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RESUMO

A leshmaniose viscerd, importante problema de salde publica, tem no cdo
doméstico 0 reservatorio de maior importancia para a transmisso da doenca ao
homem. Com o intuito de contribuir para a implementacdo de medidas de controle
desta zoonose, redizou-se avdiacido epidemioldgica da leshmaniose viscerd na
populacéo canina domiciliada do municipio de Poxoréo-MT. A prevaéncia observada
aravés da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. em 1112 amostras foi de 7,8%.
Observou-se ainda associagéo edtatisticamente significante entre a prevaéncia de LVC
e as vaiaves faxa edaia (P=0,0006), presenca de snais clinicos (P=0,0013) e
presenca de outra espécie anima co-habitando com os cées avaliados (P=0,0315),
tendo sSdo a espécie eqlina a mas freqlentemente observada entre os animais
soropogitivos. A prevaéncia da LVC foi maior para cées com idade maior que 84
meses, ceratoconjuntivite, lesbes cutaneas e onicogrifose, respectivamente, foram os
gnas dinicos mais freqlientemente observados nos animais soropoditivos. O sexo, a
coleta de lixo domiciliar bem como a renda familiar ndo apresentaram associagdo
edatigicamente sgnificante com a prevaéncia da LVC. A amplificacdo de DNA de
amodiras de sangue periférico através da Reacdo em Cadela pela Polimerase (PCR)
ndo se revedou em bom indrumento diagndgico para a vigilancia epidemiologica da
LV C devido a baixa senghilidade (55%) e especificidade (67%) observadas.
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ABSTRACT

Viscard leishmaniads (VL) is an important public hedth problem where dogs
play an important role as reservoir in the domestic cycle. An epidemiologica survey
was conducted in dogs from Poxoréo- MT, Brazl, usng indirect immunofluorescence
antibody test. A total of 1,112 dog blood samples were screened and prevalence was
7.8%. Sgnificant association was found between prevdence of CVL and age of the
dogs (P=0,0006), clinicd dgns ((P=0,0013) and presence of other animds in the
backyard (P=0,0315), with horses being more likely associated with seropostivity.
Prevdence was higher in dogs aging more than 84 months dinicd sgns more
frequently associated with seropogitivity were keratoconjunctivitis, cutaneous lesons
and onycogriphoss, respectively. Gender, garbage collection in the residence and
family income were not associated with CVL  prevdence. DNA amplification from
dog blood samples by PCR was not a good diagnogtic tool for epidemiologica

aurvellance of viscad leshmaniass because of its low senghility (55%) and
specificity (67%).
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1- INTRODUCAO e REVISAO DA LITERATURA

A leshmaniose viscerd, também conhecida como cadazar, compreende uma das
sete endemias mundiais de prioridade absoluta da Organizacdo Mundiad de Salde (OMS),
devido a0 seu cardter endémico em varias regides do mundo, afetando um a dois milhdes de
pessoas por ano. Edima-se que anuamente 500.000 casos sdo diagnosticados no mundo,
ressdtando-se os territérios do subcontinente indiano, o leste africano, o litord do
Mediterraneo e Portugd, RuUssa, Ardbia Saudita, Iraque, Ird, China e Améica Latina,
especidmente o Brasil (BADARO & DUARTE, 1997).

Pelo menos vinte espécies de Leishmania foram identificadas nas Américas as quai s foram agrupadas
em quatro complexos de acordo com as caracteristicas clinicas da doenca: |eishmaniose cutanea persistente,
cuténea difusa, mucocuténea e leishmaniose visceral, causadas respectivamente pela Leishmania (L.)
mexicana, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) brasiliensis e Leishmania (L.) chagasi (GRIMALDI
& TESH, 1993; DESJEUX, 1996). Atualmente L.(L) chagasi tem sido considerada idéntica a L. .(L)
infantum, que ocorre no Mediterraneo (MILESet al., 1999).

Na América do Sul as espécies vetoras do subgénero Lutzomyia estdo mais fregientemente
associadas com a transmissdo, particularmentelLutzomyia longipal pis (DESJEUX, 1996).

Os principais reservatérios naturais da LV sdo os roedores, edentados, marsupiais,
procionideos, primatas, incluindo o homem, aém do cdo domeéstico, consderado o
reservatdrio de maior importancia para a transmissdo da doenca a0 homem (DEANE &
DEANE, 1955; SHAW & LAINSON, 1987).

No Brasl, a formas canina e humana da leshmaniose viscera ocorrem
endemicamente em va&ios Estados das regifes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste.
Paranhos-Silva et d. (1996) avadiaram 1.681 amostras de caes de Jequié-BA e observaram
23,5% de prevaléncia; Madeira et d. (2000) avdiaram 310 amodiras de caes assintométicos
da regido Itapu-RJ e observaram 11,94% de postividade; Camargo — Neves et a (2001)
encontraram em Aragatuba SP (CAMARGO-NEVES,2001), onde a doenca é endémica, no
periodo de 1998-1999 a prevaéncia observada foi de 12%; Franca-Silva et d. (2003)
observaram 9,7% de prevaéncia em caes da area endémica de Montes Claros MG.

Em todos os Estados héa associacdo entre cdes infectados e presenca do vetor (MILES et al., 1999). A
leishmaniose visceral humana, nem sempre obedece a uma distribuicdo espacial paralela a do calazar canino,
porém tem sido observado que as infeccOes caninas sdo mais freqlientes que as humanas e que, normal mente,
as precedem. (PARANHOS —SILVA et d., 1996).



O baixo padréo de vida da populagdo, a maior densidade dos flebotomineos e cées infectados séo
fatores predisponentes para implantagio desta zoonose (SILVA et d., 1984; BADARO et d , 1986;
ALENCAR, 1983; MONTEIRO et a., 1994; NASCIMENTO , 1996). Nas Ultimas décadas, a LV tem
ocorrido com grande fregiiéncia em areas urbanas como Belo Horizonte-MG, Rio de Janeiro-RJ e Cuiaba-
MT, apresentando caracteristicas distintas dos padrdes classicos anteriormente descritos para érea rural
(EVANS ¢t a., 1990; COSTA et d. 1991; PARANHOS — SILVA et d., 1996; TAFURI et a., 1996;
DESJEUX, 1996; MOURA et al., 1999).

O ciclo hioldgico da Leishmania (L) chagasi € do tipo heteroxénico envolvendo como transmissor as
fémeas da Lutzomyia longipalpis. Ao picar um animal vertebrado infectado para exercer o repasto sanguineo,
0 inseto ingere, juntamente com o sangue, macréfagos e leucdcitos parasitados pelas formas amastigotas,
presentes no local da picada. Durante o tempo em que o sangue é ingerido, permanecem amastigotas. Estas se
transformam em promastigotas e sofrem multiplicagdo, adaptando-se as novas condigdes fisiol6gicas
existentes. As formas promastigotas sdo encontradas a partir de 15 horas ap0Os repasto infectante e
multiplicamse rapidamente através de divisdo binaria, colonizando principalmente o trato digestivo médio e
anterior do flebotomineo. Estas se transformam em paramastigotas que séo encontradas no esdfago e faringe
aderidas ao epitélio por hemisdesmossomas. Posteriormente ocorre nova transformagdo para promastigotas
metaciclicas extremamente ageis que nadam livremente. Ao exercer novamente o repasto sangtiineo sobre um
hospedeiro néo infectado — 0 homem ou outro reservatério -, o flebotomineo inocula as formas promastigotas,
presentes no trato digestivo anterior, probdscida, faringe e es6fago. No local em que ocorreu a picada do
inseto vetor, as formas promastigotas injetadas sdo fagocitadas por células sistema mononuclear fagocitério
(SMF). No interior dos macréfagos, as formas promastigotas se transformam rapidamente em formas
amastigotas que iniciam entdo sua multiplicagdo através de sucessivas divisdes no interior do vaclolo
fagocitario dos macréfagos. Quando os macréfagos estdo densamente parasitados, rompemse pondo em
liberdade as formas amastigotas que serdo fagocitadas novamente por outros macréfagos (CORREA &
CORREA, 1992).

A infeccdo por Leishmania (L) chagas gerdmente causa uma doenca sSstémica
caonica Os dgntomas mas freqientemente observados no homem sdo  hepato-
esplenomegdia, emagrecimento,  distlrbios  gadro-intedtinais, edema de membros
inferiores, esgplenomegdia, prodracdo, hipertermia, pdidez cuténea, hemorragias, dores
aticularese midgia(ALENCAR et d., 1991).

Em cdes, apés a infeccdo da pele, ocorre disseminacdo do parasita por todo
organismo com poderior desenvolvimento dos sntomaes. O goarecimento dos Snas
clinicos depende da imunocompeténcia do hospedero e a sntomatologia da doenca €
semehante a do homem. Gerdmente obsarvase febre irregular por longos periodos,

anemia, ateragdes dermatol 0gicas e perda de peso progressiva (FEITOSA et a., 2000).
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Um dos primeiros métodos utilizados para diagndstico das leishmanioses foi 0 exame parasitol gico,
através do raspado de lesBes ulcerativas cutaneas corado pelo Giemsa, quando VIANNA (1911) identificou
um protozoario que julgava pertencer ao género Leishmania, porém com caracteristicas estruturais proprias.
Posteriormente, novos métodos alternativos para identificar o complexo e espécies de Leishmania sp foram
propostos para a melhoria do diagnéstico de LV humana e canina, destacando-se entre eles os métodos
sorolégicos. Como cerca de 60-80% dos cées que tiveram contato com o parasita em &rea endémica ndo
apresentam sinais clinicos da doencga, o diagnéstico tem sido feito através da detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania sp. Vérios métodos diagnosticos tém sido empregados com sensibilidade variando de 78 a 100%
e especificidade variando de 80 a 98%. No Brasil, a reag@o de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido
mais freqiientemente utilizada paratriagem sorol 6gica na populagdo canina (ASHFORD et al., 1995).

Mais recentemente, a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) e a imunohistoquimica tém sido
utilizada para diagnostico em pacientes humanos. Grande nimero de PCRs para identificagdo do género
Leishmania ou para caracterizagdo individual dos complexos tém sido descritos (RODGERS, et a., 1990;
SMYTH et d., 1992; ASHFORD et d., 1995; HARRIS et d., 1998; REALE et a., 1999; REITHINGER et
al., 2000; FISA et ., 2001; LACHAUD et d., 2002).

Rodgers et al. (1990), assim como outros autores, basearam-se na regido conservada do minicirculo
de DNA. O kinetoplasto de DNA (KDNA) é composto de maxicirculos e minicirculos sendo que os
maxicirculos sdo compostos de 20 a 40 Kb de comprimento e apresentam de 30 a 50 c@pias de genes
mitocondriais. Os minicirculos possuem 1 Kb de peso e estdo presentes em 10.000-20.000 copias (RODGERS
et al., 1990).

A amplificagdo de fragmentos de DNA de Leishmania pela PCR tem sido alcancada em diferentes
tecidos bem como de aspirado de linfonodos, medula 6ssea e de leucécitos de sangue periférico
(IKONOMOPOULOS et al., 2003). O uso de sangue periférico apresenta a vantagem de ser um processo de

coletafécil, menosinvasivo, porém resulta em menor sensibilidade do teste (REITHINGER et a ., 2003)

As principais medidas de controle da LV no Brasil est@o baseadas no diagnogtico e
tratamento de casos humanos, no controle dos vetores através do uso de inseticidas e na
tiagem sorol0gica com poderior eutanasa de cdes podtivos para  leishmaniose
(PALATNIK-DE-SOUSA et d., 2001). O custo destas dividades tem sdo ato; num
periodo de 7 anos, por exemplo, 6,5 milhGes de cdes foram sorologicamente avdiados dos
quais 153.819 foram eutanasados (AKHAVAN, 1996). O conhecimento de parametros
epidemioldgicos, dém da quantificacdo da doenca, deve ser consderado quando da
implementacdo de medidas de controle.

Os estudos de fatores de riscos associados a dados epidemiologicos da populacéo
canina como faixa et&ia, sexo e raca ndo sBo numerosos (FRANCA-SILVA e d., 2003).
No Brasil, Alencar & Cunha (1963) ndo observaram diferenca de ocorréncia da LVC entre
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machos e fémeas. Em Portugal, Abranches et a. (1991) observaram a doenca gpenas em
adultos jovens e animais idosos. JA Feitosa et d. (2000) redizado estudo de animais
positivos para LVC em Aracatuba SP, observaram maior ocorréncia em animais entre 1 e 3
anos de idade. Franca-Silva et d. (2003) observaram prevaéncia semelhante em todas as
idades de cées avdiados em Montes ClarossMG. O risco ofereddo aos caes que co-habitam
com outras especies animais foi avaidado por Moreira et d. (2003) que observaram maior
riSco para a criacdo da espécie suina, seguida de aves (gdinhas) e animais de producao.

A pexquisa foi redizada na regido de Poxoréo-MT, por apresentar relatos prévios
de casos humanos de leishmaniose viscera. As auais medidas para o controle desta
enfermidade no municipio tém sSdo a identificacdo e tratamento de casos humanos, a
identificacdo e eutandsia de cdes soropositivos e a redizacdo de borrifacd com inseticida

piretroide intra e peridomiciliar, quando de casos humanos.

2 OBJETIVOS

Objetivorse redizar avdiagdo epidemioldgica da leshmaniose viscerd na
populacdo canina domiciliada no municipio de Poxoréo-MT com o intuito de contribuir
para a implementacéo de medidas de controle desta zoonose. Objetivou-se ainda avdiar a
golicacdo da reacdo em cadeia pda polimerase (PCR) como ingstrumento de vigilancia
epidemiolégicadaLVC.

3MATERIAISE METODOS

3.1- Area de Estudo

Os parametros referentes aos cées foram estimados tendo-se como base a populagéo
canina do Municipio de Poxoréo-MT. Ese Municipio estd locdizado no sudeste Mato-
Grossense, a 700 metros de dtitude e possui uma area de 6.907,60 kne, locdiza-se a
15°24'00" de latitude Sul e 54°18'15" longitude oeste (Anexo 1). O clima € do tipo tropical
quente e sub-Umido; a temperatura média é de 22° C com a estacdo da seca de 4 meses, de
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malo a agosto, sendo que as chuvas ocorrem com mais intensdade nos meses de dezembro
a feverero. O indice pluviométrico médio anua é de 1750 a 1900 mm. De acordo com o
IBGE, a populacdo em 2000 era de 20.008 habitantes (Figura 1).

Figura 1- Vistado Setor Irantinopolis, Poxoréo- MT.
3.2 Amostragem

3.2.1 Tamanho da amostra

A amostragem inicid necessaria a0 nivel de confianca de 95% (a= 5%), precisdo
absoluta de 2% e prevaléncia esperada (P) de 10% foi de 864 cées (LWANGA;
LEMESHOW, 1991). Foram colhidas 1.112 amostras de sangue de cdes sem raca definida
do municipio de Poxoréo, nimero este maior que o calculado para amostragem, uma vez

que em aguns setores 0 nimero de animais era diferente do estimado (Tabela 1).

3.2.2 Selegdo da amostra

Considerando-se que ndo ha dados prévios referentes ao tamanho e distribuicdo da
populacdo canina no municipio de Poxoréo, a amodra foi edratificada utilizando-se a
divisio de setores ja exigente na aea urbana, de acordo com a &ea de trabaho da
Fundacdo Nacional de Salde (FUNASA). Consderando-s2 0 nimero médio de 3,8
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habitantes por resdéncia e consderando-se a relacéo de 1 céo para cada 10 habitantes, a
slecdo da amodra foi feita de forma destéria, proporciondmente a0 nimero médio de
caed por setor, conforme apresentado na Tabela 1.

3.3 -Colhetadematerial

A colheita do materid foi redizada por 08 agentes de salde e 1 técnico da
FUNASA (Fundacdo Naciona de Salde), dém da pesquisadora responsavel, no periodo de
trés meses (Setembro a Novembro de 2002). As atividades de campo constaram das
seguintestarefas:

1- Confirmacdo do registro do cdo em ficha prépria com: nome, proprietario, enderego,
raca, idade, sexo, dnas clinicos, renda familiar, condigbes do quintd, coleta de lixo, etc
(ANEXO 2).

2- Exame dinico sumé&io e dassficacdo do cB em assintomatico e Sntomético (um ou
mas snas), conforme descricdo a seguir: aopecia, lesdes cutdneas, opacificacdo de
cornea e pelagem, onicogrifose, ceratoconjuntivite (ANEXO 2).

3- Colheita de sangue através da puncdo da veia cefdica com seringa de 3 ml descartéve,
para obtencdo do soro e sangue periférico, ap0s consentimento esclarecido do
proprieté&rio. Devido a grande disténcia de determinados locais, gpds transporte em
isopor com gelo, 0 sangue era depostado em banho Maria por 10 minutos e

centrifugado, separando-se 0 soro o qual era conservado a—20° C.
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Tabedla 1- NUmeros e porcentagem de cdes a serem amostrados segundo 0s Setores do

Municipio de Poxoréo-MT. Setembro a novembro de 2002.

Numero total Estimativa Por centagem Caes(n)
Setor de aserem
de casas daamostra
caes/ setores amostrados
Alameda M. Dourado 116 44 3,3 37
Alto Coité 510 194 8,4 93
Aparecidado Leste 175 67 4,2 47
Centro de Poxoréo 1009 383 84 93
COHAB BdlaViga 371 141 3.8 42
COHAB Xavante 572 217 14,0 156
Irantindpolis 755 287 16,2 180
Jarudore Povoado 139 53 4,0 45
Jarudorevila 180 68 6,1 68
Jd Poxoreo 356 135 4,7 52
LagoaBairro 276 105 7,0 78
Paraiso do Leste 137 52 4,5 50
StaMariaBairro 137 52 4,9 55
Sta Teresnha 220 84 55 61
Vila Cruzeiro 286 109 4,9 55
TOTAL 5239 1991 100,0 1112

3.4 Avaliacdo laboratorial

As amostras de soro colhidas dos animais foram avdiadas para presenca de

anticorpos anti-Leishmania aravés do teste de Imunofluorescéncia indireta (IF1), redizado
pelo Laboratério Centrad do Estado do Mato Grosso (LACEN). As amostras de sangue
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periférico total foram andisadas quanto a presenca de DNA de Leishmania sp. aravés da
Reacdo em Cadeia pda Polimerase (PCR).

3.4.1 Reac¢do de imunofluor escéncia indireta (RIFI)

Para 0 processamento da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) a técnica
utilizada neste modelo foi aguela descrita por Camargo e Rebonato (1969). Como antigeno,
utilizranse formas promagtigotas, em fase exponencid de crescimento de Leishmania
(L.) amazonensis (MHOM/BR/ BH6), mantidas em meo de cultura (LIT). Como
conjugado, foi utilizado anti-imunoglobulina de cdo, fracdo IgG, marcada com isoticionato
de fluoresceina (Biomanguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro). A diluicdo discriminante do
soro foi de 1/40. As amostras consderadas postivas e amodiras negativas, oriundas do

mesmo setor, também foram avaliadas pela Reacdo em Cadela pela Polimerase (PCR).

3.4.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

3.4.2.1 Extracdo de DNA
Foram utilizados 500 ni. de sangue periférico, conservados a -20°C. O DNA foi
extraido utilizando-se kit para extragd de DNA GFX genomic blood kitQ (Amersham
Biotech, Piscataway, New Jersey, USA). O volumefina foi de 100 ni...

3.4.2.2 Limiar de deteccdo da PCR

Inicidmente procedeurse a padronizacdo da PCR bem como a avdiagdo do limiar
de deteccdo da técnica. Para tal, amostras de sangue periférico de 2 caes provenientes de
aea ndo endémica para LVC (Diadema-SP) foram utilizadas procedendo-se a
contaminacdo atificid das amostras, em duplicata, com diluigdes seriadas, na base 10, de
formas promagtigotas de Leishmania (L.) chagas, mantidas em cultura.

A amplificacdo de DNA de minicirculos de kinetoplastos de Leishmania sp foi
redizada pda PCR utilizando-se os primers 13A (5-GTC GGG GAG GGG CGT TCT -3)
e 13B (5-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3') descritos por Rodgers et a. (1990).
As reacOes foram redizadas em duplicata, contendo 50 mM KCl, 10 mM Tris (pH 8,3),



16

200uM de desoxinucleotideo trifosfato, 1,5 mM MgCl2, 0,2 uM cada primer e 0,04 U de
Tag DNA polimerase,, em um volume find de 50 pk.. As amodras foram amplificadas em
um gparelho termociclador (MJ Research Thermd cycler) com  denaturacdo inicid a 95°C
por 5 minutos, sendo seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para denaturaggo,
63°C por 45 segundos para anelamento, 72°C por 30 segundos para extensdo e 72°C por 5
minutos para extensdo find.

A verificagdo da amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feta por eetroforese em
gel de agarose a 2% em tampdo TBE [89 mM Tris borato, 2 mM EDTA (pH 8,3)] e em ge
de poliacrilamida a 8% em TBE. Os géis de agarose foram corados com brometo de etidio e
visudizados sob luz ultravioleta e os géis de poliacrilamida foram corados com nitrato de
prata

3.5 Andlise estatistica

Os reaultados de postividade e negatividade observados foram expressos em
porcentagem. A avdiacd de associacdo entre dados epidemioldgicos (setores do
municipio, sexo, faixa eéia, sntomaologia clinica dos ces e condighes ambientais) e o
resultado da avaliagdo soroldgica foi redizada pelo teste do Qui quadrado (c?) ou teste
exato de Fisher (LANDIS & KOCH, 1977). Adotou-senivd de sgnificancia de  95%
( a =5%). A concordancia entre os metodos utilizados (IFl e PCR) foi avdiada peo
coeficiente de concordancia Kappa (ZAR, 1998).

A andie edatidica foi redizada com auxilio do programa computaciona SAS®
(SAS, 1999).
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4 RESULTADOS

Dentre os animais avdiados, 62% (691/1112) eram do sexo masculino e 36%
(398/1112) do sexo feminino. Vinte e trés registros (2%) ndo continham informagdes sobre
sex0. A representacdo gréfica destes resultados € gpresentadana Tabela 2 e Figura 2.

Tabela 2- NUmero e porcentagem de amostras de cdes avaliadas segundo 0 sexo

Sexo Total
n %
M 691 62,0
F 398 36,0
Sem informacdo 23 2,0
TOTAL 1112 100,0
SEXO

2%

36%

62%

OMacho BFemea 0OS.I|

Figura 2 — Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo o sexo.
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A digribuicio et&ria dos cdes avaliados foi maior para a faixa etéria entre 0 e 60

registros avaiados, 303 (27,24%) ndo continham informagdes sobre a idade dos animais.

Tabela 3- NUmero e porcentagem de amostras de cdes avaliadas segundo afaixa eté&riaem

Meses.

% de Animais

Idade TOTAL
(meses) n %
0-12 279 25,0
13-36 298 27,0
37-60 125 11,2
61-84 71 6,4
>384 36 3,2
Sem informagéo 303 27,2
TOTAL 1112 100,0
100,0 -
80,0 -
60,0
40,0
20,0 -
oo+t A L1 1 e == L1
0-12 13-36 37-60 61-84 > 84 S.

Faixa etaria (meses)

Figura 3 — Porcentagem de caes avaliados do municipio de Poxoréo-MT segundo afaixa

etaria (meses).
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A avdiacdo dlinica redizada no momento da colheita da amostra de sangue revelou
31% (319/1112) dos animais com sntomas clinicos (aopecia, onicogrifose elou
ceratoconjuntivite) e 63% (709/1112) dos animais assintomaticos (Tabela 4 e Figura 4).
Foram observados 84 (8,0%) registros sem informagdes sobre sintomatologia clinica

Os gntomas mas freglentemente observados foram lesdes cuténeas (58,9%),

onicogrifose  (57,1%), dopecia (53,9%) e ceratoconjuntivite (18,2%). Infartamento
ganglionar foi observado apenas em 3,1% dos animais (Tabelas).

Tabela4- Numero e porcentagem de cées avaiados segundo presenca de sintomatologia

dinica

Sintomatologia Total
n %
Sintomético 319 29,0
Assintomético 709 63,0
Seminformacdo 84 8,0
Total 1112 100
8%

29%

63%

|I:ISintomético O Assintomético @S.| |

Figura 4 — Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo a presenca de

sntomatologiaclinica
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Tabela 5 NUmero e porcentagem da sintomatologia clinica ( n= 319) dos cdes soro-

positivos avaiados
Sintomas Total
n %

- 172 53.9
dopecia
ceratoconjuntivite 58 18,2
edema membros 2 0,6
Infartamento ganglionar 10 31
less A 188 58,9
esdes cuténess
onicogrifose 182 57,1

Os quintais das residéncias avdiadas eram, na grande maioria (96,4%), de terra. Em
gerd, encontravamse em boas condigdes de higiene embora a maioria apresentasse
escoamento de &gua residud da cozinha e lavanderia

A presenca de outras espécies animais (eqlinos, aves e suinos) que serviriam de
fonte para repasto sanguineo dos flebotomineos também foi avdiada A presenca de
galinhas foi observada em 92,7% (638/688) do totd de animais que co-habitavam com os
caes, seguida da presenca de suinos (4,7%) e de eqlinos (2,6%). A Fgura 5 representa
esdes resultados. Quatrocentos e vinte e quatro registros (38,1%) nd continham
informagtes sobre a presenca de outra epécie animal no quintd.

A renda familiar da populacdo avdiada variou de 1 a 20 sdé&ios-minimaos sendo que

amaioria (93%) gpresentavarenda familiar de 1-2 sd&ios-minimos (Figura6).
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Das resdéncias avaliadas, a coleta de lixo era redizada em 75% ddas (732/975)
sendo diariamente em 4,1%, uma vez/semana em 37,9% ou mas que uma vez por semana
em 33% das residéncias Vinte e cinco por cento das resdéncias avdiadas ndo dispunham
de sarvico de coleta de lixo domiciliar e 137 regisros (12,3%) nd continham esta

informac&o.

92%

B aves Osuinos 0O equinos

Figura 5 Porcentagem de outras espécies animais que co-habitan com os cdes avdiados no

municipio de Poxoréo-MT.
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7%

17%

8i1sm O2swm [ 3SM

Figura 6 — Porcentagem de renda familiar, em sd&ios-minimos, segundo os cées avaiados.

NZo 1 Diaria
a0 4,1%
24,9% il

1 vez/semana
37,9%

Maisde 1
vez/semana
33,0%
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Figura 7- Porcentagem de residéncias segundo a freqiiéncia da coleta de lixo domiciliar.

As amodtras foram avdiadas quanto a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp.
aravés da reacdo de imunofluorescéncia indireta, resultando em 7,8% (87/1112) de
prevaléncia.

A Tabdla 6 gpresenta o nimero e a porcentagem de amostras de cées colhidas nos
diferentes Setores do municipio de Poxoréo-MT, segundo o resultado da pesquisa de
anticorpos  anti-Leishmania ., daravés da rescdo de imunofluorescéncia indireta
Observaram-se animais positivos em todos os Setores avdiados (Figura 8) sendo que os
Setores que apresentaram maior prevaéncia foram Alameda M. Dourado (18,9%), Santa
Teresinha (16,4%), Jardim Poxoréo (15,4%) e Jarudore Vila (13,2%). Houve associacdo
edtatisticamente significante (P= 0,0037) entre os Setores e 0 resultado observado.

Tabela 6 — NUumero (n) e porcentagem (%) de cdes segundo 0s Setores do municipio de
Poxoréo-MT e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp., através da reacdo

de imunofluorescénciaindireta.

Setor Postivo Negativo Total
n % n % n %
AlamedaM. Dourado 7 18,9 30 81,1 37 100,0
Alto Coite Vila 8 8,6 85 914 93 100,0
Aparecidado Leste 5 10,6 42 89,4 47 100,0
Centro Poxoréo 7 7,5 86 92,5 93 100,0
Cohab BelaVida 1 2,4 41 97,6 42 100,0
Cohab Xavante 10 6,4 146 93,6 156 100,0
Irantindpolis 6 3,3 174 96,7 180 100,0
Jarudore Povoado 1 2,2 44 97,8 45 100,0
Jarudore Vila 9 13,2 59 86,8 68 100,0
Jd Poxoréo 8 15,4 44 84,6 52 100,0
LagoaBairro 4 51 74 94,9 78 100,0
Paraiso do Leste 3 6,0 47 94,0 50 100,0
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StaMariaBairro 6 10,9 49 89,1 55 100,0
StaTeresnha 10 16,4 51 83,6 61 100,0
VilaCruzero 2 3,6 53 96,4 55 100,0
Total 87 7.8 1025 92,2 1112 100,0
100,0 — —
80,0 4 ] N
3
£ 60,0
8
()
S 40,0 1
XX
20,0 A
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\'Zr ¢
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Figura 8- Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo os Setores e 0

resultado da pesquisa de anticorpos anti- Leishmania sp.
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A ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania sp. nos machos foi de 8,2% (57/691)
enquanto que nas fémeas foi de 7,5% (30/398), ndo havendo diferenca edtatisticamente
sgnificante (P= 0,6768) entre esta varidvel e prevaéncia observada. Em 2,0% dos cées
avdiados ndo foi possivd obter a informacdo quanto ao sexo. A Tabela 7 a Figura 9

apresentam os resultados observados.

Tabela 7 - Numero (n) e porcentagem (%) de cdes avaliados.segundo 0 sexo e o resultado
da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania p., aravés da reacdo de imunofluorescéncia

indireta

Sexo Positivo Negativo Total

n % n % n %
Macho 57 8,2 634 91,8 691 100,0
Fémea 30 7,5 368 925 398 100,0

Avaliado 87 100,0 1002 100,0 1089 100,0
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100 1

80 -

60 -

% de animais

40 1

zoé
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Macho Fémea

|E| Negativo O Positivo|

Figura 9 — Porcentagem de cdes municipio de Poxoréo-MT segundo 0 sexo e o resultado da

pesquisa de anticorpos anti- Leishmania sp. dos cées avaliados

A ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania . foi observada em todas as faixas
glarias, com excecdo dos animais maiores que 168 meses de idade. Trezentos e trés
registros (27,2%) ndo continham informagdes sobre a idade dos animais. Os animais idosos
(>84 meses de idade) gpresentaram maior percentud de positividade, bem como os anmas
entre 60 e 84 meses de idade. Houve diferenca edtatisticamente sgnificante entre as faixas
etérias e ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania sp. (P=0,0006). Na Tabela 8 e Figura 10

s80 gpresentados os resultados das amostras avaliadas.

Tabela 8 - Numero (n) e porcentagem (%) segundo a faixa et&ia o resultado da pesquisa

de anticorpos anti-Leishmania ., aravés da reacdo de imunofluorescéncia indireta dos

caes avaliados.
Faixa etéria Positivo Negativo Total
(meses) n % n % n %

0-12 19 6,8 260 932 279 100,0



13-36 15 5,0 283 95,0 298 100,0
37-60 11 8,8 114 91,2 125 100,0
61-84 11 155 60 84,5 71 100,0
>84 8 22,2 28 77,8 36 100,0
Total 64 8,0 745 92,0 809 100,0
100,0
80,0 - I ]

(7]

| 60,0

E

8 40,0 4

()

o

X 20,0

0,0 | |~ | | . . .
13-36 37-60 61-84 >84

0O Negativo % B Positivo %|

27

Figura 10 — Porcentagem dos cées avaiados no municipio de Poxoréo-MT segundo a faixa

etaria (meses) e o resultado da pesguisa de anticorpos anti-Leishmania sp.

Dos animais sintométicos, 12,85% (41/319) apresentaram resultado positivo para a

presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. Houve associacdo edatisticamente significante

entre a ocorréncia de sintomatologia clinica e o resultado da pesquisa anti-Leishmania sp.
(P=0,0013). A Tabela9 eaFigura 11 apresentam tais resultados.

Tabela 3 Numero (n) e porcentagem (%) dos caes avaliados no runicipio de Poxoréo-MT

segundo a condicdo (sintomético e assntomético) e o resultado da pesquisa de anticorpos

anti-Leishmania sp., atraves da reacéo de imunofluorescénciaindireta
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Positivo Negativo Total
Condicdo
n % n % n %
Sintomético 41 128 278 87,2 319 100,0
Assintomético 48 6,8 661 93,2 709 100,0
Total 89 8,7 939 91,3 1028 100
100
" 80
‘®
£ 60+
@
L 40
$
20 -
0 - .
Sintomaético Assintomético

0 Negativo B Positivo

Figura 11- Porcentagem dos cdes avdiados no municipio de Poxoréo-MT segundo a
condicdo (dntoméico e assntomaico) e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-
Leishmania .

Dentre os animas podtivos, a sntomatologia dinica mas  freglentemente
observada foi ceratoconjuntivite (12,1%), seguida de lesbes cuténeas (11,2%), onicogrifose
(11,0) e infartamento ganglionar (10,0). Edema de membros ndo foi observado em nenhum
animd com postividade. Em 75 % das fichas ndo foi regidrada a sntomatologia clinica
Observouse associacio edatisticamente dgnificante entre os diferentes snais clinicos e a
postividede (P £ 0,018) para pesquisa anticorpo anti-Leishmanias sp. A Tabela 10 e a

Figura 12 gpresentam os resultados.



29

Tabela 100 Numero (n) e porcentagem (%) dos caées avaliados no municipio de Poxoréo-

MT segundo os sinais clinicos observados e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-

Leishmania sp., através da reacdo de imunofluorescénciaindireta.

Sinal clinico Positivo Negativo
% n % n %

Ceratoconjuntivite 7 12,1 51 87,9 58 100,0
L esdes cuténeas 21 11,2 167 88,8 188 100,0
Onicogrifose 20 11,0 162 89,0 182 100,0
Infartamento Ganglionar 10,0 9 90,0 10 100,0
Alopecia 5 29 167 97,1 172 100,0
Edema membros 0 0,0 2 100,0 2 100,0
Total 54 8,8 558 91,2 612 100,0
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Figura 12 — Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo os snais dinicos e
0 resultado da pesquisa de anticorpos anti- Leishmania p.

Dentre os cdes pogtivos, a espécie eqlina foi mais freqlentemente observada co-
habitando com os cées avdiados (22,2%), seguida da espécie suina (18,75%) e das aves,
paticulamente gdinhas (9,0%). A Tabela 11 e a Figura 13 apresentam tais resultados.
Observouse associagdo edtatisticamente sgnificante (P=0,0315) entre a presenca de outras
egpécies animas e a pequisa de anticorpos anti-Leishmania sp., através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta

Com rdacdo exigéncia de coleta de lixo domiciliar, ndo houve associacdo
edatigticamente dgnificante (P=0,5705) entre esta vaidve e a podtividade dos cdes
avaiados. Os resultados podem ser observados na Tabela 12 e Figura 14.
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Tabela 11- Numero (n) e porcentagem (%) de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo
as espécies animais co-habitando os quintais e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-

Leishmania sp., através da reacdo de imunofluorescénciaindireta.

Animais Positivo Negativo Total
n % n % n %
Aves 58 9,1 580 90,9 638 100,00
Suinos 6 18,8 26 81,3 32 100,0
Eqinos 4 22,2 14 77,8 18  100,0
Total 68 9,9 620 90,1 688 1000
100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -
0,0
Aves Suinos Equinos

@ Negativo B Postivo

Figura 13- Porcentagem segundo as espécies animais co-habitando com os cGes avdiados e
0 resultado da pesquisa de anticorpos anti- Leishmania .

A Tabda 13 e a Figura 15 apresentam os resultados da postividade segundo a renda
familiar, em sd&ios minimos Eda vaidvd também ndo goresentou  associacéo
edatisticamente sgnficante (P=0,2650) com a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp.,

através dareacdo de imunofluorescénciaindireta
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Tabela 12- Numero (n) e porcentagem (%) cées segundo a coleta de lixo domiciliar e o
resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp., através da reagdo de

imunofluorescéncia indireta

Coleta Lixo Positivos Negativos Total
n % n % n %
Presente 51 7,0 681 930 732 1000
Ausente 12 5,0 231 950 243 1000
Total 63 6,5 912 935 975 100,0
100
80 -
[%2]
‘©
E 60 -
&
o 40
©
X 20 A
0 ' bonooom
presente ausente

O Negativo B Positivo

Figora 14- Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo a presenca de

coletade lixo domiciliar e o resultado da pesguisa de anticorpos anti-Leishmania sp.
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Tabela 13— Numero (n) e porcentagem (%) de cdes segundo a renda familiar (sdaio
minimo) e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp., atraves da reagdo de

imunofluorescénciaindireta.

Renda Familiar Positivo Negativo Total
Sd&io minimo n % n % n %
1 57 71 744 929 801 100,0
2 17 9,2 167 90,8 184 100,0
3 2 2,6 74 97,4 76 100,0
Total 76 7,2 985 92,8 1061 100,0
100,0
80,0 -
0
£ 600 -
& 400 -
3
< 20,0 -
0,0 EEER 2
1 2 3

Renda Familiar —N°salarios minimos

[DNegaIivo% B positivo %

Figura 15 Porcentagem de cdes do municipio de Poxoréo-MT segundo a renda familiar

(sd&io minimo) e o resultado da pesquisa de anticorpos anti- Leishmania sp.
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Com o intuito de avdiar a Reacd em Cadea pela Polimerase (PCR) como
indrumento de vigilancia da LVC, 168 amodras de sangue periférico foram avadiadas para
a amplificacdo de DNA de kinetoplasto de Leishmania sp., sendo 80 amostras reagentes
para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp..através da RIFI e 88 néo reagentes.

A avdiacdo do limiar de deteccdo da PCR revelou ser possivel a amplificacdo de
fragmento de DNA (120bp) em amostra de sangue artificidmente contaminada com 102
formas promastigotas de Leishmania L. chagas (Figura 16).

A Figura 17 apresenta adguns dos resultados observados em amostras de sangue de
cds do municipio de Poxoréo-MT, com reacd0 soroldgica podtiva e negativa para
Leishmania sp. Observa-se que houve amplificacdo de fragmento de DNA em 6 das 8
amodtras posdtivas (b, ch ,i,l,p), ndo ocorrendo a amplificacdo em 2 amostras positivas (f,
g). Todas as amodiras soro positivas da Figura 17 apresentaram auséncia de amplificagéo de
fragmento de DNA de Leishmania sp.

A Tabda 14 agpresenta os resultados observados segundo a avdiagéo laboratoria
redizada. Adotando-se a RIFI como méodo diagnostico padréo, a validacdo da PCR
segundo Guimardes (1985) revelou, entre a PCR e RIFI, co-senshilidade de 55%, co-
especificidade de 67% e concordancia de 61,3%. O coeficiente de concordancia Kappa foi
caculado em 0,2213 e, tomando-se como base a classificacdo de Kappa proposta por
Landis & Koch (1977), esta concordancia foi considerada leve.
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Figura 16- Eleroforese em gd de acrilamida 8% corado com nitrato de praa
Amplificacdo de fragmento de DNA de (a) formas promagtigotas de Leishmania chagasi;
(b)10.000 formas promestigotas de Leishmania chagasi; (c) 1.000 formas promastigotas de
Leishmania chagasi; (d)100 formas promastigotas de Leishmania chagasi; () 10 formas
promastigotas de Leishmania chagasi; (f) 0,1 formas promagtigotas de Leishmania chagas;
(9) 0,01 formas promagtigotas de Leishmania chagasi; (h) DNA de cdo negativo e (i) sem
DNA. PM = marcador em escada de 100pb.
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PM a b ¢c d e f g h i jJ k I mno pgq PM

Fgura 17- Eletroforese em ge de acrilamida 8% corado com nitrato de prata
Amplificacio de fragmento de DNA (@) Controle Postivo contendo 10! formas
promastigotas de Leishmania chagasi.; (b-€) de sangue periféico de cdo oriundo do Setor
Irantindpolis; (f-k) Setor Jd. Poxoréo; (I-m) Setor Lagoa; (n) Setor Xavante; (0) de sangue
periférico de cdo de &ea ndo endémica; (p) de sangue periférico de cdo naturalmente
infectado com Leishmania sp.(q) sem DNA. PM = marcador em escada de 100pb.

(b, c, f, g h i, I, n, p) cdes pogtivos para a presenca de anticorpos anti-Leishmania sp.
através da reacdo de imunofluorescéncia indireta; (d, e, j, k, m, 0) cdes negativos para a
presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. aravés da reacdo de imunofluorescéncia
indireta
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Tabela 14- NUmero de amostras de sangue de cdes segundo o resultado da reacdo de

imunofluorescénciaindireta (RIFI) e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).

|FI
PCR Postivo Negativo Total
Positivo 44 29 73
Negativo 36 59 9%
Total 80 88 168

Co-sengbilidade= 55%; co-especificidade= 67%; co- concordancia= 61,3%
Cosficiente Kappa= 0,221
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DISCUSSAO

O presente estudo foi redizado Poxoréo-MT, municipio com registro de casos
humanos e caninos de leishmaniose viscerd, locdizado em &ea proxima a regido de
floresta, com a presenca de reservatorios slvestres, dém da presenca de animas
domesticos tidos como reservatorios urbanos.

A regido possui atividades comerciais e rurais voltadas para 0 garimpo e a pecuaria
bovina em ssema extendvo, atividades com permanente trangito entre a regido urbana e
rurd, propiciando a urbanizacdo da doenca e a manutencdo do ciclo enzodtico.

As medidas de controle redizadas anteriormente compreendem a notificacdo e
tratamento de casos humanos, borrifacdo domiciliar e peri-domiciliar  com inseticida
piretrdide e diagndégico e eutanasia de cdes soropostivos, araveés da Imunofluorescéncia
Indireta.

A prevaéncia de 7,8% observada na pesquisa encontra-se dentro dos parametros
ja relatados para regibes endémicas. O vdor de prevaéncia relaado tem variado na
dependéncia da aea avdiada, da amostragem utilizada bem como do méodo diagndstico.
Paranhos-Silva et d. (1996) observaram 235% de prevaéncia de cées de Jequié-BA,
porém estes autores utilizaram o teste ELISA indireto como método diagndstico o que pode
ter contribuido para a diferenca de prevaéncia observada, dém das areas andisadas serem
diferentes. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sSdo o méodo mas
freqUentemente utilizado e o vaor doservado na presente investigacéo(7,8%) esta de acordo
com 0 observado por Madeira et a. (2000) que observaram 11,94% de postividade em
amodtras de caes assntométicos da regido ItapuRJ; por Camargo-Neves et d (2001) que
observaram 12% de prevaéncia em AracatubaSP; por Franca-Silva e d. (2003) cuja
prevaléncia observada foi de 9,7% em caes da &rea endémica de Montes Claros-MG.

A prevaéncia observada nos diferentes Setores de Poxoréo-MT variou de 2,2%
(Jarudore Vila) a 189% (Alameda M. Dourado). Embora edtas diferencas sgam
estatisticamente sgnificantes, ndo foram observadas caracteridticas fiScas ou de densidade
populacional que pudessem ser relacionadas a estes achados. Paranhos-Silva et d. (1996)
também observaram grande variacdo na prevaléncia de diferentes edtratos de Jequié-BA,



39

porém sem relacdo com os parametros avdiados. Em ambos os casos, a avdiacdo da
densidade de flebotomineos néo foi redizada

A auséncia de associacdo edtatisticamente significante entre soro-prevaéncia e sexo
observada no presente trabaho também foi relatada por Paranhos-Silva (1996), por Feitosa
et d. (2000), por Cabreraet d. (2003) e por Franca Slva et a (2003).

A podtividede e a faxa eaia dos cées avdiados revelou associacéo
edatidicamente sgnificante, tendo sdo maior para cées com idade acima de 84 meses
(22,2%). Abranches et a. (1991) em Portugd e Frangca-Silva et d. (2003) no Brasl,
também observaram maior prevaéncia em animais de 72 a 84 meses de idade (12,8%); ja
Feitosa et a. (2000) reataram maior postividade em animas entre 36-72 meses de idade
(29%). As diferencas observadas podem ser decorrentes de ambientes distintos, bem como
das diferentes medidas de controle adotadas.

O quadro dinico da leishmaniose viscerd americana canina varia de animas
gparentemente saudavels a aqueles em estdgios finais da doenca. Nesse estudo, 0s caes
foram cdlinicamente classficados em assntomaicos, com auséncia de dnas clinicos e
sintométicos, quando apresentavam aopecia, ceratoconjuntivite, oricogrifose, lesdes
cuténeas €/ou edema de membros. Observou-se 6,8% dos animais soropositivos para LVC
sem quaisquer sinais clinicos da doenca. O periodo de incubacdo longo (2-4meses) e a
imunocompeténcia dos animais podem contribuir para a ocorréncia de @es soropositivos e
assntométicos. Madeira et d. (2000) também relataram posgtividade (11,94%) em cées
ntométicos da regido de Itaipu-RJ.

Dos animais soropositivos e sintométicos, a ceratoconjuntivite, lesdes cuténess e
onicogrifose foram os snais clinicos mais freqlentemente observados (12,1, 11,2 e 11,0%,
respectivamente). Feitosa et al. (2000) relataram 68% de cdes pogtivos paa LVC com
dteragbes dermatoldgicas que compreendiam aopecia difusa e lesbes ulcerativas e 51% de
caes pogtivos com onicogrifose. Linfoadenopatia, como o sind clinico mas frequente foi
observada em 10% dos cdes soropoditivos e as diferencas observadas podem ter sido
decorrentes da populacdo de cées estudada uma vez que os animais avaliados, recorreram a
um sarvico vetainéio devido a dguma dteragéo fisoldgica

A presenca de outras espécies animais co-habitando com os cdes avaiados revelou

associagdo edatigicamente ggnificante com a podtividade, sendo maior quando da
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presenca da espécie eqliina (22,2%) seguida da suina (18,8%). Estes resultados diferem dos
de Moreira Jinior et a. (2003) que relataram, na Bahia, maior risco relativo com relacéo a
presenca da espéecie suina (4,1). Estes autores ndo se referem a presenca de eqlinos na
referida pesquisa

A presenca da coleta de lixo domiciliar pode influenciar o ambiente urbano
propiciando maior ou menor fonte de matéria organica para os flebotomineos. Td varidve
ndo revelou associacdo edtaisticamente significante com a prevaéncia observada e ndo ha
relatos de outros autores com relacéo aetavariave.

A renda familir mas freqlentemente obsarvada (1 sd&io minimo), retrata uma
populacdo de baixa renda vivendo em condi¢fes que podem favorecer a manutencdo ou até
0 incremento da doenca

Os resultados de vdidacdo da PCR n&o revelaram ser esta uma boa ferramenta para
a vigilancia epidemiolégica da LVC uma vez que goresentou baixa senghilidede (55%) e
baixa especificidade (67%) relativas. Embora avdliassem a PCR paa teste de triagem da
leshmaniose cuténes, Rethinger et d. (2003) também observaram baixa sengbilidade
deta ferramenta diagndgtica Os testes soroldgicos, adém de goresentarem  maior
senshilidade, tém a maior facilidade de execugdo e o baixo custo a seu favor. Por outro
lado, a PCR pode ser de grande vdia no diagnéstico individud e no acompanhamento de

tratamento de paciente humano.
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CONCLUSOES

A prevdéncia da Leshmaniose Viscerd Canina (LVC) em Poxoréo-MT foi de
7,8%;

Houve associagdo edatisticamente dgnificante entre os diferentes Setores do
municipio de Poxoréo-MT e o resultado da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania
Sp. Nos cées avaiados,

N&0 se observou associacdo edatisticamente sgnificante entre os sexos e a
prevalénciade LVC,

Houve associagdo eddidicamente Sgnificante entre a faxa et&ia e a prevadéncia
de LVC, tendo sido maior em cées maiores que 7 anos de idade;

Houve associagdo edtatisticamente significante entre os sinais clinicos observados e
aprevaénciadeLVC;

Ceratoconjuntivite, lesbes cutaneas e onicogrifose, respectivamente, foram os snas
clinicos mais freglientemente observados nos animais soropositivos;

A presenca de outra espécie animal co-habitando com os caes avaiados revelou
associacao edatisticamente sgnificante com a prevaéncia de LVC sendo a especie
equina a mais freqlientemente observada entre os animais soropositivos,;

A coleta de lixo domiciliar ndo apresentou associacéo edatisticamente sgnificante
com aprevaénciadaLVC,;

A renda familiar néo gpresentou associacdo edatigicamente dgnificante com a
prevalénciadaLVC,

A aplicacéo da Reacdo em Cadela pela Polimerase (PCR) em amosiras de sangue
periféico ndo s revdou em bom indrumento diagndstico para a vigilanca
epidemiolégicada LV C devido a baixa sensbilidade e especificidade observadas.



42

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ABRANCHES, P.; SILVA-PEREIRA, M.C.D,; CONCEIQAO—SILVA, F.M.; SANTOS-
GOMES, GM.; JANZ, JG. Canine leishmaniass pathologicd and ecologicad factors
influence transmission of infection. Journal of Parasitology, v.77, p.557-561, 1991.
AKHAVAN, D. Andise de custo-efetividade do componente de leishmaniose no projeto de
controle de doencas endémicas no nordeste do Brasil. Revista de Patologia Tropical, V.
25, p.203-252, 1996.

ALENCAR, JE. Expansio do cdazar no Brasl. Ceara Medicina, v. 5, n.1-2, p.86-102,
1983.

ALENCAR, JE.; NEVES, J DIETZE, R. Lesmaniose viscera (Cddzar) In: Verones,
R. Doengas infecciosas e parasitarias. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 8ed. P.706-
717, 1991.

ASHFORD, D. A, BOZZA, M., FREIRE, M. MIRANDA, JC,
SHERLOCK,I.EULALIO, C.; LOPES, U.; FERNANDES, O.; DEGRAVE, W.; BARKER
JR., R;BADARO, R.; DAVID, J Compaison of the polymerase chan reaction and
serology for the detection of canine viscerd leishmaniass. American Journal of Tropical
M edicine Hygiene, v.53, n.3, p. 251- 255 1995.

BADARO, R. & DUARTE, M. Leishmaniose viscerd. In: Verones, R. & Foccacia, R.
Tratado de Infectologia. v.1, p.1234-1258, 1997.

BADARO, R.; JONES, T.C.; LORENCO, R.; CERF, B.J. SAMPAIO, D. CARVALHO,
EM.; ROCHA, H.; TEIXEIRA, R.; JOHNSON, W.R. A prospective study of viscerd
leishmaniags in an endemic area of Brazil. Journal of Infectious Disease, V. 54, n4, p.
639-649, 1986.

CABRERA, M.A; PAULA, A, A,; CAMACHO, L.A.; MARZOCHI, M.C.; XAVIER,
S.C,; SILVA, A.V.; JANSEN, A.M. Canine viscerd leishmaniais in Bara de Guardiba,
Rio de Janero, Brazil: Assessment of Risk Factors. Revista do Instituto de Medicina
Tropical, v. 25, n.2, p. 79-83, 2003.



43

CAMARGO M.E., REBONATO C. Cross reactivity in fluorescence tests for Trypanosoma
and Leishmania antibodies. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, V.
18, p.500-505, 19609.

CAMARGO-NEVES, V.L.F.; KATZ, G.; RODAS, L.A.C; POLETTO, D.W.; LAGE,
L.C.; SPINOLA, RM.F.; CRUZ, O.G. Utilizagdo de ferramentas de andise espaciad na
vigilancia epidemioldgica de lesmaniose viscerd americanas Aracatuba-S30 Paulo, Bradl,
1998-199. Cadernos de Sauide Publica, v.17, n.5, p.1263-1267, 2001.

CORREA, W. M. & CORREA, CN.; Leishmaniose Enfermidades Infecciosas dos
Mamiferos Damésticos, Rio de Janeiro, 22 Ed., 1992.; p 718-9.

COSTA C.A.; GENARO, O.; LANA, M.;: MAGALHAES, PA.; DIAS, M.; MICHALICK,
SM.; MELO, M.N.; COSTA, RT., MAGALHAES-ROCHA, N.M.; MAYRINK, W.
Leishmaniose viscerd canina avdiagcd da metodologia sorologica utilizada em  inquéritos
epidemioldgicos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 24, p 21-
25, 1991.

DEANE, L.M.; DEANE, M.P. Observacles preliminares sobre a importancia comparativa
do homem, do cdo e da raposa (Lycalopex vetulus) como reservatdrio da Leishmania
donovani em area endemica de calazar, no Ceara. O Hospital, v.48, p. 61-76, 1955.
DESIEUX, P. Leishmaniasis. Clinicsin Dermathology, v.1. p.417-423, 1996.

EVANS, T.G.; VASCONCELOS, |I.A.B.; LIMA, JW.; TEIXEIRA, JM.; McAULLIFE,
I.T., LOPES, U.G., PEARSON, R.D.;, VASCONCELOS, A.W. Canine viscerd
leishmaniass in northeest Brazil: Assessment of serodiagnogtic methods.  American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 42, n.2, p.118-123, 1990.

FEITOSA, M.M.; IKEDA, F.A.; LUVIZOTO, M. C.; PERRI, SH.; Aspectos clinicos de
cés ocom lesmaniose viscer)d no municipio de Aracatuba SP, Brasl. Clinica
Veterinaria, v.28, p. 36-44, 2000.

FISA, R; RIERA, C.; GALLEGO, M; MANUBENS, J; PORTUS, M.; Nested PCR for
diagnoss of canine leshmaniass in peripherd blood, lymph node and bone marrow
aspirates. Veterinary Parasitology, v. 99, p.105-111,2001.

FRANCA-SILVA, JC,; COSTA, RT. SIQUEIRA, A. M.; MACHADO-COELHO,
G.L.L.; COSTA, CA. MAYRINK, W.; VIEIRA, E.P.; COSTA, JS;GENNARO, O.,
NASCIMENTO, E. Epidemiology of canine viscerd leshmaniads in the endemic area of



44

Montes Claros municipdity, Minas Gerais State, Brazil. Veterinary Parasitology, v.111,
p.161-173, 2003.

GRIMALDI, G. J.; TESH, R. B. Lesshmaniasis of the New World: current concepts and
implications for future research. Revista Clinica Microbiologica, V.6, p.230— 250, 1993.
GUIMARAES, M.C. Exames de laboratério: sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo. Revista da Sociedade Brasileira de M edicina Tropical, v. 18, p.117-120, 1985.
HARRIS, E.; KROPP, G.; BELLI, A.; RODRIGUEZ, B.; AGABIAN, N. Single-step
multiplex PCR assay for characterization of new world leshmania complexes. Journal of
Clinical Microbiology, v.36, p.1989-1995, 1998.

IKONOMOPOULOS, J.; KOKOTASS.; GAZOULI, M.; ZAVRAS, A.; STOITSIOU, M.;
GORGOULIS, V.G. Molecular diagnoss of leishmaniass in dogs. comparative application
of traditional diagnostic methods and the proposed assay on clinicd samples. Veterinary
Parasitology , v. 113, p.99-113, 2003.

LACHAUD, L., MARCHERGUI-HAMMAMI, S; CHABBERT, E.,; DEREURE, J;
DEDET, JP.; BASTIEN, P. Comparison of sx PCR methods using periphrid blood for
detection of canine viscerd leishmaniasis. Journal of Clinical Microbiology, V. 40, p.210-
215, 2002.

LANDIS, JR; KOCH,G.G; The meansurement of observer agreement for categorica data
Biometrics v 33, p. 159-174. 1977.

LIGHT,R.J Measures of response agreement for quditive dataz Some generdizations and
dternatives. Psychology Bullet, v. 76,p. 365-377, 1971

MADEIRA, M. F; SERRA, C. M.; UCHOA, CM. DUARTE, R, CRUZ DA,
PERDOMO, C.C. Leishmaniose canina avdiacdo soroldgica de 310 cdes na regido de
Itaipu, Rio de Janeiro. Cader no de Salide Publica, V. 16, n. 2, p. 568, 2000.

MILES, M.A; VEXENAT, JA.; FURTADO CAMPOS, JH.; FONSECA DE CASTRO,
JAA. Canine leshmaniads in Latin America control drategies for viscerd leishmaniasis
.Proceedings of the I nter national Canine L eishmaniasis Forum, Spain, p.46-53. 1999
MONTEIRO, P.S.; LACERDA, M.M.; ARIAS, JR. Controle da leishmaniose viscera no
Brasl. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.27,supl. 111,p.64-72,
1994.



45

MOREIRA J., ED.; SOUSA, V.M.; SREENIVASAN, M.; LOPES, N.L.; BARRETO,
RB.; CARVALHO, L.P. Peridomegtic risk factors for canine leshmaniass in urban
dwellings new findings from a progpective study in Brazil. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v.69, n.4, p.393-397, 2003.

MOURA, S; FERNANDES, C.G. PANDOLPHO, V.C.; SILVAR.; Diagnéstico de
leshmaniose canina na &ea urbana do municipio de Cuiabd, Estado de Mato Grosso,
Brasl. Journal Veterinary Res. Animal Science, v. 36, n.2, p.101-102, 1999.
NASCIMENTO, M.S.B.T. Epidemiologia da leishmaniose visceral na ilha de Sdo Luis,
Maranhdo-Brasil . (tese de doutoramento, Escola Paulista de Medicing, Universdade
Federa de S&o Paulo, 1996).

PALATINIK-DE-SOUSA, C.B.; SANTOS, W.R.; FRANCA-SILVA, JC,; COSTA, RT,
REIS, A.B.; PALATINIK, M.; MAYRINK, W.; GENARO, O. Impact of canine control on
the epidemiology of canine and human viscard leshmaniads in Brazil. American Journal
of Tropical Medicine Hygiene, v. 65, n.5, p.510-517, 2001.

PARANHOS-SILVA, M.; FREITAS, L.A.R; SANTOS, W.C, GRIMALDI J, G,
PONTES-DE-CARVALHO, L.C; OLIVEIRA-DOS-SANTOS, A.J. A cross-sectiond
serodiagnogtic survey of canine leishmaniass due to Leishmania chagasi. American
Journal of Tropical Medicine Hygiene, v. 55, n.1, p. 39-44, 1996.

REALE, S.; MAXIA, L.; VITALE, F.; GLOSRIOSOS, N.S.; CARACAPPA, S.; VESCO,
G. Detection of Leishmania infantum in dogs by PCR with lymph node aspirates and blood.
Journal of Clinical Microbiology, v.37, p.2931-2935, 1999.

REITHINGER, R.; ESPINOZA, JC; COURTENAY, O.; DAVIESC.; Evauaton of PCR
as a Diagnogtic Maa-Screening Tool to detect Leishmanis(Viann@)spp in Domestic Dogs (
Canis familiaris). Journal of Microbiology, v 41, n.41, p. 1486-1493, 2003.
REITHINGER,R.; LAMBSON, B. E.; BARKER, D.C.; DAVIES, C.R. Us of PCR do
detect Leishmania (Viannia) spp. in dog blood and bone marrow. Journal of Clinical
M icrobiology, v.38, p.748-751, 2000.

RODGERS, M.R.; POPPER, S.J; WIRTH, D.F. Amplification of kinetoplast DNA as a
tool in the detection and diagnosis of Leishmania. Experimental Parasitology, V. 71,
p.267-275, 1990.

SAS Ingtitute Inc., SAS OnlineDoc®, Version 8, Cary, NC: SAS Ingtitute Inc., 1999.



46

SHAW, JJ; LAISON, R,. Ecology and epidemiology: new world. In: Peters, W.; Killick-
Kendrick, R.; eds. The Leishmaniasis in Biology and Medicine. Volume 1 New York:
Academic Press, 1987, p.291-363.

SILVA, A.R; BULCAO, JR.; MENDES, W.A.; COSTA, E.; BRASIL, R.P. Leishmaniose
viscerd: uma nova redidade no quadro nosoldgico do Estado do Maranhdo. In: XX
Congresso Brasileiro de Medicina Tropical, 1984. Anais. p.96. 1984.

SMYTH, AJ.; GHOSH, A.; HASSAN, M.Q.; BRUJIN, M.H.L.; ADHYA, S,; MALLIK,
K.K.; BARKER, D.C. Rapid and sendtive detection of Leishmania kinetoplass DNA from
spleen and blood samples of kala-azar patients. Par asitology, v. 105, p.183-192, 1992.
TAFURI, W. L.; TAFURI, W. L.; BARBOSA, A. J A.; MICHALICK, M. S. M;
GENARO, O.; FRANCA-SILVA, J C.; MAYRINK, W.; NASCIMENTO, E.
Histopathology and immunocytochemica study of type 3 and type 4 complement receptors
in the liver and sleen of dogs naurdly and experimentaly infected with Leishmania
(Leshmania) chagasi. Revista do Ingtituto de Medicina Tropical, Séo Paulo, v. 38, n.2,
p.81-89, 1996.

VIANNA, G. Sobre uma nova espécie de Leishmania. Brazil-M édico, v.25, n.41, p. 411,
1911.

ZAR, JH. Biogtatistical analysis. 4. ed. New Jersey: Prentice Hall, 1998. 930 p.



a7

Anexo 1




48

ANEXO 2

FICHA N°
DATA: Setor/Bairro:
NOME DO DONO: Tel:
ENDERECO:
NOME DO CAO: ()M ()F
RACA: TAMANHO: () grande( ) médio ( ) pegueno
PELAME ( ) curto ( ) longo COR:
IDADE: ANOS ( ) ndo sabe, indicar: ( )<6m ( )6mlano () adulto
DE QUE CIDADE ADQUIRIU ESTE ANIMAL?
() Poxoréo; ( ) outracidade: ; () néo sabe
ESTADO GERAL: () bom ( ) regular () ruim
SINAISCLINICOS: () assintomético ( ) Sintomético
( ) dopeciaocular/nasa () edema de membros
() ceratoconjuntivite () onicogrifose
() lesdes cutaneas () infartamento ganglionar

QUANTOS ANIMAIS JA FORAM SACRIFICADOS POR LEISHMANIOSE?
QUANTOS OUTROS ANIMAISVOCE TEM EM CASA?

() nenhum; () néo sabe ____caes, ___ caddas; _filhotes
OUTROS ANIMAIS NO QUINTAL.:

( ) gdinha: digancia m;

( ) porco: disténcia m
()cavdo:distdncia_~~ m
COLETA DELIXO: ( ) di&ia () lvez/semana ( ) +delvez/semana  ( )ndohé
QUAL A RENDA FAMILIAR? (salérios minimos)

Declaro ter Sdo esclarecido de que as amostras de sangue colhidas de meu anima seréo
utilizadas para pesquisa de leishmaniose.
R.G: Assinatura:
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