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OCORRENCIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES E GATOS EM
ABRIGOS DE ANIMAIS DE ILHA SOLTEIRA, SP.
RESUMO

A leishmaniose visceral (LV), doenca causada pelo protozoario Leishmania
infantum e transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, € considerada um
problema de saude publica no Brasil. O objetivo deste trabalho foi realizar um
estudo epidemiolégico sobre a ocorréncia da LV em caes e gatos e de
flebotomineos em dois abrigos de animais, durante o periodo de um ano, no
municipio de Ilha Solteira, SP. Amostras de material biologico foram coletadas de
192 cées e de 197 gatos, para realizacdo de exames sorolégicos por meio do
ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), da reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para ambas espécies animais e da reacao intradérmica de Montenegro para
cdes. Dos cdes examinados, 17,2% (33/192) estavam sorologicamente positivos
para LV pelo método ELISA, 19,8% (38/192) pela RIFI e 45,4% (15/33) pela reacéo
intradérmica. Para cées, a concordancia entre as técnicas sorolégicas foi
classificada de razoavel a boa, mas quando comparadas a reacao de Montenegro foi
considerada ruim. No inquérito felino das 197 amostras, a soroprevaléncia foi de
32,4% (64/197) e 31,9% (63/197) no ELISA e RIFI, respectivamente. Embora a
maioria dos cdes e dos gatos entregue nos abrigos ja estivesse infectada, seis caes
e cinco gatos infectaram-se no interior desses abrigos, apdés algum tempo de
permanéncia nesses recintos. Um total de 131 flebotomineos foram capturados por
meio das armadilhas luminosas, colocadas no interior dos dois abrigos durante o
periodo de dois anos. Os fatores de riscos associados a LV foram determinados
estatisticamente pela analise univariada, com valor significativo (p < 0,05), onde o
porte pequeno dos cées, 0 uso de coleira de deltametrina e o diagndéstico precoce
foram variaveis determinantes que influenciaram a positividade dos animais, ou seja,
as duas ultimas variaveis determinaram significativamente na diminuicdo de casos
positivos da doenca nos abrigos. Concluiu-se que os animais desses abrigos
estavam vulneraveis a essa parasitose por se tratarem de locais com a presenca de
flebotomineos vetores e de animais positivos para LV, oferecendo risco para a
disseminacdo da doenca no municipio.

Palavras chave: Abrigos de animais. ELISA. Flebotomineos. Leishmania
infantum. Reacédo de Montenegro. RIFI.



OCCURRENCE OF VISCERAL LEISHMANIASIS IN DOGS AND CATS IN
ANIMAL SHELTERS FROM ILHA SOLTEIRA, SP.
ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL), a disease caused by Leishmania infantum and
transmitted by the sand fly Lutzomyia longipalpis, is considered a public health
problem in Brazil. The study aimed to carry out an epidemiological study on the
occurrence of VL in dogs and cats, and sand flies during the period of one year in
two animal shelters from Ilha Solteira, SP. A total of 197 and 192 biological material
samples were collected, respectively from cats and dogs for serological survey by an
indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and an indirect fluorescent
antibody test (IFAT) for both species of animals, and the intradermal reaction of
Montenegro (only for dogs). During the study with dogs, 17,2% (33/192) were
serologically positive for LV by ELISA, 19,8% (38/192) by IFAT and 45,4% (15/33) by
the intradermal method. The correlation analysis between the serological techniques
was ranged from reasonable to good for dogs, but was bad when compared to the
Montenegro reaction. The feline seroprevalence was 32,4% (64/197) and 31,9%
(63/197) for ELISA and IFAT, respectively. Although the most of dogs and cats in
shelters were infected, six dogs and five cats infected inside the shelters. A total of
131 sand flies were captured by the light traps in both shelters, during two years. The
risk factors, statistically determined by univariate analysis (p < 0.05), demonstrated
that the small size of the dogs, the use of deltamethrin collar and the precocious
diagnosis, significantly influenced the animals positivity for VL. It was concluded that
these animal shelters were vulnerable to this parasitic infection because of the
presence of sand flies and positive animals for LV.

Keywords: Animal shelters. ELISA. Sand fly. Leishmania infantum. Montenegro
reaction. IFAT.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao antropozoonoses infecciosas, consideradas um
problema urbano e de saude publica. Os portadores podem expressar uma seérie de
sintomatologias, que variam de acordo com as espécies do parasito e a sua
interacdo com o hospedeiro. Esses parasitos adaptam-se a inUmeros hospedeiros,
varios ambientes e, devido a essa complexidade, o estudo dos vetores e
hospedeiros € de grande importancia para o0 conhecimento da doenca e,
consequentemente, das medidas de controle e prevencdo em cada regiao
(ASHFORD, 2000; RANGEL; LAINSON, 2003).

Na leishmaniose visceral (LV), considerada a forma mais grave da doenca,
ocorre uma disseminacao crbnica da infeccdo para 6rgdos como o figado, baco e
medula éssea, o que pode ser fatal se 0 paciente ndo for submetido a um tratamento
adequado (LYNN et al., 2008). A LV apresenta ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. Na América
Latina a doenca ja foi descrita em 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no
Brasil, especialmente na regido nordeste. Cerca de 59.000 mortes ocorrem
anualmente devido a esta forma de leishmaniose (BRASIL, 2003).

A LV é causada pelo parasita Leishmania infantum (sinGnimo Leishmania
chagasi), pertencente a familia Trypanosomatidae. E um parasito intracelular
obrigatério do sistema fagocitico-mononuclear, e afeta qualquer tecido ou viscera
dos mamiferos. Apresenta duas formas principais: flagelada ou aflagelada. A
flagelada, também conhecida como promastigota, € encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor, e pode ser prociclica, ou seja, se multiplica no intestino do vetor ou
metaciclica, encontrada na boca do inseto onde nado sofre divisdo. A aflagelada ou
amastigota € observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (CARDOSO,
2012).

A transmissdo do parasito ao homem e outros mamiferos é feita
exclusivamente através de insetos vetores flebotomineos, pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psichodidae e Subfamilia Phlebotominae, dos géneros Phlebotomus
e Lutzomyia, no Velho e no Novo Mundo, respectivamente. Apesar das 700 espécies
de fleb6tomos ja descritas, poucas tém sido encontradas naturalmente infectadas

pelo parasito ou comprovadas como vetores das leishmanioses (SOBRINO, 2008).
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No Brasil, foram encontradas 229 espécies de flebotomineos (28,6% do total),
sendo que a maior parte estava em ambientes silvestres e a restante em areas
marginais e residenciais (RANGEL; LAINSON, 2003). O género Lutzomyia é
subdividido em diversos subgéneros e espécies, sao 0s principais vetores da
leishmaniose. Estudos de Gallati et al. (1997), comprovaram que a Lutzomyia cruzi €
a vetora da LV no Mato Grosso do Sul. No Brasil, L. whitmani, L. wellcomeli, L.
pessoai, L. intermedia, L. umbratilis, L. flaviscutellata, s&o classificadas como vetores
da leishmaniose. Algumas dessas espécies possuem relacdo estreita com espécies
de Leishmania sendo, portanto, vetores especificos de algumas das formas clinicas
das leishmanioses. A espécie L. longipalpis € a principal vetora no Brasil e é
popularmente conhecida como mosquito-palha ou Birigui (DEANE; DEANE, 1955;
MURRAY et al., 2005).

Os flebotomineos séo insetos dipteros, medem de 1,5 a 3 mm, possuem
olhos grandes, corpo coberto de pélos e coloracdo palha. Sdo encontrados em
locais Umidos com temperaturas altas e na presenca de matéria organica. Os
insetos sdo mais ativos ao amanhecer e entardecer. Apenas as fémeas sao
hemato6fagas, e possuem longevidade de 20 dias, aproximadamente. Seus voos Sao
curtos e baixos, abrangendo um raio de acao que nao ultrapassa 200 metros (REY,
1992; SHARMA; SINGH, 2008).

As fémeas, ao se alimentarem do sangue do animal infectado, ingerem
macrofagos contendo formas amastigotas que, no tubo digestivo, sofrem
transformacdes e geram as formas promastigotas. As fémeas infectadas, ao
executarem um novo repasto sanguineo em um novo hospedeiro, regurgitam as
promastigotas metaciclicas em sua saliva. No tecido cutaneo as formas sao
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior dos
macrofagos, elas séo diferenciadas em amastigotas e multiplicam-se até o
rompimento dos mesmos. Novos macrofagos irdo fagocitar essas formas em um
processo continuo, alastrando-se para outros tecidos como linfonodos, figado, baco
e medula Ossea, que sdo ricos em células do sistema mononuclear fagocitario
(BRASIL, 2007).

A distribuicdo abrangente do flebotomineo nas areas urbanas e sua enorme

capacidade adaptativa aumentam as expectativas de animais saudaveis de serem
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infectados pelo repasto sanguineo de animais doentes, assim, a leishmaniose
deixou de ser considerada unicamente doenca rural (SAVANI, 2004).

No Brasil, a doenca é endémica em quase todas as regides, sofrendo
processo de expansdo geografica e urbanizacdo por consequéncia da destruicdo
antropica dos habitats dos animais reservatorios e dos vetores. A proximidade ao
habitat do flebotomineo, condi¢cdes sanitarias propicias ao vetor e presenca de
animais silvestres, fazem das periferias urbanas ideais para a reprodugcdo do
mosquito. Deste modo, a LV passou a ser classificada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como uma das prioridades dentre as doencas tropicais
(WIJEYRATNE; JONES-ARSENAULT; MURPHY, 1994; GONTIJO; MELO, 2004;
COSTA et al., 2007; TENORIO et al., 2011).

Por meio de técnicas de geoprocessamento em conjunto com as imagens de
satélite, um estudo realizado em llha Solteira, SP, por Paulan et al. (2012), para
verificar casos de leishmaniose visceral canina (LVC) na area urbana do municipio,
revelou uma prevaléncia estimada de baixa a média-alta, variando de 10% a 14,5%,
dependendo do bairro estudado. As areas com mais densidade de casos para LVC
foram os locais proximos de fragmentos de vegetacao natural (zoologico) e proximos
do assentamento rural, ou seja, mais distantes do centro da cidade. No entanto,
esse estudo revelou ainda que 78% dos casos de LVC estavam localizados fora do
raio de 250 m dos fragmentos remanescentes de vegetacdo natural, ndo indicando
nenhuma relacdo com a LVC. No entanto, alguns casos da doenca ocorreram
proximos ao zoologico, onde havia vegetacdo nativa remanescente e havia casos
registrados de leishmaniose em canideos silvestres (TENORIO et al., 2011). Esse
trabalho reforgcou ainda a importancia do vetor L. longipalpis em se adaptar ao
ambiente peridomiciliar sem a necessidade da vegetacdo como papel importante na
dindmica epidemioldégica da doenca, sendo possivel se estabelecer em diferentes
ambientes, aumentando a sua dispersao no estado de S&o Paulo.

A maioria dos levantamentos epidemiologicos sobre LVC em llha Solteira, SP,
foi realizada em éareas urbanas; no entanto, em recente publicacdo, Spada et al.
(2014) relataram um estudo epidemioldgico realizado em &reas rurais do municipio e
revelaram a prevaléncia de 31,3% da LVC em canideos domésticos. Ainda neste
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estudo, foi encontrado o mosquito vetor da LVC, o L. longipalpis, em todas as
propriedades rurais estudadas.

Dentre o0s reservatorios silvestres, 0s canideos s&o importantes
mantenedores do protozodrio, e as espécies variam de acordo com a regiao. No
Velho Mundo, encontram-se o chacal (Canis aureus), o lobo (Canis lupus), e a
raposa (Vulpes vulpes) (LAURENTI, 2010). No Brasil existem casos de leishmaniose
em cachorro-do-mato (Cerdoncyon thous) na Amazonia, e em raposa-do-campo
(Lycalopex vetulus) no nordeste (CARDOSO, 2012). Além disso, o vetor pode fazer
repasto sanguineo em felideos, marsupiais e roedores (RIBEIRO, 1997).

No Centro de Conservacdo da Fauna Silvestre de llha Solteira, o canideo
silvestre C. thous foi encontrado infectado e gravemente doente, o que culminou
com sua morte natural (TENORIO et al., 2011). Em areas urbanas, o cdo (Canis
familiaris), demonstra ser fonte de alimentacdo do vetor no ambiente doméstico e é
considerado o principal reservatério da infeccdo para o homem. (ALVAR et al.,
2004).

Os gatos também séo considerados reservatérios domésticos de Leishmania
spp. (MAROLI et al, 2007). No entanto, acredita-se que gatos s&o
subdiagnosticados, devido a grande variedade de sintomas, bem como pelo fato de
se tratarem de achados clinicos inespecificos que podem ser confundidos com
outras doencas, tais como o virus da leucemia felina (FelLV), virus da
imunodeficiéncia (FIV), histoplasmose e esporotricose (SOUZA et al., 2005).

Os gatos, de certa forma, possuem resisténcia a doenca, provavelmente
relacionada aos fatores genéticos, mas atuam como reservatorios da mesma,
contribuindo para a sua disseminacdo (MANCIANTI, 2004). Os sintomas relatados
de leishmaniose visceral felina (LVF) foram anorexia, emaciacdo, desidratacao,
lesbes cutaneas, dermatite seborréica, alopecia difusa e uveite (PENNISI et al.,
2004), assim como hipertemia e desidratacdo (SAVANI et al., 2004).

Cerca de cinco espécies do género Leishmania ja foram identificadas em
gatos no novo e velho mundo, entre elas, L. mexicana, L. braziliensis, L.
amazonensis, L. infantum e L. venezuelensis (PENNISI et al., 2015).

Cées infectados, no entanto, representam risco para a saude publica. Quando

sdo assintomaticos, a deteccdo da doenca é incerta, dificultando a adocdo de



22

medidas de controle (COSTA; VIEIRA, 2001; MACHADO; HOFFMANN; LANGONI,
2007). A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos, e a
infeccdo em cées tem sido mais prevalente do que no homem. A OMS padroniza
como medidas de controle o diagndstico precoce e o tratamento dos casos humanos
com antimoniais pentavalentes, identificacdo e eliminacdo dos reservatoérios,
controle vetorial, educa¢do ambiental, assim como a eutanasia dos caes (GONTIJO;
MELO, 2004). Estudos demonstram que a eliminacdo dos caes positivos tem sido
menos eficaz que outras medidas de controle (DYE, 1996).

Outras medidas de controle seria a utilizacdo de coleiras impregnadas com
inseticida (deltametrina a 4%) contra 0 mosquito vetor. A coleira provoca repeléncia
de fémeas no ambiente diminuindo as chances de repasto sanguineo e
consequentemente diminuindo a taxa de infecgdo entre os cdes. Se trocadas a cada
seis meses de uso, a coleira seria uma alternativa viavel e relativamente barata para
a reducdo da incidéncia da doenca em humanos e cdes (CAMARGO-NEVES;
RODAS; PAULIQUEVIS, 2004).

O diagnéstico da LV pode ser determinado com exame necroscopico, levando
a uma suspeita da doenca, associado a exames complementares soroldgicos,
parasitologicos (citopatoldgico, histopatoldgico e imuno-histoquimico),
imunocromatogréficos, intradérmicos ou moleculares (MONTENEGRO, 1926;
BONAMIGO; OLIVEIRA, 2009; CARDOSO, 2012).

Dentre o0s exames sorologicos, 0s mais empregados sdo o0 teste
imunoenzimatico (ELISA) e a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Estes
testes, sdo baseados na deteccdo de anticorpos circulantes anti-Leishmania e
constituem um instrumento importante no diagnostico da LVC. Animais doentes
desenvolvem resposta imune humoral e produzem altos titulos de IgG anti-
Leishmania (FERRER, 1999).

Atualmente, o Ministério da Saude utiliza o teste imunocromatografico DPP®
(“Dual Path Platform”) como teste de triagem e o ELISA como confirmatério
(BRASIL, 2013). O DPP® é um imunoensaio cromatografico para testes de
diagnostico rapido, que foi desenvolvido pela empresa norte americana Chembio® e
a empresa nacional Bio-Manguinhos®. O teste utiliza a proteina recombinante K39

(rK39) como antigeno, uma sequéncia de 39 aminoacidos clonada da regido quinase
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especifica de L. chagasi que tem sido amplamente avaliada no diagnéstico da LVC
(BURNS-JR et al.,, 1993). Nos estudos de Silva et al. (2014), foi relatada boa
concordancia entre um tipo de teste DPP® (RDT-rk39) com ELISA, RIFI e exame
parasitolégico. O teste molecular poderia ser um complemento do teste soroldgico,
principalmente em cées sintomaticos para LVC. No entanto, esse teste mostrou-se
menos sensivel nos casos de animais assintomaticos (SILVA et al., 2014).

Pelos métodos parasitolégicos diretos, as formas amastigotas de Leishmania
podem ser observadas por meio de material coletado de esfregaco sanguineo,
raspagem de pele, puncao aspirativa por agulha fina de linfonodos, medula éssea ou
baco. A lamina deve ser corada com Giemsa e a diferenciacdo do parasita é feito
pelo encontro do cinetoplasto perpendicular ao seu nucleo, garantido a confirmagéo
deste e descartando outros parasitas intracelulares (WEBSTER; RUSSEL, 1993). A
baixa especificidade do parasitologico direto estd relacionada com o grau de
parasitismo, do tipo de material analisado, da experiéncia de leitura da lamina e da
qualidade de coloracdo (GONTIJO; MELO, 2004). A sensibilidade pode variar de
30% a 60% dependendo do tipo de tecido avaliado (FERRER,1999).

A técnica de imunoistoquimica é comumente utilizada como ferramenta na
confirmacdo do diagnostico, uma vez que € muito eficaz na identificacdo pela
marcacao especifica de proteinas na ligacdo de anticorpos e antigenos (KIERNAN,
2004). Em comparacdo com outras técnicas parasitologicas, a imunoistoquimica
possui maior sensibilidade e especificidade, além de ser de facil execucdo (TAFURI
et al., 2004; TASCA et al. 2009; ASSIS et al., 2010; QUEIROZ et al., 2010). Em seus
estudos, Queiroz et al (2010) observaram que a associacdo do método sorologico
com a imunoistoquimica aumentou o percentual de cées positivos (79,4%), e
sugeriram a imunoistoquimica como técnica de confirmagcdo da sorologia, por ser
considerada mais viavel que a técnica molecular e mais sensivel que a
parasitologica direta.

Outro tipo de diagnodstico que pode ser utilizado é a reacao intradérmica de
Montenegro, considerado sensivel, pratico e especifico para o diagnostico da
leishmaniose tegumentar (MONTENEGRO, 1926). Essa reacéo € caracterizada por
uma hipersensibilidade tardia do tipo celular, onde demonstra a reag&o imune celular

do animal frente aos antigenos da leishmaniose. Além disso, ela possui
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sensibilidade que varia entre 86 e 100% e especificidade de aproximadamente
100%, o que a consagrou como uma das provas mais usadas na confirmacdo da
doenca (MARZOCHI, 1992).

O método molecular é capaz de comprovar a presenca do parasito pelo
isolamento e amplificacdo de sequéncias de pares de bases especificos de seu
DNA. A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é considerada vantajosa por ser
rapida, sensivel e especifica e tem sido utilizada por muitos pesquisadores. Contudo
€ um exame inviavel do ponto de vista econdmico, uma vez que necessitam de
estrutura adequada, equipamentos de elevado custo e méo de obra especializada
(ASHFORD et al., 1995; SOLANO-GALLEGO et al., 2001; ASSIS et al., 2010).

Utilizando-se a técnica da PCR para diagnostico da leishmaniose visceral em
sangue de caes, Nunes et al. (2007) revelaram que esta técnica apresentava uma
sensibilidade de 55% e uma especificidade de 66,3%, em relacdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta. Em estudos com a PCR utilizando amostras de sangue,
pele e linfonodo de cées, Manna et al. (2004) observaram maior sensibilidade do
que a RIFI, sendo que 100% dos caes foram positivos pela PCR e 85% pela RIFI,
além de alta positividade em amostras de aspirados de linfonodos de caes (99%),
comparadas ao sangue (94%) e pele (95%). Para Assis et al. (2010), a PCR néo s6
confirmou os resultados positivos pelas outras técnicas como ainda detectou DNA
do parasita nos tecidos de 100% dos cées negativos e em 89% dos suspeitos nos
testes parasitologicos diretos, elevando para 97% a positividade.

Durante um levantamento de LVC, Silva et al. (2014) também concluiram que
somente um método diagndstico ndo seria suficiente para o diagndstico da doenca,
principalmente em cées assintomaticos. Nenhuma prova diagnostica foi capaz de
identificar um animal infectado quando usada isoladamente, necessitando da
associagdo de outros métodos. Os resultados dos diagnosticos estdo relacionados
com a resposta imune do animal e da taxa de evolugéo da LV (ASSIS et al., 2010).

Devido a importancia do assunto e sua influéncia na saude humana e animal,
foi realizado um estudo de ocorréncia da LV em cédes e gatos, um levantamento de
L. longipalpis, e um estudo sobre os fatores de riscos da LV a esses animais em dois
abrigos de llha Solteira, SP.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Verificar a ocorréncia da LV em cdes e gatos por meio de varias técnicas
diagnésticas (ELISA, RIFI e teste intradérmico) e de realizar um levantamento de
mosquitos L. longipalpis em dois abrigos de animais do municipio de Ilha Solteira,
SP. Além disso, objetivou-se também a realizagdo de um estudo sobre os fatores de

riscos dessa doenca aos animais deste estudo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar exames soroldgicos (ELISA e RIFI) e verificar a soroprevaléncia de
LV em cées e gatos, durante o periodo de ano;

* Realizar a reacdo de Montenegro para avaliar a resposta imune celular dos
cées;

» Verificar se os animais adquiriram leishmaniose visceral no interior dos
abrigos durante o periodo de estudo;

* Realizar um levantamento de L. longipalpis nos dois abrigos de animais,
durante o periodo de dois anos;

* Realizar um levantamento de dados climaticos (temperatura e chuva) e
correlacionar com o levantamento de flebotomineos;

* Correlacionar os dados do levantamento dos flebotomineos, a positividade
dos animais para LV, os aspectos clinicos e fisicos dos animais, 0 manejo dos
animais adotados pelos abrigos e os ambientais locais, a fim de verificar possiveis

fatores de riscos da doenca nesses dois abrigos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

A cidade de Ilha Solteira pertence a Mesorregiao de Aracatuba, localizando-
se a uma latitude 20°25'58" Sul e a uma longitude 51°20'33" Oeste, em uma altitude
de 335 metros a nivel do mar. Esse municipio € considerado como uma area
endémica para LVC (PAULAN et al., 2012). Possui uma populacéo estimada em
26.344 habitantes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA-
IBGE, 2015).

Os animais do presente estudo pertenciam a dois abrigos localizados no
municipio de llha Solteira, SP. Esses dois abrigos estao descritos abaixo:

Abrigo A: localizado em uma éarea rural denominada Cinturdo Verde situada
proxima ao perimetro urbano (20°24'40" Sul e 51°20'51.3" Oeste). Por se tratar de
area rural, nos arredores existem sitios que produzem diversos tipos de culturas de
plantas e animais. Além disso, 0 abrigo esta localizado pré6ximo de fragmentos de
mata (Figura 01).

Figura 1- Foto aérea mostrando a area de localizagdo do abrigo A (retangulo
vermelho) proxima a um fragmento de mata (seta) em um bairro rural do
municipio de llha Solteira, SP.

Fonte: Google Maps®. (2016).
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Na ocasido da pesquisa, 0 hiumero de animais que se encontrava nos abrigos
variava de 50 a 70, de acordo com a quantidade de resgates, mortes naturais,
eutanasias e adocdes efetuadas. A maioria dos cdes e gatos dos abrigos foi
abandonada ou foi vitima de maus tratos. O abrigo recebia apenas caes e gatos
procedentes de Ilha Solteira e era mantido por um voluntario responsavel e duas
funcionérias que realizavam limpeza diariamente. Os animais eram mantidos em
baias (Figura 2) e separados por afinidade e uma pequena parcela permanecia
solta. As baias possuiam chdo cimentado e eram totalmente cercadas, nédo
permitindo o fluxo de animais entre elas. Das baias existentes, sete tinham cées e
uma gatos. O abrigo recebia uma pequena ajuda de custo mensal da prefeitura
municipal utilizada na compra de medicamentos, alimentacao, produtos de limpeza e
pagamento das funcionarias.

Além disso, o que mantinha as atividades do abrigo era a ajuda de voluntarios
ilhenses que se comprometiam a doar um valor monetario ou ragédo. As escolas do
municipio contribuiam com sobras de merenda escolar no qual complementava a

alimentacéao dos animais.

Figura 2- Fotos das baias de animais do abrigo A. A: baia dos cdes e B: baia dos
gatos.

Fonte: o proprio autor

Abrigo B: localizado no perimetro urbano, no bairro Jardim Aeroporto
(20°24'40.0" Sul e 51°20'51.3" Oeste) (Figura 3). O abrigo era cercado por fragmento
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de mata, além de estar ao lado de um cérrego. O nimero de animais variava de 80 a
100, assim como o abrigo A, dependia da quantidade de resgates e adogdes para
outras pessoas. Os motivos responséveis pelo aumento do numero de adocbes

foram principalmente as feiras de adoc¢fes que eram realizadas a cada dois meses.

Figura3- Foto aérea mostrando a area onde esta localizado o abrigo B
(retdngulo vermelho) préxima a um fragmento de mata em um bairro
urbano do municipio de Ilha Solteira, SP.

Fonte: Google Maps®.(2016).

Assim como o abrigo A, a maioria dos animais era oriunda de abandono e
maus tratos e, o local recebia apenas cées e gatos procedentes de llha Solteira.
Diversas pessoas voluntarias mantinham o abrigo, porém, duas foram responsaveis
pelos animais, sendo uma delas pelos caes e, a outra, pelos gatos. Essas mesmas
pessoas também realizavam a limpeza do local diariamente. Anteriormente, apenas
0s gatos eram mantidos em baias, mas no decorrer do estudo foram construidas
baias também para os caes. Existiam duas baias de gatos (separados por sexo) e
cinco de caes, com apenas alguns animais permanecendo soltos (Figura 4).

O abrigo recebia uma pequena ajuda de custo mensal da prefeitura municipal
aplicada na compra de medicamentos, alimentacéo e produtos de limpeza. Todavia,
0 que mantinha o abrigo era a ajuda de voluntarios que se esforcavam para a

aquisicao de recursos adicionais para complementar o orgcamento.
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Figura4-  Fotos das baias de animais do abrigo B. A: baia dos cdes e B: baia dos
gatos.

Fonte: o proprio autor

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS DOS ANIMAIS

As amostras bioldgicas, como o0 sangue para a obtencado do soro utilizado nos
exames soroldgicos (ELISA e RIFI) para diagnéstico da LV foram coletadas de cées
e gatos dos dois abrigos de animais. Essas amostras nos abrigos A e B foram
coletadas da seguinte maneira:

Primeira etapa: no inicio do trabalho (primeira coleta), todos os cées (n=70) e
gatos (n=94) foram amostrados para o levantamento da LV. A segunda coleta foi
realizada apds cinco meses, onde compreendeu apenas cdes novos (introduzidos
mais recentemente nos abrigos) e 0s animais soronegativos nos exames anteriores
(remanescentes). E finalmente na terceira coleta de sangue, o levantamento foi
repetido com ambas espécies, compreendendo animais novos e remanescentes

negativos de coletas anteriores (Tabela 1).
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Tabela 1- Datas das amostragens de sangue realizadas em cées e gatos nos
abrigos A e B. llha Solteira, SP, 2015.

Datas das Coletas nos Abrigos AeB

Tipo de Animal
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Caes Julho/2014 (n=70) Fevereiro/2015 (n=64) Julho/2015 (n=58)
Gatos Agosto/2014 (n=94) - Agosto/2015 (n=103)
Amostragem

Caes

L *Remanescentes e *Remanescentes e

Todos animais o s

Gatos animais novos animais novos

*Animais com sorologia negativa no (s) exame (s) anterior (es)

3.3 COLETA DE SANGUE

Para a coleta de sangue, os animais foram contidos fisicamente, realizando-
se a coleta diretamente da veia cefalica do braco ou veia jugular externa. Para isso,
foram considerados alguns cuidados como: lavagem da area a ser puncionada com
sabdo, tricotomia dos pélos e antisepsia prévia do local com alcool iodado. Foram
coletadas amostras de 3 a 5 mL por animal e depositadas em tubos a vacuo, com e
sem anticoagulante EDTA.

Nos gatos, a venopuncao foi realizada via veia jugular, e a contencdo quimica
por meio da aplicacdo de anestésicos na dose de 11 mg/kg de cetamina + 1,1 mg/kg
de xilazina, associados na mesma seringa. O sangue foi separado em dois tubos,
um com EDTA (anticoagulante) e outro para obtencdo do soro imune, que foi
utilizado para realizacdo dos testes sorolégicos de diagnéstico da LV por meio do
ELISA indireto e RIFI.



31

3.4 EXAMES SOROLOGICOS

3.4.1 Ensaio imunoenzimético indireto (ELISA) - cées

O teste ELISA indireto foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Machado et al. (1997) e adaptado por Oliveira et al. (2008) para L. infantum. O
antigeno foi produzido em laboratério a partir de promastigotas desenvolvidas em
cultivo celular de amastigotas provenientes de cées sintomaticos para LV. Este
material foi gentilmente cedido pelo Laboratério de Imunoparasitologia da UNESP-
Jaboticabal, SP.

Em cada cavidade da placa ELISA (fabricada em poliestireno transparente -
Fabricante: Kartell S.P.A., Italia) foi adicionado 100uL do antigeno soluvel de L.
infantum na concentracdo 5 pg/mL, diluido em tampéo carbonato-bicarbonato de
sédio (TCBS) 0,05M, pH 9,6. Apdés incubacdo em placa, durante 8 a 10 horas em
camara Umida a 4°C, o excesso de antigeno foi removido por trés lavagens
consecutivas, com tampao PBS (0,01M, pH 7,4) contendo 0,05% de Tween 20
(PBS-Tween 20). As placas foram bloqueadas com PBS-Tween 20 acrescido de 6%
de leite em pd, em camara Umida, a 37°C, por 90 minutos. Ap6s nova lavagem para
retirada do bloqueador, foram adicionados em duplicata 100uL dos soros testes e
dos soros de referéncia positivos e negativos nas suas diluicbes ideais em PBS-
Tween 20, com 5% de leite em pd desnatado. As microplacas foram novamente
incubadas e lavadas. Em seguida, 100uL do conjugado (IgG de coelho anti IgG de
céo, acoplada a fosfatase alcalina (SIGMA A-0793) foi diluido 1:40000 em tampéao
PBS-Tween 20, contendo 5% de soro de coelho. Foi adicionado a cada cavidade da
placa, seguindo-se nova incubagédo e lavagem como as anteriores. O substrato da
enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1mg/mL em tampéo
dietanolamina pH 9,8; SIGMA N-9389), foi adicionado, aguardando-se a reagao por
45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a leitura da reacéo foi
realizada em um leitor de microplacas de ELISA (EL800 Universal Microplate Reader
Bio-TEK Instruments, INC.), a um comprimento de onda de 405 nm.

Os valores de densidade Optica média (D.O.) dos soros foram agrupados em
niveis de ELISA (NE), os quais variam de 0 (zero) a 9 (nove). O limite maximo do

nivel zero foi determinado pela média das D.O. de animais negativos para L.
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infantum, acrescido de dois desvios padrédo. A partir desse limite, os intervalos entre
0s outros niveis de ELISA foram definidos por acréscimo de 35%, e 0 ponto de corte
do teste de ELISA correspondeu a duas vezes e meia o valor médio das D.O. dos
soros de referéncia negativos, conforme preconizado por (VOLLER; BIDWELL,
BARTLETT; 1980).

A atividade imunoldgica de cada soro testado foi calculada mediante a
determinacdo do valor A/P (amostra em relagdo ao positivo), considerando-se 0s
soros de referéncia negativos e positivos, de acordo com a seguinte equacao:

Absorbancia média - Absorbancia média do
da amostra soro de referéncia negativo
A/P =
Absorbancia média do - Absorbancia média do

soro de referéncia positivo soro de referéncia negativo

3.4.2 Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) - gatos

O teste ELISA indireto foi realizado segundo a técnica preconizada por (LIMA,
et al., 2005).

Para o teste ELISA, em cada poco da placa de poliestireno foram adicionados
100pL do antigeno soluvel de L. infantum na concentracdo 10 pg/mL, diluido em
tampao carbonato-bicarbonato de sédio 0,05M, pH 9,6. Apos a incubacdo da placa
por 18 horas em camara Umida, a 4°C, o excesso de antigeno foi removido por
quatro lavagens consecutivas, com tampao carbonato-bicarbonato de sodio (TCBS;
0,01M, pH 7,4) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). As placas foram bloqueadas
com TCBS-T acrescido de 1% de leite em p6 desnatado, em camara Umida, a 37°C,
por duas horas. Apés quatro lavagens com TCBS-T, para a retirada da solucdo de
bloqueio, adicionou-se 100 pL por poco, em duplicata, das amostras de soros do
animal controle positivo, controle negativo e dos gatos a serem testados na diluicdo
1:400 em TCBS-T acrescida de soro fetal bovino a 10%.

As placas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente e,
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posteriormente, lavadas quatro vezes com TCBS-T. Em seguida, 100uL do
conjugado anti-lgG (HPP Conjugoted- BETHYL) total de gato ligado a peroxidase na
diluicdo 1:40000 em PBS-T, foi adicionado a cada cavidade da placa, seguindo-se
de uma nova incubacdo em camara Umida a 37°C, por 45 minutos. Apés as
lavagens, foram adicionados 100uL da solucdo de Tetrametilbenzindina
dihidroclorada (TMB) em cada cavidade da placa, com posterior incubacéo da placa
por 30 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. A reacéo foi interrompida
adicionando-se a cada poco 50 uL de &cido sulfarico 0,5N, e a densidade Optica
(D.O) foi determinada em leitor ELISA (Universal Microplate Reader — EL 800 — BIO-
TEK INSTRUMENTS, INC), utilizando-se filtro de 450nm.

Os valores de densidade 6ptica média (D.O.) dos soros foram agrupados em
niveis de ELISA (NE), os quais variam de 0 (zero) a 9 (nove). O limite maximo do
nivel zero foi determinado pela média das D.O. de animais negativos para L.
infantum, acrescido de dois desvios padréo. A partir desse limite, os intervalos entre
0s outros niveis de ELISA foram definidos por acréscimo de 35%, e o ponto de corte
do teste de ELISA correspondeu a duas vezes e meia o valor médio das D.O. dos
soros de referéncia negativos, conforme preconizado por (VOLLER; BIDWELL;
BARTLETT, 1980).

A atividade imunolégica de cada soro testado foi calculada mediante a
determinacdo do valor A/P (amostra em relacdo ao positivo), considerando-se 0s

soros de referéncia negativos e positivos, de acordo com a seguinte equacao:

Absorbancia média - Absorbancia média do
da amostra soro de referéncia negativo
A/P =
Absorbancia média do - Absorbancia média do

Soro de referéncia positivo  soro de referéncia negativo
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3.4.3 Producédo de antigenos de Leishmania infantum

Para realizagdo da reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), foram
confeccionadas laminas com antigeno L. infantum, oriundos de culturas de
promastigotas no laboratério. Uma cepa contendo formas promastigotas de L.
infantum foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Doencgas Tropicais da UNESP-
Botucatu. Os parasitos foram cultivados em meio RPMI (Roswell Park Memorial
Institute Medium) (LEMESRE et al.,1988).

A suspensdo de células foi mantida em meio RPMI (1640 MEDIUM-
SIGMA®), pH=6,8 suplementado com soro fetal bovino a 10%, urina humana
masculina fresca (centrifugada por 10 minutos, 3500 rpm) a 2% (modificacao),
0,25% de hemina liofilizada, solucéo de antibiéticos diluidos em agua destilada (100
ng/mL  de estreptomicina+100ug/mL  de penicilina). Foi feita uma filtracdo
posteriormente, e 0 meio RPMI completo foi distribuido no volume de 5 mL em tubos
de ensaios auto clavados e estocados em geladeira. Uma pequena parte (2 tubos)
foi mantida em estufa a 37°C (48 horas) para observar se houve contaminacdo do
meio.

A cada 72 horas foi realizado o repique das promastigotas de L. Infantum, em
camara de fluxo laminar apds observacédo do crescimento destas em microscépio
optico. O meio de cultura de interesse para a confec¢do das laminas de RIFI foi
centrifugado a 3000 rpm, por 10 minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante
e acrescentou-se de 2 a 3mL de solucéo salina tamponada, 0,01M, pH 7,2 (PBS), e
centrifugou-se novamente a 3000 rpm, por 10 minutos, desprezando-se em seguida
o sobrenadante. O processo foi repetido por mais duas vezes. Os parasitos foram
quantificados em microscopio optico (aumento de 400x) e, a concentracdo 6tima foi
de 20 a 30 promastigotas por campo. Caso a quantidade de promastigotas fosse
inferior, a centrifugacdo era feita novamente, até obter a concentracdo desejada.
Caso a quantidade de parasitas estivesse concentrada, a mesma era diluida em
PBS.

As laminas para RIFI eram compostas de duas fileiras de seis orificios
(perfuracbes) cada. O antigeno foi fixado pipetando-se 10 puL da suspensado de

promastigotas. Em seguida, a suspensdo foi retirada por aspiracdo, restando
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somente uma fina pelicula sobre cada orificio. As laminas permaneceram em
temperatura ambiente para secagem e guardadas em laminario (-20°C) até o

momento de uso.

3.4.4 Reacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) - caes

A RIFI foi realizada conforme a técnica utilizada pelo Centro de Pesquisas
René Rachou/FIOCRUZ, de Belo Horizonte, MG; para diagnostico de animais
infectados por L. infantum, adaptada por (OLIVEIRA et al., 2008).

As laminas contendo promastigotas de L. Infantum foram retiradas do
“freezer” e descongeladas a temperatura ambiente. Em cada circulo contendo o
antigeno foram dispensados 10 puL de cada soro teste diluido na concentracdo de
1:40. As laminas, entdo, foram incubadas em camara umida e levadas a estufa
(37°C), por 30 minutos, e, a seguir, submetidas a trés lavagens em PBS por imersao
de cinco minutos cada. Ap0s a secagem a temperatura ambiente, os circulos das
laminas foram recobertos com 10 pL do anticorpo anti-lgG de conjugado ao
isotiocianato de fluoresceina (KPK cat n°® 02-19-02), diluido a 1:30, em solucéo de
PBS, contendo azul de Evans 1%.

As laminas foram novamente incubadas por mais 30 minutos e depois
lavadas, conforme descrito acima. ApGs a secagem das laminas, estas foram
montadas com laminula, utilizando glicerina tamponada a uma relacdo de 9:1 de
glicerina/tampéo, carbonato-bicarbonato 0,5M, pH 9,6 e, posteriormente, foram
observadas em microscopio equipado para fluorescéncia (Olympus®, BX-FLA).
Apbés a leitura em microscopio, foram consideradas positivas as reacdes

fluorescentes em soros com diluigdo = 1:40.

3.4.5 Reacgédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) - gatos

A RIFI foi realizada conforme a técnica descrita por (CAMARGO, 1966).

Microplacas foram utilizadas para a diluicéo inicial de 190 pL de solucéo de
PBS 0,01M com pH 7,2 e 10 uL do soro para uma diluicéo inicial (primeira diluicao)
de 1:20. Posteriormente, distribuiu-se 100 pyL da primeira diluicdo em 100uL de
solugédo de PBS para obter uma diluicAo de 1:40 (segunda diluicdo), a qual foi
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utilizada para a triagem da reacdo. Da mesma forma, foram diluidos soros controles
positivo e negativo. Nas laminas fixadas com o antigeno de L. infantum, distribui-se
10 pL de soro diluido (segunda diluicdo), incubando-se a 37°C por 30 minutos em
camara umida. Em seguida, foram lavadas duas vezes com PBS por 10
minutos, e secadas em estufa.

O conjugado espécie-especifico (Anti gato IgG FITC, Sigma®, USA), foi
diluido segundo titulo pré-estabelecido em solug¢édo de Azul de Evans a 20%, no qual
foi previamente diluido em PBS na proporcdo de 1:5. Foram distribuidos 10 uL do
conjugado para cada diluicdo, incubando-se novamente a 37°C, por 30 minutos, em
camara umida. As laminas foram lavadas duas vezes com PBS por 10 minutos e
secas em estufa. As laminas foram montadas com glicerina tamponada pH 8,5,
cobrindo-se com laminulas de 24x60mm, examinando-se em microscopio de
imunofluorescéncia (Olympus®, BX-FLA) na objetiva de 40x. Depois da leitura dos
controles, foi realizada a leitura das amostras dos soros dos animais do estudo,
considerando-se positivas as amostras de soro com titulagdo igual ou maior que
1:40. Os soros positivos na diluigdo 1:40 foram avaliados em diluigdes maiores (1:80,
1:160, 1:320 e 1:640), para determinar a titulacdo final de anticorpos IgG anti-

Leishmania em gatos.

3.4.6 Bioquimica sérica

O sangue de cées foi coletado em frascos sem anticoagulante e em seguida
centrifugado ap6s a formacdo do coagulo, em centrifuga, a 3.000 rpm por 10
minutos. O soro obtido foi levado ao analisador automatico (Cobas ¢111®, Roche),
para determinacdo de parametros bioquimicos, como uréia, creatinina,
aspartatoaminotransferase (AST), alaninoaminotransferase (ALT), proteinas totais
(PT), albumina (A), globulina (G) e relagcdo A/G. Cada analise foi determinada
utilizando-se kits especificos, seguindo a metodologia estabelecida de acordo com o
fabricante. Antes da realizacdo da rotina, utilizou-se soro controle padrédo, para
assegurar a confiabilidade dos exames. A funcdo hepatica e renal dos cées foi
avaliada através das dosagens de ALT (kit ALT2S, ref. 04657373), AST (kit ASTL,
ref. 04657543), uréia (kit UREAL, ref. 04657616) e creatinina (kit CREJ2, ref.
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05401755), utilizando o sistema Cobas ® c111 Analyser (Roche Instrument Center —
SUICA, n° série 10276, cod. 4528778001).

3.5 EXAME DE SANGUE

3.5.1 Hemograma completo

O sangue total com EDTA foi processado em analisador hematolégico
automatico (Sysmex pocH-100iV™), apdés a coleta, para obtencdo do valor de
leucdcitos totais, eritrécitos, hemoglobina e plaquetas. O valor do volume globular
(VG) foi obtido pela leitura de microcapilar, apos centrifugacdo do sangue total em
microcentrifuga (Microline®, Laborline). Os indices hematimétricos como volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram calculados a partir dos valores de VG, hemoglobina, eritrocitos e

comparados com valores normais para caes.

3.6 REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (REACAO DE MONTENEGRO)
3.6.1 Metodologia da reacdo de Montenegro

A reacdo de Montenegro foi realizada conforme a técnica descrita por
(SOKAL, 1975).

Uma suspensao de antigenos foi preparada a partir de promastigotas de L.
infantum na concentracdo de 4x108 parasitos/mL, fixadas com solucdo de mertiolate
(1:10.000). Foi aplicado um volume de 100 pL do antigeno, por via intradérmica, em
uma area previamente depilada da regiéo lateral do pescoco de cada animal. Como
controle negativo, foi aplicada a solucdo de mertiolate (1:10.000) por via
intradérmica, do lado oposto do pescoco. A observacdo da reacdo dérmica foi
realizada apds 24, 36 e 72 horas, mas a formacdo nodular da reacdo de
hipersensibilidade tardia, s6 foi confirmada ap0s 72 horas pela formacdo de um
eritema ou ndédulo. Com o uso de paquimetro a area foi mensurada e o animal que

apresentou uma reacdo nodular com o dobro da éarea inicial foi considerado positivo



38

para resposta imune celular especifica para L. infantum. Antes da aplicacao foi feita

uma leve tricotomia e desinfeccéo do local.

3.6.2 Amostragem da reacdo de Montenegro

A reacao intradérmica de Montenegro foi realizada apenas em uma parcela de
cées da terceira coleta de sangue, correspondendo a 33 animais, divididos em
animais positivos sintomaticos e assintomaticos, e negativos sintomaticos e
assintomaticos nos exames soroldgicos (Tabela 2). A classificacdo dos animais em
sintomatico e assintomatico foi realizada a partir dos sinais clinicos visiveis
associados com as alteragbes dos exames de hemograma e bioquimico. Entre as
alteracdes dos exames tipicos de LVC nos animais sintomaticos foram
hiperproteinemia associada a anemia, trombocitopenia, e diminuicdo do valor da
albumina (LOPEZ et al., 1996; MEDEIROS et al., 2008; CASTRO, 2012).

Na Tabela 2 encontram-se os dados de perfis dos cées que foram utilizados
para a realizacdo da reacdo intradérmica de Montenegro, ou seja, a reacao de

hipersensibilidade tardia.

Tabela 2- Numero de caes sintomaticos e assintomaticos utilizados para realizacao
da reacéo intradérmica de Montenegro. llha Solteira, SP, 2015.

Numero de Cées para a Reacdo de Montenegro

_ o o Sintomaticos Assintométicos TOTAIS
Diagnéstico Sorolégico
(N=28) (N=5) (N=33)
Positivo 9 1 10
Negativo 19 4 23

3.7 AVALIACAO CLINICA

Antes da coleta do material biolégico, todos 0s animais passaram por
anamnese médica veterinaria. Foi observado primeiramente o escore da condicao
corporal, que foi definido como obeso, gordo, magro ou caquético (LAFLAMME,

1997). A caracterizacdo da pele (normal, alopecia, lesdes), coloracdo das mucosas
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(bucal, genital e ocular), tamanho das unhas, palpacdo dos linfonodos (popliteos,
pré-escapular e submandibular) e temperatura corporal também foram
determinados.

Por meio da avaliagdo clinica, os animais foram classificados em
assintomaticos quando ndo havia alteracao clinica da LV e em sintoméaticos quando
apresentavam ao menos um sinal clinico caracteristico da doenca. Nos cées, a
classificagao foi baseada em Feitosa et al. (2000) e, em gatos, de acordo com sinais
clinicos relatados por (PENNISI et al., 2004; SAVANI et al., 2004).

3.8 COLETA DE FLEBOTOMINEOS

As capturas de flebotomineos (L. longipalpis) foram realizadas em ambos
abrigos de animais de Ilha Solteira, SP, por meio de armadilhas luminosas do tipo
Center for Disease Control and Prevention (CDC) distribuidas em oito pontos
diferentes, sendo quatro pontos por abrigo (Figuras 5 e 6), das 17 as 07 horas,
durante trés dias consecutivos de cada més, no periodo de janeiro de 2014 a
dezembro de 2015. Foram instaladas em pontos estratégicos (proximas as baias dos
animais, vegetacdo e material organico). Todas as armadilhas permaneceram no
mesmo local durante todo o periodo de estudo.

Os flebotomineos capturados foram agrupados por armadilhas e dia de
captura, anotados em uma planilha (controle do periodo de maior incidéncia do
vetor) e, posteriormente, separados quanto ao sexo e identificados quanto a espécie
atraveés de caracteres morfoldgicos da genitalia.

Os mosquitos foram dissecados e foi observado microscopicamente o
conteudo intestinal para verificar a presenca de promastigotas de L. infantum. Os
intestinos foram macerados entre lamina e laminula e observado diretamente no

microscépio optico (aumento de 400x).
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Figura 5- Fotos mostrando os pontos de localizacdo de armadilhas CDC para
captura de flebotomineos em abrigo A de animais. A: Casa; B e C:
Préximas a baia dos cées; D: Proxima a vegetacao. llha Solteira, SP,
2015.

t
| i

Fonte: o proprio autor
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Figura 6- Fotos mostrando os pontos de localizagdo de armadilhas CDC para
captura de flebotomineos em abrigo B de animais. A: Préxima a casa; B:
Préxima a baia dos gatos; C e D: Préximas a vegetacao. llha Solteira,
SP, 2015.

Fonte: o proprio autor

3.9 QUESTIONARIO

Durante o trabalho, foram feitas observagbes do ambiente fisico e dos
animais e um questionario foi aplicado aos responsaveis dos dois abrigos de animais
(Apéndices A e B). O levantamento de dados possibilitou averiguar as condicdes
ambientais onde os animais estudados habitavam, assim como as caracteristicas

dos animais (sexo, porte, pelagem, localizacéo, etc) no decorrer das trés coletas.
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3.10 DADOS CLIMATICOS

Os dados climaticos tais como temperatura média mensal e precipitacdo
pluviométrica foram obtidos da Estacédo Agrometeoroldgica da Area de Hidraulica e
Irrigacdo da UNESP — Campus de llha Solteira, SP —, durante o periodo de janeiro
de 2014 a dezembro de 2015.

3.11 ESTATISTICA

Os diagnosticos do ELISA, RIFI e reacdo de Montenegro foram submetidos a
andlise estatistica, onde foi verificada a concordancia entre eles de acordo com o
indice Kappa no intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. Os

valores obtidos foram classificados de acordo com Landis Jr; Koch (1977).

Tabela 3- Classificacdo dos valores de Kappa de acordo com Landis Jr; Koch

(2977).
Estatistica Kappa Qualidade de Classificacdo
<0,00 Péssima
0,00 -0,20 Ruim
0,21-0,40 Razoavel
0,41 -0,60 Boa
0,61 -10,80 Muito boa
0,80 - 1,00 Excelente

Para a analise dos fatores de riscos associados a LV nos abrigos de animais
de llha Solteira- SP, foi utilizada a analise univariada por meio do teste de Qui-
guadrado e o teste exato de Fisher (significancia p < 0,05). O teste exato de Fisher
foi utilizado quando os valores das caselas foram menores que cinco, pois o grau de
certeza na decisdo tomada ndo foi exatamente aquele fornecido pela distribuicao
Qui-quadrado.

As variaveis independentes foram as respostas obtidas do questionario
aplicado aos responséaveis pelos animais, as observacdes do ambiente, os dados
sobre os animais levantados durante as coletas e a presenca dos flebotomineos. A
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variavel dependente foi a positividade dos caes para LVC. As analises foram feitas
no programa R versado 2.15.3 (R CORE TEAM, 2015).

3.12 COMITE DE ETICA

Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Engenharia da UNESP de llha Solteira, em reunido ordinaria
realizada em 29 de abril de 2015, sob o numero de Protocolo N° 02/2015/CEUA.

4 RESULTADOS

4.1 CAES

4.1.1 Levantamento epidemioldgico

Participaram do estudo 146 céaes distintos, sendo 113 pertencentes ao abrigo
A e 33 ao abrigo B. Durante as coletas de dados, os caes foram agrupados de
acordo com as caracteristicas como sexo, porte e localizacado no abrigo conforme a
Tabela 4.

Os animais machos foram o0s mais representativos nos abrigos,
correspondendo a 52,8% do total de cdes. Quanto ao porte dos caes, a maioria era
de tamanho médio (40,4%), seguido de porte pequeno (32,1%) e grande (27,5%).
Do total, 77,3% eram mantidos no interior de baias enquanto 22,7% ficavam livres

no perimetro do abrigo.
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Tabela 4- Numero (N) e porcentagem (%) de cées de acordo com 0 sexo, porte e
localizag&o em abrigos de animais de Ilha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e porcentagem (%) de cées

Categorias Total (N=146)
Fémea 69 (47,2%)
Sexo Macho 77 (52,8%)
Pequeno 47 (32,1%)
Porte Médio 59 (40,4%)
Grande 40 (27,5%)

Localizagso Baia 113 (77,3%)
Solto 33 (22,7%)

4.1.2 Fluxo de caes

Os dois abrigos de animais recebiam quase diariamente animais
abandonados, e eventualmente faziam doagfes de alguns deles, principalmente os
mais sadios. Esses dois fatores foram responsaveis pela variacdo diaria de animais
em cada abrigo estudado. Na primeira coleta, haviam 55 cédes no abrigo A, e apés
seis meses, na segunda coleta verificou-se a entrada de 39 cdes novos e apenas 9
cdes eram antigos (remanescentes), ou seja, apenas 16,3% dos cdes da coleta
inicial estavam presentes, verificando-se uma taxa de reposicéo de cées de 83,7%.

Na terceira coleta, foram encontrados 18 novos cées e 25 remanescentes, de
modo que a taxa de reposicédo de cdes diminuiu para 48%, ou seja, 52% dos cées
da coleta anterior ainda estavam no abrigo (Tabela 5).

No abrigo B a quantidade de cées foi menor em relacéo ao abrigo A. Um total
de 15 cédes estavam abrigados no local na primeira coleta de material biologico.
Apés seis meses, durante a coleta 2, verificou-se a presenca de 11 novos caes, e
dos 15 cées da coleta anterior apenas cinco (33,3%) ainda estavam abrigados,
apresentando taxa de reposicéo de 66,6% dos animais.

Finalmente, na coleta 3, haviam 14 cées e, destes sete eram animais novos e

0S outros sete remanescentes da coleta anterior. Assim como no abrigo A, a taxa de
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reposicao reduziu. Neste caso, cerca de 43,7% dos animais eram remanescentes,

portanto correspondendo a uma reposicao de 56,3% (Tabela 6).

Tabela 5- Numero de cées repostos no intervalo de um ano no abrigo A. llha
Solteira, SP, 2015.

Numero de Caes do Abrigo A

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Céaes remanescentes 55 9 25
Cées novos - 39 18
Total 55 48 43

Tabela 6- Numero de cées repostos no intervalo de um ano em abrigo B. llha
Solteira, SP, 2015.

Numero de Cées do Abrigo B

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Cées remanescentes 15 5 7
Céaes novos - 11 7
Total 15 16 14

E necesséario salientar que durante o estudo, 192 amostras foram analisadas,
pois animais remanescentes das coletas anteriores poderiam ser incluidos na coleta
seguinte. Dessa forma, na primeira, segunda e terceira coletas foram analisadas
amostras de 70, 64 e 58 animais, respectivamente. As analises a seguir foram

baseadas nestas 192 amostras.

4.1.3 Sinais clinicos

Pela anamnese realizada, os cdes foram classificados em assintomaticos e
sintométicos de acordo com os sinais clinicos para LVC. Foram classificados como
assintomaticos 21,3% (41/192) dos animais, ou seja, ndo apresentaram qualquer
sinal clinico evidente para a doenca. Dos cdes analisados, 78,7% (151/192)

apresentavam algum sintoma caracteristico para LVC.
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Dos 70 animais encontrados na primeira coleta, 75,7% (53/70) apresentavam
pelo menos um sinal clinico para LVC, sendo que na segunda e na terceira coletas
houve respectivamente, o0 aumento de 76,5% (49/64) e 84,4% (49/58) de sinais
clinicos em caes. Estes dados estéo representados na Tabela 7.

Entre os sinais clinicos observados, pode-se citar, alopecia, magreza,
caquexia, lesdes perioculares, linfodenomegalia, onicogrifose, hepatomegalia,
esplenomegalia, lesdes dérmicas, mucosas hipocoradas e atrofia da musculatura

craniana (Figura 7).

Tabela 7- Numero (N) e porcentagem (%) de cades assintomaticos (A) e
sintométicos (S) para LVC em trés coletas realizadas com um
intervalo de um ano em abrigos de animais de llha Solteira, SP, 2015.

Numero e Porcentagem de Caes Assintomaticos (A) e Sintométicos (S)

Classificagdo (N total=192)
Numero da Coleta S A Caes por coleta
1 53 (75,7%) 17 (24,3%) N=70
2 49 (76,5%) 15 (23,5%) N=64

3 49 (84,4%) 9 (15,6%) N=58
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Figura7-  Fotos de caes sintomaticos para LVC, mostrando alguns sinais clinicos.
A: Leséo periocular; B: Magreza; C: LesOes de pele (rarifacéo pilosa);
D: Onicogrifose. Ilha Solteira, SP, 2015.

A

Fonte: o proprio autor

4.1.4 Diagnostico

4.1.4.1 Exame ELISA indireto

O exame soroldégico ELISA foi realizado com soros coletados em trés etapas
diferentes. Portanto, os resultados ELISA dos soros controles negativos e positivos e
o célculo do ponto de corte foram obtidos individualmente para cada etapa de coleta
(Apéndice C). Na etapa 1, correspondente a primeira coleta, o ponto de corte (PC)
foi o valor de D.O =2 0,149 e NE = 2 (intervalo de D.O de 0,120 a 0,150). Na etapa 2,

referente a segunda coleta, o PC foi de D.O =2 0,318 e NE =2 (intervalo de D.O entre
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0,287 e 0,361). E na etapa 3, o ponto de corte foi de soros com D.O 20,39 e NE = 1
(intervalo de D.O entre 0,313 e 0,422).

Dos 192 caes analisados durante o estudo, 17,2% (33/192) foram
sorologicamente positivos para LVC pelo método ELISA. Dos cées positivos, 57,6%
(19/33) estavam na primeira coleta, 24,4% (8/33) na segunda coleta, e na terceira
foram apenas 18% (6/33).

Dos cées da primeira coleta 2, 7,2% (19/70) apresentaram sorologia positiva
para L. Infantum. Na segunda coleta, 12,5% (8/64) foram positivos para
leishmaniose visceral, e na terceira coleta a porcentagem de cées positivos reduziu
para 10,34% (6/58). Os dados estéo ilustrados na Tabela 8.

Os niveis ELISA de acordo com a positividade dos caes foram avaliados de
acordo com as coletas. Na primeira coleta, a maioria dos animais encontrava-se no
NE 9 (n=11). J& na segunda coleta os cdes apresentaram NE=2, 3 e 9, como 0s
mais frequentes (n=2). Na terceira coleta o NE mais frequente foi o NE=3 (n=3),

seguido pelo NE=6 e pelo NE=4 (Apéndice D).

Tabela 8- Numero (N) e porcentagem (%) de cdes negativos e positivos no ELISA
Indireto para LVC de acordo com o periodo de coleta e um parametro
geral. llha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Caes

Diagnéstico Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Total
Positivo 19 (27,2%) 8 (12,5%) 6 (10,3%) 33 (17,2%)
Negativo 51 (72,8%) 56 (87,5%) 52 (89,7%) 159 (82,8%)

Total 70 (100%) 64 (100%) 58 (100%) 192 (100%)

4.1.4.2 Exame RIFI

Dos 192 caes analisados durante o estudo, 19,8% (38/192) foram
sorologicamente positivos para LVC pelo exame de RIFI. Dos cées positivos, 52,7%
(20/38) estavam na primeira coleta, 26,4% (10/38) na segunda coleta, e na terceira
encontrou-se 20,9% (8/38) dos caes (Tabela 9). O ponto de corte foi de 1:40.
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Dos cées da primeira coleta 28,6% (20/70) apresentaram sorologia positiva
para L. Infantum. Na segunda coleta 15,6% (10/64) foram positivos para LV, e na
terceira coleta a porcentagem de caes positivos reduziu para 13,7% (8/58) do total
de cées analisados. Os dados estéo ilustrados na Tabela 9.

Tabela 9- Numero (N) e porcentagem (%) de cdes negativos e positivos na RIFI
para LVC de acordo com o periodo de coleta e um parametro geral. Ilha
Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Caes

Diagnéstico Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Total
Positivo 20 (28,6%) 10 (15,6%) 8 (13,7%) 38 (19,8%)
Negativo 50 (71,4%) 54 (84,4%) 50 (86,3%) 154 (80,2%)

Total 70 (100%) 64 (100%) 58 (100%) 192 (100%)

4.1.4.3 Reacéo intradérmica de Montenegro (RM)

Dos 33 caes avaliados na reacao intradérmica de Montenegro, 45,4% (15/33)
deles reagiram positivamente e 54,6% (18/33) negativamente. Dos animais positivos
neste diagnostico, 86,6% (13/15) apresentavam alteracdes clinicas de LVC
enquanto 13,4% (2/15) eram assintomaticos. Em relagdo aos animais negativos para
a reacdo intradérmica, 83,3% (15/18) foram sintomaticos e 16,7% (3/18)
assintomaticos para LVC.

O didametro dos nédulos formados nos animais positivos variou de 12 a 34 mm
apos o periodo de 72 horas da inoculacdo do antigeno (Figura 8). A mensuracao
média dos nodulos apés 24, 48 e 72 horas da inoculacdo do antigeno foi de 14,3

mm; 17 mm e 21,3 mm, respectivamente.
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Figura 8-  Fotos de cées durante a reagdo de hipersensibilidade tardia. A: Noédulo
formado logo ap6s a inoculagdo do antigeno de Leishmania sp.; B:
Noédulo formado em um céo positivo apds 72 horas da inoculacdao do
antigeno. Ilha Solteira, SP, 2015.

Fonte: o proprio autor

Quanto a sintomatologia dos animais analisados durante o levantamento, dos
28 sintomaticos, 46,4% (13/28) foram diagnosticados positivamente enquanto 53,5%
(15/28) negativamente. Dos cinco animais classificados como assintomaticos, 40%
(2/5) reagiram ao teste intradérmico e o restante, 60% (3/5) foi considerado negativo
(Tabela 10).

Tabela 10- Numero (N) e porcentagem (%) de caes negativos e positivos na
reacao intradérmica de Montenegro. llha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Cées

Sintomaticos Assintomaticos TOTAIS
Diagnéstico (N=28) (N=5) (N=33)
Positivo 13 (46,4%) 2 (40%) 15

Negativo 15 (53,6%) 3 (60%) 18
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4.1.5 Analise comparativa entre os diagnosticos

Os dados da Tabela 11 mostram o nimero e porcentagem de cées positivos e
negativos nas duas técnicas soroldgicas, ELISA indireto e RIFI relacionado com a
classificacdo assintomatica ou sintomatica dos cées. Observa-se que houve um
namero bastante representativo de animais sintomaticos, porém, negativos 79,5%
no ELISA e 78,2% na RIFI. A maioria dos animais positivos possuia algum sintoma
para LVC, sendo 20,5% (31/151) e 21,8% (33/151) animais, pelas técnicas ELISA e
RIFI respectivamente. Dentre os animais assintomaticos 95,2% (39/41) e 87,8%

(36/41) foram diagnosticados negativamente no ELISA e RIFI, respectivamente.

Tabela 11- Diagndstico sorolégico dos cées pelo ELISA indireto e pela RIFI, de
acordo com a classificacdo clinica (sintomaticos e assintomaticos). llha
Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Caes

Exame
o Sintomaticos (N= 151) Assintomaticos (N=41)
Sorolégico Positivos
P N P N (N=192)
ELISA 31(20,5%) 120 (79,5%) 2(4,8%) 39 (95,2%) 33 (17,2%)
RIFI 33(21,8%) 119 (78,2%) 5 (12,2%) 36 (87,8%) 38 (19,8%)

P=positivo; N=negativo.

Os trés métodos diagnodsticos utilizados no trabalho foram comparados de
acordo com o indice de Kappa (nivel de significancia de 5%). Além da comparacgéo
entre técnicas, esta ferramenta estatistica foi aplicada no grupo sintomatico e
assintomatico.

Em relacdo aos trés levantamentos sorolégicos (ELISA e RIFl), a
concordancia entre os dois métodos foi distinta nas trés coletas realizadas, de modo
que na primeira coleta o nivel de concordancia foi considerado boa com indice
Kappa=0,5230769. Assim como na primeira etapa, a concordancia na segunda
coleta também foi boa, sendo k=0,418605, porém na terceira coleta o valor de k foi

classificado como razoavel, apresentando nivel de concordancia k=0,344356



(Tabela 12).
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Tabela 12- Andlise comparativa dos métodos soroldgicos para LV em caes: ELISA
indireto e RIFI de abrigos de animais de llha Solteira, SP, 2015.

Relacdo de concordancias entre os métodos de diagndésticos ELISA e RIFI

CoL Técnicas A (N=17) S (N=53) indice Kappa (k) Total
P 2(11,8%) 17 (32%) 19 (27,1%)
ELISAXRIFI N 15(88,2%) 35 (66%) 0,5230769 50 (71,4%)
1 D 0 1 (2%) 1 (1,5%)
Total 17 53 70
indice Kappax  0,1345151  0,371316 Boa
A (N=15) S(N=49) Iindice Kappa (k) Total
P 0 8 (16,3%) 8 (12,5%)
ELISAXRIFI N 14 (93,3%) 40 (81,6%) 0,418605 54 (84,3%)
2 D 1(6,7%) 1 (2,1%) 2 (3,2%)
Total 15 49 64
indice Kappa 0,113859 0,335803 Boa
A (N=9) S(N=49) Indice Kappa (k) Total
P 0 5 (10,2%) 5 (8,6%)
ELISAXRIFI N 7 (77,7%) 42 (85,7%) 0,344356 49 (84,4%)
3 D 2(22,3%) 2 (4,1%) 4 (7%)
Total 9 49 58
indice Kappa « 0,046643 0,321296 Razoavel

COL=coleta; A=assintomatico; S=sintomatico; P=positivo; N=negativo; D=distinto

Na comparacao dos métodos sorologicos (MS) com a reacdo intradérmica de

Montenegro (RM) realizada em uma parcela de cées da terceira coleta de material

biolégico, observou-se que o nivel de concordancia foi classificado como ruim (k=

0,0645) (Tabela 13). Os caes selecionados para a comparacdo entre técnicas

possuiam resultados idénticos nos diagnoésticos soroldgicos (RIFI e ELISA).
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Tabela 13- Analise comparativa entre os métodos sorologicos (ELISA indireto e
RIFI) e reagdo intradérmica de Montenegro para LVC em abrigos de
animais de llha Solteira, SP, 2015.

Relacdo de concordancias entre os métodos diagnosticos

COL  Técnicas A (N=5) S(N=28) Indice Kappa () Total
P 1(20%) 4 (14,2%) 5 (15,1%)
RM x MS N  3(60%) 10 (35,8%) 0,0645 13 (39,5%)
3 D 1(20%) 14 (50%) 15 (45,4%)
Total 5 28 33
indice Kappa « 0,029 0,003 Ruim

RM=Reacédo intradérmica de Montenegro; MS=Métodos soroldgicos; COL=coleta;
A=assintomético; S=sintomatico; P=positivo; N=negativo; D=distinto.

4.1.6 Prevaléncia da LVC em abrigos de animais

Houve variacdes da prevaléncia de LVC em ambos abrigos de acordo com o
periodo em que foram realizadas as coletas. No abrigo A, na primeira coleta, 36,3%
(20/55) dos animais foram diagnosticados positivos em pelo menos uma técnica
sorolégica. A porcentagem de cées infectados diminuiu para 10,4% (5/48) na
segunda coleta, porém aumentou para 16,2% (7/43) na terceira coleta (Tabela 14).

Os dados obtidos no abrigo B mostraram um aumento crescente da
prevaléncia de LVC entre os cades. Na coleta 1, ndo houve caes positivos para
leishmaniose. A partir da segunda coleta foi relatado diagnostico positivo, sendo de
31,2% (5/16) e 21,4% (3/14) na coleta 2 e 3, respectivamente (Tabela 15).

Em paréametros gerais, a prevaléncia de animais soropositivos no abrigo A foi
de 21,9% (32/146) e no abrigo B 17,7% (8/46).
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Tabela 14- Dinamica da LVC em diferentes periodos durante um ano no abrigo de
animais A. llha Solteira, SP, 2015.

Abrigo A
Positivos Negativos Total
Coleta 1 20 (36,3%) 35 (63,7%) 55
Coleta 2 5 (10,4%) 43 (89,8%) 48
Coleta 3 7 (16,2%) 36 (83,8%) 43

Tabela 15- Dinamica da LVC em diferentes periodos durante um ano, no abrigo de
animais B. llha Solteira, SP, 2015.

Abrigo B
Positivos Negativos Total
Coleta 1 0 15 (100%) 15
Coleta 2 5 (31,2%) 11 (68,8%) 16
Coleta 3 3 (21,4%) 11 (78,6%) 14

4.1.7 Taxa de infec¢cdo de cdes remanescentes

Como ja foi mencionado anteriormente, durante as coletas de amostras
biolégicas foi realizado um levantamento de cées presentes em ambos abrigos de
animais. Aléem da quantidade de animais novos e remanescentes em cada etapa do
trabalho, este levantamento possibilitou verificar a taxa de infectividade de caes
remanescentes, ou seja, dados indicando que a infec¢do do animal por LVC ocorreu
dentro do abrigo.

A Tabela 16 indica que, houve infeccdo com LVC no interior de ambos os
abrigos. No abrigo A, durante a terceira coleta verificou-se que trés caes
remanescentes que eram sorologicamente negativos em coletas anteriores
tornaram-se infectados. No abrigo B, na segunda coleta encontrou-se cinco animais
remanescentes e destes, um foi positivo em pelo menos umas das técnicas
sorologicas (ELISA ou RIFI). No mesmo local durante a terceira coleta, mais um

animal foi infectado no interior do abrigo (Tabela 16).
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Tabela 16- Numero de cées remanescentes que se infectaram com LVC nos
abrigos A e B de llha Solteira, SP, 2015.

NUumero de Caes Remanescentes

Coleta Abrigo A Abrigo B
Total=48 P=1 Total=16 P=1
Rem=9 N=8 Rem=5 N=4
3 Total=43 P=3 Total=14 P=1
Rem= 25 N= 22 Rem=7 N=6

Rem=remanescentes; P= positivo; N= negativo

4.1.8 Sinais clinicos em cdaes positivos

Dos 40 cées sorologicamente positivos para LVC nas trés coletas, 32
estavam localizados no Abrigo A e 0s outros oito animais estavam no abrigo B. Os
sintomas mais comuns nos animais positivos do abrigo A foram: Linfodenomegalia
(popliteo, submandibular e pré escapular), onde 62,5% (20/32) dos cées
manifestavam esse sinal; em segundo, mucosas hipocoradas (genital, bucal e
ocular) com 56,2% (18/32); e dermatite/dermatose 28,1% (9/32). Outros sintomas
estavam presentes durante a anamnese, tais como magreza 21,8% (7/32),
onicogrifose 25% (8/32), alopecia 25% (8/32), caquexia 9,3% (3/32), atrofia da
musculatura cranial 9,3% (3/32), lesdo periocular 3,1% (1/32), hepatomegalia 3,1%
(1/32) e esplenomegalia 6,25% (2/32) (Tabela 17).

Ja& no abrigo de animais B, composta por oito animais positivos durante todas
as coletas, o numero de sinais clinicos foi inferior em relacdo ao abrigo anterior, 0s
sinais clinicos encontrados foram: onicogrifose em quatro dos oito animais,
demonstrando uma prevaléncia de 50%; dermatite/dermatose e linfodenomegalia
estavam presentes em 3/8 (37,5%) dos cées; e, por ultimo, alopecia em apenas 1/8
(12,5%) dos animais (Tabela 17).

Em parametros gerais, ou seja, em relacdo aos 40 cées positivos em pelo
menos uma técnica diagnostica, o sinal clinico mais evidente foi linfodenomegalia,
onde 57,5% (23/40) dos animais manifestaram esta alteracdo. Mucosas hipocoradas

foram verificadas em 45% dos animais (18/40), seguido por onicogrifose e
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dermatite/dermatose em 30% (12/40). O restante dos sinais foram: alopecia 22,5%
(9/40), magreza 17,5% (7/40), caquexia e atrofia da musculatura cranial 7,5% (3/40),
esplenomegalia 5% (2/40), lesdo periocular e hepatomegalia 2,5% (1/40) (Tabela
17).

Tabela 17- Numero (N) e porcentagem (%) de cées dos abrigos A e B, de acordo
com os sinais clinicos para LVC. llha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Caes

Abrigos
Sinais Clinicos Abrigo A (P=32) Abrigo B (P=8) Geral (P=40)
Linfodenomegalia 20 (62,5%) 3 (37,5%) 23 (57,5%)
Magreza 7 (21,8%) - 7 (17,5%)
Mucosas Hipocoradas 18 (56,2%) - 18 (45%)
Onicogrifose 8 (25%) 4 (50%) 12 (30%)
Alopecia 8 (25%) 1 (12,5%) 9 (22,5%)
Dermatite/Dermatose 9 (28,1%) 3 (37,5%) 12 (30%)
Caquexia 3 (9,3%) - 3 (7,5%)
Atrofia de musc. cranial 3 (9,3%) - 3 (7,5%)
Lesdo periocular 1(3,1%) - 1(2,5%)
Hepatomegalia 1(3,1%) - 1(2,5%)
Esplenomegalia 2 (6,25%) - 2 (5%)
P=positivos
4.2 GATOS

4.2.1 Levantamento epidemioldgico

Durante o presente estudo, foram examinados um total de 164 gatos, onde 49
pertenciam ao abrigo A e 115 ao abrigo B. Dados como sexo e localiza¢cdo dos gatos

foram observados durante o estudo. Desses, 57,9% (95/164) eram fémeas e 42,1%
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(69/164) machos. A maioria dos animais ficava abrigada em baias, correspondendo
a 97,6% (160/164) enquanto somente 2,4% (4/164) permaneciam livres, mas dentro

do recinto onde havia as baias (Tabela 18).

Tabela 18- Numero (N) e porcentagem (%) de gatos de acordo com 0 sexo e
localizagéo em abrigos de animais de Ilha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Gatos

Categorias Total (N=164)
Fémea 95 (57,9%)
Sexo
Macho 69 (42,1%)
L Baia 160 (97,6%)
Localizacdo
Solto 4 (2,4%)

4.2.2 Fluxo de gatos

Os dois abrigos de animais recebiam eventualmente gatos abandonados,
alguns destes eram doados, no entanto, sempre em numero inferior aos adquiridos.
A taxa de reposicao de animais era determinada por estes dois fatores.

Na primeira coleta foi observada a presenca de 39 gatos no abrigo A. Apés o
periodo de um ano, 10 animais novos foram incluidos e apenas seis animais
permaneciam no abrigo. Na coleta 2, havia apenas 16 animais, evidenciando-se,
que em 12 meses a populacéo de felinos reduziu em 59% decorrente de mortes em

massa, um detalhe excepcional deste abrigo (Tabela 19).
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Tabela 19- Numero de gatos repostos no intervalo de um ano no abrigo A. llha
Solteira, SP, 2015.

Numero de Gatos do abrigo A

Coleta 1 Coleta 2
Gatos remanescentes 39 6
Gatos novos - 10
Total 39 16

O numero de gatos no abrigo B foi mais representativo comparado ao outro
abrigo A. Durante a primeira coleta de amostras bioldgicas havia 55 animais e,
posteriormente ap6s 12 meses foi constatada a presenca de 27 animais
remanescentes, obtendo-se uma taxa de reposicdo de 49%. Ainda na segunda
coleta, 60 gatos foram recém-adquiridos no abrigo (Tabela 20).

De acordo com os dados, a populacdo de gatos aumentou 107% durante os
12 meses de observacéo no abrigo B.

Tabela 20- Numero de gatos repostos no intervalo de um ano no abrigo B. llha
Solteira, SP, 2015.

Numero de Gatos do abrigo A

Coleta 1 Coleta 2
Gatos remanescentes 55 27
Gatos novos - 60
Total 55 87

Durante as coletas de material biolégico, os gatos remanescentes negativos
de coletas anteriores foram incluidos na coleta mais recente, sendo, 94 e 103
animais da primeira coleta e segunda, respectivamente. Considerando esta

informac&o, o niumero amostral foi de 197.
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4.2.3 Sinais clinicos

Pelo exame clinico dos gatos realizado concomitante as coletas de sangue
pode-se classificar os animais em sintomaticos e assintomaticos. Dos 197 animais
examinados, 67,5% (133/197) foram considerados assintomaticos, ou seja, sem
nenhum sinal clinico evidente para LVF. J& os animais sintomaticos representaram
32,5% (64/197) do total das analises.

Pelo menos um sinal clinico da LVF foi observado em 30,8% (29/94) e 33,9%
(35/103) dos animais, respectivamente na primeira e segunda coleta de sangue. A
prevaléncia de sinais clinicos aumentou 3,6% entre as coletas. Os dados estdo
representados na Tabela 21.

Durante a anamnese dos animais verificou-se sinais clinicos como alopecia,
magreza, lesdo ocular, dermatite/dermatose, lesdes em orelha, lesdo periocular,

mucosas hipocoradas e caquexia (Figura 9).

Tabela 21- Numero (N) e porcentagem (%) de gatos assintomaticos (A) e
sintomaticos (S) para LVF em duas coletas realizadas com um
intervalo de um ano em abrigos de animais de Ilha Solteira, SP, 2015.

Numero e Porcentagem de Gatos Assintomaticos (A) e Sintomaticos (S)

Classificacéo (N total=197)
Numero da Coleta S A Gatos por coleta
1 29 (30,8%) 65 (69,2%) N=94

2 35 (33,9%) 68 (66,1%) N=103
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Figura 9- Fotos de gatos sintoméaticos para LVF, mostrando alguns dos sinais
clinicos mais evidentes. A: Area alopécica com dermatite e formacéo de
Ulcera; B: Lesédo ocular; C: Perda de pelos e formacdo de crostas em
borda de orelhas e formagéo de crostas na regido nasal; D: Dermatite
crostosa na orelha; E: Alopecia; F: Magreza. llha Solteira, SP, 2015.

Fonte: o proprio autor
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4.2.4 Diagnostico

4.2.4.1 Exame ELISA indireto

O exame sorologico ELISA foi realizado em duas etapas devido ao intervalo
entre as coletas. Portanto, o ponto de corte e os resultados ELISA dos soros
controles negativos e positivos foram distintos nos diferentes exames (Apéndice E).
Na etapa 1, correspondente a primeira coleta, o ponto de corte (PC) foi o valor de
D.O =2 0,14 e NE= 3 (intervalo de D.O de 0,141 a 0,169). Na etapa 2, referente a
segunda coleta, o PC foi de D.O = 0,06 e NE= 0.

Dos 197 gatos analisados durante o estudo 32,4% (64/197) foram
sorologicamente positivos para LVF pelo método ELISA. Dos gatos positivos, 46,8%
(30/64) eram da primeira coleta e os demais, 53,2% (34/64) na segunda. Dos gatos
da primeira coleta, 31,4% (30/94) apresentaram sorologia positiva para L. Infantum.
Na segunda coleta, 33% (34/103) eram positivos para LVF. Nota-se que houve um
pequeno aumento de gatos soropositivos na populagéo dos abrigos (Tabela 22).

Tabela 22- Numero (N) e porcentagem (%) de gatos negativos e positivos no ELISA
Indireto para LVF de acordo com a coleta 1 ou 2 e um parametro geral.
llha Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Gatos

Diagnéstico Coleta 1 Coleta 2 Total
Positivo 30 (31,4%) 34 (33%) 64 (32,4%)
Negativo 64 (68,6%) 69 (87,5%) 133 (67,6%)

Total 94 (100%) 103 (100%) 197(100%)

4.2.4.2 Exame RIFI

Do total de gatos diagnosticados durante o levantamento, 31,9% (63/197)
reagiram positivamente ao exame RIFI. Dos animais positivos, 44,4% (28/63)
encontravam-se na primeira coleta e 55,6% (35/63) eram animais da segunda

coleta. Ainda na RIFI, cerca de 28,5% (28/94) dos gatos da primeira coleta estavam



62

positivos para LVF, enquanto que 33,9% (35/103) estavam na segunda coleta
(Tabela 23).

Tabela 23- Numero (N) e porcentagem (%) de gatos negativos e positivos na RIFI
para LVF de acordo com o periodo de coleta e um parametro geral. llha
Solteira, SP, 2015.

Numero (N) e Porcentagem (%) de Gatos

Diagndstico Coleta 1 Coleta 2 Total
Positivo 28 (28,5%) 35 (33,9%) 63 (31,9%)
Negativo 66 (71,5%) 68 (66,1%) 134 (68,1%)

Total 94 (100%) 103 (100%) 197 (100%)

4.2.5 Anélise comparativa entre os diagnosticos

A Tabela 24 mostra o nimero e a porcentagem de diagnoésticos de gatos em
cada uma das técnicas sorologicas relacionadas com sinais clinicos. A maioria dos
animais positivos ndo apresentaram sequer um sinal clinico para LVF, sendo 57,8%
no ELISA e 54,6% na RIFI. A porcentagem de animais sintomaticos e negativos
também se destacou no estudo, sendo 79,7% no ELISA e 78,9% na RIFI.

O indice de Kappa foi calculado com nivel de significancia de 5% para a
comparacdo das técnicas ELISA e RIFI. O indice também foi aplicado na
comparacdo entre sintomatico/assintomatico e diagnosticos. O nivel de
concordancia entre as técnicas soroldgicas na primeira coleta foi k=0,5230769 e na
segunda coleta k=0,418605, sendo classificadas como boas (Tabela 25).
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Tabela 24- Diagnostico sorologico dos gatos pelo ELISA indireto e pela RIFI, de
acordo com a classificagdo clinica (sintométicos e assintomaticos). llha
Solteira, SP, 2015.
Numero (N) e Porcentagem (%) de Gatos
Exame ) . ) .
o Sintomaticos (N=133) Assintomaticos (N=64)
Sorol6gico Positivos
P N P N (N=197)
ELISA 27 (20,3%) 106 (79,7%) 37 (57,8%) 27 (42,2%) 64(32,4%)
RIFI 28 (21,1%) 105 (78,9%) 35 (54,6%) 29 (45,4%) 63 (31,9%)

P=positivo; N=negativo.

Tabela 25-

Andlise comparativa dos métodos soroldgicos para LVF em gatos:

ELISA indireto e RIFI de abrigos de animais de llha Solteira, SP, 2015.

Relacdo de concordancias entre os métodos de diagndsticos ELISA e RIFI

COL  Técnicas A(N=65  S(N=29) Indice Kappa(x)  '°%@
P 14 (21,5%) 13 (44,8%) 27 (28,7%)
0, 0, 0,
ELISA x RIF] 47 (72,3%) 16 (55.2%) 0,5230769 63 (67,1%)
1 D  4(6,2%) 0 4 (4,2%)
Total 65 29 94
indice Kappak  0,4281525 0,17938 Boa
A _m Total
A (N=68) S (N=35) Indice Kappa (k)
P 17 (25%) 14 (40%) 31 (30,1%)
0, 0, 0,
ELISA x RIF] 46 (67,6%) 19 (54,2%) 0,418605 65 (63,1%)
2 D 5(7,4%) 2 (5,8%) 7 (6,8%)
Total 68 35 103
indice Kappa k 0,441762 0,202381 Boa

COL=coleta; A=assintomatico; S=sintomatico; P=positivo; N=negativo; D=distinto
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4.2.6 Prevaléncia da LVF em abrigos de animais

A prevaléncia de LVF durante as coletas foi distinta na comparacéo entre 0s
dois abrigos. No abrigo A, 48,7% (19/39) dos animais foram diagnosticados positivos
em pelo menos uma técnica sorologica. A porcentagem de gatos infectados
aumentou para 68,7% (11/16) na segunda coleta. Assim como no abrigo anterior,
também houve aumento em 10,7% da prevaléncia da leishmaniose no abrigo B na
populacao felina, sendo esse aumento de 21,8% para 31,1% no intervalo de 12

meses (Tabelas 26 e 27).

Tabela 26- Dinamica da LVF no periodo de um ano no abrigo de animais A. llha
Solteira, SP, 2015.

Abrigo A
Positivos Negativos Total
Coleta 1 19 (48,7%) 20 (51,3%) 39
Coleta 2 11 (68,7%) 5 (31,3%) 16

Tabela 27- Dinamica da LVF no periodo de um ano no abrigo de animais B. llha
Solteira, SP, 2015.

Abrigo B
Positivos Negativos Total
Coleta 1 12 (21,8%) 43 (78,2%) 55
Coleta 2 27 (31,1%) 60 (68,9%) 87

4.2.7 Taxa de infec¢cdo de gatos remanescentes

Os dados levantados durante o estudo mostraram que gatos se infectaram
com L. infantum no interior dos abrigos de animais de Ilha Solteira. De acordo com a
Tabela 28, no abrigo A haviam 16 animais na segunda coleta, e desses, seis eram

remanescentes da coleta interior, e um dos gatos foi posteriormente positivo para
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leishmaniose. Ja no abrigo B a infeccdo por Leishmania foi detectada em quatro

gatos remanescentes da coleta 1.

Tabela 28- Numero de gatos remanescentes que se infectaram com LVF nos
abrigos A e B de Ilha Solteira, SP, 2015.

Numero de infec¢cdes de gatos
Coleta Abrigo A Abrigo B

Total=16 P=1 Total=87 P=4
Rem=6 N=5 Rem=27 N=23

R=remanescentes; P=positivo; N=negativo

4.2.8 Sinais clinicos em gatos positivos

Um total de 69 gatos foram soropositivos em pelo menos uma técnica
sorologica durante o intervalo de 12 meses. Cerca de 30 animais positivos
pertenciam ao abrigo A e 39 gatos ao abrigo B.

Dentre os sinais clinicos verificados em gatos positivos no abrigo A os mais
comuns foram magreza em 40% (12/30) dos felinos, seguido de alopecia em 10/30
deles (33,3%), lesbes dérmicas em 23,3% (7/30), mucosas hipocoradas e lesao de
orelha em 10% (3/30), caquexia e lesdo ocular em um animal (3,3%). Por meio da
anamnese dos animais do abrigo B foram observados sinais clinicos como mucosas
hipocoradas em 10,2% (4/39), magreza, alopecia e lesao de orelha em 7,6%.

Em relagdo aos dados gerais de todos os gatos positivos o sinal clinico mais
evidente foi magreza, encontrada em 21,7% (15/69) dos animais. Em segundo,
alopecia em 18,8% (13/69), lesdes dérmicas e mucosas hipocoradas em 10,1%
(7/69), lesédo de orelha em 4,3% (3/69), caquexia e lesdo ocular em 1,4% (1/69)
(Tabela 29).
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Tabela 29- Numero (N) e porcentagem (%) de gatos dos abrigos A e B, de acordo
com os sinais clinicos para LVF. llha Solteira, SP, 2015.

Sinais clinicos em gatos positivos

Abrigo
Abrigo A (P=30) Abrigo B (P=39) Geral (P=69)

Sinais Clinicos

Magreza 12 (40%) 3 (7,6%) 15 (21,7%)
Mucosas Hipocoradas 3 (10%) 4 (10,2%) 7 (10,1%)
Alopecia 10 (33,3%) 3 (7,6%) 13 (18,8%)
Lesbes dérmicas 7 (23,3%) - 7 (10,1%)
Caquexia 1(3,3%) - 1(1,4%)
Leséo Ocular 1(3,3%) - 1(1,4%)
Lesdo de orelha 3 (10%) 3 (7,6%) 3 (4,3%)
P=positivo

4.3 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO DE FLEBOTOMINEOS

Foram coletados 131 flebotomineos da espécie L. longipalpis no periodo de
janeiro/2014 a dezembro/2015 em ambos abrigos de animais. O local com maior
guantidade de mosquitos foi no abrigo A, onde foram capturados 71,7% (94/131) dos
espécimes, enquanto no abrigo B foram encontrados 28,3% (37/131) dos mosquitos.

Dos 131 flebotomineos coletados, 77,8% (102/131) eram machos e 22,2%
(29/131) fémeas.

Em relacdo aos pontos estratégicos onde foram montadas as armadilhas
luminosas, o ponto 3, localizado proximo a baia dos cdes e a matéria organica no
abrigo A, foi o local onde houve maior nimero de capturas de flebotomineos
representando 59,5% (78/131) do total.

Em pontos proximos a vegetacdo (4, 7 e 8) foram capturados 33
flebotomineos, correspondendo a 25,2% do total de insetos capturados durante o
estudo. Nos pontos localizados proximos as baias dos cédes (ponto 8) e gatos (ponto
6) foram capturados 11 flebotomineos, representando 8,39% da totalidade. No
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ambiente peridomiciliar (pontos 1 e 5) foi onde se capturou o menor niamero de
flebotomineos 6,87% (9/131) do total.

A sazonalidade dos flebotomineos durante o estudo estd representada na
Figura 10, nos quais foram considerados: o numero total de insetos coletados
mensalmente em todos os pontos de captura, a precipitacdo total mensal e a
temperatura média de cada més.

Alguns flebotomineos foram dissecados e examinados, mas nao foi

encontrado até o momento a presenca de promastigotas de Leishmania spp.

Figura 10- Variacdo estacional dos flebotomineos de acordo com as mudancas de
temperatura e precipitacdo pluviométrica em abrigos de animais de llha
Solteira,SP, 2015.
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4.4 LEVANTAMENTO DOS FATORES DE RISCOS NOS ABRIGOS DE ANIMAIS

Entre as varidveis relacionadas aos caes, foram consideradas
estatisticamente significativas pela andlise univariada: o porte do animal
(p=0,02608), o uso de coleira de deltametrina (p=0,03213) e o diagndstico precoce
da LVC (p=0,008965).

A quantidade de animais de porte grande e pequeno era a mesma,
correspondendo a 29,8% cada, seguido de cdes de porte médio (40,3%). Deste
modo animais de porte pequeno seriam mais susceptiveis a LVC que caes de porte
médio ou grande, assim como cdes que nado utilizam a coleira de deltametrina e
quando ndo h& diagndstico prévio da LVC nos abrigos de animais. Esses foram
fatores que podem influenciar a ocorréncia da doenca nos locais estudados (Tabela

30).

Tabela 30- Andlise de correlacdo univariada de varidveis relacionadas aos caes
associadas a soropositividade para LVC em abrigos de animais de llha
Solteira, SP, 2015.

Positivos

Variaveis Categoria Total (N=192) (N=36) Valor P
Fémea 90 (46,6%) 20 (55,5%)
Sexo Macho 102 (53,4%) 16 (44.5%) 02316
Pequeno 57 (29,8%) 16 (44,4%)
Porte Médio 78 (40,3%) 15 (41,6%) 0,02608*
Grande 57 (29,8%) 5 (14%)
L Solto 43 (22%) 4 (11,2%)
Localizagao Baia 149 (78%) 32 (88,8%) 01161
Curta 155 (80,6%) 28 (77,7%)
Pelagem Média 24 (12,6%) 6 (19,4%) 0,7275
Grande 13 (6,8%) 2 (2,9%)
Uso de coleiras de Sim 71 (36,7%) 16 (44,5%) 0.03213*
deltametrina N&o 121 (66,3%) 20 (55,5%) ’
. Sim 146 (76,4%) 30 (83,3%)
Rotatividade NZo 46 (23,6%) 6 (16,7%) 0,2793
o Sim 122 (63,4%) 16 (44,5%) .
Diagnostico N0 70 (36,6%) 20 (55.5%) 0,008965
Sim 146 (76,4%) 30 (83,3%) 0,2793
Quarentena NER 46 (23,6%) 6 (16,7%)

*Significancia p <0,05
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As variaveis restantes nao foram estatisticamente significativas em relacdo a
susceptibilidade dos cées a doenca. A maioria dos caes era macho (53,4%). Quanto
a localizacdo, a maioria dos caes ficava acomodada em baias (78%) e uma pequena
parcela solta nas dependéncias dos abrigos (22%).

A maioria possuia pelagem curta (80,6%), seguida de meédia (12,6%) e
grande (6,8%). Em relacdo a rotatividade dos animais entre as baias e quarentena
dos animais novos, a maioria ndo era submetida a estes manejos (76,4%).

Das cinco variaveis relacionadas ao ambiente nenhuma delas foi
estatisticamente significativa na andlise univariada (Tabela 31). A maioria dos cées
(84,3%) estava presente nos recintos nos periodos em que os flebotomineos foram
capturados nas armadilhas. Assim como a maior parte de cades foi encontrada
proximo a matéria organica (92,7%), galinheiro (76,4%) e chiqueiro (76,4%). Por
outro lado, 23,6% do total dos animais viviam proximo a um coérrego, enquanto a

maioria nao foi encontrada (76,4%) proxima a este fator de risco.

Tabela 31- Analise de correlacao univariada de variaveis relacionadas ao ambiente
associadas a soropositividade para LVC em abrigos de animais de Ilha
Solteira, SP, 2015.

Total Positivos

Variaveis Categoria (N=192) (N=36) Valor P
Presenca de Sim 161 (84,3%) 30 (83,3%) 0.8605
Flebotomineos Nao 31 (15,7%) 6 (16,7%) '
Presenca de Matéria Sim 177 (92,7%) 33 (91,6%) 0.7301
organica Nao 15 (7,3%) 3 (8,4%) '
S Sim 146 (76,4%) 30 (83,3%)
Galinheiro No 46 (23,6%) 6 (16,7%) 0.2793
L Sim 146 (76,4%) 30 (83,3%)
Chiqueiro No 46 (23,6%) 6 (16,7%) 0.2793
i 0 0
Cérrego Sim 46 (23,6%) 6 (16,7%) 02793

N&o 146 (76,4%) 30 (83,3%)
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5 DISCUSSAO

5.1 LEVANTAMENTO DE LV EM CAES NOS ABRIGOS

Até o final de 2011, para o diagnéstico sorolégico dos caes, os métodos
ELISA e RIFI eram recomendados nos levantamentos epidemioldgicos. Atualmente,
0s métodos diagndsticos da LVC recomendados pelo Programa de Vigilancia e
Controle das Leishmanioses, sdo o teste imunocromatografico DPP® (“‘Dual Path
Platform”) como triagem e o ELISA como método diagnédstico confirmatorio (BRASIL,
2013). Pacheco et al. (2014) afirmaram que o diagnostico atual apresenta
desempenho semelhante ao anterior, e ambos diagnésticos ndo demonstram boa
acuricia em animais assintomaticos. Portanto, se faz necesséria a associacdo de
técnicas diagnosticas, jA que os resultados dos exames sédo influenciados pela
evolucdo da doenca no animal e a resposta imune do cédo (SILVA et al.,, 2014;
QUEIROZ et al., 2010). Para o presente trabalho, utilizou-se os testes ELISA e RIFI
pela disponibilidade na rotina laboratorial.

A soroprevaléncia de animais positivos para LVC variou de 17,7% a 21,9% de
acordo com o abrigo estudado, considerado inferior a prevaléncia dessa doenca que
foi de 89% no mesmo abrigo de animais, mas observada em levantamentos
anteriores (SILVA et al.,, 2014). Uma possivel explicacdo para uma prevaléncia
inferior poderia ser a pratica da eutanasia dos animais positivos e a utilizacdo de
coleiras de deltametrina que comecaram a ser adotadas nos presentes abrigos, a
partir de entdo. Em outra pesquisa, também na area rural do mesmo municipio,
Spada et al. (2014) verificaram uma prevaléncia soroldgica de 31,25%, enquanto
gque em area urbana no mesmo municipio, a prevaléncia da LVC variou de 10 a
14%, de acordo com o bairro analisado (PAULAN et al., 2012), semelhantes aos
resultados aqui obtidos.

A soropositividade para LVC em cédes do abrigo A, que esta localizado na
area rural, foi de 21,9%, levemente superior a do abrigo B (17,7%) localizado na
area periurbana. Igualmente, Almeida et al. (2012) verificaram que a soroprevaléncia
para LVC em cées da area urbana foi de 18,8% e de 30,6% para cédes de areas
rurais. Segundo Costa et al. (2007), a doenga que estava altamente associada com
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a permanéncia de individuos em areas de mata, atualmente também é registrada em
focos periurbanos e urbanos.

Outro fator impactante, de acordo com Palatnik e Day (2011), a LV esta
disseminando-se de areas endémicas para areas nao endémicas pelo transporte de
cdes e as mudancas climaticas que permitem a distribuicdo geografica e a
sobrevivéncia dos flebotomineos. Como observado durante o levantamento de
dados do presente trabalho, a taxa de reposicdo de animais nos abrigos estudados
foi elevada (83,7%), mas muitos cées foram adotados pela populagédo e, em alguns
casos, esses animais foram até levados para outras regides ndo endémicas do
Brasil, possibilitando a disseminacéo do protozoario.

Ha um crescimento consideravel de casos desta doenca em varios paises da
América do Sul, sendo o Brasil responsavel por 90% dos casos (ACARDI et al.;
2010; PALATNIK ; DAY, 2011). O trabalho de Paulan et al. (2012) reforcou a
importancia da capacidade de adaptacdo do vetor L. longipalpis ao ambiente
peridomiciliar sem a necessidade da vegetacdo como papel importante na dinamica
epidemioldgica da doenga, podendo assim se estabelecer em diferentes ambientes.

Atualmente, as estratégias de controles adotadas no Brasil incluem o controle
dos insetos vetores, diagndstico e tratamento precoce em humanos e triagem
sorologica nos cées e, se necessdria, a eutanasia de animais positivos para LV
(PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001). Ja Costa e Vieira (2001) defendem que a
eutanasia de cdes nao € eficiente no controle da leishmaniose. No presente
trabalho, verificou-se que a eutanasia utilizada como medida preventiva mostrou ser
eficiente nesses abrigos, principalmente no abrigo A, quando observou- se uma
reducdo da prevaléncia de 89% (SILVA et al.,, 2014) para 21,9% (presente
levantamento), embora associado também a pratica do uso de coleiras repelentes.

Apesar de observar a reducdo do numero de casos da doenca apos a
eutandsia, esta medida preventiva, no entanto, ainda é controversa quanto a sua
eficacia no controle da LVC. Em primeiro lugar, porque mesmo com a eliminacao
dos cées positivos, ainda existe a transmissédo da leishmaniose por outros animais
em areas endémicas (ASHFORD et al., 1998). O segundo motivo é a taxa de
reposicdo rapida dos caes eutanasiados (BRAGA et al., 1998), um fendmeno

também observado no estudo representando taxa de reposicdo anual dos caes
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acima de 66% em ambos abrigos. O terceiro motivo seria a respeito da eficiéncia do
diagnéstico, pois ainda ndo existe um método 100% eficaz, permitindo que cées
positivos e assintomaticos ndo sejam detectados nos exames (DYE; VIDOR;
DEREURE, 1993). Além disso, normalmente ha um grande periodo de tempo entre
o diagndstico e a eutanasia dos animais positivos (REITHINGER et al., 2002), que
de certa forma poderia contribuir para a disseminacdo da LVC principalmente em
locais superlotados de caes, como nos abrigos de animais.

No presente estudo, durante o intervalo de um ano seis caes infectaram-se no
interior dos abrigos. Os fatores citados acima podem ter contribuido para o aumento
da taxa de infeccdo destes cdes remanescentes de ambos os abrigos. Além disso,
houve alta taxa de reposi¢éo de animais no interior dos abrigos, em decorréncia de
um grande namero de cdes normalmente abandonados pela populacdo e que foram
abrigados no interior destes dois recintos. Muitos desses animais poderiam ja estar
infectados quando foram capturados e introduzidos nestes locais. Uma vez em
contato com os demais, poderiam estar disseminando a doenca. Além disso, era
frequente a presenca de animais silvestres nas proximidades destes abrigos, como
por exemplo os gambas (Didelphis marsupialis), contribuindo para a infeccdo dos
possiveis flebotomineos presentes nos locais.

O uso das coleiras repelentes de deltametrina utilizadas nos céaes destes
abrigos podem também ter contribuido de alguma forma para a diminuicdo dos
casos positivos para LVC em relacdo aos estudos realizados em anos anteriores
(SILVA et al., 2014) e também em relagdo ao presente estudo, onde observou-se
uma reducao de sororeagentes entre o primeiro e o segundo levantamento em cées
do abrigo A. Da mesma forma, os resultados obtidos por Camargo-Neves, Rodas e
Pauliquévis (2004) realizados no municipio de Aracatuba-SP apontaram a
efetividade da utilizagdo das coleiras de deltametrina associadas a outras medidas
preventivas, como a eutanasia de cdes. A utilizacdo da coleira também obteve
sucesso em experimentos realizados em varios paises (KILLICK-KENDRICK et
al.,1997), como a repeléncia e a letalidade de diferentes espécies de flebotomineos
(LUCIENTES, 1999). No Ira, a taxa de prevaléncia de L. infantum reduziu em 69%
em cdes ap0s 12 meses de utilizacdo da coleira (GAVGANI et al., 2002). Novos

estudos devem ser realizados para entender o impacto desta medida preventiva na
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disseminacéo da leishmaniose visceral.

Os sinais clinicos mais evidentes nos cdes sintomaticos para a LVC foram
alopecia, magreza, linfodenomegalia e onicogrifose. Muitos destes sinais clinicos
foram também constatados em um outro estudo realizado no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) no municipio de llha Solteira- SP, como mucosas hipocoradas,
esplenomegalia, figado ictérico, linfonodos hipertréficos, onicogrifose, dermatites,
alopecia periocular, lesbes na ponta dos pavilhdes auriculares, descamacéo,
hipotricose e crostas em diferentes partes do corpo (QUEIROZ et al. 2010). A
manifestacdo de sintomas da LV depende das condi¢cdes imunoldgicas do cdo e da
fase da doenca; assim, caes parasitados ndo necessariamente manifestam sinais
clinicos. Os sintomas tornam-se evidentes a partir de um més pdés-infeccdo, ou até
anos, mas quando manifestados perpetuam até a morte do animal (GENARO, 1993;
PALATNICK-DE- SOUZA et al., 2001). A sintomatologia da LVC esta associada a
atuacdo de linfocitos T efetores. Entre as alteracdes imunoldgicas encontradas
incluem a reducao de linfécitos T no sangue periférico, auséncia de producao de
citocinas (interferon gama e interleucina-2) pelas células mononucleares e auséncia
de hipersensibilidade do tipo IV ao antigeno (BARBIERI, 2006).

No presente estudo, a maioria dos cédes apresentava ao menos um sinal
clinico tipico da LVC, de modo que, 78,6% (151/192) dos animais eram sintomaticos.
Da mesma forma, no estudo realizado em um abrigo de animais abandonados, Silva
et al. (2014) observaram que a maioria dos caes (82,1%) apresentava sinais clinicos
de LVC. Os abrigos estudados aqui, por ndo terem muitas condi¢des financeiras,
ndo ofereciam o bem-estar adequado aos animais, como o espaco fisico adequado,
uma alimentagéo rica em nutrientes, além da falta de medicamentos basicos, que de
certa forma poderiam ser fatores desencadeantes do comprometimento da
integridade do sistema imunolégico dos caes, ndo s6 em relagdo a LV mas também
as outras doencas. Além disso, uma infeccdo simultdnea por outro agente
parasitario ou infeccioso poderia acarretar alteracées no quadro sintomatico desses
animais (SHAW et al., 2000). Uma possivel explicacdo para uma alta prevaléncia
de animais sintométicos no presente estudo, seria a superlotacdo dentro das baias,
a falta de medicamentos adequados e das condi¢des de higiene precarias.

No entanto, uma pequena parcela de animais infectados ndo manifestou
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nenhum sinal clinico, observacdo também vista em um estudo comparativo de
métodos diagndsticos para leishmaniose visceral em Ilha Solteira- SP realizado por
Assis et al. (2010), dos oito cdes assintomaticos, apenas um foi soropositivo para
Leishmania sp. Em estudo realizado na Europa, onde foi realizado um levantamento
epidemiolégico da LVC, foi verificado que aproximadamente metade dos animais
soropositivos ndo apresentava sinais clinicos (GRADONI et al., 1980). Embora a
taxa de infec¢cdo de um céo positivo infectado seja maior (TRAVI et al., 2001), ja foi
confirmado que cées positivos e assintomaticos também s&o reservatorios de
infeccdo para os flebotomineos e, consequentemente atuam ativamente no ciclo da
doenca (PALATNICK- DE-SOUZA et al., 2001).

Quando se analisou a concordancia entre os métodos ELISA e RIFI pelo
indice Kappa, verificou-se que os dois métodos soroldgicos utilizados no presente
estudo obtiveram uma concordancia boa. No entanto, para um diagnostico eficiente,
seria necessario a associacdo de técnicas (ASSIS et al.,, 2010; QUEIROZ et al.,
2010). Durante um levantamento de LVC em um abrigo de animais de llha Solteira,
SP, Silva et al. (2014) avaliaram as técnicas sorolégicas em relacdo ao método
imunocromatografico e parasitoldgico direto, e os resultados mostraram que o ELISA
foi o teste que detectou maior nimero de cdes positivos, com prevaléncia de 71,6%,
seguido pela RIFI (65,7%), teste imucromatografico (55,2%) e, por ultimo, o
parasitologico (40,3%). Nesse estudo, o imunocromatografico ndo foi muito eficiente

nos caes assintomaticos em relacéo aos outros métodos testados.

5.2 LEVANTAMENTO DE LV EM GATOS NOS ABRIGOS

Dentre os mamiferos susceptiveis a leishmaniose, o gato domeéstico € um
deles. Por ser considerado um “pet” e ter uma relacdo estreita com os seres
humanos, € importante entender o seu papel no ciclo epidemioldégico da
leishmaniose visceral.

As técnicas diagnésticas utilizadas no estudo epidemiolégico de leishmaniose
felina foram baseadas nas técnicas utilizadas pelo Ministério da Saude para
inquérito canino, utilizadas também em outros trabalhos sobre a leishmaniose felina
(VITA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006). Dos animais examinados,
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67,5% (133/197) foram considerados assintomaticos, e o0s sintoméaticos
representaram 32,5% (64/197) do total das analises. Durante a anamnese dos
animais, verificou-se sinais clinicos como alopecia, magreza, lesdo ocular, lesées
dérmicas, lesbes em orelha, lesdo periocular, mucosas hipocoradas e caquexia. Por
esses animais estarem confinados em um pequeno espaco, poderia haver a
possibilidade de brigas que originassem lesfes faciais e corporais. Além disso, de
acordo com Costa et al. (2010), sdo necessarios outros exames para descartar a
possibilidade dos sintomas serem oriundos de outras causas ndo especificas da
doenca em questdo. Ja foram relatados casos de co-infec¢des da L. infantum com o
virus da leucemia felina (FelLV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), coronavirus
(FCoV) e Toxoplasma gondii (PENNISI et al., 2012; SHERRY et al., 2011; VICENTE
SOBRINHO et al., 2012). Além disso, a leishmaniose em gatos pode estar associada
as infeccdes imunossupressoras, tais como FIV e FeLV (GREVOT et al.,, 2005;
VICENTE SOBRINHO et al., 2012). No entanto, exames diferenciais para detectar
as doengas mencionadas acima nao foram realizados na presente pesquisa.

Dos 197 gatos analisados durante o estudo, 32,4% (64/197) foram
sorologicamente positivos para LVF pelo método ELISA e 31,9% (63/197) reagiram
positivamente ao exame RIFI; estes resultados foram superiores aos achados no
estudo de Mir6 et al. (2014), onde a soroprevaléncia por infeccdo de L. infantum em
gatos errantes na Espanha foi de 3,2% (11/346) do total de gatos analisados durante
o estudo. Em area endémica para LV no Brasil, Costa et al. (2010) relataram a
soroprevaléncia de 11,5% em gatos, enquanto Silva et al. (2008) verificaram a
positividade de 25% em gatos domésticos assintomaticos no Rio de Janeiro. A
maioria dos 197 gatos estava presa e concentrada em areas de pequenas
dimensdes que ndo possibilitava o comportamento natural e estavam sujeitos ao
ataque dos flebotomineos, 0 que seria a causa dessa intensa infecgcdo entre os
animais.

As taxas de prevaléncia de infec¢do felina com L. infantum em estudos
soroldgicos ou de base molecular podem variar de 0% a 68,5% em locais endémicos
do velho mundo (PENNISI et al., 2015). Cardoso et al. (2010) afirmaram que a
soroprevaléncia da infeccdo por Leishmania em gatos é menor que em cées nos

mesmos locais, porém, no presente estudo a porcentagem de soroprevaléncia de
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gatos positivos foi maior que em caes, ou seja, de 32,4%, mostrando que o
protozoario e o vetor estdo adaptando-se rapidamente a espécies diferentes de
hospedeiros. Savani et al. (2004) relacionaram a susceptibilidade dos gatos com a
imunodeficiéncia natural adquirida.

Em relacdo ao ambiente onde os animais estavam inseridos, o abrigo A foi o
local com maior indice de animais positivos, chegando a 68,7% do total de gatos
infectados durante a segunda coleta de sangue. Este abrigo estava situado em area
rural do municipio, com presenca de matéria organica em abundéancia favorecendo
um ambiente propicio ao vetor. No levantamento de flebotomineos realizado na
presente pesquisa constatou-se a presenca desses insetos no abrigo A e também
em um outro trabalho realizado por (SPADA et al., 2014). Concomitante a presenca
do vetor, nesse mesmo abrigo havia cées infectados com LVC em 21,9% deles, um
outro fator importante para a infec¢do dos felinos nesse recinto.

Alguns estudos realizados na Siria e Italia, sugeriram o gato como um
potencial reservatério na transmissdo da LV, pois foram encontrados parasitas
similares no sangue dos gatos e no intestino dos vetores, que se contaminaram ao
realizar repasto sanguineo (MAROLI et al., 2007; LONGONI et al., 2012; VICENTE
SOBRINHO et al., 2012). Recentemente, no Brasil, por meio do xenodiagnéstico,
Silva et al. (2010) demonstraram a infeccdo de um flebotomineo (L. longipalpis) por
L. infantum apds o mosquito ter realizado o repasto sanguineo em um gato, uma
importante evidéncia de que os gatos, podem ser transmissores da doenca e
atuarem como reservatorios e fonte de infecgdo de LV. Pela infeccdo natural, Coelho
et al. (2010) relataram a presenca de formas amastigotas de Leishmania em um
gato domeéstico do municipio de Andradina-SP por meio de técnica parasitologica
(imprint) de linfonodo popliteo. Diante destes relatos, € necessario mais estudo para
se conhecer o papel dos gatos na disseminacédo da leishmaniose ndo apenas em
abrigos de animais, mas também nos ambientes domésticos, sendo fonte de
infeccdo a populagdo humana. A falta de diagnostico em éareas endémicas
subestima o risco de transmissdo da doenca para os flebotomineos, podendo
contribuir com o ciclo do parasito com a transmissdo da doenca em humanos e

outros animais.
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Durante a anamnese nos gatos positivos, verificou-se a presenca de sinais
clinicos tais como magreza (21,7%), alopecia (18,8%), e lesbes dérmicas (10,1%),
especialmente na regido facial dos gatos. O mesmo foi observado por Bonfante-
Garrido et al. (1996), de modo que as regidfes mais afetadas nos felinos foram a
cabeca (75%), o nariz (48%), a orelha (26%) e regiao ocular (18,6%). Em alguns
estudos, foi relatado que os sinais clinicos cutaneos em gatos naturalmente
infectados com Leishmania sp. encontravam-se geralmente no focinho, orelhas ou
em ambos (CRAIG et al.,, 1986). As lesdes dermatolégicas podem servir de
ferramentas na triagem de gatos infectados em areas endémicas como ocorreu nos
estudos de Vides et al. (2011), que observaram uma prevaléncia de 49% de gatos
positivos de uma populacdo com problemas dermatolégicos oriundos de abrigos.

No entanto, o aparecimento de sintomas oriundos da infec¢éo por Leishmania
€ menos frequente em gatos se comparado aos cdes (CARDOSO et al.,, 2010;
COSTA et al., 2010). Este fato foi observado também no presente estudo, com a
maioria de cdes positiva e sintomatica, enquanto que, a maior parte dos gatos
soropositiva ndo possuia qualquer sinal clinico para LVF. Apenas 21,7% dos gatos
do estudo manifestaram ao menos um sinal clinico. O fato da maioria dos felinos
sorologicamente positiva ndo expressar nenhum tipo de sintoma, sugere que esses
animais podem responder imunologicamente de forma diferente dos cées. Outros
autores sugeriram que em areas endémicas para LVC, pode ocorrer um alto indice
de gatos infectados sem apresentarem sintomas por possuirem maior resisténcia a
doenca, provavelmente relacionada aos fatores genéticos e assim passarem
desapercebidos pela populacédo (KIRKPATRICK; FARRELL; GOLDSCHMIDT, 1984,
MANCIANTI, 2004).

Durante a rotina de coleta de material biolégico dos gatos do abrigo A foi
observada a presenca de triatomineos na baia dos gatos, que provavelmente faziam
repasto sanguineo nos animais, existindo a possibilidade de estarem infectados com
Trypanosoma spp. Pelo fato de serem protozoarios da mesma familia, pode ter
ocorrido reacfes cruzadas nos exames sorologicos entre os anticorpos felinos com
Leishmania e Trypanosoma (LONGONI et al., 2012). As amostras de soro ndo foram
testadas para outros antigenos, havendo a possibilidade de ocorréncia de outros



78

tipos de infeccBes concomitantes ou ndo, como relatado em caes por (FERREIRA et
al., 2007).

Assim como observado na analise dos cées, o nivel de concordancia entre os
dois testes sorologicos foi considerado bom. O aprimoramento de técnicas
diagnésticas mais sensiveis e especificas nos Ultimos anos proporcionou um
aumento de casos relatados de leishmaniose em gatos, porém ainda ha poucas
informacdes sobre a epidemiologia e clinica da doenca nesse grupo de animais
(ROUDEBUSH et al., 2004).

5.3 REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA (REACAO DE MONTENEGRO)

A reacdo intradérmica de Montenegro, que detecta a hipersensibilidade tardia
ou celular, é considerado um teste com elevada sensibilidade e especificidade para
o diagnostico da leishmaniose que, aliado a facilidade de execucéo e baixo custo,
fez com que seu uso fosse difundido desde a década de 19 (MONTENEGRO, 1926;
MARZOCHI, 1992). O teste é amplamente utilizado no diagndstico de leishmaniose
tegumentar e inquéritos epidemiologicos de humanos de areas endémicas para
leishmaniose visceral (CALDAS et al., 2002). No entanto, ainda ndo é uma pratica
nos levantamentos epidemiolégicos da leishmaniose visceral canina.

No caso dos caninos, durante a realizacao da intradermorreacéo, observou-se
gue o diametro dos nédulos formados nos animais positivos variou de 12 a 34 mm,
com a média de 21,3 mm no periodo de 72 horas apos a inoculagdo do antigeno,
representando uma média elevada se comparada a média de 13 mm verificada em
um estudo realizado por Reis et al. (2008), onde efetuaram a reacéo de Montenegro
em cées que foram inoculados por duas espécies de Leishmania para detectar a
leishmaniose tegumentar. Esses dados indicam uma reatividade celular, onde existe
o envolvimento de células de memoria do sistema imunoldgico (linfécito T) no
processo de infeccdo. Este tipo de reacdo de hipersensibilidade tardia poderia ser
utilizado também como método diagnostico de infeccdo de varias espécies de
Leishmania (MARZOCHI; BARBOSA-SANTOS, 1988), incluindo a L. infantum, como
abordado na presente pesquisa.

Dos cincos animais assintomaticos, dois (40%) apresentaram reacfes de
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hipersensibilidade tardia, enquanto no inquérito sorolégico apenas um desses foi
positivo, ao contrario dos resultados de Silva (2007), onde uma pequena parcela
(4,5%) dos individuos sadios foi positiva na reacéo intradérmica para leishmaniose
tegumentar. Esse teste poderia ser utilizado no diagndstico complementar de
animais assintomaticos e suspeitos para LVC, em areas endémicas. Dos 33 animais
diagnosticados, 15 foram positivos na reac¢ao intradérmica de Montenegro enquanto
apenas 10 foram positivos no diagnostico sorolégico, além disso, o nivel de
concordancia entre os dois testes foi considerado ruim. A diferenca nos resultados
diagnésticos entre os testes aplicados no estudo esta relacionada ao tipo de
resposta imune do animal. Sabe-se que humanos na fase aguda da doenca néo
respondem a reacdo de Montenegro, pois esta fase esta relacionada com a ativagédo
de células B e T, e com a indu¢do da resposta humoral, com producao de elevados
titulos de imunoglobulinas inespecificas (IgM e 1gG), que possuem pouca
importancia no controle da infeccdo. Desta forma, os linfécitos destes animais nao
produzem IFN-y e IL-2, e quando estimulados pelo antigeno ndo ativam os
macréfagos para destruicdo destes, mas sim os fatores séricos ja presentes afim de
suprimir a resposta proliferativa (BARRAL et al.,, 1986; LIEW FY; O'DONNELL,
1993; ANAM et al., 1999).

Na presente pesquisa, 0S animais sintomaticos apresentaram uma
positividade a reacdo intradérmica de 46,3%, enquanto que os assintomaticos de
40%, ou seja, dados muito proximos, o que ndo deveria ocorrer, pois sabe-se que 0s
animais assintomaticos desenvolvem uma resposta imune celular muito mais
significativa ao contrario dos sintomaticos em que a resposta imune humoral
prevalece sobre a celular (FERRER, 1999). No entanto, o numero de animais (n=5)
assintomaticos da presente pesquisa era muito inferior aos de sintomaticos (n=28), o
gue pode ter contribuido para esse resultado. Mais estudos deverado ser realizados
no futuro, onde o nimero de assintométicos seja equivalente ao de sintométicos.

Nos estudos de Caldas et al. (2004), através da dosagem de citocinas, foi
possivel observar o aumento na producdo de IFN-y em humanos com LV quando
apresentavam melhora clinica. Isso justificaria o resultado negativo da reacdo de
Montenegro para 53,5% dos cdes com sinais clinicos para LVC, na presente

pesquisa, pois 0s animais ndo apresentavam melhora clinica. O semelhante foi
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encontrado nos estudos de Akuffo et al. (1995), onde foram testadas preparacfes
comerciais de Leishmania para o diagnéstico de leishmaniose cutanea, e concluiram
que o antigeno inserido na pele mostrou apenas 50% de positividade em pacientes
doentes, porém obteve resultados satisfatérios no diagnostico de pacientes curados
(92%). No entanto, no presente trabalho, isso nao foi observado, pois somente 40%
dos cédes assintomaticos estavam positivos nessa reacao intradérmica, contra 60%
de negativos. Mas, novamente, vale a ressalva de que o numero de céaes

assintomaticos era muito inferior aos sintomaticos, o que justificaria tal resultado.

5.4 LEVANTAMENTO DE FLEBOTOMINEOS

Dos 131 exemplares de flebotomineos da espécie L. longipalpis coletados nos
dois abrigos de animais, o abrigo A, representou com 71,7% dos espécimes,
enquanto no abrigo B foram encontrados apenas 28,3%. Em um levantamento de
flebotomineos realizado em 12 propriedades na mesma &rea rural em que o abrigo A
esta inserido, durante o ano de 2013, Spada et al. (2014) coletaram 90 exemplares
desses insetos, e este local foi um dos que apresentou a maior prevaléncia em
concordancia com essa pesquisa. Por se tratar de um local em area rural e com
presenca de matéria organica em decomposicdo em abundéancia, as condi¢cdes de
proliferacdo do mosquito foram maiores, aumentando a possibilidade de transmissao
de LV, pois tanto os animais quanto os humanos por possuirem acesso a estes
ambientes podem estar igualmente vulneraveis a infeccéo por LV,

A LV era originalmente associada com o contato do individuo com a mata,
mas nos ultimos 20 anos, a urbanizacdo da LV tem levado a doenca a se tornar
problema de saude publica no Brasil. De acordo com Lainson e Rangel (2005) e
Costa et al. (2007), entre os fatores que contribuem para a expansao da LV, pode-se
citar as mudancas nas condicbes ambientais consequentes da destruicdo do habitat
associadas ao desmatamento e urbanizacéo crescente, favorecendo o crescimento
populacional do flebotomineo.

No presente trabalho, constou-se que embora o abrigo A estivesse na area
rural, 0 mesmo nao era distante do perimetro urbano e o abrigo B, localizava-se no

ambiente periurbano. No entanto, em ambos os locais, havia auséncia de matas e
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havia uma tendéncia de urbanizacdo devido a presenca de residéncias humanas em
suas proximidades.

Sabe-se que presenca de animais domésticos no peridomicilio atrai
flebotomineos, que associado com as condicBes precarias de higiene podem
favorecer o crescimento da populacdo destes insetos aumentando o risco de
transmissdo de Leishmania spp. (FORATTINI, 1976; XIMENES; SOUZA,

CASTELLON, 1999). Por conta disso, os abrigos de animais estudados poderiam

desempenhar um papel importante na manutencdo da LV no municipio de llha
Solteira, por apresentar os animais infectados associados com a presenga dos
insetos vetores.

A presenca também de animais de criacdo (suinos, bovinos e galinhas)
préximos ao abrigo A associada a matéria organica em abundancia frequentemente
encontrada nesses locais, podem ter sido responsaveis pelo aumento da densidade
destes insetos. Em seus estudos, Souza et al. (1981) capturaram 1585
flebotomineos durante um levantamento entomolégico préximo aos locais de criacédo
de animais no Rio de Janeiro, assim como no levantamento entomoldgico realizado
em Minas Gerais por Saraiva et al. (2006), o maior numero de flebotomineos foi em
abrigo de animais (54,7%), em concordancia com os dados aqui obtidos. Na
presente pesquisa, o ponto 3, localizado préximo as baias dos cdes associado a
maior abundancia de matéria organica, o abrigo A foi o local com a maior captura de
flebotomineos, ou seja, 59,5% do total. De acordo com o Ministério da Saude
(BRASIL, 1997) e Spada et al. (2014) os flebotomineos L. longipalpis geralmente
sdo encontrados predominantemente em locais com presenca de grande quantidade
de matéria organica no solo.

Do total de flebotomineos L. longipalpis encontrados, 77,8% eram machos e
22,2% fémeas, semelhante ao observado no levantamento de flebotomineos de
Souza et al. (1981) onde o percentual de machos foi trés vezes maior que o de
fémeas, sendo de 86,1% e 13,9%, respectivamente. Da mesma forma, no
levantamento realizado por Spada et al. (2014) na area rural de Ilha Solteira- SP, o
namero de machos representou 72,2% e o de fémeas 27,8%, ou seja, 0 nimero de
machos foi 2,5 vezes maior. A diferenca de propor¢cdo macho e fémea poderia ser

atribuida ao comportamento de dispersdo das fémeas para a realizacdo do repasto
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sanguineo, a oviposicdo e a diferenca da taxa de mortalidade (CHANIOTIS et
al.,1971).

Em relacdo a sazonalidade, o més de janeiro de 2014 apresentou 0 maior
namero de flebotomineos, sendo de 39,6% (52/131), possivelmente explicada pela
alta temperatura (27,9°C) e precipitacdo pluviométrica alta (267,5 mm) do més
anterior (dezembro/2013) que esta de acordo com os trabalhos que relataram o
aumento do numero de flebotomineos apos periodos de chuva (MICHALSKY et al.,
2011; SPADA et al., 2014). Com a chegada do outono e posteriormente inverno do
ano de 2014, houve uma drastica reducdo da populacdo dos flebotomineos, devido
a queda de temperatura, com média de 23,4°C e da reducdo do volume de chuvas
durante esse periodo, com 239 mm apenas. No entanto, no ano seguinte, 0s
periodos que séo tipicamente chuvosos, (outubro a abril) apresentaram precipitacédo
pluviométrica anormal para estacdo (primavera-verdao), ou seja, foi um ano de
poucas chuvas para o periodo, sendo apenas de 120,9 mm e 785 mm,
respectivamente para 0 més de dezembro de 2014 e janeiro de 2015 e dessa forma
houve uma quantidade também inferior desses insetos. Em seguida, quando o
indice pluviométrico aumentou entre fevereiro e marco de 2015, o desenvolvimento
dos flebotomineos foi adiado para o més de abril, onde constou-se o aumento
desses insetos.

Semelhante aos dados obtidos aqui, em outras pesquisas, foi verificado que a
densidade de flebotomineos e os fatores abidticos estao fortemente relacionados, ja
qgue interferem no ciclo evolutivo e nos sitios reprodutivos desses dipteros. As
precipitacbes favorecem o desenvolvimento dos flebotomineos pois possibilitam o
crescimento das vegetacdes e incrementa a quantidade de matéria organica
(RESENDE et al, 2006). Como pode ser constatado, em Trés Lagoas, MS, os
flebotomineos estiveram presentes em praticamente todos os meses do ano. Ao
longo do tempo, essa distribuicdo apresentou um padrdo anual de abundancia
irregular, provavelmente pela intermiténcia das condi¢des climéticas, com picos
de aumento populacional, seguindo com algum atraso dos periodos chuvosos
(até mesmo pequenos volumes de precipitacdo no outono/inverno) e temperaturas
entre 22 e 28° C na maior parte do ano (OLIVEIRA et al., 2010).

Dessa forma, os resultados da presente pesquisa em concordancia com as de
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outros autores reforcam a tese que de fato a populacéo de flebotomineos vetores da
LV estd vulneravel a variacdo climatica, podendo flutuar durante o ano. Se houver
condicdes ideais de matéria organica para o seu desenvolvimento, com bastante

umidade e temperaturas altas, sua populacdo sé tende a aumentar.

5.5 ANALISE DOS FATORES DE RISCOS

Os animais do presente estudo, por estarem em abrigos estavam sujeitos a
alta vulnerabilidade a LVC, por conviverem em locais onde poderiam existir varios
fatores de riscos potenciais as infec¢des. Pelas observacdes realizadas durante o
estudo, os caes eram distribuidos em baias pequenas, onde ficavam concentrados
em pequenas areas e havia um grande fluxo de animais abandonados procedentes
de vérias partes da cidade. Além disso, a localizacdo dos abrigos em ambientes
ricos em matéria organica, como matas e corregos, era perfeita para procriacdo do
vetor.

Por meio da aplicagcdo de um questionario e pelas observa¢bes diretas do
ambiente e dos cdes durante as coletas de material, foi possivel realizar uma anélise
dos fatores de riscos relacionados a positividade para LVC. Os resultados dos
exames sorologicos (RIFI e ELISA) realizados durante as trés coletas de material
bioldgico obtiveram uma concordancia boa, como ja discutido anteriormente, e por
este motivo foram considerados para determinar a soropositividade dos cées,
bastando um ser positivo. Dentre as oito variaveis relacionadas aos céaes, trés foram
consideradas estatisticamente significativas pela andlise univariada (p< 0,05): o
porte do animal (p=0,02608), o uso de coleira de deltametrina (p=0,03213) e 0
diagnéstico precoce da LVC (p=0,008965).

Muitas variaveis ndo foram consideradas pois todos os cdes estavam
submetidos as acbes destas, e ndo foi possivel fazer a andlise estatistica. Por
exemplo, quanto a origem dos animais: 100% deles eram procedentes de llha
Solteira. Outras variaveis, como a utilizacdo de citronela, banhos nos animais,
vacinas contra a LVC, eutanasia dos caes positivos, uso de piretréides, cadastro de
todos os caes e tratamento da LV, ndo foram relatadas pelos responsaveis dos

abrigos. Ja as variaveis: acompanhamento veterinario, outras doencas, presenca de
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animais silvestres e presenca de fragmento de mata, foram todas relatadas
positivamente no questionario.

De acordo com a andlise, os caes de porte pequeno seriam mais susceptiveis
a infeccdo por Leishmania. Dos 36 caes positivos, 16 (44,4%) possuiam porte
pequeno, ao contrario dos estudos de Galvez et al. (2010) e Spada (2014) onde a
soroprevaléncia para LVC aumentava de acordo com o porte do animal, indicando
que os cées de porte grande eram mais vulneraveis. Os animais eram acomodados
em baias de acordo com o porte e afinidade com os outros cédes. Desta maneira,
muitos animais de porte pequeno conviviam numa mesma area, ocasionando uma
superlotacdo, enquanto que o espaco fisico oferecido para os cdes de porte grande
era maior e também havia menor quantidade dos mesmos, o0 que pode ter
possibilitado uma maior contaminacdo dos animais pequenos em relacdo aos
maiores.

Como ja foi relatado anteriormente neste estudo, a utilizacdo de coleira de
deltametrina foi considerada determinante na protecdo contra a infeccdo por
Leishmania, j& que a maioria dos 36 animais positivos para LVC ndo utilizava a
coleira (55,5%), possivelmente pela repeléncia do vetor flebotomineo. Foram
relatados flebotomineos em um dos abrigos desde os trabalhos de Spada et al.
(2014). O mesmo resultado foi observado em outros estudos realizados em varios
paises, onde a utilizacdo de coleiras com deltametrina foi satisfatoria, pois mostrou
reducdo das taxas de repasto sanguineo do flebotomineo e alta letalidade desses
insetos (KILLICK-KENDRICK et al.,1997; LUCIENTES, 1999). Na lItalia, as coleiras
repelentes foram responsaveis pela protecdo de 86% caes de areas tratadas com
este meéetodo preventivo (MAROLI et al., 2001). Com base nesses resultados, a
coleira de deltametrina poderia ser utilizada como um método no controle da LV em
areas endémicas, junto com outros programas, incluindo o inquérito soroldgico, a
eutanasia e o controle vetorial.

O diagnostico precoce da LVC nesses abrigos foi outra variavel que estava
correlacionada com susceptibilidade do animal a infeccdo por Leishmania. Um total
de 20/36 (55,5%) dos animais soropositivos ndo foram submetidos a um inquérito
sorolégico no momento em que estavam nos abrigos, concordando com o que ja

havia sido discutido anteriormente em relacéo a triagem sorologica nos cées que €,



85

atualmente, uma das estratégias de controle adotadas no Brasil (PALATNIK-DE-
SOUSA et al., 2001). O inquérito sorologico canino seria de extrema importancia
destacadamente, em &reas endémicas, principalmente onde ja houve relato de
prevaléncia de LVC mesmo nos cées assintométicos (ASSIS et al., 2010). Além
disso, sdo necessarios levantamentos periodicos dessa enfermidade na populacéo
canina para que se antecipem as ac¢les profilaticas, pois ja € sabido que os casos
caninos da doenca precedem os casos humanos (OLIVEIRA et al.,, 2001). A
proximidade desses locais com as residéncias urbanas ou rurais podem representar
um grande risco para a disseminacao da LV para a populacdo humana do municipio
de llha Solteira.

O sexo dos caes nao foi considerado uma predisposicdo a doenca no
presente estudo, pois nado foi significativa nas analises estatisticas realizadas no
presente trabalho, semelhante a outros estudos dessa natureza (FRANCA-SILVA et
al., 2003; NAVEDA et al., 2006). Dos 192 caes analisados no estudo, a maior parte
era de machos (53,4%), no entanto a maioria dos animais soropositiva para LVC era
de fémeas, correspondendo a 55,5% dos casos positivos, diferentemente dos
trabalhos de Dantas-Torres, Brito e Brandao-Filho (2006) e Julido et al. (2007), que
observaram infeccdo mais intensa nos machos. Apesar de divergir de outros
estudos, a presente pesquisa revela a transformacdo das caracteristicas
epidemiologicas da LVC, relatada também no levantamento realizado por Amoéra et
al. (2006), onde ocorreu maior positividade entre as fémeas, principalmente as que
eram encontradas em area rural. Considerando que uma parte da pesquisa foi feita
em um abrigo situado na area rural do municipio de Ilha Solteira- SP.

Dos 36 animais positivos, 30 (83,3%) deles viviam proximos a galinheiros e
chiqueiros mantidos por moradores proximos ao abrigo A. Assim como Nunes
(2007), nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre a
positividade na sorologia para LVC e a presenca de outros animais. Apesar de que
em Pernambuco foi constatado que a criacdo de aves em torno das moradias
poderia atuar como uma barreira para a infeccdo por LV, diminuindo os
flebotomineos nas residéncias e aumentando nos galinheiros (COSTA, 2011). A
maioria dos trabalhos considera a criacdo de animais um fator de risco a LVC,

dentre eles, destaca-se o levantamento realizado por Spada et al. (2014), verificando
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gue a presenca de galinhas era um fator de risco para LVC em area rural, pois dos
82 cdaes soropositivos, 60 (73,1%) conviviam em propriedades que continham
galinhas, assim como (RODRIGUES et al., 1999).

A criacdo de outros animais proximo ao abrigo A, de certa forma favoreceria a
atracdo e manutencao do vetor no local, devido ao aumento da matéria organica
propicia para o desenvolvimento do flebotomineo. Cerca de 33/36 (91,6%) dos
animais soropositivos foram encontrados em locais com presenca de matéria
organica abundante, como fezes, restos de comida, folhas de arvores, frutas em
decomposicédo, entre outros. Mas esses fatores ndo foram considerados fatores de
risco no presente estudo. A matéria organica poderia favorecer o desenvolvimento
dos insetos vetores e manutencdo da doenca (FEITOSA et al., 2000), como foi
discutido anteriormente, no abrigo A a quantidade de casos positivos de LVC e

flebotomineos destacou-se em relacdo ao abrigo B.

6 CONCLUSOES

e A soroprevaléncia da LVC para cées foi 17,2% pelo método ELISA e 19,8%
pela RIFI. A concordancia entre as técnicas soroldgicas foi classificada de
razoavel a boa dependendo da etapa da coleta.

e A soroprevaléncia da LVF foi de 32,4% e 31,9% no ELISA e RIFI,
respectivamente. Os métodos apresentaram concordancia boa entre si.

e Houve infeccdo de gatos e caes por LV no interior de ambos os abrigos de
animais no periodo estudado, mesmo estando com coleiras;

e Pela reacdo intradérmica de Montenegro, 45,4% dos cdes reagiram
positivamente ao teste. A concordancia com as técnicas sorolégicas foi
considerada ruim.

e A espécie L. longipalpis foi capturada nos dois abrigos, durante os dois anos
de levantamento, com maior concentracdo desses insetos nos locais com
maior predominancia de matéria organica, representando 59,5% dos insetos

capturados.
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e Dentre as variaveis relacionadas aos caes nos abrigos de animais, trés foram
consideradas fatores de riscos estatisticamente significantes (P < 0,05): o
porte pequeno do animal, o uso de coleira repelente com deltametrina e o
diagnéstico precoce da LVC.

e Pela analise estatistica dos fatores de risco, o diagnéstico precoce da LV e o
uso de coleiras repelentes foram fatores que influenciaram positivamente (P
< 0,05) na diminuigdo de casos da LV nos dois abrigos estudados.

e Os animais desses abrigos estavam vulnerdveis a LV pela presenca de
vetores e de animais infectados.
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APENDICES

A) QUESTIONARIO APLICADO PARA RESPONSAVEIS PELOS ABRIGOS
DE ANIMAIS

1) Quais as origens dos caes?

Ilha Solteira: Sim () Nao ()

Caso néo, qual cidade?

E endémica para LV? Sim () N&o ()

2) Vocés adotam algum tipo de rotatividade nas baias utilizadas pelos animais
Sim () Nao ()

3) Utilizam algum método preventivo para LV?
() Uso de coleiras repelentes

() Inseticidas

() Banho semanal

() Plantio de citronela

() Uso de citronela topica

() Vacinacgéao

() Uso de piretroide

() Eutanéasia dos animais positivos

() Outros, quais?--

4) Sao realizados exames para diagnostico de LV em cées?
Sim () Né&o ()

5) Observaram outras enfermidades entre os animais?

Sim () Né&o ()

Se sim, quais?

6) Possuem acompanhamento veterinario?

Sim () Nao ()
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7) Os animais possuem cadastro?

Sim () Nao ()

8) Ha presenca de vetor?

Sim () Nao ()

9) Ha presenca de animais silvestres no abrigo?
Sim () Nao ()

10) Existe galinheiro, chiqueiro ou paiol ao redor?
Sim () Nao ()

11) Existe superlotacdo de animais por baia?

Sim () Nao ()

12) Os animais novos passam por quarentena?
Sim () Nao ()

13) Faz tratamento em cées diagnosticados com leishmaniose?

Sim () N&o ()
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B) QUESTIONARIO PREENCHIDO DURANTE A ANAMNESE DOS ANIMAIS

FICHA DE IDENTIFICACAO INDIVIDUAL

LOCAL: DATA:
NOME:

ESPECIE: () Cdo () Gato SEXO: ()F ()M
ORIGEM: IDADE: RACA:

PORTE: () Pequeno () Médio () Grande
LOCALIZACAO NO ABRIGO:

CARACTERISTICAS DO ANIMAL:
SINAIS CLINICOS:
OBSERVACOES:




C) RESULTADOS ELISA DOS CAES

D.O. dos controles negativos na primeira coleta (N= 70 cées)
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Identificacdo dos Cées

Absorbéancia (D.O.) dos soros de referéncia negativa

DO 01 DO 02 Média

Céao 01 0,06 0,049 0,054
Céao 02 0,041 0,044 0,042
Céao 03 0,05 0,047 0,048
Cao 04 0,047 0,057 0,052
Cao 05 0,086 0,091 0,088
Céo 06 0,058 0,043 0,050
Média Geral 0,056
Desvio Padrao 0,016

D.O. dos controles negativos na segunda coleta (N= 64 caes)

Identificacdo dos Cées

Absorbancia (D.O.) dos soros de referéncia negativa

DO 01 DO 02 Média

Cao 01 0,071 0,076 0,0735
Céo 02 0,096 0,078 0,087
Céo 03 0,173 0,171 0,172
Céo 04 0,154 0,15 0,152
Céao 05 0,16 0,174 0,167
Céo 06 0,105 0,12 0,112
Média Geral 0.127
Desvio Padrao 0,042

D.O. dos controles negativos na terceira coleta (N= 58 caes)

Identificacdo dos Cées

Absorbancia (D.O.) dos soros de referéncia negativa

DO 01 DO 02 Média

Céo 01 0,126 0,134 0,130
Céo 02 0,116 0,130 0,123
Cao 03 0,138 0,151 0,144
Céo 04 0,133 0,137 0,135
Céao 05 0,276 0,350 0,313
Céao 06 0,062 0,130 0,096
Média Geral 0,156
Desvio Padréao 0,078




Niveis ELISA e pontos de corte nas trés coletas (N=192)
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Niveis ELISA
Coletal Coleta 2 Coleta 3
NE
Intervalo

0 0,088 0,211 0,312

1 0,089- 0,119 0,212- 0,286 0,313- 0,422
2 0,120- 0,150 0,287- 0,361 0,423- 0,532
3 0,151- 0,181 0,362- 0,436 0,533-0,642
4 0,182- 0,212 0,437- 0,511 0,643-0,752
5 0,213- 0,243 0,512- 0,586 0,753- 0,862
6 0,244- 0,274 0,587- 0,661 0,863- 0,972
7 0,275- 0,305 0,662- 0,736 0,973- 1,082
8 0,306- 0,336 0,737- 0,811 1,083- 1,192
9 0,337 0,812 1,193

Amarelo=Ponto de corte
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D) NIiVEIS ELISA DURANTE AS TRES COLETAS

Cées da primeira coleta positivos no ELISA
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E) RESULTADOS ELISA DOS GATOS

D.O. do controle negativo na primeira coleta (N= 94 gatos).
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Identificacdo dos Gatos

Absorbancia (D.0O.) dos soros de referéncia negativa

DO 01 DO 02 Média
Gato 01 0,04 0,044 0,042
Gato 02 0,055 0,056 0,055
Gato 03 0,49 0,046 0,047
Gato 04 0,085 0,075 0,08
Gato 05 0,069 0,043 0,056
Gato 06 0,06 0,05 0,055
Média Geral 0,056
Desvio Padréao 0,013

D.O. do controle negativo na segunda coleta (N= 103 gatos).

Identificacdo dos Gatos

Absorbancia (D.O.) dos soros de referéncia negativa

DO 01 DO 02 Média
Gato 01 0,028 0,021 0,024
Gato 02 0,015 0,024 0,019
Gato 03 0,012 0,011 0,011
Gato 04 0,012 0,022 0,017
Gato 05 0,029 0,016 0,022
Gato 06 0,069 0,031 0,05
Média Geral 0,024
Desvio Padrao 0,013




Niveis ELISA nas duas coletas e pontos de corte (N=197)
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Niveis ELISA
Coletal Coleta 2
NE
Intervalo

0 0,082 0,508

1 0,083- 0,111 0,509- 0,686
2 0,112- 0,14 0,687- 0,864
3 0,141- 0,169 0,865- 1,042
4 0,170-0,198 1,043- 1,22
5 0,199- 0,227 1,23- 1,407
6 0,228- 0,256 1,408- 1,585
7 0,257- 0,285 1,586- 1,762
8 0,286- 0,314 1,763- 1,94
9 0,315 1,95

Amarelo=Ponto de corte



