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FATORES DE RISCO E ANALISE ESPACIAL PARA A LEISHMANIOSE
VISCERAL NO MUNICIPIO DE JUAZEIRO — BAHIA - BRASIL

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi determinar a presenca de anticorpos
anti-Leishmania sp. no soro e de DNA de Leishmania infantum chagasi no sangue
periférico das diversas espécies de animais domeésticos, residentes em um raio de
250 metros de distancia de seres humanos portadores de leishmaniose visceral
(LV), bem como avaliar as caracteristicas ambientais, em uma regido da cidade de
Juazeiro (BA), na tentativa de determinar os possiveis fatores de risco para a
ocorréncia da doenca. Para tanto, apés a selecdo de 21 casos humanos de LV
distribuidos em seis bairros do municipio, realizou-se a sorologia e a reagdo em
cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) de soro e sangue total,
respectivamente, de 498 animais, sendo 383 (76,91%) da espécie canina, 84
(16,87%) felina, 15 (3,00%) caprina, 12 (2,42%) equidea e 4 (0,80%) ovina. A
prevaléncia de LV, considerando-se os resultados soroldgicos e da qPCR, foi de
6,43% (32/498), sendo 5,75% (22/383) na populacédo de cées e 11,90% (10/84) na
de gatos. Vinte caes (5,22%) e 10 (11,90%) gatos foram sororreagentes e as outras
espécies ndo apresentaram anticorpos anti—Leishmania sp. Apenas dois (0,40%)
dos 498 animais apresentaram DNA do parasita no sangue, ambos da espécie
canina e sem a presenca de anticorpos séricos anti—Leishmania sp. Os gatos
apresentaram duas vezes mais chances de se tornarem portadores da LV que os
cades (OR=2,21; IC=1,1-4,87; p=0,043), e os felinos domiciliados apresentaram um
risco 9,57 vezes maior de se infectarem que os gatos semidomiciliados (OR=9,57,;
IC=2,21-41,37; p=0,0006). O acesso a rua nao foi associado com a doenca em céaes,
e 0 sexo e a faixa etaria ndo constituiram um risco para 0s animais contrairem esta
zoonose. A presenca de mais de um animal por domicilio aumentou em 3,46 vezes
as chances de infeccao na populacdo estudada (OR=3,46; 1C=1,49-8,06; p=0,0025).
A quantidade de habitantes por moradia, a distancia dos casos humanos de LV, o
tipo de construcdo da casa, o numero de comodos e a presenca de quintal de terra
nao foram correlacionados com a infeccdo por L. infantum chagasi em animais.
Entretanto, por meio de analise espacial verificou—se que as regides com
residéncias que criavam galinhas, com presenca de lixo, mato peridomiciliar e

auséncia de rede de esgoto podem constituir areas de alto risco para infecg¢ao por L.



Xiv

infantum chagasi. Desta forma € possivel concluir que os gatos podem estar agindo
como importantes reservatorios de LV e atuando como sinalizadores de doenca na
regido. Além disso, cabe salientar que o numero de animais por moradia e as
caracteristicas do meio ambiente podem favorecer a manutencéo e expanséo da LV

no municipio de Juazeiro - Bahia.

Palavras-chaves: animais domésticos, geoprocessamento, sorologia, PCR em

tempo real, zoonose
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RISK FACTORS AND SPATIAL ANALYSIS FOR VISCERAL LEISHMANIASIS IN
THE CITY OF JUAZEIRO - BAHIA STATE - BRAZIL

ABSTRACT - The aim of the present study was to determine the presence of
antibodies anti-Leishmania sp. in serum and DNA of Leishmania infantum chagasi in
peripheral blood of domestic animals living within a 250 m perimeter from human
cases of visceral leishmaniasis (VL), as well as to evaluate the environmental
characteristics, in the region of the city of Juazeiro, Bahia, in an attempt to determine
possible risk factors for the occurrence of the disease. For this, after the selection of
21 human cases of VL distributed in six neighborhoods of Juazeiro, serology and real
time polymerase chain reaction (QPCR) in whole blood were performed in 498
animals, being 383 (76.91%) dogs, 84 (16.87%) cats, 15 (3%) goats, 12 (2.42%)
equids, and 4 (0.8%) sheep. The prevalence of VL, considering serological and
gPCR results, was 6.43% (32/498), being 5.75% (22/383) dogs and 11.9% (10/84)
cats. Twenty (5.22%) dogs and 10 (11.9%) cats were seroreactive and the others
species did not present antibodies anti-Leishmania sp. Only two (0.40%) out of 498
animals presented the parasite DNA in blood, both dogs without the presence of anti-
Leishmania antibodies. Cats were two times more likely to have VL than dogs (OR =
2.21; 95% CI, 1.1 - 4.87; p = 0.043), and the domiciled cats were more likely to be
positive for VL than semi-domiciled (OR=9.57; 95% CI, 2.21 - 41.37; p=0.0006).
Access to the street was not associated to the disease in dogs, and sex and gender
did not constitute a risk factor for the development of VL. The presence of more than
one animal per household increased in 3.46 times the odds of infection in the
population (OR=3,46; 1C=1,49-8,06; p=0,0025). No significant association was found
between the number of people per household, the distance from human VL cases,
the type of house walls, the number of rooms, or the presence of mud backyard and
positivity to L. infantum chagasi on animals. However, spatial analysis estimated that
the regions with households that raised chickens, with the presence of garbage,
vegetation in the peridomestic environment and lack of sewage system may
constitute areas with high risk for infection by L. infantum chagasi. In conclusion, cats
may be acting as important reservoirs of VL and may be acting as markers of disease
in this region. Moreover, it is noteworthy that the number of animals per household
and environment characteristics may promote the maintenance and expansion of VL,

in the city of Juazeiro, Bahia.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zooonose negligenciada que constitui um
grave problema de saude publica em grande parte do mundo. No Brasil a
enfermidade vem se expandindo, principalmente em grandes centros urbanos e,
somente no ano de 2011, 4.261 casos foram notificados em 25 dos 27 estados
brasileiros (BRASIL, 2012e). A regido nordeste do pais ainda é responsavel pela
maior parte dos casos de LV em seres humanos e cerca de 52% dos municipios
baianos ja notificaram a doenca.

O municipio de Juazeiro, localizado na regido norte do estado da Bahia, vem
se tornando a regido mais industrializada do Vale do S&o Francisco. Em conjunto
com a cidade de Petrolina (PE) firmou-se como o maior centro de exportacdo de
frutas tropicais e o segundo poélo de vinicultura do Brasil. Os dois municipios
constituem o maior aglomerado urbano da regido semiarida. No entanto, associado
ao crescente desenvolvimento urbano vem ocorrendo um intenso desmatamento,
crescimento populacional desordenado, migracdo de seres humanos e animais
domésticos para a periferia da cidade e uma elevagdo no indice de desemprego, 0
que, associado as precarias condicdes ambientais e socioecondmicas, vem
favorecendo a expansao e manutencao da LV nesta regido. Atualmente o municipio
é classificado como uma area de intensa transmisséo da doenca.

Em grande parte do municipio as moradias sdo precarias, com auséncia de
saneamento basico, presenca de mato e lixo peridomiciliar, além de matéria
organica nos quintais e arredores, decorrente da criacdo de animais domésticos e
aves, particularmente galinhas, pelos moradores. Estes se constituem um importante
fator de risco para a ocorréncia e manutencdo da LV, uma vez que favorecem a
proliferacéo dos flebotomineos permitindo a expanséo desta zoonose no municipio.

Além dos cées, estudos prévios demonstraram que outras espécies animais
podem estar envolvidas no ciclo epidemiolégico da LV, servindo como fonte de
alimento para fémeas de Lutzomyia longipalpis ou como possiveis fontes de
infecgdo para outros animais e seres humanos. Por essa razdo, € de grande
importancia que seja elucidado o papel dessas espécies em areas endémicas para a

doencga, com o objetivo de auxiliar no delineamento de programas de controle da LV.



A caracterizacdo dos possiveis reservatorios domésticos deve ser feita a
partir da associacdo de métodos de diagnostico capazes de detectar a infeccéo
tanto em fases iniciais quanto em fases mais cronicas da doenga. De maneira geral,
a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é mais eficiente para detectar
estagios iniciais da doenca, antes da realizacdo da soroconversdo; enquanto a
sorologia é indicada para identificar animais em estagios mais avancados de
infeccdo. A técnica de PCR em Tempo Real (QPCR) € um método que pode detectar
niveis muito baixos de parasitas no sangue e em tecidos, sendo mais sensivel e
especifica do que a PCR convencional.

Com o intuito de auxiliar na identificacdo de areas de risco e elaborar
medidas de controle para a LV, a analise espacial permite visualizar a distribuicédo e
deslocamento espacial da enfermidade no decorrer do tempo, identificar os padrbes
geograficos de morbidade e mortalidade, espacializar os fatores de risco ambientais
e socioecondmicos, além de permitir a interacdo de mapas e dados
georreferenciados, ndo visualizados em mapas comuns.

Em virtude do que foi exposto, 0 presente estudo teve por objetivos pesquisar
a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. e de DNA de Leishmania infantum
chagasi no sangue periférico de diversas espécies de animais domeésticos, como
caninos, felinos, caprinos, ovinos, asininos, muares e equinos que residem perto de
seres humanos com diagnéstico de LV no municipio de Juazeiro, Bahia, na tentativa
de caracterizd-los como sinalizadores de infeccdo para seres humanos, além de

determinar os possiveis fatores de risco para a ocorréncia da enfermidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e agentes etioldgicos da leishmaniose visceral

Em 1903, um parasita ovalado identificado no interior de macréfagos, com
morfologia diferente de Trypanossoma, foi identificado quase que simultaneamente
por Willian Leishman e Charles Donovan, apoés realizarem esfregagos esplénicos em
pacientes na india, com uma doenca fatal endémica denominada Febre Dum-Dum
ou Kala-azar (DONOVAN, 1903; MICHALICK ; GENARO, 2007). O parasita foi
primeiramente classificado como um piroplasma (Piroplasma donovani) por Laveran;
Mesnil (1903), entretanto, ainda em 1903, Ross criou 0 género Leishmania,
denominando Leishmania donovani o agente etiolégico da leishmaniose visceral
(LV) (ROSS, 1903).

Nas Américas, a doenca em seres humanos teve sua primodescricdo em
1913 quando Migone, em Assuncao (Paraguai), identifica um caso por meio de
autopsia de um individuo proveniente do municipio de Boa Esperanca, no Mato
Grosso do Sul. Em 1934 Penna, examinando 47.000 laminas de viscerotomias
realizadas para o estudo da distribuicdo geografica da febre amarela no Brasil,
encontrou 41 casos de LV em pessoas provenientes do norte e nordeste do pais
(BRASIL, 2006; MICHALICK ; GENARO, 2007). JA no ano de 1936, Evandro
Chagas realizou, por meio de puncédo esplénica, o primeiro diagndstico in vivo da
doenca, classificando Leishmania chagasi como uma nova espécie do género
Leishmania. Além disso, apontou Lutzomyia longipalpis como o provavel vetor da LV
no Brasil (CUNHA; CHAGAS, 1937).

Atualmente os agentes etioldgicos da LV séo classificados como protozoarios
da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS,
1903). Fazem parte do complexo Leishmania donovani, sendo Leishmania donovani
0 agente etioldgico encontrado na Africa e Asia; Leishmania infantum na Asia,
Europa e Africa e Leishmania chagasi nas Américas. Apesar da discordancia entre
pesquisadores (DANTAS-TORRES, 2006) Shaw (2006) sugere que, por

desconhecer a origem, identidade e epidemiologia dos protozoarios L. infantum e L.



chagasi, torna-se mais prudente usar a denominacao L. infantum chagasi para o

agente etioldgico desta enfermidade nas Américas.

2.2 Aspectos epidemiologicos da leishmaniose visceral em humanos no Brasil

A LV é descrita em todos os continentes, com excecdo da Oceania, com
casos humanos relatados em cerca de 66 paises localizados em regides tropicais e
subtropicais (DESJEUX, 2004; ALVAR et al., 2006; BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012). Cerca de 90% dos casos mundiais ocorrem no Afeganistdo, Bangladesh,
india, Sud&o, Etiépia e Brasil (ALVAR et al., 2012; WHO, 2012).

A LV é uma zoonose reemergente e, de acordo com estimativas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 200 milhdes de pessoas
residem em éarea de risco, e cerca de 200.000 a 400.000 novos casos e 58.000
Obitos sado registrados anualmente (ALVAR et al., 2012; WHO, 2012). Infelizmente
esses dados sdo subestimados, uma vez que a afeccdo € de notificacao
compulséria em apenas 40% dos paises em que ocorre (DESJEUX, 2004; ALVAR et
al., 2012). Outro fato importante € que o numero de seres humanos assintomaticos
ou expostos a LV é muitas vezes superior ao numero de casos detectados
(MORENO ; ALVAR, 2002).

Mesmo com grande parte dos casos de LV sub-notificados, o Brasil é
responsavel por aproximadamente 95% dos relatos da América Latina (ALVAR et
al., 2012), sendo que de 2002 a meados de 2012 foram notificados 36.132 casos
humanos no Brasil, com 4.261 relatos somente no ano de 2011 (Figura 1) (BRASIL,
2012e). Estima-se que em 2013, o numero de pacientes infectados por Leishmania
infantum chagasi seja superior aos anos anterriores, chegando ao redor de 6.300
casos (ALVAR et al.,, 2012). Quanto a taxa de letalidade no Brasil, a mesma se
elevou nos ultimos dez anos, apresentando uma média de 6,8%, com cerca de
2.500 obitos notificados (BRASIL, 2012c; BRASIL, 2012d).

Além dos elevados indices de letalidade e mortalidade, a leishmaniose vem
apresentando grande expansao geografica no territorio brasileiro. De acordo com o
Ministério da Saude, no ano de 2011, dos 27 estados brasileiros 25 ja notificaram
casos autoctones da enfermidade, principalmente nas regides norte, sudeste e
nordeste (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2012e). Cerca de 230 municipios sao



classificados como areas de transmissao intensa (com mais que 4,4 casos /100.000
habitantes nos udltimos trés anos) ou moderada (entre 2,4 e 4,4 casos/100.000
habitantes nos ultimos trés anos), demonstrando a importancia e a expansao da
enfermidade em territério nacional (Figura 2) (BRASIL, 2010).

Até uma ou duas décadas atras esta zoonose acometia individuos com
condi¢cbes socioeconbmicas reduzidas, residentes em areas rurais ou semi-aridas do
nordeste, que contava com cerca de 90% dos casos notificados no pais (ALVAR et
al., 2006). Com o passar dos anos, 0s casos que se concentravam principalmente
no nordeste passaram a ser notificados mais frequentemente nas regiées norte,
centro-oeste e sudeste do Brasil, com uma expansdo da doenca observada em
quase todo o territério brasileiro, principalmente em municipios com crescente
urbanizacdo e alto indice de pobreza (CESSE et al., 2001; CERBINO-NETO et al.,
2009).

Figura 1. Distribuicdo do numero de casos de leishmaniose
visceral em humanos no Brasil, de acordo com o ano
de referéncia, segundo dados da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), do Ministério da Saude
(MS).



Figura 2. Mapa de estratificacdo de leishmaniose
visceral de acordo com o municipio de
residéncia e média de casos, de 2008 a
2010, segundo os dados da Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), do Ministério
da Saude (MS). BRASIL, 2012e.

Atualmente, chama a atencdo o crescente nimero de casos de LV humana
em grandes centros urbanos, tais como as cidades de Araguaina (TO), Aracaju (SE),
Aracatuba (SP), Bauru, Belo Horizonte (MG), Campo Grande (MS), Cuiaba (MT),
Fortaleza, Palmas (TO), Petrolina (PE), Recife (PE) e Teresina (Pl) (BRASIL,
2012e).

Com a disperséo da doenca, a regidao nordeste, que concentrava 92,9% dos
casos de LV em 1999, passou a apresentar 47,8% dos casos em 2011. Ja a regido
sudeste, que possuia 2,6% dos casos em 1999, elevou seus niveis de prevaléncia,
contando, em 2011, com 15% dos casos do Brasil (BRASIL, 2012a; BRASIL,
2012b).

Até o ano 2000 a Bahia era o estado com maior numero de casos humanos
notificados (BRASIL, 2012e) e, embora a incidéncia tenha diminuido na udltima
década, a subnotificacdo e a falta de recursos para tratamento adequado desses
pacientes ainda s&@o descritas em alguns municipios (OLIVEIRA; ARAUJO, 2003).
De 2007 a 2011 cerca de 1.712 casos de LV foram relatados no estado, dos quais
78 vieram a o6bito (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2012e). Somente em 2011, 402



pessoas foram infectadas pelo parasita, culminando com 16 (3,98 %) Obitos
(BRASIL, 2012e).

Inicialmente os casos de LV concentravam-se na regiao central da Bahia, mas
nos ultimos anos a doenga se expandiu para as zonas costeira, oeste, nordeste e
norte (OLIVEIRA ; ARAUJO, 2003; CARNEIRO et al., 2007; FRAGA et al., 2012),
com registros de casos humanos principalmente nos municipios de Camacari
(JULIAO et al., 2007), Feira de Santana (OLIVEIRA ; ARAUJO, 2003; MARTINS et
al., 2007), Jacobina (BRASIL, 2012e), Jequié (FRAGA et al., 2012), Juazeiro
(BRASIL, 2012e), Salinas da Margarida (JULIAO, 2011) e Salvador, entre outros
(BRASIL, 2012e). Atualmente, mais de 52% dos municipios baianos ja notificaram
casos de LV (BRASIL, 2012e).

A cidade de Juazeiro localiza-se na regido semiarida do extremo norte da
Bahia e é considerada um municipio com transmissao intensa da LV, sendo incluida
como uma das regifes prioritarias para as ac¢des de vigilancia e controle da
enfermidade (BRASIL, 2010). Nos ultimos cinco anos foram notificados 61 casos de
LV no municipio, dos quais cinco (8,06%) vieram a 6bito (Figura 3) (BRASIL, 2012e).

De acordo com os dados da Secretaria de Vigilancia e Saude, ndo foram
registrados Obitos no ano de 2010; contudo, em 2011 a taxa de letalidade da doenca
elevou-se para 11,1% no municipio de Juazeiro (Figura 4) (BRASIL, 2012e). Entre
0os anos de 2007 e 2011 a incidéncia média da doenca na regiao foi de 5,2 casos
/100.000 habitantes, com valores da ordem de 3,5 no ano de 2011 (BRASIL, 2012b).
Independente do sexo, a maior parte dos individuos acometidos possui de um a
quatro anos, ou de 20 a 34 anos de idade, e ensino fundamental incompleto
(BRASIL, 2012e).



Figura 3. NUumero absoluto de casos e de Obitos de
pacientes com leishmaniose visceral, de
acordo com o ano de referéncia, no municipio
de Juazeiro — BA, segundo dados da
Secretaria de Vigilancia e Saude (SVS) do
Ministério da Saude.

Figura 4. Taxa de letalidade da leishmaniose visceral, de
acordo com o ano de referéncia, no municipio
de Juazeiro — BA, segundo dados da Secretaria
de Vigilancia e Saude (SVS) do Ministério da
Saude.




2.3 Etiopatogenia da leishmaniose visceral

Leishmanias apresentam-se sob as formas amastigota ou promastigota, na
dependéncia do hospedeiro parasitado (MICHALICK ; GENARO, 2007; BANETH ;
SOLLANO-GALLEGO, 2012). As formas amastigotas sdo encontradas no interior de
células mononucleares do sistema fagocitico de diversos tecidos de hospedeiros
vertebrados, tais como os seres humanos, animais domésticos ou animais silvestres
(MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; MICHALICK ; GENARO, 2007). Estas s&o
reconhecidas por sua forma esférica a ovoide, sem flagelo livre, medindo entre 2-
5um, além de conter um nucleo arredondado e um cinetoplasto alongado em forma
de bastédo proximo ao nacleo (BRASIL, 2006; MICHALICK ; GENARO, 2007). Ja as
formas promastigotas s@o extracelulares e encontram-se no tubo digestério de
fémeas de hospedeiros invertebrados, como os flebotomineos. Possuem forma
alongada, com flagelo livre, medindo aproximadamente 15-20um. Na regido central
da célula observa-se um nucleo ovéide ou esférico e um cinetoplasto situado entre a
regido anterior da célula e o nucleo (BRASIL, 2006; MICHALICK ; GENARO, 2007).

O principal mecanismo de transmissdo ocorre quando as fémeas de
flebotomineos, infectadas com formas promastigotas, alimentam-se em hospedeiros
susceptiveis. Durante o repasto sanguineo estas formas séo inoculadas na pele,
gerando resposta inflamatoria local, com subsequente fagocitose por células do
sistema mononuclear fagocitario, principalmente os macréfagos. No interior dos
macréfagos as promastigotas perdem o flagelo e diferenciam-se em amastigotas,
que se multiplicam por sucessivas divisdbes binarias. As células densamente
parasitadas rompem-se, liberando estas formas que serdo fagocitadas por novos
macrofagos. Ocorre, entdo, a disseminacdo hematdgena e linfatica para tecidos
ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, tais como linfonodos, medula
0ssea, baco e figado (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Além destes tecidos,
outros Orgaos e estruturas, tais como os rins, as articulagdes e os musculos, podem
apresentar o parasita (SILVA et al., 2007; BANETH et al., 2008).

O ciclo bioldgico continua quando as fémeas de flebotomineos, ao sugarem o
sangue de mamiferos infectados, ingerem macrofagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania sp. ApOs cerca de 72 horas as amastigotas

transformam-se em promatigotas infectantes no trato digestorio do inseto, sendo



10

eliminadas pela saliva durante o proximo repasto sanguineo (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012; MICHALICK ; GENARO, 2007).

Durante a infec¢do, as células apresentadoras de antigenos, pertencentes ao
sistema mononuclear fagocitico, estimulam a proliferacdo de linfécitos T (CD4+)
auxiliares do Tipo 1 (Tal) ou auxiliares do Tipo 2 (Ta2) (BARBIERI et al., 2006;
MACHADO et al., 2007a). As células Tal, ativadas pela IL-12, produzem citocinas
pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas IL-2, IL-3
e IL12, e o interferon gama (IFN-y), que aumentam a eficiéncia das células
fagociticas e de linfocitos citotoxicos. O IFN-y € um potente indutor da formacgéao de
superéxido e oxido nitrico pelos macréfagos, favorecendo o controle do parasitismo
com a eliminagao da infecgao (PINELLI et al., 1994; CIARAMELLA; CORONA, 2003;
BARBIERI, 2006).

Por outro lado, se houver a ativacao de linfocitos Ta2, ocorrera a producédo de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, com consequente proliferacdo de células B e producao
exagerada de imunoglobulinas, desencadeando a formacdo e deposicdo de
imunocomplexos circulantes, os quais resultam em danos teciduais. Desta forma, os
animais que apresentam sinais clinicos da doenca desenvolvem uma resposta
imunologica predominantemente humoral que, além de ndo ser protetora, é ainda
deletéria ao organismo (BARBIERI, 2006).

2.4 Vetor da leishmaniose visceral

No Brasil, o principal vetor da LV € Lutzomyia longipalpis (LUTZ; NEIVA,
1912), pertencente a Classe Diptera, género Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. Contudo, alguns autores descreveram Lutzomyia cruzi, espécie que
pode fazer parte do complexo Lutzomyia longipalpis (BAUZER et al., 2007), como
um importante vetor da LV no Mato Grosso do Sul (PITA-PEREIRA et al., 2008).
Lutzomyia forattinii também foi incriminado como possivel hospedeiro invertebrado
de L. infantum chagasi em Corumba (MS) (PITA-PEREIRA et al., 2008), assim como
de Lutzomyia intermedia, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia migonei e Lutzomyia
firmatoi, descritos em outras regifes endémicas do pais (DIAS-LIMA et al., 2003;
DANTAS-TORRES et al., 2010).
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Mesmo com a dispersao dos flebotomineos para quase todas as regides do
Brasil (BRASIL, 2006; DANTAS-TORRES et al., 2010), em algumas areas
endémicas o inseto ainda nao foi detectado (CARVALHO et al., 2007).

Os flebotomineos sdo insetos pequenos, de um a trés milimetros, de
coloracdo parda a amarelada, com o corpo revestido de pélos. Quando em repouso,
permanecem com suas asas semi-abertas e eretas, com alcance de v6os curtos
(KILLICK-KENDRICK, 1990). Esses hospedeiros invertebrados e suas formas
imaturas séo identificados preferencialmente na regido peridomiciliar, em areas com
abrigo de animais, lixo, matéria organica em decomposicdo e pedras,
(FELICIANGELLI, 2004). Entretanto, em areas urbanizadas é frequente encontra-los
no interior das residéncias durante o periodo crepuscular (BRASIL, 2006; KESARI et
al., 2010; COSTA, 2011).

Os vetores realizam oviposi¢do e desenvolvimento larval em areas umidas,
com sombreamento, e ricas em matéria organica (KILLICK-KENDRICK, 1990;
FELICIANGELI, 2004; BRASIL, 2006). Contudo, o desenvolvimento das formas
imaturas também pode ser observado em ecossistemas aparentemente hostis, como
por exemplo, em areas desmatadas e regibes semi-aridas (DIAS-LIMA et al., 2003).
Isto ocorre porgue o flebotomineo dispbe de caracteristicas peculiares, tais como a
presenca de pequenos poros em seus ovos e a proximidade do mesmo ao corion, o
gque impede a desidratacdo e lhes permite sobreviver em ambientes secos
(FELICIANGELI et al., 1993), embora em menor densidade (DIAS-LIMA et al., 2003).

No que concerne a alimentacdo, os machos e fémeas de Lutzomyia
longipalpis alimentam-se de seiva e néctar de plantas, além de frutas maduras
(BRASIL, 2006). Entretanto, as fémeas também alimentam-se de sangue de
diversas, como de seres humanos, cdes, gatos, cavalos, jumentos, cabras, bois,
porcos, galinhas e animais silvestres (QUINNELL et al., 1992; CAMARGO-NEVES et
al., 2001; PASSOS-DIAS et al., 2003; MISSAWA et al., 2008, COSTA, 2011). Muitas
vezes, a preferéncia alimentar do flebotomineo é determinada pela acessibilidade,
abundancia, tamanho e biomassa do hospedeiro (QUINNELL et al, 1992; BERN et
al., 2010; OTRANTO et al., 2010).

Alguns estudos incriminam Lutzomyia longipalpis como antropofilico,
principalmente em areas endémicas para a doenca (QUINELL et al., 1992;
RANGEL; VILELA, 2008). Ao avaliarem o habito alimentar de Lutzomyia longipalpis
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em seres humanos, caes e galinhas, Quinnell et al. (1992) observaram a preferéncia
dos vetores pelos primeiros. No entanto, Sherlock (1996) observou uma baixa
antropofilia de Lutzomyia longipalpis, semelhante ao descrito por Camargo-Neves et
al. (2001). Segundo os autores, a preferéncia alimentar de Lutzomyia longipalpis foi
maior pelo sangue de cédes, quando comparado com o de seres humanos ou outros
animais.

Missawa et al. (2008) constataram que 30,8% dos flebotomineos avaliados
alimentaram-se preferencialmente por sangue de aves, 21,2% de roedores e 13,5%
de sangue humano e, em menor propor¢cdo, em amostras sanguineas de gambas,
bois, cavalos e cées, corroborando os relatos de Afonso et al. (2012).

O habito alimentar dos flebotomineos auxilia na identificacdo de possiveis
reservatérios da LV (CAMARGO-NEVES et al., 2001; AFONSO et al., 2012). Essa
diversificacao alimentar por parte dos flebotomineos reforca a idéia de que, com o
desmatamento e deslocamento populacional para a periferia de grandes centros
urbanos, a disponibilidade de animais silvestres como fonte alimentar torna-se cada
vez mais dificil, propiciando a rapida adaptacdo do vetor ao ambiente, que busca
fontes alternativas de alimentacao (FELIPE et al., 2011; AFONSO et al., 2012).

2.5 Reservatorios e hospedeiros domésticos da leishmaniose visceral

2.5.1 Caes

Até o presente momento, de todos os animais identificados como
reservatorios da LV, o cdo, do ponto de vista epidemiologico, € considerado o
reservatorio doméstico mais importante (BANETH et al., 2008; BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012). Isto se deve provavelmente ao contato direto desses animais com
os seres humanos, bem como ao frequente parasitismo cutaneo observado em caes
com ou sem sinais clinicos da doenca (LAURENTI et al., 2009). Estima-se que
aproximadamente 2,5 milhdes de cdes na regido sudoeste da Europa estejam
infectados, e que na América do Sul o numero de cées infectados também esteja na
casa dos milhdes, com as maiores taxas de infeccdo em paises como o Brasil e a
Venezuela (BANETH et al., 2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).
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Estudos pretéritos sugerem que a ocorréncia de leishmaniose visceral canina
precede ou esta correlacionada com a infeccdo em seres humanos (OLIVEIRA et al.,
2001; PRADO et al., 2011). No Brasil, a prevaléncia da enfermidade canina varia de
4% a 75%, dependendo da regido avaliada e do método de diagnostico utilizado
(CAMARGO-NEVES et al., 2001; DANTAS-TORRES et al., 2006; CAMARGO-
NEVES, 2007; ALMEIDA et al., 2010; BARBOSA et al., 2010; SILVA et al., 2010;
COURA-VITAL et al., 2011; FELIPE et al., 2011; BIGELI et al., 2012; SILVEIRA et
al., 2012).

A alta prevaléncia de cées assintomaticos sugere que estes animais mantém
o ciclo de transmissdo da LV na mesma proporcdo, ou até em proporcao superior
aos caes sintomaticos (DANTAS-TORRES et al., 2006; LAURENTI et al., 2009;
BARBOSA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2012). Segundo Laurenti et al. (2009), por
meio da técnica de xenodiagndstico, o parasita foi encontrado em 42% e 27% das
fémeas de Lutzomyia longipalpis alimentadas em cédes sem e com sinais clinicos de
leishmaniose visceral, respectivamente. De acordo Guarga et al. (2000), uma das
explicacbes para este fato é a de que o tecido cutdneo saudavel, de caes
assintomaticos, € mais atrativo as fémeas do flebotomineo, uma vez que, com a
progressdo da doenca e a deterioracdo da pele, a atracdo diminui. O
desenvolvimento de sinais clinicos inespecificos e, muitas vezes, tardios contribui
para o sub-diagnostico da doenca e transmissao do parasita no ambiente doméstico
(OLIVEIRA et al., 2001; LOPES et al., 2010).

O uso de técnicas moleculares para o diagndstico da leishmaniose visceral
canina (LVC), particularmente em animais soronegativos, permitiu confirmar que
quando as condi¢des sao favoraveis para a transmissao da doenca (tais como altas
densidades de animais e de flebotomineos) a infeccdo se dissemina rapidamente
pela populacdo canina. Mesmo com a disseminacdo da infeccdo em éareas
endémicas nem todos os caes infectados desenvolvem a doenca. Esses conceitos
demonstram que os casos clinicos de LVC sdo apenas o topo do iceberg em areas
endémicas, uma vez que a maioria da populacdo esta exposta e torna-se infectada
sem apresentar evidéncias clinicas da doenca ou anticorpos anti-Leishmania sp
(BANETH et al.,, 2008). Um estudo com 100 cées na llha de Mallorca, Espanha,

indicou que 13% dos animais apresentavam sinais clinicos da doenca, 26% eram
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sororreagentes e 63% apresentavam DNA de Leishmania quando testados por PCR
(SOLANO-GALLEGO et al., 2001; BANETH et al., 2008).

Caracteristicas individuais ou bioldgicas, tais como a idade e 0 sexo, podem
ser um fator de risco para a infeccdo por Leishmania sp. em cées. Contudo, diversos
estudos ndo puderam comprovar uma predisposicdo sexual para a doenca canina
(FRANCA-SILVA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2010; SILVA
et al., 2010; COURA-VITAL et al., 2011; SHANG et al., 2011; CORTES et al., 2012;
SILVEIRA et al., 2012), contrapondo-se a outros ensaios que verificaram maior
predisposicdo em machos (DANTAS-TORRES et al., 2006; JULIAO et al., 2007;
MIRANDA et al., 2008).

A LV pode acometer animais de qualquer idade, entretanto, a enfermidade em
cdes caracteriza-se por ocorrer de forma bimodal. O primeiro pico pode ocorrer em
animais com faixa etaria menor que trés anos, e o segundo ocorre entre oito e dez
anos de idade (PALTRINIERI et al.,, 2010). Provavelmente o desenvolvimento da
doenca na idade precoce estéa relacionado a predisposicédo genética levando a uma
resposta imunolégica deficiente, enquanto o segundo pico pode refletir uma infeccéo
precoce em um momento em que o0 animal apresentava resposta imune
predominantemente celular, que foi alterada com a idade, geralmente devido a
ocorréncia de comorbidades. Outra explicacdo seria a de que a infectividade em
cées adultos ou mais velhos esteja associada ao maior tempo de exposicdo aos
vetores (ZIVICNJAK et al., 2005; SHANG et al., 2011).

Dantas-Torres (2006), em um estudo realizado em Pernambuco, concluiu que
cées jovens, com idade inferior a um ano, possuem alto risco de infeccdo por L.
infantum chagasi. O estado imunolégico ainda imaturo do animal, associado as
condicbes ambientais, pode ser um fator determinante. Além disso, em areas
endémicas ocorre a reposicdo de cdes submetidos a eutanasia, ou que vieram a
Obito, por animais jovens, 0 que torna a populacdo canina mais susceptivel a
diversas enfermidades infecciosas, dentre elas a LV (ANDRADE et al., 2007).

No que concerne ao tamanho do animal, acredita-se que os cédes de ragas
grandes e gigantes sdo mais susceptiveis a enfermidade por apresentarem maior
superficie corporal, 0 que os torna mais vulneraveis a picada dos flebotomineos
(GALVEZ et al., 2010).
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Quanto ao padrao racial, teoricamente cdes de qualquer raca podem ser
acometidos por LV, contudo, parece existir uma predisposicdo em cédes das racas
Boxer, Rottweiller, Cocker Spaniel e Pastor Alemao (FRANCA-SILVA et al., 2003;
MIRANDA et al., 2008; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Além disso, caes da
raca Ibizian Hound apresentam uma resposta predominantemente celular contra o
parasita, sendo mais resistentes ao desenvolvimento de sinais clinicos da doenca
(SOLANO-GALLEGO et al., 2000).

2.5.2. Gatos

O primeiro caso de leishmaniose felina foi relatado na Argélia em 1912, onde
um animal de quatro meses de idade residia na mesma casa que um cao e uma
crianca, ambos portadores de leishmaniose visceral (SERGENT et al., 2012). A partir
dessa data, diversos paises, tais como Brasil (COSTA et al., 2010; NETO et al.,
2011; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012), Espanha (PORTUS et al., 2002;
MAROLI et al.,, 2007; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2007; AYLLON et al., 2008;
SHERRY et al., 2011), Franca (GREVOT et al., 2005), Itdlia (POLI et al., 2002;
PENNISI et al., 2004; VITA et al., 2005), Ird (HATAM et al., 2009; SARKARI et al.,
2009); Jerusalén (NASEREDDIN et al., 2008), Portugal (CARDOSO et al., 2010),
identificaram gatos infectados pelo parasita.

Nos ultimos anos, as pesquisas em areas endémicas demonstraram que essa
espécie animal é capaz de se infectar e desenvolver sinais clinicos da doenca
(VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012); contudo, acredita-se que os felinos
infectados possuam certo grau de resisténcia natural a enfermidade (SOLANO-
GALLEGO et al., 2007).

Estudos epidemiologicos identificaram valores de prevaléncia bastante
variaveis na leishmaniose visceral felina, da ordem de 16,3% na lItalia (VITA et al.,
2005), 6,29% e 60% na Espanha (MARTIN-SANCHEZ et al., 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2007), 6,7% em Jerusalém (AYLLON et al., 2008), 25% no Iran
(SARKARI et al.,, 2009) e cerca de 4 a 28% no Brasil (COSTA et al., 2010;
SOBRINHO et al., 2012).

Existem discrepancias no que diz respeito a predisposicdo sexual na

leishmaniose visceral felina. Enquanto alguns autores afirmam que a doenga é mais



16

prevalente em machos, provavelmente pelo acesso frequente as ruas (CARDOSO et
al., 2010; VIDES et al., 2011; SOBRINHO et al., 2012), outros nao verificaram tal
predisposi¢cao (NASEREDDIN et al., 2008 e SHERRY et al., 2011). A doenca pode
acometer gatos de trés meses a 16 anos, mas de acordo com Cardoso et al. (2010),
costuma ser mais frequente em gatos com idade superior a dois anos. No entanto,
outros estudos ressaltam auséncia de predisposicéo etaria na leishmaniose visceral
felina (SOLANO-GALLEGO et al., 2007; NASEREDDIN et al., 2008; SOBRINHO et
al., 2012).

No que concerne ao papel do gato como reservatorio da doenca, sugere-se
que os felinos podem atuar como reservatérios secundarios da LV (GRAMICCIA ;
GRADONNI, 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2007). Maroli et al. (2007)
verificaram, por meio de xenodiagnostico, que um gato cronicamente infectado por
L. infantum foi capaz de infectar o vetor, com taxas de repasto sanguineo e infeccéo
semelhantes as observadas em caes. De forma semelhante, Silva et al. (2010)
descreveram a primeira infeccdo de Lutzomyia longipalpis por L. infantum chagasi
em um gato naturalmente infectado no Brasil, sugerindo a participacdo desta

espécie animal no ciclo epidemiolégico da LV.

2.5.3 Outras espécies de animais domésticos

A elucidacdo do papel dos animais no ciclo da LV é crucial para o
delineamento de programas de controle da doenca. A atual estratégia de controle
baseia-se no diagndstico precoce e tratamento de seres humanos, no controle de
vetores e na eutanasia de caes infectados (BRASIL, 2006). Entretanto, tais medidas
podem ndo ser suficientes se outras espécies animais apresentarem também
importancia epidemioldgica.

Estudos prévios realizados na tentativa de identificar outras espécies animais
que participam do ciclo epidemiolégico da LV apresentam resultados controversos
(BERN et al., 2000; MUKHTAR et al., 2000; BHATTARAI et al., 2010).

Apesar de pouco frequente, existem descricdes de equinos infectados por L.
infantum (KOEHLER et al., 2002; ROLAO et al., 2005), mas o papel desses

herbivoros na transmissao das leishmanioses, quer como fonte de alimentacédo para
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0s vetores ou como participante do ciclo epidemiolégico da doenca, ainda ndo esta
totalmente esclarecido (CERQUEIRA et al., 2003; KOUAM et al., 2010).

Embora os equideos infectados experimentalmente realizem soroconverséo e
mantenham formas amastigotas do parasita no figado, estes ndo desenvolvem
sinais clinicos e nem séo infectivos ao flebotomineo Lutzomyia longipalpis, quando
submetidos ao xenodiagnostico (CERQUEIRA et al., 2003). Fernandez-Bellon et al.
(2006) e Feitosa et al. (2013) detectaram sororreatividade ao protozodario da
leishmaniose visceral em 14,3% (16/112) e 14,59% (68/466), respectivamente, dos
cavalos avaliados provenientes de areas endémicas para a doenca. Leishmania
infantum também tem sido relatada como agente causador de leishmaniose cutanea
em cavalos em Vvarios paises europeus, tais como Portugal (ROLAO et al., 2005) e
Alemanha (KOEHLER et al., 2002).

Muller et al. (2009), identificaram nove equinos com lesGes cutaneas
provavelmente infectados com uma nova cepa ou uma nova espécie de Leishmania
na Europa central, L. siamensis. Reuss et al. (2012) identificaram o mesmo agente
em cavalos provenientes da Florida (EUA), ressaltando a importancia dos equinos
na transmissao zoonotica da leishmaniose.

Leishmaia siamensis também foi identificada em vacas provenientes da
Suica (LOBSIGER et al.,, 2010) e a participacdo desta espécie animal como
reservatério da doenca foi observada em estudos pretéritos (MUKHTAR et al., 2000;
BHATTARAI et al., 2010; KHANAL et al., 2010; SINGH et al., 2013).

No que tange as cabras, a prevaléncia da doenca nesses animais pode
chegar a 27% em algumas regides endémicas; entretanto, da mesma forma que o0s
outros animais, sua participacao no ciclo epidemiolégico da doenca, quer como fonte
de alimentacéo para os vetores ou como reservatério da enfermidade, ainda néo foi
completamente esclarecido (MUKHTAR et al., 2000; KHANAL et al., 2010; SINGH et
al., 2013). Mutinga et al. (1989), avaliando caprinos no Quénia, demonstraram que
estes sdo hospedeiros de L. donovani, uma vez que identificaram formas
amastigotas do parasita em baco, figado, linfonodos, conduto auditivo e vulva de
animais naturalmente infectados. Ademais, 0s autores reproduziram
experimentalmente a infeccdo em caprinos sadios.

No Brasil poucos estudos foram realizados avaliando a participacdo de

animais de producao na epidemiologia da leishmaniose visceral. Recentemente na
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Bahia, Julido (2011) investigou a participacao de bovinos, caprinos, equinos e ovinos
como reservatorios da doenca. Nas espécies avaliadas foi possivel amplificar o DNA
do parasita no sangue periférico de 25% (5/20) do gado.

O papel das aves, particularmente das galinhas (Gallus gallus), na cadeia
epidemioldgica da LV ainda néo esta totalmente elucidado. Apesar dessas aves
possuirem a capacidade de atrair o vetor Lutzomyia longipalpis, elas ndo sao
capazes de manter a infeccdo (ALEXANDER et al., 2002; OTRANTO et al., 2010),
provavelmente pela elevada temperatura corporal (ALEXANDER et al.,, 2002).
Outrossim, as galinhas sdo importantes na manutencdo da populacéo de vetores no
ambiente (ALEXANDER et al., 2002; OTRANTO et al., 2010). Apesar do sangue
desses animais ser menos nutritvo do que o de mamiferos, influenciando a
produtividade de ovos e, portanto, a populacéo de flebotomineos, essa desvantagem
parece ser compensada pela maior facilidade que o flebotomineo tem de se
alimentar nas aves (ALEXANDER et al., 2002), verificando-se a elevada quantidade
de vetores em areas com grande densidade populacional de galinhas (FERNANDEZ
et al., 2010). Desta forma, esses animais atuam como chamariz ou isca para atrair
L. longipalpis, mantendo-os na regio peridomiciliar (ARAUJO et al., 2000; PASSOS-
DIAS et al., 2003; LAINSON ; RANGEL, 2005).

2.6 Diagnéstico de leishmaniose visceral

O diagnéstico da LV pode ser firmado por métodos parasitolégicos,
sorolégicos e moleculares (GONTIJO ; MELO, 2004; MANNA et al., 2004;
FRANCINO et al., 2006; FERNANDEZ-BELLON, 2006; ZANETTE, 2006; MOREIRA
et al., 2007; MIRO et al., 2008).

2.6.1. Métodos parasitolégicos

O método parasitoldgico direto consiste em identificar formas amastigotas de
Leishmania sp. em esfregagos obtidos a partir da citologia aspirativa de 6rgaos
linféides, tais como baco, figado, linfonodos e medula éssea (IKEDA-GARCIA;
FEITOSA, 2006; MOREIRA et al., 2007). Esta técnica é simples, pouco invasiva,
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com 100% de especificidade; entretanto, sua sensibilidade depende do grau de
parasitemia, do tipo de material biolégico colhido, do tempo de evolucédo da doenca
e da experiéncia do profissional que vai fazer a leitura das laminas (IKEDA-GARCIA,
FEITOSA, 2006; LAURENTI, 2009).

Em animais assintomaticos ou em tecidos pouco parasitados, o exame
parasitologico direto pode propiciar um resultado falso negativo ou inconclusivo, uma
vez que poucas formas amastigotas sao observadas (BRASIL, 2006; LAURENTI,
2009). Isso pode ser solucionado com a utilizagdo da técnica de imuno-histoquimica
ou imunocitoquimica, que sdo meios de diagnostico mais sensiveis, porém exigem
mais tempo na sua elaboracdo (TAFURI et al., 2004; MOREIRA et al., 2007;
LAURENTI, 2009).

2.6.2. Métodos Soroldgicos

O diagnéstico de LV por meio de técnicas soroldgicas esta padronizado para
cdes e gatos, com poucos estudos em outras espécies animais (PALTRINIERI et al.,
2010; VIDES et al., 2011). Em cées com LV a soroconversdao ocorre, em média,
cinco meses apos a infeccdo. Entretanto, pode ocorrer entre um e 22 meses
(PALTRINIERI et al., 2010). Os testes sorologicos devem ser interpretados com
cautela, uma vez que nao sao 100% sensiveis e falham em detectar cées infectados
assintomaticos, que possuem uma resposta imune predominantemente celular
(IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006).

Os titulos de anticorpos anti-Leishmania sp., obtidos por meio de exames
sorolégicos, nem sempre estdo associados com a severidade dos sinais clinicos e
devem ser interpretados com cautela. Titulos baixos geralmente sdo observados em
cées assintomaticos infectados, cdes provenientes de areas endémicas e expostos
ao parasita (PALTRINIERI et al., 2010), ou naqueles que apresentam reacao
cruzada com outros agentes infecciosos (ZANETTE, 2006). Inversamente, um titulo
de anticorpos elevado, isto é, de duas a quatro vezes acima do ponto de corte da
reacao, ira confirmar a presenca da doencga (PALTRINIERI et al., 2010). Em caes com
idade inferior a trés meses nao se deve realizar a sorologia, uma vez que a presenca
de anticorpos circulantes maternos podem propiciar resultados falso-positivos
(BRAGA et al., 1998).
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A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. no soro pode ser realizada por
diferentes técnicas soroldgicas tais como a Imunofluorescéncia indireta (RIFI), o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto, a imunocromatografia, a hemaglutinacéo
indireta, a imunofixagdo em gel, o western blot e a aglutinacdo direta (GONTIJO ;
MELO, 2004; METTLER et al., 2005; MAIA ; CAMPINO, 2008; LAURENTI, 2009;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009; MARCONDES et al., 2011).

Até meados de novembro de 2011, os métodos de diagndstico soroldgico
recomendados pelo Ministério da Saude (MS) para a rotina e inquéritos
epidemioldgicos em municipios com registro de LV eram o ELISA e a RIFI. Contudo,
esses métodos estdo sendo substituidos gradualmente pela utilizagcdo de um teste
rapido de imunocromatografia (DPP® - Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de Janeiro,
Brasil) como técnica de triagem e pelo ELISA como teste confirmatério da doenca
(BRASIL, 2011b).

A RIFI utiliza como antigeno promastigotas de leishmania, apresentando
sensibilidade que varia entre 87 e 100% e especificidade de 80% a 100%
(MACHADO et al.,, 2007b; METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006). Quanto ao
ponto de corte da reacdo, 0 mesmo pode variar de acordo com o laboratorio. De
maneira geral, considera-se positivo um animal com titulo igual ou superior a 1:40;
entretanto, alguns laboratorios utilizam como ponto de corte da reacéo valores iguais
ou superiores a 1:80 (BRASIL, 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
PALTRINIERI et al., 2010).

A RIFI possui a desvantagem de que, quando da analise de um grande
namero de amostras, o tempo despendido pelo profissional para a leitura das
laminas é muito grande, além de apresentar reacdo cruzada com o Trypanossoma
cruzi (ZANETTE, 2006). Segundo Zanette et al.( 2008a), 42,9% (6/14) das amostras
sorolégicas de cdes infectados por Trypanossoma cruzi apresentaram reacdo
cruzada, quando testadas por meio da técnica de RIFI para a pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania sp. Esses dois tripanossomatideos apresentam semelhancas
filogenéticas entre si (LEMESTRE et al.,, 1986), o que pode induzir a dados
epidemiologicos distorcidos em areas endémicas onde as doencas se sobrepdem
(ZANETTE, 2006; MIRO et al., 2008).

O método de ELISA é de facil execucdo, leitura rapida, valor acessivel e

permite a realizacdo de um numero maior de amostras, além de fornecer resultados
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automatizados, o que elimina a subjetividade na leitura (BRASIL, 2011). A
sensibilidade e especificidade da técnica podem variar entre 92 e 100% e entre 71 e
100%, respectivamente, na dependéncia do antigeno utilizado (REITHINGER et al.,
2002; METTLER et al., 2005; ZANETTE et al., 2006; MOREIRA et al., 2007; MIRO et
al., 2008; SILVA et al., 2012). As técnicas que utilizam antigenos totais sédo limitadas
em termos de especificidade, apresentando reacgdes cruzadas ndo somente com
outras espécies da familia Trypanosomatidae, mas também com outros organismos
filogeneticamente distantes, como a Ehrlichia canis (ZANETTE et al., 2008b).

A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados, como as
glicoproteinas de membrana gp63, gp72 e gp70 especificas do género Leishmania,
melhoram a sensibilidade e a especificidade da técnica de ELISA; entretanto, ainda
assim podem ocorrer reacdes cruzadas com outros tripanossomatideos. Alguns
antigenos recombinantes como o rK39, rK9 e rK26 parecem conferir grande
sensibilidade quando da realizacdo do teste sorolégico (ROSARIO et al., 2005;
IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006; SILVA et al., 2012) .

Porrozzi et al. (2007), em um estudo comparando a utilizagdo da técnica de
ELISA com antigeno recombinante (rK39) e com antigeno bruto em uma populagéo
de cdes com e sem sinais clinicos da doenca, verificaram uma maior sensibilidade
do rk39 para a deteccdo de caes sintomaticos (94%) quando comparado ao
antigeno bruto (88%). Por outro lado, em cdes assintomaticos os testes empregando
antigeno recombinante e bruto apresentaram sensibilidade de 66% e 30%,
respectivamente.

A resposta imunolégica humoral dos gatos frente a uma infeccdo por L.
infantum chagasi parece ser pequena, evidenciada por uma menor producdo de
anticorpos séricos quando comparada com os cdes. Provavelmente a imunidade
celular seja mais eficaz no controle da infec¢édo, explicando a presenca de um maior
namero de animais assintomaticos em relacao aos que desenvolvem quadro clinico
da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2007). Por essa razao, varios estudos tém
sido realizados na tentativa de padronizar a melhor técnica para identificar gatos
infectados por meio de sorologia (SOLANO-GALLEGO et al., 2007; COSTA et al.,
2010; SOBRINHO,2010).

Neto et al. (2011) pesquisaram, na mesma populacdo de gatos, a presenca

de anticorpos anti-Leishmania sp. utilizando como antigenos um lisado de



22

promastigotas de L. chagasi, 0 antigeno recombinante rK39 e o antigeno purificado
FML (fracdo ligante de fucose manose). Segundo os autores, a soroprevaléncia foi
detectada em 23% das amostras submetidas ao teste de ELISA-antigeno total,
15,9% pelo ELISA-rK39 e 13,3% pelo ELISA-FML.

Semelhante ao que ocorre em céaes, a sensibilidade e especificidade dos
meétodos sorologicos para diagndéstico de LV em gatos podem variar de acordo com
0 anticorpo e cromdgeno utilizados. Enquanto Costa (2008) verificou valores de
sensibilidade e especificidade da técnica de ELISA da ordem de 12,5% e 65,4%
respectivamente, ao utillizar a proteina A com o0 cromogeno OPD
(ortofenilenediamina); ao utilizar IgG e o cromégeno TMB, os valores de
sensibilidade e especificidade passaram a ser, respectivamente, 25% e 19,2%.
Sobrinho (2010) descreve valores de sensibilidade da ordem de 56% e 55% e de
especificidade de 89% e 90%, para o ELISA utilizando proteina A e o ELISA
utilizando 1gG, respectivamente, ambos com o cromégeno TMB. De acordo com a
autora, o TMB é o cromdgeno mais sensivel para a leitura da reacdo (SOBRINHO,
2010).

Ao pesquisarem anticorpos anti-Leishmania sp., por meio de ELISA, no soro
de equinos naturalmente infectados e assintomaticos, Fernandez-Bellon et al.
(2006), observaram que 14,28% (16/112) dos animais apresentam soroconversao
quando foram utilizadas concentracdes de soro e do conjugado anti-proteina A
superiores as normalmente utilizadas no soro de cdes. Quando o conjugado utilizado
foi anticorpo anti-lgG, nenhuma amostra soroldgica apresentou sororreatividade.
Segundo os autores, isso se deveu ao fato da resposta humoral de equinos divergir
da observada em caes, sendo, provavelmente, de menor intensidade. Em contraste,
mais de dois tercos dos equinos apresentaram uma resposta imune celular,
observada por meio da técnica de proliferacdo linfocitaria para antigenos anti-L.
infantum, similar ao descrito em cdes assintomaticos e em seres humanos
infectados pelo parasita (ASHFORD, 2000).

Os testes comerciais de imunocromatografia utilizam como antigeno o rK39 e
tém sido Uuteis no diagndstico de LV tanto em seres humanos quanto em caes. Suas
vantagens séo simplicidade de uso e rapida resposta (cerca de 10 minutos), rapidez,
praticidade, realizacdo a partir de uma pequena amostra de sangue total, soro ou

plasma, além de nado exigir equipamentos laboratoriais especificos, armazenamento
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sob refrigeracdo e especializacdo tecnoldgica. Outra vantagem € a auséncia de
reacdo cruzada entre T. cruzi e L. infantum chagasi (ROSARIO et al., 2005;
ZANETTE et al., 2008a; PORROZZI et al., 2007; SILVA et al., 2012).

A sensibilidade do teste de imunocromatografia com antigeno rK39 pode
variar entre 77% e 91,5%, e a especificidade varia de 61 a 100% (REITHINGER et
al., 2002; ZANETTE, 2006; LEMOS et al.,, 2008; LIMA et al.,, 2010). Segundo
estudos realizados por Lemos et al. (2008) e Lima et al. (2010), a
imunocromatografia apresentou sensibilidade inferior a técnica de ELISA, e
especificidades semelhantes. Contudo, essa divergéncia pode ter ocorrido pelo
antigeno utilizado no segundo teste ou pela condicdo clinica e imunologica dos
animais (METTLER et al., 2005; LEMOS et al., 2008). De acordo com Lemos et al.
(2008), a sensibilidade do teste rapido de imunocromatografia utilizando o antigeno
recombinante rK39 na deteccdo de caes assintomaticos naturalmente infectados por
L. infantum chagasi foi menor do que a observada em amostras soroldgicas de cées
com sinais clinicos da doenca, confirmando os relatos de Mettler et al. (2005).

Feitosa et al. (2013), avaliando, por meio de imunocromatografia, amostras
séricas de 68 equinos sororeagentes ao ELISA com conjugado anti-proteina A
obtiveram resultados positivos em 19 delas, demonstrando que a concordancia entre

as técnicas para o diagnostico de LV em equinos néo foi boa.

2.6.3. Métodos Moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que permite
identificar e ampliar seletivamente sequéncias de DNA do parasita em uma
variedade de tecidos, incluindo medula éssea, aspirados de linfonodos, baco e
figado, biopsias cutaneas, conjuntiva, sangue, liquor e em cortes histolégicos de
tecidos parafinados e congelados (FISA et al., 2001; MANNA et al., 2004; NUNES et
al., 2007; MAIA ; CAMPINO, 2008; MAIA et al., 2009; SOLANO-GALLEGO et al.,
2009; LOMBARDO et al., 2012).

A escolha do tecido onde seré realizada a pesquisa do DNA do parasita
influencia a sensibilidade da reacdo. Nas amostras de sangue a sensibilidade é
menor (NUNES et al., 2007), principalmente quando comparada com a reacao

proveniente de outros tecidos, como linfonodo, pele e medula éssea (MIRO et al.,
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2008; PALTRINIERI et al., 2010). A técnica de PCR em Tempo Real (QPCR) € um
método avancado que pode detectar niveis extremamente baixos de parasitas,
baseando-se na deteccédo e quantificacdo em tempo real da fluorescéncia emitida
proporcionalmente a sintese do produto de PCR. Trata-se de uma técnica
consideravelmente mais sensivel do que a PCR convencional, menos laboriosa e
com menor risco de contaminacao na sua execucao, uma vez que utiliza um sistema
fechado, o que eleva a especificidade do teste (MORTARINO et al., 2004,
FRANCINO et al., 2006; MIRO, et al., 2008). Por essa raz&o é uma melhor op¢do em
relacdo ao PCR convencional quando a investigacdo é feita em amostras de sangue
total (SOLANO-GALEGO et al., 2001; FRANCINO et al., 2006).

Durante infecgbes naturais multiplos métodos diagndsticos devem ser
utilizados, j& que uma Unica técnica ndo identifica todos os animais infectados
(REITHINGER et al., 2002; MAIA ; CAMPINO, 2008; MIRO et al., 2008). De maneira
geral a técnica de PCR é mais eficiente para detectar estagios iniciais da infeccao,
enquanto a sorologia é melhor para diagnosticar estdgios mais avancados. No
entanto, a sensibilidade da PCR se eleva quando a pesquisa é realizada em outros
orgao, como linfonodos, baco e figado (PALTRINIERI et al., 2010).

Com o intuito de obter resultados mais satisfatorios na investigacdo de
animais infectados por Leishmania infantum em areas endémicas, alguns autores
sugerem associar os dois meios de diagndstico, na tentativa de detectar os animais
assintomaticos e descartar outras doencas infecciosas que possam causar reacdes
soroldgicas cruzadas (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; MIRO et al., 2008; SHANG
et al., 2011). Ao avaliarem 183 gatos provenientes da Espanha, Martin-Sanchez et
al. (2007) observaram que em 31,6% dos felinos com baixos titulos de anticorpos
anti-Leishmania sp. foi possivel amplificar fragmentos de DNA do parasita no
sangue.

Na avaliacdo de grandes quantidades de animais, a utilizacdo de amostras
sanguineas € mais vantajosa, pois a coleta é rapida, facil e menos invasiva,
entretanto, pode resultar em menor sensibilidade do teste, devido a baixa
parasitemia dos animais infectados na dependéncia do tempo de evolugdo da
doenca (FISA et al.,, 2001; MANNA et al., 2004; NUNES et al., 2007; MAIA ;
CAMPINO, 2008).
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Em um estudo realizado em Petrolina (PE), Ramos et al. (2012) compararam
a técnica de PCR convencional e de PCR em Tempo Real, utilizando amostras de
medula 6ssea, linfonodos e baco de 35 cées naturalmente infectados por L. infantum
chagasi, com e sem sinais clinicos da doenca. Os autores observaram que a PCR
em Tempo Real foi capaz de amplificar o DNA de leishmanias em 100% das
amostras de tecidos linféides de caes assintomaticos, enquanto a PCR convencional
detectou o parasita em apenas 20% destes animais. Segundo Francino et al. (2006),
enquanto a PCR convencional da medula 6ssea s6 conseguia detectar cdes com
carga parasitaria maior ou igual a 30 parasitas/mL, a qPCR da mesma amostra
detectava caes infectados com menos de 1 parasita/mL.

Enquanto a sorologia determina apenas que o animal apresentou contato com
0 agente infeccioso, mas ndo é capaz de distinguir um parasitismo atual ou passado;
a determinacdo da carga parasitaria no sangue de um animal infectado auxilia na
avaliacdo da real importancia deste como reservatorio da doenca, além de ser um
bom indicador de infeccdo atual ou pregressa (PRINA et al., 2007; MIRO et al.,
2008).

Julido (2011) propés que a gPCR fosse utilizada como método de
investigacdo para determinar se outras espécies animais, além dos caes, atuam
como reservatérios da LV. Segundo o autor, a carga parasitaria observada em
amostras sanguineas de bovinos provenientes de area endémica para LV na Bahia
foi semelhante a observada em cées portadores da doenca. O uso da técnica de
PCR em Tempo Real permitiu concluir que o gado pode atuar como reservatorio da

LV nesta regido.

2.7 Fatores de risco associados a ocorréncia de leishmaniose visceral

O ambiente desempenha um importante papel na dindmica de transmissao da
LV. A pobreza ou a miséria, associadas a rapida e desorganizada urbanizacéo nas
periferias dos grandes centros urbanos, leva a um grande aglomerado populacional,
habitacdes inadequadas e a falta de estruturacéo sanitaria, favorecendo a expansao
da doenca (WERNECK et al., 2007; BOELAERT et al., 2009; CERBINO-NETO et al.,

2009). Mais ainda, a reducdo dos investimentos em saude e educagéo, falhas nas
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acOes de controle da doenca, e adaptacdo do vetor aos ambientes modificados pelo
homem, auxiliam na urbanizacédo da LV (DUJARDIN et al., 2008).

Segundo Silva et. al. (2003), em muitos municipios pernambucanos 0s casos
de LV parecem estar associados a modificacdo ambiental causada pelo homem e a
ocupacao desordenada do espaco fisico. Em Petrolina (PE), divisa com a cidade de
Juazeiro (BA), com a exportacao de frutas advinda da irrigacdo houve grande influxo
de pessoas para a cidade, além de industrializacdo e modernizagdo da regido.
Contudo, este fato proporcionou o desemprego e a miséria dos agricultores, que se
deslocaram para as periferias do municipio. Essa ocupacédo desordenada nao foi
acompanhada por investimentos na infraestrutura basica favorecendo a urbanizacéo
da LV naregido (CESSE et al., 2001).

A presenga de caes no interior dos domicilios ou em areas peridomiciliares
pode ser um fator de risco para a ocorréncia de LV em seres humanos (MORENO et
al., 2005; BORGES et al., 2009; FAYE et al., 2011). Em um estudo conduzido por
Cesse et al. (2001), 67% dos pacientes humanos com LV possuiam animais em
casa quando adoeceram, a maioria de médio e grande porte. A criacdo de animais
pode piorar as condicdes sanitarias locais, devido a producédo de residuos organicos,
o0 que favorece a atracdo e manutencdo do vetor no ambiente (FELICIANGELI,
2004; LAINSON ; RANGEL, 2005).

De acordo com Borges et al. (2009), moradores com um ou dois caes em
suas residéncias apresentaram, respectivamente, 1,87 e 3,36 vezes mais chances
de contrairem a doenca, quando comparados a individuos que nao possuiam
animais. De forma semelhante, Faye et al. (2011) verificaram que, além da presenca
dos céaes duplicarem o risco da doencga aos seres humanos, em casas com animais
portadores de LV a chance dos moradores tornarem-se infectados foi 5,56 vezes
maior do que naquelas habitacdes com animais ndo infectados. Segundo Galvez et
al. (2010), o risco de infeccdo é trés vezes maior para 0S cdes com acesso as ruas,
do que para aqueles que residem em canis ou permanecem no interior das
moradias.

Julido et al. (2007) e Barboza et al. (2006) verificaram que residir com gatos
no mesmo ambiente ndo constituiu um risco para a ocorréncia da doenca canina.
Por outro lado, Silva et al. (2012) concluiram que a presenca de gatos infectados

pode estar associada a prevaléncia da leishmaniose visceral em cées. De acordo
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com os autores, casas com felinos apresentaram 58% mais chances de possuirem
cées sororreagentes para L. infantum chagasi do que moradias sem gatos.

O convivio com outras espécies também pode favorecer o risco de infeccdo
pelo parasita em animais ou em humanos (MOREIRA JR. et al., 2003; BARNETT et
al., 2005; CAMARGO-NEVES, 2007; AZEVEDO et a., 2008). Enquanto Bern et al.
(2000, 2005, 2010) sugeriram que uma maior densidade de vacas e bufalos nas
proximidades das residéncias reduz o risco de casos de LV em seres humanos em
Bangladesh; Bucheton et al. (2002) e Barnett et al. (2005) demonstraram aumento
do risco de desenvolver a enfermidade associado ao fato de possuir um bovino em
casa ou nas proximidades.

A complexidade do efeito da presenca do gado sobre o risco de adquirir LV
ocorre pelo fato de que sua presenca pode alterar a dindmica populacional e o
comportamento dos flebotomineos e, consequentemente, as taxas de infeccdo e
exposicao de seres humanos aos mesmos. Bern et al. (2000, 2010) sugeriram que
os humanos que possuiam uma vaca ou bufalos em suas propriedades
apresentavam menor risco de se infectarem com L. donovani , uma vez que esses
animais podem atuar como uma fonte preferencial de alimento. Outra possibilidade,
levantada pelos autores, € a de que os individuos que possuem animais de grande
porte apresentam uma posi¢cao socioecondmica mais elevada, possuindo um melhor
estado nutricional e, portanto, diminuindo as chances de adquirir a doenga.

No que concerne as cabras, 0 convivio com esses animais pode contribuir
para a infeccdo em humanos. Segundo Khanal et al. (2010), a proximidade de
cabras sorologicamente positivas aumentou o risco de infeccédo por L. donovani em
seres humanos no Nepal. Conforme elucidado pelos autores, o0s caprinos
representam um fator de risco para o desenvolvimento de LV porque possuem um
papel improtante na distribuicdo espacial do parasita e, desta forma, no risco de
infeccdo para seres humanos, por atrairem o vetor infectado para o ambiente
peridoméstico.

Bhattarai et al. (2010), com o objetivo de determinar as razdes pelas quais 0s
casos LV continuam a ocorrer mesmo durante periodos intraepidémicos, mapearam
infec¢des por L. donovani em seres humanos, vacas, bufalos e cabras em uma area
de transmissdo ativa de LV no Nepal. A andlise dos fatores de risco para a

ocorréncia da LV demonstrou que individuos vivendo em residéncias a uma
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distancia menor do que 22,8m de uma casa com um animal infectado apresentaram
37% de chance de também serem infectados, contra 7,9% se a distancia entre as
residéncias for maior do que 22,8m.

Na india, o risco de infeccdo por L. donovani é claramente observado em
pessoas que residem em casas rebocadas de lama ou sem reboco (DESJEUX,
1996; RANJAN et al.,, 2005; SAHA et al.,, 2009), semelhante a outros estudos
realizados no Nepal (BERN et al., 2000; SCHENKEL et al., 2006), Quénia (RYAN et
al., 2006) e Brasil (CESSE et al.,, 2001). Por essas residéncias apresentarem
rachaduras, reterem mais umidade nas paredes e no piso, € serem menos
ventiladas favorecem a manutencdo e procriacdo dos flebotomineos, que
permanecem em frestas e rachaduras das paredes ou no piso Umido, sem
calcamento (HATI, 1983; BERN et al., 2000; SCHENKEL et al., 2006; SINGH et al.,
2010). Residir nesse tipo de domicilio pode aumentar de duas a quatro vezes a
chance de infec¢cdo humana pelo parasita (RANJAN et al., 2005; SAHA et al., 2009).

Bern et al. (2000) verificaram menor risco de infeccdo aos proprietarios com
melhor aquisi¢ao financeira, que viviam em moradias com mais de trés comodos, na
india. Esse fato vem de encontro com os achados de Cesse et al. (2001) em
Petrolina (PE), que verificaram que as baixas condicdes financeiras e a estruturacao
precaria dos imoveis favoreceram a infeccdo por L. infantum chagasi em seres
humanos.

Os resultados de estudos no que se refere ao papel das aves no ciclo
epidemioldgico da LV ainda sdo controversos. Enquanto alguns autores sugerem
que a presenca de galinhas nas residéncias esta relacionada a maior proliferacéo do
vetor da LV (RODRIGUES et al., 1999; ALEXANDER et al. 2002; LAINSON;
RANGEL, 2005), em um estudo realizado no agreste pernambucano foi possivel
comprovar que a criacdo de aves ao redor das moradias pode atuar como uma
barreira zooprofilatica para a infeccdo por L. infantum chagasi, diminuindo a
populacdo de flebotomineos no interior das residéncias e elevando a quantidade no
interior dos galinheiros (COSTA, 2011).

Rodrigues et al. (1999) enfatizaram que os seres humanos que residiam em
casas com criatorios de galinhas possuiam quatro vezes mais chance de infectarem-
se do que as pessoas que viviam ha mesma area, mas nao possuiam estas aves em

seus quintais. De forma semelhante, Borges et al. (2009), relataram que a presenca
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de patos, roedores, passaros e galinhas proximas aos domicilios aumenta o risco de
ocorréncia de LV em seres humanos em 4,18; 1,81; 1,57 e 1,47 vezes,
respectivamente.

Estudos realizados na regi&o nordeste do Brasil (JULIAO et al., 2007; SILVA
et al., 2012) ndo verificaram associacao entre a presenca de galinhas e a infeccao
por L. infantum chagasi em cées. Da mesma forma, Singh et al. (2010), na india, ndo
observaram um risco maior em seres humanos de adquirem a doenga, quando
possuiam aves em suas residéncias.

A presenca de cobertura vegetal (CERBINO-NETO et al., 2009), auséncia de
rede de esgoto (COSTA et al., 2005; CAMARGO-NEVES, 2007; BIGELI et al., 2012)
e a coleta de lixo inadequada (COSTA et al., 2005; MORENO et al.,, 2005;
CERBINO-NETO et al., 2009; BIGELI et al., 2012) também podem estar associados
a manutencédo da infeccdo por L. infantum chagasi em &reas urbanas. Esses fatores
tornam o ambiente propicio ao desenvolvimento de formas imaturas e a manutencgao
do vetor no ambiente (FELICIANGELI, 2004; FERNANDEZ et al., 2010).

Estima-se que a chance de infeccdo em areas sem rede de esgoto ou sem
coleta de lixo adequada possa ser quatro e seis vezes maior, respectivamente, do
gue aquela em areas com servico sanitario adequado (DHIMAN; SEAN, 1991;
COSTA et al.,, 2005). Estudos avaliando o percentual de domicilios com &agua
canalizada (CERBINO-NETO et al, 2009) e a presenca de rede elétrica
(FERNANDEZ et al., 2010), considerados fatores indicativos de melhoria no nivel
socioecondémico, verificaram uma associacdo inversa com a incidéncia de LV e a
alta densidade de flebotomineos respectivamente.

Por outro lado, alguns estudos realizados no Brasil ndo evidenciaram
associacao entre a coleta de lixo irregular ou a auséncia de infraestrutura sanitaria
adequada e a infecgao por L. infantum chagasi em cées (COURA-VITAL et al., 2011;
SILVA et al., 2012). De acordo com Coura-Vital et al. (2011), quase a totalidade das
casas visitadas em Belo Horizonte (MG) possuiam coleta de lixo publica e
saneamento béasico, o que pode ter causado a a falta de correlacéo entre os fatores

de risco e a enfermidade canina.
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2.8 Medidas de prevencéao e controle da leishmaniose visceral

No Brasil, as medidas de profilaxia adotadas pelo Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV), do Ministério da Saude, sé&o
direcionadas basicamente ao homem, cées e vetores. Essas medidas incluem a
utilizacdo de mosquiteiros ao redor das camas; uso de telas em portas e janelas e
uso de repelentes e ndo exposicdo ao vetor durante o periodo crepuscular e
noturno, na tentativa de evitar o contato dos seres humanos com os flebotomineos
(BRASIL, 2006).

Em relacdo aos cées, além das medidas citadas, recomenda - se a utilizacao
de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% (KILLICK-KENDRICK et al., 1997;
CAMARGO-NEVES et al., 2004; BRASIL, 2006). Essa alternativa de prevencao
demonstrou ser eficaz na reducdo da incidéncia de casos humanos e caninos em
varias regiées (MAROLI et al., 2001; CAMARGO-NEVES et al., 2004).

No que concerne as medidas de prevencao direcionadas ao flebotomineo,
busca-se a limpeza frequente de quintais e terrenos; poda de arvores; limpeza e
ventilacdo das areas com criacdo de animais; ndo permanéncia de animais
domésticos no interior das residéncias; destino adequado do lixo; infraestrutura
sanitaria adequada e uso de reboco ou cal na construcdo das residéncias, visando
reduzir a quantidade de matéria organica, a umidade e a presenca de areas
sombreadas, que favorecem a procriagdo e manutencdo dos flebotomineos
(BRASIL, 2006; SCHENKEL, 2006).

Atualmente as medidas de controle para a enfermidade no Brasil incluem a
educacdo em saude, o diagnéstico e tratamento dos casos humanos; borrifacao
residual com inseticidas nas residéncias e no minimo a 200 metros ao redor da
residéncia com caso humano de LV, bem como a eliminacdo dos cées
sororreagentes ou infectados (BRASIL, 2006). Para obter melhores resultados, os
métodos de controle devem estar associados as medidas de prevencao da doenca
(BRASIL, 2006; RONDON et al., 2008).
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2.9 Geoprocessamento e Analise Espacial

Com o intuito de auxiliar na identificacdo de areas de risco e na elaboracéo de
medidas de controle da leishmaniose visceral muitos estudos utilizam como recurso
0 geoprocessamento e a analise espacial, facilitando a acdo da Vigilancia
Epidemioldgica na investigacéo, controle e prevencao da enfermidade (CAMARGO-
NEVES et al., 2001; OLIVEIRA et al.,, 2001; CERBINO-NETO et al., 2009;
CARVALHO; SOUZA-SANTOS, 2005; ANTONIALLI et al., 2006).

Com esta ferramenta, é possivel observar com mais facilidade a distribuicdo e
deslocamento espacial da leishmaniose no decorrer do tempo, identificar os padrbes
geograficos de morbidade e mortalidade, espacializar os fatores de risco ambiental e
socioeconémico, além de elaborar medidas atuais e preditivas de controle da
doencga (SANTOS ; BARCELLOS, 2006; DIAS ; YWAZAKI, 2007).

O geoprocessamento permite o tratamento, manipulacdo e apresentacdo de
dados georreferenciados, a partir do uso de informacgbes cartograficas e das
coordenadas associadas a esses mapas. Esta ferramenta tecnoldgica necessita de
programas computadorizados especializados, denominados de Sistema de
Informacdes Georreferenciados (SIG ou GIS), que integralizam as informacdes
obtidas, criam bancos de dados, além de realizar a andlise espacial dos dados
(CAMARGO - NEVES et al., 2004; CAMARA ; CARVALHO, 2004; SANTOS ;
BARCELLOS, 2006; SANTOS ; SOUZA, 2007; DIAS ; YWAZAKI, 2007).

A andlise espacial € uma vertente da estatistica que estuda métodos
cientificos para coleta, descricdo, visualizacdo, andlise e interpretacdo de dados
georreferenciados (KHEIFETS, 1993; ASSUNCAO, 2001; WERNECK et al., 2002;
MARTINS et al., 2007) que, quando convertidos em informacfes podem ser
empregados na investigacao epidemiolégica de diversas zoonoses, como a LV
(SANTOS ; BARCELLOS, 2006; DIAS ; YWAZAKI, 2007; MARTINS et al., 2007).
Além disso, esta analise permite a superposicdo e interacdo de mapas e dados
georreferenciados, bem como a identificagdo de aglomerados (“clusters”), o que
proporciona uma visdo mais ampla das areas de risco para a instalacdo ou
manutencdo da doenca, nem sempre identificados por meio de mapas tematicos
(BARCELLOS; BASTOS 1996; CAMARA ; CARVALHO, 2004).
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Na tentativa de estabelecer um modelo de vigilancia epidemiolégica
redirecionando as estratégias de controle atualmente adotadas, Camargo-Neves et
al. (2001) observaram, por meio do geoprocessamento, que a transmisséao da LV na
regido noroeste do Estado de S&o Paulo (SP) ocorreu principalmente em regides
com maior prevaléncia da doenca canina; contudo, sem associacdo com a
densidade de vetores. Esta andlise auxiliou no estabelecimento de medidas de
prevencgao e controle da enfermidade na regiéo.

Oliveira et al. (2001) detectaram por meio da andlise espacial, a presenca de
“clusters” focais de humanos infectados por L. infantum chagasi e de caes
portadores da enfermidade em micro-regides de Belo Horizonte (MG), associando
esses achados ndo apenas com a presenca de areas com alta densidade de
flebotomineos, mas também com as baixas condi¢cdes socioeconbmicas da
populacao.

Outros estudos envolvendo a tecnologia espacial demonstraram uma
associacdo direta entre a ocorréncia de LV e de fatores ambientais e
socioeconfOmicos, tais como a presenca de vegetacdo (CERBINO-NETO et al.,
2009), distribuicdo vetorial (FERNANDEZ et al., 2010); infraestrutura sanitaria
deficiente (CERBINO-NETO et al.,, 2009; WERNECK et al., 2002), urbanizacéo
cadtica e pobreza (WERNECK et al., 2002).

Da mesma forma, Antonialli et al. (2006) concluiram que a evolucao espacial
da LV no Mato Grosso do Sul (MS) ocorreu no sentido oeste (Corumbd) a leste (Trés
Lagoas) do estado, devido a construcdo da rodovia federal e ao gasoduto Bolivia—
Brasil o que, consequentemente, expandiu a doenca para a regidao noroeste do
Estado de Sao Paulo (ANTONIALLI et al., 2006; BRASIL, 2012e).

Gldria (2006) também verificou em Palmas (TO) uma associacdo espacial
entre a ocorréncia de LV humana e as areas com grande aglomerado populacional,
a presenca de mato préximo ou entre as regides habitadas e a auséncia de infra-
estrutura sanitaria, principalmente em bairros periféricos. Além disso, ao analisar a
superposicao das areas com humanos infectados e com cées portadores de LV, a
autora observou correlagéao entre a doenga humana e canina.

Ainda em Palmas, um estudo conduzido em cées ressaltou que a presenca
de vegetacao, lixo, a falta de intra-estrutura sanitaria e a presenca de cées e aves no

peridomicilio estavam associados com a ocorréncia de LV (BIGELI et al., 2012).
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Dentre as vertentes da analise espacial, o estimador de interpolacdo de
Kernel permite a formacdo de uma superficie de densidade continua de risco, com
visualizacdo répida e facil das regibes expostas a diferentes graus de risco, de
acordo com a intensidade da ocorréncia dos eventos (CAMARA; CARVALHO, 2004;
BARCELLOS et al., 2007). Esta funcéo realiza uma contagem de todos os pontos
dentro de um raio de influéncia (largura de banda), ponderando-os pela distancia em
relacdo a localizacdo de interesse, ndo dependendo da divisdo politico-
administrativa existente, sendo por isso muito utilizada na investigacdo de doencas
vetoriais. Além disso, a analise de Kernel aproxima os fenbmenos naturais e
socioeconémicos e proporciona uma visdo atual e até preditiva das areas com maior
intensidade de eventos ou de risco, que necessitam de maior atencao da vigilancia
epidemioldgica (CAMARA; CARVALHO, 2004).

Com auxilio da analise de Kernel, Prado et al. (2011) observaram areas de
intensa concentracdo de cdes com LV associadas com casos humanos da doenca
na cidade de Montes-Claros (MG), o que contribuiu para as agbes da vigilancia
epidemioldgica nessa regiao.

Associando a analise de Kernel a outros métodos estatisticos, Bern et al.
(2005) demonstraram que as areas com maior concentracdo de vacas por km? no
Nepal apresentaram um efeito protetor para a leishmaniose visceral humana. Na
mesma regido, Khanal et al. (2010) verificaram que a distribuicdo espacial de
individuos e cabras com presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. ndo estavam
totalmente sobrepostos. Contudo, a analise de Kernel demonstrou a presenca de
areas com alta intensidade (“areas quentes”) para ambas as espécies, proximas as
regibes com vegetacdo abundante. Segundo os autores, essas areas com
aglomerados de cabras provavelmente estdo em “sinergismo” com a regido
arborizada, 0 que sugere que esses animais possuam um papel significativo na
distribuicdo espacial do parasita, atraindo os flebotomineos e aumentando em 9,7

vezes o risco de infecgcdo em seres humanos.
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3. OBJETIVOS

Em face do que foi exposto, o presente estudo teve por objetivos pesquisar a
presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. e de DNA de Leishmania infantum
chagasi no sangue periférico e soro de diversas espécies de animais domesticos,
como caninos, felinos, caprinos, ovinos, asininos, muares e equinos que residem
perto de seres humanos com diagndstico de LV no municipio de Juazeiro, Bahia, na
tentativa de caracteriza-los como sinalizadores de infeccdo para seres humanos,

além de determinar os possiveis fatores de risco para a ocorréncia da enfermidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Juazeiro situa-se ao norte do Estado da Bahia (Figura 5A),
micro-regido sub-média do Vale do Rio Sdo Francisco, composto por mais sete
municipios, como Campo Alegre de Lourdes, Casa Nova, Curaca, Pildo Arcado,
Remanso, Sento Sé e Sobradinho (Figura 5B). Além da sede, o municipio de
Juazeiro possui sete distritos, denominados Abdbora, Pinhfes, Itamotinga,

Massaroca, Juremal, Carnaiba do Sertdo e Junco.

Figura 5. Localizacdo geogréfica do Estado da Bahia (azul) e do
municipio de Juazeiro — BA (amarelo). (Jaboticabal — SP,
2013).

Juazeiro localiza-se a aproximadamente 500 km da capital Salvador e situa-
se a 9° 24' 50” de latitude; 40° 30" 1” de longitude, 368 metros de altitude em relacéo
ao nivel do mar, além de apresentar uma area de 6.639,623 km?. O municipio possui

clima semiarido, chuvas escassas e irregulares (precipitacdo pluviométrica de 399


http://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_do_Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bahia
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mm/ano), com temperatura minima de 20,3°C e méaxima de 43,6°C e vegetacao
tipica de caatinga (IBGE, 2012).

De acordo com o censo populacional de 2010 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), Juazeiro (BA) possui aproximadamente 197.965
habitantes, dos quais 160.775 (81,21%) residem em area urbana e 37.190 (18,79%)
em éarea rural. A densidade demogréafica do municipio é de 30,45 habitantes/km? e,
em conjunto com o municipio de Petrolina, em Pernambuco, forma o maior
aglomerado urbano da regido semiarida, totalizando 499.512 habitantes (Figura 6 e
7).

Fonte: Copyrights 2012 Google Earth; 2012 Digital Globe

Figura 6. Imagem aérea obtida por satélite mostrando a localizacéo
e proximidade entre as cidades de Petrolina — PE e
Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

O municipio de Juazeiro possui cerca de 55 mil domicilios permanentes, dos
quais 43.111 encontram-se na area urbana. A coleta de lixo é realizada em 86% de
sua area e 0 abastecimento de agua e rede de esgoto sanitario atendem,
respectivamente, 98% e 69,89% da malha urbana (IBGE, 2012).

Em relagdo a populagédo, aproximadamente 55% (109.000) dos habitantes

possui faixa etaria entre 10 e 39 anos. Cerca de 20% (45.493) da populagdo com


http://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Petrolina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pernambuco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Semi-%C3%A1rido

37

idade superior a 18 anos é analfabeta e 60% (118.779) possui menos que quatro
anos de estudos (IBGE, 2012).

Fonte: http://www.skyscrapercity.com/showthread.php?t=465755

Figura 7. Imagem aérea demonstrando a localizacdo e
proximidade entre as cidades de Juazeiro — BA e
Petrolina — PE. (Jaboticabal — SP, 2013).

A renda média da populacédo é de cerca de trés salarios minimos e o indice
médio de desenvolvimento humano do municipio € de 0,683, na escala de 0 a 1.
Quanto as principais atividades econémicas da regido destacam-se a vinicultura,

agricultura irrigada, agropecuaria e o comércio (IBGE, 2012).

4.2 Identificacdo de casos de leishmaniose visceral no municipio

Para a identificacdo dos casos de LV na populacdo de Juazeiro foram
utilizados os dados enviados ao Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao
(SINAN) do Ministério da Saude do Brasil, notificados durante o periodo de janeiro
de 2007 a dezembro de 2010, fornecidos pela Secretaria Municipal de Saude (SMS),
(Apéndice A) (BRASIL, 2011). A localizacdo das quadras onde se encontravam as
residéncias com pacientes portadores de LV foram disponibilizadas pela Secretaria
de Controle de Zoonoses e Vigilancia Sanitaria (SVS).
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A partir destas informagfes escolheu-se, por logistica, o bairro com maior
concentracdo de casos humanos, seguido pelos bairros mais préximos. Desta forma,
dos 51 casos notificados no SINAN, foram considerados 21 casos humanos com
diagnéstico de LV, distribuidos em seis bairros: Piranga, Piranga |, Padre Vicente,
Argemiro, Quidé e Pedra do Lord. Dos casos selecionados, dois pacientes (casos 3
e 4) habitavam a mesma residéncia. Os bairros selecionados, com o respectivo
namero de habitantes e de domicilios permanentes, bem como o ano de notificacao

dos casos de LV, encontram-se apresentados no Quadro 1.

4.3 Selecao dos animais domésticos

Foram avaliados todos os animais, domiciliados ou semidomiciliados,
independentes de espécie, com idade superior a seis meses, que residiam ou
pernoitavam em um raio de 250 metros de distancia dos individuos. A colheita das

amostras foi realizada durante o periodo de julho de 2010 a dezembro de 2011.

Quadro 1. Distribuicdo quanto ao numero de habitantes, nUmero de domicilios
permanentes e nimero de casos de leishmaniose visceral entre os
anos de 2007 e 2010, nos diferentes bairros do municipio de
Juazeiro — BA, segundo a Secretaria Municipal de Saude.
(Jaboticabal — SP, 2013).

Domicilios Casos humanos / ano
Bairros Habitantes
permanentes
2007 2008 2009 2010 total

Piranga 9564 2391 1 3 3 0 7
Piranga | 2472 618 0 0 0 1 1
Padre Vicente 5568 1392 1 0 0 0 1
Argemiro 5260 1315 5 0 0 0 5
Quidé 9424 2356 3 0 2 1 6
Pedra do Lord 1080 270 0 0 0 1 1
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4.4 Delineamento experimental

Apos a identificacdo das quadras onde haviam sido notificados os casos de
LV, as coordenadas (latitude, longitude e altitude) do ponto central do quarteirdo
foram obtidas com o auxilio de um aparelho de GPS' (Sistema de Posicionamento
Global) e transportadas para um programa computacional®, para serem plotadas em
um mapa digital®. Em seguida, mensurou-se um raio de 250 metros ao redor de cada
caso humano e todas as residéncias compreendidas nesse raio foram identificadas a
fim de serem visitadas. Somente foram incluidas no estudo habita¢cdes onde haviam
animais domésticos, domiciliados ou semidomiciliados.

Apos o consentimento do responsavel pela residéncia no momento da visita,
e a assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo A), aplicava-se
um questionario (Anexo B) para obter informacdes quanto as caracteristicas do
domicilio (casa de taipa, madeira, alvenaria; sem forro, com forro de gesso ou laje;
com piso de terra, cimento ou ceramica; presenca de telas nas janelas; numero de
coémodos; banheiro dentro ou fora da residéncia; presenca de quintal e calcamento
do mesmo), caracteristicas ambientais (presenca de esgoto canalizado ou fossa
séptica; agua canalizada; presenca de lixo e entulhos na residéncia ou
peridomiciliar; coleta de lixo na rua; presenca de mato na casa ou peridomiciliar),
bem como informacdes sobre os moradores (niUmero de individuos por residéncia,
profissdo, idade, sexo, deslocamento de algum morador para outras regides e quais,
conhecimento sobre LV e se na residéncia eram adotadas medidas de prevencéo
contra a doenca) (Anexo B). Também foram anotados os dados referentes aos
animais (numero de animais por residéncia, espécie, raca, sexo, idade, realizacao
prévia de exames para diagnostico de leishmaniose, métodos de controle da
enfermidade, se os animais eram domiciliados ou semidomiciliados, isto €, com livre
acesso a rua (Anexo B).

ApoOs a aplicacao do questionario realizou-se, na propria residéncia, a colheita
das amostras de sangue total de todos os animais, com exce¢ao daqueles com
idade inferior a seis meses e das fémeas em fase final da gestacdo, devido aos

riscos de aborto ou nascimento prematuro durante a contencéo fisica.

! eTrex® 10, Garmin Ltd., Kansas City, Missouri, USA
% MapSource software version 6.16.3, Garmin Ltd., Kansas City, Missouri, USA
® Google Earth®, Google Inc., Mountain View, California, USA
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As amostras sanguineas foram obtidas para realizacdo de sorologia e
pesquisa de DNA de L. infantum chagasi por meio da Reacdo em Cadeia de
Polimerase em Tempo Real (QPCR). A deteccdo de anticorpos séricos anti-
Leishmania sp. foi realizada pelo método de ELISA indireto em todas as espécies
animais. Como nao havia um controle positivo da reacdo para caprinos, ovinos,
asininos, muares e equinos, utilizou-se controles provenientes de outras espécies e
as amostras destes animais foram também avaliadas por meio de um kit comercial
de imunocromatografia.

Apbs as coletas das amostras, as coordenadas (latitude, longitude e altitude)
dos domicilios visitados foram captadas por um aparelho de GPS*, realizando-se o

posterior geoprocessamento e a analise espacial dos dados.

4.5 Colheita das amostras

A colheita de sangue total para realizacdo das provas sorolégicas e
moleculares foi feita por puncdo da veia jugular de todos os animais, independente
da espécie, com agulhas 25X8 acopladas a seringas estéreis de 10 mL, apds a anti-
sepsia local. Em seguida, duas amostras de 1 mL foram imediatamente
acondicionadas em tubo plastico conico de polipropileno com anticoagulante do tipo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e congeladas a -20°C, até o momento da
realizacdo da técnica de PCR. O restante do sangue foi mantido em um tubo de
ensaio a temperatura ambiente até a coagulacdo e retracdo visivel do coéagulo,
centrifugado a 3000 rpm (1620g) durante cinco minutos para aquisicdo do soro, e
entdo congelado a -20°C até o momento da realizagdo da técnica de ELISA e da

imunocromatografia.

* eTrex® 10, Garmin Ltd., Kansas City, Missouri, USA
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4.6. Ensaio imunoenzimético (ELISA) indireto para leishmaniose visceral

O ELISA indireto foi realizado no Laboratorio de Investigacdes Médicas (LIM-
50) do Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo (FMUSP).

4.6.1. Producao de antigeno de Leishmania infantum chagasi

Promastigotas de L. infantum chagasi foram isoladas a partir de baco de
hamster cronicamente infectado, em meio de cultura Schneider, suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2% de urina humana, 10 ug/mL de gentamicina e 100
Ul/mL de penicilina. Ap6s duas a trés passagens em cultura, promastigotas em fase
estacionaria de cultivo foram lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada
(PBS) estéril, através de centrifugacédo a 3000 rpm (1620g) por 10 minutos a - 4°C,
em centrifuga refrigerada® e estocadas em freezer a -80°C, na forma de um “pellet’
formado no fundo do tubo.

Para o preparo do antigeno, o “pellet” contendo as formas promastigotas do
parasito foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado em temperatura
ambiente por trés vezes consecutivas e, posteriormente, sonicado em poténcia
quatro em um ciclo de um minuto, seguindo-se de centrifugagdo a 12000 rpm
(15299) por 30 minutos a 4°C e armazenamento do sobrenadante a - 80°C. Utilizou-
se uma aliquota para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (Bio-Rad

Protein Assay®).

4.6.2 ELISA Indireto - Espécie canina

Apbs a titulacdo em bloco, padronizou-se as seguintes condi¢cfes para o teste
de ELISA indireto: as microplacas’ foram cobertas com antigeno soltGvel de L.
infantum chagasi, cepa MHOM/BR/72/cepa46, numa concentracdo de 10 pg/mL em
tampéo carbonato 0,05 M, pH 9,5, e incubadas por 18 horas a 4°C. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas trés vezes com salina tamponada e PBS contendo

0,05% de tween 20 (PBS-T) e entdo bloqueadas com 150 pL de leite em pé

® Eppendorf, Modelo 5804R, Hamburg, Germany
® Bio-Rad Protein Assay — Hercules, California, EUA
" Costar® 3590 well EIA/RIA plates, Sigma Aldrich - St.. Louis, Missouri, EUA
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desnatado a 10%° diluido em PBS e incubadas a 37°C durante duas horas em
camara umida. Apoés trés lavagens em PBS-T adicionou-se 100 uL por pog¢o das
amostras de soros dos animais controle positivo e controle negativo e dos céaes a
serem testados, diluidas 1:400 em PBS-T, e as placas foram incubadas por uma
hora a temperatura ambiente.

Em seguida, adicionou-se 100 pL por pogo do conjugado anti-IgG total de cao
ligado & peroxidase’ na diluicdo de 1:80.000 em PBS-T. Ap6s 45 minutos de
incubacdo a 37°C foram adicionados 100uL da solucdo de tetrametilbenzidina
dihidroclorada (TMB)'° com posterior incubacdo da placa por 30 minutos, ao abrigo
de luz, em temperatura ambiente. A reacao foi interrompida colocando-se 50 yL de
acido sulfarico 2N em cada poco e a densidade o6ptica (D.O.) foi determinada em
leitor de ELISA' utilizando-se filtro de 450 nm. Entre cada etapa as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T.

Como controle positivo de cada reagdo utlizou-se soro de dois caes
parasitologicamente positivos com elevados titulos de anticorpos anti - L. infantum
chagasi, provenientes do municipio de Aracatuba - S&o Paulo e, como controle
negativo utilizou-se o soro de seis cées provenientes de area ndo endémica para a
doenca. Os resultados foram expressos pela média da densidade Optica obtida dos
soros em duplicata.

O ponto de corte (0,203) da reacgédo foi estabelecido utilizando-se a média das
densidades Opticas de 30 animais soronegativos, provenientes de &area nao
endémica para a doenca, acrescida de trés desvios padroes.

Os valores de densidade o6ptica média dos animais foram corrigidos em
funcdo das médias dos controles positivos e negativos de cada placa, utilizando-se o

modelo de A/P (amostra em relagcéo ao positivo):

A/P = DO média da amostra — DO média do controle negativo

DO média do controle positivo — DO média do controle negativo

8 Leite desnatado Molico® - Nestlé, Sao Paulo, SP, Brasil

° A40-123P Bethyl, Montgomery, Missouri, USA

1% cédigo 55214, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, Califérnia, USA

! Labsystems Multiskan EX - Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussets, USA
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4.6.3 ELISA Indireto — Espécie felina

A técnica de ELISA indireto para a pesquisa de anticorpos anti - L. infantum
chagasi em gatos foi semelhante a de cédes, no entanto a diluicdo do conjugado
anti-IgG total de gato ligado & peroxidase® foi de 1:40.000.

Como controle positivo de cada reacdo utilizou-se soro de dois gatos
parasitologicamente positivos com elevados titulos de anticorpos anti-L. infantum
chagasi proveniente do municipio de Aracatuba, S&o Paulo e, como controle
negativo, utilizou-se soro de oito felinos proveniente de area nao endémica para a
doenca.

Os resultados foram expressos pela média da densidade optica obtida dos
soros em duplicata e os valores de densidade Optica média dos animais foram
corrigidos em funcéo das médias dos controles positivos e negativos de cada placa,
utilizando-se o modelo de A/P.

O ponto de corte (0,165) da reacédo foi estabelecido utilizando-se a média das
densidades Opticas de 50 animais soronegativos, acrescida de trés desvios padroes.

Os valores de densidade Optica média dos animais foram corrigidos em
funcd@o das médias dos controles positivos e negativos de cada placa, utilizando-se o
modelo de A/P (amostra em relacéo ao positivo), assim como na espécie canina.

4.6.4 ELISA Indireto — Outras espécies

A técnica de ELISA indireto para a pesquisa de anticorpos anti -L. infantum
chagasi em caprinos, ovinos e equideos foi semelhante "a de cdes e gatos, com
algumas modificacoes.

Para a padronizacgéo das diluicdes do soro desses animais e determinacdo da
concentracdo do conjugado proteina A™® realizou-se ensaio com diluicbes de soro
dos animais controle positivo e negativo de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e
1:1600, bem como da proteina A nas concentra¢des 1: 5000, 1: 10000, 1:20.000,
1:40.000 e 1:80.000. A escolha das melhores diluicdes foi determinada pelas
diferencas das densidades Opticas médias dos dois controles, em triplicata, tendo

sido preconizadas as concentracdes de soro de 1:200 e de proteina A de 1:40.000.

2 A20-120P Bethyl, Montgomery, Missouri, USA
'3 Sigma — Aldrich Brasil LTDA cod. P8651, St. Louis, Missouri, USA
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Como controle positivo de cada reacao utilizou-se soro de cinco primatas
parasitologicamente positivos com elevados titulos de anticorpos anti - L. infantum
chagasi provenientes de Belém - Para e, como controle negativo, utilizou-se soro de
cinco primatas provenientes de area ndo endémica para a doenca. O ponto de corte
da reacéo (cut-off) foi de 1,024.

4.7 Imunocromatografia para leishmaniose visceral — Outras espécies

Para a realizacdo da técnica de imunocromatografia utilizou-se um kit
comercial®* que detecta a presenca de anticorpos anti-leishmania do complexo
Leishmania donovani no soro. Em uma fita impregnada com o antigeno eram
aplicados 20 pL do soro a ser testado e, em seguida adicionava-se trés gotas de
tampdo em um tubo plastico de polipropileno cénico, onde a fita era imersa. A
mistura entdo ascendia através da membrana por capilaridade, e a leitura era
realizada apos 10 minutos. A fita apresenta uma membrana pré-coberta com o
antigeno recombinante (rK39) na regido da banda teste e anti-proteina A na regiao
da banda controle.

Na presenca de anticorpos anti-Leishmania a amostra de soro reage com o
conjugado colorimétrico produzindo uma banda vermelha. A despeito da presenca
de anticorpos no soro, a mistura continua a migrar na membrana até a regido da
anti-proteina A, dando origem a uma nova banda vermelha nesta regido. A presenca
desta linha indica um volume adequado da amostra de soro utilizada, um fluxo
adequado na fita e a viabilidade dos reagentes. Desta forma, o teste era considerado
positivo quando se formavam duas faixas vermelhas e, negativo, quando aparecia
somente a faixa controle. Os resultados foram determinados individualmente, de

forma qualitativa (positivo ou negativo), conforme recomendacéo do fabricante.

4 Kalazar Detect Animal Rapid Test — Inbios International, Inc. Seattle, Washington, USA
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4.8 Reacédo de cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

As amostras de sangue total em EDTA foram conservadas a -20C e
encaminhadas, em gelo seco, até o Laboratdrio de Biologia Molecular da IDEXX
Reference Laboratories, West Sacramento, Califérnia, USA, onde foi realizada a

reagéo de PCR em Tempo Real.
4.8.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue total foi realizada por meio de
protocolo padrdo do sistema Corbett X-Tractor Gene platform®, segundo instrucdes
do fabricante. Em cada placa de extracdo foi colocado um controle negativo (de
extracao), constituido pela solucéo de lise acrescida de PBS. Na solucdo de lise era
adicionando-se, ainda, um fragmento de DNA construido artificialmente (lambda),

para garantir que nao houve inibicdo da extracdo (controle positivo interno).
4.8.2. Amplificacdo de DNA de Leishmania sp.

Sequéncias altamente conservadas do gene que codifica a proteina de
superficie gp63 da Leishmania infantum foram alinhadas e selecionou-se uma regiao
para o desenho de dois primers e uma probe usando o programa Primer Express'®.
As sequéncias dos primers e da probe séo propriedade da IDEXX Laboratories e,
por isso ndo foram reveladas. A reacdo de PCR em Tempo Real foi realizada com
concentracbes padronizadas dos primers e probe utilizando-se Master Mix
comercial’.

As amostras foram entdo amplificadas usando-se o aparelho termociclador'®
Em cada amostra foi amplificado o gene que codifica a fragédo 18S do rRNA (controle
de qualidade da amostra) e o controle positivo (lambda) para assegurar que a
extragdo ocorreu corretamente e que nao haviam inibidores da extragdo. Amplicons

foram submetidos a sequenciamento de acordo com o protocolo padréo.

'* Qiagen®, Valencia, Califérnia, USA

16 Version 3.0, Applied Biosystems, Foster City, California, USA

" Roche Light Cycler® 480 Probes Master, Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA
'8 Roche LC480 instrument, Roche Applied Science, Indianapolis IN, USA
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4.9 Anélise espacial

O georreferenciamento dos casos humanos e dos imdveis visitados foi
realizado com o auxilio de um aparelho de GPS™. Em seguida, os dados foram
transportados para o Sistema de Informacdo Geogréficas (SIG) ArcGIS 10.1%°, com
o qual foram sobrepostos ao mapa do municipio de Juazeiro — BA, disponibilizado
pela Secretaria Municipal de Saude (SMS). As etapas de modelagem do banco de
dados e plotagem dos mapas foram realizadas no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, campus de Botucatu — SP.

A andlise de vizinhanca foi utilizada para avaliar, por meio da proximidade, a
formacao ou ndo de aglomerados (“clusters”) dos casos humanos de LV, bem como
das residéncias visitadas.

Inicialmente realizou-se uma andlise de vizinhanca (“Average Nearest
Neighbor”), para conhecer o padrdo de distribuicdo das seguintes variaveis:
residéncias com humanos portadores de LV, imdveis visitados e residéncias com
animais infectados. Esta analise permite aceitar ou rejeitar a hipétese de nulidade de
que as amostras estdo distribuidas sem uma relacdo espacial, permitindo, desta
forma, verificar se as variaveis estdo agrupadas formando aglomerados (“clusters”),
se estao distribuidas aleatoriamente, porém com uma certa relacdo espacial entre
elas ou, ainda, se estdo totalmente dispersas pela area estudada.

Posteriormente realizou-se uma avaliagdo da intensidade dos pontos para as
seguintes variaveis: animais infectados, presenca de galinheiro no quintal, presenca
de lixo e mato peridomiciliar e esgoto ndo canalizado utilizando-se o interpolador de
Kernel com raio adaptativo de 250 metros.

Em seguida, realizou-se uma analise de predicdo das mesmas variaveis,
utilizando-se o interpolador de Kernel com alisamento (Kernel Smoothing), com
funcdo gaussiana, potencia 1, pico 50, largura de banda 250 metros e variavel de

peso: animais infectados.

% eTrex® 10, Garmin Ltd., Kansas City, Missouri, USA
2 ArcGIS 10.1™ — ESRI® — Environmental Systems Research Institute, San Diego, Califprnia, USA
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4.10 Andlise estatistica

Os resultados do presente estudo foram submetidos aos testes nao
paramétricos de Qui-quadrado (x°) ou Teste exato de Fisher com o intuito de

determinar duas proporgdes:

- a associacgao entre as caracteristicas das residéncias (construcdo da casa, numero
de cbmodos, presenca e calgamento do quintal, nUmero de pessoas e animais por

casa) e os bairros visitados;

- a associacdo entre as caracteristicas do ambiente (galinheiros, lixo, mato

peridomiciliar e falta de rede de esgoto) e os bairros visitados;

- a associacado entre os fatores individuais dos animais (espécie, sexo, faixa etaria e

acesso a rua) e a infeccao por L. infantum chagasi;

- a associagdo entre caracteristicas das residéncias (construcdo da casa, numero de
comodos, presenca e calcamento do quintal, nUmero de pessoas e animais por

casa) e a presenca de animais portadores de LV ;

- associagdo entre a distancia média entre as residéncias com animais portadores

de LV e as casas com humanos portadores da doenca;

A associacao dos fatores de risco foram observados pela razdes de chances
de ocorréncia (Odds ratio - OR) e o intervalo de confianca (IC) de 95%.

As analises foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05
e realizadas utilizando-se os programas “Statistical Analysis System” (SAS) e o

Epilnfo™ 2.

ZCDC (Centers for Disease Control and Prevention), versdo 7.1.0.6., Atlanta, Geérgia, USA
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4.11 Aspectos Eticos

O presente projeto de pesquisa foi realizado de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacido (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus Jaboticabal - SP,
conforme o processo n® 017698/11 (Apéndice B).
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5. RESULTADOS

5.1 Area de estudo

As 20 casas onde residiam os 21 pacientes com LV encontravam-se
distribuidas no bairro Piranga (n=7), Piranga | (n=1), Padre Vicente (n=1), Argemiro
(n=5), Quidé (n=6) e Pedra do Lord (n=1), no municipio de Juazeiro — BA (Figura 8).
Dois individuos residiam na mesma casa do bairro Piranga e trés residéncias estdo
praticamente sobrepostas no mapa, no bairro Argemiro (Figura 8).

Figura 8. Localizacdo das 20 residéncias com caso humano de leishmaniose visceral
(estrelas verdes), distribuidas nos diferentes bairros do municipio de
Juazeiro — BA. Linhas em vermelho delimitam setores do municipio, de
acordo com a Secretaria Municipal de Saude. (Jaboticabal — SP, 2013).
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5.1.1 Ruas e domicilios

Foram visitadas 298 residéncias, distribuidas em 55 ruas dos bairros Piranga,
Piranga I, Padre Vicente, Argemiro, Quidé e Pedra do Lord. A maior parte das ruas
visitadas ndo era pavimentada ou apresentava pavimentacdo precaria. Cerca de
221 (75%) das residéncias possuia acesso a rede de esgoto. Contudo, 0s
proprietarios nem sempre possuiam condi¢cfes financeiras para realizar a ligacao do
mesmo para suas casas, de modo que ainda é frequente a observacao de esgoto a
céu aberto e a utilizacdo de fossas sépticas nos quintais. Muitos animais de grande
porte alimentam-se de capim que nasce junto ao esgoto, justamente por ser uma
fonte de agua, o que favorece o crescimento da vegetacdo. Ademais, caes, gatos,
cabras, cavalos e jumentos sdo frequentemente visualizados bebendo agua de
esgoto a céu aberto (Figura 9), além de ser comum a identificacdo de criancas
brincando ao redor dos mesmos.

No municipio de Juazeiro é constante a presenca de terrenos baldios
peridomiciliares que albergam lixo, materiais em decomposi¢do, além de mato
(Figura 10). A coleta de lixo é realizada em todas as ruas visitadas, de duas a trés
vezes por semana. Contudo, a prefeitura e os proprietarios nem sempre realizam a
limpeza ao redor de suas residéncias, nos quintais ou nos terrenos vizinhos (Figura
10).

No que concerne as 298 residéncias visitadas, 291 (97,65%) eram de
alvenaria, no entanto, a maioria com caracteristicas simples, mal rebocadas ou sem
uso de reboco. Muitas vezes, na mesma regido encontravam-se casas de taipa e de
alvenaria (Figura 11), na dependéncia do bairro visitado. Sete (2,35%) residéncias
eram de taipa. A presenca de forro, quer seja de laje ou gesso, foi evidenciada em
100 (33,55%) dos 298 domicilios. Quanto ao piso, trés (1%) habitacbes
apresentavam piso de terra batida e o restante era calgado com cimento ou com
cimento e ceramica. Trinta e trés (11,07%) moradias possuiam banheiro fora de

casa e uma residéncia (0,33%) néo dispunha do mesmo.



Figura 9. llustracdo de equinos bebendo agua no esgoto nédo
canalizado em uma rua do bairro Padre Vicente,
municipio de Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 10. llustragdo de terreno baldio, presenca de lixo e mato no
Bairro Piranga, municipio de Juazeiro - BA. (Jaboticabal —
SP, 2013).
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Figura 11. llustracdo de residéncias de taipa (seta vermelha) e de
alvenaria (seta azul) localizadas no bairro Piranga |,
municipio de Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

O tamanho das residéncias era bastante variado, refletindo-se no nimero de
comodos, que chegava a 12 em duas casas. Entretanto, as maiores residéncias nem
sempre continham os melhores acabamentos e, portanto, nao indicavam,
necessariamente, melhores condi¢gbes socioecondmicas do proprietario.

Duzentas e oitenta e sete casas (95,97%) possuiam quintal, em sua maioria
de terra (64,69%). Em 60 moradias (20,13%) os proprietarios criavam galinhas, com
aves transitando livremente nos quintais e, com menor frequéncia, no interior dos
domicilios. A presenca de mato ou arvores frutiferas nos quintais ou ao redor das
residéncias foi identificado em 117 domicilios (39,26%), enquanto em 159 (53,35%)
foi possivel observar lixo acumulado no interior das casas e matéria organica (frutas
e folhas) em decomposi¢cdo nos quintais e na regiao peridomiciliar.

As principais caracteristicas das residéncias que fizeram parte do presente
estudo, no que diz respeito ao numero de cémodos, tipo de construcéo, piso da
casa, forro do teto, presenca e localizacdo de banheiro, quintal, criagdo de galinhas,
presenca de mato, lixo e acesso a rede de esgoto encontram-se apresentadas no
Quadro 2.
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Quadro 2. Caracteristicas das residéncias e do ambiente das 298 casas visitadas
no municipio de Juazeiro - BA, de acordo com o numero de comodos.
(Jaboticabal — SP, 2013).

NUMERO DE COMODOS TOTAL
VARIAVEIS neds o105 258 n=298
n % n % n % n %
CONSTRUCAO DA CASA
Alvenaria 41 14,08 192 65,97 58 19,95 291 97,65
Taipa 4 57,14 3 42,86 - - 7 2,35
PISO DA CASA
Terra 2 66,67 1 33,33 - - 3 1,00
Calcado 43 14,57 194 65,76 58 19,67 295 99,00
FORRO DO TETO
Sem forro 38 19,09 139 69,84 23 11,07 199 66,77
Com forro 7 7,07 57 57,57 35 35,36 99 33,23
BANHEIRO
Fora de casa 15 46,87 15 46,87 2 6,26 32 10,73
Dentro de casa 29 10,94 180 67,92 56 21,14 265 88,92
Ausente 1 100 - - - - 1 0,35
QUINTAL
Ausente 1 9,09 9 81,82 1 9,09 11 3,69
Terra 36 19,35 125 67,20 25 13,45 186 62,41
Calcado 8 7,92 61 60,39 32 31,69 101 33,90
CRIACAO DE GALINHAS
Nao 37 15,54 158 66,38 43 18,08 238 79,86
Sim 8 13,34 37 61,66 15 25,00 60 20,14
MATO
Nao 27 14,91 111 61,32 43 23,77 181 60,73
Sim 18 15,38 84 71,79 15 12,83 117 39,27
LIXO
Nao 17 12,23 96 69,06 26 18,71 139 46,64
Sim 28 17,61 99 62,26 32 20,13 159 53,36
ESGOTO CANALIZADO
N&o 12 15,58 30 38,96 35 45,46 77 25,83
Sim 33 14,93 165 74,76 23 10,40 221 74,17

De acordo com o questiondrio realizado, 1.222 pessoas residiam nas 298
casas visitadas, com um numero minimo de um, maximo de 10 e uma média de
quatro pessoas por residéncia. A faixa etaria da populacdo avaliada variou de um
més a 95 anos, com meédia de 29,8 anos de idade. Sessenta e nove (5,65%)
moradores apresentavam idade inferior ou igual a cinco anos e 115 (9,41%)
possuiam mais de 60 anos. Quanto ao sexo, 635 (51,96%) moradores pertenciam

ao sexo feminino.
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Apenas 13 (4,36%) individuos responsaveis pelos domicilios possuiam ensino
superior completo, sendo 10 professores, duas enfermeiras e um engenheiro
agréonomo. Outros 13 (4,36%) possuiam formacéo técnica, 256 (85,91%) possuiam
apenas o ensino fundamental ou médio e 26 (8,73%) eram analfabetos.

Segundo as informacdes fornecidas pelos entrevistados, em 87 (29,19%)
residéncias visitadas algum dos moradores j& havia se deslocado para outras
localidades, tais como Casa Nova (BA), Feira de Santana (BA), Jacobina (BA), Jodo
Pessoa (PB), Juazeiro do Norte (CE), Salvador (BA), Senhor do Bonfim (BA), Sento-
Sé (BA), Sobradinho (BA) e Teresina (PI).

Com excecdo das galinhas, as residéncias visitadas possuiam um total de
498 animais, com um minimo de um e o maximo de oito animais por casa (mediana
de 1 e média de 1,67 animais/casa). Entretanto, 185 domicilios (62,08%) possuiam
apenas um animal e 113 (37,92%) possuiam dois ou mais animais, na sua maioria

cées ou gatos.

5.1.2 Bairros visitados

Por apresentar o maior numero de residéncias com casos de LV em
humanos, o bairro Piranga foi 0 que apresentou o maior numero de casas avaliadas
(p<0,002). Das 298 moradias, 130 (43,62%) localizavam-se no bairro Piranga, 58
(19,46%) no Quidé, 52 (17,45%) no Argemiro, 26 (8,72%) no Padre Vicente, 22
(7,38%) no Piranga | e 10 (3,37%) no bairro Pedra do Lord.

Embora ndo tenha sido verificada diferenca significativa entre o tipo de
construcdo nas residéncias dos bairros avaliados (p=0,164), observou-se que as
moradias dos bairros Padre Vicente, Quidé e Argemiro eram mais simples do que
nos demais. No Pedra do Lord foram visitadas apenas 10 casas, entretanto, estas
possuiam melhor acabamento e maior proporcdo de quintais cacados. Todas as
casas visitadas neste bairro possuiam fossa séptica e, este foi o bairro que
apresentou a menor percentagem de casas com mato e lixo peridomiciliar, sugerindo
melhores condi¢cbes socioecondmicas por parte dos proprietarios. Por outro lado, o
bairro Padre Vicente, onde foram visitadas 26 casas, foi o que apresentou maior
percentagem de casas com galinheiros (34,62%), lixo (84,22%), esgoto a céu aberto
(84,22%) e mato (53,85%) (Figuras 12 e 13).



Figura 12. Distribuicdo, em percentagem, da presenca de galinheiros,
mato, lixo peridomiciliar e/ou domiciliar e esgoto n&o
canalizado nas residéncias localizadas nos diferentes bairros
do municipio de Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 13. llustragdo de uma rua ndo pavimentada, com
presenca de lixo e esgoto a céu aberto,
localizada no bairro Padre Vicente, municipio de
Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).
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No presente estudo néo foi verificada diferenga entre o niumero de habitantes
e de animais por casa, nos diferentes bairros. Contudo, cerca de 77% das
residéncias localizadas no bairro Piranga | continham mais de trés moradores e 90%
dos imoveis do Pedra do Lord possuiam apenas um animal (Tabela 1).

As principais caracteristicas das residéncias visitadas, de acordo com o
bairro, bem como o resultado da andlise estatistica dos dados, encontram-se

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1. Distribuicdo do numero de habitantes e de animais por residéncia, de
acordo com o0 bairro visitado, no municipio de Juazeiro — BA.
(Jaboticabal — SP, 2013).

BAIRROS
CASA Piranga Piranga | P. Vicente Argemiro Quidé P. Lord p
(130 casas) (22 casas) (26 casas) (52 casas) (58 casas) (10 casas)
Habitantes

<3 57 (43,84%) 5 (22,73%) 12 (46,15%) 22 (42,30%) 26 (44,82%) 4 (40%)

>3 73 (56,16%) 17 (77,27%) 14 (53,85%) 30 (57,70%) 32 (55,18%) 6 (60%) 0562
Animais

1 82 (63,07%) 16 (72,73%) 13 (50%) 33 (63,46%) 32 (55,17%) 9 (90%)
>1 48 (36,93%) 6 (27,27%) 13 (50%) 19 (36,54%) 26 (44,83%) 1 (10%) 0202

*Teste qui-quadrado (p<0,05).
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5.1.3 Populacao animal

Foram avaliados 498 animais, dos quais 93,8% (467/498) pertenciam as
espécies canina e felina, sendo 76,91% (383/498) cédes e 16,87% (84/498) gatos. Os
outros 6,2% (31/498) correspondiam a 3,00% (15/498) da espécie caprina, 1,20%
(6/498) asinina, 0,80% (4/498) ovina, 0,6% (3/498) muar e 0,60% (3/498) equina. A
quase totalidade dos animais avaliados (82,32%) n&o apresentava definicdo racial.
Em relacdo aos caes, 65/383 (16,97%) possuiam raca definida, enquanto o mesmo
foi verificado em 23 (27,38%) dos 84 gatos estudados. No que diz respeito ao sexo e
"a idade, 60,64% (302/498) dos animais eram machos e cerca de 73% (362/498) da
populacao estudada apresentavam idade superior a um ano.

Todos 0s equinos, muares e asininos possuiam acesso a rua e eram usados
como meio de transporte. Grande percentagem desses animais residia em pracas
ou terrenos ao lado das casas, e alguns permaneciam, apés o trabalho diario, em
estabulos feitos de madeira, conforme ilustrado na Figura 14. Quanto aos ovinos e
caprinos, 15,8% (3/19) possuiam acesso frequente "as ruas e residiam nas mesmas,
geralmente em terrenos ao lado da propriedade. Os outros ficavam estabulados e,
assim como os demais, eram criados para o comércio ilegal de carne. Ja em relacéo
aos caes e gatos, 50,6% (194/383) e 79,3% (72/84), respectivamente, tinham
acesso esporadico ou frequente as ruas. Cerca de 28% (55/194) dos cées
permaneciam em quintais, presos a correntes. A distribuicdo dos animais quanto a

espécie, sexo, faixa etaria e acesso a rua, encontra-se apresentada no Quadro 3.
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Figura 14. Imagem de estabulo de madeira (seta) usado como
abrigo para equinos de tracao, localizado em terreno
baldio. Bairro Piranga, municipio de Juazeiro - BA.
(Jaboticabal — SP, 2013).

Quadro 3. Distribuicdo em numero e percentagem quanto a espécie, sexo,
faixa etaria e acesso a rua, de uma populacédo de 498 animais do
municipio de Juazeiro - BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

5 POPULACAO ANIMAL (n=498)
CARACTERISTICAS
Ndmero de Animais Percentagem
ESPECIE
Canina 383 76,90%
Felina 84 16,80%
Outros 31 6,30%
SEXO
Fémea 196 39,40%
Macho 302 60,60%
IDADE
6 meses a 1 ano 136 27,30%
>1ano 362 72,69%
ACESSO A RUA
Domiciliado 204 41,00%
Semidomiciliado 294 59,00%
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Dos 498 animais avaliados, 43,17% residia nos bairros Piranga, Quidé e
Argemiro. Verificou-se um predominio de cédes, seguido de gatos, em todos os
bairros exceto no Quidé, em que havia uma maior proporcao de animais de tracéo e
producdo do que de felinos. No bairro Pedra do Lord s6 foram identificados cées e
gatos. Quanto ao sexo, ndo houve diferenca significativa em relagdo a sua
distribuicdo nos diferentes bairros, observando-se um predominio de machos
(p=0,818). Houve, ainda, um predominio de animais com mais de um ano de idade
em todos os bairros (p=0,003).

Quanto ao manejo, ndo houve diferenca entre animais domiciliados ou
semidomiciliados nos diferentes bairros (p=0,429). Enquanto nos bairros Piranga,
Piranga |, Padre Vicente e Argemiro a maior parte dos animais eram
semidomiciliadas, no Pedra do Lord a maioria dos animais permanecia nas
residéncias e quintais. Muitos ndo saiam de casa por estarem presos a correntes, e
nao necessariamente porque as casas eram muradas. O niumero de animais, e suas
respectivas percentagens, quanto a espécie, sexo, faixa etaria e acesso a rua, nos

diferentes bairros, encontram-se dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo quanto a espécie, sexo, faixa etaria e acesso a rua, de 498
animais avaliados em residéncias localizadas em um raio de 250 metros ao
redor de casos humanos de leishmaniose visceral, nos diferentes bairros
do municipio de Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

BAIRROS
ANIMAL PIRANGA  PIRANGA | P.VICENTE  ARGEMIRO QUIDE P. LORD P
n=215 n=31 n=49 n=92 n=100 n=11
ESPECIE
Canina 179(83,26%) 20 (64,50%) 37 (75,50%) 66 (71,74%) 73 (73,00%) 8 (72,73%)
Felina 32(14,88%) 9 (29,00%) 8 (16,30%) 23 (25,00%) 9 (9,00%) 3(27,27%)  <0,0001°
Outras 4 (1,86%) 2 (6,45%) 4 (8,16%) 3(3,26%) 18 (18,00%)
SEXO
Macho 123(57,20%) 20 (64,51%) 32 (65,31%) 59 (64,13%) 61 (61,00%) 7 (63,64%) X
Fémea 92 (42,80%) 11 (35,49%) 17 (34,69%) 33 (35,87%) 39 (39,00%) 4 (36,36%) 0:818
IDADE
<lano 73 (33,95%) 6 (19,35%) 15(30,61%) 11 (11,95%) 29 (29%) 2 (18,18%) \
>1ano 142(66,05%) 25 (80,64%) 34 (69,39%) 81 (88,05%) 71 (71%) 9 (81,81%) 0.003
ACESSO A RUA
Domiciliado 80 (37,20%) 13 (41,93%) 19 (38,78%)  37(40,22%) 49 (49,0%) 6(54,55%) 0.429°

Semidomiciliado  135(62,80%) 18 (58,07%) 30 (61,22%) 55 (59,78%)  51(51,0%)  5(45,45%)

Teste qui-quadrado (p<0,05); ° Teste Exato de Fisher (p<0,05); (-) ausente ou zero.
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5.2 Pesquisa de leishmaniose visceral e de fatores de risco envolvidos

A ocorréncia de LV na populacdo animal estudada, considerando-se 0s
resultados sorologicos e da PCR em Tempo Real, foi de 6,43% (32/498), sendo
5,75% (22/383) na populacdo de cées e 11,90% (10/84) na de gatos (p=0,023). A
reacao de ELISA apresentou resultados acima do ponto de corte em 5,22% (20/383)
dos caninos e 11,90% (10/84) dos felinos. Em relacdo as outras espécies (caprinos,
ovinos, muares, asininos e equinos), ndo foram detectados, por meio da técnica de
ELISA indireto e da imunocromatografia, anticorpos anti-Leishmania sp. no soro
desses animais (Tabela 4).

Em apenas dois (0,40%) dos 498 animais avaliados, ambos da espécie
canina, foi possivel amplificar fragmentos de DNA de L. infantum chagasi no sangue
periférico por meio da técnica da PCR em Tempo Real. Estes ndo apresentavam
anticorpos séricos anti-Leishmania sp. (Tabela 4). Todas as amostras testadas por
PCR em Tempo Real apresentaram amplificacdo do gene 18S do rRNA, e em todas
as reacdes de PCR houve amplificacdo do lambda. A eficiéncia de amplificacéo foi
de 99%. Os Cts de amplificacdo das amostras de sangue dos cédes 52C2 e 62C2
foram 28,24 e 24,10, respectivamente. A sequéncia de nucleotideos obtida resultou
em niveis de identidade entre 97% e 100% com as sequéncias XM 001463664.1,
XM001463663.1, XM 001463662.1, AM502228.1 (geneBank), confirmando o
diagndstico de infeccao por Leishmania infantum chagasi.

Tabela 4. Resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. e de DNA de L.
infantum chagasi em uma populacdo de 498 animais do municipio de
Juazeiro — BA. Numero absoluto e percentagem. (Jaboticabal — SP,

2013).
ESPECIES ELISA IMUNOCROMATOGRAFIA P CR L. infantum p*
chagasi
iti 0, 0,
CANINOS Positivos 20 (5,22%) NR 2 (0,52%)
(n=383) Negativos 363 (94,78%) NR 381 (99,48%)
iy )
FELINOS Positivos 10 (11,90%) NR 0,023
(n=84) Negativos 74 (88,10%) NR 84 (100%) :
OUTRAS Positivos
ESPECIES ,
(n=31) Negativos 31 (100%) 31 (100%)

(NR) néo realizado; (-) ausente ou zero; *Teste qui-quadrado (p<0,05).
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No presente estudo os gatos apresentaram duas vezes mais chances de se
tornarem portadores da LV do que os cées (Tabela 5). O sexo e a faixa etaria ndo
foram associados como fatores de risco individuais para a infecgao por L. infantum
chagasi em gatos; contudo, os felinos domiciliados apresentaram 9,57 vezes mais
risco de infeccdo do que os gatos que saem de casa. Para os cées, 0 sexo, a idade
€ 0 acesso a rua nao apresentaram associacao com a infecgéo pelo parasita (Tabela
6). Nenhum animal portador de LV possuia defini¢cao racial, ndo havendo associacao
entre a raca e a doenca (p=0,063).

Verificou-se diferenca significativa (p=0,004) entre os bairros no que tange "a
distribuicdo de cédes e gatos com LV, sendo a maior concentracdo dos casos
observada no bairro Piranga (12,09%; 26/211). O Quadro 4 apresenta o numero de
casos humanos de leishmaniose visceral, bem como a distribuicdo dos cées e gatos
com presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. e fragmentos de DNA do

protozoario no sangue periférico, de acordo com o bairro visitado.

Tabela 5. Fator de risco, quanto a espécie, para a infec¢édo por L. infantum chagasi
em animais domésticos do municipio de Juazeiro-BA. Odds ratio (OR) e
respectivo intervalo de confianca (IC) a 95%. (Jaboticabal — SP, 2013).

L. infantum chagasi

ESPECIE OR IC (95%) P*
Positivo (%) Negativo (%)
(n=32) (n=435)
Felina 10/84(11,90%) 74/84(88,10%) 2,21
(1,1-4,87) 0,043
Canina 22/383 (5,74%) 361/383(9426%) 1

*Teste qui-quadrado (p<0,05).
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Tabela 6. Fatores de risco, quanto ao sexo, idade e acesso a rua, para a infeccao
por L. infantum chagasi em cées e gatos do municipio de Juazeiro-BA.
Odds ratio (OR) e respectivo intervalo de confianca (IC) a 95%.
(Jaboticabal — SP, 2013).

EATORES DE L. infantum chagasi
RISCO Positivo (%) Negativo (%) OR IC (35%) .
(n=32) (n=435)
FELINOS
SEXO
Fémea 5/10 (50,00%) 28/74 (37,84%) 164 0,43-6,18 0,460
Macho 5/10 (50,00%) 46/74(62,16%) 1
IDADE
<1ano 4/10 (40,00%) 28174 (37,84%) 133 0,24 — 6,14 0,730
> 1 ano 6/10 (60%) 46174 (62,16%) 1
ACESSO A RUA
Domiciliado 5/10 (50,00%) 7174 (9,46%) 9,57 2,21 - 41,37 0,0006
Semidomiciliado 5/10 (50,00%) 67/74 (90,54%) 1
CANINOS
SEXO
Fémea 11/22 (4,78%) 219/361 (60,67%) el
1 0,64 — 3,57 0,310°
Macho 11/22 (7,19%) 142/361 (39,33%)
IDADE
<1ano 2/22 (9,10%) 93/361 (25,76%) 0.28
1 0,03 - 1,25 0,123"
>1ano 20/22 (90,90%) 268/361 (74,24%)
ACESSO A RUA
Domiciliado 9/22 (40,90%) 167/361 (46,26%) 0.80
0,33-1,92 0,625°

Semidomiciliado 13/22 (59,10%) 194/361 (53,74%)

2 Teste qui-quadrado (p<0,05); "Teste Exato de Fisher.

Os 32 animais portadores de LV encontravam-se distribuidos em 26 das
298 (8,73%) casas visitadas, conforme visualizado na Figura 15.

No presente estudo foi possivel verificar que possuir mais de um animal por
domicilio aumenta em 3,46 vezes as chances de infec¢cdo por L. infantum chagasi
(OR=3,46; 1C=1,49-8,06; p=0,002). De forma distinta, ndo houve associacao
estatisticamente significativa entre as residéncias que apresentavam animais

infectados e um maior nimero de habitantes por residéncia (Tabela 7).
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Figura 15. Distribuicdo das 26 residéncias com animais portadores de

leishmaniose visceral

(estrelas vermelhas),

nos diferentes

bairros do municipio de Juazeiro — BA. Linhas em vermelho
delimitam setores do municipio, de acordo com a Secretaria
Municipal de Saude. (Jaboticabal — SP, 2013).

Tabela 7. Fatores de risco para a ocorréncia de leishmaniose visceral em animais de
acordo com o numero de animais e de habitantes por residéncia, no
municipio de Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013). Odds ratio (OR) e
respectivo intervalo de confianca (IC) a 95%. (Jaboticabal — SP, 2013).

Casas com animais

Casas sem animais

FATORES DE RISCO portadores de LV portadores de LV OR IC p*
(n= 26) (n=272)
N° de animais na casa
> 1 animal (n=113) 17 (65,38%) 96 (35,29%) 3,46
1,49 — 8,06 0,002
1 animal (n=195) 9 (34,62%) 176 (64,71%) 1
N° de pessoas na casa
> 3 pessoas (n=171) 17 (65,38%) 154 (56,62%) 1,45
0,62 — 3,36 0,387
1 a 3 pessoas (n=127) 9 (34,62%) 118 (43,38%) 1

* Teste qui-quadrado (p<0,05).
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No que concerne a localizacdo dos 26 imdveis com animais infectados por L.
infantum chagasi, 15 (57,70%) encontravam-se a um raio de 250 metros de um
anico domicilio com caso de LV, enquanto os demais estavam situados ao redor de
dois ou mais casos da doenca humana. Residir proximo a uma casa com pessoas
portadoras de LV ndo foi incriminado como um possivel fator de risco para infeccéo
por L. infantum chagasi em animais (Tabela 8). Foi observada uma diferenca
significativa entre os bairros no que diz respeito a presenca de casas com animais
portadores de leishmaniose visceral (p=0,015) (Tabela 9).

O bairro Piranga foi o que apresentou a maior quantidade de imoéveis com
animais infectados por L. infantum chagasi, conforme visualizado na Figura 16 e na
analise de Kernel, onde as areas em vermelho (“areas quentes”), localizadas na
regido norte do bairro Piranga, revelam a alta densidade de domicilios com animais

portadores da doenca (Figura 17).

Quadro 4. Numero total de caes e gatos avaliados por bairro, casos humanos
de leishmaniose visceral (LVH), nUmero absoluto e percentagem
(%) de animais infectados (positivo) e ndo infectados (negativo) no
municipio de Juazeiro - BA, de acordo com o bairro avaliado.
(Jaboticabal — SP, 2013).

CAES GATOS
BAIRROS S

Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%)  Negativo (%)
Z'%”Cgéaes 32 gatos) 7 18 (10,05%) 161 (89,94%) 8 (25,00%) 24 (75,00%)
ggaé‘gei' 19 gatos) 1 1 (5,00%) 19 (95,00%)  1(11,11%) 8 (88,89%)
Padre Vicente
(37 caes | 8 gatos) 1 1(2,7%) 36 (97,30%) - 8 (100%)
Argemiro
(66 0485 / 23 gatos) 5 1 (1,52%) 65 (98,48%) - 23(100%)
Quidé . . . .
(73 caes /9 gatos) 6 1 (1,37%) 72(98,63%)  1(11,11%) 8 (88,89)%
Pedra do Lord
(8 cées e 3 gatos) e - &) ” < ey
(Ts?agi;es e 21 22 (574%) 263 (94,25%) 10 (11,90%) 74 (88,10%)

(--) ausente.
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Tabela 8. Distribuicdo e associacdo da distancia média entre as residéncias com
humanos com leishmaniose visceral (LVH) e casas com animais com e
sem leishmaniose visceral (LV), ho municipio de Juazeiro — BA. Odds
ratio (OR) e respectivo intervalo de confianga (IC) a 95%. (Jaboticabal

— SP, 2013).
DISTANCIA MEDIA Casas com Crlzas weln
L animais com LV animais sem LV OR IC p*
(metros) (n=26) (n=272)
< 50 metros (n=50) 3 (11,54%) 47 (17,88%) 0,629
0,11-2,2 0,589
> 50 metros (n=248) 23 (88,46%) 225 (82,72%) 1

*Teste Exato de Fisher (p<0,05).

Tabela 9. Distribuicdo das casas com e sem animais portadores de leishmaniose
visceral (LV), de acordo com os bairros visitados, no municipio de
Juazeiro — BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

Casas com animais Casas com animais
BAIRROS (casas visitadas) com LV (%) sem LV (%) p*
(n=26) (n=272)
Piranga (130) 20 (15,28%) 110 (84,62%)
Piranga | (22) 2 (9,09%) 20 (90.91%)
Padre Vicente (26) 1 (3,85%) 25 (96,15%)
p=0,015
Argemiro (52) 1(1,92%) 51 (98,08%)
Quidé (58) 2 (3,45%) 56 (96,55%)
Pedra do Lord (10) - (0%) 10 (100%)

* Teste de Exato de Fisher (p<0,05).
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Figura 16. Distribuicdo das residéncias com animais (estrelas vermelhas) e seres
humanos (estrelas verdes) portadores de leishmaniose visceral, nos
diferentes bairros do municipio de Juazeiro — BA. Linhas em vermelho
delimitam setores do municipio, de acordo com a Secretaria Municipal
de Saude. (Jaboticabal — SP, 2013).
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Figura 17. Mapa de distribuicdo de Kernel para as residéncias com animais
portadores de leishmaniose visceral, localizadas nos diferentes bairros
do municipio de Juazeiro — BA. A graduacdo de cores refere-se a
intensidade elevada (laranja escuro), moderada (laranja) e leve
(amarelo) de ocorréncia do evento (Jaboticabal — SP, 2013).

Cerca de 30% das habitacbes com animais com LV encontravam-se proximas
aos casos 3 e 4 (mesma residéncia) e ao caso 5, localizados no bairro Piranga. Seis
domicilios com historico de LV (caso 9,10,15,16, 20 e 21), distribuidos entre os
bairros Argemiro, Quidé e Pedra do Lord, ndo apresentaram ao seu redor moradias
com animais portadores da doenca (Quadro 5).
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Quadro 5. Distribuicdo, em numero e percentagem, de casas visitadas num raio

de 250 metros de distancia de residéncias com casos humanos de
leishmaniose visceral (LVH), de acordo com o bairro e a presenca de
animais infectados (casas com LV) ou ndo (casas sem LV).
(Jaboticabal — SP, 2013).

CASAS VISITADAS*
LVH BAIRRO
Casas com LV Casas sem LV Total
1 Piranga 3 (7,30%) 39 (92,70%) 42 (100%)
2 Piranga 6 (26,10%) 17 (73,90%) 23 (100%)
3 Piranga 8 (30,77%) 18 (69,23%) 26 (100%)
4 Piranga 8 (30,77%) 18 (69,23%) 26 (100%)
5 Piranga 9 (27,27%) 24 (72,73%) 33 (100%)
6 Piranga 3 (10,35%) 26 (89,65%) 29 (100%)
7 Piranga 7 (22,58%) 24 (77,42%) 31 (100%)
8 Piranga | 1 (4,55%) 21 (95,45%) 22 (100%)
9 Argemiro - 23 (100%) 23 (100%)
10 Argemiro - 23 (100%) 23 (100%)
11 Argemiro 1(3,12%) 31 (96,88%) 32 (100%)
12 Argemiro 1 (3,12%) 31 (96,88%) 32 (100%)
13 Argemiro 1(3,12%) 31 (96,88%) 32 (100%)
14 P. Vicente 1 (3,85%) 25 (96,15%) 26 (100%)
15 Quidé - 32 (100%) 32 (100%)
16 Quidé - 32 (100%) 32 (100%)
17 Quidé 1 (3,57%) 27 28 (100%)
18 Quidé 1 (4,54%) 21 22 (100%)
19 Quidé 1 (14,28%) 6 7 (100%)
20 Quidé - 16 16 (100%0)
21 P. do Lord - 10 10 (100%0)

*Algumas casas visitadas encontravam-se ao redor de mais de um caso de LVH; (-) ausente.
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No que tange as caracteristicas das residéncias, o tipo de construcdo do
domicilio, o nimero de cédmodos e a presenca de quintal de terra, 0S mesmos nao
foram considerados fatores de risco para a ocorréncia de LV nos animais (Tabela
10).

A analise de vizinhanca permitiu concluir que os casos de LV humana
encontram-se distribuidos aleatoriamente, porém com certa relagdo espacial entre
eles (p=0,414; z=-0,816), diferente dos imdveis visitados (p=0,000; z=-25,118) e das
casas com animais infectados (p=0,009; z=-2,604), que formaram aglomerados ou
“clusters”, demonstrando uma associagéo espacial para ambas variaveis (Figura 18).

A andlise de Kernel demonstrou uma maior densidade de casas com
presenca de galinheiros na regido central do bairro Piranga, no sudoeste do bairro
Argemiro e em todo o bairro Padre Vicente, visualizadas pela cor laranja escuro,
denominadas “area quentes” (Figura 19). Com base na analise preditiva, é possivel
inferir que as areas em vermelho, como a regido nordeste do bairro Quidé, a regido
central do Piranga e todo o bairro Padre Vicente tendem a ser um fator de risco

maior para a infecgao por L. infantum chagasi (Figura 20).

Tabela 10. Fatores de risco para a ocorréncia de leishmaniose visceral em animais,
de acordo com o tipo de construcdo de casas, numero de comodos e
caracteristicas do quintal, nas residéncias do municipio de Juazeiro — BA.
(Jaboticabal — SP, 2013). Odds ratio (OR) e respectivo intervalo de
confianca (IC) a 95%. (Jaboticabal — SP, 2013).

Casas com animais Casas sem animais

FATORES DE RISCO portadores de LV portadores de LV OR IC p
(n=26) (n=272)
Construcéo da casa
Taipa (n=7 1(3,85% 6 (2,20% 1,77
pa ( _ ) ( ) ( ) 0,04-15,32  0,476"

Alvenaria (n=291) 25 (96,15%) 266 (97,70%) 1

N° de comodos

< 3 comodos (n=45) 4 (15,38%) 41 (15,00%) 1,02 .
0,24-3,24 0,966

> 3 cébmodos (n=253) 22 (84,62%) 231 (85,00%) 1

Quintal de terra

Sim (n=186) 17 (65,38%) 169 (62,13%) 1,15 .
0,49-2,68 0,740

N&o (n=112) 9 (34,62%) 103 (37,87%)

2 Teste qui-quadrado (p<0,05); ° Teste Exato de Fisher.
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Figura 19. Mapa de distribuicio de Kernel para a presenca de galinheiros nas
residéncias localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro —
BA. A graduacdo de cores refere-se a intensidade elevada (laranja
escuro), moderada (laranja) e leve (amarelo) de ocorréncia do evento
(Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 20. Mapa de predicdo de Kernel para a presenca de galinheiros nas
residéncias localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro
— BA. A graduacao de cores refere-se ao risco intenso (laranja escuro),
moderado (laranja) e leve (amarelo) de infeccdo por L. infantum
chagasi (Jaboticabal — SP, 2013).
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Em relacdo a presenca de lixo, os bairros Padre Vicente, Argemiro, Piranga |,
e Piranga apresentaram intensa concentragdo de matéria organica e inorganica
peridomiciliar e no interior dos imoveis, conforme observado no mapa de distribuicéo
de Kernel (Figura 21). Esses bairros também apresentaram mato ao redor das
residéncias, contudo, com maior intensidade no bairro Argemiro e norte do Piranga |
(Figura 22). Nota-se também acumulo de mato nos bairros Piranga e Padre Vicente,
porém com menor intensidade (Figura 22). Ndo se observou acumulo de lixo ou
mato no bairro Pedra do Lord (Figuras 21 e 22).

No que concerne a andlise preditiva para a presenca de lixo e mato,
observou-se que parte (nordeste, centro e sul) do bairro Piranga, a regido nordeste
do bairro Padre Vicente e as regifes nordeste e sudeste do bairro Argemiro
apresentaram caracteristicas similares, representadas pelas “areas quentes” (em
vermelho), demonstrando que esses locais tendem a cooperar com a manutencao
da LV nessas regides. Todavia, a presenca de lixo apresenta areas intensas de risco
(em vermelho) em quase a totalidade da area visitada, com maior representatividade
guando comparada com a presenca de mato peridomiciliar (Figuras 23 e 24).

Com o auxilio da interpolacdo de Kernel, verificou-se uma intensa
concentracdo de domicilios com fossas sépticas ou esgoto a céu aberto nos bairros
Padre Vicente e Argemiro (Figura 25). Esses bairros apresentaram auséncia de
infraestrutura  sanitaria em 84,62% e 51,92% das residéncias Vvisitadas,
respectivamente. A analise preditiva de Kernel demonstrou a presenca de areas de
risco (“areas quentes”) nessas localidades e na regido sudoeste do bairro Piranga
(Figura 26).



Figura 21. Mapa de distribuicdo de Kernel para a presenca de lixo nas residéncias
localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro — BA. A
graduacéo de cores refere-se a intensidade elevada (laranja escuro),
moderada (laranja) e leve (amarelo) de ocorréncia do evento
(Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 22. Mapa de distribuicdo de Kernel para a presenca de mato nas
residéncias localizadas nos diferentes bairros do municipio de
Juazeiro — BA. A graduacao de cores refere-se a intensidade elevada
(laranja escuro), moderada (laranja) e leve (amarelo) de ocorréncia do
evento (Jaboticabal — SP, 2013).
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Figura 23. Mapa de predicdo de Kernel para a presenca lixo nas residéncias
localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro — BA. A
graduagcdo de cores refere-se ao risco intenso (laranja escuro),

moderado (laranja) e leve (amarelo) de infeccdo por L. infantum
chagasi (Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 24. Mapa de predicdo de Kernel para a presenca de mato nas residéncias
localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro — BA. A
graduacdo de cores refere-se ao risco intenso (laranja escuro),

moderado (laranja) e leve (amarelo) de infeccdo por L. infantum
chagasi (Jaboticabal — SP, 2013).
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Figura 25. Mapa de distribuicdo de Kernel para a auséncia de esgoto canalizado
nas residéncias localizadas nos diferentes bairros do municipio de
Juazeiro — BA. A graduacéo de cores refere-se a intensidade elevada

(laranja escuro), moderada (laranja) e leve (amarelo) de ocorréncia do
evento (Jaboticabal — SP, 2013).

Figura 26. Mapa de predicdo de Kernel para a auséncia de esgoto canalizado nas
residéncias localizadas nos diferentes bairros do municipio de Juazeiro
— BA. A graduacéo de cores refere-se ao risco intenso (laranja escuro),

moderado (laranja) e leve (amarelo) de infeccdo por L. infantum
chagasi (Jaboticabal — SP, 2013).
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6. DISCUSSAO

Embora seja comum na regido nordeste do Brasil a criacdo de cabras para
auxiliar na subsisténcia das familias, e o uso de muares e equinos como meio de
transporte e de tragcdo, caprinos, ovinos e equideos compuseram apenas 3,2% da
populacdo de animais deste estudo. A maior parte foi composta por cées (76,91%) e
gatos (16,87%), diferindo de estudos semelhantes conduzidos no Nepal, india e
Suddo, onde as populacdes eram constituidas quase que exclusivamente por
animais de grande porte e de producdo (MUKHTAR et al., 2000; BHATTARAI et al.,
2010; KHANAL et al., 2010; SINGH et al., 2013).

A prevaléncia da LV na populacéo estudada foi de 6,43%, inferior a 13,3% e
21,6% verificadas no Nepal (BHATTARAI et al., 2010; KHANAL et al., 2010), a
26,67% no Suddo (MUKHTAR et al., 2000), e superior & encontrada na India, onde
2,7% dos animais apresentavam anticorpos anti-Leishmania sp. ou DNA do parasita
no sangue (SINGH et al., 2013).

A prevaléncia de gatos sororeagentes, proxima a 12%, foi semelhante a
observada em &reas endémicas no estado de S&o Paulo (COSTA et al., 2010) e na
Espanha (SHERRY et al.,, 2011). Apesar de 10 gatos apresentarem anticorpos
séricos anti-Leishmania sp., em nenhum animal foi amplificado o DNA do parasita no
sangue. Embora a técnica de PCR em tempo real seja mais sensivel do que a PCR
convencional, e considerada o método mais confiavel para o diagnéstico de
leishmaniose visceral (PALTRINIERI et al., 2010), nem sempre se detecta o DNA do
parasita no sangue. A qPCR de amostras sanguineas € mais indicada nas fases
iniciais da doenca, quando ocorre parasitemia e ainda ndo houve a producédo de
anticorpos (PALTRINIERI et al., 2010). Por essa razao, optou-se por realizar a
investigacdo soroldgica e a pesquisa do DNA do parasita no sangue de todos os
animais avaliados.

A ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania sp. na populagcdo canina do
presente estudo foi de 5,22%, inferior a 12,1%, relatada em area endémica do
sudeste do Brasil (CAMARGO-NEVES et al., 2001), 18,4% e 21,7% em municipios
da regido metropolitana de Salvador (BARBOZA et al., 2006; JULIAO et al., 2007) e
40,3% e 43% observadas na cidade de Paulista (PE) e Belém (PA), respectivamente
(DANTAS-TORRES et al., 2006; SILVEIRA et al., 2012).
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No municipio de Juazeiro ndo h& estudos prévios de soroprevaléncia de LV
em caes, e apenas um inquérito sorolégico foi realizado entre os anos de 2007 e
2008, onde 2,15% (98/4568) dos caes apresentaram sororeatividade, valor este
inferior ao verificado no presente estudo (5,22%)*. Mesmo ndo realizando a
investigacdo da doenca em cdes provenientes de todos os setores do municipio, e
avaliando uma quantidade menor de animais do que o inquérito anteriormente
realizado, a soroprevaléncia no presente estudo foi o dobro da anteriormente citada,
podendo indicar um aumento real nas taxas de prevaléncia da doenca na populagéao
canina. Apenas dois dos 383 céaes apresentaram DNA do parasita no sangue, sem
anticorpos seéricos anti-Leishmania sp. Estes provavelmente encontravam-se em
uma fase inicial da doenca. Se considerarmos ainda estes dois animais, a ocorréncia
da doenca na populacdo canina eleva-se para 5,75%.

No que concerne as outras espécies testadas, nenhum dos 32 animais
apresentou anticorpos anti-Leishmania sp. ou DNA do parasita no sangue,
contrapondo-se aos estudos realizados no Sud&o, Nepal e india (MUKHTAR et al.,
2000; KHANAL et al., 2010; SINGH et al., 2013). Enquanto no Suddo foram
verificados anticorpos séricos em 68,75% (66/96) dos burros, 21,4% (9/42) das
vacas e 8,5% (5/59) das cabras (MUKHTAR et al., 2000); no Nepal 23,1% (33/143)
dos caprinos, 22,7% (5/22) dos bubalinos e 10% (2/20) dos bovinos eram
sororreagentes (KHANAL et al., 2010). Por outro lado, na india as taxas de
sororreatividade foram da ordem de 3,57% (31/867) em cabras e 0,62%(1/61) em
vacas (SINGH et al., 2013). Entretanto, os estudos supracitados foram realizados
em regides onde a LV é causada pela L. donovani, antroponética e transmitida
principalmente pelo Phlebothomus argentipes, diferente do observado no Brasil, que
tem como agente etioldgico a L. infantum chagasi, transmitida na maior parte do pais
pela Lutzomyia longipalpis (BANETH ; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Apesar de Julido (2011), ter sugerido que os bovinos podem atuar como
reservatorio da LV, em um estudo conduzido na Bahia, e Feitosa et al. (2013) terem
identificado equinos sororeagentes em area endémica para LV no estado de Séo
Paulo, os resultados do presente estudo sugerem que os animais de producéo ou de
grande porte ndo fazem parte do ciclo epidemiolégico da doenca na regido

estudada. Apesar de terem sido avaliados todos os animais que residiam na area

! MACHADO, M.S.O. (Diretor da Secretaria de Promogao e Vigilancia a Satide do municipio de Juazeiro-BA). Comunicagéo
oral, 2012.



79

estudada, a populacdo de animais de producao ou de grande porte era pequena, 0
que pode ter influenciado nos resultados obtidos. Por outro lado, estes viviam em
areas de ocorréncia de casos humanos e animais (cdes e gatos), o que poderia
elevar as chances de infeccéo.

A soroprevaléncia em gatos (11,90%) foi aproximadamente o dobro da de
cdes (5,75%), e estes possuiam duas vezes mais chances de se tornarem
infectados do que cées, salientando a importancia da investigacdo desses animais
no ciclo epidemioldgico da LV. Uma elevada prevaléncia de infeccdo em gatos em
areas endémicas para LV também foi relatada por Sobrinho et al. (2012), em
Aracatuba, S&o Paulo, onde a taxa foi de 15,23% em uma populacao de 302 gatos.

Apesar da baixa taxa de prevaléncia da doenca na populacdo canina
avaliada, esses animais sdo importantes reservatorios de L. infantum chagasi
(BANETH ; SOLANO-GALLEGO, 2012) e a presenca de céaes infectados no
ambiente pode estar associada com a LV em humanos (OLIVEIRA et al., 2001),
contribuindo para a expansao e manutencdo da doenca. Provavelmente, as baixas
taxas de soroprevaléncia canina obtidas no presente estudo podem ter sido
influenciadas pela prévia eliminacdo de animais infectados, realizada pelo Centro de
Controle de Zoonoses? de Juazeiro (BA). Além disso, com a auséncia de posse
responsavel e maus tratos, a expectativa de vida desses animais € baixa, sendo
frequente a reposicdo de cdes na regido estudada. De acordo com Andrade et al.
(2007), a reposicdo desses animais em areas endémicas para LV costuma ser
rotineira e geralmente é realizada com animais jovens, mais susceptiveis a
infeccoes.

A elevada percentagem de gatos sororreagentes torna-se preocupante, uma
vez que a resposta imune humoral de gatos a infeccdo por L. infantum chagasi ndo é
um bom indicativo de infeccdo, jA& que muitos animais, mesmo infectados, mantém-
se sorologicamente negativos. Vides et al. (2011), avaliando 27 gatos naturalmente
infectados, confirmaram o diagnostico de LV em cinco deles apenas por
imunoistoquimica de lesdes cutaneas. Nestes, a sorologia e 0 exame parasitolégico
direto de orgéaos linféides ndo permitiram a confirmagcdo da doenca. Desse modo,

fica evidente que o numero real de gatos infectados pode estar sendo subestimado.

2 MACHADO, M.S.O. (Diretor da Secretaria de Promocao e Vigilancia a Saide do municipio de Juazeiro-BA). Comunicacao
oral, 2012.
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Apesar de ainda ndo ser conhecido o papel dos gatos na cadeia epidemioldgica da
leishmaniose visceral, por meio de xenodiagndstico ja foi comprovada a capacidade
desta espécie em infectar vetores (MAROLI et al., 2007; SILVA et al., 2010).

A ocorréncia de LV em gatos ja foi relatada em animais com idade variando
de trés meses a 17 anos (NASEREDDIN et al., 2008; CARDOSO et al., 2010). No
presente estudo a faixa etaria ndo influenciou na ocorréncia da enfermidade em
gatos, confirmando os achados de Solano-Gallego et al. (2007) e Sobrinho et al.
(2012), e contrapondo-se ao achados de Cardoso et al. (2010), os quais verificaram
uma maior predisposicdo em animais com idade superior a dois anos. Também né&o
foi verificada uma predisposi¢céo sexual, corroborando os relatos de Solano-Gallego
et al. (2007) e Sherry et al. (2011). De forma contraria, Cardoso et al. (2010) e
Sobrinho et al. (2012) verificaram uma maior predisposicao a infeccdo em machos.

Os gatos domiciliados apresentaram um risco dez vezes maior de tornarem-
se sororreativos quando comparados com os felinos semidomiciliados. Uma possivel
explicacdo para este fato pode estar relacionada as caracteristicas das residéncias
destes animais. Quatro dos seis gatos domiciliados residiam na mesma casa, que
possuia lixo e mato peridomiciliar. Nas casas dos outros dois animais existia também
acumulo de lixo e matéria organica, o que permite o desenvolvimento de
flebotomineos no ambiente (FELICIANGELLI, 2004). Por outro lado, nos locais de
residéncia de trés dos quatro gatos com livre acesso a rua ndo havia lixo ou mato
peridomiciliar. Como o escopo deste estudo nao foi avaliar a presenca de Lutzomyia
longipalpis nas moradias, ndo foi possivel confirmar tal suspeita. Estes resultados
discordam dos achados de Ayllon et al. (2008) e Cardoso et al. (2010), que nao
verificaram diferenca entre a ocorréncia de leishmaniose em gatos que viviam no
interior das residéncias e em animais semidomiciliados, na Espanha e Portugal,
respectivamente. Outro fator importante € que os proprietarios de gatos domiciliados
exercem a posse responsavel de seus animais, 0 que aumenta a expectativa de vida
dos mesmos. Em contrapartida, esses felinos podem apresentar um risco maior em
adquirir a doenca por estarem expostos por mais tempo aos flebotomineos .

Em relacdo aos caes, ndo houve predisposicao etaria para a ocorréncia da
doenca quando os mesmos foram subdivididos em dois grupos, entre seis meses e
um ano e com mais de 12 meses de idade. Apesar de a literatura afirmar que caes
com menos de trés anos e entre oito e dez anos apresentarem uma maior

predisposicao para adquirir a infeccdo (PALTRINIERI et al., 2010), n&o foi possivel
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determinar com precisédo a idade dos animais com mais de 12 meses no presente
estudo, porque os proprietarios ndo conseguiam fornecer esta informacdo, e a
avaliacdo da arcada dentaria nem sempre era possivel ou fidedigna. Shang et al.
(2011), utilizando a mesma classificacdo do presente estudo, detectaram um risco
2,4 vezes maior em caes com idade superior a um ano, atribuindo a maior
prevaléncia nos animais mais velhos devido ao maior tempo de exposi¢ao ao vetor.

Na&o foi verificada uma predisposicéo sexual para a ocorréncia de LV nos cées
do presente estudo, confirmando os achados de Franca-Silva et al. (2003), Coura-
Vital et al. (2011), Cortes et al. (2012) e Silveira et al. (2012). Apesar destes
resultados, estudos prévios sugeriram uma maior predisposicdo em machos
(DANTAS-TORRES et al., 2006; JULIAO et al., 2007; MIRANDA et al., 2008).
Embora algumas racas de cédes sejam mais predispostas ao desenvolvimento da
doenca (FRANCA-SILVA et al., 2003; MIRANDA et al., 2008; BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012), nao foi possivel avaliar esta varidvel na presente populacéo pois
apenas 16,97% dos caes tinham defini¢cao racial.

Para a populacédo canina, ndo houve associacao entre o acesso livre arua e a
infeccdo pelo parasita, discordando de Galvez et al. (2010), que estimaram um risco
trés vezes maior da doenca em caes semidomiciliados, quando comparado com
animais domiciliados.

Aproximadamente 65% (17/26) das casas com animais infectados também
possuiam outros animais no domicilio, confirmando aos achados de Moreira Jr. et al.
(2003) e Azevedo et al. (2008), em estudos prévios conduzidos no Brasil, que
associaram um aumento no risco de infeccdo em cées que conviviam com outros
animais. De forma inversa, Silva et al. (2012), ndo correlacionaram a presenca de
cées sororeagentes a outros animais domeésticos. Contudo, € importante ressaltar
gue quando os autores consideraram apenas a presenca de gatos nas moradias 0
risco de infeccdo em caes elevou-se em 58%, quando comparado com os domicilios
sem felinos. Estudos pretéritos também correlacionaram o maior risco de seres
humanos tornarem-se portadores de LV com a presenca de cdes na residéncia
(BORGES et al., 2009; FAYE et al., 2011). Em uma pesquisa realizada em Petrolina
(PE), Cesse et al. (2001), verificaram que o vetor da LV foi encontrado em maior
namero na regido peridomiciliar das residéncias, em locais onde havia a presenca

de animais.
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O convivio com mais de um animal, independente da espécie, elevou em 3,46
vezes as chances de infeccdo por L. infantum chagasi, concordando com os
achados de Borges et al. (2009), que verificaram que o risco de infeccdo em
humanos que conviviam com dois cdes foi trés vezes maior que aqueles que nao
possuiam animais.

Animais que vivem até 50 metros de distancia de residéncias com historico de
pessoas portadores de LV ndo apresentaram risco maior para a infecgao por L.
infantum chagasi. Estes resultados divergem das observacbes de Bhattarai et al.
(2010), os quais verificaram, em um estudo realizado no Nepal, que residéncias
distantes a menos de 22,8m de casas com animais infectados por L. donovani
apresentavam 37% de probabilidade de apresentar individuos infectados. Em outro
estudo realizado em Bangladesh, Bern et al. (2005), verificaram que seres humanos
gue viviam a até 50 metros de distancia de individuos infectados por L. donovani
possuiam trés vezes mais chance de adquirir a doenga do que pessoas que viviam
fora deste raio. No entanto, ha que se considerar que o agente etioldégico nos dois
estudos possui caracteristicas antroponoticas, e ndo zoonoéticas como a L. infantum
chagasi (BANETH ; SOLANO — GALLEGO, 2012)

Quando se avalia a distribuicdo espacial de casos de LV em animais nos
diferentes bairros, também é possivel verificar que aparentemente ndo ha uma
correlacdo entre estes e a proximidade com casos humanos da doenca. O bairro
Piranga foi o que concentrou o maior numero de casos da doenca, onde residiam
82% (18/22) dos caes e 80% (8/10) dos gatos infectados. Na mesma regido foram
identificados os dois cées com resultados de PCR positivo para LV. Apesar de este
bairro possuir o maior numero de casos humanos da doenca (sete pacientes), no
bairro Quidé foram identificados seis pacientes com LV e apenas dois casos da
doenca em animais (um cédo e um gato). Desta forma, a ocorréncia da doenca em
animais parece estar relacionada a outros fatores inerentes ao ambiente, conforme
observado por Bigeli et al. (2012), em um estudo conduzido em Palmas (TO).

Por apresentar uma dispersao dos casos de LV em humanos dentro do bairro,
0 numero de residéncias visitadas no Piranga correspondeu a mais de 40% do total
do estudo e, consequentemente, este foi o bairro com a colheita de um maior
namero de amostras de animais (43%). Outro fator a ser considerado é o tamanho
da populacdo do bairro Piranga (9564 habitantes), que chega a ser

aproximadamente o dobro de outros, tais como Padre Vicente (5568 habitantes),
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Argemiro (5260 habitantes) e Quidé (5424 habitantes). Apesar de o numero elevado
de pessoas por residéncia nao ter sido identificado como um fator de risco para a
infeccdo em animais neste estudo, nota-se que o bairro Piranga possui quase duas
vezes a populacdo do Quidé, distribuida praticamente no mesmo numero de casas
(2300 em cada bairro), sugerindo que este seja um fator a mais a ser considerado
quando da avaliacdo das caracteristicas do local. Costa et al. (2005), ao avaliarem
os fatores de risco para humanos adquirirem LV em Teresina (Pl), verificaram que
morar em uma casa com mais de quatro pessoas triplicava o risco de adquirir a
doenca.

O tipo de construcdo da residéncia ndo constituiu um fator de risco para a
infeccdo por L. infantum chagasi na populacdo animal estudada, concordando com
um estudo conduzido por Coura-Vital et al. (2011), no Brasil. Ha que se salientar que
as residéncias avaliadas no presente estudo apresentavam caracteristicas
estruturais semelhantes, sendo a maioria de alvenaria, no entanto mal rebocadas.
Apenas sete, das 298 casas visitadas, eram de taipa. Um estudo realizado na india
comprovou que a chance de ocorréncia de LV em pessoas que viviam em casas
rebocadas com lama era 2,4 superior do que em individuos que residiam em casas
rebocadas com cimento (RANJAN et al., 2005). A presenca de paredes de lama sao
favoraveis para a reproducdo e manutencdo do flebotomineo (KESARI et al., 2010).
Fendas e rachaduras nas paredes desses domicilios pode aumentar em
aproximadamente duas vezes o risco de infeccdo em seres humanos (BERN et al.,
2000), por ser um ambiente onde podem ser encontradas formas imaturas dos
flebotomineos (FELICIANGELLI , 2004).

Bern et al. (2000), avaliando uma area endémica para leishmaniose visceral
no Nepal, verificaram que as caracteristicas das residéncias indicativas de uma
melhor condigéo socioecondmica, tais como possuir trés ou mais comodos, estavam
associadas a um efeito protetor para a ocorréncia de LV, fato que nao foi observado
no presente estudo. Na regido estudada, as casas com um maior nimero de
cbmodos nem sempre eram as que possuiam um melhor acabamento ou indicavam
uma maior poder aquisitivo por parte dos proprietarios. Das 199 casas sem presenca
de forro no teto, cerca de 70% possuiam de quatro a sete comodos, enquanto quase
47% das 32 residéncias com banheiro fora da casa também possuiam de quatro a
sete comodos. O mesmo ocorreu em relacdo a presenca de quintal de terra nas

residéncias, que nao constituiu um fator de risco para LV. No bairro Piranga, que
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apresentou o maior numero de casos da doenca tanto em humanos quanto em
animais, aproximadamente 44% das casas possuia quintal cimentado. Diferente do
observado por Azevedo et al. (2008) em Poxoréo, no estado do Mato Grosso, onde
96% dos quintas das residéncias avaliadas era de terra, em Juazeiro esta
percentagem foi de 65%.

Alguns proprietarios possuiam o habito de criar galinhas na regido
peridomiciliar, tanto para o consumo proprio como para fins comerciais. Embora nao
tenha sido observada uma diferenca entre os diversos bairros quanto a presenca de
galinheiros nas moradias, os bairros Padre Vicente, Quidé e a parte central do bairro
Piranga foram consideradas, pela andlise de Kernel, areas de alto risco para a
ocorréncia de LV em caes e gatos quando associadas com a presenca de aves nas
moradias. Estes resultados confirmam as observacdes de Bigeli et al. (2012), que
associaram a ocorréncia da doenca em cées e a presenca de aves nas moradias, e
de Moreira Jr. et al. (2003), que verificaram que cdes que conviviam com aves
possuiam um risco relativo trés vezes maior de contrairem LV. Apesar de as
galinhas ndo serem capazes de manter uma infeccédo por L. infantum chagasi, s&o
importantes por atrairem os flebotomineos (ALEXANDER et al., 2002; OTRANTO et
al., 2010). Apesar de nao ter sido escopo do presente estudo, a presenca de
animais silvestres no municipio também pode contribuir para a manutencdo da
doenca, conforme salientado por Baneth e Solano — Gallego (2012).

Conforme observado pelo mapa de predicdo de Kernel, a presenca de lixo
nas residéncias foi considerado um fator de risco intenso para a ocorréncia de LV
em quase todas as areas avaliadas, similar ao descrito por Bigeli et al. (2012), em
um estudo conduzido em Palmas (TO). Isto ocorreu provavelmente porque o0s
vetores realizam oviposicdo e desenvolvem-se em areas ricas em matéria organica,
como relatado por Killick-Kendrick (1990) e Feliciangelli (2004).

De forma divergente, outros autores ndo verificaram uma correlagdo entre a
presenca de matéria organcia nas residéncias (SILVA et al., 2012) ou a coleta
publica de lixo e a ocorréncia da doencga canina (AZEVEDO et al., 2008; COURA-
VITAL et al., 2011). Entretanto, nos locais avaliados por Azevedo et al. (2008) e
Coura-Vital et al. (2011), a coleta de lixo era realizada de uma a trés vezes por
semana e 0s autores ndo mencionaram a existéncia de lixo nos quintais e ruas. No
municipio de Juazeiro, mesmo com coleta publica de lixo pelo menos duas vezes

por semana, a populacdo possui o habito de jogar os dejetos nas ruas, terrenos



85

baldios e ao redor das residéncias, sendo possivel observar o acumulo de matéria
organica, resto de madeiras, moveis ou materiais de constru¢cdo na maior parte dos
bairros visitados. Essa pratica contribui para a manutencdo da LV no municipio,
conforme sugerido por Cesse et al. (2001), que verificaram que a doenca em
humanos estava associada as praticas supracitadas em bairros periurbanos de
Petrolina (PE). Costa et al. (2005), também observaram um maior risco de infec¢édo
em humanos que residiam em casas sem coleta de lixo regular e saneamento
basico adequado.

A presenga de mato peridomiciliar foi evidente em 39,26% das residéncias
visitadas e esteve associada a um risco intenso de infeccdo dos animais que
residem no bairro Argemiro, e em parte dos bairros Piranga e Padre Vicente,
discordando dos relatos de Ranjan et al. (2005) que nao verificaram tal associacéo
em um estudo conduzido em humanos, na India. Diferente de Almeida et al. (2009) e
Barbosa et al. (2010), que associaram casos da doenca canina com a presenca de
mata nas proximidades das residéncias, no presente estudo ndo se tratava de mata,
no sentido de floresta ou bosque, mas sim de locais com jardins ou com arvores
frutiferas, geralmente mal cuidados, ndo adequadamente limpos e com presenca de
matéria organcia vegetal em decomposi¢cdo. Normalmente, fémeas de flebotomineos
depositam seus ovos em solo Umido e com alto teor de matéria organica (BRASIL,
2006), sendo estes ambientes ricos em formas imaturas de flebotomineos
(FELICIANGELLI, 2004).

A distribuicédo espacial permitiu verificar que a auséncia de esgoto canalizado
pode constituir um importante sinalizador para a infeccéo por L. Infantum chagasi em
animais que vivem nos bairros Argemiro, Padre Vicente e parte sudoeste do bairro
Piranga. E importante ressaltar que a anélise dos dados sem levar em consideracéo
a distribuicBo espacial dos casos de infeccdo em animais ndo leva a essas
conclusBes, uma vez que o bairro Piranga possuia apenas 10% das casas com
auséncia de esgoto e no Argemiro a proporcao entre casas com e sem rede de
esgoto era praticamente a mesma. No entanto, por meio do mapa de predicdo de
Kernel fica evidente a importancia dessa variavel na manutencdo da doenca em
algumas areas do municipio. Fato semelhante também foi verificado por Bigeli et al.
(2012), que associaram a ocorréncia da doenga canina com a falta de rede de
esgoto, em Palmas (TO). De forma similar, Cerbino-Neto et al. (2009) e Costa et al.

(2005), em Teresina (PI), também verificaram uma alta incidéncia de LV em seres
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humanos que residiam em casas sem infraestrutura sanitaria adequada.

A anédlise espacial da ocorréncia da LV em animais no municipio de Juazeiro
permitiu verificar que o bairro Piranga foi a regido com o maior nUmero de casos
(81%), associados a uma elevada intensidade de risco da doenca pela presenca
principalmente de lixo e mato, e em menor intensidade, de esgoto a céu aberto e
criagdo de galinhas. Entretanto, areas com elevado risco para a ocorréncia da
doenca, tais como os bairros Padre Vicente e Quidé devido a presenca de galinhas;
Padre Vicente, Argemiro, Piranga |, Quidé e Pedra do Lord pela presenca de lixo;
Argemiro pela presenga de mato; e os bairros Argemiro e Padre Vicente pela
auséncia de esgoto canalizado, ndo apresentavam casos de LV em animais (Pedra
do Lord), ou possuiam apenas um (Padre Vicente e Argemiro) a dois (Piranga | e
Quidé) casos. Contudo, estes resultados permitem predizer que novos focos da
doenca poderéo ser observados nestes bairros, e que a implementacdo de medidas
de controle e prevencdo da LV sdo imprescindiveis. Mais ainda, deve-se ressaltar
uma provavel participacdo dos gatos no ciclo epidemiolégico da doenca no
municipio, que podem estar atuando como sinalizadores da LV no ambiente. Esse
fato salienta a necessidade de novos estudos e da implementacéo de medidas para
o controle e a prevencdo da doenca nesta espécie animal, que tem sido considerada
por muitos como um hospedeiro secundario da L. infantum chagasi, e ndo como um
hospedeiro acidental (GRAMICCIA ; GRADONI, 2005; SOLANO-GALLEGO et al.,
2007).
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7. CONCLUSAO

Os resultados, nas condi¢cfes do presente estudo, permitiram concluir que:

1. A ocorréncia da leishmaniose visceral na populagdo animal estudada foi de
6,42% (32/498), correspondendo a 11,90% (10/84) da populacao de gatos e a
5,75% (22/383) da populacao de caes;

2. Néao foi detectada a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. ou de DNA

do parasita em amostras sanguineas de caprinos, ovinos e equideos;

3. Os gatos apresentaram duas vezes mais chances de tornarem-se portadores
de leishmaniose visceral do que os cdes avaliados no presente estudo e
podem servir como sinalizadores da doenga no ambiente, contudo, o papel

dos mesmos na cadeia epidemiologica da LV deve ser melhor investigado;

4. Os felinos domiciliados apresentaram um risco aproximadamente 10 vezes
maior de infectarem-se com o parasita quando comparados com 0s gatos

semidomiciliados;

5. O tipo de construcéo das residéncias, o numero de cémodos, o calcamento
do quintal e o nUmero de pessoas por residéncia ndo constituiram um fator de

risco para a infeccdo por L. infantum chagasi na populacéo animal estudada;

6. Possuir mais de um animal por domicilio aumentou em 3,46 vezes as chances

de infecgao por L. infantum chagasi;

7. A criacdo de aves, a presenca de lixo e mato peridomiciliar, e a auséncia de
infra-estrutura sanitaria podem atuar como importantes fatores de risco para a
manutencdo e expansao da leishmaniose visceral no municipio de Juazeiro
(BA).
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ANEXO A.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
Eu, , portador do CPF: ,
RG: , residente no endereco: :
n°__ , bairro: ,  municipio: UF: ,

concordo em responder ao questionario e permito que seja feita a colheita de
amostras de sangue de todos os animais residentes em minha propriedade, para
gue seja realizada a investigacao de leishmaniose visceral, por meio da técnica de
PCR em tempo real e sorologia.

Estou ciente, ainda, de que os dados obtidos no questionario e os resultados
da pesquisa de leishmaniose visceral serdo utilizados no projeto de pesquisa
intitulado “Fatores de risco e analise espacial para a leishmaniose visceral no
municipio de Juazeiro — Bahia - Brasil” e posteriormente publicados em revista
cientifica; e que também serdo notificados ao Centro de Controle de Zoonoses do
municipio os animais sororreagentes ou com DNA do parasita, conforme as normas

do Ministério da Saude do Brasil.

Juazeiro, de de 20

Assinatura do proprietario
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ANEXO B. Caracteristicas dos domicilios, ambiente e populacdo animal, localizados e
residentes ao redor de 250 metros do caso humano portador de leishmaniose

visceral, no municipio Juazeiro - BA. (Jaboticabal — SP, 2013).

. data: / /
IDENTIFICACAO CASO POSITIVO DE LVH
CASON°___ /ANO Coordenada GPS:
Quadra: / Bairro: Distrito:

IDENTIFICACAO CASA AVALIADA

CASAN° __ Coordenada GPS:
Endereco:

Distancia do caso humano: metros
Pessoasnacasa: ____ idade /sexo:
Profisséo:

Habitantes usam alguma protecao contra LV? ( ) ndo ( )sim Qual?

Conhecem a doenca (LVH)? ( ) sim () ndo

Deslocamento para outras regides: ( ) sim ( ) ndo local:

- Construcdo da residéncia: ( ) taipa ( ) madeira ( )alvenaria / Teto: ( )semforro ( )gesso ( )laje
- NUmero de cédmodos piso: ( ) cerdmica ( )cimento ( )terra / banheiro: ( ) dentro ( ) fora
-Telanasjanelas? ( )sim ( )ndo / Quintal?( )sim ( )ndo - piso:

- Galinheiro? ( ) n&o ( )sim / Curral? ( )ndo ( )sim / Chiqueiro? ( )sim ( )néo
- Matagal domiciliar e/ou peridomiciliar ( ) ndo ( )sim

- Coletadelixonarua? ( )ndo ( )sim -frequéncia: ___ x/semana

- Esgoto canalizado () ndo () sim

- Agua canalizada: ( )ndo ( )sim

- Lixo e entulhos na residéncia ou peridomiciliar? ( ) ndo ( ) sim

IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS DOMESTICOS / CASA

Animais na propriedade? ( ) ndo ( )sim. Quantidade:

Convivem com os proprietarios ? ( )ndo ( )sim

Convivem entre espécies? ( )ndo ( )sim

Distancia entre animais/casa: ( )até20m ( ) 20-50m ( )50-100m ( )>100m

Espécies: ( ) canina/Quant: ___ ( ) felina/Quant: ____ ( ) caprina/ Quant: ____ ( ) bovina/Quant: ____
() equina/Quant: ___ ( ) muares/Quant: ___ ( )suinos/Quant: () galinhas/ Quant
() outros /Quant:

OBS:




IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS DOMESTICOS

CASA N° Bairro: Coordenada GPS:

ANIMAL ESPECIE RACA SEXO IDADE

NO
ANIMAL EXAME PARA LEISHMANIOSE CONTROLE PARA LEISHMANIOSE

NO

NAO SIM / Qual NAO SIM — QUAL? (CITRONELA, COLEIRA, TOPICO, VACINA)

ANIMAL ACESSO A RUA ALTERACOES CLINICAS

NG

Domiciliado Semidomiciliado

NAO NAO SIM **

** Alteragdes clinicas:
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