Mesmo

assim, ndo € possivel verificar o quanto eficaz possa ser esta medida.

E uma doenca grave, que atinge criancas, jovens, adultos ou pessoas
imunossuprimidas e, quando néo tratada, pode apresentar letalidade de 95%. Em
caes, seu principal reservatorio doméstico, hd uma prevaléncia significativa, sendo
que muitos casos sdo assintomaticos ou oligossintométicos (GENARO, 2000;
SANCHES & TAPIA, 2005). Segundo o Manual de Vigilancia e Controle de
Leishmaniose (2003). Classificam-se 0s sinais clinicos como assintomaticos;
oligossintomaticos — perda de peso, pélo opaco; sintomético - apatia, alopecia,

onicogrifose, lesdes de pele da face e orelha, ceratoconjuntivite. (Figura 1)

Figura 1: Sintomas da leishmaniose canina
(A)- céo apatico, com alopecia e les@es no corpo; (B)- cdo com onicogrifose (crescimento
de unha); (C)- cao apresentando emagrecimento e apatia; (D)- cdo com lesbes da face e
orelha; (E)- cAo com emagrecimento, ceratoconjuntivite, lesbes de face e orelha.

Fonte: MVCL (2003)

Os diagnosticos precoce, em humanos e caninos, precocemente se fazem
necessarios por se tratar de uma doenca que pode ser fatal para o ser humano, e
por ser necessaria a adocao de medida de controle especifica sobre o reservatério
doméstico da doenca, incluindo seu sacrificio quando este se encontra infestado.
(ALVES & BEVILAZQUA, 2004)



O inquérito soro-epidemioldgico por ELISA tem por objetivo investigar o
nivel soroldgico de infestacdo dos cées por Leishmania. Levando-se em conta a
relevante importancia e interesse em Saude Publica este inquérito de natureza
investigativa, objetiva obter um diagndstico precoce da situacao epidemiolégica da
enfermidade, identificando dos cées infectados, para o desenvolvimento de uma
politica preventiva, evitando-se os grandes prejuizos econdmicos e de perda da
saude causados por esta antropozoonose reemergente na cidade de Rio Verde,
gue se encontra em franco desenvolvimento agroindustrial e, consequentemente

um grande fluxo migratdrio das outras regides do pais e também rural-urbana.



2. REVISAO DE LITERATURA

Ocupando uma éarea de 8.415,40Km o municipio de Rio Verde esta
localizado na microrregido Sudoeste do Estado de Goias, Centro-Oeste brasileiro.
A cidade fica a 220 km de Goiania, capital do Estado e a 420 km de Brasilia,
capital do Brasil. A distancia de Uberlandia € de 335 km e de S&o Paulo, 921 km.
Suas coordenada sao: latitude (S) - 17° 47 53”; longitude (W) - 51° 55" 53".
(PREFEITURA DE RIO VERDE, 2006). (Figura 2)
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Figura 2: Localizacdo do municipio de Rio Verde - GO

Fonte: Secretaria Municipal do Meio Ambiente.



Sua populacdo estimada em 2000, era de 134.211 habitantes. Sua
topografia é plana, levemente ondulada com 5% de declividade, com altitude
média de 748 m, e o clima apresenta duas estacdes definidas: uma seca de maio
a outubro e outra chuvosa no periodo de novembro a abril. A temperatura média
anual varia entre 20° e 35° C. A vegetacdo é constituida de cerrado e matas
residuais. O solo é vermelho escuro (latossolo), com texturas argilosa e areno-

argilosa.

2.1 Riscos emergentes:

Novas doencas emergentes ou reemergentes em humanos sdo causadas
por uma grande variedade de espécies animais, tanto domésticos quanto

selvagens, sendo reservatorios de patdgenos como virus, bactérias ou parasitas.

As zoonoses emergentes tém implicagfes diretas e indiretas para Saude
Publica: as implicacdes diretas sao definidas como as que tém consequéncia para
a saude humana em termos de patologia e mortalidade e as implicacdes indiretas
sdo as que afetam ou influenciam a doenca zoondtica emergente ou a saude

profissional e publica em geral (MESLIN et al., 2000).

MESLIN & STOHR (1997), conceituam emergéncia e reemergencia
zoonotica como um topico de relativa complexidade. A concep¢do ndo envolve
somente novas ou recentes zoonoses identificadas, mas também agentes ja
conhecidos que surgem nas regides, e/ou espécies nos quais ndo tem sido
observadas e agentes desaparecidos, que entdo reaparecem numa regido,

desencadeando uma epidemia.

As mudancas demogréficas ocorridas nos paises subdesenvolvidos a partir

dos anos 60, geradas por intenso fluxo migratério rural - urbano, resultaram em



crescimento desordenado de facilidades, em particular, de habitacdo e
saneamento basico (TAUIL, 2001).

Para MESLIN et al. (2000) a efetiva vigilancia, prevencédo e controle das

doencas zoonoticas é um desafio significativo.

As zoonoses continuam representando um importante obstaculo na Saude
Publica em vérias partes do mundo, causando gastos consideraveis e perdas para
saude e setores agricolas. A atividade do médico veterindrio, enquanto
profissional de saude publica envolve um grande numero de fungdes que refletem
amplamente na comunidade. Programas de controle e eventual eliminacdo dos

animais portadores sédo necessariamente urgentes (MESLIN & STOHR, 1997).

Sabe-se que na atualidade, as zoonoses constituem o0s riscos mais
freqlentes e mais temiveis que a humanidade esta exposta (MIGUEL, 2004), e
que o numero de espécies de microorganismos que causam infecgbes humanas é
proximo a 1.415, sendo que 868 espécies (61%) sao zoondticas. Das patologias
emergentes, 75% sdo de origem animal. Setores de Saude Publica estédo

vigilantes quanto ao surgimento de novas doencas zoonaéticas (YAMADA, 2004).

Definir-se-a que zoonoses sdo doencas ou infeccbes naturalmente
transmissiveis entre as espécies animais e o homem (MELO et al.,, 2004).
Etimologicamente a palavra zoonose € originada do grego, sendo que seu prefixo
"zoon" significa animal e o sufixo "nosos", doencas, embora nao reflita bem este
sentido, em 1966, no 3° Encontro de Peritos em Zoonoses da Organizagdo
Mundial de Saude", chegaram a definicdo que, zoonoses sdo as doencas e
infeccdes naturalmente transmissiveis entre os hospedeiros vertebrados e o
homem (MIGUEL, 2004).



2.2 Caracteristicas e evolucdo da doenca:

As Leishmanioses s&o consideradas principalmente como zoonoses
podendo acometer o homem quando este entra em contato com o ciclo de
transmissao do parasito, transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente,
encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritarias no mundo (OMS,
2003). Nas areas endémicas onde a leishmaniose tegumentar ocorre em crian¢as
e adultos de ambos os sexos, com frequéncia os cdes estdo infectados por
Leishmania sp. (COUTINHO et al., 1985; FALQUETO et al., 1986; NUNES et al.,
2005; NASCIMENTO et al., 2005).

A leishmaniose visceral canina ou calazar canino € uma doenca sistémica
grave, de curso lento e crénico, dificil diagndstico e cura. E uma zoonose e afeta
em geral cdes sadios (RIBEIRO et al, 2001). E uma infeccio sistémica causada
por um protozoario do género Leishmania. No Brasil, o principal vetor é o
Lutzomya longipalpis (Figura 3), sendo o cdo doméstico o reservatorio mais

importante e o homem o hospedeiro final (FUNASA,1999).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca infecciosa,
ndo contagiosa, causada por protozodrios do género Leishmania, que acomete
pele e mucosas; é primariamente uma infec¢cdo zoondtica, afetando outros animais

que ndo o homem, o qual pode ser envolvido secundariamente.

O modo de transmisséo habitual é através da picada de insetos que podem
pertencer a varias espécies de flebotomineos, de diferentes géneros

(Psychodopygus, Lutzomya), dependendo da localizacdo geogréfica. (Figura 3)



Figura 3: Fémea do flebotomineo adulto, ingurgitando e ingurgitado.

Fonte: Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose (2003).

A Leishmania é um protozodrio pertencente a familia Trypanosomatidae
com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e em alguns meios de cultura artificiais, e outra
aflagelada ou amastigota (Figura 4), como € vista nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados (homem e outros animais superiores). O periodo de incubacao da
doenca no homem €, em média, de 2 meses, podendo apresentar periodos mais
curtos (duas semanas), ou mais longos (2 anos). A leishmaniose tegumentar
americana (LTA) inclui a leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM).
A LTA, também conhecida como leishmaniose mucocutanea, uUlcera de Bauru,
ferida brava etc., distribui-se amplamente no continente americano, estendendo-se
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil tem sido
assinalada em todos os estados, constituindo, portanto, uma das afecgOes
dermatoldégicas que merecem maior atencdo, devido a magnitude da doenca,
assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir no
homem. Além disso, existe o envolvimento psicologico do doente, com reflexos no

campo social e econémico. ( FUNASA,2000).

A leishmaniose visceral americana (LVA) é um problema de Saude Publica
que tem atingido muitos estados do territorio brasileiro. Na epidemiologia dessa

zoonose, o cao (Canis familiaris) atua como o principal reservatorio do protozoario
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Leishmania chagase em areas urbanas (PARANHOS et al., 1996; AZEVEDO et
al., 2004). Tem tido importancia crescente nos Ultimos anos, na regido Sudeste do

Brasil, por causa da urbanizacdo da doenca. (LANGONI et.al., 2006)

»’ ’ Y\

"y i
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A- Forma flagelada ou promastigota B- Forma aflagelada ou amastigota
Figura 4: Leishmania nas formas promastogota (A), encontrada na saliva do vetor
e amastigota (B), encontrada no hospedeiro.

Fonte: Manual de Vigilancia e Controle de Leishmaniose.

A leishmaniose visceral apresenta amplo espectro epidemiolégico no
mundo, ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo, podendo
apresentar-se como zoonose ou antropozoonose, estas duas Ultimas quando o
homem atua como reservatorio no ciclo de transmissédo do parasito (PASSOS et
al.,1993; VIGILATO et al., 2004).

A infec¢do usualmente causa uma doenca sistémica cronica, no entanto,
dependendo das propriedades do parasito e da imunocompeténcia do hospedeiro,
a evolucdo pode ser aguda e grave, levando o animal a Obito em poucas
semanas. Os sintomas tornam-se evidentes dentro de um periodo que varia de
trés meses a varios anos. E alguns animais o desenvolvimento da doenca &

latente, evoluindo a cura espontanea. (FEITOSA,2006)

A Leishmaniose Visceral € uma importante endemia brasileira causada pela

Leishmania chagas, e transmitida ao homem pela picada do mosquito Lutzomya
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longipalpis, e tem como reservatorios, canideos silvestres e domésticos (NUNES
et al, 2005).

Este protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, possui um ciclo iniciando pela picada do
mosquito infectado durante seu repasto com a forma amastigota. Uma vez no tubo
digestivo do inseto, estas formas diferenciam-se e replicam-se em promastigota
metaciclica (infectante). Posteriormente, as formas promastigotas migram para a
faringe misturando-se com a saliva e é repassado ao novo hospedeiro atraves da
picada do inseto na epiderme do hospedeiro, e fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitario. No interior dos macroéfagos, diferenciam-se em formas
amastigotas, que se multiplicam intensamente por divisao binaria. Os macréfagos
repletos de formas amastigotas, ocorrendo entdo a disseminacado hematogénica
para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario. Ndo ha
predisposicdo sexual, racial ou etaria para a infeccdo Em modelos experimentais,
0S promastigotas se convertem em amastigotas nos macréfagos da pele,
multiplicam-se e disseminam-se para fagocitos mononucleares através do sistema
reticulo endotelial. As células parasitadas mostram forte tendéncia a invadir baco,
figado e medula 6ssea. (SARIVA,et al.,2006) (FIGURA 5)

. Hoje vérios autores confirmam estas afirmativas, segundo o OMS (2003),
no Brasil, a Leishmaniose Visceral inicialmente tinha um carater eminentemente
rural e, mais recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e
grande porte, tenho apresentado quadros graves de endemias e epidemias,
havendo, nos ultimos anos, uma propagacdo crescente da doenca por varios
estados que antes ndo possuiam casos de pessoas e nem animais. (ALVES &
BEVILACQUA, 2004).
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Figura 5: Ciclo do protozoario Leishmania sp.

Inicialmente associada a areas rurais, devido as diversas alterac6es no
ambiente como desmatamentos, urbanizacdo e intenso processo migratério,
ocorreu a expansao das areas endémicas, levando a urbanizacdo da doenca,
principalmente nas regides Sudeste e Cento-Oeste do pais (MONTEIRO et.al.,
2003). O uso e a ocupacdao desordenada destas areas de transi¢do entre as zonas
urbanas e rurais sdo fatores que favorecem a incidéncia de leishmaniose, pois
promove o desequilibrio ambiental, e a consequiente introducdo do vetor a de
mamiferos infectados em locais indenes, isto é, pelas condicBes precarias de
higiene e falta de cuidados especificos com o0s animais domesticos.

(REICHMANN, 2006)
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SARAIVA et al. (2006); NOGUEIRA et al. (2005), consideram a
leishmaniose visceral humana ou calazar como uma zoonose canidea, tendo
como vetor 0s mosquitos-polvora, e agente etiolégico L. .chagasi ou L. infantum,
mosquito-polvora através da alimentacdo em raposas, transmite agente etioldgico

aos caes, ocorrendo transmissdo subsequente para humanos.

O registro do primeiro caso da doenca no Brasil ocorreu em 1931, em Boa
Esperanca - MT (ALENCAR et al, 1991). A seguir, o Lutzomya longipalpis foi
incriminado como espécie vetora e foram descobertos os primeiro casos da
infeccdo em cdes. NOGUEIRA et al.(2005), discorrem sobre uma epidemia grave
de leishmaniose visceral canina que propagou-se do estado de Minas Gerais ao
estado de Sdo Paulo, em 1999, quando foram divulgados os primeiros casos da

doenca canina na cidade de Andradina — SP.

Desde entédo, tem se registrado a doenca em varios municipios de todas as
regides do Brasil, exceto na Regido Sul (OMS, 2003), por ndo apresentar
condicdes climaticas ideais para o desenvolvimento do vetor, que se desenvolvem

em areas com alta umidade, calor e disposi¢cdo de matéria organica.

A leishmaniose visceral canina € uma zoonose considerada endémica em
algumas regides de S&o Paulo e outras localidades do pais (TORRES NETO,
2005).

2.3 Diagnoéstico por ELISA:

O método utilizado para o diagnéstico sorolégico de Leishmaniose Canina
Visceral foi a Reacdo de ELISA (enzyme-liked immunisorbent assay) que esta
baseado no reconhecimento de anticorpos especificos por antigenos fixados,

revelados através de uma proteina conjugada a uma enzima (Peroxidase)
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permitindo a visualizagdo da reacdo antigeno anticorpo para diagnéstico

sorolégico de leishmaniose.

O método sorolégico ELISA mostra boa reatividade (NASCIMENTO et al,
2005).

No Brasil, os testes mais utilizados sao RIFI e ELISA, sendo considerados,
sobretudo este dltimo, o teste de escolha para inquéritos populacionais
(MARZOCHI et al., 1981 e REY,1992). resaltam o teste de ELISA como o mais
utilizado para imunodiagnostico de lesihmaniose visceral, e consideram o teste
como sendo o mais rapido,de facil execucéo e leitura, sendo mais sensivel e
especifico. Sua sensibilidade permite a deteccdo de baixos titulos de anticorpos,
mas € pouco preciso na deteccdo de casos subclinicos ou assintomaticos. Os
bons resultados do diagnéstico por ELISA para Leishmaniose Visceral Canina é
confirmada por EVANS et. al. (1990)

PALATNIK-DE-SOUZA et.al.(1995), no Rio Grande do Norte, utilizaram a
fucose-mannose ligand (FML), uma complexa glicoproteina, como substrato,
obtendo 100% de sensibilidade e 96% de especificidade, confirmando utilidade da

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

OMS (2003) explica que o diagnéstico laboratorial ensaio imunoenzimatico
(ELISA) consiste na deteccdo de anticorpos presentes nos soros com antigenos

soluveis e purificadas de Leishmania obtidos a partir de cultura in vitro

CARVALHO et.al. (2002), ao compararem a utilizacdo de antigenos
recombiantes (antigenos purificados) e antigenos brutos, obtiveram uma maior
sensibilidade dos antigenos purificados. Além disso, sdo mais faceis de obter, e ja

se encontram disponiveis para o diagnéstico humano e canino.
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AZEVEDO (2004), realizou avaliacdo epidemioldgica de leishmaniose
canina em Poxoréu-MT e concluiu que a deteccdo de DNA de amostras de sangue
periférico através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ndo se revelou um
bom instrumento diagndstico para vigilancia epidemiologica da Leishmaniose

Visceral Canina devido a baixa sensibilidade e especificidade apresentadas.

SANCHEZ & TAPIA (2005), realizaram um inquérito no estado de Nueva
Esparta-Venezuela, através de diagnéstico soroldgico mediante ELISA e
antigenos rk39, que demostraram alta sensibilidade frente a L. chagase na

populagdo canina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo:

O municipio de Rio Verde esta localizado na microrregido Sudoeste do
Estado de Goias, Centro-Oeste brasileiro. Situado sob as coordenadas, latitude
(S) - 17° 47’ 53”; longitude (W) - 51° 55’ 53", ocupa uma area de 8.415,40 km?.

Sua topografia € plana, levemente ondulada com 5% de declividade e altura
média de 748 m. O clima apresenta duas estacdes bem definidas: uma seca (maio

a outubro) e outra chuvosa (nhovembro a abril).

3.2 Escolha dos bairros:

Para o presente inquérito, foram escolhidos bairros da cidade conforme
incidéncia de casos de Leishmaniose tegumentar e visceral humana, notificados

na Secretaria Epidemioldgica do Municipio.

Os bairros estudados foram agrupados em areas. (Figura 5)
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Figura 6: Mapa de Rio Verde e areas estudadas.

Area A: Bairro Dom Miguel, Setor Pauzanes, Vila Borges, Bairro Popular; Area B:
Prolongamento Jardim América, Jardim América, Jardim Goias, Jardim Cruvinel;
Area C: Centro, Jardim Marconal, Setor Oeste; Area D: Bairro Promissédo, Setor
Serra Dourada, Setor Santa Cruz | e Il; Area E: Gameleira,Vila Multirdo, Vila
Mariana, Jardim das Margaridas; Area F: Vila Amalia, Vila Rocha, Jardim Adriana,
Vila Carolina
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3.3. Amostra para o inquérito canino:

Foram estudados 263 caes, dos bairros considerados endémicos, ou

préximos a ocorréncias da doenca em humanos.

Em cada bairro foram escolhidas casas de forma aleatéria para a realizacao

da coleta de sangue canino.

A amostra foi calculada a partir da populagdo canina, considerando-se a
representatividade em 95%, dos animais pertencentes a area pesquisada.

3.4 Procedimentos:

Foi realizado o tese qui-quadrado em nivel de 1% de probabilidade para
comparar proporc¢des entre os resultados do diagnostico de sorologia obtidos e as
variaveis estudadas, onde:

X%c= % (FO - FE)?
FE

Sendo FO: Freqtiéncia Observada; e FE: Frequéncia Esperada.
Para fins de demonstracao de erro, considerou-se o desvio padrao de 0,01.

3.5 Coleta e processamento:

Foi realizado inquérito canino com preenchimento de protocolos, onde eram
anotados os dados referentes a informacfes gerais, procedéncia e exame fisico
dos animais, durante a abordagem e coleta de materiais, observando-se a

temperatura do animal, emagrecimento, exame das mucosas, incidéncia de
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epistaxe, oncogrifose, descamacéao de pele, erosdes e ulceracbes nas pontas de
orelhas ou focinho, presenca ou nao hiperqueratose, lesdes oculares, alopecia,

hepatomegalia, esplenomegalia, linfoadenopatia. (Apéndice A).

ApOGs prévia autorizacdo do proprietario ou responsavel, imobilizou-se o
animal para coleta da amostra de sangue possui de 3ml, obtidos através de
puncdo da veia cefalica, safena ou jugular, com seringa descartavel de forma
lenta, evitando-se hemodlise. Em seguida, transferiu-se o sangue puncionado
cuidadosamente para tubos de vidro a vacuo, mantendo-o a temperatura ambiente
até a retracdo do coagulo, e apdés armazenados em embalagem de isopor com
gelo. (Apéndice B)

Todas as amostras de sangue foram levadas devidamente acondicionadas
ao Centro de Atendimento Integrado a Saude (CAIS), onde foram centrifugadas e

armazenadas a -18° C , para posterior verificacdo pela reacdo de ELISA/S7.

Para o desenvolvimento do exame soroldgico realizou-se a sensibilizacdo

das placas, segundo a orientac¢des laboratério Biogene. (Anexo B)

Apbs o desenvolvimento do exame sorolégico, o soro controle reagente
apresentou DO de 0,369 e valores de controle ndo reagentes de 0,84 e 0,58,
confirmados pelo critério de validacdo do laboratério Biogene, onde a D.O. do
controle reagente deve ser sempre superior a 0,300 e os valores dos controles

nao reagentes devem ser sempre abaixo de ,0100.

! Tem como base um pepitideo recombinante que permite adeteccao de anticorpos nas fases mais
precoces da infeccao, conferindo alta especificidade e sensibilidade, revelado através de uma
proteina conjugada a uma enzima (Peroxidase). Cada placa Do kit realiza 96 reacdes. O kit para
Diagnéstico do Calazr Canino é produzido pela Biogene Indudtria e Comércio Ltda ME, a Rua
Costa Sepulvida, 749, Engenho do Meio — Recife —PE CEP 50.730-260. Fone/Fax: 81 -3453.2502
ou 9168.9072, E-mail: sérvio@biogene.ind.br.
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O célculo do ponto para analise foi feito a partir da média das D.Os. do soro
nao reagentes, somado ao fator R= 0,142, determinando assim a amplitude da

zona cinza (faixa de indeterminados) e subtraido do ponto de corte 0,03. (Anexo 1)

A média dos soros controle negativo ou nao-reagente 0,071, e os valores
para diagnostico sorologico das amostras foram valor de corte 0,213 e zona cinza,
indeterminados, de 0,183 — 0,213. (Anexo llI).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 263 caninos investigados, 70 (26,62%) dos cées foram soro-positivos a
reacdo de ELISA/S7® (Biogene), 35(13,30%) cdes apresentaram resultado

indeterminado, e 158 (60,45%) animais ndo foram reagentes a reacdo de
ELISA/S7® (Biogene) (GRAFICO 1).

35;0

70; 0

O soro-reagentes B soro-nédo reagentes Oindefinidos

GRAFICO 1: Valores totais dos resultados, conforme distribuicio em soro-
positivo, soro-negativo e indeterminados.

Foram definidos percentuais para os resultados observados em cada area,
onde foi aplicado o teste qui quadrado, para verificagdo de diferenca significativa

entre os valores observados em cada area e entre as areas.
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TABELA 1: Distribuicdo dos resultados pelos bairros investigados através de
ELISA.

RESULTADOS AREAA AREAB AREAC AREAD AREAE iREAF

SP 12 21 7 9 3 18
SN 30 53 18 9 13 35
IND 3 5 7 12 4 4

SFz’— SORO ESQSITIVO; SN- SORO NEGATIVO; IND- INDETERMINADOS
X°c=21,8

A prevaléncia de acordo com os bairros pesquisados (TABELA 1)
demonstraram que na area A, foi de 27,9 % de caes soro-reagente, 65,11% cées

nao-reagentes e 7 % caes indeterminados, em uma amostra de 43 animais.

Na area B, o diagndstico encontrado foi de 26,2 % dos cdes soro-positivos,
65,0 % caes soro negativos e 8,8 % caes indeterminados, em uma amostra de 80

caes.

Na érea C , o diagnéstico encontrado foi de 21,2 % dos cées soro-positivo,
48,4 % cées soro negativos e 30,3 % caes indeterminados, em uma amostra de

33 caes.

Na area D, o diagnostico encontrado foi de 27,6 % dos caes soro-positivo,
27,6 % caes soro negativo e 44,8 % cées indeterminados, em uma amostra de 29

caes.

Na area E, o diagnostico encontrado foi de 15,0 % dos cdes soro-positivo,
60,0 % céaes soro negativo e 25,0 % caes indeterminados, em uma amostra de 20

caes.

Na area F, o diagndéstico encontrado foi de 31,0 % dos cées soro-positivo,
60,4 % cées soro negativo e 8,6 % cées indeterminados, em uma amostra de 58

caes.
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Considerando-se que ndo hd um senso canino na cidade de Rio Verde e
gue as residéncias que permitam a coleta de sangue de cada bairro, conforme
amostra calculada, esta foi representativa e permitiu aferir resultados
significativos. Tendo em vista MONTEIRO et al. (2005), que relatam um inquérito
para diagnostico de Leishmaniose Visceral Canina, a partir de um censo e analise
de cdes domiciliados na é&rea urbana dos bairros por eles pesquisados, e

consideram também a ocorréncia de caso humanas da doenca.

NUNES et al.(2001) cita que a leishmaniose visceral humana, nem sempre,
obedece a uma distribuicdo espacial paralela a do calazar canino; e que infeccdes
caninas tem sido mais freqlientes que as humanas, normalmente, as precede,
associando também a ocorréncia humana aos niveis socioeconémico e culturais

deficientes.

A partir da ocorréncia de casos humanos autdécnes de Leishmaniose
Tegumentar ou Visceral Humana dos bairros, foi possivel identificar os casos
positivos da ocorréncia de Leishmaniose Visceral canina, o resultado demonstrou

gue areacao positiva do ELISA independe do bairro.

Dos cées sintomaticos, 28,5% foram soro-positivo, 64,3% foram soro
negativo e 14,2% indeterminados.

Dos cées assintomatico, 41,5 % foram soro-positivo 13,7 % foram nao-
reagentes e 20,8 % indeterminados. (Tabela 2)

TABELA 2: Correlagdo entre Animais Sintomatico e Assintomaticos, conforme
soro reagéncia

SINT ASS
n n
SP 29 41
SN 62 96
IND 16 19

SP- soro positivo; SN- soro negativo; IND- indeterminado
X?c= 0,563 N°
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Ao se relacionar o niumero de animais com a presenga de sintomas
(sintomaticos) ou nao (assintomaticos), o estudo demonstrou que nao houve
diferenca significativa. Concordando com ZANZARINI (2005) e MOURA et al.
(1999) que afirmam que a Leishmaniose Visceral Canina € uma doenca grave que

nao tem cura e mais de 30% dos caes infectados sao assintomaticos.

Ao se relacionar cdes soro negativos a idade, o inquérito obteve 91,4 % dos
caes com idade entre 0-2 anos; 50,5 % com idade entre 3-5 anos; e 16,2 % dos

cdes com idade acima de 5 anos.

Ao se relacionar cdes soro positivos a idade, o inquérito obteve 40,4%dos
cées entre 0-2 anos, 22,3% com idade entre 3-5 anos e 7,2 % dos cées com idade
acima de 5 anos.(Tabela 3)

TABELA 3: Prevaléncia Leishmaniose canina de acordo com a idade e soro
reacao

IDADE
0-2 anos 3-5 anos > 5 anos
N n n
SP 44 20 6
SN 89 53 16
IND 19 11 5

SR - soro POSITIVOS; SNR - soro NEGATIVO; IND — indeterminados
X?=1,57 "

Demonstrando uma independéncia da prevaléncia em relagédo a idade. Ja
SANTOS et al. (2005) observou uma prevaléncia maior em caes com idade entre
1-5 anos.

Ao se correlacionar sexo e prevaléncia, obteve-se amostra de cdes do sexo
feminino e, onde 39,4 % séo caes soro positivo, 88,9% soro negativo e 19,7% de
indeterminados.(Tabela 4)

A prevaléncia de cades machos foi de 30,6 % soro positivo, 69,1 % soro
negativo e 15,3 % indeterminados.
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TABELA 4: Comparacao de Sexo conforme soro reacao

SEXO
FEMININO MASCULINO
n n
SP 30 40
SN 97 61
IND 21 14

SP - soro reagente; SN- soro negativo; IND- indeterminados
X?%=7,01°

Nestes resultados a reacao depende do sexo. Para SARAIVA (2006), ndo

h& predisposicéo sexual, racial ou etéria para a infeccéo.

TABELA 5: Comparacao de Procedéncia conforme soro reacao

PROCEDENCIA
ZONA URBANA ZONA RURAL
n n
59 11
130 28
28 7

SP - soro reagente; SN- soro negativo; IND- indeterminados
X?:=0,33"°

Quanto a procedéncia dos cdes da amostra, o inquérito obteve 82,50% dos
caes oriundos de outros centros urbanos ou nascidos em zona urbana, e 17,49%

dos caes vindos de zonas rurais, mas todos instalados em zona urbana.

Quanto a procedéncia do animal foram observadas que a soro reacao

independe da regido de procedéncia urbana ou rural.

GALATI et al. (1996) e MONTEIRO et al. (2005) consideram importante
esta procedéncia tendo em vista que varios trabalhos de estudos dos vetores
estdo relacionados a antroponizacao e/ou preservacao da cobertura primitiva, com

predominio principalmente do cerrado.
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Considerando a localizacédo dos bairros estudados, observa-se claramente
a ocupacao de regidao de mata ciliar, ja que esta area € banhada por um cérrego,
com presenca de grande quantidade de matéria organica, e temperaturas ideais
para o desenvolvimento do vetor. Confirmando as informa¢des da OMS (2003) da
ndo incidéncia na Regido Sul por ndo apresentar condi¢cdes climaticas ideais para
o desenvolvimento do vetor, que se desenvolvem em éareas com alta umidade,

calor e disposi¢cdo de matéria organica.

A prevaléncia e as caracteristicas da populacdo e a regido, associada a
infeccdo por Leishmania € evidenciada por diversos testes, entre eles a sorologia
por ELISA, considerados de elevada reatividade por NASCIMENTO et al. (2005) e

e o teste mais sensivel por SANTOS et al. (2005), utilizados no presente trabalho.

As condicbes de ocupacdo demografica, passando pelas politicas de saude
publica, contribuem para a instalacdo de enzootias e determinacdo de problemas
graves a populacdo. A informacdo e desenvolvimento de inquéritos

epidemioldgicos e censitarios norteardo o caminho de a¢des publicas de saude.
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados realizados por ELISA/S7® pode-se concluir que ha
um alto indice de prevaléncia de cées positivos na regido, ndo demonstrando
diferenga significativa de prevaléncia entre os bairros estudados, bem como em
relacdo a sintomatologia, a idade ou procedéncia do cdo, com aumento
significativo na populagao canina do sexo masculino.
Observou-se, no entanto que a prevaléncia independe das condi¢cdes soécio-
econbmica da populacdo, mas sim da desinformacdo sobre a doenca e seus
riscos. Os resultados também mostram que o cdo pode ser um importante
reservatorio doméstico de Leishmania sp. a semelhanca do que acontece em
outras areas endémicas do Brasil. No entanto, h4 necessidade de se ampliar a
area de abrangéncia deste tipo de estudo para melhor conhecimento da
epidemiologia da leishmaniose tegumentar, assim sendo, propde —se a incluséo
da cidade de Rio Verde como “nova &rea em investigacdo para LV”, por possuir

pontos ainda obscuros na epidemiologia a elucidar.
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Apéndice A: OBTENCAO DA AMOSTRA DE SANGUE CANINO

OBTENGAO DE SORO CANINO

COLETA

De uma maneira geral, a coleta do sangue dos caes é realizado nas areas
endémicas. Para tanto, deve-se organizar ainda no laboratorio o seguinte material:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

h)
)
)
K)
)

Mordacas ou focinheiras para contencao do animal.

“Pau de couro” para contencdo de animais maiores.

Tubos de vidro ou microtubos plasticos para colocag¢do das amostras.
Seringas de 3 ou 5 ml.

Agulhas 25 X 7 ou 25 X 8

Luvas de procedimento.

Etiguetas auto-adesivas ou canetas para retroprojetor para identificacao
dos tubos.

Canetas esferogréaficas
Alcool iodado.

Alcool puro.

Algodéao e gaze.

Estantes.

m) Recipiente para coleta do lixo produzido e material perfurante.

n)

Ficha epidemioldgica.

A coleta de sangue a vacuo nao é adequada para caes, muitas vezes o

vacuo contido no tubo pode colabar a veia ou mesmo rompe-la.

Serdo necessarias no minimo duas pessoas para a coleta, uma delas deve

ter as duas maos livres, para a realizacédo da puncéo e as outras somente para a

contencdo do animal.

A puncao deve ser feita na veia de uma das patas anteriores de

preferéncia, porém as patas traseiras também podem ser utilizadas. Os cuidados
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para evitar a lise das células durante a coleta devem ser redobrados ima vez que
existem maiores possibilidades de que isso ocorre durante este procedimento.
Nunca se deve puxar o émbolo da seringa com muita insisténcia quando ha pouca
fluéncia de sangue, pois esta veia colaba (se fecha) com muita facilidade e o
tempo de coagulagcdo do sangue dos cades é mais curto. Havendo grande
dificuldade para coleta, deve-se buscar outra veia.

Os cuidados com a transferéncia do sangue para o tubo sdo os mesmos
observados para o sangue humano, bem como a identificagéo.

Os tubos devem ser colocados em estantes dentro de uma bolsa ou maleta
gue permita a sua manutencdo em posicao adequada e deve ficar a temperatura
ambiente até que haja retracdo do coagulo. Caso o tempo da permanéncia no
campo seja muito longo, pode-se transferi-lo para uma caixa de isopor com gelo
reciclavel até a chegada ao laboratorio.

Chegando ao laboratdrio os procedimentos sS40 0s mesmos para sangue

humano.
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Ficha clinica para amostras de material canino para realizaciio de exame de
Leishmaniose Visceral Canina

|:| Sorologia

I:I Parasitologia

Identificacdo Data: 7 /
Nome:

Idade: Sexo:

Pelagem: Raga:

Proprietirio: L Sim [ Nao
Enderego Atual:

Bairro: Municipio:

Telefone:

Enderego Anterior:

Procedéncia:

Exame Clinico
Temperatura: °C
Emagrecimento: CJ Sim Nao [

Mucosas:

Epistaxe: E’ Onicogrifose: D Descamagﬁo:D

Zona Rural ]:I Zona Urbana D

Erosdes e Ulceras (pontas de orelha/focinho)lj Hiperqueratose D Lesdes Oculares D

Alopecia: 1 Peri-orbital | | 2Localizada [ | 3.Generalizada [ |

Hepatomegalia D EsplenomegaliaI:] Linfoadenopatia ]:l

QOutros Sinais:

Médico
Veterinario/CRMV
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Anexo |: KIT PARA DIAGNASTICO DO CALAZAR CANINO
ELISA/S7®

Chrilsiriipy de Valldarlio

Az Dersichdes Optices (1.0} dos crtroles nlie reagesles devem
ser sempre inferiores a 0,100, E as D.Os do controles reagentes
devem ser sempre superiores a 0,300,

Calcwlo do Ponto de Corte

Calcular a média aritmética das D.Os. do soros ndio reagentes e
somar ao fator R = 0,142. Pera dcterminagfio da amplitude da zona
cinza (faixa dc indeterminados) subtrair do ponto de corfe §,03.

Socorro Técnico
Fm caso de diividas cntrar em contato com ¢ superte 10 felefone
(R1} 91689072 ou por e-mail scrviofbiogene.ind.br,

Resp. Téc. Ana Cliudia Campos
Médica Veterindria CRMVY - PE - 3201

Produzido e Fabricador por:

Biogene Inddstriz e Comércio Ltda ME
Rua Costa Sepllvida, 749

Engenho do Meio - Recife - PE

CEP 50.730-260

CGC.: 69.951.234/0001-10

Insc. Est. : 18.2.001.0198256-0
FonefFax: 81 - 3453.2502 on 9168.9072
E-mail: servio@biogene.ind.br

MAPA Licenca n®. 743472000
Indiistria Brasileira

Q Incuhazma ioinsvagee lecnulogis

Validade e data de fabricafio na embalagem

O Biogene

Kit para Diagnostico do Calazar Canino
ELISA/ST®

Para uso veterindrio
Descrigio

A reagdo de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é
baseada no reconhecimento de anticorpos especificos por antigenos
fixados em um suporte pléstico. Este reconhecimento é revelado
através de umg proteina conjugada a uma chzima (Petoxidase)
permitindo a visualizagio da reagdo.

O ELISA/ST® tem como base um peptideo eecombinante,
produzido por engenharia genética, que permite a detecydo de
anticorpos na fase mais precocs da infecglio. O emprege desse
antigeno no kit para o diagnéstico do calazar caning - ELISA/ST®
confere alta especificidade e sensibilidade a0 reste, sendo finico no
mercado,

Apresentacio
O kit ¢ composto de uma placa de ELISA ¢ de todos o8
reagentes necessérios u realizagho de 96 reacdes.

Produto Volume Conservaglio
Sohagio de colet 25 ml L20°C
Solugho §7 1iml -0°C
Soro controle reagente 10ut -20°C
Soro controle nfo reagente 104} -1°C
Solugdo Citrato 10 ml 4C
Conjugado (Pm - A PO) 3ul 4C
Revelador (TMB) 100 £C
Agua Oxigenadn (H.0;) S0 T
Solucdo de lavagem (PBS 10x) 50ml 4
Tween 20 200 ul C
Soluglo de parada (H,80,— 2N} Wml T.A

A estabilidade de todos os regentes € de seis meses
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Anexo 11 : PROTOCOLO DE SENSIBILIZACA O E REALIZACAO
DO TESTE

Observagdes

a) Usar sempre luvas

b) As lavagens devem ser feitas utilizando-se picetas, dirigindo-
s¢ 0 jato de tampdo diretamente no fundo do pogo.

¢) As solugbes devem ser desprezadas invertendo-se a placa de
uma so vez.

d) Pode haver formagdo de cristais na Solugfio de Lavagem 10x.
Neste caso ¢ 36 proceder uma pequena agitagio.

¢) E necessério um segundo soro controle nfio reagente (ndo
fornecido no kit), para o cdlculo do ponto de corte.

Procedimentos

1. Preparo dos tampdes de lavagem

a) O tampdo de lavagem PBS estd concentrado 10X, Diluir uma
parte de PBS em nove partes de dgua destilada.

b) Parao PBST é s6 acrescentar em uma parte do PBS 0,05% de
Tween 20 (ex: para 400ml de PBS acrescentar 200l de
Tween).

2, Sensibilizacio e neutralizaglio da placa

a) Distribuir 100 pl por pogo da solugfio S7 na placa.

b) Incubar overnight 3 4°C (geladeira) ou 4 horas em T.A.

¢) No dia seguinte desprezar a solugiio S7.

d) Lavar 3 vezes com tampfio PBST.

¢) Distribuir 100 il por pogo de uma solugio composta de PBST
+2% de leite em p6 desnatado.

f)  Incubar por 30 minutos a T.A.

g) Apbs incubagdo desprezar a solugdio e lavar a placa duas vezes
com PBST.

A placa sensibilizada ¢ neutralizada pode ser utilizada
imediatamente ou ser embalada seca em papel aluminio e estocada
1o freezer (- 20°C) por periodos de até 2 meses sem perda de suas
caracteristicas. No momento do uso deixar a placa descongelar por
pelo menos 15 minutos a T.A.

3. Diluicfo dos soros

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

0 titulo da reagfio é de 1:100.

4, Realizaciio dos testes

a) Lavar a placa uma vez com tampdio PBST,

b) No primeiro pogo (Al) colocar 100ul de PBST. Este é o
branco para o leitor de ELISA (indispensével em alguns
equipamentos).

¢) Distribuir 100p! de cada um dos soros controles, previamente
diluidos, nos pogos: B1 ¢ D1 nfio reagente e Cl reagente.

d) Distribuir 100p! por pogo dos soros em teste, previamente

diluidos.

Incubar por 30 minutos a T.A.

Lavar a placa 3 vezes com PBST.

Distribuir 100y por poo da solugdo do conjugado (Protefna -

A PO). Esta solugfo deve ser preparada na hora diluindo 1pl

do conjugado em 10ml de PBST. Descarte a sobra desta

solugfo.

h) Incubar por 30 minutos a T.A.

i) Lavar a placa 3 vezes com PBS (sem o Tween 20).

j) Distribuir 100pl por pogo da solugio de revelaghio. Esta
solugfio também deve ser preparada na hora acrescentando em
10ml de Tampido Citrato 100l de TMB e 50ul de Agua
Oxigenada,

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

1) Acrescentar duas gotas da solugio de parada,

m) Efetuar a leitura em leitor de ELISA a ). = 450 nm.

oo

- 0 ELISA/S7® também pode ser executado com amostras de
sangue, Neste caso 250pl da solucio de coleta deve ser
distribuido em um tubo eppendor/f ¢ apenas 2 gotas de sangue
(~30 ) acrescentadas nesta solugiio.

- Nesta solugiio o sangue pode ser conservado por até 5 dias na
geladeira (NAO CONGELAR).

- As amostras de sangue podem ser centrifugadas a 2.000 rpm
por 5 minutos para que o codgulo s¢ja totalmente separado da
solugio.

- Em caso de hemolise acentuada, apés a centrifugacio o
sobrenadante deve ser tramsferido para um novo tubo e
incubado por 20 minutos a 56°C (neutralizagdio).

- O sobrenadante do tubo pode ser aplicado diretamente na
placa para realizaciio do teste. Neste caso, deve-se respeitar o
periodo de incubagfio de pelo menos 4 horas em contato com a
solugfio de coleta. A diluicio deve ser feita acrescentando-se
2501 deste sobrenadante em 7511 de PBST (previamente
colocado no pogo),
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