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Vii

DIAGNOSTICO DE SITUACAO EPIDEMIOLOGICA DA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA EM RIO VERDE-GO

RESUMO - A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) preocupa as autoridades
sanitarias devido ao aumento de sua incidéncia nos ultimos anos, aliado ao fato
da situacdo epidemioldgica da enfermidade ser desconhecida na maioria das
regibes. Desta forma, o presente estudo objetou realizar o diagndstico de
situacao epidemiolégica da leishmaniose visceral canina (LVC) no Municipio de
Rio Verde/GO. Para tanto, a pesquisa foi desenvolvida em bairros pré-definidos
da regido norte do municipio com a avaliacdo das condi¢cdes das trés esferas
da saude (animal, humana e ambiental) relacionadas a LVC, por meio de
questionarios semiestruturados com a participacdo dos tutores dos animais; a
avaliacdo clinica dos cdes e classificacdo segundo a sintomatologia; a
realizacdo do diagnéstico sorolégico (ELISA, RIFI e TR DPP®) e o
geoprocessamento da localidade dos cées reagentes. Na avaliagdo das
condicbes da saude animal, os resultados evidenciaram superpopulagédo
canina, especialmente aqueles animais considerados sem controle de
mobilidade e sem supervisdo, com transito livre, sem assisténcia médico-
veterinaria. Com relacdo a saude humana, destacou-se o convivio intimo entre
o ser humano e o seu animal de estimacdo, além do agravante do
desconhecimento da enfermidade pela populacdo, de seus mecanismos de
transmissao, de controle e de prevencdo. Sob o olhar ambiental, observou-se
problemas de infraestrutura, sendo a falta de saneamento basico a principal
delas, além da presenca de arvores frutiferas e animais de producgdo
favorecendo o acumulo de matéria organica, faciltando e promovendo o
desenvolvimento do vetor. A classificacdo segundo a avaliacdo clinica dos cées
reagentes (ELISA e RIFI) foi de 65% (13/20) assintomaticos e 35% (7/20)
oligossintomaticos. Na avaliacdo soroldgica, 10,38% (55/530) foram reagentes
no ELISA, desses 36,37% (20/55) foram reagentes também na RIFI, e desses
todas (17/17) as amostras foram consideradas n&o reagentes no TR DPP®. Os
cées positivos no ELISA e RIFI estavam localizados em moradias proximas,
reforcando os resultados dos testes. A populacédo, cdo e ser humano, e a
regido estudada apresentam caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento da
LVC. Desta forma, existe a necessidade de profissionais capacitados para
realizar diagndstico preciso da enfermidade, iniciando as acbes de controle e
prevencdo, aliado a readequacdo do protocolo de diagnéstico, pelas
autoridades competentes, para as diferentes situacdes epidemioldgicas.

Palavras-chave: clinica itinerante, inquérito sorolégico, LVC, satide, TR DPP®,
ZOONOoSES.
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EPIDEMIOLOGICAL DIAGNOSIS OF CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS
SITUATION IN RIO VERDE, STATE OF GOIAS

RESUMO - Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a concern to sanitary
authorities due increase on incidence observed recently and lack of knowledge
about the disease epidemiological situation in most regions. So, this study
focused on to perform epidemiological diagnosis of canine visceral
leishmaniasis situation in Rio Verde Municipality, state of Goias, Brazil. For this
purpose, the research was performed in pre-selected neighborhoods in the
north region of the municipality embracing all three areas in health (animals,
human beings and environment) related to CVL using semi-structured
questionnaires to animals’ owners, clinical evaluation of animals and
classification according to clinical signs, serological diagnosis (ELISA, RIFI and
TR DPP®) and geospatial analyses of positive dogs. ). A canine overpopulation,
especially on those animals that lives free in streets, without supervision of
owners and veterinaries were highlighted. In relation to human health, the close
contact among humans and animals and the ignorance about this disease
epidemiology, prevention and control by the population were shown. About the
environmental situation, infrastructural problems, as the needs of basic
sanitation, were observed. Also, fruit trees and production animals’ presence
were observed, which favors organic matter accumulation and allows the
vector's development. The clinical classification of the reagents animals (ELISA
and RIFI) was 65% (13/20) asymptomatic and 35% (7/20) oligosymptomatic
during evaluation on CI. On serological evaluation, 10.38% (55/530) were
positive on ELISA and from these animals, 36.37% (20/55) were also positive
on RIFI. None of the samples were considered as positive on TR DPP®. The
animals considered as positives in ELISA and RIFI were located in nearby
houses agreeing with the results of serological tests. The human beings and
canine populations in the studied areas have favorable characteristics for the
development of CVL. So, trained professionals to perform the disease accurate
diagnosis, beginning actions to control and prevention, thus a adjustment of
diagnostic protocol, by authorities, to different epidemiological situation.

Keywords: serological tests, CLV, health, TR DPP®, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) antes presente apenas em zonas rurais e
ambientes silvestres, é atualmente uma enfermidade emergente com incidéncia
crescente em meio ao processo de urbanizacdo. Os fatores determinantes
relacionados a presenca desta enfermidade em grandes metrOpoles estédo
relacionados com o convivio muito proximo do ser humano e reservatorio (cao),
0 aumento da densidade do vetor, o0 desmatamento acentuado em constante
processo migratorio e o estado imunolégico da populacdo alterado pelo
estresse, desnutricao, drogas e enfermidades transmissiveis
imunossupressoras. Associado a reducdo de investimentos na saude e
educacdo, além da descontinuidade das ac¢des de controle.

Outro possivel fator € a superpopulacdo canina, principal reservatorio
urbano da doenca, especialmente aqueles animais considerados
semidomiciliados, com transito livre e exposto ao vetor nos diferentes
ambientes que possam perambular. Neste sentido, é importante ressaltar que
muitos estudos indicam que a leishmaniose visceral canina (LVC) precede o
aparecimento da enfermidade humana, sendo o cdo considerado um sentinela.

O Ministério da Saude preconiza para o controle da LV a interrupcédo da
cadeia de transmissdo da doenca em uma comunidade. Como estratégias de
controle preconiza-se o diagnéstico e tratamento precoce dos casos humanos,
a reducao populacional do flebotomineo, a eliminacdo dos reservatorios e as
atividades de conscientizacdo a populacao.

O Municipio de Rio Verde/GO a 45 anos se destaca nacionalmente na
atividade do agronegécio, crescendo desordenadamente no ambito
populacional e estrutural. Este fato trouxe a ocupacdo de matas ciliares em
meio ao processo de urbanizacdo sem planejamento e saneamento basico,
permitindo dessa forma a existéncia de condi¢des favoraveis a presenca da LV
neste municipio. Até 0 momento, 0 municipio registrou 15 casos humanos de
leishmaniose tegumentar e trés casos de leishmaniose visceral ndo autoctones.

A LV e a LVC preocupam as autoridades sanitarias do municipio devido
ao aumento de sua ocorréncia nos ultimos anos nas proximidades, aliado ao

fato da situacdo epidemiolégica das enfermidades serem desconhecidas na



regido de estudo. Neste contexto, a realizacdo deste projeto contribuiu
consideravelmente para a andlise epidemiolégica da saude animal, da saude
publica e da saude ambiental, além da conscientiza¢do da populacdo envolvida
no Municipio de Rio Verde/GO.

2. REVISAO DE LITERATURA

A leishmaniose visceral encontra-se entre as sete endemias
consideradas prioritarias no mundo. A doenga tornou-se um importante
problema de saulde publica, estando amplamente distribuida nos quatro
continentes, principalmente em regifes tropicais e subtropicais da Asia e
Oriente Médio, sul da Europa, norte da Africa, América do Sul e Central. Nas
Américas, a LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo que cerca de
97% dos casos humanos descritos sdo procedentes do Brasil (VOLPINI et al.,
2004).

A LV é uma enfermidade amplamente distribuida no mundo, ocorrendo
em todos os continentes, com excec¢do da Oceania. A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) estima que 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem no
Brasil, india, Nepal, Suddo e Bangladesh (OMS, 2010). No Brasil, esta
presente em todas as regibes e apresenta uma média de 3.458 casos
confirmados por ano. Entre os anos de 2001 a 2010, o pais notificou 33.315
casos com uma taxa de letalidade de 6,9% ao ano (BRASIL, 2011a).

No Brasil tem sido apontada como doenca reemergente pelo processo
de transicdo epidemioldgica, pela incidéncia crescente nas areas onde ocorria
tradicionalmente, além da expansédo geogréafica para os estados mais ao sul do
pais (WERNECK, 2010). A enfermidade estava restrita as areas rurais do
nordeste do pais, mas apresentou mudancas no padrdo de transmissao,
expandiu para outras regifes do pais com incidéncia nos grandes centros
(BRASIL, 2013). A partir de 1980, possivelmente, devido as mudancas
decorrentes das transformacdes ambientais, induzidas por fluxos migratérios
intensos, esvaziamento rural, urbanizagcdo crescente com ocupacao
desordenada e iniquidades na distribuicdo de renda, houve a expanséo das

areas endémicas, promovendo o aumento dos casos nos centros urbanos de



meédio e grande porte (COSTA, 2008). Casos autdctones foram registrados em
21 dos 27 estados, nas cinco regides brasileiras (BRASIL, 2013).

O agente etioldgico da Leishmaniose Visceral (LV) pertence ao género
Leishmania, da familia Trypanosomatidae e ordem Trypanosomatida
(ASHFORD, 2000). Compreendem trés espécies do complexo Leishmania
(Leishmania) donovani: a L. (L.) donovani (LAVERAN; MESNIL, 1903), que tem
um perfil antroponodtico e ocorre na India, Paquistdo, China Oriental,
Bangladesh, Nepal, Sudédo e Quénia (TAVARES; FERNANDES; MELO, 2003);
a L. (L.) infantum (NICOLLE, 1908), agente etiolégico da LV, zoonose da regido
sudoeste e central da Asia, nordeste da China, norte da Africa e Europa
Mediterranea; e no Novo Mundo, onde o Brasil esta inserido, a espécie é L. (L)
chagasi (CUNHA; CHAGAS, 1937; GARCIA E MARCONDES, 2007) que
também apresenta um carater zoonético (MAURICIO, STOHARD; MILES,
2000).

Mauricio et al. (1999), por meio de estudos bioquimicos e moleculares,
consideraram a L. chagasi e L. infantum como espécies filogeneticamente
semelhantes. Contudo, o kDNA (DNA do cinetoplasto), além da existéncia de
outras diferencas genéticas, apoiaram Shaw (2006) a diferencia-las. Foi
sugerido entdo, que 0 mais correto seria manter a nomenclatura em
subespécie, sendo L. (Leishmania) infantum infantum para o agente que ocorre
no Velho Mundo e L. (Leishmania) infantum chagasi para o agente que ocorre
no Novo Mundo (MAURICIO et al., 1999; LAINSON; RANGEL, 2005).

Os parasitos, que sao intracelulares obrigatorios, apresentam-se sob
duas formas: a amastigota, presente nos vertebrados, € aflagelar, contém
ndcleo e cinetoplasto, sendo encontrada no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario e pele; e a forma promastigota que também possui
ndcleo e cinetoplasto, mas diferencia-se por possuir flagelo livre e ser
encontrada no tubo digestério do inseto vetor (RIBEIRO, 2007; SONODA,
2007; SILVA, 2007).

Essa enfermidade é subdividida em leishmaniose tegumentar (LT),
apresentando manifestacdes cutaneas, mucocutanea ou cutanea tegumentar e
em LV com manifestacfes viscerais e as vezes cutaneas, comum no ser
humano e nos caes (BANETH, 2006; SONODA, 2007).



Geralmente a infeccdo é originada pela picada de flebotomineos do
género Lutzomyia (BELO et al., 2013), os quais sdo conhecidos popularmente
como mosquito “palha”, “cangalhinha”, “birigui” ou “tatuquiras”, sendo a
principal espécie responsavel no Brasil a L. longipalpis (ALVES; FAUSTINO,
2005; FEITOSA, 2006). Pita-Pereira et al. (2008), recentemente, confirmaram o
potencial da Lutzomyia cruzi e Lutzomyia forattinii na transmissdo do parasita
no Estado do Mato Grosso do Sul.

Embora ndo tenham sido encontradas evidéncias suficientes as pulgas
(Ctenocefalides felis) e os carrapatos (Rhipicephalus sanguineus) tem sido
objetos de estudo como vetores em potencial da Leishmania spp. (FERREIRA
et al., 2009; DANTAS-TORRES et al.,, 2010), além de outras formas de
transmissao a transplacentaria e a venérea (SILVA et al., 2009; BOGGIATTO
et al., 2011).

A principal forma de transmissao do parasita para o ser humano e outros
hospedeiros vertebrados € através da picada de fémeas de flebotomineos
infectados (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). No momento do repasto
sanguineo, as fémeas infectadas inoculam as formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro vertebrado, as quais sdo fagocitadas por
macrofagos da derme. No interior das células fagocitarias, nos vacuolos
parasitéforos, as formas promastigotas diferenciam-se em amastigotas e
iniciam intensa reproducdo por divisdo binaria, causando o rompimento das
células quando estas ja estdo repletas de parasitas. As amastigotas livres sdo
fagocitadas por novos macréfagos em um processo continuo, ocorrendo entao
a disseminacao hematogénica e linfatica para outros tecidos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula
0ssea (BRASIL, 2006; MONTALVO et al., 2012).

A leishmaniose visceral é caracterizada por dois ciclos epidemioldgicos,
o ciclo silvestre e o urbano. O ciclo silvestre apresenta como principais
reservatorios as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais
(Didelphis albiventris e D. marsupialis), ja no ciclo urbano o cédo (Canis
familiares) é considerado o principal reservatorio e de grande importancia na
manutencdo do ciclo da doenca (LAINSON, 1983; SCHIMMING; PINTO E
SILVA, 2012).



No ciclo urbano é dada essa importancia para o cao pelo fato dos casos
humanos serem normalmente precedidos por casos em caes, funcionando
como “sentinelas”. Esses animais apresentam uma parasitemia na pele
superior a encontrada no ser humano, o que favorece a infecgcdo dos vetores
(SCHIMMING; PINTO e SILVA, 2012). Outro agravante € a alta taxa
reprodutiva destes animais, em conjunto a crescente falta de responsabilidade
por parte dos tutores, levando ao abandono. Além da maior adaptacéo e
dispersdo do vetor no ambiente urbano, proporcionado condi¢cGes ideais para
uma epidemia da enfermidade (OPAS, 2012).

A LVC pode apresentar-se desde uma forma assintomética até uma
doenca sistémica, muitas vezes levando o cao a morte. De acordo com Dantas-
Torres (2006) e Brandao-Filho (2006) em torno de 50% dos caes podem né&o
apresentar clinica aparente, quando sintomaticos, comumente apresentam
mais de um sinal (FREITAS et al., 2012).

Aguiar et al. (2007), em seu estudo classificou os animais de acordo com
a sua condicéao clinica, os quais variaram de oligossintomatico (animais com no
maximo trés sinais clinicos) a polissintomaticos (animais que apresentassem a
partir de trés sinais clinicos caracteristicos da LVC). Da mesma forma Queiroz
et al. (2010) e Calado (2014) adotam a mesma classificacao, porém incluiram a
classificagdo assintomatico (sendo animais com auséncia de qualquer
alteracdo clinica).

As alteracdes clinicas mais frequentes observadas em cdes com LVC
sao linfoadenopatia, alteracbes dermatoldgicas, perda de peso, intolerancia ao
exercicio, hepato e esplenomegalia, emaciacéo e onicogrifose. Anemia, lesdes
oculares, hipertermia, émese, diarreia, alteracbes respiratorios, epistaxe,
comprometimento renal e hepatico, polilria, polidipsia, poliartrite, atrofia
muscular e poliomiosite (FEITOSA et al.,, 2000; SILVA, 2007; SOLANO-
GALLEGO et al.,, 2009 SHIMMING; PINTO E SILVA, 2012). Segundo Salzo
(2008) alteracBes dermatolégicas sdo as mais comumente encontradas, como
exemplos a dermatite esfoliativa, hiperqueratose naso-digital, alteracdes em
pelame, nodulacbes, ulceracdes e piodermatite bacteriana (COSTA, 2011,
CORTES et al.,, 2012). Embora menos comuns podem apresentar sinais

atipicos, como alteragBes neuroldgicas: letargia, convulsdes, mioclonias,



nistagmo, tremores, paralisia de mandibula, ptose labial, andar em circulos,
tetraparesia, rigidez raquial e cervical (SILVA, 2007).

Freitas et al. (2012) avaliaram o0s parametros clinicos de caes
naturalmente infectados por Leishmania chagasi oriundos do Centro de
Controle de Zoonoses de Fortaleza, selecionados pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e observaram que os sinais clinicos mais
frequentes foram caquexia (77,9%), ceratoconjuntivite (61,8%) e linfadenopatia
(55,9%), sendo que a maioria dos animais (86,8%) apresentaram mais de um
sinal clinico caracteristico de LVC. Barbosa et al. (2010) realizaram exames
clinico de animais considerados positivos para Leishmania spp. na sorologia e
observaram a presenca de sinais clinicos compativeis com a doenca em caes
de cinco localidades no Distrito do Tirirical no Municipio de S&o Luis/MA. Os
autores observaram linfadenopatia localizada, alopecia, pelo sem brilho,
emagrecimento, Ulceras cutaneas, descamacao furfuracea, ceratoconjuntivite e
onicogrifose.

Campos et al. (2013) relataram um caso autéctone de LVC no Municipio
de Volta Redonda/RJ, area ndo endémica para essa doenca, e alertaram 0s
clinicos veterinarios e a comunidade cientifica para a expansdo dessa
importante zoonose. Além disso, orientaram 0s médicos veterinarios, como
proceder frente a um caso suspeito de LVC. A LVC pode ser clinica e
laboratorialmente confundida com uma ampla gama de patologias caninas e o
conhecimento de suas manifestacdes clinicas e de procedimentos laboratoriais
especificos e sensiveis para esse diagnéstico, sdo de grande importancia para
uma rapida confirmacao e notificacdo do caso, contribuindo assim diretamente
para o controle do foco.

Cardoso et al. (2007) e Medeiros (2013) consideram que milhares de
cées infectados sdo portadores sdo e constituem uma fonte de infeccao
altamente competente para infectar o vetor sendo, importantes na manutencao
da doenca em é&reas urbanas (LAURENTI et al., 2013). Abranches et al. (1991)
estimaram que 50% dos cées, ndo apresentam sinais clinicos. Portanto, a
deteccdo de animais assintomaticos € de fundamental importancia em regides
endémicas, uma vez que estes ndao sao identificados no exame clinico,
passando desapercebido e algumas vezes, sédo indetectaveis pelos métodos

soroldgicos convencionais devido aos baixos titulos de anticorpos (DOMINGOS



et al., 2012). Importante ressaltar que, em areas endémicas os sinais clinicos
da LVC sao extremamente variaveis em consequéncia dos numerosos
mecanismos patogénicos, dos diferentes 6rgdos afetados e da diversidade da
resposta imune iniciada pelo hospedeiro (FEITOSA et al., 2000; SOLANO-
GALLEGO et al., 2009).

Para o diagnostico, segundo Badar6 e Duarte (1996), deve-se seguir
algumas etapas sucessivas baseando nos seguintes pontos: a)
epidemioldgicos — procedéncia, faixa etaria, presenca do vetor e caes doentes
na vizinhanca; b) diagndstico clinico — pesquisa de sinais e sintomas peculiares
da enfermidade como, hepatomegalia e/ou esplenomegalia, linfoadenomegalia,
onicogrifose; e c) diagndstico laboratorial — achados sugestivos no hemograma,
eletroforese de proteinas, presenca do parasito em aspirado de medula 6ssea
ou realizacéo de provas soroldgicas especificas.

O diagnostico laboratorial da LVC € semelhante ao praticados na LV
humana, distinguindo-se em exames parasitoldgicos ou sorolégicos. O método
parasitologico € o de certeza, o qual esta embasado na demonstracdo do
parasito, ou seja, visualizacdo direta de formas amastigotas. Para tal
demonstracao estes métodos, tidos como invasivos, podem trazer riscos para o
animal, de forma a tornarem-se invidveis em programas de saude publica, pois
uma quantidade elevada de animais precisam ser submetidos aos
procedimentos em um curto periodo. Outros tipos de diagndsticos laboratoriais
sdo realizados por provas sorologicas como a RIFI, ELISA, fixacdo do
complemento e aglutinacdo direta (BRASIL, 2014).

De acordo com Albuquerque et al. (2007), existem consideracdes
importantes que devem ser feitas na eleicdo de um teste sorolégico para LVC,
como o quadro clinico dos cées infectados, os antigenos e a subclasse da
imunoglobulina a ser utilizada na realizacdo do teste. A confec¢cdo da maioria
dos testes diagnésticos disponiveis utiliza parasitos totais ou lisados,
interferindo diretamente na especificidade do teste, podendo omitir animais
verdadeiramente infectados (ROSARIO et al., 2005).

Dentre as técnicas sorologicas empregadas para a deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania, estdo o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a
reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (BRASIL, 2006, GARCIA;
MARCONDES, 2007; SILVA et al., 2011).



Romero e Boelaert (2010) ao realizarem uma revisao sistematica de
pesquisas realizadas até 2008 encontraram que a sensibilidade da RIFI variou
de 72% a 100% e a do ELISA de 30% a 98% em animais assintomaticos,
ambos em relacéo ao diagndstico parasitologico.

A RIFI esta baseada numa reacdo de anticorpos do soro dos animais
com os parasitos (antigenos), sob forma promastigota (Leishmania sp.), fixados
em laminas de microscopia. Em uma etapa subsequente, se utiliza um
conjugado de anti-imunoglobulina de céo, fracdo IgG, marcada com produto
fluorescente (isotiocianato de fluoresceina) para evidenciacdo da reacéo
(BIOMANGUINHOS, 2008a). A RIFI tem sido amplamente utilizada para o
diagnéstico de varias doencas parasitarias, embora possa apresentar reacoes
cruzadas, principalmente com a leishmaniose tegumentar americana (LTA) e
doenca de Chagas (BRASIL, 2014).

O ELISA, por sua vez, consiste na reacdo de soros com antigenos
sollveis e purificados de Leishmania spp. cultivadas in vitro, inativadas e
adsorvidos nas cavidades das microplacas. Depois adiciona-se uma anti-
imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase, que se ligara aos
anticorpos, se presentes. Para a evidenciagdo da reacdo utiliza-se
tetrametilbenzina (TMB), formando um composto de coloragdo azul
(BIOMANGUINHQOS, 2008b).

Mettler et al. (2005) afirmam que o ELISA tem sido capaz de detectar
animais sororreagentes, tanto com e sem sintomatologia clinica, enquanto a
RIFI detecta melhor naquela parcela de animais com manifestacdes clinicas.
Ao utilizarem o ELISA em cées assintomaticos sabidamente infectados, Assis
et al. (2010) obtiveram 12,5% de animais reagentes.

Laurenti (2010) afirma que os kits do ELISA e RIFI utilizados pelo
Ministério da Saude, fornecidos por Bio-Manguinhos utilizam como antigeno
formas promastigotas de Leishmania major-like (espécie causadora da
leishmaniose cutanea), gerando resultados falso-positivos e negativos. Um
estudo realizado por Baleeiro et al. (2006), foi demonstrado que a variagdo no
antigeno utilizado para confeccionar o teste pode influenciar significativamente
o resultado, e que a utilizacdo de antigenos a partir de outras espécies de
Leishmania que n&do a L. chagasi resultou na diminuicdo de reatividade com

soro de cées. Barbosa-de-Deus et al. (2002), em estudo chegaram a conclusao



gue o antigeno da L. major-like apresenta 100% de especificidade e 92% de
sensibilidade para diagnosticar a LV humana e canina, sendo isenta de
reacoes cruzadas. Machado et al. (2007), ao compararem a concordancia dos
resultados dos testes de ELISA e RIFI que utilizaram como antigeno a
Leishmania major e a Leishmania amazonensis, obtiveram concordancia de
Otima a perfeita entre os testes, mostrando que a qualidade diagndstica foi
preservada, corroborando o estabelecido pelo Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral (PCLV) do Ministério da Saude (MS).

As caracteristicas técnicas dos testes sao fundamentais na escolha do
exame diagnéstico que serd utilizado num programa de controle da LVC,
levando-se em consideragdo principalmente quando a eliminagdo do cao
positivo serd uma das medidas adotadas (CABRERA et al., 2003; ALVES;
BEVILACQUA, 2004).

Essas técnicas soroldgicas eram recomendadas pelo Ministério da
Saude (MS) para avaliacdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos
amostrais e censitarios até o ano de 2011 (BRASIL, 2006, GARCIA;
MARCONDES, 2007; SILVA et al., 2011). O protocolo de diagnéstico da LVC
era constituido do ELISA e da RIFI, sendo respectivamente, triagem e
confirmatorio. O resultado considerado sororreagente no ELISA é aquele que
apresente o valor da densidade 6tica (DO) igual ou superior a 3 desvio-padrdes
do ponto de corte (Cut-Off) do resultado do controle negativo, situacdo que vem
especificado no teste (BRASIL, 2014). Os animais que tivessem titulos maiores
ou iguais 40 na RIFI eram indicados para a eutanasia, com o intuito de
interromper o ciclo de transmissdo (BRASIL, 2006; SILVA et al.,, 2011).
Segundo Ribeiro et al. (2013) cdes que possuem ponto de corte acima da
diluicdo 1:160 podem ser considerados verdadeiros positivos. Contudo, diante
de algumas dificuldades operacionais da RIFI (como custo, equipamentos
especificos e repetibilidade) e a necessidade de facilitar e avancar
tecnologicamente no diagnostico dessa enfermidade € que o MS no final de
2011 modificou o protocolo, passando a utilizar o teste rapido Dual Path
Platform (TR-DPP®) e 0 ELISA, como triagem e confirmatério, respectivamente
(BRASIL, 2011).

Segundo a nota técnica conjunta 01/2011 (BRASIL, 2011) a realizagéo

do teste imunocromatografico podera ser feita através de amostras como
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sangue total, soro ou plasma. Enquanto que, para a realizacdo do ELISA esta
indicado apenas o0 soro sanguineo, obtido de coleta de puncdo venosa. A
implantacéo do teste rapido imunocromatografico teve como objetivo solucionar
ou minimizar alguns problemas enfrentados, tais como: reduzir o niumero de
animais falsos positivos e falsos negativos, agilizar a retirada dos animais
infectados, diminuir a sobrecarga dos laboratérios de saude publica e também
minimizar ou eliminar a intermiténcia no fornecimento de Kits de Elisa por parte
do laboratério produtor (BRASIL, 2011).

Vérias proteinas recombinantes foram desenvolvidas para realizar um
diagnostico mais preciso da LV, uma delas a proteina recombinante K39 (rk39)
a mais promissora delas. Esse antigeno provou, por diversos testes, ser
altamente sensivel e especifico para o diagnostico da LV (SINGH;
SIVAKUMAR, 2003). O desenvolvimento de um teste rapido utilizando
antigenos rk39 foi tido como revolucionario para o diagnéstico da LV, com
sensibilidade variando de 75 a 85% e especificidade 70-92% na deteccdo da
doenca no subcontinente Indiano (india e Nepal). Mais recentemente, Pattabhi
et al. (2010) compararam a precisao desta proteina com uma outra advinda de
fusdo, a poliproteina recombinante k28 (fusdo da rk9, rk26 e rk39), dos quais
os resultados indicaram o seu grande potencial como uma importante opcao
para ser empregada em diagndsticos para LV.

Dourado et al. (2007), relata que novos métodos diagndsticos, mais
precisos e mais rapidos que independam de qualquer infraestrutura laboratorial
sdo cada vez mais requisitados e necessarios. Dessa necessidade surgiu o
TR-DPP® para LVC, patenteado pela Chembio Diagnostics e desenvolvido
pelo Instituto Bio-Manguinhos/Fiocruz (FUNED, 2010). E um ensaio de
triagem, conforme redigido na Nota técnica 01/2011, que de um lado possui, a
combinacdo da proteina A conjugada a particulas de ouro coloidal, e do outro,
antigenos recombinantes rk28, especificos de Leishmania, ambos ligados a
uma membrana de nitrocelulose. Quando existem anticorpos anti-Leishmania
na amostra testada, estes reagirdo com 0s antigenos recombinantes, e em
sequéncia se ligardo a combinacao de proteina A e ouro coloidal, fornecendo o
resultado positivo por meio de reacdo de cor (BIO-MANGUINHOS, 2011;
GRIMALDI et al., 2012).
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Além do TR-DPP®, existem ainda, testes comerciais de
imunocromatografia, que empregam anticorpos monoclonais anti-IgG de céo e
antigenos de Leishmania de diferentes fontes. Esses testes sdo de facil
manuseio e rapido resultado e possuem especificidade entre 61% e 100% e
sensibilidade variando de 35% & 100% (GARCIA; MARCONDES, 2007). De
acordo com o Manual Técnico de Leishmanioses Caninas (CRMV-PR, 2015) o
TR-DPP®, apresenta sensibilidade de 93 a 100% e especificidade de 92 a
100% (CRMV-PR, 2015). Ja Grimaldi et al. (2012) ao testarem o mesmo teste
encontraram divergéncias quando usados em animais sintomaticos e
assintomaticos, sendo sensibilidade de até 98% e de 47%, respectivamente.

Em estudo comparativo realizado por Romero e Boelaert (2010) entre o
ELISA e o TR-DPP®, este apresentou sensibilidade igual ao ELISA. Reithinger
et al. (2002), em estudo de cées sintomaticos e assintomaticos, encontraram
sensibilidade de 71 a 88% para o ELISA e de 72 a 77% para o teste
imunocromatografico com o antigeno recombinante rK39. Em estudo parecido,
Otranto et al. (2005) obtiveram sensibilidade de 97,1% para o0 teste
imunocromatografico e para o ELISA 98,6%. Costa et al. (2003), ao
trabalharem com testes rapidos utilizando o antigeno rK39, 96% de
sensibilidade e 100% de especificidade para LVC. O mesmo autor, ao utilizar o
antigeno rK26 encontrou a mesma especificidade, porém menor sensibilidade
gue os testes que possuiam a proteina rK39.

Domingos (2012) ao comparar os testes TR-DPP® e ELISA encontrou
sensibilidade proporcionalmente semelhante entre eles, contudo, a
concordancia foi ruim, ja que 0s mesmos animais, positivos ou negativos em
um teste, ndo eram 0S Mesmos No outro.

O estado clinico geral do animal esta relacionado com o tipo de resposta
desenvolvida pelo sistema imunolégico do animal. Céaes infectados
desenvolvem principalmente resposta imune humoral e altos titulos de
anticorpos, destacando-se da classe IgG (COURTENAY et al., 2002; FERRER,
2002), relacionando-se diretamente com a sintomatologia e ndo com a
protecdo do organismo.

De acordo com alguns autores cées infectados, embora clinicamente
saudaveis, possuem resposta imune do tipo Thl (linfocitos T helper do tipo 1),

mediada pelas citocinas IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a. Nos animais sintomaticos,
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citocinas como IL-4, IL-6, IL-10 e TGF-B sdo responsaveis pela resposta Th2
(linfocitos T helper do tipo 2) (STRAUSS-AYALI et al., 2005; BARBIERI, 2006;
SILVA, 2007; REIS et al., 2009; SOLANOGALLEGO et al.,, 2011), sendo
caracterizada pela producédo de anticorpos policlonais a partir de linfocitos B,
levando a uma elevada producédo de anticorpos inespecificos e especificos
contra os antigenos do parasita (LOPEZ et al., 1996).

Segundo Pinelli et al. (1994), cdes que desenvolvem a forma severa e
progressiva da enfermidade, estdo associados com uma resposta do tipo Th2,
predominantemente imune-humoral, sendo incapazes de conter a infeccéo.
Desta forma, a hipergamaglobulinemia acentuada ndo é, paradoxalmente,
protetora e esta relacionada com alguns dos sinais clinicos fundamentais da
doenca, além de estar associada com eventos menos frequentes como
trombocitopenia imunomediada e anemia (SILVA, 2007).

Falqueto et al. (2009) relatam que a resposta imune humoral
heterogénea desenvolvida pelos caes infectados, em sua maioria, envolve
multiplos antigenos que séo reconhecidos diferentemente em cada individuo e
de acordo com o progresso da enfermidade neste mesmo animal.

De acordo com Ferrer (2002), Barbiéri (2006) e Martinez-Subiela et al.
(2011) a producéo de anticorpos especificos e sua consequente soroconversao
podem ser verificados num intervalo de trés a cinco meses apds o animal ter
sido infectado. Cées infectados pela LVC podem ter total auséncia de
sintomas, permanecendo aparentemente saudaveis por longos periodos ou até
mesmo a vida toda, de forma a desenvolver uma resposta imune celular
eficiente, tornando-os resistentes a doenca (PINELLI et al., 1994).

Sempre que possivel € melhor realizar os diferentes testes em paralelo
ou utilizar testes que envolvam antigenos multiplos, com o intuito de ampliar a
detecgédo da LVC (FALQUETO et al., 2009). Porrozzi et al. (2007) obtiveram
100% de sensibilidade com o ELISA ao utilizar os antigenos rk39, rk26, e A2
recombinante em paralelo.

O diagnostico da LVC, além de ser feito por métodos classicos, como
técnicas sorolégicas em conjunto as evidéncias clinicas e epidemioldgicas,
pode ser feito através de metodologias mais recentes, que buscam evidencias
diretas do parasita. A reagcao da polimerase em cadeia (PCR) tem se mostrado

um instrumento com grande sensibilidade na pesquisa do DNA, permitindo
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identificar e amplificar seletivamente sequéncias do material genético do
parasito em materiais biologicos diversos, como medula 0ssea, bidpsia
cutdnea, aspirados de linfonodos, sangue, cortes histologicos de tecidos e
também do vetor (VOLPINI et al., 2004; GARCIA; MARCONDES, 2007).

O padréao ouro para diagnoéstico da LVC € a busca direta do agente,
exames parasitologicos, que consistem na visualizagdo de formas amastigotas
de Leishmania livres ou no interior de macréfagos (LAPPIN, 2004). As formas
amastigotas podem estar presentes em linfonodos, medula 0ssea, baco ou
figado, que sdo os 6rgdos mais parasitados, e nédulos cutaneos, realizados
por puncao aspirativa (RASKIN, 2003; NELSON; COUTO, 2006; SONODA,
2007). Também pode ser realizado por citologia, realizando puncéo aspirativa
por agulha fina (PAAF) e corados com Giemsa, Wright ou Panético, em
seguida. A especificidade desse método é elevada chegando préximo dos
100%, j& a sensibilidade esta na dependéncia de alguns fatores como, grau de
parasitemia, tipo de material biol6gico coletado e do tempo de leitura da lamina,
ficando em torno de 80% para cées sintomaticos e menor ainda para caes
assintomaticos (BRASIL, 2014).

O histopatolégico € pouco especifico e caracteriza uma reacao
inflamatoéria granulomatosa com presenca de células mononucleares, comuns
as varias dermatoses, sendo assim quando h& poucas formas amastigotas nos
tecidos pode tornar-se dificil o diagnostico somente pela histopatologia
(SONODA, 2007). Os achados histopatol6gicos mais comuns séo infiltracdo
celular (principalmente histiocitos e macrofagos) e formas amastigotas
intracelulares caracteristicas identificadas em muitos tecidos como: pele,
linfonodo, figado, baco e rim. Ulceracbes em estdmago, intestino e colon
também podem ser encontrados, porém é mais raro (BARR, 2005).

Ndo se tem até o momento uma concordancia entre testes
parasitolégicos, imunohistoldgicos e soroldgicos, tornando-se discutivel, o que
se atribui a incapacidade dos testes soroldgicos detectarem anticorpos nas
distintas fases da doenca (DOMINGOS, 2012).

Segundo alguns autores em caso de discordancia entre os resultados de
diferentes metodologias, o melhor € considerar o quadro clinico do animal e
repetir o exame ap6s um més, podendo ser realizado o exame parasitolégico

e/ou PCR, embora ndo seja recomendado usar os resultados destes testes
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como confirmatdrio caso sejam negativos (ALVAR et al., 2004; BANETH,;
AROCH, 2008).

Oliveira (2013) partindo de um caso canino em Jacaré, Niter6i/RJ,
realizou um inquérito soroepidemiolégico canino para avaliar a extensédo da
doenca na localidade. Os cées foram identificados através de diversos testes
soroldgicos, como TR-DPP®, ELISA e RIFI. Os autores observaram prevaléncia
de 15,5% associados a presenca de ectoparasitas, animais com sinais clinicos
e casos préevios de LVC na residéncia, demonstrando que houve disseminacao
da enfermidade entre os cées.

Almeida et al. (2010) realizaram investigacdo dos casos caninos de
infeccdo por Leishmania spp. utilizando RIFI e citologia, enfocando a sua
distribuicdo geografica e correlacionando com a ocorréncia de casos de
leishmaniose visceral humana. Os autores observaram que dos cdes suspeitos
38% foram soroldgicos ou parasitologicamente positivos e a soroprevaléncia foi
significativa nos bairros com renda per capita baixa. Apesar de uma distribuicéo
difusa da doenca canina no municipio, 0s casos humanos se originaram
principalmente na regional norte do municipio. Esse fato sugere que ha risco
em todo o0 municipio, devendo ser realizados novos estudos
soroepidemioldgicos, assim como a distribuicdo vetorial, que promovam maior
conhecimento da infec¢do canina por Leishmania sp, de forma a gerar medidas
adequadas para o controle da doenca.

Borges et al. (2014) determinaram a prevaléncia e a distribuicdo espacial
da LVC do Municipio de Juatuba/MG e observaram uma prevaléncia estimada
em 10,6%, com variacdo de 3 a 50%, distribuida em 70,6% dos bairros do
municipio. Os autores enfatizaram que as acdes de prevencdo e controle a
LVC devem ser feitas de acordo com a especificidade de cada localidade, para
evitar a expansdo da doenga entre os cdes e novos casos humanos no
municipio.

Almeida et al. (2012) avaliaram dados sobre a soroprevaléncia em areas
endémicas do Municipio de Cuiabd/MT e determinaram os fatores de risco
associados a infeccao canina e observaram que 22,1% apresentaram-se soros
reagentes para leishmaniose, e 0s animais que viviam em ambiente rural
apresentaram risco 1,9 vezes maior de adquirir a infeccdo do que aqueles em

ambiente urbano. Esses resultados contribuiram para o conhecimento sobre 0s
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aspectos da LVC em Cuiaba e apontaram para a necessidade de inclusao de
acdes educativas e sanitarias no Municipio, j& que a regido possui
caracteristicas favoraveis para a dispersdo da doenca como ja observado em
outras cidades.

Figueiredo et al. (2012) descreveram as alteracdes clinicas de cées
infectados por L. braziliensis e observaram que 70,6% dos cées apresentaram
pelo menos uma alteracao fisica; 64,7% apresentaram lesGes cutaneas, 23,5%
perda de peso e 11,8% onicogrifose. Os caes infectados por L. braziliensis
apresentaram alteracbes clinicas inespecificas que sdo comumente
observadas em caes infectados por outros patégenos. Os autores enfatizaram
que veterinarios e profissionais de saude publica ndo deveriam considerar a
presenca de tais sinais clinicos como critério de diagndstico para leishmaniose
visceral em caes, em areas endémicas, no intuito de evitar um diagnostico
equivocado e a subsequente eliminacéo de cédes infectados por L. braziliensis.

A LV é de notificacdo obrigatéria as autoridades locais de saude, sendo
disciplinada a investigacdo epidemioldgica para definir as medidas de controle
(BRASIL, 2010). As acdes de vigilancia e controle dessa enfermidade foram
descritas pelo Ministério da Saude (MS) e devem seguidas pelos profissionais
de saude para a reducdo da morbimortalidade. As medidas de controle estédo
baseadas no diagnostico precoce e tratamento adequado dos casos humanos,
no controle do vetor e do reservatdrio canino e nas atividades de educacdo em
salde (BRASIL, 2006).

As atividades de educacdo em saude devem ser organizadas com
envolvimento multiprofissional e multi-institucional em todos os servigos de
vigilancia e controle da enfermidade. As atividades devem englobar
informacdes sobre a ocorréncia da enfermidade, associadas a adocao de
medidas preventivas considerando o conhecimento, atitudes e praticas da
populacdo associadas com as equipes de profissionais capacitadas em
processo de educacdo continuada, estabelecendo uma relagdo dindmica entre
0s conhecimentos profissionais e populacionais para a compreensao global do
processo saude/doenca (BRASIL, 2006). E essas atividades educativas devem
ser realizadas em areas endémicas e ndo endémicas (OMS, 2010).

Deve ser realizado o diagnostico de situagdo, considerando as

caracteristicas populacionais tais como perfil socioeconémico, organizacional e
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de comunicacéo, de forma participativa (BRASIL, 2007a). E importante saber o
grau de conhecimento dos envolvidos, pois mesmo em areas endémicas para
leishmaniose, a informacédo fica restrita as pessoas acometidas e seus
contatos, dificultando as acdes de controle da doenca (UCHOA; SERRA et al.,
2004).

Barbosa et al. (2010) determinaram a soroprevaléncia e as variaveis
epidemioldgicas associadas com a infeccdo de Leishmania spp. em cées de
cinco localidades no Distrito do Tirirical no Municipio de Sdo Luis/MA. Os
autores utilizaram como variaveis a proximidade da moradia com a mata, a
existéncia de criacao/abrigo de animais de producao e de animais silvestres, o
sexo, a idade e a raca. Animais das localidades proximas de matas tém mais
chances de serem soropositivos para Leishmania spp. do que aqueles das
outras localidades estudadas, de forma que nao verificaram correlacdo entre as
outras variaveis estudadas e a soropositividade para Leishmania spp..

Borges et al. (2009) analisaram o risco de se contrair LV e a presenga de
animais em residéncias de Belo Horizonte/MG e observaram que a presenca
de patos, roedores, passaros e galinhas aumenta o risco de ocorrer LV em
4.18, 1.81, 1.57 e 1.47 vezes, respectivamente. Para os proprietarios de cées,
0 aumento no risco de contrair LV é equivalente a 2.17 vezes e esta
relacionado ao numero de cédes no domicilio. O risco de contrair LV & 1.87
vezes maior para moradores com um cdo e 3.36 vezes para moradores com
dois cées, quando comparados a pessoas que ndo possuem esses animais. Da
mesma forma, André et al. (2013) realizaram um levantamento epidemiolégico
dos casos de LV humana no Municipio de Mossor6/RN, no periodo de 2006 a
2012, e a eutanéasias em cdes relacionando o numero de casos de LV humana
e 0 aumento da enfermidade na espécie canina. Os autores observaram
relagdo entre o crescente nimero de casos humanos e 0s casos caninos,
decorrente de uma maior contaminagcdo ambiental.

Silva et al. (2012) avaliaram a associagcdao entre condicbes
socioambientais peridomiciliares e a presenca de cées sorologicamente
positivos para L. chagasi em Teresina/Pl. Os autores observaram que
residéncias com historia de pelo menos um cao recolhido pelo programa de
controle da leishmaniose visceral nos ultimos 12 meses apresentaram chance

cerca de 5 vezes mais alta de terem caes infectados em comparacdo com
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residéncias sem historia de cédes removidos no periodo. E concluiram que a
identificacdo de fatores associados a LVC pode ser (til para a delimitagdo de
areas sob maior risco para leishmaniose visceral humana, na medida em que a
infeccdo canina geralmente precede a ocorréncia de casos humanos.

Azevedo et al. (2008) realizaram avaliacdo epidemioldgica da
leishmaniose visceral em cdes domiciliados no Municipio de Poxoréo/MT e
observaram prevaléncia de 7,8% da enfermidade. Eles associaram a
prevaléncia de LVC com as seguintes variaveis, faixa etaria, presenca de sinais
clinicos e presenca de outra espécie animal co-habitando com os caes
avaliados, sendo as galinhas mais frequentemente observadas entre os
animais soropositivos. Os autores sugerem que caes com idade superior a sete
anos e a presenca de outra espécie animal co-habitando com os cdes podem
ser fatores de risco para a LVC.

Oliveira (2013) realizou uma investigacdo epidemioldgica a partir de um
caso canino da enfermidade em Niter6i/RJ e descreveu as caracteristicas dos
proprietarios desses animais da localidade que poderiam contribuir para a
disseminacdo da enfermidade. As caracteristicas dos proprietarios que
poderiam contribuir foram: maior renda e grau de instrugcédo, presenca de laje e
cisterna na moradia, proximidade a currais, conhecimento sobre a leishmaniose
e sua prevencao e maior numero de caes e com origem na prépria residéncia.
O autor enfatiza a necessidade de acdes de educacdo em saude na localidade
para evitar a dispersdo da enfermidade, pois as noc¢des sobre leishmaniose
ainda séo restritas entre os entrevistados.

Maia et al. (2013) verificaram o conhecimento de pessoas acometidas
por LV em relacdo aos fatores de riscos associados a enfermidade no
Municipio de Petrolina/PE e observaram que 4,7% relataram casos na familia e
13% a eutanasia de cdes. Apenas 33,3% relataram ter cdes em casa e 14,2%
possuiam criacdo de porcos e galinhas. O recolhimento de residuos sélidos foi
relatado por 90,48% e apenas 4% dos domicilios tinham rede de esgoto.
Apenas 38,09% entendiam o papel da acumulacdo de matéria organica no ciclo
da doenca e 95,23% apresentaram algum conhecimento sobre o papel dos
cées e vetores. Os autores ressaltaram a necessidade de implementar acdes

educativas para prevencao e controle da LV, para melhorar a compressao da
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populacdo sobre os fatores de risco da doenca, aléem da promocdo do
saneamento para as areas endémicas.

Diante do exposto, € fundamental a realizacdo de um diagndstico
epidemioldgico da LVC na regido norte do Municipio de Rio Verde/GO visto
gque o0 mesmo ja registrou casos humanos de leishmaniose tegumentar e

visceral, apresentando condic¢des favoraveis a presenca da LVC.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar o diagnéstico de situacdo epidemiologica da leishmaniose
visceral canina na regido norte do Municipio de Rio Verde/GO, além de
fornecer subsidios para as autoridades de saude animal e saude publica para
melhoria dos programas de controle dessa enfermidade.

3.2. Objetivos especificos

v' Avaliar as condi¢cbes de saude animal, de salde publica e de saude
ambiental relacionadas a LVC,;

v Avaliar clinicamente os cées da regido de estudo e classifica-los como
assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos;

v' Realizar diagnéstico sorolégico da LVC dos cées da regido de estudo;

v' Geoprocessar a localidade dos animais reagentes no diagnostico
sorolégico;
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada com o apoio de estudantes e professores do
curso de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade de Rio Verde/GO
(UniRV), estudantes de pos-graduacdo do Programa de Pés-graduacdo em
Medicina Veterinaria da FCAV/UNESP/Jaboticabal/SP, do Centro de Controle
de Zoonoses e da Secretaria da Educacao do Municipio de Rio Verde/GO.

O desenvolvimento da pesquisa foi dividida em quatro etapas, sendo a
primeira realizada por meio da divulgacédo e conscientizacdo de estudantes da
rede publica sobre o projeto de extensdo universitaria intitulado "Clinica
Itinerante nos bairros”, além da abordagem sobre guarda responsavel, controle
populacional e LVC. A segunda etapa foi o desenvolvimento da "Clinica
Itinerante” com a participacdo de estudantes de graduacdo, pos-graduacao e
professores para avaliacao das condi¢Bes das trés esferas da saude (animal,
humana e ambiental) relacionadas a LVC, avaliagdo clinica dos cées e coleta
de sangue dos cées. A terceira etapa, diagnéstico sorologico (ELISA e RIFI), foi
desenvolvida no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de
Patologia da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP. J& a ultima etapa foi realizada por
meio de visitas nos domicilios dos animais considerados reagentes no ELISA e
RIFI para nova coleta de sangue e posterior processamento e realizacdo do

DPP no Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Rio Verde/GO.

4.1. Local de estudo

O presente trabalho foi desenvolvido no Municipio de Rio Verde/GO,
localizado nas coordenadas 17° 47’ 53” de latitude (S) e 51° 55 53” de
longitude (W), na regido sudoeste do estado, estando distante da capital

Goiania aproximadamente 220 km, como ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Localizagcao do Municipio de Rio Verde/GO na microrregido do sudoeste do estado,
onde foi desenvolvido o projeto de pesquisa. Rio Verde/GO, 2015.

A topografia do municipio € plana levemente ondulada com 5% de
declividade, com altitude média de 748 metros, e o clima é mesotérmico Umido,
apresentando duas esta¢cfes bem definidas: uma seca (de maio a setembro) e
outra chuvosa (outubro a abril). A temperatura média anual varia entre 20°C e
25°C. A vegetacdo é constituida de cerrado e matas residuais. Seu solo é do
tipo latossolo vermelho escuro com texturas argilosa e areno-argilosa.

Segundo estimativa divulgada em agosto de 2014, sua populacédo é de
201.221 habitantes, sendo o quarto mais populoso de Goias. A atividade
econbmica predominante € o agronegdcio, contando com uma estrutura
agroindustrial e uma importante cooperativa.

O municipio é dividido em sete regifes, regido oeste, noroeste,
sudoeste, sul, central, leste e regido norte, local de desenvolvimento do
presente estudo. A zona norte abrange os seguintes bairros: Arco Iris, Dimpe,
Céu Azul, Liberdade, Primavera, Mauricio Arantes, Nelson Veloso | e Il, Serra
Dourada, Dom Miguel, Parque dos Girassois, Pauzanes, Monte Sido e Valdeci
Pires, como ilustrado na Figura 2.

Na area da saude, o municipio possui 13 Unidades Béasicas de Saude e
nove Estratégias de Saude da Familia (ESF). A regido estudada disponibiliza
uma unidade de atencdo basica no Posto de Saude do Bairro Valdeci Pires,
implantado no ano 2000, que atende a todos os bairros do setor norte do
municipio. E com relacdo a leishmaniose visceral, de acordo com o Sistema de
Informacédo de Agravos de Notificagdo (SINAM) nos ultimos cinco anos (2010 a

2015) o municipio registrou 74 casos humanos de leishmaniose tegumentar e
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seis casos de leishmaniose visceral, sendo que trés ocorreram no ano de 2015,

ndo sendo considerados autéctones e ndo residentes da regido de estudo.

Universidade
Je Hio Verde

Figura 2 - Zona norte do Municipio de Rio Verde/GO abrangendo os bairros Arco iris, Dimpe,
Céu Azul, Liberdade, Primavera, Mauricio Arantes, Nelson Veloso | e Il, Serra
Dourada, Dom Miguel, Parque dos Girasséis, Pauzanes, Monte Sido e Valdeci Pires,
participantes da “Clinica itinerante nos bairros”.

4.1.1. Caracterizagado da regido norte do Municipio de Rio Verde/GO

Foram trabalhados 12 bairros localizados na regido norte do Municipio
de Rio Verde/GO. Os mesmos foram apontados pelo Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) com base em maior nimero de chamados para captura de
cées errantes.

Nessa regido 1660 familias sdo beneficiadas pelo Programa Bolsa
Familia, distribuidas da seguinte forma: 172 no bairro Liberdade, 86 no Arco
iris, 200 no Monte Si&o, 69 no Primavera, 385 no Dom Miguel, 152 no Céu
Azul, 85 no Mauricio Arantes, 61 no Valdeci Pires, 89 no Nilson Veloso | e I,
uma no Serra Dourada, 42 no Girassois e 318 no Pauzanes.

O processo de ocupacao da area iniciou na década de 90 e comecou de

forma desordenada e a infra-estrutura ainda hoje é deficitaria, com condi¢cbes
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precarias de saneamento basico, como auséncia de rede de esgoto (fossas),

falhas na disponibilizacdo do abastecimento de agua e transporte coletivo.

4.2. Avaliacdo das condicdes de saude animal, de saude publica e de

saude ambiental relacionadas a LVC

Para a realizagdo do diagnoéstico de situacdo da saude animal, saude
publica e saude ambiental foi desenvolvido e aplicado um questionario semi-
estruturado durante a "Clinica itinerante nos bairros".

A "Clinica itinerante nos bairros" ofereceu atendimento médico-
veterinario gratuito a populacdo, possibilitou a coleta de dados sobre
diagnéstico de situacdo sobre a saude animal, saude publica e saude
ambiental, além da colheita de material para diagnéstico sorolégico da LVC. O
evento aconteceu no més de abril de 2015, com a duragéo de cinco dias, tendo
como publico alvo a populacéo residente nos 12 bairros da regido norte do
Municipio. E contou com a colaboracdo de 24 estudantes e dez professores do
curso de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade de Rio Verde/GO
(UniRV), trés pos-graduandos e um docente do Programa de pés-graduacdo
em Medicina Veterinaria da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP. No evento foram
atendidos 383 proprietarios, envolvendo um universo de 625 animais, sendo
231 fémeas e 394 machos.

A Clinica itinerante foi dividida em quatro etapas, sendo a primeira de
identificacdo e conscientizacdo, a segunda de questionamento sobre salde
animal, saude publica e salde ambiental, a terceira de atendimento clinico e a
dltima de colheita de material para diagnéstico da LVC. Para tanto, os
estudantes foram divididos em sete grupos para melhor organizacdo do
trabalho, divulgacdo e patrocinio, apoio e estrutura, identificacdo e
conscientizacdo, diagnoéstico de situacdo sobre saude animal, publica e
ambiental, atendimento clinico, contencdo e colheita de sangue e
processamento laboratorial.

O grupo divulgacdo e patrocinio ficou responsavel pela captacao de
recursos financeiros, publico e privado, para o desenvolvimento das atividades,
além de participarem das atividades de conscientizagdo nas escolas. Para a

conscientizagcédo da populacao infanto-juvenil foi realizada uma parceria com a
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Secretaria de Educacdo Municipal e respectivos diretores das escolas para o
desenvolvimento do trabalho de educacdo em saude. A escola municipal de
ensino infantil (EMEI) e as quatro escolas municipais de ensino fundamental
(EMEF) da regido foram identificadas e mapeadas. Para tanto, foi desenvolvido
um material de divulgacéo da Clinica itinerante nos bairros (APENDICE 1), um
teatro de fantoche e um material educativo (APENDICE II) abordando tépicos
como guarda responsavel, principais zoonoses com enfoque na LVC, como
ilustrado na Figura 3. A conscientizacdo foi realizada com o apoio dos
estudantes do curso de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade de
Rio Verde (UniRV). A semana da conscientizagdo foi realizada na semana

anterior & "Clinica itinerante nos bairros", servindo como divulgacao para a

segunda etapa da pesquisa.

Figura 3 — Imagens fotogréficas dos universitarios do curso de graduacgdo
em Medicina Veterinaria da Universidade de Rio Verde/Go
(UniRV) que atuaram durante o trabalho de divulgacdo da
Clinica itinerante nos bairros e de conscientizacdo da populagéo
infanto-juvenil da regido de estudo sobre a LVC, guarda
responséavel e controle da populacdo canina. A e B universitarios
caracterizados como cées e gatos e C universitarios atuando no
teatro de fantoche durante apresentacéo nas escolas.
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Durante o teatro de fantoche, os universitarios conseguiram despertar o
interesse da maioria das criancas, que se mostraram atentas e curiosas,
principalmente no que se referia a parte da clinica médica, como sintomatologia
de diversas enfermidades. A expectativa era dar inicio ao pensamento critico
das criancas em relacdo aos direitos e deveres da guarda responsavel de
animais, além da divulgacéo da “Clinica itinerante nos bairros”, para que assim
essas informacdes fossem repassadas para os pais.

O grupo de apoio e estrutura tinha a responsabilidade de montar e
desmontar a infra-estrutura da clinica itinerante durante os dias do evento,
além de servirem como volantes ao longo dos dias. O grupo da identificacdo e
conscientizacao era responsavel por fazer a identificacdo de cada proprietario e
seus animais, além de conscientiza-los sobre o projeto de pesquisa, em geral,
os termos de consentimento livre e esclarecido (APENDICE lIl) e termo de
consentimento animal (APENDICE V) e as etapas da clinica itinerante nos
bairros.

O grupo do diagnostico de situacdo epidemiologica da saude animal, da
salde publica e da saude ambiental tinha a responsabilidade de aplicar o
questionario semi-estruturado (APENDICE V) aos proprietarios que
manifestaram interesse e confirmaram participagdo no evento apdés a
conscientizacdo. O questionario abordou aspectos sécio-demograficos dos
proprietarios, as condicdes de saneamento e caracteristicas das moradias, 0
conhecimento do comportamento e da dinamica da leishmaniose, e a
convivéncia e assisténcia veterinaria dos caes.

O grupo do atendimento clinico era responsavel pelo preenchimento do
formulario de sadde animal (APENDICE VI), além do atendimento clinico
propriamente dito. O grupo contencdo e colheita de material trabalhou
separado do atendimento clinico para facilitar o atendimento a populacéo,
assim eram responsaveis pela contencdo animal e colheita de sangue para
diagnéstico sorolégico da LVC. E o ultimo grupo, processamento laboratorial,
era responsavel pelo transporte das amostras de sangue colhidas no local do
evento para o Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade de Rio Verde
(UniRV), centrifugagdo das mesmas, identificagcéo, alicotagem e congelamento.

A estrutura da clinica itinerante foi montada de uma forma que o

proprietario seguisse um fluxograma (identificacdo e conscientiza¢do, seguida
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do questionamento, atendimento clinico e colheita de material) para evitar pular

alguma etapa.

4.2.1. Aplicacdo do questionario

O questionario (APENDICE V) foi aplicado aos proprietarios, com mais
de 18 anos de idade, de forma individual por pés-graduandos do Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria (Medicina Veterinaria Preventiva) da
FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP, previamente capacitados. Sendo assim, a
amostragem foi de acordo com a manifestacéo de interesse e confirmacéo na
participacdo no evento apés a conscientizacdo e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O questionario abordou tdpicos relacionados ao diagndstico
epidemioldgico da saude animal, da saude publica e da saide ambiental. Para
o diagnostico epidemioldgico da saude animal foram levados em consideracéo
tdpicos como diferentes espécies animais no domicilio, origem desses animais,
grau de domiciliacdo dos mesmos e assisténcia médico-veterinaria. No
diagnostico epidemiolégico da saude publica foram elencados itens como
transmissdo de enfermidades para o0 ser humano, como conseguiram
informacdes sobre essas enfermidades e conhecimento mais especifico sobre
LV e LVC. Para o diagnéstico epidemiolégico da saude ambiental foram
abordados itens relacionados a presenca de animais domésticos (aves,
caninos, equinos, suinos e bovinos), a arvores frutiferas e matéria organica
(fezes destes animais, material vegetal) para que dessa forma fosse possivel

visualizar a interferéncia ambiental na emergéncia da enfermidade nesse local.

4.2.2. Avaliagéo clinica dos cées

A avaliacao clinica dos cées foi realizada segundo o formulario de saude
animal (APENDICE VI). Para tanto, os cdes foram contidos mecanicamente
com a utilizacdo de focinheira ou mordaca e examinados pelos estudantes do
curso de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade de Rio Verde
(UniRV) sob supervisdo do professor da area de Clinica Médica de Pequenos

Animais. Os animais foram caracterizados como assintomaticos,
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oligossintomatico, os que apresentavam entre um e trés sintomas e a
sintomatico, acima de trés sintomas, de acordo com o formulério de saude
animal. Apos a avaliagdo clinica o formulério veterinario era preenchido
minuciosamente. O formulario veterinario foi desenvolvido com campos
relativos a identificacdo e caracterizacdo do animal, ao exame fisico, a
presenca de sinais caracteristicos da doenca, aos dados epidemiologicos e ao
tipo de material coletado.

4.3. Avaliacéo sorologica

Os proprietarios dos cdes que tiveram o interesse e confirmaram a
participacdo no projeto foram conscientizados sobre os objetivos do projeto de
pesquisa e preencheram e assinaram o termo de consentimento animal. Assim,
para a realizacdo dos testes soroldgicos, foram coletados cerca de cinco mL de
sangue, sem anticoagulante, por puncdo da veia cefélica ou jugular. As
amostras foram transportadas da clinica itinerante para o Laboratorio de
Patologia Clinica da Universidade de Rio Verde (UniRV), sob refrigeracdo. O
sangue foi centrifugado para obtencédo do soro e congelado até o momento da
realizacdo dos testes soroldgicos.

As provas soroldgicas empregadas foram DPP, realizado no Centro de
Controle de Zoonoses do Municipio de Rio Verde/GO e os testes de RIFI e
ELISA, no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de Patologia
Animal da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP.

Ao todo foram avaliadas 530 amostras de soros dos animais
participantes da “Clinica itinerante nos bairros”. Essas amostras foram
processadas, ELISA e RIFI, no Laboratério de Imunoparasitologia do
Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP. O
exame ELISA foi realizado nas 530 amostras, sendo as amostras reagentes
processadas novamente na RIFI.

As amostras consideradas reagentes nos dois exames soroldgicos foram
separadas e a ficha de identificacdo, o questionario de diagnostico de situacao
e o formulario veterinario dos mesmos foram novamente analisados. Os
proprietarios desses animais foram contactados para o agendamento de uma

visita veterinaria e nova colheita de sangue. Dos 20 animais reagentes trés nao
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foram encontrados, sendo coletado sangue de 17 animais. Essas amostras
foram centrifugadas e aliquotadas em eppendorfes. A aliquota de soro fresco
foi utilizada para a realizagdo Teste imunocromatografico rdpido em dupla
plataforma (Dual Path Platform - DPP) no Centro de Controle de Zoonoses do
Municipio de Rio Verde/GO.

4.3.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O ELISA-teste foi utilizado para avaliagao sorolégica de 530 amostras de
cades. O teste utilizando antigeno total soltvel de Leishmania chagasi, foi
realizado conforme descrito por Oliveira et al. (2008), com ligeiras

modificacdes, para os soros de cdes de areas endémicas.

Os ensaios de ELISA foram realizados em placas de fundo chato
(Maxisorp, Nunclon TMSurface, Nunc. Denmark). Foram adicionados 100uL do
antigeno soluvel de L. chagasi, diluido na concentracdo de 10 pg/mL em
tampéo carbonato-bicarbonato de sédio 0,05M, pH 9,6, em cada cavidade das
microplacas. Apoés incubacdo da placa por 8 a 10 horas em camara umida a
4°C, o excesso de antigeno foi removido por trés lavagens consecutivas, com
tampéao PBS 0,01M, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween 20). As
placas foram bloqueadas com PBS-Tween 20, acrescido de 6% de leite em po,
em camara Umida, a 37°C por 90 minutos. Apds nova lavagem para retirada do
blogueador, foram adicionados, em duplicata, 100 uL dos soros testes e dos
soros de referéncia positivos e negativos diluidos 1: 400 em PBS-Tween 20,
com 5% de leite em p6 desnatado.

As microplacas foram entdo novamente incubadas a 37°C por 90
minutos e lavadas, como descrito anteriormente; 100 uL do conjugado canino
acoplado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti IgG de céo, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA, cat. # A-0793), diluido 1:4.000 em PBS-Tween 20, acrescido de
5% de soro de coelho, foram adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-
se nova incubacédo e lavagem como as anteriores. O substrato da enzima
fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1mg/mL em tampéo
dietanolamina pH 9,8; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, cat. # N-9389) foi

adicionado, incubando-se a reacdo por 30 minutos a temperatura ambiente.
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Decorrido esse periodo, a leitura foi realizada em um leitor de microplacas de
ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Technology), a um
comprimento de onda de 405 nm.

4.3.2. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi utilizada para avaliagdo sorolégica de 20 amostras reagentes
no ELISA. A reacéo foi realizada conforme a técnica utilizada pelo Centro de
Pesquisas Rene Rachou/FIOCRUZ, de Belo Horizonte/MG, para diagnostico de
animais infectados por L.chagasi.

O meio de cultura em que se encontravam os parasitas foi centrifugado
a 735G, por dez minutos, e 0 sobrenadante descartado. Posteriormente, foram
feitas trés lavagens dos parasitas com solucdo de albumina bovina (BSA) a
1%.

Apbs a terceira lavagem, foi colocada uma solucao de paraformaldeido a
4%, por 30 minutos, para a fixacado dos parasitas. Com a fixacdo, os parasitas
foram novamente lavados por trés vezes com solucdo de BSA a 1%, e o
“pallet” de parasitas ressuspendido em solucdo salina tamponada (PBS) até a
concentracdo de 3x10° a 4x10° parasitos por mL.

Utilizando-se laminas previamente demarcadas com circulos, foram
colocados 10uL da suspensdo de parasitas em PBS em cada circulo. Apds
secagem por 6 a 8 horas a temperatura ambiente, as laminas foram
devidamente embaladas em papel extra-fino e papel aluminio, e estocadas a -
20°C, em recipiente hermeticamente fechado, até o momento do uso.

As laminas preparadas foram retiradas do “freezer” e descongeladas em
temperatura ambiente. Em cada circulo contendo o antigeno, foram
dispensados 10uL de cada soro teste diluido na concentracdo de 1:40. As
laminas foram entdo incubadas em estufa bacterioldgica na temperatura de
37°C, retiradas ap6s 30 minutos e, a seguir, submetidas a trés lavagens em
PBS por imersdo, de cinco minutos cada. Apos secagem a temperatura
ambiente, os circulos das laminas foram recobertos com 10uL do anticorpo
anti-lgG de céo conjungado ao isotiocianato de fluoresceina (KPL cat n_ 02-19-
02), diluido a 1:30, em solugco PBS, contendo azul de Evans 1mg%. As laminas

foram novamente incubadas e lavadas conforme descrito acima. Apls a
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secagem das laminas, essas foram montadas com laminula, utilizando-se
glicerina tamponada a uma relacdo de 9:1 de glicerina/tampao carbonato-
bicarbonato 0,5M pH 9,6 e, posteriormente, observadas em microscopio
equipado para fluoresceina (Olympus, BX-FLA).

As amostras séricas positivas na diluicdo de 1:40 foram novamente
testadas. Em cada circulo contendo o antigeno, foram dispensados 10uL das
diluicdes sucessivas dos soros testes positivos. A titulagdo dos soros testes
positivos foi realizada diluindo-se cada soro a partir de 1:40, base 2, até a
negativacdo do mesmo. Apos a leitura em microscopio equipado para
fluorescéncia, foram consideradas positivas as reagoes fluorescentes em soros

com diluicéo = 1:80.

4.3.3. Teste imunocromatografico rapido em dupla plataforma (Dual Path
Platform - DPP) (BIO-MANGUINHOS, 2011)

Para a avaliacdo pelo teste imunocromatografico rapido (DPP) foram
utilizadas amostras de soro, e a metodologia utilizada foi de acordo com as
recomendacgdes contidas no “kit, descrita abaixo.

Com um dispositivo fornecido pelo “kit”, coletou-se uma gota do soro
(cerca 5uL) previamente descongelado e aplicou-se no poco de n° 1 do suporte
do teste, sendo adicionado em seguida 2 gotas de tampédo. Apds 5 minutos, foi
aplicado 4 gotas do mesmo tampao no poco de n° 2 e aguardou-se vinte
minutos. O teste foi considerado positivo quando duas bandas, uma referente
ao controle do teste e outra referente a amostra testada, aparecessem dentro
de 15 minutos. O teste foi considerado negativo, quando apenas a banda
referente ao controle apareceu. Caso nenhuma banda fosse visualizada, o

teste seria considerado invalido e deveria ser repetido, utilizando outro “kit”.



30

4.4. Geoprocessamento dos domicilios onde foram encontrados animais

reagentes nos exames sorolégicos ELISA e RIFI

A partir dos dados de identificacdo dos proprietarios contidos no termo
de consentimento livre e esclarecido (APENDICE Ill) foi realizado o
geoprocessamento dos domicilios onde foram encontrados animais reagentes
nos exames soroldgicos ELISA e RIFI realizados no Laboratério de
Imunoparasitologia do  Departamento de  Patologia Animal da
FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP. O geoprocessamento foi realizado com auxilio do
software TerraView 4.2.2. E a estrutura de independéncia contida no conjunto
de dados foi avaliada pelos indices de Moran local e global, utilizando o teste
de pseudo-significancia (a < 0,05). E mapas tematicos visualizaram estas

distribuicdes espaciais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo das condi¢cbes de saude animal, de saude publica e de

salde ambiental relacionadas a LVC

5.1.1. Resultado do questionario

A CI possibilitou a realizacdo do diagnéstico epidemiolégico, envolvendo
as trés esferas da saude (animal, humana e ambiental) com a descri¢cdo geral
do tipo criacdo de animal, da relacdo ser humano-animal, dos conhecimentos
sobre a LVC, dos cuidados médico-veterinarios com o0s animais e das
caracteristicas das moradias. Informacfes importantes para o desenvolvimento
das acdes de controle e prevencéo da LVC na regido do estudo.

As varidveis relacionadas ao diagnéstico epidemiolégico da saude
animal estdo apresentadas na Tabela 1. O cdo, principal reservatério da LV, é
o animal doméstico mais presente nas moradias estudadas, 97,12% (372/383)
dos proprietarios relataram como animal de estimacdo. O gato € o segundo
animal mais citado, 27,67% (106/383), seguido das galinhas, patos e gansos
19,32% (74/383). O presente estudo se opde ao encontrado por Maia et al.
(2013),em trabalho semelhante em Petrolina/PE, onde apenas 33,3% relataram
ter cdes em casa e 14,2% possuiam criacdo de porcos e galinhas. A abertura
de diversas formas de comércio, informais ou clandestinas, seja uma
consequéncia, além de muitas vezes a populacdo realizar criacbes para
consumo proprio, obtendo a sua fonte de proteina animal. Esse dado €
sustentado, ndo s pela quantidade de animais de producédo relatados pelos
participantes, mas também pelas respostas da parte ambiental obtidas neste
estudo, em que quase metade dos entrevistados (49,60%, 190/383) citaram a

criacao de animais para consumo proprio, aves (96,31%, 183/190), Tabela 3.
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Tabela 1 — Variaveis relacionadas ao diagnostico epidemioldgico da saude animal realizado
durante a Clinica itinerante nos bairros com a participacao de 383 proprietarios,
Rio Verde/GO, 2015.

Diagnostico epidemiolégico da saude animal

Variaveis N %
Céo 372 97,12
Gato 106 27,67
Galinha, pato e ganso 74 19,32
Animais que possui no Periquito, passaros e papagaio 46 12,01
domicilio? Coelho 5 1,30
Peixes 3 0,78
Jabuti 1 0,26
Presente/adocéo 295 77,02
Como os animais foram Apareceu narua 88 22,97
adquiridos? Compra 31 8,09
Nasceu no domicilio 26 6,78
Rio Verde/GO 192 50,13
Outros municipios do Estado de Goias 17 4,43
Origem dos animais? Mato Grosso 2 0,52
Sao Paulo 3 0,78
Distrito Federal 1 0,26
NR 168 43,86
Quintal 278 72,58
Como os animais sdo criados? Dentro do domicilio 65 16,97
Ambos os locais 64 16,71
Rua 8 2,08
Sim 222 57,96
Os animais tém acesso arua? Nao 85 22,19
NR 76 19,84
Com guia 136 61,27
Caso afirmativo, como? Solto 82 36,93
NR 4 1,80
Curto periodo 56 68,30
Se solto, por quanto tempo? Longo periodo 22 26,82
NR 4 4,88
Sim 74 19,33
Animais tém acesso a mata e Na&o 300 78,33
rios? NS 9 2,34
Sim 137 35,77
Assisténcia médico- Nao 240 62,67
veterinaria? NS 6 1,56
Sim 184 48,04
Animal ficou doente? Nao 193 50,39
NS 6 1,56
Sim 270 70,49
Animais soltos no bairro? N&o 51 13,31
NR 62 16,18
Céo 337 87,98
Gato 207 54,04
Quais animais Equinos 13 3,39
Galinha 9 2,34
Bovinos 4 1,04
Poucos 39 10,18
Quantidade de animais soltos Muitos 314 81,98
NR 25 7,83

NR = nado respondeu
NS = néo sabe
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Missawa et al. (2008) mostraram que a L. longipalpis se alimentou do
sangue de aves (30,8%) e roedores (21,2%), embora também tenha sugado
sangue de diversas outras espécies domeésticas e silvestres, assim como do
ser humano. Logo, vé-se que a presenca de certos animais pode predispor ao
aparecimento dos vetores, contribuindo para a transmissdo da doenca para 0s
seres humanos, ja que o vetor demonstra carater oportunista de acordo com a
ocasiao e disponibilidade de alimento.

Todos os proprietarios foram questionados sobre como e onde
adquiriram esses animais, sendo 77,02% (295/383) ganharam e/ou adotaram,
isso pode explicar a porcentagem do maior namero de cdes quando
comparado a outras espécies, mostrando o apelo emocional que existe na
aguisicao desta espécie. Verificando a origem dos animais, 50,13% (192/383)
tinham procedéncia do préprio municipio e 43,86% (168/383) néo
responderam.

Sobre a maneira que esses animais sao criados, 72,58% (278/383)
mantidos somente no quintal (area externa), 16,97% (65/383) dentro de casa
(area interna) e 2,08% (8/383) comentaram que nao existe controle da
mobilidade desses animais (animais sem controle de mobilidade e sem
supervisao). Desses, 57,96% (222/383) disseram que 0s animais tém acesso a
rua, sendo que a maioria (61,27%, 136/222) relatou que saem para passear
com 0s animais com guia. Apenas 19,33% (74/383) afirmaram que os animais
tiveram acesso a matas e rios. Desta forma, a maneira como esses animais
sdo manejados pelos seus tutores os tornam um fator de risco. Em estudo do
vetor, Missawa et al. (2008) encontraram 30,8% (32/104) das fémeas do vetor
no intradomicilio e 69,2% (72/104) no peridomicilio. Isso confirma a
prerrogativa de que cées vivendo fora de casa estdo mais propensos a serem
infectados e com isso perpetuar a enfermidade, contudo mostra também que o
ambiente intradomiciliar ndo € livre do vetor, o que expde o ser humano ao
risco da doenga, incluindo-o entre os afetados.

Quando questionados sobre a presenca de animais soltos nas ruas dos
bairros, 70,49% (270/383) dos proprietarios relataram observar este tipo de
problema, sendo o cdo 87,98% (337/383) o animal mais citado, 54,04%
(207/383) reclamaram do gato e 3,39% (13/383) dos equinos. Ximenes et al.

(1999), ressaltam em seu estudo a preferéncia demonstrada pelo vetor em
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cavalos, situacao que serve de alerta para o Municipio de Rio Verde/GO, onde
foi relatado a presenca desses animais andando livremente pelas vias.

Em relagcdo a quantidade de cdes e gatos soltos nas ruas, 81,98%
(314/383) comentaram sobre a grande quantidade desses animais. Conforme
alguns autores (LAINSON, 1983; SCHIMMING; PINTO E SILVA, 2012)
afirmam, o cdo é a espécie perfeita para servir de reservatério do parasita no
ciclo urbano, apontando assim a capacidade de reproducdo desses animais
como um fator que colabora para a franca expansao da enfermidade. Animais
livres e sem tutores, sem duvida compbde um dos pilares que devem ser
atacados para reduzir a incidéncia de diversas enfermidades, ndo apenas a
LVC. Para tanto, o controle de natalidade deve ser feito de forma sistematica,
ja que nesse caso 0 aumento do numero de animais representa um agravo a
saude da populacdo humana.

A maioria dos proprietarios, 62,67% (240/383), relatou nao ter
assisténcia médico-veterinaria e dos demais, 35,77% (137/383), apenas
11,68% (16/137) afirmaram que levam seus animais rotineiramente para
consultas. E 50,39% (193/383) relataram que os animais néo ficaram doentes
nos ultimos dois anos.

Nesse sentido, os proprietarios foram questionados se esses animais
doentes poderiam transmitir enfermidades para os seres humanos, sendo que
90,33% (346/383), a maioria, respondeu positivamente. Foram citadas,
principalmente, as afeccdes dermatoldgicas, além de outras como raiva,
doenca do carrapato, problemas respiratérios e com menos énfase a
leishmaniose. Resultado semelhante foi observado quando perguntados sobre
a possibilidade dos gatos transmitirem doencas, 89,03% (341/383) citaram,
principalmente, problemas respiratérios e dermatoldgicos. Esses proprietarios
relataram que tiveram conhecimento dessas doencas por vizinhos, familiares e
amigos (54,83%), pela televisdo (22,71%) e escola (7,31). Esses numeros
mostram a deficiéncia da educacdo e da informacdo que chega até a
populacdo. A escola tem papel fundamental nas acdes de educacdo em saude,
ponto alto de qualquer programa de controle que deseja obter sucesso, pois a
escola é tida como um ponto de difusdo de informacdes e de formacdo de
ideias, levando informacdo a quem precisa. Maia et al. (2013) ressaltaram a

necessidade de implementar agGes educativas para prevengcao e controle da
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LVA, situacdo que ndo difere da LVC, visando melhorar a compressao da
populacdo sobre os fatores de risco da doenca, além da promocdo do
saneamento para as areas com ocorréncia.

Os resultados, enfatizando a relacdo animal-ser humano, estdo
apresentados na Tabela 2, juntamente com o diagndstico epidemiologico da
saude publica. Direcionando o conhecimento para a LVC, os proprietérios
foram questionados sobre quais animais poderiam ser acometidos pela
enfermidade, sendo o cdo (40,73%) e gato (12,01%), citados pela maioria dos
tutores. Sobre a possibilidade do cédo transmitir essa doenca para o0 ser
humano, 73,36% (281/383) disseram n&o saber e apenas 20,36 (78/383)
afirmaram com certeza. Dos tutores que tinham conviccdo de que o céo
poderia transmitir a LV para o ser humano apenas 17,94% (14/78) relataram
gue o meio de transmissao seria 0 contato indireto pela picada do mosquito.

Quando os proprietarios, em geral, foram questionados diretamente
sobre a transmisséo pela picada de mosquito 78,86% (302/383) responderam
nao ter conhecimento e 16,71% (64/383) afirmaram. Essa contrapergunta
revelou que infelizmente esses proprietarios desconhecem o mecanismo de
transmissdo dessa enfermidade e a epidemiologia do vetor. Nao é uma
exclusividade do trabalho, pois Weigel et al. (1994) em seu estudo relatavam
gue no Equador, embora a maioria das pessoas tivessem conhecimento sobre
a enfermidade, um numero restrito sabia como ocorria a transmissédo. Tais
dados ilustram a realidade de muitas regibes do pais, assim como a do
Municipio de Rio Verde/GO. A falta de conhecimento da populacédo sobre a
enfermidade leva ao retardo na busca por um possivel diagnéstico e
consequente tratamento pela doente (GAMA et al., 1998), deixando que a LV
progrida de forma que na maioria das vezes ela se torne fatal.

O tratamento e a cura da doenca no cao também foram indagados,
sendo que 76,77% (294/383) afirmaram que a enfermidade ndo tem
tratamento, mas 80,93% (310/383) responderam nao ter conhecimento sobre a
cura. E se o tratamento fosse possivel, 22,98% (88/383) optaria pelo

tratamento do animal.
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Tabela 2 — Variaveis relacionadas ao diagnéstico epidemiolégico da saude publica realizado
durante a Clinica itinerante nos bairros com a participacao de 383 proprietarios,
Rio Verde/GO, 2015.

Diagnostico epidemiolégico da saude publica

Variaveis N %
Sim 346 90,33
Cées podem transmitir doenca ao ser N&o 29 7,58
humano? NS 8 2,09
Problemas dermatolégicos 144 37,59
Raiva 69 18,01
Erliquiose 26 6,78
Quais? Problemas respiratorios 24 6,26
Leishmaniose 17 4,43
Parvovirose 15 3,91
Parasitoses 10 2,61
NS 10 2,61
Sim 341 89,03
Gatos podem transmitir doenca ao ser N&o 28 7,31
humano? NS 14 3,66
Problemas respiratorios 147 38,38
Problemas dermatolégicos 53 13,83
Toxoplasmose 20 5,22
Quais? Raiva 18 4,69
Leptospirose 8 2,08
Leishmaniose 5 1,30
NS 17 4,43
Vizinhos, parentes e amigos 210 54,83
TV 87 22,71
Como obteve essas informacdes? Escola 28 7,31
Panfleto 23 6,0
Agente de saude 15 3,91
Céo 156 40,73
Gato 46 12,01
Animais que sdo acometidos pela LVC? Roedores 24 6,26
Ser humano 18 4,69
Animais selvagens 7 1,82
NS 27 7,04
Sim 78 20,36
Cao transmite LV para ser humano? N&ao 24 6,26
NS 281 73,36
Contato direto 31 39,74
Como? Picada de mosquito 14 17,94
Saliva 10 12,82
Fezes/urina 10 12,82
NS 13 16,78
Sim 64 16,71
LVC é transmitida pela picada de mosquito? N&o 17 4,43
NS 302 78,86
Sim 16 4,18
E 0 mesmo que transmite a dengue? N&o 34 8,88
NS 333 86,94
Sim 57 14,89
LVC tem cura? N&ao 16 4,18
NS 310 80,93
Sim 77 20,10
Existe tratamento para o céo? N&ao 294 76,77
NS 12 3,13
Sim 88 22,98

Faria o tratamento no seu animal? Nao 1 0,26
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NS 294 76,76
Sim 55 14,36
Existe vacina para LVC? N&o 320 83,55
NS 8 2,09
Sim 205 53,52
Vacinaria seu animal? Nao 2 0,52
NS 176 45,96
Conhece as medidas de controle e prevengdo Sim 128 33,42
daLVvC? Nao 248 64,76
NS 7 1,82
Cuidado e higiene com 37 28,90
animal
Quais? Vacinacao 10 7,81
Retirada de carrapatos 3 2,34
Limpeza dos quintais 5 3,90

NR = ndo respondeu
NS = néo sabe

Sobre o controle e prevencdo da LVC 83,55% (320/383) os
entrevistados negaram saber sobre a existéncia da vacina, mas vacinariam
(53,52%) seus animais como medida preventiva. Embora pouco frequentes e
conhecidas, até o ano de 2014, estavam disponiveis no mercado duas vacinas,
a Leishmune® e a Leish-Tec®, contudo a nota técnica 38/2014 (BRASIL, 2014)
suspendeu a primeira, devido a problemas técnicos na fase Ill, ndo cumprindo
todos os requisitos expressos na Instrucdo Normativa (IN) Interministerial n°
31/2007. Assim a Leish-Tec® é a Unica comercializada atualmente, embora
disponivel apenas na rede particular. Tal situacdo pode mudar em breve, pois
tramita na camara o Projeto de Lei n°® 1.738, de 2011, pretende instituir a
Politica Nacional de Vacinacdo contra a Leishmaniose Animal, com o objetivo
de prevenir e controlar a doenca (BRASIL, 2014).

Segundo os estudos realizados pelo Laboratério Hertape (PORTAL
BRASIL, 2014) a vacina protegeu 96% dos animais que foram vacinados. Logo
a vacinacao, embora timida, parece ser uma maneira interessante de prevenir
a enfermidade nos humanos, semelhante ao que ocorre na profilaxia da raiva
urbana, vacinando os animais. A maioria, 64,76% (248/383) desconhece as
medidas de controle e prevencéo da doenca, citando exemplos como cuidados
e higiene com o animal, vacinacdo e apenas uma minoria citou o combate do
mosquito.

Apbés as medidas de controle e prevengdo 0s proprietarios foram
indagados sobre as caracteristicas ambientais das moradias que poderiam

influenciar na historia natural da doenca. Desta forma, os resultados sobre o
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diagnoéstico epidemiolégico da saude ambiental estdo dispostos na Tabela 3.
Os proprietarios relataram que moram nos bairros estudados ha mais de dois
anos (72,84%, 279/383) e a casa propria € caracteristica da maioria dos
entrevistados, 78,85% (302/383).

Tabela 3 — Variaveis relacionadas ao diagnéstico epidemiolégico da saide ambiental realizado
durante a Clinica itinerante nos bairros com a participacdo de 383 proprietarios,
Rio Verde/GO, 2015.

Diagnéstico epidemioldgico da saude publica

Variaveis N %
Quanto tempo reside na moradia <1ano 54 14,09
Ano 33 8,61
2 anos 11 2,87
> 2 anos 279 72,84
NR 6 1,59
Situacdo da moradia Propria 302 78,85
Alugada 50 13,05
Cedida 20 5,22
NR 11 2,88
Possui rede de esgoto Sim 53 13,83
Néao (fossa) 322 84,07
NS 8 2,10
Possui quintal Sim 362 94,51
Nao 14 3,65
NR 7 1,84
Possui arvore no quintal Sim 222 57,97
Nao 143 37,33
NR 18 4,70
Arvore frutifera Sim 195 87,83
Nao 15 6,75
NR 12 5,42
Semanal 156 70,28
Quinzenal 4 1,80
Manejo das folhas e frutos no solo Mensal 19 8,56
Periodo mais longo 6 2,7
NS 18 8,10
NR 19 8,56
Vizinhos criam animais de producéo Sim 190 49,60
N&o 186 48,56
NS 7 1,84
Aves 183 96,31
Quiais Suinos 7 3,68
Bovinos 1 0,52
Caprinos 1 0,52
Rua da sua moradia é asfaltada Sim 364 95,04
Nao 12 3,14
NR 7 1,82
Animal que prejudique bem estar dos Sim 302 78,86
moradores no bairro N&ao 74 19,32
NS 7 1,82
Barata 212 55,35
Mosquito 182 47,51
Rato 167 43,60
Quiais Mosca 18 4,69

Escorpiao 17 4,43



39

Sapo 12 3,13
Gato 3 0,78
Céo 2 0,52
Mosquito palha, birigui, tatuquira ou Sim 10 2,61
cangalhinha esta presente no bairro N&ao 49 12,80
NS 324 84,59
Coleta de lixo no bairro Sim 373 97,38
Nao 2 0,54
NS 8 2,08
Frequéncia 1 vez por semana 6 1,60
2 vezes por semana 88 23,60
3 vezes por semana 279 74,80

NR = néo respondeu
NS = néo sabe

Essas casas ndo possuem rede de esgoto, mantendo-se ainda o uso de
fossas em 84,07% (322/383) dos casos, corroborando Maia et al. (2013) que
em estudo apontaram que em apenas 4% das residéncias possuiam esgoto
encanado. Com relacédo ao quintal, 94,51% (362/383) relataram possuir, sendo
57,97% (222/383) com arvores e dessas 87,83% (195/222) sendo frutiferas.
Sobre o manejo da matéria organica resultante dessas arvores, 70,28%
(156/222) dos proprietarios relataram retirar as folhas e frutos do solo pelo
menos uma vez por semana.

Embora o ciclo completo do vetor, desde a postura até a sua forma
adulta, possa variar de acordo com o ambiente de 30 a 40 dias (BRASIL,
2014), a retirada a matéria organica deve ser muito bem realizada, néo
deixando nenhum substrato no local, pois uma vez que o ovo tenha eclodido, a
larva pode entrar em estado de dorméncia (situacdo de resisténcia) caso as
condicbes locais ndo sejam favoraveis ao seu desenvolvimento. Portanto €
fundamental que os municipes tenham essa consciéncia, principalmente
aqueles que dentre seus animais, os de producao estdo incluidos. A coleta de
lixo ndo parece ser um problema, ja que 97,38% (373/383) relatam a existéncia
do servico. Maia et al. (2013) relatam que 90,48% possuiam recolhimento de
residuos sdlidos.

Os entrevistados afirmaram, 78,86% (302/383) a existéncia de animais
gue prejudicassem o bem estar dos moradores nos bairros estudados, sendo
mais citados a barata, o0 mosquito e o rato. Com relagcdo aos mosquitos,
84,59% (324/383) dos proprietarios ndo tinha o conhecimento da presenca do
mosquito palha, birigui, tatuquira, cangalhinha no bairro. Desta forma, se a

populacdo desconhece a presenca deste mosquito também deve desconhecer
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seus habitos, intra e peridomiciliar, e que sua atividade geralmente € mais
intensa ao entardecer e durante a noite, informagbes importantes para o

controle e prevencao da LVC e LV.

5.1.2. Resultados da avaliagéo clinica dos céaes

A classificacdo dos animais segundo os sinais clinicos apresentados foi
realizada nos animais que foram reagentes no ELISA e na RIFI. Dos 20
animais que se apresentaram como reagente nos exames, 65% (13/20) foram
classificados como assintomaticos (auséncia de sinais clinicos), 35% (7/20) em
oligossintomaticos (com trés sinais clinicos no maximo) e nenhum animal como
sintomatico (a partir de trés sinais clinicos caracteristicos), de acordo com a
classificacdo de Mancianti (1988). Nao foi encontrado alteracdes significativas
de LVC, que fossem sugestivas ao exame clinico, realizado pelo Médico
Veterinario no momento da colheita de sangue, situacdo semelhante a
encontrada por outros autores (DANTAS-TORRES et al., 2006; SANTOS et al.,
2010).

Os animais estudados por Aguiar et al. (2007), de acordo com a
condicdo clinica seguiram a mesma classificacdo, sendo 65% (39/61)
oligossintomaticos, incluindo animais de pelos opacos e/ou alopecia localizada
com ou sem perda, e 35% (21/61) polissintomaticos ou sintomaticos, possuindo
perda de peso severa, onicogrifose, lesdes cutaneas, apatia, ceratoconjuntivite,
entre outras. Ja Calado (2014) em seu estudo, é divergente, relata apenas
8,4% (2/24) de animais assintomaticos, 50% (12/24) oligossintomaticos e
41,6% (10/24) eram polissintométicos. Queiroz et al., (2010), relatam

ocorréncia semelhantes.

Os principais sinais encontrados na avaliacdo clinica dos animais que
foram reagentes nos exames sorolégicos ELISA e RIFI durante a Clinica
Itinerante nos bairros do Municipio estdo descritos na Tabela 4. Dos animais
5% (3/20) apresentaram apetite diminuido, escore corporal magro e linfonodo

popliteo aumentado. E com relacdo as alteracdes dermatologicas, 35% (7/20)
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apresentaram pelos quebradicos, descamacao da pele e alopecia periocular,
sendo 28,58% (2/7) bilateral.
Tabela 4 - Principais sinais clinicos encontrados na avaliacdo clinica dos animais que foram

reagentes nos exames sorologicos ELISA e RIFI durante a Clinica itinerante nos
bairros, Rio Verde/GO, 2015.

Avaliacdo clinica dos caes

Variaveis N %
Apetite Normal 16 80%
Mais que o usual 1 15%
Menos que o usual 3 5%
Escore corporal Normal 17 85%
Magro 3 15%
Linfadenopatia Ausente 17 85%
Presente 3 15%
Quais Popliteo 3 100%
Hepatomegalia Sim 0 -
Nao 20 100%
Esplenomegalia Sim 0 -
Nao 20 100%
Coloragédo de mucosas Normais 12 60%
Hipocoradas 5 25%
Ictéricas 3 15%
Narinas Normais 20 100%
Tamanho das unhas Normais 20 100%
Pélos Normais 13 65%
Quebradicos 7 35%
Dermatopatias Ausente 13 65%
Alopecia 7 35%
Local da alopecia Periocular 5 71,42%
Bilateral 2 28,58%
Pele Descamacao 7 100%
Administracéo de vacinas Sim 9 45%
Nao 11 55%
Quais Raiva 9 100%

Freitas et al. (2012) ao avaliaram os parametros clinicos de céaes
naturalmente infectados por L. chagasi, selecionados pela RIFI, no Municipio
de Fortaleza, verificam que os sinais clinicos mais frequentes foram caquexia,
conjuntivite e linfadenopatia. A semelhanca deste estudo, Dias (2008) ao
estudar a enfermidade em 27 animais, relata diversas alteracdes, dentre elas
linfadenopatia (55,6%), condicdo corporal magra (33,3%), alteracdes oftalmicas
(29,6%), crostas e descamacdes (18,5%) e alopecia periocular (7,4%).

O numero de cées considerados positivos pelo ELISA e a RIFI foi
pequeno, quando comparado ao total estudado. Embora, a maioria, tenha se
apresentado  sorologicamente reagentes, foram classificados como

assintomaticos, situacdo esta que levanta um alerta para os profissionais da
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area da saude, principalmente para os médicos veterinarios do Municipio de
Rio Verde/GO. Tal averiguacao ressalta a presenca da enfermidade, e que esta
de forma silenciosa se espalhando pela regido.

A ocorréncia de animais com auséncia de sinais clinicos, embora
infectados, pode ser explicada pela dindmica imunologica de cada animal.
Solano-Gallego et al. (2011) mostram que, uma vez que O parasita tenha
driblado a resposta imune inespecifica do organismo, o sistema imune a partir
de respostas especificas vai tentar conté-lo. Pode ser entdo, que o animal

desenvolva uma resposta baseada em células CD4+Thl ou Th2. Quando se
observa uma expressdo de Thl, encontra-se também citocinas como IFN-y,

TNF-a, IL 2 e 12, responsaveis pela ativacdo de macréfagos que serao
responsaveis pela destruicdo da forma intracelular do parasita. Pode-se afirmar
gue essa é a patogenia que se desenvolve nesses animais assintomaticos,
podendo ser classificados como resistentes a enfermidade, onde as defesas do
organismo conseguem se manter em equilibrio com os ataques dos parasitas
(STRAUSS-AYALI et al., 2005; SILVA, 2007; REIS et al., 2009).

Ja naqueles animais que apresentaram algum sinal clinico, a resposta
desenvolvida esta relacionada com a expresséo celular Th2, resposta imune
humoral. E responséavel pela producdo de diversas citocinas, como IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13 que estimulam os Linfécitos B a se proliferarem e iniciarem a
producdo de imunoglobulinas em grande quantidade (PINELLI et al., 1994,
1999; BARBIERI, 2006). Logo, senao todas, mas a maior parte das alteracdes
clinicas, sao decorrentes da hiperglobulinemia. Embora, existam altos titulos de
anticorpos circulantes, estes ndo sao protetores. Assis et al. (2010)
comprovaram em estudo, que quando eram detectados altos titulos de
anticorpos anti-L. (L.) chagasi, os orgdos se encontravam fortemente
parasitados. Além disso, sdo responsaveis pela formacdo de imunocomplexos
que se depositam na membrana basal de varios 6rgdos (SLAPPENDEL, 1988;
MARTINEZ-MORENO et al., 1995), ocasionando diversas lesdes, sendo muitas
vezes determinante no agravo da enfermidade.

Como evidenciado em diversos trabalhos, caes infectados podem
apresentar uma gama de sinais clinicos, variando desde a néo existéncia de

sinais ou falso estado sadio, até uma clinica de carater crénico e sistémico,
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afetando diversos oOrgdos chegando a caquexia e morte no estagio final
(AGUIAR et al., 2007). Os cédes domésticos possuem um intenso parasitismo
de pele, podem permanecer meses e até anos sem desenvolver a forma clinica
da doenca, residindo préximo ao ser humano, favorecendo o ciclo da doenca
(DANTAS-TORRES, 2007). Assim, segundo Cardoso et al. (2007), os animais
assintomaticos sdo a maioria na populacao canina infectada, assim como no
presente estudo, gerando uma preocupag¢do e importancia epidemioldgica.
Portanto a deteccdo desses animais em areas endémicas ou néo, € de extrema
importancia, pois através destes animais é que a doenca se perpetua de forma

a amplificar-se chegando a populagcdo humana.

5.2. Avaliacédo sorologica

A avaliacdo soroldgica foi realizada em 530 amostras de soros dos
animais participantes da “Clinica itinerante nos bairros”. O exame ELISA foi
realizado nas 530 amostras, sendo 10,38% (55/530) consideradas reagentes.
Estas amostras reagentes no ELISA foram processadas novamente na RIFI,
sendo consideradas reagentes 36,37% (20/55), como demonstrado na Tabela
5. Dos 20 animais reagentes nos dois exames sorologicos trés ndo foram
encontrados nos domicilios na visita seguinte, sendo coletado novamente
sangue desses 17 animais para a realizacdo do Teste imunocromatografico
rapido em dupla plataforma (Dual Path Platform - DPP). No teste

imunocromatogréfico todas as amostras foram consideradas nédo reagentes.

Tabela 5 - Avaliacdo sorolégica (ELISA, RIFI e DPP) realizada nos soros dos animais
participantes da “Clinica itinerante nos bairros” realizada no Laboratério de
Imunoparasitologia do  Departamento de  Patologia Veterinaria da
FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP, e no Centro de Controle de Zoonoses do Municipio
de Rio Verde/GO, 2015.

AVALIACAO SOROLOGICA

ELISA RIFI DPP
Amostras Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
530 55 475 - - - -
55 - - 20 35 - -

17 - - - - 0 17




44

Com base no protocolo vigente até 2011, estabelecido pelo MS, apenas
10,4% (55/530) das amostras foram reagentes no ELISA, resultado proximo ao
encontrado por Assis et al. (2010), que ao utilizarem o mesmo protocolo em
cdes assintomaticos, sabidamente infectados, obtiveram 12,5% de animais
com anticorpo antileishmania. Desses 10,4%, 36,4% (20/55) foram confirmadas
pela RIFI no presente estudo, com titulos > 40. Embora Barbosa-de-Deus et al.
(2002) e Machado et al. (2007) afirmem que n&o exista prejuizo no diagndstico
da LVC, devida a diferenca de antigeno utilizado na confeccdo do kit da IFI,
pode-se apontar uma divergéncia entre os antigenos das técnicas utilizadas no
presente estudo, pois o0 ELISA foi confeccionado segundo a técnica de Oliveira
et al. (2008), que faz uso de antigenos provenientes da L. chagasi, parasita
causador da doenca e a IFl pelo Kit da Bio-Manguinhos. Isso corrobora
Baleeiro et al. (2006) que aponta diferencas significativas, diminuindo a
reatividade ao se usar antigenos de L. major em soro de caes. Essa diferenca
de aproximadamente 7% entre os resultados do ELISA e da RIFI neste estudo,
embora pequena, sdo relevantes se tratando de uma enfermidade tdo grave,
mostrando que esse “detalhe” de metodologia por ter influenciado na menor
taxa de confirmacdo dos animais reagentes pelo ELISA, ndo confirmados pela
RIFI.

Em estudo realizado por Domingos et al. (2012), a RIFI detectou um
maior nimero de animais infectados, se comparado ao ELISA e ao TR DPP®,
quando aplicado em animais assintomaticos. Romero e Boelaert (2010)
afirmam em pesquisa publicada que a sensibilidade da RIFI variou de 72% a
100% e a do ELISA de 30% a 98% em animais assintomaticos, ambos
comparados ao exame parasitoldgico.

Numa segunda etapa deste estudo foi realizado o TR DPP® nas 17 (530)
amostras que foram previamente qualificadas como reagentes pelo ELISA e
em seguida confirmados pela RIFI. Para o teste rapido foi obtido uma nova
amostra, as quais todas foram negativos para a imunocromatografia. Resultado
similar foi encontrado por Santos et al. (2010), que utilizando o Kala-azar
Detect® (teste imunocromatografico, que possui membranas impregnadas com

a proteina recombinante rK39), testaram 18 amostras previamente positivas na



45

RIFI. Dantas-Torres et al. (2006) em Pernambuco, ao fazerem uso do mesmo
teste com a proteina rK39, obtiveram os mesmos resultados.

Embora conste que o TR DPP® apresenta sensibilidade de 93 a 100% e
especificidade de 92 a 100% (CRMV-PR, 2015), os presentes achados
corroboram Grimaldi et al. (2012), que ao testarem o TR DPP®, encontraram
baixa sensibilidade (47%) em cées assintomaticos, situacdo esta que se inverte
guando testado em caes sintomaticos onde a sensibilidade pode chegar a 98%,
ressaltando, que o tipo de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro pode
influir significativamente na deteccao pelos testes.

Ao comparar os testes ELISA e o TR DPP® utilizados para detectar
anticorpos antilieishmania nas amostras, pode-se averiguar uma discrepancia,
14% e 0%, respectivamente. Tal situacdo poderia ter se modificado caso
tivessem sido testados todos os animais que foram reagentes no ELISA, e néo
somente na RIFI, pois se tratando de animais assintomaticos é possivel que o
antigeno presente na RIFI ndo seja capaz de detectar a diminuta quantidade de
anticorpos presentes no soro. Estes resultados se opdem aos relatados por
Domingos et al. (2012), que encontraram sensibilidade de 83,2% para ambos
os testes em animais previamente conhecidos como positivos para LVC. Ja
Reithinger et al. (2002) e Otranto et al. (2005), ao estudarem cées sintomaticos
e assintomaticos encontraram dados semelhantes aos de Domingos et al.
(2012) para o ELISA e os testes imunocromatograficos que, assim como o TR
DPP®, utiliza a proteina rk39.

Pesquisadores como Costa et al. (2003) informam uma sensibilidade de
96% e especificidade de 100% com o uso da proteina rK39 em testes
diagndsticos, divergindo da proteina rK26 que, embora apresente a mesma
especificidade é menos sensivel que a anterior. Comparando-se com o teste
rapido utilizado, este possui ainda mais 2 proteinas, 0 que aumentaria a taxa
de deteccdo da LVC, contudo, essa prerrogativa ndo pode ser confirmada
neste estudo.

Segundo Courtenay et al. (2002), o estado clinico geral do animal se
relaciona com o tipo de resposta imune desenvolvida, de forma que cées
infectados desenvolvem altos titulos de anticorpos, destacando-se da classe

IgG (FERRER, 2002), que estdo relacionados diretamente com a
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sintomatologia e ndo com a protecdo do organismo. A soroconversao pode
ocorrer segundo alguns autores (FERRER, 2002; BARBIERI, 2006;
MARTINEZ-SUBIELA et al., 2011) com a producdo de anticorpos especificos
de trés a cinco meses apoés a infecgdo. Infere-se, portanto, que a ndo deteccéo
no teste rapido pode ser decorrente de uma infeccdo recente (PINELLI et al.,
1994), com uma producao, ainda, pequena de anticorpos especificos ou devido
ao tipo de resposta imune desenvolvida pelo animal, pois cdes assintomaticos
tendem a desenvolver maior resposta celular do que humoral, com padrédo de
resposta Thl, sendo mediada por diversas citocinas. Assim, € possivel que
haja resisténcia natural do organismo do cdo ao parasita, situacdo esta que
pode dificultar a detec¢do de animais por testes soroldgicos.

Em estudo Domingos et al. (2012), mostram que, embora 0s testes
(ELISA e TR DPP®) apresentem sensibilidades iguais, a sua concordancia é
ruim. Isso evidencia que talvez o novo protocolo néo seja tdo confidvel como o
anterior, sendo passivel de omitir animais infectados, ou seja, falsos-negativos.
Isso pode acarretar um aumento do agravo, visto que, permanecerao no
ambiente mais animais infectados e que na maioria das vezes nao apresentam
sinais sugestivos da LVC, servindo de fonte de infeccao para novos mosquitos
poderem disseminar ainda mais o agente.

Falqueto et al. (2009) afirmam que a resposta humoral que se
desenvolve em animais infectados pela Leishmania, na sua maioria envolve
multiplos antigenos e ndo apenas alguns pré-definidos, os quais podem ser
reconhecidos de maneiras diferentes em cada organismo e de acordo com a
progressédo da enfermidade. Além disso, constata também que o uso de testes
em paralelo combinado ao uso de uma maior diversidade de antigenos nos
testes é capaz de aumentar a taxa de deteccdo da enfermidade nos animais,
uma vez que a falha de um teste é coberta pelo outro (PORROZZI et al., 2007).

Assim, talvez seria melhor implementar o protocolo com opc¢bes de
testes a serem utilizados de acordo com determinado grupo de animais,
pensando principalmente nos animais assintomaticos e sintomaticos, indicando
a melhor opcdo para cada caso, com base nas deficiéncias que cada teste
apresenta buscando supera-las. Com isso seria possivel abranger cada vez
mais casos, ampliando a extensdo diagnostica do pais, buscando trazer a luz

da notificacdo animais infectados e que muitas vezes s&o tidos como nao
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reagentes, trazendo riscos a populacdo e a consequente perpetuacdo da
enfermidade.

Portanto, é interessante que caso ocorram discrepancias de resultados
entre as metodologias escolhidas, busque-se repetir os exames apds no
minimo um més. Sendo 0 tempo necessario para ocorrer uma possivel
mudanca imunoldgica no animal. Aliado a isso, sempre deve ser considerado o
estado clinico do animal junto ao ambiente em que reside, de modo que se

houverem duvidas, a eliminacdo do cdo ndo deve ser a primeira op¢ao.

5.4. Geoprocessamento dos domicilios onde foram encontrados animais
reagentes nos exames soroldgicos ELISA e RIFI

As imagens abaixo, Figuras 4 e 5, ilustram a distribuicdo espacial dos
domicilios onde foram encontrados animais reagentes nos exames soroldgicos
ELISA e RIFI. Foram estudados 383 domicilios, desses 12,53% (48/383)
apresentaram animais considerados reagentes no ELISA. E desses 12,53%,
41,67% (20/48) apresentaram animais reagentes também na RIFI. De acordo

com a ilustracdo, animais reagentes no ELISA e RIFI estdo localizados em

moradias préximas, ou seja, animais reagentes estdo em area delimitada.

Figura 4 - Imagem da distribuico espacial dos domicilios dos 55 animais considerados
reagentes no ELISA (amarelo) e desses os 20 animais considerados reagentes
também na RIF (vermelho). A) Visdo geral da distribuicdo dos animais
considerados reagentes na avaliacdo soroldgica. B) Identificacéo individualizada
dos animais considerados reagentes na avaliacdo sorolégica. Rio Verde/GO,
2015.
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Desses 48 domicilios localizados, 8,4% (4/48) apresentam
simultaneamente animais reagentes nas duas avaliacdes sorolégicas e animais
reagentes apenas no ELISA. Desses 8,4% domicilios, um deles o proprietario
relatou que a familia tem origem no Rio Grande do Norte e em outro o

proprietario relatou a morte de um dos animais da familia.

A
2 ‘24%

5232
s 2850 293

Figura 5 - Imagem da dlstrlbwgao espaC|aI dos dom|C|I|os dos 55 animais consnderados
reagentes no ELISA (amarelo) e desses os 20 animais considerados reagentes
também na RIF (vermelho), com identificacdo individualizada dos animais
considerados reagentes e identificacao da localizagéo.
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6. CONCLUSAO

O diagnostico de situagcdo epidemiolégica da leishmaniose visceral
canina na regido norte do Municipio de Rio Verde/GO possibilitou concluir que
a populacdo, cdo e ser humano, e o local estudados apresentam
caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento da LVC e consequentemente da
LV. Desta forma, existe a necessidade de profissionais capacitados para
realizar diagnostico preciso da enfermidade, além de iniciar e dar continuidade
as acOes de controle e prevencdo dessas enfermidades. Aliado ao fato da
readequacédo do protocolo de diagnéstico, pelas autoridades competentes, para
diferentes situacdes epidemioldgicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O termo saude €& abrangente levando em consideragcdo que as
enfermidades sdo multifatoriais, ndo estando ligadas a uma ou outra causa
exclusivamente e sim a diversos fatores que se relacionam. Assim, fica
evidente a importancia da atuagdo multiprofissional, destacando a Medicina
Veterinaria, na rapida identificacdo de agravos e principalmente na promocao
da saude por meio da prevencdo de doencas e agravos, principalmente
levando em conta a LV.

Nesse contexto, o conceito “Um mundo, uma saude”, construido pela
Organizagédo das NacgOes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO),
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e Fundacdo das nacdes unidas para a infancia (Unicef), objetiva a
expansao da colaboracao das diferentes esferas da saude, buscando ampliar a
comunicagdo e unido entre as profissées, com um Unico intuito, a saude dos
seres humanos, dos animais e do ambiente, controlando, prevenindo e
promovendo enfermidades.

O Municipio de Rio Verde/GO cresceu de forma desordenada nos
altimos 20 anos, do ponto de vista estrutural e populacional. O crescimento
aconteceu sem planejamento, adentrando em regiées impréprias de mata ciliar
sem a minima infraestrutura, destacando-se saneamento bésico, fator
determinante para promover a proliferacdo de agentes infecciosos além de
seus inumeros vetores. Paralelamente, a LV que era considerada uma
enfermidade rural ou de areas florestais, teve o nUmero de casos aumentado
consideravelmente no meio urbano. Constituindo-se, assim, um novo cenario,
que apresentou condices favoraveis a instalacdo e manutencao do vetor e
consequentemente da enfermidade no municipio.

A leishmaniose é uma enfermidade de notificacdo compulséria e possui
forte impacto na saude publica. Tendo em vista a constatacdo de casos
humanos de LV, ndo autéctones, e de cdes com sorologia positiva no Municipio
de Rio Verde/GO € necessario que 0s meédicos veterinarios estejam
preparados para atuar e diagnosticar de forma precoce a enfermidade nos
animais, evitando a transmissao local aos seres humanos. Essas acdes de

controle e prevencdo da leishmaniose, embasada no conceito “Um mundo,
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uma saude”, devem acontecer independente da area de atuacdo profissional,
seja no setor privado, como na clinica de pequenos animais, ou no setor
publico, como no Sistema Unico de Saude (SUS), desenvolvendo atividades de
vigilancia em saude. Assim, para que 0 sucesso seja atingido, reduzindo o
namero de casos novos, essa atuacdo devera envolver diversos setores da
administracdo publica, com parcerias interinstitucionais, além da parceria
publico-privada. E valido ressaltar que, essa enfermidade, assim como tantas
outras, nao é de responsabilidade apenas do setor “saude”, envolvendo outros
setores, como meio ambiente, educacéo, obras, além da participacao ativa dos
municipes, na eliminacdo dos criadouros.

O papel do clinico de pequenos animais no municipio é muito importante
para a deteccdo da doenca e a sua consequente notificacdo, pois em grande
parte dos casos é esse profissional quem vai ter o primeiro contato com o
animal doente. O clinico deve se manter atualizado sobre diversos aspectos da
LVC, como a cadeia epidemioldgica e respectivas modificacbes, os sinais
clinicos, os métodos de diagnéstico e as medidas de controle e prevencado. O
profissional no momento da anamnese deve explorad-la o maximo possivel,
buscando o maior nimero de informagdes sobre a saude do animal, o local em
que vive e também sobre a salde de seus respectivos tutores. Desta forma, o
meédico veterinario passara de apenas um médico de individuos, como vem se
comportando ao longo de varios anos a semelhanca da medicina humana, para
um médico veterinario de populacdes, praticando saude publica. Essa
importancia € igual ou maior no momento da escolha do método diagnostico,
do prognastico e principalmente na conscientizacdo dos tutores com relacao ao
impacto que a decisdo deles gerard na populacdo em um caso positivo.

E valido ressaltar que o profissional deve observar o codigo de ética do
médico veterinario, assim como 0s principios basicos de salde publica, a
legislacdo de protecdo aos animais e as normas do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV), promovendo a eutanasia dos casos justificados,
de acordo com a legislagao vigente.

Apoés a deteccdo do animal positivo, de acordo com o protocolo atual,
deve-se proceder a notificacdo ao Orgdo competente e posteriormente €
recomendada a eutanasia, ja que ndao ha, até o momento, nenhum tratamento

gue promova a cura completa do animal, mantendo-o como reservatério. O
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profissional deve, conforme o codigo de ética, realizar a eutanasia, observando
0s principios béasicos de salde publica. A eutanasia deve ser realizada
seguindo a legislacdo vigente, Resolucdo CFMV n° 1000/2002, que dispde
sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

O clinico deve elaborar o termo de consentimento do proprietario para
procedimento de eutanasia, Resolugdo CFMV n° 1071/2014. Caso o
proprietario se recuse a realizar a eutanasia, o profissional deve lavrar o termo
de responsabilidade por recusa a eutanasia. Este termo deve deixar claro que
0 proprietario esta ciente dos riscos a saude publica ocasionados pela recusa
da eutanasia e que tem conhecimento das sangdes legais que Ihe podem ser
aplicadas. Apos a eutanasia, o profissional deve lavrar o atestado de 6bito do
animal, Resolucdo CFMV n° 844/2006 que dispde sobre o atestado de Obito
animal.

No setor publico, as a¢cBes de controle e prevencdo da LV no SUS
podem ser desenvolvidas pelo médico veterinério na vigilancia em sadude e na
atencdo basica. Na vigilancia em saude o profissional pode atuar na vigilancia
ambiental no centro de controle de zoonoses. JA na atencdo basica pode
desenvolver atividades no Ndcleo de Apoio a Saude da Familia (NASF) junto
as Estratégias de Saude da Familia (ESF).

A Vigilancia em Saude, componente do Sistema Unico de Satde (SUS)
estd embasada em quatro pilares: a Vigilancia Epidemioldgica, a Vigilancia
Sanitaria, Vigilancia em Saude Ambiental e Vigilancia em Saude do
Trabalhador.

As acbes desenvolvidas pelo médico veterinario na vigilancia
epidemioldgica estdo alicercadas na busca e na obtencdo de dados como
ferramentas para os programas de controle, prevencdo e erradicacdo de
enfermidades. O principal instrumento do profissional é o levantamento
epidemioldgico e os recursos de obtencdo de dados, que incluem os
mecanismos de vigilancia passiva, como a notificacdo da LVC, assim como
ativa, através de inquéritos soro epidemioldgicos.

Na vigilancia ambiental o profissional também atua nas acdes de
promocdo e protecdo a saude da populagdo, desta vez, monitorando e
controlando problemas decorrentes do desequilibrio ambiental, visando

eliminar ou reduzir a exposicdo humana a fatores ambientais prejudiciais a



53

saude. Na divisdo de controle de vetores, atua na prevencdo da infeccéo
mediante o bloqueio ou reducdo da transmissédo, objetivando manejar 0s
problemas existentes (surtos, epidemias, alta mortalidade e alta morbidade),
prevenir epidemias ou a reintroducdo de doencas e reduzir os fatores de risco
ambiental da transmissao. Assim, o controle da Lutzomyia longipalpis engloba
vérias acbes que devem estar adequadas a realidade do Municipio de Rio
Verde/GO, permitindo a execugdo das mesmas de forma integrada. Tal
atividade torna-se complicada quando é levada em consideracdo a
complexidade do meio urbano e a capacidade de adaptacdo da espécie
Lutzomyia longipalpis nesse meio.

No controle desse vetor o profissional deve procurar associar acoes de
controle ambiental, controle social e por ultimo o controle quimico, tendo em
vista que este ultimo ndo funciona de forma eficaz para o vetor da LVC. No
controle ambiental deve-se implantar medidas de manejo ambiental, eliminando
os criadouros com adequacao do intra e peridomicilio. A limpeza dos quintais,
terrenos e pracas publicas, e a destinacdo adequada desse lixo organico, séo
exemplos a serem colocados em pratica na regido norte do municipio, como
evidenciado nos resultados descritos anteriormente. O controle social esta
baseado na conscientizacdo da populacdo para a adocdo das medidas citadas
minimizando as dificuldades operacionais das atividades, viabilizando o
controle. E por ultimo, o controle quimico que deve ser utilizado em locais com
casos humanos, em situacfes de emergéncia. A condicdo de emergéncia esta
relacionada a acdo rapida e temporaria do inseticida, assim como, evitar
resisténcia ao produto.

A regido norte do municipio nédo registrou ainda casos humanos de LV,
mas outras localidades o fizeram. Assim, a aplicacdo de inseticida de acéo
residual, piretroides sintéticos, deve ser realizada, intra e peridomilio, sob
responsabilidade do municipio, apds a realizacdo do manejo ambiental e
conscientizacdo da populagcdo envolvida. Importante salientar que, essa
medida é direcionada apenas para o inseto adulto, dai a importancia de ser
precedida pelo controle ambiental e social.

Além do controle do vetor o médico veterinario deve fazer a busca ativa,
através de monitoramentos soroepidemioldgicos, além de investigar os casos

gue séo notificados, verificando o destino dado ao animal sempre orientando 0s
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tutores. Desta forma, cabe ao mesmo em casos positivos realizar a eutanasia
do reservatério como forma de conter a proliferacdo da enfermidade, situacdo
recomenda pelo Ministério da Saude.

Na atencdo basica atuando no NASF o profissional desenvolve
atividades em equipes multiprofissionais que atuam de forma integrada com as
equipes ESF. A presenca do médico veterinario no nucleo ndo é obrigatéria,
ficando na dependéncia da necessidade do municipio e do interesse dos
gestores publicos, pois sdo estes que definem a composicdo regional das
equipes multiprofissionais.

Levando em consideracao a leishmaniose e os resultados apresentados
anteriormente, o médico veterinario poderia desenvolver projetos de salde com
base na vulnerabilidade dos individuos frente aos animais e demais riscos
ambientais no territério estudado. Esses projetos de saude, embasados no
diagndstico epidemioldgico das trés esferas da saude teriam como objetivo as
intervencdes no territorio e na salde da populacdo envolvida. Essas
intervencdes deveriam estar voltadas as condicdes socioambientais
relacionadas a proliferacéo do vetor e aos fatores de risco a saude.

O Municipio de Rio Verde/GO possui 13 Unidades Basicas de Saude e
nove ESF. A regido estudada disponibiliza um ponto do apoio para atencao
basica no Posto de Saude do Bairro Valdeci Pires, implantado no ano 2000,
gue atende a todos os bairros do setor norte do municipio. Vale ressaltar que a
regido estudada engloba 12 bairros e 1660 familias assistidas pelo Programa
Bolsa Familia, sendo assim, o nimero de familias é ainda mais elevado. E Um
territério amplo, possuindo alta densidade populacional, de forma que apenas
um posto de apoio é insuficiente para modificar esse cenéario. E necessario
investimentos na area da saude e implantacdo de mais ESFs apoiadas pelo
NASF, sendo o médico veterinario necessario, para que possam ser evitados
agravos relacionados a LV além de muitas outras enfermidades, ampliando a
resolutividade, a abrangéncia e o alvo das acgfes.

Nesse estudo pode-se concluir que populagdo ndo tem conhecimento
sobre a LV e a LVC, assim o profissional, independente da area de atuacéo,
deve realizar acbes de educacdo em saude. A populacdo tem que ser
conscientizada sobre as enfermidades, seus mecanismos de transmissao, seus

sintomas e suas medidas de prevencao. Ela deve entender o seu papel dentro
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da cadeia epidemiolégica da enfermidade, sendo essencial o seu apoio,
principalmente com relagdo ao manejo ambiental. A populagcdo desconhece a
importancia desse manejo, como observado no diagnostico epidemiolégico da
saude ambiental. A limpeza peridédica dos quintais com a retirada da matéria
organica em decomposicdo (folhas, frutos e fezes de animais) e a sua
destinagao adequada néo ficaram evidenciados como atividades rotineiras.

Outro ponto a ser colocado para a populacdo é a criacdo de animais de
producdo na area urbana, no caso das aves nos bairros estudados. Esse tipo
criacao gera grande producédo de matéria organica (fezes) e o seu consequente
acumulo, permite a aproximacgdo do vetor no peridomicilio, criando condi¢des
bastante favoraveis. Essas atividades devem ser desenvolvidas pelos médicos
veterinarios, independente da area de atuacao profissional, seja o profissional
atuante no setor privado ou no setor publico.

Acdes extensionistas, como foi realizada durante a divulgacéo da Clinica
Itinerante, com o0 apoio dos estudantes do curso de graduacdo em Medicina
Veterinaria da UniRV, devem ser mantidas e estimuladas, ndo ficando apenas
um evento pontual. Atividades, como o teatro de fantoche, despertam o
interesse da maioria das criancas. E importante desenvolver o pensamento
critico nas criangcas em relacdo aos direitos e deveres da guarda responséavel
de animais, controle de natalidade e também informacBes sobre as diferentes
zoonoses, principalmente sobre a leishmaniose, de forma que essas criancas
serdo agentes de mudancas para os seus pais e familiares. Além disso, o efeito
a participacao dos estudantes gera efeito multiplicador e de cidadania, base da
extensao, na formacéao do futuro profissional.

O médico veterinario no contexto epidemioldgico da LVC deve buscar
inserir o tema em discussdes entre profissionais e autoridades competentes da
area da saude animal e saude publica sobre os protocolos diagnosticos e
acOes de controle e prevencdo. Os animais que ndo apresentam nenhuma
manifestagdo clinica, muitas vezes séo tidos como ndo reagentes, como
observado no presente estudo, sendo uma situacdo inadmissivel, pois a nédo
deteccdo desses reservatorios coloca em risco o sucesso de todo o trabalho
realizado anteriormente, expondo a populacdo exposta e disseminando a

enfermidade.
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Para o correto diagnostico deve ser levado em consideracdo o estado
clinico do animal aliado ao contexto ambiental (area de ocorréncia ou nao)
relacionando com o exame laboratorial devido a possiveis falhas de
sensibilidade de alguns testes, como visto no presente estudo. Um teste de
triagem dentro de um programa sanitario deve sempre possuir alta
sensibilidade, de modo que todos os verdadeiros positivos sejam identificados,
0 que sera confirmado por um teste com alta especificidade no caso de
davidas.

Deve-se abrir discussdes que questionem as possibilidades da utilizacéao
de diversos testes diagnosticos associados, visando mitigar as falhas
existentes entre eles. O resultado de um teste, nunca deve ser avaliado
isoladamente, pois existe a chance do equivoco, tanto para um resultado ndo
reagente, implicando em graves consequéncias para a populacdo, quanto para
reagente, que nesse caso trata-se da interrupcao de uma vida.

A eutanasia deve ser recomendada de forma criteriosa e com a certeza
gue de realmente o animal esté infectado, caso isso ndo ocorra, o profissional
deve lancar méo de diversos métodos diagnosticos para certificar-se daquele
resultado, além de associar todas as demais variantes epidemioldgicas.
Ressaltando que, apenas eliminacdo do reservatério, sem o controle do vetor
torna-se impossivel atingir os objetivos do programa.

Desta forma, 0 conhecimento sobre a presenca da LVC na regiao
norte do Municipio de Rio Verde/GO, assim como a percepcao da
mesma pela populacdo estudada, serda de grande importancia para o
planejamento e implantacdo de estratégias de controle. Ficou claro que a
unido entre diversas profissées junto ao médico veterinario, trabalhando sob a
estratégia “Um mundo, uma saude”, é necessaria e fundamental para que haja

a promocdao da saude por meio, principalmente, da prevencao.
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9. APENDICES

APENDICE | - Folder de divulgac&o da Clinica Itinerante

Clinica Veterinaria Itinerani
nos bairros |

Traga seu cdozinho para atendimento veterinario
Serdo realizadas consultas, tratamentos para alg
exames laboratoriais e distribuicdo de racdo.
0 evento estara presente nos seguintes locais iy e
Terminal dos Trabalhadores do Bairro Dom Migue
Data: 20 e 21 de abril

Horario: das Sh as 12h e das 13h as 16h.

Centro de Esportes e Lazer do Bairro Céu Azul
Data: 22, 23 e 24 de abril
Horario: das 9h as 12h e das 13h as 16h.

Apoio: ¥

~
T3 T %BAMARA
»
de Politicas
nolegia Municipal de Rio Verde

Organizacao:

FACULDADE DE
MEDICINA VETERINARIA
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APENDICE Il - Material educativo utilizado para conscientizacio sobre guarda

responsavel, controle populacional e LVC

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Proteja seu cachorro e sua familia
Medidas simples que podem ajudar a se proteger contra © mosquito

Embale muito bem
0 seu lixo. Nao jogue
M, lixo em terrenos baldios

Mantenha seu quintal e a casinha

de seu cachorro sempre (IIHOMLEES,

Faga 0 exame em seu
C80 e vacine-o. Essa ¢,
de longe, a medida mais
eficaz de prevencao

Evite 0 acUmulo de matéria organica em seu
quintal, como restos de comida, montes
de folhas ou fezes de animais

Instale em sua casa e na
casinha ou canil de seu
caozinho, telas com
buracos bem pequenos.
(o mosquito ¢

GIUE® pequeno)

fonte: www.miaaudote.blogspot.com

& ; § el
Fique atento a saude

dele e, a menor
suspeita leve-o
IMEDIATAMENTEFE!e)

. . veterindrio

Use nele produtos veterindrios destinados a
repelir o mosquito (coleiras, sprays, shampoos...)

Evite expor seu bichinho ao atague
do mosquito, que age principalmente
a noitinha e ao amanhecer

Agropecudria

\“:g Aragiiari

= = :
By A Bl e

Casa da Fazenda Centro de Formoglo de Condutores
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APENDICE Il - Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido aplicado

aos moradores participantes do projeto
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado participar da pesquisa intitulada “DIAGNOSTICO DE
SITUACAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO MUNICIPIO DE RIO VERDE-GO”
que sera realizada durante as clinicas Itinerantes da cidade de Rio Verde-GO. A pesquisa sera
conduzida sob-responsabilidade do pesquisador Prof°Msc. Amanda Carla Acipreste Galvéo.

O objetivo geral desta pesquisa é verificar se existem condi¢des favoraveis a presenca
do flebotomineo (mosquito palha) nas moradias e se 0s animais possuem esta doenca.

Durante a pesquisa, vocé passara por trés etapas: 1) Responder a um questionario por
meio de perguntas que irdo se referir a condicdo ambiental de sua moradia e dos habitos de
seu(s) animal (is) (cdo ou gato); 2) Coleta de sangue dos animais para exame sorolégico a qual
poderd confirmar a enfermidade no animal. Desde ja informo o numero do protocolo de
aprovacao do comité de ética no uso de animais n°024193/14 pela Unesp- Jaboticabal SP.

Todas as etapas aconteceram em ambiente privativa sempre com dois pesquisadores
presentes, durante todas as etapas. O senhor(a) podera ter um acompanhante em todas as
fases da pesquisa.

Ressalta-se que vocé nao tera nenhum tipo de despesa ao participar deste estudo e
caso queira recusar-se a autorizar e/ou retirar o consentimento, podera realiza-lo a qualquer
momento, sem que sofra penalizagbes, basta comunicar a pesquisadora ou membro da equipe.

Os riscos da participacao de seu animal nesta pesquisa existem, mas sdo minimos,
podendo haver desconforto mediante o exame clinico e coleta sanguinea. Nao se prevé
beneficios diretos aos participantes, porém, ao participar de uma pesquisa o participante pode
dar sua opinido, falar de assuntos do seu interesse e com isso pode sentir-se importante, além
de acolhida satisfagdo em participar de uma pesquisa.

Os dados obtidos por meio da pesquisa serdo mantidos em total sigilo e
confidencialidade. O senhor(a) e seu(s) animail(is) ndo serdo identificados e as informacdes
adquiridas ficardo a disposicdo somente da pesquisadora responsavel e da equipe. Este
material ficara armazenado por cinco anos, em local seguro, e apds esse periodo o material
sera incinerado. Os resultados serdo publicados em congressos e periédicos especializados,
mas com apresentacdo de dados em grupo ndo sendo possivel em nenhuma hipétese a sua
identificacéo.

Eu professora, Amanda Carla Acipreste Galvao, pesquisadora responsavel pela
condugédo desta pesquisa, declaro que cumprirei todas as etapas e procedimentos explicados
acima, bem como, todas as garantias apresentadas, para tanto, assino no local identificado e
rubrico todas as folhas deste termo

Eu, , assino no local
identificado e rubrico todas as folhas deste termo, concordando com a minha participacdo na
pesquisa: “DIAGNOSTICO DE SITUAGAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA NO
MUNICIPIO DE RIO VERDE-GO”. Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) sobre todas
as etapas e procedimentos da pesquisa. Fui garantido(a) de que, a qualquer momento, posso
retirar meu consentimento, sem que isto nos exponha a qualquer penalidade. Concordo com a
possivel publicacdo dos resultados desta pesquisa em congressos e em periédicos
especializados.

Rio Verde, de de 2015.

Ass. do Participante Ass. do Pesquisador Responsavel

Pesquisador Responsavel: Prof2 MsC. Amanda Carla Acipreste Galvao
Fazenda Campus Fontes do Saber, Bloco Il, Sala NESTAVET.
Setor Universitario, Rio Verde-GO.
Telefone: (64) 3611 2280
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APENDICE IV - Termo de autorizagédo para avaliagdo animal assinado pelos

proprietarios participantes do projeto

TERMO DE AUTORIZACAO

Declaro, para os devidos fins, que autorizo a equipe do Hospital Veterinario da
Universidade de Rio Verde — GO, adotar os procedimentos necessarios para 0s
exames e tratamentos clinicos do animal de minha propriedade.
Estou informado de que o Hospital Veterinario, através do Médico Veterinario
encarregado do paciente dara o devido esclarecimento sobre o estado do paciente e
os procedimentos recomendados para o caso.

Também declaro estar ciente de que os procedimentos médicos podem
oferecer algum risco ao paciente.

Declaro ainda, estar ciente de que o atendimento € GRATUITO.

Ficha Numero: Data:

Nome do Animal: Espécie:

Raca:

PROPRIETARIO RESPONSAVEL PELO ANIMAL

Nome Completo:
CPF:

Endereco:
Setor: /

Observagdes:

PROPRIETARIO / RESPONSAVEL
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APENDICE V - Modelo de questionario ambiental aplicado aos moradores

participantes do projeto, preenchido pelos mesmos

DATA: ___/__ /2015, RV FICHA N°
Universidode de Rio Verde
SETOR
NOME:
PROFISSAO: NATURALIDADE: FONE:
ENDERECO:
QUANTOS ANIMAIS PARTICIPARAM DO EVENTO? . CASAO

MAIS DE UM ANIMAL;

QUANTOS CAES: QUANTOS GATOS:

DIAGNOSTICO DE SITUACAO ANIMAL

1. Quais e guantos animais vocé possui em casa ? ( )Céao ( )Gato (
)Aves ( )Equinos (' )Suinos ( )Galinha,pato ganso (

)Periquito, Papagaio e Passarinho .

2. Como e onde os cédes e gatos foram adquiridos? ( )Apareceu narua ( )Nasceu em
casa ( )Compra
( )Ganhou de alguém da cidade. De qual
cidade?

3. Os cées e gatos sdo criados em ( )rua ( ) quintal, ( ) dentro de casa ou em () ambos

locais ?

4. Seus animais passeiam na rua ?
( )Sim ( )Nao. Se sim; ( )Com guia ( )Solto com supervisdo ( )Solto sem

supervisao.

Se solto sem supervisao, por quanto tempo ? ( )Curto periodo ( )Longo periodo.
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5. Algum de seu(s) animal(s) tem carrapato? ( )Nao ( )N&osei ( )Sim
Se sim;

Qual(s)

6. Em algum periodo os ( )cées, ( )gatos e ( )equinos tem acesso a matas e rios? (
)Sim  ( )Na&o

( )N&o sei.

7. Vocé tem assisténcia de algum médico veterinario? ( )Ndo ( )Sim. Se sim; qual a
finalidade?

( )doenca ( )rotina ( )vacinacao.

8. MARCAR NUMEROS — Algum animal seu ja ficou doente nos ultimos dois anos?
( )Néo ( )Sim Qual(s) animal(s)

9. Ha animais soltos no seu bairro? ( )sim ( ) n&o.

Quais animais ? ( )Céo ( )Gato ( )Equino ( )Outros

10. Em relagédo a quantidade de cées e gatos soltos?

( )Poucos ( )Muitos ( )Né&o sei.

DIAGNOSTICO DE SAUDE ANIMAL E PUBLICA

11. Vocé acha que cédes podem transmitir alguma doenca ao homem?
( )Nao ( )Sim. Qual? Cite duas ?

12. Vocé acha que gatos podem transmitir alguma doenca ao homem?

( )Nao ( )Sim. Qual? Cite duas ?

13. Como teve conhecimento sobre estas doencas?
( )Panfleto ( )Televisdo ( )Radio ( )Outdoor ( )Agente de saude
( )Vizinho, parentes e amigos ( )Internet ( )Escola

14. Na sua opinido, quais animais podem ser acometidos pela leishmaniose visceral canina.

Obs: Pode assinalar mais de uma alternativa. ( )Céo ( )Gato (' )Animais
silvestre
( JHumanos ( )Aves ( )JRoedores ( )Outros. Quais?

15. O céo pode transmitir a LVC para as pessoas ? ( )Sim ( )N&o ( ) Nao sei.
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Se sim,

como:

16. E possivel a transmiss&o da LVC por meio dos mosquitos ( )Sim ( )Ndo ( )N&o sei.
Se sim, vocé acha que é o mesmo mosquito da dengue? ( )Sim ( )Ndo ( )N&o sei.

17. Leishmaniose no caotem cura? ( )Sim ( )N&o ( )Nao sei.

Vocé sabe se existe tratamento para o cdo? ( )Sim ( )N&o.

*Se sim, faria o tratamento em seu animal? ( )Sim ( )N&o ( )N&o sei

Vocé sabe se existe vacina para cées contra Leishmaniose ? ( )Sim ( )Né&o.

Vacinariaseu cdo ? ( )Sim ( )N&o ( )N&o sei.

18. Saberia dizer quais seriam as principais medidas de controle e prevencéo da LVC ? (
JNao ( )Sim.

Se sim;

quais?

DIAGNOSTICO DE SITUACAO AMBIENTAL

19. Existe algum tipo de animal que prejudique o bem estar dos moradores neste bairro ? (
)Sim ( )Nao

( )Nao sei Ex: mosquito, rato, barato, sapo, gamba, cobra, raposa... Qual ?

20. Vocé possui conhecimento da presenca do mosquito palha, birigui, tatuquira, cangalhinha

no seu bairro ?

( )Sim ( )N&o ( )Nao sei.

21. A rua da sua moradia é asfaltada? ( )Sim ( )Nao.
22. Possui rede de esgoto ? ( )Sim ( )Nao.

Caso ndo, Fossa septica ( )Sim ( ) Céu aberto ( )Outros

23. Existe a coleta do lixo nas residéncias do seu bairro feita pelo caminh&o da prefeitura ?
( )Sim ( )Nao ( )N&o sei.

Se sim; de quanto em quanto tempo é feita a coleta do lixo domiciliar ?
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( )1x na semana ( )2xnasemana ( )3x nasemana.
24. Caso a coleta ndo ocorra regularmente, qual € o destino do lixo nas casas?

( )Queimar ( )Enterrar ( )Jogar no lote baldio ( )N&osei ( )Outros

25. Qual a situacao da sua moradia?
( )Propria ( )Alugada ( )Cedida ( )Outros

26. A moradia possui quintal ? ( )Sim ( )N&o. Se sim; possui area sem concreto ? ( )N&o

( )Sim. Se sim; qual seria o destino dessa area ?

27. Possui arvores no quintal ? ( )Sim ( )N&o.

Caso sim, é frutifera( ) oundo( )?

28. Caso haja arvores no quintal, de quanto em quanto tempo é retirado as folhas do solo?
( )Jlvezacada7dias ( )1lvezacadal5dias ( )1vezacada30dias ( )Nao sei.
29. Qual seria o destino desse material (folhas e frutos) ?

( )Queimado (  )Despejado em lote baldio ( )Lixo domiciliar ( )Outros

30. Vocé possui vizinhos que criam animais para consumo proprio? ( )Sim ( )N&o.

De qual(is) espécie(s) ? ( )Aves ( )Suinos ( )Outros

31. Quanto tempo vocé reside nesta moradia?

( )Menosdelano ( )Halano ( )Ha 2anos ( )Ha maisde 2 anos

Responsavel pelo preenchimento:
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APENDICE VI - Modelo de questionario sobre estado sanitario dos animais

participantes do projeto, preenchido pelos voluntarios

DATA: / /2015.

RV FICHA N°

Universidode de Rio Verde

PREENCHIMENTO CLINICA MEDICA

Dados do paciente:

Nome: Espécie: ( )Canina ( )Felina Sexo: ()M ( )F
Data de nascimento: Pelagem: Peso:

Freqg. Respiratdria: MPM Freq. Cardiaca: BPM
Temperatura Corpérea: °C.

Ficha Clinica/ Anamnese:

Temperamento: ( )Receptivo-facil de manipular ( ) Receptivo-dificil de manipular (
)Apatico/Quieto

( )Nervoso/agitado ( )Agressivo.

Ingestdo de agua: ( )Normal ( )Mais que usual ( )Menos que usual ( )Nao ingere

agua ( ) N&o sabe.
e Tipo de Alimentacdo: ( )Racdo ( )Comida Caseira ( )Ambos (

)Outros

e Apetite: ( )Normal ( )Mais que usual ( )Menos que usual ( )N&o se alimenta (
)N&o sabe.

e Escorecorporal: ( )Normal ( )Magro ( )Caquético ( )Obeso ( )Muito obeso.

e Perdade Peso: ()N&o ( )Sim - Emagrecimento gradativo/ prolongado ( )
Acentuado/ rapido.

e Vomito: ( )Sim ( )N&o ( )Frequente ( )Todos os dias ( )Esporadico.
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Tipo de vomito: ( )Liquido amarelado ( )Liquido esbranquicado ( )Liquido
esverdeado ( )Liquido com alimento digerido ( )Fétido odor de fezes, escuro e em
jato ( )Presenca de pélos .

Urina: ( )Amarela ( )Transparente ( )Vermelha ( )Marron ( )Nao sabe.

Miccéo: ( )1-2 vezes ao dia ( )Mais que 3vezes ao dia ( )Nao sabe / Apresenta: (
)Polidria ( )Oliguria  ( )Goteja urina ( )Disaria ( )Anaria ( )Nao sabe.

Fezes: ( )Duras ( )Moles/pastosas ( )Liquidas ( )Nao sabe.

Defecacédo: ( )1 vez ao dia ( )2 vezes ao dia ( )3 vezes ao dia ou mais. ( )Nao
sabe.

Hidratac&o: ( )Normal ( )Leve desidratacdo ( )Moderada desidratacéo ( )Intensa
desidratacéo.

Respiracdo: ( )Normal ( )Taquipnéia ( )Dispnéia Inspiratéria ( )Dispnéia
Expiratéria ( )Paradoxal ( )Ofegante/Arquejando.

Som Respiratério: ( )Normal ( )Abafado ( )Crepitante ( )Subilante ( )Ausente.
Som Cardiaco: ( )Normal ( )Galope ( )Arritmia ( )Sopro.

Linfonodo: ( )Normal ( )Aumentado - ( )Todos ( )Maxilar ( )Pré-escapular ( )
Inguinal ( )Popliteo

Hepatomegalia: ( )Sim ( )N&ao.

Esplenomegalia: ( )Sim ( )N&o.

Ectoparasitas: ( )Nao apresenta ( )Pulgas ( )Carrapatos ( )Larva de Miiases.
Mucosas: ( )Normal ( )Hipocorada ( )Hiperémica ( )lctérica ( )Ciandtica.
Narinas: ( )Normais ( )Secrecdo NasalD/E ( )Ruido Nasal ( )Deformacao.
Tamanho das Unhas: ( )Normais ( )Mediano ( )Acentuadas/Grande ( )Onicogrifose.
Pele/Dermatopatias: ( )Normal ( )Alopecia = ( )Periocular ( )Bilateral ( )Patas (
)Presenca de feridas que ndo

cicatrizam.Local:

Pele: ( )Prurido ( )Abcesso ( )Nédulo ( )Dermatite por lambedura (
)Descamacéo.

Peld: ( )Normal ( )Quebradico ( )Opaco.
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Abdomem: ( )Normal ( )Constipado ( )Obstipdo ( )Massa ( )Ascite (
)Retencdo Urinaria ( )Gestacado (

)Outros

Tumor: ( )Mama ( )Face ( )Outros

Boca: ( )Normal ( )Periodontite/calculo dentario ( )Lesao de reabsorcao (
)Complexo gengivite-estomatite ( )Carcinoma-espinocelular ( )Fratura Dentéria (
)Fratura de mandibula ( )Fistula oronasal.

Regido Cervical: ( )Normal ( )Flexura ventral do pescogo (

)Outros:

Regido Toraco-Lombar: ( )Normal ( )Dor a palpagdo ( )dificuldade de locomocéo.

Responsével pelo preenchimento clinico:

COLETA DE SANGUE:

O Volume de sangue coletado mL.
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APENDICE VII — Resultados das avaliacées soroldgicas (ELISA, RIFI e DPP)

Tabela 1 — Resultados das avaliagGes sorolégicas (ELISA, RIFI e DPP) realizados nos soros
dos animais participantes da “Clinica itinerante nos bairros” com resultados
positivos no ELISA realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do
Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP, Rio
Verde/GO, 2015.

cODIGO ELISAL ELISA 1 RIFI1 DPP1
002B 0.392 + .

072A 0.609 + + NR
077B 0.422 + .

080C 0.399 + .

082B 0.406 + -

084A 0.302 + .

096B 0.334 + -

1898 0.317 + -

204A 0.330 + + *
204B 0.374 + + NR
204D 0.334 + + NR
211A 0.332 + .

214A 0.353 + .

214B 0.309 + + NR
216A 0.311 + .

217A 0.309 + .

2198 0.313 + -

220C 0.335 + .

224A 0.316 + + NR
232C 0.427 + .

235A 0.316 + + NR
240A 0.309 + -

241B 0.375 + .

245B 0.344 + + NR
249A 0.340 + _

250D 0.339 + + NR
251A 0.309 + + NR
254A 0.433 + + NR
262A 0.460 + .

263B 0.310 + -

267B 0.348 + .

270B 0.309 + + NR
271A 0.353 + -

276A 0.311 + .

277A 0.345 + -

283A 0.334 + -

284A 0.313 + .

285A 0.328 + + NR
285C 0.316 + .

286A 0.305 + .

288A 0.304 + + *

293A 0.331 + + NR



293B 0.316 + -

300A 0.344 + -

309D 0.322 + -

317B 0.328 + + NR
319A 0.501 + + NR
326A 0.326 + -

342A 0.344 + + NR
343A 0.318 + -

346A 0.329 + -

350A 0.361 + + NR
360A 0.300 + -

360B 0.319 + -

366B 0.388 + + *
TOTAL 55 20 17

*animal ndo encontrado
ELISA 1 = exame soroldgio realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento

de Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP;
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RIFI 1 = exame soroldgio realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de

Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP;

DPP 1 = exame sorolégico realizado no Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de RIO

Verde/GO;





