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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca de grande importancia para saude publica
devido a sua alta incidéncia e letalidade. Este estudo objetivou avaliar a situacédo da LV
humana no municipio de Petrolina no periodo de 2007-2013; realizar um inquérito
soroldgico em caes domiciliados de areas urbanas e rurais; avaliar os possiveis fatores
de riscos associados a soropositividade canina a L. infantum chagasi e por fim isolar o
agente mediante puncdo aspirativa de linfonodos popliteos de cdes do Centro de
Controle de Zoonoses de Petrolina (CCZ). Os dados de casos humanos foram obtidos
das fichas de Notificacdo do Sistema Nacional de Agravos de Notificagdo. Amostras
sanguineas de 1.245 cées de areas urbanas e rurais foram colhidas (IC 95%; erro de
2%), considerando o célculo para populacdo infinita, e uma prevaléncia estimada de
15% levando-se em consideracdo a populacdo humana residente no municipio. As
amostras sanguineas foram processadas para obtencdo de soro, e examinadas, pela
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e pelo Ensaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA). Foram consideradas reagentes a RIFl as amostras com titulos = 40. Para os
calculos de prevaléncia foram considerados positivos apenas os cdes sororreagentes
nos dois testes. Os cdes foram submetidos ao exame fisico e classificados de acordo
com as manifestacbes clinicas em assintomaticos e sintoméaticos. Durante as visitas
aplicou-se um questionario aos proprietarios visando a detec¢do dos potenciais fatores
de risco para a infeccdo por Leishmania spp, utilizando modelos de regressao logistica
considerando-se estatisticamente significantes valores de p < 0,05. Visitas ao CCZ
foram realizadas para puncdo aspirativa de linfonodos popliteos dos caes e
posteriormente inoculadas em hemoculturas BAB/LIT. Foram notificados 69 casos
humanos residentes no municipio. A doenca afeta predominantemente criancas de 1-4
anos de idade (34,8%). A co-infeccao com HIV ocorreu em 14,5% dos casos. O critério
de confirmagé@o mais utilizado foi o clinico-epidemiologico (59,4%), com cura clinica em
78,3% dos casos ocorrendo apenas um o6bito. Dos 1.245 cades avaliados, 11,2%
(140/1.245) foram sororreagentes nos dois testes (IC 95%: 9,5%-13,1%). Quanto a
sintomatologia, 60,7% dos cdes sororreagentes eram sintomaticos e 39,7%
assintomaticos, sendo a linfoadenopatia, ulceracbes e onicogrifose 0s sinais mais
evidentes. A soroprevaléncia em areas urbanas e rurais foi de 5,4% (IC 95%: 4%-7,1%)
e 23,6% (IC 95%: 19,5% - 28,1%), respectivamente. Foram considerados possiveis
fatores de risco para presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi: presenca de area
verde proximo a residéncia (OR = 3,63; p = 0, 000), raca — sem raca definida (OR =
2,11; p = 0,025) e o0 sexo — macho (OR =1, 51; p = 0,034). Trés isolados de L. infantum
chagasi foram obtidos. A LV é considerada endémica em Petrolina com taxa de
transmissdo de moderada a alta e a soroprevaléncia de anticorpos anti-L. infantum
chagasi na populagcdo canina esta distribuida de forma heterogénea, com prevaléncia
maior nas areas rurais.

Palavras-chave: Leishmania. Diagnoéstico sorolégico. Cées. Fatores de risco.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease of great concern for public health because of its
high incidence and lethality. This study aimed to evaluate the situation of human VL in
the minicipality of Petrolina in the 2007-2013 period; perform a serologic survey among
domestic dogs from urban and rural areas; evaluate the possible risk factors associated
with canine seropositivity for L. infantum chagasi and finally isolate the agent by
aspiration of popliteal lymph nodes of dogs from Zoonosis Control Center (CCZ). Human
data were collected from the Brazilian National Information System for Notifiable
Diseases. Blood samples from 1,245 dogs in urban and rural areas were collected (CI
95%; error of 2%) considering the calculation for infinite population and an estimated
prevalence of 15% taking into account the resident human population in the municipality.
Blood samples were processed to obtain serum, and examined by indirect
immunofluorescence (IFA) and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Indirect (ELISA).
Reagents samples were considered at IFA samples with titers = 40. For prevalence were
considered positive only reactive serum dogs in both tests. The dogs were subjected to
physical examination and classified according to the clinical manifestations in
asymptomatic and symptomatic. During the visits was applied a questionnaire to the
owners in order to detect potential risk factors for infection with Leishmania spp, using
logistic regression models considering statistically significant p values <0.05. Visits at
CCZ were realized to aspiration of popliteal lymph nodes of dogs and then inoculated
into hemoculture BAB/LIT. A total of 69 human cases resides in the municipality. The
disease predominantly affected children of 1-4-year-old age group (34.8%). Co-infection
with HIV occurred in 14.5% of cases. The criterion most frequently used was the clinical
epidemiological confirmation (59.4%), with clinical cure in 78.3% of cases; presenting
only one death. Of the 1,245 dogs evaluated, 11.2% (140/1.245) were seropositive in
both tests (Cl 95%: 9.5%-13.1%). About the symptomatology, 60.7% of reactive serum
dogs were symptomatic and 39.7% asymptomatic, and the lymphadenopathy, ulceration
and onychogryphosis the most obvious signs. The seroprevalence in urban and rural
areas was 5.4% (Cl 95%: 4%-7.1%) and 23.6% (Cl 95%: 19.5% - 28.1%), respectively.
Were considered possible risk factors for the presence of antibodies anti L. infantum
chagasi: presence of green area close to the home (OR = 3.63; p = 0, 000), breed -
mixed breed (OR = 2.11; p = 0.025) and gender - male (OR =1 51, p = 0.034). Three
isolates of L. infantum chagasi were obtained. VL is endemic in Petrolina with
transmission from moderate to levels high and the seroprevalence of anti-L. infantum
chagasi in canine population is distributed in a heterogeneous manner, with higher
prevalence in rural areas.

Key- words: Leishmania. Serological diagnosis. Dogs. Risk factors.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar € uma zoonose que pode
manifestar-se no homem e animais. E uma doenca causada por protozoarios do
género Leishmania, e transmitida aos vertebrados por vetores do género Lutzomyia.
E uma doenca tropical de elevada importancia, devido a sua incidéncia, letalidade e
implicacbes econbmicas, apresentando-se como um grave problema de salde
publica. A doenca é endémica em diversos paises dos quatro continentes, em sua
maioria paises em desenvolvimento, com cerca de 200 milhdes de pessoas

expostas ao risco.

A doenca, antes restrita as areas rurais do nordeste brasileiro, avangou para
outras regides indenes alcancando inclusive a periferia de grandes centros urbanos.
Nos ultimos dez anos a LV tém sofrido um processo de expansdo e urbanizacéo
ocorrendo nas cinco regibes do Brasil. Esse processo est4d associado a varios
fatores, como descontinuidade das a¢des de controle relacionadas ao agravo em
questdo, adaptacdo do vetor aos ambientes modificados pelo homem, mudancas
ambientais e climaticas, migracdo de populacdo humana e canina para espacos
urbanos, reducdo dos investimentos em saude e educacdo, fatores
imunossupressivos e dificuldades de controle da doenca em grandes aglomerados

urbanos.

Em Pernambuco, assim como em outros estados da regido Nordeste do
Brasil, a LV é historicamente endémica. Durante a década de 90, houve grande
expansao na distribuicdo da doenca no Estado, e atualmente esta amplamente

distribuida, com registros de casos em todas as regifes do Estado.

O municipio de Petrolina consiste em um grande centro de exportacdo com
base na fruticultura irrigada, acompanhado por um aumento da populacdo associada
com a migracdo, atraidos pelas alteracbes decorrentes do processo de
industrializacdo e modernizagdo da agricultura irrigada, com isso houve um
crescimento desorganizado do centro urbano. Neste contexto, na década de 90
houve um aumento de registros e distribuicdo espacial de LV na cidade, com pico

epidémico em 1995. Desde entéo, observa-se uma expansdo da doenca, com um
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aumento do nimero de casos na area urbana, sendo considerada uma area de alta

transmissao, com média anual de 11,1 casos nos ultimos dez anos.

7

Diante deste quadro é essencial, portanto, a realizagdo, em regides
endémicas, de estudos periodicos, que avaliem suas caracteristicas epidemiolégicas
e a efetividade das medidas de controle. Estudar o comportamento de uma doenca,
avaliar sua magnitude e sua distribuicdo, além de possibilitar conhecer a area e
extensdo de transmissdo, indica qual a sua possibilidade de continuidade, a
populacdo sob risco e as medidas de controle que devem ser adotadas. O
conhecimento mais detalhado da relacdo das doencas com o espaco onde elas se
reproduzem, ajuda a identificar padrdes epidemiolégicos, que auxiliam no seu

controle e na sua predilegéo.

Somam-se a estes fatos informacgdes oriundas da escassez de trabalhos no
municipio de Petrolina, uma vez que os trabalhos ja realizados avaliaram apenas
uma regido isolada, uma pequena populacdo, sem relacdo com os fatores inerentes
a dinamica populacional, aos dados de transmissdo e distribuicdo da mesma no
municipio. Desta forma, é imprescindivel a realizacdo de pesquisas sobre a
epidemiologia da leishmaniose visceral humana e canina, para ampliar o
conhecimento de sua histéria natural focando seu principal reservatdrio doméstico, o
cdo, a fim de maximizar a efichcia das medidas de controle desta enfermidade
aplicadas no municipio. Portanto, o presente estudo buscou avaliar a situacdo
epidemioldgica da LV humana no municipio de Petrolina, no periodo de 2007-2013;
realizar um inquérito sorolégico em cées domiciliados provenientes de areas
urbanas e rurais do municipio; avaliar os possiveis fatores de riscos associados a
soropositividade canina a Leishmania infantum chagasi. Além disso, isolar o agente
mediante pungdo aspirativa de linfonodos popliteos de cées encaminhados e/ou

capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Petrolina.



20

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Conhecer os aspectos epidemiologicos da Leishmaniose Visceral Canina no
municipio de Petrolina, localizado na regido do Submédio do Sao Francisco,

Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

- Descrever o perfil epidemiolégico dos casos humanos de Leishmaniose

Visceral no municipio de Petrolina - PE no periodo de 2007 a 2013;

- Avaliar as principais alteracdes clinicas em cées domiciliados com infeccao

natural por Leishmania spp;

- Determinar a prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina nas areas
urbanas e rurais do municipio, por meio de inquérito soroldgico canino pela Reacéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Teste Imunoenzimatico (ELISA), em cées

domiciliados;

- Determinar os possiveis fatores de risco para a infeccdo por Leishmania spp

em caes domiciliados;

- Confeccionar mapas de risco para Leishmaniose Visceral Canina no

municipio;

- Isolar e caracterizar Leishmania spp em amostras de aspirado de linfonodo
de caes capturados e/ou encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses do
municipio utilizando a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e

sequenciamento de DNA.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos epidemioldgicos

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, possui um
amplo espectro epidemiolégico, sendo identificada em mais de 100 paises em todo o
mundo, sejam eles de clima tropical, subtropical e temperado (DEANE; DEANE,
1962; ALVAR et al., 2004; DESJEUX, 2004; ALVAR; YACTAYO,; BERN, 2006;
BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Atualmente é considerada uma das sete
endemias prioritarias no mundo e tem se tornado um importante problema de saude
publica, estando amplamente distribuida em quatro continentes (MICHALSKY et al.,
2011).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que ocorra de dois a quatro milhdes
de casos de LV anualmente. Sendo que 90% dos casos ocorrem em seis paises,
incluindo Bangladesh, india, Nepal, Sudo, Eti6pia e Brasil. Entretanto, esses dados
sdo subestimados, uma vez que a afeccdo ndo é de notificacdo compulséria em
todos os paises em que ocorre, e muitos paises ndo realizam vigilancia ou outras
investigagdes e ndo possuem um sistema de armazenamento de dados (ALVAR et
al., 2012; WHO, 2012; KHALIL et al., 2014). A doenca apresenta elevadas taxas de

letalidade, cerca de 50.000 pessoas morrem com LV, anualmente (WHO, 2010).

Na América Latina, ja foi descrita em 12 paises, sendo que o Brasil é
responsavel por 95% dos registros da Leishmaniose Visceral Humana (LVH), no
qual foram identificados em 26 (96,3%) das 27 unidades federativas, com infec¢des
autoctones diagnosticadas em 21 (80,8%) delas e, em aproximadamente, 1.300
municipios brasileiros, com carater endémico-epidémico, apresentando anualmente
entre 3.000 e 4.000 novos casos (WHO, 2010; VIANA et al., 2011; BRASIL, 2012;
SARAIVA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013).

Nos ultimos dez anos, o numero de casos notificados na regido Nordeste foi
menor em comparagcao com a década de 90, entretanto, nos ultimos cinco anos, em
média 3.500 novos casos humanos foram notificados, sendo 47% na regido
Nordeste, com perfil tanto urbano quanto rural, seguida do Norte e Sudeste com
cerca de 18% dos casos (OLIVEIRA et al., 2011; AFONSO et al., 2012; BRASIL,
2012).
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No Brasil inicialmente a LV apresentava carater essencialmente rural. Nos
anos 80, comprovou-se uma importante modificacdo neste perfil, uma vez que a
doenca, antes restrita a zonas rurais do Nordeste, avancou para regiées indenes
atingindo periferias de grandes cidades (GONTIJO; MELO, 2004). A prevaléncia da
doenca apresentou, desde entdo, um acentuado crescimento no pais, ndo s6 em
namero de casos, mas também, na sua dispersdo geografica (SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997).

Nos ultimos dez anos a LV tém sido considerada uma doenca urbanizada,
com ocorréncia em diversos centros urbanos do pais como no Rio de Janeiro-RJ,
Aracatuba-SP, Santarém-PA, Corumba-MS, Teresina-Pl, Natal-RN, Sao Luis-MA,
Fortaleza-CE, Aracaju-SE Minas Gerais- MG, Camacari-BA, Palmas-TO, Trés
Lagoas-MS (BRASIL, 2006; ROMERO; BOELAERT, 2010; BRASIL, 2012).

Acredita-se que este novo panorama esteja associado a diversos fatores,
dentre eles, os ambientais, causados pelo intenso processo migratorio de um grande
contingente populacional de areas rurais para os suburbios das grandes cidades,
estimulado por questdes econdmicas e/ou sociais, aliado ao processo de longas
estiagens, promoveram o chamado “esvaziamento rural’, e levaram a um processo
de urbanizacdo crescente e desordenado e, consequentemente, agravamento das
desigualdades sociais concomitante com a precariedade das condi¢cdes de moradia,
alimentacdo, saneamento basico, numerosos cdes errantes, grande numero de
pessoas susceptiveis. Todavia, essas mudancas acarretaram a expansao das areas
endémicas da LV, forcaram a adaptagdo do vetor ao ambiente urbano e dessa forma
contribuiram para o aparecimento de novos focos da doenca (SANTA ROSA;
OLIVEIRA, 1997; GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2006). A inadequacédo dos
investimentos em educacdo e saude, descontinuidade das acdes de controle e
fatores associados a resisténcia do parasito a quimioterapicos e a imunossupressao,
como as coinfecc¢des Leishmania/HIV, sdo apontadas como causas da expanséo da
LV (REITHINGER; DAVIES, 2002; DESJEUX, 2004; HARHAY et al., 2011).

Em Pernambuco, assim como também em varios outros estados do nordeste,
a leishmaniose tem se revelado como uma endemia histérica (PEREIRA et al.,
1985), sendo responsavel pela maior parte dos casos notificados de LV. Pereira et
al. (1985) descreveram alguns aspectos da epidemiologia da LV no estado, durante
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0 periodo de 1934 a 1984. Neste periodo, foram registrados 336 casos, e 0 maior
destaque foi para os municipios localizados no Sertdo com 64,8% dos registros. Os
municipios da Regido Metropolitana do Recife e da Zona da Mata também se
destacavam, com uma parcela de 33,5% dos casos. O grupo mais acometido foi as

criancas menores de nove anos (68,5%).

Nos ultimos 20 anos, a doenca difundiu-se e tornou-se cada vez mais comum
em areas urbanas ou periurbanas (DANTAS-TORRES; BRANDAO, 2006a). Entre
1990 e 2000 foram registrados em 119 municipios casos da doenca, indicando a
presenca da mesma em praticamente todo territério pernambucano. Além da
histérica concentracdo de casos no Sertdo, observou-se o registro de 1.190 casos
no Agreste e na Regido Metropolitana de Recife (DANTAS-TORRES; BRANDAO,
2006b; DANTAS-TORRES, 2006). De acordo com dados da Fundacédo Nacional de
Saude em 2001 o numero estimado de caes sororreagentes para a leishmaniose era
de 2,5%, o equivalente a 9.893/392.914 da populacdo canina do estado
(ALEXANDRINO, 2001).

De 2000 a 2013 foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude, 1.589 casos confirmados no Estado de
Pernambuco com registro de 122 6bitos. Em 2002, dos 104 casos de LV notificados
em Pernambuco 42,3% afetaram individuos residentes na regidao Agreste (AGUIAR
et al.,, 2003). Nas outras regibes do Estado, merecem destaque os municipios de
Salgueiro no Sertdo, Petrolina no Sertdo do S&o Francisco, Itamaraca na Regido
Metropolitana do Recife e Goiana na Zona da Mata (DANTAS-TORRES; BRANDAO
FILHO, 2005).

Na década de 90 houve um aumento de registros e distribuicdo espacial de
LV no municipio de Petrolina, com pico epidémico em 1995 (CESSE, et al., 2001).
Devido a sua extensa area territorial, e ao crescimento da populacdo humana e
canina nos ultimos anos, a LV tem se mostrado um importante problema de saude
publica, classificado como uma area de alta transmissao da Leishmaniose Visceral,

com média anual de 11,1 casos nos ultimos dez anos.
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A distribuicdo geogréfica da LV em Pernambuco ratifica a superagdo do
paradigma da doenca tipicamente da zona rural. O ciclo zoondtico encontra-se
claramente estabelecido em areas urbanas e periurbanas, como nos municipios de
Petrolina (CESSE, et al, 2001) e Paulista (DANTAS-TORRES; ALMEIDA;
BRANDAO-FILHO, 2005). Todavia nas &reas rurais, onde as precarias condi¢bes de
vida da populacdo sdo importantes determinantes do processo saude-doenca, assim
como em areas urbanas, a LV ainda permanece como uma doenca negligenciada,
acometendo principalmente criancas (SILVA; VASCONCELOS, 2002), sobretudo as
mal nutridas (QUEIROZ; ALVES; CORREIA; 2004).

Assim como observado em outras regides do Brasil, 0 aumento da incidéncia
da LV em areas urbanas de Pernambuco esta relacionado a pressédo da populagéo
sobre o ambiente, ao intenso fluxo migratério intermunicipal, sobretudo do interior do
estado para a Regido Metropolitana de Recife, mas também no sentido inverso,
permitindo tanto a introducéo do agente causador da LV em éreas livres, quanto a
insercdo de individuos susceptiveis em areas endémicas. Além disso, muitas destas
familias se estabelecem na periferia das cidades de médio e grande porte, formando
aglomerados densamente povoados que apresentam precarias condicbes de
infraestrutura e saneamento béasico (CESSE et al., 2001; DANTAS-TORRES;
BRANDAO- FILHO, 2006b).

3.2 Agente etioldgico

De acordo com sua classificagdo taxonémica, o género Leishmania agrupa
espécies de protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanosomatidae (LEVINE et al., 1980). Estes parasitas estdo divididos em dois
subgéneros, Viannia e Leishmania, organizados em 10 complexos (LAINSON;
SHAW, 1987).

As espécies que estdo envolvidas na LV pertencem ao subgénero
Leishmania, complexo Leishmania donovani. Neste complexo incluem-se as
espécies Leishmania donovani, causadora do calazar na india, Paquistio,
Bangladesh e em paises da Africa Oriental; Leishmania infantum responsavel pelo

calazar no Mediterraneo, Africa Central e Ocidental, Oriente Médio e China. Nas
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Ameéricas, a Leishmaniose Visceral € causada por Leishmania chagasi (REY, 2001a;
REY, 2001b; PRATA; SILVA, 2005) que apresenta alta similaridade genética com a
L. infantum sendo consideradas por alguns autores como a mesma espécie
(MAURICIO et al., 1999, 2000; EL TAIl et al., 2001; GONTIJO; MELO, 2004;
ZEMANOVA et al., 2004; KUHLS et al., 2005; LUKES et al., 2007).

Dessa forma, devido a escassez de estudos bioquimicos e moleculares que
permitam a distingdo entre as duas espécies, houve uma revisdo na taxonomia das
espécies que causam a LV nas Américas (IBRAHIM; BARKER, 2001; MAURICIO et
al., 2001, 2004; QUISPE TINTAYA et al., 2004; KUHLS et al., 2005, 2011; HIDE et
al., 2007; LUKES et al., 2007) sugerindo que a espécie seja denominada de L. (L.)
infantum chagasi (KUHLS et al., 2005, 2011; LAINSON; SHAW, 1988; MAURICIO et
al., 1999, 2001, 2004). No entanto, recentemente, Marcili et al. (2014) através de
andlises filogenéticas validaram a existéncia da L. (L.) infantum chagasi como uma

subespécie, separando a L. chagasi e L. infantum.

3.3 Hospedeiros e reservatorios

Varias espécies de mamiferos, incluindo os primatas (MALTA et al., 2010),
marsupiais (SANTIAGO et al., 2007), endentados (ARAUJO et al., 2013), morcegos
(LIMA et al., 2008), lagomorfos (MOLINA et al., 2012), carnivoros (BECK et al., 2008;
LUPPI et al.,2008), roedores (PAPADOGIANNAKIS et al., 2010) e equinos (ROLAO

et al., 2005) tém sido encontradas naturalmente infectadas por Leishmania spp.

Os principais reservatorios primarios da LV sdo os mamiferos selvagens,
como o0s canideos silvestres, destacando-se as raposas das espécies Lycalopex
vetulus e Cerdocyon thous (DEANE, 1956; ALENCAR, 1961; LAINSON et al., 1990;
SILVA et al., 2000; PALATINIK-DE-SOUSA et al., 2001; VIANNA, 2001; LAINSON;
RANGEL, 2005); e os marsupiais do género Didelphis (Didelphis albiventris e
Didelphis marsupialis) (SHERLOCK et al., 1984;TRAVI et al., 1994; CABRERA et al.,
2003; SCHALLIG et al., 2007), animais de habitos sinantrépicos.
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Jusi et al. (2011) encontraram trés animais de cativeiro sorologicamente
positivo para Leishmania: uma raposinha (Cerdocyon thous), um cachorro vinagre

(Sprothos venaticus) e um lobo Guara (Chrysocyon brachyurus).

Devido o processo de domiciliagdo do ciclo zoonético de transmissao da LV,
0S animais sinantrépicos assumiram uma relevante importancia na infecgéo pela L.
infantum chagasi (DANTAS-TORRES, 2007), associando-se a alimentac&do onivora
desses animais aliados ao modo de vida estar associados ao ambiente florestal e
em habitacbes humanas. Dessa forma, tornam-se elos importantes entre a
transmissao silvestre, peridomiciliar e domiciliar da LV (CABRERA et al.,, 2003;
SILVA et al., 2005).

Também ja foram observadas infec¢des por L. infantum chagasi em roedores
das espécies Rattus rattus, Nectomys squamipes, Rhipidomys mastacalis,
Thrichomys apereoides (CARVALHO, 2005; FERREIRA, 2010; QUARESMA et al.,
2011; ZANET et al., 2014).

Com o processo de urbanizacdo das Leishmanioses, do ponto de vista
epidemioldgico, o cdo domeéstico é considerado o principal reservatdrio doméstico da
LV no Brasil, Américas, Mediterraneo, Africa, em ambientes rurais e urbanos
(DAVIES et al., 2000; FRANCA-SILVA et al., 2003; MARLET et al., 2003; CARDOSO
et al., 2004), sendo preponderante a sua participacdo para manutencdo do ciclo da
doenca, constituindo-se, assim, principal elo na cadeia de transmissdo da LV
(SLAPPENDEL; FERRER, 1998; FEITOSA, 2001; VIANNA, 2001; MELO, 2004;
CURI; MIRANDA; TALAMONI, 2006; GIUNCHETTI et al., 2006; BANETH et al.,
2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO,2012).

Os fatores que conferem aos cées esse importante papel na cadeia de
transmissao da LV é a estreita convivéncia com o homem, compartilhando o mesmo
domicilio; bem como ao intenso parasitismo cutdneo observado nos animais
infectados (SILVA et al., 2005; LAURENTI et al., 2009); ao fato de que tanto os caes
sintomaticos quanto os assintomaticos apresentam a mesma importancia como fonte
de infeccdo aos vetores (FEITOSA et al., 2000; PALATNIK-DE- SOUZA et al., 2001;
SILVA et al., 2001; ALVAR et al., 2004; SILVA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al.,
2006; GUARGA et al.,, 2009; LAURENTI et al., 2009; BARBOSA et al., 2010;
SILVEIRA et al., 2012; LAURENTI et al., 2013); e por fim, devido a enfermidade ser
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mais prevalente na populagdo canina, relativamente & humana, e na constatagéo de
gue o0s casos humanos geralmente sé&o precedidos por casos caninos, pois 0s caes
apresentam uma quantidade maior de parasitas por area tegumentar, relativamente
ao evidenciado em humanos infectados (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; SCOTT;
WILLIAM; GRIFFIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2001; BANETH, 2006; PRADO et al.,
2011), dessa forma, aumentando a possibilidade de infeccdo ao vetor, e

consequentemente a transmissao a suscetiveis humanos (QUEIROZ et al., 2011).

A infeccdo natural de gatos domésticos por L. infantum tem sido verificada em
diversos paises da Europa (PORTUS et al., 2002; POLI et al., 2002; MANCIANTI,
2004; PENNISI et al., 2004; GREVOT et al., 2005; VITA et al., 2005; MAROLI et al.,
2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; AYLLON et al., 2008; CARDOSO et al.,
2010; SHERRY et al., 2011; AYLLON et al., 2012; SPADA et al., 2013; CHATZIS et
al., 2014), Asia (HATAM et al., 2009; SARKARI et al., 2009; HATAM et al., 2010) e
no Brasil (DA SILVA et al., 2008; BRESCIANI et al., 2010; COELHO et al., 2010;
COSTA et al., 2010; COELHO et al., 2011; NETO et al., 2011; VIDES et al., 2011,
SOBRINHO et al., 2012; CARDIA et al., 2013; SILVA et al., 2014; SOUSA et al.,
2014).

No que concerne ao papel dos gatos como possiveis reservatorios da LV,
alguns autores sugerem que esses animais possam atuar como reservatorios
secundarios, participando no ciclo epidemiolégico da doenca (GRAMICCIA;
GRADONNI, 2005; MAROLI et al., 2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2007; SILVA et
al., 2010). Entretanto, acredita-se que os felinos infectados possuam certo grau de
resisténcia natural & doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2007).

A leishmaniose equina causada por L. infantum tem sido descrita em paises
da Europa, como Alemanha (KOEHLER et al., 2002), Espanha (SOLANO-GALLEGO
et al., 2003) e Portugal (ROLAO et al., 2005), relacionada com problemas cutaneos.
No Brasil, ja descrita por Feitosa et al. (2013) em equinos do estado de Sdo Paulo; e
por Soares et al. (2013) em equinos provenientes de area endémica de Minas
Gerais. Contudo, o papel desses animais na cadeia de transmisséo da LV ainda nao
foi esclarecido (CERQUEIRA et al., 2003; KOUAM et al., 2010; SOARES et al.,
2013).
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3.4 Vetores

No Brasil, o principal vetor da LV é a Lutzomyia longipalpis, pertencente a
classe Diptera, género Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (REY, 2001a;
ISHKAWA et al.,, 2002; CALDAS et al., 2002; FRANCA-SILVA, et al., 2005;
BALBINO et al., 2006). Entretanto, outras espécies ja foram descritas como vetores,
como a Lutzomyia cruzi no estado do Mato Grosso do Sul (GALATI, et al., 1997;
GALATI, et al.,, 1997; SANTOS et al., 1998; SANTOS-GOMES; CAMPINO;
ABRANCHES, 2000; PITA-PEREIRA et al., 2008), a Lutzomyia intermedia, no litoral
do Rio de Janeiro (MARZOCHI; CARVALHO, 1994), a Lutzomyia neivai e Lutzomyia
sallesi em Minas Gerais (SARAIVA et al., 2009) Lutzomyia forattinii em Corumbéa
(MS) (PITA-PEREIRA et al.,, 2008), assim como Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
migonei e Lutzomyia firmatoi, descritos em outras regides endémicas do pais (DIAS-
LIMA; GUEDES; SHERLOCK , 2003; DANTAS-TORRES et al., 2010).

Os flebotomineos sdo pequenos, de um a trés milimetros e tém como
caracteristicas: a coloracdo amarelada ou de cor palha, com corpo revestido de
pelos e, em posi¢ao de repouso, suas asas permanecem eretas e semi-abertas, com
alcance de vbos curtos. Por essas caracteristicas, sdo também conhecidos como
mosquito palha, asa-dura, birigui, cangalhinha, tatuquira, catuqui, murutinga, orelha-
de-veado (KILLICK-KENDRICK, 1990; WOLFF et al., 2003).

Os machos e fémeas de Lutzomyia longipalpis alimentam-se de seiva e
néctar de plantas, e frutas maduras (BRASIL, 2006). Entretanto, as fémeas séo
hemato6fagas obrigatérias, pois necessitam de sangue para o desenvolvimento dos
ovos, podendo realizar repasto sanguineo em diversas espécies de vertebrados,
como os humanos, caes, gatos, equinos, asininos, caprinos, bovinos, suinos, aves e
animais silvestres, principalmente os roedores (QUINNELL; DYE; SHAW, 1992;
CAMARGO-NEVES et al., 2001; MORENO; ALVAR, 2002; PASSOS-DIAS;
LOROSA; REBELO, 2003; MISSAWA; LOROSA; DIAS, 2008; COSTA et al., 2013).
A atividade hematdfaga é predominantemente noturna e inicia-se cerca de uma hora
apos o crepusculo (CAMARGO-NEVES; GOMES; ANTUNES, 2002).

As mudancas ambientais, seja por fendémeno natural ou intervencdo humana,

como destruicdo das matas nativas, alteram o0s habitats naturais destes
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flebotomineos e modificam a situacdo ecologica entre vetores e parasitos (PESSOA;
MEDEIROS; BARRETT, 2007) diminuindo desta forma a disponibilidade de animais
silvestres como fonte alimentar, propiciando a rapida adaptacdo do vetor ao
ambiente, que busca fontes alternativas de alimentacdo (FELIPE et al.,, 2011;
AFONSO et al., 2012).

A espécie L. longipalpis estd bem adaptada ao ambiente peridomiciliar.
Esses hospedeiros invertebrados e suas formas imaturas sao identificados
preferencialmente em areas com abrigo de animais, em maior densidade nos
galinheiros, chiqueiros, canis, paios; lixo, matéria organica em decomposicao e
pedras, (GALATI et al., 1997; FELICIANGELI, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005).
Entretanto, em &reas urbanizadas é frequente encontra-los no interior das
residéncias durante o periodo crepuscular (BRASIL, 2006; KESARI et al., 2010;
COSTA, 2011).

Fatores climaticos, tais como temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo podem influenciar na densidade populacional de flebotomineos. A
ocupacdo humana desordenada e invasdao em areas florestais permitem que os
vetores se aproximem cada vez mais do peridomicio e domicilio e ciclos das
leishmanioses ocorram de forma extra silvestre (LAINSON; SHAW, 1998; ELNAIEN
et al., 2003; MADEIRA et al., 2003; QUEIROZ et al., 2012).

3.5 Ciclo evolutivo e formas de transmissao

Os protozoarios do género Leishmania, sdo parasitos intracelulares
obrigatérios, multiplicando-se nos fagécitos mononucleares do sistema mononuclear
fagocitario (SMF). Apresentam-se sob a forma amastigota ou promastigota, na
dependéncia do hospedeiro parasitado (MICHALICK; GENARO, 2007; BANETH;
SOLANO-GALLEGO, 2012).

As formas amastigotas sdo pequenas, apresentando tamanho entre 2 a 5 um,
com formatos ovoides, contem um nucleo arredondado e um cinetoplasto alongado
em forma de bastdo proximo ao nucleo (BRASIL, 2006; MICHALICK; GENARO,
2007), nao apresentam motilidade, pois ndo possuem flagelo livre, somente um
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rudimento que esta presente na bolsa flagelar, caracterizada como uma pequena
invaginagcao da membrana do parasita (REY, 2001a; LAURENTI, 2010; WHO, 2010).
Essas formas estdo presentes no interior de células mononucleares do SMF de
diversos tecidos de hospedeiros vertebrados, tais como 0s seres humanos, animais
domésticos ou animais silvestres (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; MICHALICK :
GENARO, 2007).

As promastigotas sdo alongadas e no polo anterior ha um flagelo que é
responsavel pela movimentacdo do parasita. Possuem corpo flexivel, e o tamanho
variando entre 14 a 40 x 1,5-3,0 um, incluindo o flagelo. O ndcleo é central, ovoide
ou esférico, e o cinetoplasto localiza-se préximo a extremidade anterior (REY,
2001a; LAURENTI, 2010; WHO, 2010). Sao formas extracelulares e encontrando-se
no tubo digestério de fémeas de hospedeiros invertebrados, como os flebotomineos
(MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; MICHALICK ; GENARO, 2007).

A infeccdo para o hospedeiro invertebrado ocorre quando as fémeas de
flebotomineos, durante o repasto sanguineo em hospedeiro infectado, ingerem
células do SMF, macrofagos e leucdcitos, parasitados pelas formas amastigotas de
Leishmania. Durante o trajeto pelo trato digestivo anterior, ou no estdbmago do vetor,
0s macrofagos rompem-se, liberando as formas amastigotas. Estas sofrem diviséo
binaria e transformam-se rapidamente numa forma promastigota prociclica mével e
divisivel, que se prende a parede do intestino. Posteriormente transformam-se numa
forma promastigota metaciclica nao divisivel que é incapaz de se prender ao
intestino e por isso migra para a parte superior do aparelho gastrointestinal, a
probéscide, (PESSOA, 1972; DE ALMEIDA et al.,, 2003; NEUBER, 2008), sendo
eliminadas pela saliva durante o proximo repasto sanguineo (MICHALICK ;
GENARO, 2007; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Ao exercer novo repasto sanguineo sobre um hospedeiro vertebrado, as
formas promastigotas presentes na glandula salivar, sdo inoculadas na pele,
gerando resposta inflamatoria local, com subsequente fagocitose por células do
SMF, macrofagos teciduais e granuldcitos neutrofilos. No interior dos macréfagos, o
parasito sofre a transformacdo para a forma amastigota, intracelular obrigatoria,
capaz de desenvolver-se e multiplicar-se (NEVES et al.,1997; FERRER et al.,1999;
REY, 2001a; CUNNINGHAM, 2002).
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A multiplicacdo por divisdo binaria simples é iniciada pela duplicagcdo do
cinetoplasto no interior do vacuolo fagocitario dos macréfagos. Apds sucessivas
multiplicacBes, na auséncia do controle parasitario pela célula hospedeira, esta se
rompe e as amastigotas liberadas seréo fagocitadas por outros macréfagos (NEVES
et al.,, 1997; REY, 2001a; GREENE, 2006, REILING et al., 2010; KAYE; SCOTT,
2011). A disseminacao hematdgena e linfatica ocorre para tecidos ricos em células
do SMF, tais como linfonodos, medula éssea, baco e figado (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012). Além destes tecidos, outros 0rgaos e estruturas, tais como 0s
rins, as articulacdes e os muasculos, podem apresentar o parasita (SILVA et al.,
2007; BANETH et al., 2008).

A auséncia do vetor em determinadas areas onde foi verificada a ocorréncia
de casos de LV sugere a existéncia de outras formas de transmissdo (DANTAS-
TORRES, 2009). Nesse contexto, alguns autores tém apontado as pulgas e
carrapatos como possiveis vetores da L. infantum chagasi, entretanto, nao foi
comprovada a capacidade vetorial desses artrépodes (COUTINHO et al., 2005;
COUTINHO; LINARDI, 2007; FERREIRA et al., 2009; PAZ et al., 2010; OTRANTO;
DANTAS-TORRES, 2010; DANTAS-TORRES et al., 2010b; COLOMBO et al., 2011;
DANTAS-TORRES, 2011; SOLANO-GALLEGO et al., 2012; TROTTA et al., 2012).

A transmissdo transplacentaria, venérea e por transfusées sanguineas
também ja foi relatada, porém estes ndo sdo mecanismos de importancia
epidemiologica (OWENS et al., 2001; MORILLAS-MARQUEZ et al., 2002; ROSYPAL
et al., 2005; FREITAS et al., 2006; TABAR et al., 2008; PANGRAZIO et al., 2009;
SILVA et al., 2009; BOGGIATTO et al., 2011; NAUCKE; LORENTZ, 2012).

3.6 Patogenia

Leishmania infantum chagasi é um parasito de células do SMF,
principalmente do baco, figado, linfonodos e medula 6ssea. Entretanto, no curso da
infeccdo, outros Orgaos e tecidos podem ser afetados (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012).

Uma vez que a infeccdo se instale as primeiras células a serem recrutadas

para o local sdo os neutréfilos, seguidos pelos mondécitos/macréfagos dois ou trés
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dias depois, caracterizando a resposta imunologica inata (AGA et al., 2002). Estas
células participam ativamente na defesa inicial contra a infeccdo, porém elas
também podem participar como elementos de evasdo do protozoario, conferindo-
Ihes diversos mecanismos de protecdo (LAUFS et al., 2002; PETERS et al., 2008;
RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009; CHARMOQY et al., 2010).
Além disso, postula-se a hipotese de que os neutrofilos infectados séo responsaveis
pela entrada silenciosa e sobrevivéncia do parasito no interior de macréfagos
(LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; LASKAY; VAN ZANDBERGEN;
SOLBACH, 2008; RITTER et al., 2009).

Durante a infec¢do, as células apresentadoras de antigenos, pertencentes ao
SMF, estimulam a proliferacédo de linfocitos T (CD4+) auxiliares do Tipo 1 (Tal) ou
auxiliares do Tipo 2 (Ta2) (BARBIERI, 2006; MACHADO; HOFFMANNL; LANGONI,
2007). As células Tal, ativadas pela IL-12, produzem citocinas pré-inflamatorias, tais
como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas IL-2, IL-3 e IL12, e o interferon
gama (IFN-y), que aumentam a eficiéncia das células fagociticas e de linfécitos
citotoxicos. O IFN-y é um potente indutor da formacao de superdxido e 6xido nitrico
pelos macréfagos, favorecendo o controle do parasitismo com a eliminacdo da
infeccdo (PINELLI et al., 1994; CIARAMELLA; CORONA, 2003; BARBIERI, 2006).
Por outro lado, se houver a ativagao de linfocitos Ta2, ocorrera a producgéo de IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13, com consequente proliferacdo de células B e producéo
exagerada de imunoglobulinas, desencadeando a formacdo e deposicdo de
imunocomplexos circulantes, os quais resultam em danos teciduais. Desta forma, os
animais que apresentam sinais clinicos da doenga desenvolvem uma resposta
imunoldgica predominantemente humoral que, além de ndo ser protetora, € ainda
deletéria ao organismo (BARBIERI, 2006).

Para que ocorra o estabelecimento da infeccdo o parasito precisa ser
internalizado por células do sistema fagocitario, como os macrofagos, as células
dendriticas e os neutrofilos e, uma vez no interior da célula, resistir a acao
microbicida (RITTIG; BOGDAN, 2000). Dessa forma, apés a fagocitose, os parasitos
tém a capacidade de desenvolver mecanismos intrinsecos de escape, conferindo-
lhes resisténcia & acdo das enzimas hidroliticas e espécies reativas ao oxigénio,

resultantes da acdo das enzimas dependentes de oxigénio, capacitando-0s a se
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multiplicarem no interior das células (ASSCHE et al., 2011). Contudo, o acimulo dos
produtos microbicidas tem como contrapartida a lesdo de biomoléculas e, se nédo
controlado pelo sistema antioxidante, estes produtos tornam-se excessivos, com
desenvolvimento do estresse oxidativo, caracteristico nos animais com LV (BILDIK
et al., 2004; BRITTI et al., 2008).

A patogenia da doenca é determinada por multiplos fatores que envolvem os
hospedeiros e o0s parasitos, além dos fatores genéticos determinantes da
susceptibilidade para a infeccdo e para a cura, e ainda o estado imunoldgico e
nutricional do individuo (NEVES, 2005), sendo que a disseminacdo e localizacéo
estavel do parasito no organismo do hospedeiro € um requisito prévio para a
progressdo do processo infeccioso e, consequente, a manifestacdo clinica da
doenca. Desta forma, é considerado como elemento patogénico primario na LV a
infeccdo, sobrevivéncia e multiplicacdo do parasito no interior das células do SMF
dos animais e no homem (MARQUES, 2008).

3.7 Manifestacdes clinicas

A LVC é uma doenca sistémica, de decurso crbénico, que pode envolver
potencialmente qualquer tecido, 6rgdo ou fluido corporal, e manifestam-se sinais
clinicos inespecificos (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

As manifestacdes clinicas mais comuns da LVC incluem linfoadenomegalia
generalizada, perda de peso corporal, diminuicdo ou aumento do apetite, letargia,
palidez de mucosas, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, politria, polidipsia,
febre, vémitos, diarreia (incluindo colite crbénica), dermatites (esfoliativa néo
pruriginosa com ou sem alopecia, erosiva-ulcerativa, nodular, papular, pustulosa),
alopecia, onicogrifose, blefarites (esfoliativa, ulcerativa ou nodular), conjuntivite,
ceratoconjuntivite, uveite, lesbes ulcerativas ou nodulares mucocutaneas e mucosas
(oral, genital e nasal), epistaxe, poliartrite, polimiosite, vasculopatias (vasculite
sistémica, tromboembolismo arterial), distirbios neurolégicos e renais (sindrome
nefrética, insuficiéncia renal cronica (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS et al.,
1999; FEITOSA et al., 2000; CIARAMELLA; CORONA, 2003; COSTA et al., 2003;
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ZATELLI, et al., 2003; BRACHELENTE et al., 2005; BARBIERI, 2006; CARDOSO et
al., 2007; BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al., 2010; REIS et al., 2010).

As lesbes cutaneas sao as mais frequentes, e segundo Baneth (2006) podem
estar presentes entre 50 a 90% dos caes infectados por L. infantum chagasi, e os
locais mais severos e comumente afetados sdo o plano nasal, focinho, regiao

periocular e pavilhdes auriculares.

Alguns animais desenvolvem a sintomatologia logo apés a infec¢do, porém,
em muitos animais a infeccdo segue seu curso de forma assintomatica,
permanecendo dessa forma por tempo indefinido (varios anos) ou mesmo durante
toda a vida do animal. Entretanto, se ocorrer uma alteracdo em seu estado imune,
em decorréncia de alguma enfermidade ou pelo uso de medicamentos
imunossupressores, podem levar ao surgimento da sintomatologia da doenca
(MORENO; ALVAR, 2002; ALVAR et al., 2004; BANETH et al., 2008).

O desenvolvimento tardio dos sinais clinicos, juntamente com a
sintomatologia inespecifica é considerado fatores que desencadeiam o sub-
diagnéstico da LVC. Dessa forma, alguns autores sugerem que 0S cées
assintomaticos mantém o ciclo de transmissdo da LV na mesma propor¢ao, ou até
em proporc¢des superiores aos caes sintomaticos, pois estes animais sdo altamente
competentes para estabelecer a infeccdo em flebotomineos, demostrando o seu
papel na manutencdo do ciclo epidemiolégico da doenca (MOLINA et al.,, 1994;
LAURENTI et al., 2013).

No homem assim como nos caes, a sintomatologia clinica da LV pode
diversificar ~ bastante, gerando desde manifestacbes Iinaparentes e
oligossintomaticas, caracterizadas por quadro clinico discreto, de curta duragdo que
normalmente culmina em cura espontanea, a quadros graves, que se nao tratados
podem levar o paciente ao 6bito (BRASIL, 2010). Os sintomas incluem febre, perda
de peso, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, pancitopenia e
hipergamaglobulinemia (MANDELL et al., 2005).

Alguns casos de LV ocorrem de forma atipica, uma vez que envolvem 0s
pulmdes, pleura, mucosa oral, faringe, laringe, es6fago, estdbmago, intestino delgado,
medula 6ssea e pele (SUNDAR; CHAKRAVART, 2005; TISEO et al., 2008; HICKS et
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al., 2009). Geralmente estes casos atipicos foram descritos principalmente em
pacientes infectados com HIV (LAGUNA et al., 1994; ROSENTHAL et al., 2000) ou
com qualquer outra condi¢cdo imunossupressora, tais como diabetes, linfoma ou em
pacientes idosos (ALVAREZ-NEBREDA et al., 2005; ELLUL; PISCOPO; VASSALLO,
2007; HICKS et al., 2009). Dessa forma, as manifestacdes clinicas da LV podem ser
influenciadas pelo estado imunologico do paciente (COTA et al., 2012).

A desnutricdo tem sido descrita como um importante fator de risco para a
aquisicdo da doenca, principalmente em criancas (CERF et al., 1987; BADARO et
al., 1986; DYE; WILLIAMS, 1993; ANSTEAD et al.,, 2001; CALDAS et al., 2002;
MACIEL et al., 2008) nos primeiros anos de vida, relacionando-se a elevada
letalidade, em contraposi¢éo, na fase adulta a letalidade aumenta proporcionalmente
com a idade (AL-JURAYYAN et al., 1995; GRECH et al., 2000; PEDROSA; ROCHA,
2004). No Brasil, nos anos de 2001 a 2008, a letalidade atingiu principalmente os

pacientes menores de um ano e com 50 anos ou mais de idade (BRASIL, 2011).

3.8 Diagnéstico

O diagnostico da LV deve ser realizado no homem e no cdo. Recomenda-se a
combinacdo de diferentes métodos, uma vez que a doencga apresenta um amplo
espectro clinico tanto em humanos (REITHINGER; DUJARDIN, 2007) quanto em
cdes (GONTIJO; MELO, 2004), ndo havendo um teste com sensibilidade e
especificidade de 100% (ALVAR, et al., 2004). Nos cées o diagnostico constitui
sérios problemas relacionados a doenca, tornando ineficazes na vigilancia e na
adocdo de medidas de controle, pois, geralmente ocorrem reacdes inespecificas e
uma janela entre a infeccéo e a soroconversio (BIGELI; OLIVEIRA JUNIOR; TELES,
2012).

O diagnoéstico especifico da LVC pode ser realizado através de métodos
parasitologicos, soroldgicos, moleculares (GONTIJO; MELO, 2004; MANNA et al.,
2004; FRANCINO et al., 2006; FERNANDEZ-BELLON, 2006; ZANETTE, 2006;
MOREIRA et al., 2007; MIRO et al., 2008).
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3.8.1 Métodos parasitoldgicos

O exame parasitolégico direto permite a visualizagdo do parasito. Para sua
demonstracdo, sdo comumente utilizados materiais de biopsias ou aspirados
esplénicos, linfonodos, medula éssea, figado e sangue. Com o material coletado séo
confeccionados esfregacos e coloracdes especificas em laminas para analise
microscépica e a deteccdo de formas amastigotas do parasito (CIARAMELLA;
CORONA, 2003; ALVAR et al., 2004; SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; IKEDA-
GARCIA; FEITOSA, 2006; MOREIRA et al., 2007; REITHINGER; DUJARDIN, 2007).
Consiste em uma técnica bastante simples, pouco invasiva, com especificidade de
100%, mas, a sensibilidade é dependente da carga parasitaria, do tipo de material
biolégico coletado, do seu processamento e coloracdo, além do observador, que
deve examinar exaustivamente a lamina antes de considera-la negativa (DIETZE,
2006; IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006; LAURENTI, 2009).

Podem ser utilizadas ainda as técnicas de Imunohistoquimica e
Imunocitoquimica. Estas técnicas sao sensiveis, auxiliam na detec¢do do parasito,
quando h& uma carga parasitaria muito baixa nos tecidos lesados (FERRER et al.,
1988; MOREIRA et al., 2007). A pele e os 6rgaos linféides sdo os mais amplamente
avaliados, apresentando, independentemente do quadro clinico do animal
acometido, altos valores de especificidade e sensibilidade, porém exigem mais
tempo de elaboracdo (TAFURI et al., 2004; MOREIRA et al., 2007; LAURENTI,
2009; ASSIS et al., 2010; QUEIROZ et al., 2010).

O cultivo in vitro em meio bifasico de diferentes materiais clinicos como
aspirados de linfonodos, medula 6ssea, bago e figado podem ser utilizados para o
isolamento do parasito (TROTZ-WILLIAMS; GRADONI, 2003; ALVAR et al., 2004;
SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; GOMES et al., 2006). A técnica apresenta alta
especificidade e, diante da positividade, ndo ha duivida quanto a presenca da
infeccdo. No entanto, a sensibilidade depende de varios fatores, tais como o tipo de
meio utilizado, e a quantidade de material que é depositada nos tubos de cultivo
(CIARAMELLA et al., 1997). Outro fator que interfere na sensibilidade é a falta de
adequacao na esterilidade durante todo o processo de obtencdo do material e a

semeadura nos meios, uma vez que, Sdo meios extremamente ricos em nutrientes, e
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dessa forma podem levar ao crescimento de fungos, bactérias que impedem o
crescimento de Leishmania (LAURENTI, 2009).

Materiais de biopsias ou aspirados podem ainda ser inoculados em animais
de laboratorio, geralmente hamsters (Misocricetus auratus), para posterior
visualizacdo do desenvolvimento da doenca nestes animais. Posteriormente, o
parasito pode ser recuperado mediante bidpsias ou necropsia dos animais
experimentalmente infectados, e inoculados em meios de cultivos bifasicos para
manter-se em cultivo (HERWALDT, 1999; GOMES et al., 2006). O xenodiagndstico
também pode ser utilizado, embora sua aplicacdo seja restrita, assim como a
inoculacdo em animais de laboratdrio a pesquisa académica, sendo de grande
importancia para investigacdo de fatores epidemiolégicos acerca do papel de
determinados hospedeiros como possiveis reservatorios da LV (MAIA; CAMPINO,
2008; SOARES et al., 2011).

3.8.2 Métodos sorologicos

A LV é caracterizada por uma acentuada estimulagédo policlonal de linfécitos
B, resultando em hipergamaglobulinemia, produzindo altos titulos de IgG anti-
Leishmania. Dessa forma, diversas técnicas sorologicas tém sido utilizada no
diagnéstico da LV e LVC (FERRER, 1999).

Os testes diferem na sua especificidade e sensibilidade, na sua aplicacao
pratica em campo, bem como na disponibilidade de reagentes. Apresentam algumas
limitacbes como podem permanecer positivos durante um periodo longe de tempo
apos o tratamento, nos casos humanos, onde o tratamento € permitido, nao
permitindo dessa forma a avaliacdo do efeito da terapia e podem ainda ocorrer
reagOes cruzadas com outras doengas. Nas infec¢des subclinicas, um teste positivo
nao indica necessariamente doenca ativa. Seus resultados devem ser avaliados
cautelosamente, uma vez que ndo apresentam especificidade e sensibilidade de
100% e, falham em detectar cédes assintomaticos infectados, que possuem uma
resposta imune predominantemente celular, resultando tanto falso-positivos como
falso-negativos (FERRER et al., 1995; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997; GONTIJO;
MELO, 2004; IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006; KHAN et al., 2014).
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Os titulos de anticorpos anti-Leishmania spp, obtidos por meio de exames
sorolégicos, nem sempre estardo associados com a severidade dos sinais clinicos.
Titulos baixos geralmente sdo observados em caes assintomaticos infectados, caes
provenientes de areas endémicas e expostos ao parasita (PALTRINIERI et al.,
2010), ou naqueles que apresentam reacao cruzada com outros agentes infecciosos
(ZANETTE, 2006). Inversamente, um titulo de anticorpos elevado, isto é, de duas a
quatro vezes acima do ponto de corte da reacao, ira confirmar a presenca da doenca
(PALTRINIERI et al., 2010). Em cées com idade inferior a trés meses néo se deve
realizar a sorologia, uma vez que a presenca de anticorpos circulantes maternos

podem propiciar resultados falso- positivos (BRAGA et al., 1998).

Muitos testes soroldgicos podem ser utilizados, tais como: Fixacdo de
Complemento, Aglutinacdo Direta, Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (ELISA) com diferentes modificacbes, Western Blot,
Imunocromatografia, Hemaglutinacdo Indireta, Imunofixacdo em Gel (GONTIJO;
MELO, 2004; METTLER et al., 2005; MAIA ; CAMPINO, 2008; LAURENTI, 2009;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MARCONDES et al., 2011).

No Brasil, onde LV é um grave problema de saude publica, o diagndstico
canino é importante, uma vez que a eliminacdo de cées sorologicamente positivos é
uma das medidas de controle adotadas para evitar a transmissdo da LV humana e
canina. Entre os métodos mais aplicados para o diagndstico sorolégico, a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € usada com bastante frequéncia em estudos
epidemioldgicos (ALVAR et al., 2004). A sua sensibilidade e especificidade varia de
60% a 100% (ALMEIDA; JESUS; SOUSA-ATTA, 2005; SILVA et al.,, 2013),
entretanto, reacdes cruzadas com anticorpos de outras doencas ja foram relatadas
(ZANETTE et al., 2014). Quanto ao ponto de corte da reacdo, 0 mesmo pode variar
de acordo com o laboratério. De maneira geral, considera-se positivo um animal com
titulo igual ou superior a 40, todavia, alguns laboratoérios utilizam como ponto de
corte valores iguais ou superiores a 1:80 (BRASIL, 2006; SOLANO-GALLEGO et al.,
2009; PALTRINIERI et al., 2010).

O Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA) também é bastante utilizado, de
facil execucao, valor acessivel, leitura rapida, fornecendo resultados automatizados,

0 que elimina a subjetividade na leitura, além de permitir a analise simultdnea de um
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namero grande de amostras (BRASIL, 2011). A sensibilidade e especificidade da
técnica podem variar entre 92 e 100% e entre 71 e 100%, respectivamente, na
dependéncia do antigeno utilizado (REITHINGER et al., 2002; METTLER et al.,
2005; ZANETTE et al., 2006; MOREIRA et al., 2007; MIRO et al., 2008; SILVA et al.,
2012). Dessa maneira, a utilizacdo de antigenos recombinantes (rA2, rK9, rK26 e
rkK39), e purificados de glicoproteinas de membranas (gp 63, gp70 e gp 72)
aumentaram a sensibilidade e especificidade da técnica (BOARINO et al., 2005;
ROSARIO et al., 2005; IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006; PORROZZI et al., 2007;
SILVA et al., 2012).

O diagnéstico sorolégico da LVC anteriormente recomendado pelo Programa
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose do Ministério da Saude para a rotina e
inquéritos epidemiolégicos em municipios com registro de LV era realizado através
do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), como método de triagem e, da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), como método confirmatério. Entretanto, para
melhorar a precisdo no diagndstico de LVC, o Ministério da Saude publicou uma
Nota Técnica estabelecendo a substituicdo do protocolo usado atualmente, com a
implantacdo de um teste rapido de imunocromatografia (DPP®CVL- Bio-
Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil) que utilizam antigenos recombinantes
K39 (rk39) como método de triagem e ELISA, como teste confirmatdrio da doenga
(BRASIL, 2011b; GRIMALDI et al., 2012; COURA-VITAL et al., 2013; BRAGA;
LANGONI; LUCHEIS, 2014). No entanto, estes testes apresentam algumas
limitacbes como a baixa sensibilidade, principalmente em cédes assintomaticos
(FARIA et al., 2011; GRIMALDI et al., 2012), e reatividade cruzada com alguns
agentes (PORROZZI et al., 2007).

3.8.3 Métodos moleculares

Os testes moleculares baseados na Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) tém sido consistentemente validados como 0s mais rapidos, sensiveis e
especificos quando comparados a outros métodos diagnosticos como 0s
parasitologicos e os sorolégicos. Além disso, a PCR tem sido adequada quando
usados em programas de vigilancia da LV (BIGELI; OLIVEIRA JUNIOR; TELES,
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2012; BRAGA; LANGONI; LUCHEIS, 2014). Dentre eles varios protocolos tém sido
utilizados para a identificacdo e caracterizacdo de Leishmania, tanto em vetores
quanto em hospedeiros reservatérios (MIRZAEI et al., 2013). Devido a sua alta
sensibilidade o desenvolvimento desta técnica molecular tem se mostrado uma
poderosa ferramenta para o diagnostico da LV nas ultimas décadas (SALAM; KHAN;
MONDAL, 2011). Todavia, apresenta ainda um alto custo e pode n&do estar
disponivel em algumas areas geograficas, dependendo da endemicidade da LV, dos

recursos financeiros e cientificos (CLEMENTE et al., 2014).

Dentre as técnicas moleculares para o diagnéstico de LVC, destacam-se a
PCR convencional, nested PCR e PCR em tempo real (BOURDEAU et al., 2014). O
desempenho diagndstico destes testes é altamente dependente da metodologia
aplicada, e das medidas adotadas por cada laboratorio para evitar resultados falso-
positivos. Em condicdes ideais, DNA do parasito podem ser detectados em amostras
de tecidos pele, pelos, swabs conjuntivais, nddulos linfaticos, medula 6ssea, baco, e
em varios fluidos corporais como sangue, urina e liquor, cortes histolégicos de
tecidos parafinados e congelados, e também no vetor (FISA et al., 2001; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001; LEONTIDES et al., 2002; MANNA et al., 2004; NUNES et al.,
2007; MAIA; CAMPINO, 2008; MAIA et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
DI MUCCIO et al, 2012; LOMBARDO et al., 2012; SOLCA et al., 2012;
BELINCHON-LORENZO et al., 2013; BRAGA; LANGONI; LUCHEIS, 2014;
PEREIRA et al., 2014), além disso, permite detectar caes infectados assintomaticos

mesmo antes da soroconversdo (COURA-VITAL et al., 2013).

3.9 Prevencéo e controle

As medidas de profilaxia adotadas pelo Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (PVCLV), do Ministério da Saude, sdo direcionadas ao
reservatorio canino, ao homem e aos vetores. Essas medidas incluem a utilizagéo
de mosquiteiros ao redor das camas; uso de telas em portas e janelas, uso de
repelentes, a ndo exposicdo ao vetor durante o periodo crepuscular e noturno, na
tentativa de evitar o contato dos seres humanos com os flebotomineos (BRASIL,

2006). Recomenda-se ainda o uso de coleiras impregnadas com Deltametrina a 4%
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em caes (KILLICK-KENDRICK et al.,, 1997; MAROLI et al.,, 2001; CAMARGO-
NEVES et al., 2004; BRASIL, 2006).

No que concerne as medidas de prevencdo direcionadas aos flebotomineos,
recomenda-se 0 manejo ambiental adequado, com limpeza peridédica dos quintais,
terrenos, por meio da remocdo de matéria organica em decomposicdo (folhas,
frutos, fezes de animais e outros entulhos que favorecam a umidade do solo) e
destino adequado do lixo organico, a fim de impedir o desenvolvimento das formas
imaturas dos flebotomineos; a limpeza dos abrigos de animais domeésticos; bem
como a manutencdo de animais domeésticos distantes do domicilio, especialmente
durante a noite, de modo a reduzir a atracéo dos flebotomineos para o intradomicilio
(BRASIL, 2006).

As estratégias de controle que tém sido utilizadas no Brasil sdo centradas e
dirigidas verticalmente para o controle do reservatério canino através de inquérito
sorologico canino e da eutanasia dos cdes sororreagentes, como também a
aplicacao de inseticidas para reducéo da populacao de flebotomineos e a realizacéo
de diagnostico e tratamento adequados dos casos humanos registrados
(CAMARGO, 2010; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2014). Nos ultimos anos tem
sido discutida a eutanasia de cées infectados como estratégia de controle,
especialmente porque a incidéncia de humanos com LV tem permanecido alta,
mesmo com a aplicacdo intensiva dessa estratégia (WHO, 2010; COURTENAY et
al., 2014).

E possivel reconhecer que tais medidas quando realizadas de forma isolada
ndo tem apresentado eficacia na redugdo da incidéncia da doencga, dessa forma,
torna-se evidente a necessidade de reavaliar as agbes propostas pelo programa de
controle da LV no pais, assim como propiciar uma melhor definicdo das areas de
transmissdo e de risco da doenca (GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2006;
MAIAELKHOURY et al., 2008; RONDON et al., 2008; WHO, 2010; COURTENAY et
al., 2014).



42

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacédo da area de estudo

O municipio de Petrolina (9° 23' 55" latitude sul; 40° 30" 3" longitude oeste)
(Figura 1) esta localizado na mesorregido Sao Francisco e na Microrregido Petrolina
do Estado de Pernambuco ocupando uma area de aproximadamente 4.562 Km?. O
clima é tropical semiarido, chuvas escassas e irregulares, com temperatura maxima
de 32,1°C e minima de 20,5°C, com indices pluviométricos médios de 541,1 mm/ano
e umidade relativa do ar em média de 65,9%. A vegetacao € basicamente composta

por caatinga hiperxerdfila com trechos de floresta caducifélia (IBGE, 2015).

Figura 1- Mapa do Estado de Pernambuco destacando a localizagdo do municipio
de Petrolina, PE.
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Fonte: ARAUJO (2015).



43

Administrativamente o municipio de Petrolina esté dividido em quatro distritos:
Sede, Curral Queimado, Cristalia e Rajada. A divisdo do municipio por bairros
diverge nas diferentes fontes de dados utilizadas neste estudo, a Secretaria de
Planejamento e Urbanismo e o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE.
Dessa forma, tendo em vista a dindmica do crescimento do municipio, a Prefeitura
Municipal reconhece bairros que o IBGE desconhece principalmente as areas rurais.
Sendo assim, neste estudo consideramos a divisdo proposta pela Secretaria de
Planejamento e Urbanismo do municipio que divide o municipio em 71 bairros,
sendo 32 localizados na zona urbana e 39 na zona rural. De acordo com 0 censo
populacional de 2010 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
Petrolina (PE) possui aproximadamente 293.962 habitantes, dos quais 219.215
(74,57%) residem em éarea urbana e 74.747 (25,43%) em area rural. A densidade
demografica do municipio é de 64,49 habitantes/km? e, em conjunto com o municipio
de Juazeiro, na Bahia, forma o maior aglomerado urbano da regido semiarida,
totalizando 499.512 habitantes.

Petrolina possui cerca de 80.351 domicilios permanentes, dos quais 61.291
encontram-se na area urbana e 19.061 na rural. A coleta de lixo é realizada em
86,2% de sua area e o0 abastecimento de 4gua e rede de esgoto sanitario atendem,
respectivamente, 92% e 60,8% da malha urbana (IBGE, 2015). Em relacdo a
populacao, aproximadamente 68% (200.273) dos habitantes possui faixa etaria entre
10 e 49 anos. Cerca de 78% (231.784) da populacéo é alfabetizada (IBGE, 2015).

A renda média da populacédo urbana é de R$ 2.577,57 reais e a rural de R$
1.032,21 reais e o indice médio de desenvolvimento humano do municipio é de
0,697, na escalade 0 a 1. Quanto as principais atividades econdmicas da regiao
destacam-se a fruticultura irrigada, destacando-se as culturas de uva, manga,
banana e goiaba, a vinicultura, agropecuaria e o comércio (IBGE, 2015). A expansao
desse mercado, particularmente da agroindustria exportadora, promoveu mudancgas
na dinamica populacional do municipio determinado pelo intenso processo
migratorio. Neste contexto se destaca a LV que, por seu potencial de expansao,
representa um importante problema de sadde publica, uma vez que o municipio é

considerado uma area de intensa transmissao.
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4.2 Perfil epidemioldgico dos casos humanos

4.2.1 Fonte de Dados

Os dados referentes ao numero absoluto e os dados demogréaficos e
epidemioldgicos dos casos humanos de LV ocorridos no municipio de Petrolina no
periodo de 2007 a 2013 foram obtidos por meio do acesso ao banco do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) do Ministério da Saude. Dados
referentes ao municipio e sua populacao foram consultados nos arquivos do Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

4.2.2 Analise dos dados

As principais variaveis obtidas para as informacfes epidemiologicas foram:
sexo, faixa etéria, grau de escolaridade, evolucdo do caso, métodos diagndsticos,
presenca de co-infeccdo com HIV, de modo a definir o perfil epidemiologico e
discutir a incidéncia dos casos em Petrolina no periodo de estudo.

Os dados foram tabulados e analisados utilizando-se de estatistica descritiva.
O coeficiente de incidéncia foi calculado por 100.000 habitantes, dividindo-se o
namero de casos pelo total da populacao residente no mesmo periodo e em seguida
multiplicando-se o resultado por 100.000. Para o célculo do grupo etario, o célculo
foi feito dividindo-se o nimero de casos ocorridos em determinada faixa etaria pela
populacdo da mesma idade e ano. Da mesma forma foi realizado o célculo da
incidéncia por sexo. A distribuicdo temporal dos casos também foi descrita em

relacdo ao ano de notificagao.

4.3 Inquérito Soroloagico Canino

4.3.1 Amostragem

O calculo da amostra foi realizado utilizando-se o software Epi Info verséao 7.1,
que apresentou um intervalo de confianca de 95%; erro de 2%, considerando o
calculo para populacdo infinita, e uma prevaléncia estimada de 15%. Desta forma,
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foi obtida uma amostra de 1.223. Porém, a amostra final foi arredondada para 1.245

caes.

A determinagdo do numero de amostras a serem colhidas por bairro foi
realizada levando-se em consideracdo a populacdo humana residente em cada
bairro do municipio de acordo com dados obtidos junto a Secretaria Municipal de
Saude referente ao remapeamento 2011/2012 do Programa da Saude da Familia do
municipio (Tabela 1). A figura 2 apresenta os bairros (zona urbana e rural) onde
foram colhidas as amostras. Os pontos de colheita foram escolhidos aleatoriamente,
sendo incluidos no estudo apenas caes com idade igual ou superior a seis meses de
idade, e que ndo fossem imunizados para Leishmaniose. Nas residéncias onde
existia mais de um céo, foi escolhido o animal a critério do proprietario, que
estivesse sob os mesmos fatores de risco. O ponto de colheita onde ndo havia céo
ou que ndo houve consentimento de colheita pelo proprietéario, foi substituido pela

proxima residéncia onde havia animal.

Figura 2 — Mapa do municipio de Petrolina, indicando os bairros da zona urbana e

rural onde foram colhidas as amostras.
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Fonte: ARAUJO (2015).
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Tabela 1 — Numero de caes amostrados por bairros de Petrolina, de acordo com a

populacdo humana segundo dados da prefeitura municipal.

Zona Urbana Zona Rural
Bairro Populagdo  Amostras Bairro Populagdo  Amostras
Humana de cdes Humana de caes
Antdnio Cassimiro 7.846 29 Assent. Sdo Francisco 224 2
Areia Branca 9.425 35 Bebedouro 2.241 10
Atras da Banca 2.736 11 co1 1.040 5
Boa Esperanca 1.328 3 Co02 601 3
Carneiro 83 2 Cco3 883 4
Centro 8.883 33 Caatinguinha 1.159 5
Cidade Universitaria 838 4 Caititu 2.582 12
Cohab Massangano 12.253 45 Capim 600 3
Cohab Séo Francisco 11.231 42 Cristélia 396 2
Cosme e Damido 6.048 23 Cruz de Salinas 295 2
Distrito Industrial 80 2 Curral Queimado 100 2
Dom Avelar 17.213 64 |Izacolandia 7.415 32
Dom Malan 3.764 14 Maria Tereza 9.046 40
Gercino Coelho 7.792 29 Massangano 1.723 8
Jardim Amazonas 10.327 38 NO1 2.041 9
Jardim Maravilha 5.982 22 NO2 720 4
Jardim Sao Paulo 8.414 31 NO3 3.133 14
Jatoba 10.531 39 NO4 5.634 25
Jodo de Deus 18.223 67 NO5 3.960 17
José e Maria 19.641 72 NO6 1.652 8
Km 2 1.111 5 NO7 5.348 23
Maria Auxiliadora 4.378 17 NO8 2.436 11
QOuro Preto 4.069 15 NO9 3.119 14
Palhinhas 1.260 5 N10 3.889 17
Pedra do Bode 883 4 N11 3.136 14
Pedro Raimundo 8.970 34 N12 1.010 5
Recife 6.480 24 Nova Descoberta 3.979 17
Séo Gongalo 18.760 69 Pau Ferro 2.577 12
Séao José 3.334 13 Pedrinhas 1.063 5
Topazio 2.017 8 Pico 60 2
Vila Eduardo 9.869 37 Ponta da Serra 400 2
Vila Moco 2.842 11 Porto da llha 854 4
Porto de Palha 371 2
Rajada 6.222 27
Rogado 793 4
Serrote do Urubu 2.878 12
Simpatia 146 2
Tapera 1.803 8
Uruas 2.130 10
Total 226.611 847 Total 87.659 398

4.3.2 Colheita de sangue

Durante outubro de 2013 a dezembro de 2014 foram realizadas visitas aos

bairros do municipio para obtencdo das amostras sanguineas.

Com o0s animais

devidamente contidos, e apoés realizacdo da assepsia do membro com alcool a 70%,

dava-se inicio a colheita sanguinea. Aproximadamente quatro mL de sangue foram
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colhidos por venopuncdo cefélica, radial e/ou jugular, com auxilio de seringa e
agulha 25x7 mm descartdveis. Em seguida, as amostras de sangue foram
armazenadas em tubos estéreis, sem anticoagulante, os quais foram devidamente
identificados, com o numero da ficha individual de cada animal, mantidos em
temperatura ambiente até a retragcdo do coagulo, e posteriormente, acondicionado
em caixas térmicas contendo gelo até o envio ao Laboratério de Parasitologia e
Doencas Parasitarias do Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Vale do Séo Francisco — UNIVASF.

No laboratério as amostras de sangue foram centrifugadas a 5.000g durante
15 minutos, para obtencdo do soro, os quais foram transferidos para microtubos de
polipropileno de 1,5 mL, devidamente identificados, e estocados a — 20°C até a

realizacdo dos testes sorologicos.

4.3.3 Avaliacao Clinica dos cées

Em cada cédo foi realizado um exame fisico completo, através do
preenchimento de fichas individuais (Anexo A). Foi inspecionada a pele e faneros,
avaliados os principais ganglios linfaticos (linfonodos popliteos, pré-escapulares e
submandibulares), avaliada as mucosas (oral e ocular) e realizada palpacao
abdominal. As fichas eram compostas pela identificacdo do animal, sexo, idade,
porte, e relacdo dos achados clinicos mais frequentes em cées (ALVAR et al., 2004;
AMUSATEGUI et al.,, 2003) com Leishmaniose Visceral Canina, como sinais
viscerais (caquexia, apatia, epistaxe, ictericia, mucosas palidas,
hepatoesplenomegalia), sinais cutdneos (alopecia, descamacdo, Ulceras,
onicogrifose, lesbes oculares, conjuntivite) e a localizagdo das lesdes cutaneas.
Apos serem avaliados clinicamente, os cdes foram agrupados em dois grupos:

assintomaticos e sintomaticos.
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4.3.4 Diagnostico soroldgico

4.3.4.1 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A determinacdo de anticorpos anti-Leishmania foi realizada pela técnica de
RIFI utilizando formas promastigotas da cepa CBT 153 de Leishmania infantum
chagasi, segundo a metodologia descrita por Oliveira et al. (2008a). As laminas
previamente sensibilizadas com Leishmania infantum chagasi foram descongeladas
a temperatura ambiente. Em seguida, 0s soros a serem testados, juntamente com 0s
soros controles (positivo e negativo) foram diluidos em PBS (pH 7,2), utilizando-se o
fator de diluicdo dois, a partir de 1:40. Os soros controles foram obtidos a partir do
banco de soro do Laboratério de Doencas Parasitarias do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&do Paulo (USP).

Com as laminas ja secas, foram adicionados 20uL da diluicdo obtida sobre
cada regido demarcada das laminas com o antigeno fixado, sendo utilizado em cada
lamina um controle positivo e negativo. ApGs a incubacdo das laminas em camara
Uumida, na estufa a 37°C por 30 minutos, estas foram lavadas trés vezes, por 5min
com PBS (pH 7,2) em cuba de vidro e secas a temperatura ambiente. A cada regido
demarcada da lamina foram acrescentados 20uL do conjugado (anti- IgG de céo,
marcado com isotiocianato de fluoresceina — Sigma Aldrich, EUA) diluido a seu titulo
em PBS (pH 7,2), acrescido de azul de evans 0,04% a 1:200.

As laminas foram novamente incubadas por 30 min a 37°C, lavadas e
deixadas secar como descrito anteriormente. E posteriormente foram cobertas com
glicerina tamponada (pH 8,0) e sobrepostas por uma laminula, sendo a leitura
realizada em microscopio de imunofluorescéncia epifluorescente (Eclipse E600,
Nikon®).

As amostras séricas positivas na diluicdo de 1:40 foram testadas em diluicbes
sucessivas utilizando fator de diluicAo dois, até apresentarem perda de
fluorescéncia. Foram consideradas positivas as reagbes com fluorescéncia em torno
dos parasitos com titulo igual ou superior a 40 conforme preconizado pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2006).
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4.3.4.2 Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA)

O teste imunoenzimatico (ELISA) foi realizado através do kit IMUNOTESTE®
(Imunodot - diagndsticos) utilizando antigeno solavel de Leishmania chagasi,
seguindo instrucdes do fabricante.

A leitura da reacao foi realizada em um leitor de ELISA (Equipamento
Microplate Reader, Model 3550, Bio Rad) em densidade 6ptica de 405 nanémetros.
O célculo do indice de Corte (I.C.) foi calculado a partir da média das densidades
opticas (D.Os.) dos soros controles negativos, multiplicada pelo fator 2,5. Para cada
placa foi calculado um ponto de corte. As amostras que apresentaram coloragéo
amarela intensa e densidades Opticas (D.Os.) iguais ou maiores que o |.C., foram
consideradas positivas.

Para os calculos de prevaléncia foram considerados positivos apenas o0s caes
sororreagentes nos dois testes. Para verificar associacao entre as variaveis (género,
faixa etéria e quadro clinico) com a soropositividade foi utilizado teste Qui-quadrado
(x2), considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). O teste exato de Fisher
foi aplicado quando os valores esperados foram inferiores a 5 e os resultados
apresentando valor de p < 0,05 foram considerados significativos. Os calculos foram

realizados com auxilio do programa SPSS, versédo 17.0.

4.3.5 Determinacédo dos Fatores de Risco

Durante as visitas aplicou-se um questionario (Anexo A) aos proprietarios
contendo variaveis reconhecidamente com potencial de risco para a infeccdo por
Leishmania spp.

As variaveis analisadas foram: sexo (macho ou fémea), idade (< 1 ano, entre
21 a < 5 anos, ou = 5 anos), raca (com raca definida ou sem raca definida), porte
(pequeno, médio ou grande), presenca de area verde (sim ou ndo), acesso a rua
(sim ou nao), contato com outros animais (sim ou ndo), contato com areas de mata
e/ou caatinga (sim ou nao), contato com animais silvestres (sim ou ndo), assisténcia

veterinaria (sim ou ndo), presenca de galinheiro na residéncia e/ou préximo —
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vizinhanca (sim ou nado). Todas as varidveis qualitativas foram classificadas como
dicotdbmicas com valores de 0, 1 e 2.

A andlise foi conduzida em duas etapas: analise bivariavel e analise
multivariavel. Na analise bivariavel, cada variavel independente foi cruzada com a
variavel dependente, e aquelas que apresentaram niveis de significancia menores
ou iguais a 20% (p < 0,20) quando comparadas com a sorologia positiva nos
diferentes critérios, pelo teste de qui-quadrado ou exato de Fisher foram submetidas
a uma andlise multipla de regressdo logistica pelo método forward selection
(HOSMER; LAMESHOW, 2000), cujos resultados da analise de fatores de risco
foram expressos na forma de valor pontual e intervalar (IC 95%) da “Odds ratio”. O
nivel de significancia adotado na analise multipla foi de 5%. Os calculos foram
realizados com auxilio do Statistical Package for Scientific Science (SPSS), versdo
17.0.

4.3.6 Analise espacial

Durante as visitas aos domicilios, de cada animal foram obtidas as
coordenadas geogréficas (latitude e longitude) em graus, minutos e segundos,
utilizando-se aparelhos de posicionamento global por satélite (GPS). Foi realizada a
reprojecéo das coordenadas do sistema South American Datum 69 (SAD 69) para a
zona 24 sul do sistema Universal Transverso de Mercator (UTM 24S),
posteriormente inseridas em um banco de dados e plotadas nos mapas, através do
programa ArcGIS® ArcMAp 10. Os resultados do teste diagnostico para LVC foram
entdo cruzados com as coordenadas geograficas (latitude e longitude) para
realizacéo da analise espacial.

A avaliacao da presenca de aglomerados de casos positivos foi realizada com
auxilio do programa R (R Development Core Team, 2014) seguindo metodologia

descrita por Bailey e Gatrell (1995).
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4.4 Isolamento de Leishmania spp

4.4.1 Obtencéao dos isolados

Visando o isolamento de parasitas do género Leishmania, foram realizadas 15
visitas ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Petrolina,
Pernambuco, para puncao aspirativa de linfonodos popliteos de 250 cédes de ambos
0S sexos, diferentes idades e ragas.

Com os animais devidamente contidos, e ap0s realizacdo da assepsia de
cada linfonodo com alcool a 70%. Cada animal foi submetido a puncao aspirativa
dos linfonodos popliteos (direito e esquerdo), com auxilio de agulha fina (20 x
5,5mm) e seringas descartaveis.

Os aspirados de cada linfonodo foram semeados em tubos contendo um meio
de cultura bifasico contendo uma fase soélida BAB (Blood Agar Base com 15 % de
sangue carneiro desfibrinado) e fase liquida de meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
acrescidos de soro fetal bovino (10%) e antibi6ticos. Os tubos foram encaminhados
ao Laboratorio de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP), onde foram analisados por
microscopia Optica comum com objetiva de 40x, uma vez por semana, durante 90
dias.

Os isolados obtidos foram cultivados em meio LIT, suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) inativado a 65°C, 10ug/mL de gentamicina e 10ug/mL de
ampicilina, 2% de urina masculina e cultivados a 27°C. Para a manutencdo da
cultura semanalmente uma aliquota era retirada, e examinada a fresco em
microscopia oOptica comum com objetiva de 40x até o momento onde eram
submetidas ao congelamento.

Os isolados foram mantidos a 25-28°C e posteriormente as analises,
criopreservados em Nitrogénio (N? liquido na Colecdo Brasileira de
Tripanossomatideos (CBT) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Saude Animal FMVZ/USP.
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4.4.2 Extragdo da biomassa dos parasitas

Os isolados de Leishmania obtidos em cultura foram lavados duas vezes com
PBS 1x e os precipitados ressuspensos (1,0mL/109 Leishmania) em SE (0,15 M de
NaCl; 2,5 mM de EDTA, pH 8,0; 2,5 mM de Tris pH 8,0) e mantidos em banho de
gelo. Apos a adicdo de 0,5% de Sarkosil, 100 yg/mL de Pronase e 10 ug/mL de
RNAse, o material foi incubado em banho-maria, a 55-60°C, por 1 a 2 h. Apos
incubacdo, a mistura obtida foi extraida uma vez com Fenol:Tris (1:1), duas vezes
com Fenol:Cloroférmio (1:1), duas vezes com Cloroférmio:lsoamilico (24:1) e uma
vez com Cloroférmio. Apds a ultima extracdo, o DNA foi precipitado com acetato de
sédio a 0,3 M (pH 7,0) e 2 volumes de etanol gelado a 100%, por incubacao, por 12
a 15 horas, a 20°C. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70%; os precipitados
foram secos a 37°C e ressuspensos em tampao Tris-EDTA (TE). As amostras de

DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro.

4.4.3 Amplificacdo de DNA pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

As amplificacbes foram realizadas utilizando-se os oligonucleotideos e
condicbes das reacgOes utilizados para a amplificacdo de SSU rDNA, gGAPDH
descritos em trabalhos anteriores (ULIANA et al., 1991; MAIA DA SILVA et al., 2004;
RODRIGUES et al.,, 2006; MARCILI et al., 2009a,b; HAMILTON et al., 2004;
HAMILTON; GIBSON; STEVENS , 2007) (Tabela 2). As reacbes de PCR foram
realizadas adicionando-se 100 ng de DNA gendmico; 100 ng de cada iniciador; 200
mM de cada ANTP; 5ul de tampao (200mM Tris-HCI, pH 8,4, 500mM KCl e 1,5 mM
MgCI2); 2,5ul de Tag DNA polimerase e agua bidestilada deionizada e estéril (gsp
50ul).

As condi¢bes para reagdo de amplificagdo de V7-V8 SSU rDNA utilizando-se
os oligonucleotideos 609F e 706R ;1156F e 1156R foram: 94°C por 3 minutos para
desnaturacao inicial, seguindo-se 29 ciclos de amplificacdo consistindo de
desnaturacao inicial a 94°C durante 1 minuto; anelamento a 60°C durante 2 minutos
e extensdo a 72°C durante 1 minuto; extensao final a 72° durante 10 minutos. Para
reacdo de amplificacdo de gGAPDH utilizando os oligonucleotideos G3 e G4b
foram: 94°C por 3 minutos para desnaturacdo inicial, seguindo-se 30 ciclos de

amplificacdo consistindo de desnaturacdo inicial a 94°C durante 1 minuto;
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anelamento a 55°C durante 1 minuto e extensao a 72°C durante 1 minuto; extensao

final a 72° durante 10 minutos.

Tabela 2 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas PCRs.

Reagg_o deN Iniciadores Sequénciab -3’ Referéncia
Amplificacao

609F CACCCGCGGTAATTCCAGC Maia da Silva et
V7-V8 SSU 706R TTG AGG TTA CAG TCT CAG al., 2004
rDNA 1156F CGT ACT GGT GCG TCA GAG G

1156R CCT CTG ACG CAC CAT ACG
gGAPDH G3 TTT GCC GTA TTG GTC GCATGG Hamilton et al.,

G4b CCA CGA CAC AAC CTT GAA GAA 2004

gGAPDH: Gliceraldeido fosfato desidrogenase.

4.4.4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5%, em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 50 V/100 mA, corado com
Syber Safe (Invitrogen) e a visualizagdo das bandas fotografados em transiluminador
de luz U.V.

4.4.5 Sequenciamento de DNA

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o produto comercial
ExoSAP-IT (USBCorporation), que consiste em Exonuclease | (Exo |) para digerir
excesso de “primers” e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) para degradar excesso
de nucleotideos provenientes da PCR. Apoés purificacdo, os produtos amplificados
purificados foram submetidos a reacdes de sequenciamento utilizando o kit Big Dye
Terminator (Perkin Elmer), de acordo com especificagbes do fabricante, em

sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Perkin Elmer).
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4.4.6 Alinhamento e inferéncias filogenéticas

As sequéncias obtidas, por PCR, dos diferentes genes utilizados como alvo
foram submetidas a alinhamentos multiplos pelo programa Clustal X (THOMPSON et
al., 1997) alterando os parametros relativos a insercdo de ‘“indels” (peso de
insercdo=1, Extensdo=1) e manualmente ajustados no programa GeneDoc v. 2.6.01
(NICHOLAS; NICHOLAS; DEERFIELD , 1997).

As arvores filogenéticas foram inferidas pelos métodos de analise bayeseana
(B) e maxima parcimbénia (MP). As arvores de MP foram construidas utilizando o
programa PAUP* v. 4.0b10 (SWOFFORD, 2002) via busca heuristica com 100
replicatas de adi¢ao aleatéria dos terminais seguida de troca de ramos (“RAS-TBR
Branch-breaking”). As analises de suporte por “bootstrap” foram feitas em 100
replicatas com 0s mesmos parametros empregados na busca. As andlises
bayeseanas foram executadas no programa MrBayes v.3.1.2 (RONQUIST,;
HUELSENBECK, 2003). Foram empregadas 1.000.000 geracdes usando GTR como
modelo de substituicAo e quatro categorias de gama mais proporcdo de sitios
invariantes. Para a verificacdo de suporte de ramos nas analises bayeseanas foram
utilizados os valores de probabilidade a posterior obtidos com o programa Mr.
Bayes. As matrizes de similaridade (baseadas em distancia p ndo corrigida) foram

construidas utilizando o programa Poit Replacer v.2.0.

4.5 Aspectos Eticos

O presente projeto de pesquisa foi realizado de acordo com 0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal do Comité de Etica e Deontologia em Estudos e
Pesquisas da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, conforme o protocolo
n° 0002/190213 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil epidemiolégico dos casos humanos

Segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) do
Ministério da Saude, de Janeiro de 2007 a Dezembro de 2013 foram confirmados
111 casos de Leishmaniose Visceral em Petrolina, dos quais 69 residiam no
municipio e os demais pertencentes a areas circunvizinhas. No periodo de estudo foi
calculado uma média de 9,9 casos por ano, com a maioria desses casos (n= 15;
21,7%) ocorridos no ano de 2012 (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos casos humanos de LV no municipio de Petrolina,
Pernambuco, 2007 a 2013.

Ano Populagéo humana Ocorréncia LV (n) Coeficiente de
estimada casos incidéncia’

2007 X 11 X

2008 276.174 9 3,2
2009 281.851 4 1,4
2010 293.962 11 3,7
2011 299.752 8 2,7
2012 305.352 15 4,9
2013 319.893 11 3,4
Total - 69 -

*por 100.000 habitantes, LV: Leishmaniose visceral.

A maior parte dos casos ocorreu em pacientes entre um a quatro anos de
idade, representando 34,8% (13/69). Aproximadamente 59,4% (41/69) dos pacientes
eram do sexo masculino e 40,6% (28/69) do sexo feminino (Tabela 4).
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Tabela 4 - Numero de casos e Obitos de LV, por idade e sexo em Petrolina,
Pernambuco, 2007 a 2013.

Faixa etaria (ano) Masculino Feminino Total Obitos
N % N % N %
<1 2 4.9 2 7,1 4 5,8 0
01-04 14 34,1 10 35,7 24 34,8 0
05-09 8 16,5 8 28,6 16 23,2 0
10-19 0 - 5 17,8 5 7,2 0
20-39 10 244 2 7,1 12 17,4 1
40-59 7 17,1 1 3,6 8 11,6 0
> 60 0 - 0 - 0 - 0
Total 41 40,6 28 594 69 100 1

LV: Leishmaniose visceral.

Quanto ao nivel de escolaridade, das 69 pessoas acometidas, 32 ndo foram
classificadas (ndo se aplica) por apresentar uma idade inferior a seis anos e 16
exibiam uma ficha médica em branco neste campo ou pertenciam a uma idade
considerada invalida para esta analise (Ign/Branco). Dentre as 48 ocorréncias
vélidas para este aspecto, a maioria (n = 13; 27%) possuia a 42 série do ensino

fundamental incompleta.

No que se refere a evolucdo dos casos, 54 (78,3%) evoluiram para a cura
clinica, ocorrendo apenas um 6bito por LV durante o periodo de estudo. O critério de
confirmacdo mais empregado foi o clinico-epidemioldgico (41/69 - 59,4%). O
diagnéstico laboratorial foi realizado em 40,6% (28/69) dos pacientes. Dentre estes,
executou-se o diagnostico imunolégico em apenas 18,8% (13/69) das notificacdes e
o diagnostico parasitolégico em 20,3% (14/69). Quando efetivados, foram positivos
em 46,1% (6/13) e 85,7% (12/14), respectivamente.

A presenca de co-infecgdo por Leishmania/HIV foi observada em 14,5%
(10/69) dos pacientes. Sendo que, 43,5% das fichas preenchidas no momento da

consulta estavam sem informacé&o para este critério.
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5.2 Inquérito soroldgico canino

5.2.1 Caracterizacéo da populacdo canina

Foram avaliados 1.245 caes provenientes de 71 bairros do municipio de
Petrolina, PE, dos quais 398 cades de areas rurais e 847 urbanas. Do total, 723
(58,8%) caes eram machos e 513 (41,2%) fémeas, verificando que tanto na zona

urbana quanto na rural, a maior porcentagem dos cées eram machos.

Em relacdo ao padrao racial, observou-se que 79,4% (988/1.245) dos animais
eram sem raga definida (SRD) e 20,6% (257/1.245) com raga definida, com 98,4%
(253/257) dos animais com raca definida provenientes de areas urbanas, apenas
1,6% (4/257) de éareas rurais (Tabela 4). Foi constatada a presenca de 18 diferentes
racas de cées, sendo Poodles (20,6%) e Pinschers (8,5%) os mais comumente
observados, seguidos dos Pit Bulls (4,6%), Labrador (3,8%) e Dachshund (3,5%).

Quando se refere ao porte dos animais, foram analisados 1.222 cé&es, pois em
23 fichas ndo houve o preenchimento dessa variavel. Das fichas preenchidas, 30%
(366/1.222) dos caes eram de porte pequeno, 51,1% (625/1.222) de médio porte e
18,9% (231/1.222) de grande porte.

Ao analisar a faixa etaria dos animais, foi constatado que 30,4% (379/1.245)
da populacdo canina estudada apresentavam idade inferior ou igual a um ano.
Animais com idade superior a um ano a inferior ou igual a cinco anos constituiam
50,6% (631/1.245) da populacédo, e 19% (235/1.245) dos cdes possuiam idade

superior a cinco anos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Dados referentes ao sexo, raga, porte e idade da populagédo canina na

zona urbana e rural do municipio de Petrolina,PE.

N° de cdes avaliados

Variavel/Categoria Zona urbana Zona rural Total

Sexo
Macho 464 268 732
Fémea 383 130 513

Raca
SRD 594 394 988
Definida 253 4 257

Porte
Pequeno 294 72 366
Médio 393 232 625
Grande 157 74 231

Idade
<1ano 241 138 379
=1 a<5anos 416 215 631
= 5 anos 190 45 235

5.2.2 Anélise clinica dos cédes

De acordo com a analise da sintomatologia clinica, 86,8% dos cées

(1.080/1.245) apresentaram sinais e/ou sintomas compativeis com a LV, apenas

13,2% (165/1.245) dos cdes eram assintométicos. Evidenciou-se que os cées de

areas urbanas eram os mais sintomaticos. Os sinais clinicos mais frequentemente

observados foram os dermatolégicos, principalmente onicogrifose (10,3%), Ulceras

nos membros, ponta e/ou ao redor das orelhas (9,4%), alopecia (5,8%), descamacéao

(1,8%) e lesbes oculares (1,1%); seguidos de hipertrofia de linfonodos (popliteos

e/ou pré-escapulares e/ou submandibulares) (47,5%), palidez de mucosas (oral e/ou

ocular) (6,4%) (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Representacdo da sintomatologia clinica dos cdes da zona urbana e
rural do municipio de Petrolina, PE.

Grafico 1: Sintomatologia clinica dos caes
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5.2.3 Sorodiagnaostico

Pela avaliacdo sorologica, dos 1.245 cdes submetidos a RIFI, 181 (14,5%)
apresentaram anticorpos anti-L. infantum chagasi, e destes 8% (68/847) em cées da
zona urbana e 28,4% (113/398) zona rural. Os titulos de anticorpos variaram de 40 a
20.480. Por sua vez, ao ELISA 464 (37,3%) dos cées foram sororreagentes, com
35,9% (304/847) na zona urbana e 40,2% (160/398) na zona rural (Tabela 6).

As D.O.s referentes aos pontos de corte, valores dos soros controles
positivos, e valores dos soros controles negativos verificados para L. infantum
chagasi variaram de 0,475-1,195; 0,615-3,438; e 0,130-0,765, respectivamente. A
média das D.O.s das amostras reagentes para presenca de anticorpos anti-L.
infantum chagasi foi 0,880.
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Tabela 6 — Deteccdo de anticorpos anti-Leishmania infantum chagasi, em cées do

municipio de Petrolina-PE, pelos testes RIFI e ELISA.

Teste
N° de caes
Zona . RIFI ELISA RIFI + ELISA
avaliados
% reagentes (n) % reagentes (n) % reagentes (n)
Urbana 847 8,0% (68) 35,9% (304) 5,4% (46)
Rural 398 28,4% (113) 40,2% (160) 23,6% (94)
Total 1.245 14,5% (181) 37,3% (464) 11,2% (140)

RIFI: Reacgdo de imunofluorescéncia indireta; ELISA: Ensaio imunoenzimético indireto.

Para analise de prevaléncia foram considerados sororreagentes 0s animais
gue apresentaram anticorpos anti-L. infantum chagasi nos dois testes (RIFI e
ELISA), correspondendo a 140 animais, com prevaléncia de 11,2% (IC 95%: 9,5% -
13,1%). A distribuicdo espacial dos cdes do municipio de Petrolina segundo a
presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi esta representada na figura 3. A
soroprevaléncia em areas urbanas e rurais foi de 5,4% (46/847) (IC 95%: 4% - 7,1%)
e 23,6% (94/398) (IC 95%: 19,5% - 28,1%), respectivamente.
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Figura 3- Distribuicdo dos cdes sororreagentes e soronegativos obtidos pela RIFI e

ELISA, para anticorpos anti-Leishmania infantum chagasi em Petrolina, PE.

Resultado do inquérito sorolégico
. Cées sororeagentes

e Caes soronegativos
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Fonte: ARAUJO (2015).
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A distribuicdo espacial dos cées sororreagentes para anticorpos anti-L.
infantum chagasi na zona rural e urbana do municipio de Petrolina, PE esta

representada na figura 4 e 5, respectivamente.

Figura 4 — Distribuicdo dos cées sororreagentes para anticorpos anti-L. infantum
chagasi nas areas rurais do municipio de Petrolina, PE.

Legenda
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0459 18 27 36
O Km

Fonte: ARAUJO (2015).
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Figura 5 — Distribuicdo dos cées sororreagentes para anticorpos anti-L. infantum

chagasi nas areas urbanas do municipio de Petrolina, PE.
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Fonte: ARAUJO (2015).
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Quanto ao sexo, 0s cdes machos obtiveram uma prevaléncia de anticorpos
anti-L. infantum chagasi maior (p<0,05) que as fémeas. Foi constatado que a
prevaléncia de anticorpos nos cdes sem padrao racial definido (SRD) (92,1%) foi
significativamente maior (p<0,05) que em cées de raca definida. Ao analisar o porte
dos animais verificou-se diferencga significativamente maior para os cdes de médio
porte, diferindo estatisticamente das demais categorias. No que se refere a idade
dos animais, a ocorréncia de caes sororreagentes foi observada em todas as faixas
etarias sem que houvesse associacao estatistica significativa (p>0,05) para algum

grupo etario especifico (Tabela 7).

Tabela 7 — Prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania infantum chagasi, em cées do

municipio de Petrolina-PE, em relacdo ao sexo, raca, porte e faixa etaria.

5 po
Variavel/Categoria N° de caes — Prevaléncia (%) p
amostrados  positivos
Sexo
Macho 732 96 68,6 0,008
Fémea 513 44 31,4
Raca
SRD 988 129 92,1 <0,001
Definida 257 11 7,9
Porte
Pequeno 366 31 22,1
Médio 625 74 52,9 0,040
Grande 231 35 25
Idade
<1 ano 379 43 11,3
=1 a<5anos 631 75 11,9
> 5 anos 235 22 9,4 0,577

"valor n&o significativo (p>0,05)

Dos animais sororreagentes para LVC 60,7% (85/140) apresentaram algum
sinal ou sintoma relacionado a doenca, e 39,3% (55/140) dos cdes eram
assintomaticos. Os sinais clinicos mais evidentes foram 60% linfoadenopatia dos
linfonodos popliteos e/ou pré-escapulares e/ou submandibulares (84/140), 22,1%

ulceracdes nos membros, ponta e/ou ao redor das orelhas (31/140), 19,3%
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onicogrifose (27/140), 11,4% palidez de mucosas (oral e/ou ocular) (16/140) e 10%
alopecia nos membros, ao redor dos olhos, narinas, ponta das orelhas, regido axilar
e dorso (14/140).

5.2.4 Andlise dos fatores de risco

Os resultados da analise univariada e o modelo final de regressédo logistica
multivariada de fatores de risco para Leishmaniose Visceral Canina no municipio de

Petrolina sdo apresentados nas tabelas 8 e 9, respectivamente.

Como mostrado na Tabela 9, quando as variaveis independentes foram
submetidas a analise multivariada, foram identificados como possiveis fatores de
risco para presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi (p < 0,05): presenca de
area verde proximo a residéncia (OR = 3,63; p = 0,000), raca — sem raca definida
(OR =2,11; p = 0,025) e 0 sexo — macho (OR =1, 51; p = 0,034).
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Tabela 8 — Analise univariada dos possiveis fatores de risco para Leishmaniose

visceral canina no municipio de Petrolina, PE.

Variavel Categoria No. (':I';etgl de No. de positivos (%) v p valor
Raca 15,740 0,000
SRD 988 129 (13,1)
Com raca 257 11(4,3)
Sexo 6,223 0,013
Macho 732 96 (13,1)
Fémea 513 44 (8,6)
Porte 6,418 0,040
Pequeno 366 31 (8,5)
Médio 625 74 (11,8)
Grande 231 35 (15,2)
Presenca de 58,095 0,000
area verde
N&o 687 35 (5,1)
Sim 558 105 (18,8)
Acesso a rua 3,448 0,063
Nao 661 64 (9,7)
Sim 584 76 (13)
Contato com 2,327 0,127*
outros animais
N&o 446 42 (9,4)
Sim 799 98 (12,3)
Contato com 16,757 0,000
mata/caatinga
N&o 1026 98 (9,6%)
Sim 219 42 (19,2)
Contato com 3,142 0,076
animais
silvestres
N&o 1043 110 (10,5)
Sim 202 30 (14,9)
Galinheiro na 14,929 0,000
residéncia e/ou
préximo
Nao 1054 103 (9,8)
Sim 191 37 (19,4)

* Variveis selecionadas para regressao logistica maltipla (p < 0,20)
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Tabela 9 — Modelo final de regressao logistica multivariada de fatores de risco (Odds

ratio) para Leishmaniose visceral canina no municipio de Petrolina, PE.

Variavel Odds ratio (95% IC) p

Presenca de area verde proximo a residéncia 3,63[2,40 — 5,49] < 0,001
Raca - sem raca definida 2,11 1,09 — 4,07] 0,025
Sexo - macho 1,51 [1,03 - 2,23] 0,034

IC: intervalo de confianca

5.2.5 Andlise espacial

A analise de cluster espacial para casos controle pode ser observada na
Figura 6, que permite verificar a formacdo de aglomerados, uma vez que o padrao
verificado pela distribuicdo dos casos nédo foi aleatoria, pois a curva dada por K; (h) —

K (h) ultrapassou os limites superior e inferior a area aleatoria do envelope.

Figura 6 - Diferenca entre os valores da funcdo K para animais sororreagentes e
nao reagentes em funcdo da distancia em metros.
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5.3 Isolamento de Leishmania spp

Foram obtidos trés isolados provenientes do CCZ de Petrolina, PE: CBT34,
CBT37 e CBT62. A posicao filogenética com base em genes V7V8 SSU rDNA e
gGAPDH concatenados e segregados as espécies do complexo Leishmania
donovani e os isolados de Petrolina foram agrupados em um Unico ramo (91% de
bootstrap / 100% de probabilidade posterior e 100% de similaridade) com L.

infantum chagasi no Brasil (Figura 7).

Figura 7 — Parcimdnia e inferéncias Bayesiana baseadas na regido V7V8 SSU rRNA

e gGAPDH concatenadas. As sequéncias obtidas neste estudo estdo em negrito.
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6 DISCUSSAO

Petrolina se caracteriza por se constituir, na ultima década, em um polo
regional de expansdo da agroindustria exportadora, particularmente da fruticultura
regional. Este fato gerou importantes mudancas na sua dinamica populacional,
determinando intensos processos migratorios, que resultam em sérias
consequéncias na ocupacdo do espaco geografico. Neste contexto, o processo de
urbanizacdo se apresenta acoplando novos fatores de risco, em relagdo aos ja
existentes, e ainda contribuindo para o surgimento de novas doencas. Neste cenario
se destaca a leishmaniose visceral ou calazar que, por seu potencial de expansao,
representa um relevante problema de saude publica no municipio estudado.

Cesse et al. (2001) realizaram um estudo de corte transversal na area urbana
de Petrolina, a partir da investigacéo dos registros de casos humanos no periodo de
1992 a 1997, constatando que nesses anos houve um aumento no registro e na
distribuicdo espacial da LV em bairros urbanos, com a maior concentragdo desses
casos nas areas periféricas, com contato com mata local, denominada pelos autores
como “franja” e, no ano de 1995 ocorreu aumento acentuado nos registros dos
casos da doenca, sugerindo que houve um pico epidémico de LV em Petrolina
nesse periodo.

No presente estudo, quanto ao perfil epidemiolégico dos casos humanos de
LV notificados no periodo de 2007 a 2013 no municipio de Petrolina, considerando-
se o0 preenchimento incompleto dos prontuarios, a baixa taxa de exames
laboratoriais para confirmar o diagndstico, entre outros fatores, acredita-se que ha
uma subnotificacdo de casos de LV em Petrolina. Este estudo foi baseado em um
banco de dados secundario do Ministério da Saude alimentado por funcionarios da
Secretaria Municipal de Saude, portanto, pode haver falha ou auséncia de dados
que dificultou um aprofundamento analitico da situacdo epidemiolégica da

leishmaniose visceral na area de estudo.

A LV é considerada endémica em Petrolina. A série de casos humanos
relatados aqui demonstra que o comportamento da doenca é semelhante ao
observado em outras localidades do Brasil em que acomete principalmente criancas
e jovens. Os resultados mostraram que a maior parte dos casos da doenca foi

encontrada na populacdo com idade entre um e quatro anos, seguido pela faixa
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etaria entre cinco e nove anos, fato semelhante ao descrito por Cesse et al. (2001)
na década de 90, na mesma area de estudo, sugerindo que em relacdo a essa
variavel a doenca tem mantido as mesmas caracteristicas, o que pode ser justificado
pela condi¢cdes precarias de sobrevivéncia da populacdo, gerando casos de
desnutricdo e, consequentemente condigdes de imunossupressao que normalmente

pode ser verificada em areas endémicas.

Botelho e Natal (2009), Prado et al. (2011) e Brazuna et al. (2012) também
constataram maior incidéncia de LV em pacientes com até nove anos de idade. Este
quadro pode estar relacionado a imunidade em longo prazo que ainda ndo esta
totalmente desenvolvida, ou até mesmo a uma maior exposicdo dessa classe ao
vetor. Por sua vez, esses dados também indicam uma alta forca de infeccdo, com a
transmissao no ambiente peridoméstico ou mesmo no interior. De fato, reconhece-se
que L. longipalpis € altamente adaptado para ambientes peridomésticos (por
exemplo, em galinheiros) (COSTA et al., 2013), eventualmente, invadindo as casas
onde eles podem se alimentar de humanos e animais domésticos, como cées,
reforcando a observacdo que a transmissdo da LV ocorre mais em domicilio e
peridomicilio (MESTRE; FONTES, 2007).

Marzochi et al. (2009) mencionam que a maior proximidade das criancas com
0os caes, principais fonte de infeccdo no ambiente doméstico, seria um fator

relacionado ao aumento na incidéncia da doenca.

Verificou-se uma maior frequéncia da LV no sexo masculino, resultado este,
também encontrado por Botelho e Natal (2009), Alvarenga et al. (2010), Prado et al.
(2011) e Brazuna et al. (2012) que apontam este sexo como mais susceptivel a
infeccdo, fato este, possivelmente relacionado a uma maior exposi¢cao desse género

a ambientes associados a risco.

No Brasil, apesar de ndo esta totalmente esclarecido, a literatura aponta o
sexo masculino como mais suscetivel a LV (PASTORINO et al.,, 2002; BRASIL,
2003). Em Roraima (GUERRA, et al., 2004) ocorreu predominio do sexo masculino,
como também observado em Minas Gerais (MAGALHAES et al., 1980) e em outras
areas de ocorréncia da doenca onde persiste 0 maior nimero de casos masculinos
(NUNES et al., 1988; COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; MARZOCHI; MARZOCHI;
CARVALHO, 1994; BRASIL, 1999; PASTORINO et al., 2002).
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Dentre as ocorréncias validas no que diz respeito & escolaridade, a maioria
possuia a 42 série do ensino fundamental incompleta, o que pode ser explicado pela
faixa etaria mais atingida ser a infantil, e se levarmos em conta que 46,3% das fichas
encontrava-se em branco para esse campo. Oliveira et al. (2008b) identificou a baixa
renda familiar e baixo nivel de escolaridade como fatores de risco para infeccédo
assintomatica em contatos familiares de pacientes com LV. Bardo et al. (2007)
menciona que mesmo em area de baixa endemicidade, a distribuicdo dos casos
assintomaticos segue um gradiente socioeconémico. Oliveira e Maciel (2003), em
estudo conduzido em Jodo Pessoa/PB, encontraram uma maior ocorréncia de LV
nas pessoas com indices mais baixos de escolaridade e baixa renda familiar.
Contrapondo esses achados, Caldas et al. (2002) aponta em sua pesquisa que

analfabetismo ndo se mostrou associado ao risco aumentado de infeccéo.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o diagndstico de leishmaniose
visceral humana e canina. Embora exista uma grande oferta de testes para o seu
diagnéstico, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade. Nos casos
humanos, o diagndstico é rotineiramente realizado com base em parametros clinicos
e epidemioldgicos. Entretanto, um diagndstico definitivo requer a demonstracédo do

parasita através de métodos parasitolégicos (GONTIJO; MELO, 2004).

O principal método de diagnéstico empregado nos pacientes em Petrolina foi
o clinico-epidemiolégico (59,4%), discordando do que € geralmente descrito em
outros estudos como o de Alvarenga et al. (2010) que relatou uma percentagem de
89,5% do critério de confirmacdo da doenca sendo obtido por meio de exames
laboratoriais, onde apenas em casos em que ndo foi possivel a confirmagéo
parasitologica o critério clinico-epidemiolégico foi utilizado (10,5%). O exame direto
para parasitas também foi 0 método mais empregado para confirmar o diagnostico
no estudo de Brazuna et al. (2012) e Botelho e Natal (2009), com 76,8% e 80%,
respectivamente. A realizagcdo de exames laboratoriais na minoria dos casos € um
fato que deve ser retificado, uma vez que este € um critério de suma importancia
para confirmacédo do diagnostico de qualquer doenca, principalmente quando esta

nao apresenta sinais clinicos patognomaonicos.

Apesar de ser uma doencga de notificacdo compulsoria, os dados disponiveis
sdo baseados na detecgcdo passiva de casos. O numero de pessoas expostas a
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infeccdo ou infectadas sem sintomas € maior do que o numero de casos detectado.
O diagnostico e tratamento medicamentoso sdo essenciais ndo sO para curar 0
doente, mas também para diminuir a ocorréncia da LV (BERN; CHOWDHURY,
2006). Neste caso, quando néo instituido o tratamento adequado, a letalidade da LV
pode alcancar 10% dos casos (GONTIJO; MELO, 2004).

No Brasil foram registrados 3.151 6bitos por LV no periodo de 2000 a 2013
com 49,8% dos casos ocorrendo na regido Nordeste. Em Pernambuco, nesse
mesmo periodo foram notificados 122 6bitos. Entretanto, no municipio estudado so
ocorreu um 6bito, divergindo de outros estudos que obtiveram uma letalidade maior
(QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004; PEDROSA; ROCHA, 2004; OLIVEIRA et al.,
2006). Aléem disso, os dados nacionais baseados em sistemas de notificacdo
possivelmente subestimam o real nUmero de 6bitos decorrentes da LV no pais, em
virtude do seguimento incompleto dos casos. Nesse sentido, desperta-se a atencao
para a qualidade dos dados aqui apresentados, uma vez que 0 percentual de
informacdes ignoradas foi alto na maioria das variaveis estudadas. Salienta-se que
as possibilidades de utilizacdo dos sistemas de informacdo em saude para o
acompanhamento e estudos epidemiologicos dependem, em grande medida, do
grau de cobertura dos eventos, das variaveis registradas nestes sistemas e da

qualidade dos dados registrados.

A presenca de co-infecgao por HIV foi observada em 14,5% dos pacientes,
percentual mais expressivo do que os encontrados por Botelho e Natal (2009) e
Brazuna et al. (2012) que relataram 5% e 7,1%, respectivamente. Vale ressaltar que
43,5% das fichas preenchidas no momento da consulta estavam sem informacéo
para este critério; portanto, esta € uma variavel que pode estar subestimada pelo
nao preenchimento da avaliacdo médica durante o exame clinico do paciente. Da
mesma forma, esta informacao € de extrema importancia uma vez que a co-infeccao

com HIV pode influenciar o resultado de casos.

Mesmo considerando as limitacdes inerentes do uso de dados secundarios,
Isto ndo so6 indica que as medidas de controle em vigor ndo estdo sendo eficazes
para reduzir a incidéncia da doenca em humanos, mas também um acesso limitado
aos servicos béasicos de saude (por exemplo, testes de diagndstico), que podem
prejudicar o diagndstico e tratamento precoce dos casos. Sob estas condi¢gbes, 0
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risco de um desfecho fatal pode ser elevado, particularmente em pacientes
imunossuprimidos, tais como individuos LV-HIV co-infectados. Como tal, mais
énfase na importancia do diagnostico precoce e tratamento de pacientes humanos

devem ser estabelecidos.

O cédo domeéstico apresenta um importante parasitismo na pele que favorece a
infeccdo do vetor, sendo considerado o principal reservatoério da L. infantum chagasi
(LAINSON; SHAW, 1987). Do ponto de vista epidemiologico, a doenga em caninos
deve ser considerada, pois é mais prevalente do que a doenca em seres humanos,
normalmente precede a ocorréncia de casos humanos, e por causa da elevada
competéncia de cédes infectados, incluindo aqueles que sdo assintomaticos, para
transmitir o parasita ao vetor (MARZOCHI et al., 1985; LAURENTI et al., 2013).

E de extrema importancia o diagndstico da LV em seus reservatorios, a fim de
controlar a doenca e compreender sua epidemiologia, identificando os potenciais
fatores de risco (GRAMICCIA; GRADONI, 2005), uma vez que, os cées infectados
representam um reservatério ativo para a transmissdo do parasita, devido sua

proximidade constante com o homem.

Este estudo consiste na primeira descricdo epidemiologica da LVC no
municipio de Petrolina, visto que dados sobre a doenca em cédes sao escassos e
com o aumento crescente do niamero de casos humanos notificados no municipio, é
de grande importancia o conhecimento dos fatores inerentes aos principais
reservatérios domésticos da LV no municipio estudado. Vale ressaltar que poucos
estudos foram desenvolvidos, contudo, restrito a pequenas areas, a um pequeno
namero de animais e, em proximidade com os casos humanos. Nesse contexto, o
presente estudo compreendeu todas as areas do municipio, com o namero de
animais a serem avaliados mediante a populacdo humana residente em cada area,
pretendendo dessa forma, obter dados sobre a real situacédo epidemioldgica da LV

no municipio de Petrolina bem como a sua distribuicdo nas areas urbanas e rurais.

Alguns trabalhos apontam a escolha dos testes sorologicos como de extrema
importancia para um bom inquérito epidemiologico (FRANCA-SILVA et al., 2003;
GALLEGO, 2004). A reacdo de imunofluorescéncia indireta é uma técnica soroldgica
gue apresenta alta sensibilidade e especificidade entre 60% a 100%, baixo custo e
facil execucdo (BRASIL, 2003; ALVAR et al.,, 2004; ALMEIDA; JESUS; SOUSA-
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ATTA, 2005; DA SILVA et al., 2013), assim como o0 ensaio imunoenzimatico indireto,
mas reagOes cruzadas com anticorpos de outras doencas tém sido relatadas
(ZANETTE et al., 2014). Entretanto, em dezembro de 2011, o Programa de
Prevencdo e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude que
preconizava a utilizagdo das provas sorologicas ELISA, para triagem dos caes
suspeitos, e RIFI, como teste confirmatdrio para o diagndstico de caes, com
posterior eliminagcdo dos animais soropositivos, foi substituido por um novo
protocolo, que inclui o teste rapido imunocromatografico DPP®, como teste de
triagem, substituindo a RIFI e, o teste ELISA, como confirmatério. Entretanto, neste
estudo utilizamos a RIFI como teste confirmatério, seguindo as recomendacgfes da
Organizacdo Mundial de Saude, que considera RIFI como teste padrdo, onde
epidemiologicamente, titulos iguais ou superiores a 1/40 devem ser considerados

positivos.

No presente estudo, dos animais submetidos a RIFI, 14,5% dos caes foram
sororreagentes para presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi. Ao ELISA, a
presenca de anticorpos foi detectada em 37,3% cées. Estes valores sdo superiores
aos relatados em outras areas endémicas do nordeste (PARANHOS-SILVA et al.,
1996; QUEIROZ et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010) e inferiores aos verificados por
Silva et al. (2014) com 65,7% a RIFIl e 71,6% ao ELISA.

A soroprevaléncia da doenca apresenta-se bastante variavel, dependente da
regido estudada e método sorolégico empregado (FRANCA-SILVA et al., 2003). No
Brasil, estudos epidemiolégicos em areas endémicas tem demonstrado uma
prevaléncia entre 1,9% a 75% (CORTADA et al., 2004; ROSARIO et al., 2005;
FALQUETO et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; ALMEIDA; MENDONCA;
SOUSA, 2010; BARBOSA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010;
COURA-VITAL et al., 2011; FELIPE et al., 2011; WANG et al., 2011; SILVEIRA et
al., 2012; SILVA et al., 2014; SCHWANKE et al., 2014; ZUBEN et al., 2014).

A prevaléncia de anticorpos anti-L. infantum chagasi na populacéo canina do
municipio de Petrolina foi de 11,2% inferior aquelas encontradas em outros
municipios de Pernambuco, como Paulista e Garanhuns com 40,3% e 16%,
respectivamente. Entretanto, a prevaléncia aqui encontrada é bastante expressiva

guando comparada a estimativa média em todo o estado, com 2,5%
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(ALEXANDRINO, 2001; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006a; SANTOS et
al., 2010). Quando comparada com outras areas endémicas do sudeste, regiao
metropolitana de Salvador, sul da Bahia, Belém também se encontra inferior
(CAMARGO-NEVES et al., 2001; BARBOZA et al., 2006; JULIAO et al., 2007;
SILVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2013; LECA-JUNIOR et al., 2015).

O municipio de Petrolina apresentou prevaléncia superior a encontrada por
Almeida et al. (2009) com 3,4% na cidade de Cuiaba, Oliveira et al. (2010) no
municipio de Dias D’Avila com 3,2%, Dias et al. (2011) em Minas Gerais com 4,2%,
Borges et al. (2014) no municipio de Juatuba, integrante da Regido Metropolitana de
Belo Horizonte, Minas Gerais, com 10,6%. Essa variacdo poderia estar relacionada
ao ponto de corte adotado no teste sorologico ou a forma de selecdo dos cées e da
definicdo de populacdo adotada (JULIAO et al., 2007).

A evidéncia soroldgica observada neste estudo demonstrou a participacédo de
cdes como potenciais reservatorios para este parasita no ambiente doméstico,
principalmente em areas de ocorréncia de leishmaniose em seres humanos - tipicos
da regido estudada. Estes achados corroboram outros estudos epidemiol6gicos
sobre este agente etiologico (ALMEIDA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA et
al., 2013).

No municipio de Petrolina ha somente um estudo de pesquisa sorolégica
realizada em caes residentes nas areas onde os casos humanos foram verificados.
Dos 600 cées avaliados 19,16% foram sororreagentes, sendo que 73,04%
pertenciam a zona urbana. Quando foi realizada a sobreposicdo dos mapas,
nenhuma associacao entre casos caninos e humanos foi encontrada, e os autores
concluiram que a enfermidade se encontra em fase de urbanizacdo, mas sem

associagao entre casos humanos e caninos (MAIA et al., 2014).

No Brasil a LV tem passado por uma mudancga na sua epidemiologia, com
inimeros casos da doenca no ambiente urbano, tendo o cdo papel fundamental
nessa expansao, principalmente em areas endémicas (FRANCA-SILVA et al., 2003).
Entretanto, no presente estudo verificou-se uma prevaléncia maior em areas rurais
corroborando com os achados de Courtenay et al. (1994), Santos et al. (2005),
Oliveira et al. (2010), Silva et al. (2013). Nessas areas, 0s cdes tém mais acesso a

areas livres, ruas, movendo-se para além dos ambientes domésticos e, por causa
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desta mobilidade, eles podem ser mais expostos a fatores que aumentam a

probabilidade de infec¢do por Leishmania spp.

De acordo com Oliveira et al. (2010), a variacdo na prevaléncia entre as areas
rurais e urbanas esta intrinsecamente ligada a doméstica e condicbes ambientais
peridomésticas para o desenvolvimento de infeccdo, o que pode incluir o vetor,
populacao canina, alteracées causada pela presenca humana, a acumulacéo de lixo
e outras matérias organicas, e falta de saneamento (CAMARGO-NEVES et al.,
2003; GRAMICCIA; GRADONI, 2005). Além disso, as areas rurais tém maior
diversidade de animais que as urbanas, seja doméstico ou selvagem, bem como a
presenca de matas ciliares ou fragmentos florestais, que sao fatores predisponentes
para a presenca de flebotomineos.

No presente estudo foi verificada associagao entre a presenca de anticorpos e
a predisposicdo sexual, sendo o sexo considerado fator de risco. Os machos
apresentaram 1,51 [1,03 - 2,23] mais risco de adquirir anticorpos anti-L. infantum
chagasi que as fémeas, corroborando com Dantas-Torres, Brito e Brandao-Filho
(2006), Julido et al. (2007), Miranda et al. (2008), Garcia et al. (2009) e Oliveira et al.
(2010).

Embora algumas racas de cdes sejam mais predispostas ao desenvolvimento
da doenca (FRANCA-SILVA et al., 2003; MIRANDA et al., 2008; BANETH;
SOLANO-GALLEGO, 2012), na populacéo canina estudada os cdes SRD obtiveram
soroprevaléncia maior (p = 0,025), sendo considerado fator de risco, esses animais
apresentam 2,11 [1,09 — 4,07] mais risco de adquirir anticorpos anti-L. infantum
chagasi que os cées de raca definida, assim como verificado por Oliveira et al.
(2010) e Silva et al. (2013). Muitas vezes esses animais permanecem soltos na
residéncia, com acesso livre a rua, e sem o0s devidos cuidados, geralmente sao
removidos das ruas e, apesar de receberem abrigo e comida, permanecem sem
cuidados adequados pelos proprietarios devidos muitas vezes a razdes econémicas,

ao contrario de alguns animais com raca definida.

Os cées de médio porte foram mais sororreagentes que as demais categorias,
fato este que pode esta associado a esses animais terem acesso tanto ao ambiente
intradomicilio quanto ao peridomicilio, e dessa forma maior exposi¢cdo aos vetores.

Esses animais podem ainda serem utilizados como caes de guarda, e
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consequentemente terdo maior exposicdo. Na literatura tém-se associado a maior
frequéncia de casos aos cées de porte grande, pois estes tém a finalidade de
guarda, habitando ambiente peridomiciliar e ficando assim mais expostos ao vetor
(FEITOSA et al., 2000).

N&o houve predisposicdo etaria para a ocorréncia da doenca. Apesar de a
literatura afirmar que cdes com menos de trés anos e entre oito e dez anos
apresentarem uma maior predisposicao para adquirir a infeccdo (PALTRINIERI et
al.,, 2010). Entretanto, Franca-Silva et al. (2003) observaram que o0s caes,
independente da idade, tém a mesma probabilidade de contrair leishmaniose, nao
excluindo a importancia das outras faixas etarias na epidemiologia da doenca

canina.

Muitos estudos tém avaliado os sinais clinicos de animais infectados por
Leishmania spp. (MATOS et al., 2006; ALMEIDA et al, 2009; ALMEIDA,
MENDONCA; SOUSA, 2010; OLIVEIRA et al, 2010). Quanto a manifestacdo clinica
e as taxas de soropositividade, 60,7% dos animais sororreagentes eram
sintométicos, em comparacdo com 39,3% dos animais assintomaticos, em
concordancia com os estudos realizados por Sousa e Almeida (2008), Almeida,
Mendonca e Sousa (2010), Figueiredo et al. (2014). Os sinais mais evidentes foram
linfoadenopatia, lesbes de pele, incluindo ulceragbes em membros, orelhas,
onicogrifose, palidez de mucosas e alopecia nos membros, olhos e narinas, em
concordancia com os achados de Feitosa et al. (2000), Gallego (2004), Santos et al.
(2005) e Almeida et al. (2009). Os sinais clinicos observados nos céaes
sororreagentes desse estudo estdo entre os mais frequentemente presentes em
inquéritos epidemioldgicos realizados no Nordeste (ALMEIDA et al., 2005; DANTAS-
TORRES et al., 2006; RONDON et al., 2008).

Todavia Baneth e Aroch (2008) afirmam que estudos populacionais em areas
endémicas tém demonstrado que uma propor¢éo da populagédo canina desenvolve a
doenca sintomatica, outra tem infeccdo assintoméatica persistente, enquanto outra é
resistente a infeccédo ou intermitentemente sem desenvolver sinais clinicos. Ja para
Moshfe et al. (2009), estudos soroepidemioldgicos da LVC tém revelado um grande
namero de animais soropositivos assintomaticos, dessa forma, o0s céaes

assintomaticos infectados por Leishmania, bem como os sintomaticos, podem ter um
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papel importante na manutencéo da infecgéo e, provavelmente, no estabelecimento

do ciclo doméstico de transmisséo do parasita has areas endémicas de LV.

Estudos elucidam a proximidade da moradia dos caes com &reas de mata
e/ou vegetacdo abundante como fatores de risco para a infeccdo por Leishmania
spp, como evidenciado neste estudo, onde os cdes que residiam nessas areas
obtiveram 3,63 [2,40 — 5,49] mais risco de adquirir anticorpos anti-L. infantum
chagasi que os demais cées. Este fato pode estar associado a um ambiente de
modificacdo ambiental recente, com presenca significativa de matéria organica
necessaria para o desenvolvimento do vetor, e consequente manutencéo da doenca
nessas areas. A proximidade dos lugares com vegetacdo mais densa pode facilitar a
transmissdo, proporcionando melhores condigcbes para a manutencdo tanto de
populacdes de flebotomineos quanto a de reservatorios, favorecendo uma interacao
entre os ciclos selvagens e peridomicilio de doenca (BARBOSA et al., 2010; BIGELI;
OLIVEIRA JUNIOR; TELES, 2012; LOPES et al., 2014).

De acordo com Santos et al. (2005), a presenca de vegetacdo abundante
propiciam alta umidade oferecendo excelentes condicbes para a presenca de
flebotomineos, que disseminam os agentes etiologicos desta doenca. Em um estudo
realizado por Almeida, Mendonca e Sousa (2010), os autores observaram que
alguns dos animais soropositivos tiveram acesso a florestas remanescentes e
cOrregos, rios ou reservatoérios tiveram mais chances de adquirir a infeccdo. Belo et
al. (2013), utilizando analise espacial, observaram que a presenca de areas verdes,
de modo geral aumenta o risco para LVC e as areas de transicdo entre a zona
urbana e rural, tem demonstrado ser areas importantes para ocorréncia da doenca.
A LVC é uma doenca de natureza local e os fatores de risco podem variar de uma
regido para outra. No entanto, parece bastante claro que o estilo de vida particular

de cada céo pode favorecer a exposi¢cao aos vetores (SANTOS et al., 2010).

Pela analise espacial (Figura 6), verificou-se que, dentro de um raio de até 70
km a partir de cada ponto, houve a formacdo de aglomerados de animais
sororreagentes para presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi. Estes
resultados reforcam, portanto, que a LVC encontra-se distribuida de forma
heterogénea no municipio de Petrolina, o que também foi verificado por Camargo-
Neves et al. (2001), em Aracatuba, S&o Paulo, Lopes et al. (2010), em Belo
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Horizonte, Minas Gerais, e Borges et al. (2014) no municipio de Juatuba, regido
Metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais. Trabalhos que avaliam a distribuicao
espacial da LV séo importantes para o direcionamento das acdes de prevencao e
controle adequadas (BORGES et al., 2014). Além disso, o conhecimento dos casos
de LVC pode servir de indicador para o surgimento de novos casos humanos, uma
vez que a infecgdo no cao normalmente precede a doenga no homem, como
verificado por OLIVEIRA et al. (2001) em Belo Horizonte, Minas Gerais.

A realizacdo de inquéritos sorologicos em cdes como realizado neste
trabalho, pode ser considerada de extrema importancia no controle do reservatoério
canino. A identificagdo dos casos serve de ferramenta para direcionar e priorizar
acOes especificas para cada area do municipio e podera auxiliar na deteccédo de
focos silenciosos da doenca, uma vez que, o estudo anterior realizado através da
sorologia de cdes de proximidades com a ocorréncia dos casos humanos revelou
gue a doencga encontrava-se urbanizada, entretanto, no presente estudo ao analisar
todo o municipio, verificou que a doenca encontra-se distribuida de forma

heterogénea, com prevaléncia maior em areas rurais.

Os isolados provenientes de cées capturados e/ou encaminhados ao CCZ de
Petrolina confirmam a presenca do agente no municipio, e a partir das analises
filogenéticas observou-se que todos os isolados foram idénticos entre si com 100%
de similaridade com Leishmania infantum chagasi, corroborando os resultados de
Marcili et al. (2014), que verificaram identidade de 100% entre isolados provenientes
de diferentes regibes geograficas do pais (Bahia, Ceard, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo

Paulo).
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram claramente que a transmissédo da

LV ainda ocorre em Petrolina em niveis moderados a elevados.

O municipio de Petrolina apresentou uma alta prevaléncia canina de
anticorpos anti-L. infantum chagasi, distribuida de forma heterogénea, com
prevaléncia maior nas areas rurais como observada na maioria das areas

endémicas, e compativel com a casuistica humana no municipio.

Foram detectados como potenciais fatores de risco para LVC a presenca de
areas verdes proximo a residéncia, a raca — animais sem raca definida e 0 sexo - 0s
machos. Houve a formacao de agrupamentos de acordo com a ocorréncia de céaes

sororreagentes para LV.

A identificacdo dos isolados de cées provenientes do CCZ evidenciou

similaridade com a Leishmania infantum chagasi.
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ANEXO A - Ficha clinica e Questionario

ANIMAL N° | NOME: | DATA:

RACA: | IDADE: | SEXO:F() M() |PORTE:P(O)M ()G ()
PROPRIETARIO:

BAIRRO: | ENDERECO:

COORDENADAS GEOGRAFICAS:

VACINADO P/ LEISHMANIOSE: SIM () NAO ()

PRESENTE AUSENTE
LINFOADENOPATIA: Generalizada | |
Localizada: = O
Linf. Submandibular (- -
Linf. Pré- escapular (- =2
Linf. Popliteo (- O
SINAIS VISCERAIS: Caquexia - (-
Apatia (- (-
Epistaxe - (-
Ictericia O a
Mucosas palidas (- c
Hepatoesplenomegalia O -
SINAIS CUTANEOS: Alopecia - -
Descamacéo - -
Ulceras (- (-
Onicogrifose - (-
Lesdes oculares - (-
Conjuntivite (- (-
LOCALIZACAO DAS LESOES CUTANEAS:

Ao redor das orelhas - -
Ao redor dos olhos (- (-
Face (. -
Membros - -
Outras localizacbes - (-
Generalizada (- (-

PRESENCA DE AREA VERDE: () Proximo a residéncia ( ) Residéncia sem mata

proxima

ANIMAL SAI ARUA: ( )sim () CONTATO COM OUTROS ANIMAIS: ( )sim ()
néo nao

CONTATO COM MATA? Caatinga? () sim () ndo

CONTATO COM ANIMAIS SILVESTRES? () sim () ndo_Quais?

NOTIFICACAO DE CASOS HUMANOS COM LEISHMANIOSE NO DOMICILIO E/OU
PROXIMO? i
() SIM NO DOMICILIO () SIM/VIZINHO () NAO

GALINHEIRO NA RESIDENCIA: ()sim ()néo
LEVA AO VETERINARIO: () sim () ndo Qual frequéncia?

OBSERVACOES:

() QUESTIONARIO ( )SANGUE
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ANEXO B - Parecer Bioética

HJNDA.C.".G UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SA0 FRANCISCO
COMITE DE ETICA E DEONTOLOGIA EM ESTUDDS E PESQUIAS - CEDEP
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMATS- CELIA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Estudo epidemioldgico da Leishmaniosa
visceral na regido do Wale do 530 Francisco, Pernambuco”, protocolo ng
0002/190213, que utiliza 1.152 animais da espécie Canis fomiliaris, sob a
responsabilidade de Mawricio Claudio Horta, estando de acordo comn os
principios éticos de experimentagio animal do Comité de Etica e Deontologia
em Estudos & Pesquizas da Universidade Federal do Vale do 530 Francisco.

Certify that the project entitled "Epidemiological study of Visceral Leishmaniosis
in 530 Francisco Valley, Pernambuco State”, protocol number DOOZ/190213,
utilizing 1.152 animal species Conis fomilions, under the responsibility Mauricio
Claudio Horta, being in accordance with the ethical principles of animal
experimentation adopted by Committes of Ethics and Deontology Studies and
Research at the Federal University of Vale do 530 Francisco.

Petrolina, 13 de feversiro de 2014.

DY | S
Profa. Mércia Bento Moreira
Conrdenzdors gz ComizSo de Eticz no Uso de Anirmais — CEUAUR ASF

AT e, T
|J ‘
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