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BOTEGA, A. M. Correlacao entre a reatividade soroldgica em caes
frente a tripanossomiase e a leishmaniose. 2022. 59 f. Dissertagao
(Mestrado)-Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

RESUMO

A Leishmaniose e a Doenca de Chagas caracterizam-se em enfermidades
parasitarias de ampla distribuicdo mundial causadas por protozoarios do
género Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi, e que devido a
homogeneidade filogenética compartilham de anticorpos de superficie
podendo acarretar reagdes cruzadas frente aos testes soroldgicos
utilizados na rotina do diagndstico das enfermidades. O presente trabalho
teve por objetivos, utilizar a modelagem matematica afim de correlacionar
e associar os resultados das reacdes cruzadas frente aos fatores de risco
de animais sororreativos a Leishmania spp e a Trypanosoma cruzi,
analisar a ocorréncia da sororreatividade cruzada entre os antigenos de
Leishmania spp e Trypanosoma cruzi em amostras de soro de caes
quando submetidos aos testes soroldogicos RIFI, DPP e Elisa, verificando
ainda as possiveis correlagdes e associacdes entre as multiplas variaveis
observaveis e os fatores de risco sobre a sororreatividade Pelo exposto
concluiu-se que houve presenca de sororreatividade cruzada entre os
antigenos de Leishmania spp e Trypanosoma cruzi, em amostras de soro
reagentes para Leishmaniose de caes provenientes da regidao noroeste de
Sao Paulo, analisadas durante o periodo de 2017-2020. O teste de Elisa,
o bairro e o sinais clinicos constituiram fatores de risco frente a presenga
de anticorpos anti-Leishmania spp e anti- T.cruzi. A variavel latente
apresentou influéncia maior para RIFI T. cruzi do que para RIFI
Leishmania spp havendo a correlagao entre a variavel observavel frente a
sororreatividade dos resultados apresentados e o modelo de equacgao

estrutural mostrou ser uma excelente ferramenta a analise dos dados.

Palavras-chave: Anticorpos anti-Leishamania spp. Anticorpos anti-
T.cruzi. Reacao cruzada. Modelo de equacgao estrutural.



BOTEGA, A. M. Correlation between serological reactivity in dogs
against trypanosomiasis and leishmaniasis. 2022. 59 f. Dissertagao
(Mestrado)-Faculdade de Veterindria, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Leishmaniasis and Chagas disease are characterized by parasitic diseases
of wide worldwide distribution caused by protozoa of the genus
Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi, and that, due to phylogenetic
homogeneity, share surface antibodies, which may cause cross-reactions
in the face of serological tests used in the routine diagnosis of diseases.
The present study aimed to analyze the occurrence of cross-seroreactivity
between Leishmania spp and Trypanosoma cruzi antigens in serum
samples from dogs when submitted to RIFI, DPP and Elisa serological
tests, also verifying the possible correlations and associations between the
multiple variables observables and risk factors on seroreactivity using
mathematical modeling. Based on the above, it was concluded that there
was cross-seroreactivity between the antigens of Leishmania spp and
Trypanosoma cruzi, in serum samples reactive for Leishmaniasis of dogs
from the northwest region of Sao Paulo, analyzed during the period 2017-
2020. The Elisa test, the neighborhood and the clinical signs constituted
risk factors for the presence of anti-Leishmania spp and anti-T.cruzi
antibodies. The latent variable had a greater influence for IFRS T. cruzi
than for IFRS Leishmania spp. There was a correlation between the
observable variable and the seroreactivity of the results presented, and
the structural equation model proved to be an excellent tool for data

analysis.

Keywords: Anti-Leishamania spp antibodies. Anti-T.cruzi antibodies.
Cross-reaction. Structural equation model.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é considerada um grave problema
de saude publica no mundo sendo reconhecida pela Organizagdao Mundial
da Saude como uma das dezessete “Doencas Tropicais Negligenciadas”
(SILVA, 2016). E também uma das sete endemias mundiais,
apresentando de 700 mil a 1 milhdao de novos casos a cada ano,
responsavel anualmente por 20.000 a 30.000 mil 6bitos (WHO, 2022).
Possui maior ocorréncia nos paises pobres, atingindo as populagdes mais
vulneraveis e com dificil acesso aos servicos de saude (OPAS, 2019).

Conhecida como calazar, esplenomegalia tropical, febre dundun,
dentre outras denominagdes menos conhecidas, a leishmaniose visceral
tem uma ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente
Médio, na Africa e nas Américas (BRASIL, 2006). Segundo Montalvo et al.
(2012), 90% dos casos de LV ocorrem em paises onde existe grande
parte da populagao em situagao de pobreza (india, Bangladesh, Nepal,
Sudao e Brasil).

Na Ameérica do Sul, o primeiro caso da doenca foi descrita no
Brasil em 1913; Migone, no Paraguai, descreveu o caso em material de
necrépsia de paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso (ALENCAR
et al., 1991). A partir de um estudo realizado para o diagndstico e
distribuicao da febre amarela no Brasil, encontraram-se 41 casos positivos
para Leishmania, que foram identificados em laminas de viscerotomias
praticadas post-mortem, em individuos oriundos das regides Norte e
Nordeste (PENNA et al, 1934). A sequir, o Lutzomyia longipalpis foi
incriminado como espécie vetora e foram descobertos os primeiros casos
da infeccdo em cdes (BRASIL, 2006). A distribuicdo geografica possui
intima relacdo com movimentos populacionais, disponibilidade de
reservatorios, modificacdbes ambientais, baixa condicdo econdmica e
distribuicdo geografica do vetor (BASTOS; MADRID; LINHARES, 2015).
Desde entdao, a transmissdao da doenca vem sendo descrita em varios

municipios, de todas as regides do Brasil. A partir dos anos 90, os estados
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Para e Tocantins (regiao Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste)
e Minas Gerais e Sao Paulo (regiao Sudeste) passaram a influir de
maneira significativa nas estatisticas da LV no Brasil (GONTIJO; MELO,
2004). Em 2017, os estados com maior indice de registro de Leishmaniose
Visceral foram Minas Gerais, Maranhao, Para e Ceara (BRASIL, 2019).

No estado de Sdao Paulo em 1998, foi identificada, pela primeira
vez, a leishmaniose visceral canina (LVC) no Municipio de Aracatuba,
regiao oeste do estado (LUVIZOTTO et al., 1999). Posteriormente, foi
disseminada para Birigui e outras cidades da regiao administrativa de
Aracatuba. No periodo entre 2003 e 2007, a doenca seguiu curso de
expansdo para o sudeste, afetando os municipios cortados pela rodovia
Marechal Rondon (CARDIM et al., 2016).

Em 2019, foram confirmados 2.529 casos novos de LV no Brasil,
com uma taxa de incidéncia de 1,2 casos a cada 100 mil habitantes. A
taxa de letalidade por LV em 2019 foi de 9%, sendo a mais elevada dos
ultimos 10 anos (BRASIL, 2021).

A doencga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, € uma zoonose potencialmente fatal, de grande importancia
epidemioldgica no Brasil. A doenca de Chagas leva o nome de Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas, médico e pesquisador brasileiro que descobriu
a doenca em 1909. (WHO, 2020). E uma infeccdo causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cujo o ciclo de vida inclui a
passagem obrigatdria por varios hospedeiros mamiferos, para os quais
sdo transmitidos pelos insetos vetores denominados triatomineos. Estes
sao insetos hematdéfagos, sendo mais importantes epidemiologicamente os
do género Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius, conhecidos popularmente
como barbeiros (GALVAO, 2014).

Os triatomineos abrigam-se em locais muito proximos a fonte de
alimento e podem ser encontrados em areas de mata, escondidos em
ninhos de passaros, tocas de animais, cascas de tronco de arvore, montes
de lenha e embaixo de pedras. Nas casas, escondem-se nas frestas,

buracos das paredes, nas camas, colchdes e baus, além de serem
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encontrados em galinheiro, chiqueiro, paiol, curral e depdsitos (BRASIL,
2005).

Animais silvestres e domeésticos sao incriminados como
importantes reservatérios e colaboradores na transmissao da doenca,
porém os caes sao descritos como o reservatorio e a Unica espécie capaz
de desenvolver alteracdoes patoldgicas cronicas, semelhantes aquelas
detectadas em humanos, podendo apresentar insuficiéncia cardiaca
congestiva (SOUZA et. al., 2008).

Os vetores e o agente etioldgico da doenca de Chagas estdo
amplamente distribuidos desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina e
o Chile (ARGOLO et al., 2008).

Desse modo, estima-se, numa escala mundial, que
haja 6 milhdes de pessoas infectadas em 21 paises da América Latina, de
6 a 7 milhdes no restante do mundo e calcula-se que 70 milhdes de
pessoas estejam em risco de contrair a doenga. A doenca de Chagas é
encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises continentais
da América Latina, onde é transmitida aos seres humanos principalmente
pelo contato com fezes ou urina do inseto barbeiro (DNDIAL, 2021).

Segundo Paho (2009 apud SILVA, 2019, p. 743), no Brasil,
quase quatro décadas apds a consolidacao das acdes de controle vetorial,
indicadores operacionais de campo, como indices de dispersao e
infestagcdo domiciliar, mostram que a principal espécie vetora, Triatoma
infestans, esta restrita a pequenos focos residuais de pouca importancia
epidemioldgica no noroeste do estado do Rio Grande do Sul e no oeste do
estado da Bahia. Neste contexto, em junho de 2006, a Organizacao
Panamericana de Saude forneceu ao Brasil o Certificado Internacional de
Eliminacdo da Transmissao da Doenca de Chagas por essa espécie (PAHO,
2009).

Troncarelli et al. (2009) destacam que a Leishmania spp. e T.
cruzi sao agentes que pertencem a familia Trypanosomatidae e
compartilham varios antigenos, que causam reacao cruzada no

diagndstico soroldgico; sendo assim, para o diagndstico soroldgico preciso
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da LVC, deve-se considerar a doenca de Chagas como diagndstico
diferencial. Deve-se atentar principalmente para os sintomas do animal
(se este os apresenta) como também para os aspectos epidemioldgicos,
tais como a procedéncia do animal, se 0 mesmo provém de area endémica
ou ndo, tanto para leishmaniose como para doencga de Chagas.

Deve-se considerar se ha ainda, presenca de vetores como:
flebotomineos, e triatomineos no caso da leishmaniose e da doenca de
Chagas, respectivamente. E, também, se ha a possibilidade do contato do
cao com os animais silvestres, ja@ que estes também sao considerados
reservatorios importantes, tanto para a Leishmania spp. quanto para o T.
cruzi. No caso de haver reagoes cruzadas entre T. cruzi e Leishmania spp.,
deve-se levar em consideracdo o resultado soroldogico, associado aos
fatores clinicos e epidemiolégicos, bem como a utilizagdo de outros
instrumentos para o diagnodstico diferencial (TRONCARELLI et al., 2009;
GALVAO, 2014).

A infeccao por Trypanosoma caninum também pode interferir no
resultado dos testes de RIFI e ELISA para LVC. A literatura mostra que os
indices de especificidade dos testes comerciais encontrados para o
diagnéstico da LVC (RIFI-LVC, ELISA-LVC e DPP) tornaram-se mais
elevados quando o grupo de animais infectados por T. caninum foi
excluido das analises, demonstrando que a presenca desses animais nas
areas endémicas de LV pode interferir nos parametros de validade desses
testes (ALVES, 2012).

Ha um consenso na literatura clinica compulsada sobre a
necessidade de ser realizado o diagndstico diferencial entre os casos
suspeitos para leishmaniose visceral canina e de outras enfermidades
como: Erlichiose, Babesiose, Toxoplasmose, Demodicose e Doenga de
chagas (LIRA, 2005; NUNES, 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
2.1.1 Etiologia

As Leishmanioses sao antropozoonoses que se constituem em
um grande problema de salde publica, representando um complexo de
doencas com importantes espectros e diversidades epidemioldgicas. A
leishmaniose é considerada uma das cinco doencas infecto-parasitarias
endémicas de maior relevancia mundial (CARDOSO et al., 2015).

A leishmaniose visceral (LV) é causada por protozoarios
pertencentes a ordem Knetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania. (MARTINS et al., 2015). De acordo com Lukes et al. (2007) o
agente etioldgico da LV sdo as leishmanias do complexo donovani, sendo
elas L. donovani e L. infantum. Os vetores responsaveis pela transmissao
dos protozoarios sdo os flebotomineos dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia. No Brasil, o principal representante é o L. longipalpis e L. cruzi
(ROCHAS, 2019). A transmissdo ocorre através da picada de um mosquito
fémea hematdfago, conhecido popularmente por mosquito-palha, Birigui
ou Tatuquiras (COSTA, 2011).

Os principais reservatorios sdao os cdes, na area urbana, €, no
ambiente silvestre, as raposas, 0os marsupiais e o0os roedores silvestres
(BRASIL, 2016).

2.1.2 Ciclo Evolutivo

A Leishmania € um organismo pleomorfico, ou seja, apresenta
duas formas morfoldgicas de acordo com o hospedeiro. A forma flagelada,
denominada de promastigota, encontra-se nos hospedeiros invertebrados,
enquanto que a forma aflagelada, amastigota, encontra-se presente nos
hospedeiros vertebrados (MARTINS et al., 2015).
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O vetor, ao picar um animal infectado, ingere macréfagos
contendo as formas amastigotas, que, no intestino do flebotominio, apds
sofrerem divisdes sucessivas amadurecem, originando novas formas, a
saber: Promastigotas, paramastigotas e metaciclicas infectantes que, apds
um novo repasto sanguineo,os vetores infectam outro hospedeiro
vertebrado com a forma promastigota metaciclica. A transformacdo da
promastigota em amastigota ocorre no macrofago, aproximadamente
entre 12 a 24 horas apds a inoculacdo. Os parasitas que se multiplicam
acabam destruindo os macréfagos, liberando as formas amastigotas que
poderdo infectar outras células (BRIFFOD, 2011).

2.1.3 Epidemiologia

A leishmaniose visceral (LV) tem mundial ocorrendo e na
América Latina, ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regiao Nordeste (BRASIL,
2006).

No estado de Sao Paulo, a série histérica de casos de
leishmaniose visceral inicia-se em 1999, tendo como porta de entrada a
regiao oeste e expande-se para outras regides, processo ainda em curso.
A melhor compreensao desse processo e a identificagdo de fatores
determinantes podem facilitar a adogdao de acdes de vigilancia e controle
efetivas, evitando que a leishmaniose visceral se espalhe por todo o
territério paulista ou, ao menos, diminuindo sua velocidade de expansao
(CARDIM et al., 2016).

No periodo entre 2003 e 2007, a doenca segue seu curso de
expansdao para o sudeste. Na regido de salde de Bauru, os primeiros
atingidos foram Bauru, Guaicara e Lins e, na regidao de Marilia, foi
Guaranta, em 2003; todos esses municipios sdao cortados pela rodovia
Marechal Rondon. Entre 2004 e 2007, sete municipios desta regido
detectaram Leishmaniose Visceral Humana (LVH), sendo seis (Promissao,

em 2004; Avai, em 2005; Agudos e Pirajui, em 2006; e Cafelandia e
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Lencodis Paulista, em 2007) cortados pela mesma rodovia. Dos 26
municipios cortados pela Marechal Rondon, localizados na area de estudo,
entre o extremo oeste (Castilho) e Lencgodis Paulista, apenas trés nao
mostraram ocorréncia de LVC entre 1999 e 2007 (Rubiacea e Glicério, na
regiao de saude de Aracatuba, e Presidente Alves, na regidao de Bauru)
(CARDIM et al., 2016).

Destaca-se que, entre 1999 e 2013, foram notificados 2.324
casos e 200 obitos por LVH em Sao Paulo, concentrados em cinco regides
de salde e com 80 municipios afetados, correspondendo,
respectivamente, a incidéncia e mortalidade de 2,8 casos e 0,2 obitos por
100 mil habitantes-ano e a letalidade de 8,6%. Dos casos notificados,
97,4% ocorreram na area urbana e 2,4% na rural (0,2% ndo tinham esta
informacdo), correspondendo, respectivamente, as incidéncias de 3,0 e
0,8 casos por 100 mil habitantes-ano (CARDIM et al., 2016).

As incidéncias foram maiores nos homens do que em mulheres.
A faixa etaria de maior incidéncia foi a de zero a quatro anos, seguida
pelas faixas de 60 anos ou mais, 40 a 59, 5 a 19 e 20 a 29 (CARDIM et
al., 2016).

Por fim, pode-se concluir que, a migracao em geral
desencadeada por questdes socioecondmicas, tem sido apontada como
um dos fatores responsaveis pelo processo de disseminagao do vetor e da
expansdo da leishmaniose visceral no Pais (CARRANZA-TAMAYO et al.,
2010).

Segundo Scandar et al., (2011) as condicdes de saneamento e
moradia, presenca de caes infectados, obras de construcao civil e o
grande fluxo de pessoas, produtos e servigcos por rodovias e ferrovias
também tém sido relacionados a expansdo e urbanizacao da leishmaniose

visceral no Brasil.
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2.1.4 Sinais Clinicos

A doenca pode apresentar manifestacdes clinicas diferentes, de
acordo com a espécie de Leishmania infectante; a forma cutanea,
mucocutanea, cutanea difusa e visceral (FONSECA, 2013). Os sinais
clinicos da Leishmaniose visceral (LV) sdo similares no cao e no homem,
podendo ser inespecificos; os principais achados clinicos sdo lesdes
cutaneas, linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso,
intolerancia ao exercicio, diminuicdo de apetite, letargia, esplenomegalia,
politria, polidipsia, lesdes oculares, epistaxe, onicogrifose, claudicacdo,
vOmitos e diarreia (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2015). Também pode
apresentar descamacao, hiperqueratose nasal, Ulceras e hiperpigmentacdo
nasal (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

Alteragdes renais também podem ser um sinal da doenga no cdo,
Solano-Gallego et al. (2011) cita as alteracdes renais como principal causa
de dbito em cdaes com LV.

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) se apresenta sistémica e
cronica, os sinais clinicos variam bastante e dependem, basicamente, da
resposta imune do animal infectado, sendo assim, as manifestacoes
clinicas variam de aparente estado sadio a um severo estado terminal
(BRASIL, 2016). Como as manifestagdes clinicas sdao semelhantes as de
outras doencas infectocontagiosas, o diagndstico deve ser realizado
através da associacao de dados clinicos, laboratoriais e epidemioldgicos
(FREITAS, 2011).

2.1.5 Diagnéstico

O diagnéstico da leishmaniose é realizado por uma associacdo de
informacdes clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais, Trajano-Silva et al.
(2017), relata a falta de uma metodologia laboratorial “padrao-ouro” de

diagndstico em humanos e em animais, o que limita o controle da doenca,
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pois a obtencdao de dados epidemioldgicos precisos estd associada com a
implantacao de medidas mais efetivas.

Para melhorar a acuracia no diagndstico da LVC, o Programa de
Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude
(M.S.) recomenda a utilizacdo de um teste rapido imunocromatografico,
compreendendo os antigenos recombinantes rk26 e rkK39, o DPP (Dual-
Path Plataform; Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), para a
triagem de caes infectados (BRASIL, 2014). Os animais sao avaliados pelo
teste rapido de triagem, de maior sensibilidade, isto €, a reacao
imunocromatografica que contém dois antigenos recombinantes — rK39 e
rkK26 (RIBEIRO et al., 2019).

O teste rapido (DPP) foi incorporado no protocolo atual do
Programa de Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral para deteccao
de LVC, sendo um teste que nao requer equipamentos e utiliza uma
pequena amostra de sangue (BRASIL, 2006).

Dentre os métodos imunoldgicos mais utilizados atualmente,
destaca-se a RIFI, empregada a partir da década de 1960 (DUXBURY;
SADUN, 1964). Para a RIFI utiliza o parasito integro como antigeno, sendo
bastante util em estudos epidemiolégicos (ALVAR et al., 2012).
Entretanto, a execucdao dessa técnica requer experiéncia e é muito
dispendioso, devido a necessidade de equipamento especializado
(GONTIJO; MELO, 2004). No estudo de Lira (2005) o teste mostrou
sensibilidade de 68,0% e sua especificidade é de 87,5% para amostras de
soro. Todavia, esse método pode apresentar reacdes cruzadas
principalmente com leishmaniose tegumentar americana (LTA) e
tripanossomiase americana (BRASIL, 2006).

A partir da década de 80, varias técnicas de biologia molecular
foram desenvolvidas para a deteccao e identificacdo precisa dos parasitas
do género Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasita em
cultura (GONTIJO; MELO, 2004). Essa vertente molecular, conduzida,
sobretudo, pela reacdao em cadeia da polimerase (PCR), baseia-se na

amplificacdo de oligonucleotideos que formam uma sequéncia conhecida
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do parasito. A de PCR pode ser realizado em diferentes amostras, como
sangue, urina, bidpsias de pele, aspirados de medula e aspirados de
linfonodos, sendo o método menos invasivo. A sensibilidade da PCR é
bastante varidvel de acordo com a amostra utilizada na reagao, bem como
do iniciador empregado (ALVAR et al., 2004).

O teste de ELISA foi desenvolvido na década de 1970 desde
entdo vem sendo utilizado para a triagem de amostras para o diagndstico
de LVC. Essa técnica, apresenta uma grande vantagem, uma vez que
pode ser aplicado para um grande numero de amostras em curto espaco
de tempo (RIBEIRO et al., 2019).

Atualmente, o exame parasitoldgico é considerado “padrao-ouro”
devido a alta especificidade, pois se trata da visualizacdo das formas
amastigotas pelo microscopio Optico. O parasitoldgico é realizado em
amostras de tecidos como o bago, linfonodo e aspirado de medula dssea
(BRASIL, 2017). Trata-se de uma metodologia invasiva e ha variagao da
sensibilidade de acordo com o material utilizado: para esfregaco de
medula dssea a sensibilidade varia 50% a 83%, linfonodos 30% a 85% e
em ambos os tecidos 71% a 91%, relato em caes (LAURENTI, 2009). Os
exames sorologicos sdao baseados na deteccdo de uma resposta humoral
especifica, e ha varios métodos descritos com sensibilidade e uma
especificidade diagnodstica bastante varidveis (SRIVASTAVA et al., 2011).

Portanto, o diagndstico pode ser realizado através de exames
como ELISA e o teste rapido DPP,do PCR e pela observacao direta da
forma amastigota do protozoario, analisando o material de esfregaco ou
impressdo em laminas para a analise microscépica. Este ultimo método
apresenta uma especificidade bastante satisfatoria, porém esta sujeito a
erros de leitura e fatores que possam interferir na coleta de um bom
material para analise (SILVA, 2018).
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2.2 Doenga de Chagas
2.2.1 Etiologia

Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da tripanossomiase
americana ou Doenca de Chagas (DC). Sdo protozoarios hemoflagelados
da classe Zoomastigophorea e da familia Trypanosomatidae (SNOWDEN;
KJOS, 2015).

A principal forma de transmissao ocorre a partir do contato da
pele lesada e de mucosas com as fezes contaminadas de insetos vetores
da subfamilia Triatominae (SANGENIS et al., 2016). O vetor é conhecido
popularmente como barbeiro e pertence as espécies Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, dentre mais de
300 espécies que podem transmitir o Trypanosoma cruzi) (AGENCIA
FIOCRUZ, 2013).

Em 2006, o Brasil recebeu da Organizacdao Mundial de Saude
(OMS) certificado de eliminagao da transmissao da doenca pelo mais
relevante vetor domiciliado, o Triatoma infestans. Isto, de forma alguma,
representa a erradicacao da doenca - alvo inerentemente inalcangavel - a
qual continua acontecendo por meio de surtos mediados por outros
mecanismos de transmissdao como, por exemplo, a via oral. No periodo de
1975 a 1995, o programa de controle da doenga do Cone Sul detectou
redugcao de 89% das transmissdes da mesma. As taxas de mortalidade
secundarias a DC também ja foram reduzidas em 75% desde a década de
1990 (ANDRADE et al., 2011).

A doenca é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
caracterizado pela presenca de um flagelo e do cinetoplasto. Suas formas
evolutivas sao amastigota, tripomastigota e epimastigota. Por exemplo,
no sangue dos vertebrados, o T. cruzi se apresenta-se sob a forma de
tripomastigota, que é extremamente médvel, e, nos tecidos se apresenta
como amastigotas. No tubo digestivo dos vetores ocorre a transformacao

do parasito, dando origem as formas infectantes presentes nas fezes do
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inseto. A partir disso, é possivel entender a transmissdo da DC e prevenir
a doenca (LIMA; TEIXEIRA; LIMA, 2019).

2.2.2 Ciclo evolutivo

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi se inicia quando o
barbeiro, ao se alimentar do sangue do hospedeiro vertebrado, elimina,
em suas fezes e urina, o parasito em sua forma alongada (tripomastigotas
metaciclicos). Através de mucosas ou por ferimentos na pele, os parasitos
infectam células do hospedeiro, como as do coragdao. No interior das
células, o parasito ganha forma arredondada (amastigotas),
multiplicando-se por divisao binaria. Quando as células estdo repletas de
parasitos, eles novamente mudam de forma (tripomastigotas sanguicola),
e com a ruptura da célula hospedeira disseminam-se pela corrente
sanguinea, sendo capazes de infectar novos tecidos e 6érgaos. Se o
individuo ou animal infectado for picado pelo barbeiro, os parasitos em
seu sangue podem ser transmitidos ao inseto. No intestino deste, mudam
mais uma vez de forma (epimastigotas), multiplicam-se e tornam-se,
novamente, formas infectantes, que sao eliminadas junto com as fezes e a
urina, fechando, assim, o ciclo (BRASIL, 2018).

2.2.3 Epidemiologia

T. cruzi infecta os seres humanos e uma ampla variedade de
espécies de mamiferos domésticos e selvagens no hemisfério ocidental.
Com uma estimativa de 8 milhdes de infecgcdes em seres humanos e 110
milhdes de individuos com risco, a tripanossomiase é considerada a
doenca parasitaria mais importante das Américas (WHO, 2021)

A doenca de Chaga foi inicialmente reconhecida em paises da
Ameérica do Sul, particularmente Argentina, Bolivia, Brasil e Colémbia. A
infeccdo ocorre em seres humanos, bem como em mamiferos domésticos

e selvagens (SNOWDEN; KJOS, 2015). Em consequéncia a estreita relagao



27

do cao com o homem, os caninos sao considerados o0s principais
reservatorios domeésticos no ciclo peridomiciliar da doenca de chagas
humana (SOUZA et al., 2008).

No Brasil, ja foram documentados dezenas de surtos de Doenca
de chagas aguda (DCA), entre 1965 e 2013, devido a ingestdo de
alimentos contaminados, sendo principalmente casos relacionados ao
consumo de suco de acai e de caldo de cana. A transmissdo oral &, nos
dias de hoje, uma das principais formas de transmissao da doenca no
Brasil, particularmente na Regidao Amazobnica. O consumo de carne crua ou
mal cozida de animais silvestres infectados por T. cruzi € mencionado
como uma das formas de transmissao, sendo comprovada em estudos
experimentais com animais (SANGENIS et al., 2016).

De acordo com o Ministério da Saude, o estado de S3o Paulo
registrou apenas um caso novo de pessoa com doenga de Chagas em
2016 e dois em 2017(FIORAVANTI, 2019).

Dessa forma, investigacdoes acerca de infecgdes em caes por T.
cruzi necessitariam ser incluidas na saude publica, visto ser essa doenga
comum em areas rurais, com aumento dos relatos em &reas urbanas e
grande variabilidade epidemiolégica (BARR et al. 1991, GURTLER et al.
2007, ROSYPAL et al. 2007).

2.2.4 Sinais Clinicos

A doenca nos caninos é caracterizada por uma cardiomiopatia
gue se desenvolve em consequéncia do dano causado pelo parasito as
células do miocardio ou reagdes imunomediadas (BIGNARDE et al., 2008).
A DC é dividida em duas fases: a crénica que é tardia, de evolucdo lenta e
com baixa parasitemia e a aguda que é inicial, de rapida duracdo, com
elevada parasitemia e geralmente autolimitada (LIMA et al., 2019).

Normalmente, a fase aguda é assintomatica e inaparente.
Quando aparente, o quadro clinico da infeccao surge de 5 a 14 dias apds a
transmissdo pelo vetor (AGENCIA FIO- CRUZ, 2013). Os sinais clinicos na
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fase aguda sao caracterizados por miocardite ou encefalite, acometendo
principalmente caes jovens entre cinco e seis meses de idade (LAPPIN,
2004; TILLEY; SMITH, 2003). Também €é comum a ocorréncia de
linfadenopatia generalizada, mucosas palidas, taquicardia, hepatomegalia,
esplenomegalia, angustia respiratoria, ascite e hipotermia. (NELSON;
COUTO, 2006; SNOWDEN; KJOS, 2015).

A fase cronica ocorre depois de 8 a 36 meses da infeccao inicial,
apresentando dilatacdo cardiaca, com sinais clinicos atribuidos a
insuficiéncia cardiaca direita e/ou bilateral. S3ao observados ascite,
derrame pleural, hepatomegalia e congestao venosa jugular (LAPPIN,
2004; SNOWDEN; KJOS, 2015).

2.2.5 Diagnéstico

O diagndstico da Doenca de Chagas se baseia em um conjunto
de dados, ou seja, associacao de informacgdes clinicas, epidemioldgicas e
laboratoriais. O histérico do animal e possivel exposicdo, incluindo a
localizacdo geografica, sinais clinicos, evidencias radiograficas ou
ultrassonograficas de cardiomegalia ou evidéncias no eletrocardiograma
(ECG) de anormalidades de conducdao também sustentam o
estabelecimento de diagndstico da doenca de chagas (NELSON; COUTO,
2006; SNOWDEN; KJOS, 2015).

Na analise laboratorial, o diagndstico da tripanossomiase pode
ser feito pela pesquisa do parasito em esfregaco sanguineo (citoldgico),
pela deteccao de anticorpos (RIFI e ELISA), pela deteccao do ac. nucleico
do parasita (PCR), por inoculagao de amostra de sangue em camundongos
ou uso de percevejo alimentando-se de hospedeiro com suspeita de
infeccdo para deteccdo de infeccdo parasitaria (xenodiagndstico), A
cultura in vitro, € uma pratica sensivel, mas que leva tempo para
isolamento do parasito. Os achados patoldgicos como lesdes

macroscopicas (alteracgoes cardiacas, edema pulmonar e
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linfadenomegalia) e analise histoldégica também podem ser utilizados para
conclusdo do diagnédstico (LUCHEIS et al., 2005; SNOWDEN; KJOS, 2015).

2.3 Reacao cruzada

Os testes soroldogicos sao frequentemente utilizados em
inquéritos epidemioldgicos e recomendados pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2009). A reacao cruzada em testes soroldgicos entre Leishmania
spp e T. cruzi ocorre especialmente pela proximidade filogenética entre os
parasitos (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000; SUNDAR; RAI,
2002).

Em um estudo realizado, na regiao de Aracgatuba, SP, Zanette,
(2006) utilizou 50 caes naturalmente acometidos por leishmaniose
visceral, verificando que dentre os 50 infectados por Leishmania spp, 14
amostras foram reagentes nos testes soroldgicos para T. cruzi, sendo
nove amostras consideradas positivas pela técnica de ELISA e seis pela
RIFI.

Alves et al. (2012) avaliaram 117 amostras de soro canino de
diferentes regidoes brasileiras, utilizando os testes disponibilizados para a
rede publica - imunofluorescéncia indireta, ELISA e DPP e observou que as
amostras de caes infectados por T. caninum apresentaram sensibilidade
de 100% e especificidade de 70.5%, 68% e 97.5% nos testes soroldgicos
utilizados para diagndstico de LVC.

Troncarelli et al. (2009) nas regides de Bauru, SP e Botucatu, SP
e Viol et. al., (2011) na regiao de Aracatuba, SP, observaram que nos
testes soroldgicos ELISA e RIFI ocorreram reagdes cruzadas entre os
antigenos, para confirmacdo utilizaram a técnica de Reagcao em Cadeia
pela Polimerase (PCR).

Zuque (2016) avaliou 683 amostras de soros caes dos
municipios da Regional de Saude de Trés Lagoas, que foram submetidos
aos testes: DPP, ELISA, RIFI e PCR para pesquisa de Leishmania spp, e

observou que dentre as amostras 267 se apresentaram reagentes aos
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teste DPP e ELISA, 97 reagentes a RIFI e 17 reagentes ao PCR. As
amostras também foram submetidas a pesquisa de T. cruzi utilizando a
RIFI, sendo 4 (1%) reagentes ao teste, considerando a hipdtese de reacao
cruzada para Leishmania spp.

Alves et al. (2012) concluiram que ferramentas soroldgicas
podem ter um valor limitado para o diagnodstico; Zuque (2016) concluiu
gue nao foram confirmadas a reagao cruzada entre a Leishmania spp. e T.
cruzi nas amostras analisadas de sangue de cdes com as técninas
empregadas, sugerindo que novos estudos devam ser realizados;
Troncarelli et al. (2009) ressalta a necessidade de considerar o
diagnéstico diferencial com a doenga de Chagas e quando ocorrer reacao
cruzada entre os antigenos deve-se atentar para o quadro clinico do
animal, aspectos epidemioldgicos e também utilizar outra forma

diagndstica comprovatéria.

2.4 Analise estatistica

Os dados apresentandos na sorologia assim como os fatores de
risco, as correlagdes, associacdes e a concordancia foram submetidos aos

seguintes testes estatisticos:

2.4.1 Modelos de Equacoes Estruturais (SEM)

Os Modelos de Equacdes Estruturais (SEM) sao um conjunto de
técnicas de tratamento de dados que tém recebido grande atencdo de
pesquisadores (PILATI; LAROS, 2007).

O bidlogo Sewell Wright (1918, 1921, 1934, 1960) foi o pioneiro
no estudo de modelos que incluem analise de caminhos e mostrou como
as correlagdes entre varidveis constituem os parametros do modelo
representado pelo diagrama de caminhos (SANCHES, 2005; AMORIM et
al.,2012).

Nos Estados Unidos, a técnica se apresenta bastante

disseminada, ao contrario do que acontece no Brasil, onde estas equacdes
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passaram a ser usadas recentemente (SANCHES, 2005). Essa modelagem
€ amplamente utilizada nas Ciéncias Humanas e Sociais (Neves, 2018).

Em relacdo ao SEM, a anadlise fatorial constitui parte de uma
metodologia mais ampla. O SEM, em sua forma mais simples, relne a
analise fatorial e a anadlise de caminhos em um modelo onde estdo
contidas relagdes de dependéncia (AMORIM et al.,2012.

O Modelo estatisticos (SEM), explica as relacdes entre multiplas
variaveis, que examina a estrutura de inter-relagdes expressas em uma
série de equacdes (AMORIM et al.,2012). Muitas vezes envolvem relagdes
complexas de varios tipos entre as variaveis, as quais também podem ser
de varios tipos. Isso faz com que a visualizacdo e o entendimento de
todas relacbes existentes em um modelo seja bastante dificil de
compreender, Assim foi desenvolvido um método grafico, o diagrama de
caminho, que facilita a compreensdo das relagdes entre as variaveis
(CAPP; NIENOV, 2020).

2.4.2 Indice Kappa de Cohen

Modelo estatistico proposto por Cohen et al., (1960), sendo
mais utilizado quando é necessario classificar dados em categorias
nominais (FONSECA et al., 2007). Existem situacdes em que ha a
necessidade de avaliarmos a concordancia entre duas variaveis, tendo
elas sido obtidas por diferentes avaliadores ou avaliadas por meio de dois
métodos diferentes (CAPP; NIENOV, 2020).

Considerando o caso de dois avaliadores ou dois métodos
laboratoriais, que classificam n sujeitos em uma ou em duas categorias
nominais, esses avaliadores classificam os sujeitos independentemente
(ALEXADRE; COLUCI, 2011).

A concordancia que coeficiente Kappa é calculado foi baseada na
férmula de 1960:

P, — Pe

kappa(fi) = ﬁ
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Para interpretar o valor de Kappa, sao utilizados os parametros sugeridos

por Landis e Koch (1977) e apresentados por Capp e Nienov (2020):

VALOR DO COEFICIENTE NIVEL DE CONCORDANCIA
0,00 Sem concordancia

0,00-0,19 Discreta

0,20-0,39 Regular

0,40-0,59 Moderada

0,60-0,79 Substancial

0,80-1,00 Quase perfeita

2.4.3 Distribuicao Qui-quadrado (X?2)

Teste estatistico ndo paramétrico Qui-quadrado, é utilizado para
avaliar a diferenca de dois dados categdricos entre si (PIRES et al., 2018).

O teste se destina a encontrar um valor da dispersao de duas
variadveis categdricas nominais e avaliar a associacdao existente entre
variaveis qualitativas, sendo utilizado para verificar se a frequéncia com
que um determinado acontecimento observado em uma amostra se desvia
significativamente e comparar a distribuicdo de diversos acontecimentos
em diferentes amostras (BEIGUELMAN, 1996). O teste do Qui-quadrado
de Pearson tende a produzir valores significativos que sao muito pequenos
e podem levar ao erro. Portanto, existe uma corregao de teste, a corregao
de continuidade de Yates, recomendado a fim de evitar eventuais
conclusoes erradas. (CAPP; NIENOV, 2020).

2.4.4 Coeficiente de correlacao de Spearman

O coeficiente de correlagao de Spearman (p), descrito em 1904
por Charles Spearman, € uma técnica estatistica nao-paramétrica, mais
conhecidas e utilizadas na pratica, sendo em casos em que a
binormalidade dos dados. A vantagem de Spearman é que este ndo é

afetado pelos valores atipicos ou extremos (CAPP; NIENOV, 2020).
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2.4.5 U de Mann-Whitney

O teste U de Mann-Whitney é um teste ndo paramétrico para a
comparacao de dois grupos independentes (CAPP; NIENOV, 2020). O U de
Mann-Whitney se assemelha ao teste de Wilcoxon, pois ambos envolvem
classificacgdo de valores. No entanto, o U de Mann-Whitney faz o
agrupamento de dados e os classifica, sendo o teste estatistico
recomendado para dados ndo pareados. A Unica exigéncia do teste de
Mann-Whitney é a de que as observacfes sejam medidas em escala
ordinal ou numérica (KING; ECKERSLEY, 2019).

2.5 Proposicao

A modelagem matematica vem sendo utilizada como uma
ferramenta importante no processamento de dados cientificos, uma vez
que nos permite analisar os fatores de impacto frente as ocorréncias, suas
possiveis associacdes, correlagdes e concordancias entre as multiplas
variaveis. Pelo exposto, nosso estudo recorreu a tal ferramenta afim de

elucidar propostas de problemas e desafios.

2.6 Objetivos

2.6.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo geral utilizar a modelagem
matematica afim de correlacionar e associar os resultados das reacodes
cruzadas frente aos fatores de risco de animais sororreativos a Leishmania

spp e a Trypanosoma cruzi.
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2.6.2 Objetivos especificos

Determinar a correlacao entre as multiplas variaveis observaveis
sobre a sororreatividade, frente os resultados sorolégicos a Reacdo
de Imunofluorescéncia Indireta;

Determinar fatores de risco ambientais sobre a sororreatividade
frente Leishmania spp e; Trypanosoma cruzi;

Determinar a concordancia entre os testes soroldgicos utilizados no
diagnostico da Doenca de chaga e Leishmaniose canina e avaliar a

associacao de fatores intrinsecos com a sororreatividade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Foram utilizadas 266 amostras de soro. As amostras foram
testadas para Leishmania spp. e estavam armazenadas no laboratdrio de
Microbiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba/SP
FMVA-Unesp de caes oriundos do atendimento do Hospital Veterinario da
FMVA, durante o periodo de 2017 a inicio de 2020.

Figura 1 - Apresentacdao da distribuicdo espacial da area em fungao da
sorreatividade dos cdes frente aos protozoarios da Regido noroeste do
estado de Sdo Paulo, periodo 2017 a 2020
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.2 Provas soroldégicas

3.2.1 Para Leishmaniose Visceral Canina

A pesquisa de anticorpos anti- Leishmania ssp foi realizada
inicialmente pela técnica qualitativa rapida, utilizando-se o teste rapido de
triagem - “kit TR DPP® (Teste Rapido Dual Path Platform, Bio-

Manguinhos) e posteriormente, foram submetidas ao teste quantitativo do
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Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), para confirmacdo dos resultados. O
ELISA foi realizado no Instituto Adolfo Lutz - Aracatuba-SP, conforme

protocolo préprio.

3.2.2 Para Doenca de Chagas

As amostras foram testadas pela Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) de acordo com o método de Camargo (1966), A RIFI foi
realizado em parceria com o laboratdrio de Zoonoses da FMVZ / Botucatu
-SP, utilizando-se laminas para imunofluorescéncia compostas de duas
fileiras de seis orificios, contendo antigenos fixados de Leishmania major e

Trypanosoma cruzi, com o cut-off de 1:40 e 1:20.

3.3 Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados em Excel (©
Microsoft), e consolidados em planilhas, tabelas, graficos para analise.
Foi realizada analise descritiva dos dados e dos resultados dos testes
soroldgicos para Leishmaniose Visceral Canina (LVC).

Para a analise dos resultados obtidos nos testes ELISA e RIFI,
foi empregado o indice Kappa de Cohen, utilizado para avaliar a
concordancia entre duas variaveis, sendo elas obtidas por diferentes
avaliadores ou avaliadas por meio de dois métodos diferentes

No estudo, a concordancia nos diagndsticos soroldgicos foi
calculada usando-se o indice Kappa de Cohen, a partir da tabela de
contingéncia, e a interpretacao dos resultados conforme classificagao
de Landis & Koch (1977): k > 0,80-1,00 concordancia quase perfeita;
0,60-0,79 substancial; 0,40-0,59 moderada; 0,20-0,39 regular; 0,00-
0,19 discreta e 0,00 sem concordancia.

A analise de correlacdo entre a RIFI para Leishmania spp e T.
cruzi, foram avaliadas pelo teste estatistico de correlacdo de Spearman

(p). Para verificar a ocorréncia de associacdo entre as varidveis: sexo,
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raca e sinais clinicos, frente aos testes sorolégico (RIFI - Leishmania
spp. e RIFI - T. cruzi) foram aplicados os testes qui-quadrado e
correcdo de continuidade. Também foram utilizado os testes de
corracao de continuidade e U de Mann-Whitney, para conferir o
tamanho do efeito que a faixa etaria poderia ter em relacdo a presenca
de anticorpos anti-Leishmania spp e anti-T.cruzi, cuja interpretacao
seria: tamanho de efeito grande (valores superiores ou iguais a 0,8),
tamanho de efeito médio (entre 0,8 a 0,2) e tamanho de efeito
pequeno (inferiores a 0,2) (CAPP; NIENQV, 2020).

Também foram consideradas as multiplas variaveis observaveis
de influéncia sobre o potencial de erro como: sexo, idade, pelagem,
porte, caracteristicas do piso (terra e cimento), acesso a rua, localizacdo
da residéncia (area verde, bairro de periferia e ou area central) como os
possiveis fatores de risco analisadas pelo Modelo de Equagdo Estrutural
(SEM), e o0 método estimacdo: WLSMV (Robust Weighted Least Squares).

Os modelos de ajustes foram: CFI (indice de ajuste comparativo)
e TLI (indice de Tucker Lewis) calculam o ajuste do modelo observado,
apresentando os valores: acima de 0,95 indicam otimo ajuste e os
superiores a 0,90 indicam ajuste adequado (Bentler, 1990; Hu & Bentler,
1999). O RMSEA (raiz do erro médio quadratico de aproximacdo), avalia
se 0 modelo se ajusta a populacao, valores menores que 0,05, mas
aceitaveis até 0,08 (AMORIM et al.,2012)

O programa estatistico utilizado foi o Software Version 2.3
jamovi project (2022) (EPSKAMP et al., 2019; GALLUCCI; JENTSCHKE,
2021; JORGENSEN et al., 2019; ROSSEEL, 2019).

Em anexo é possivel visualizar a montagem de toda a estatistica

no programa computacional Jamovi.
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4 RESULTADOS

4.1 Pesquisa de anticorpos

Foram analisadas 266 amostras de soros de cdes provenientes
de 11 municipios da regidao noroeste de Sao Paulo, (Figura 1). Dentre o
total de amostras analisadas (266), 226 (85%) foram reagentes e 40
(15%) nao reagentes frente aos testes DPP e teste qualitativo ELISA, para
Leishmania spp. (Tabela 1).

Na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para T. cruzi,
156(59%) amostras reagentes e 110(41%) nao reagentes; 141(53%)
amostras apresentaram simultaneamente anticorpos anti- Leishmania spp

e anti- T.cruzi, com reatividade cruzada, em ambos os testes soroldgicos.

TABELA 1 - Resultados do diagnostico para LVC e doenca de Chagas
segundo as técnicas soroldgicas e os municipios da regido noroeste de Sao
Paulo, 2017-2020.

Amostras Testes soroldgicos

o ppp® ELISA RIFI-L RIFI-T
Municipios R NR R NR R NR R _NR
Aracatuba 211 179 32 179 32 125 86 126 85
Bilac 1 0 1 0 1 1 0 0 1
Birigui 21 17 4 17 4 10 11 10 11
Buritama 2 2 0 2 0 2 0 1 1
Guararapes 3 3 0O 3 0 1 2 1 2
Lins 3 3 0O 3 0 1 2 2 1
Penapolis i5 13 2 13 2 9 6 9 6
Promissao 5 5 0O 5 0O 4 1 4 1
Rubiacea 1 1 0 1 0 1 0 1 0
Santo Antonio do 3 2 1 2 1 2 1 2 1
Aracangua
Valparaiso 1 1 0 1 0O O 1 0 1
TOTAL 266 226 40 226 40 156 110 156 110

R: reagente; NR: nao reagente. DPP®: Dual Path Platform. ELISA: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay. RIFI: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. RIFI - L para LVC.
RIFI - T para DC.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Considerando o teste ELISA, que Ministério da Saude indica para
definir diagndstico soroldgico positivo para LVC, do total das 266
amostras testadas, 226 (85%) testaram reagentes ao teste.

Os testes sorolégicos para LVC - ELISA e RIFI revelaram
concordancia de 71% com confiabilidade moderada k = 0.350,

apresentando valor - p <0.001, considerado valor significativo (tab. 2)

TABELA 2 - Concordancia dos resultados expressos e comparados entre
ELISA e RIFI para Leishmania spp., sendo o total 1 e 2 referentes aos
resultados obtidos no teste ELISA e RIFI, respectivamente.

RIFI - LEISH
ELISA - LEISH | REAGENTE NAO REAGENTE TOTAL1
REAGENTE | 153(57,5) 73 (27,4) 110
NAO REAGENTE | 3(1,1) 37(13,9) 156

TOTAL2 | 40 226 266

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Reagoes cruzadas para anticorpo anti-Leishmania spp. e anti-
Trypanosoma cruzi pela de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI)

Por meio da RIFI, de 141 (89%) amostras apresentaram
sororreatividade a ambos o0s protozodarios; sendo que 59 amostras
apresentaram anticorpos anti-Leishmania e anti-T. cruzi, com titulos
semelhantes: sendo 4 amostras (1,5%) expressando titulo de 40, oito (3
%) 80, oito (3 %) 160, 12 (4.5 %) 320 e 27 (10.2 %) 640. Enquanto que
33 amostras apresentaram titulos maiores para T. cruzi, outras 30
amostras apresentaram titulos de anticorpos apenas para um dos
parasitos, sendo 15 com titulos expressos para Leishmania spp. e outras
15 para T. cruzi, conforme encontra-se apresentado no figura 2.

Nao foram observados anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-
T.cruzi em 95 amostras, sendo que 49 dessas amostras apresentaram

titulos maiores para Leishmania spp. do que para T. cruzi.
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O teste Kappa de Cohen revelou uma concordancia de 89% e
uma confiabilidade de 0.7675, considerado substancial, entre a RIFI para
Leishmania spp e RIFI para T. cruzi.

Para a andlise de matriz de correlagdo, foi aplicado o coeficiente
de correlagdao de Spearman (p), apresentando uma correlagao forte, com
coeficiente de p = 0,784 e p - valor = < 0,001. O p-valor significativo
expresso pela correlagcao de Spearman, evidenciando-se uma relagao

significativa entre as variaveis testadas.

Figura 2 - Resultados das amostras de soro de cdes provenientes da
regido noroeste do estado de SP no periodo de 2017 a 2020 frente a
matriz de correlagao que expressaram anticorpos anti-Leishmania spp. e
anti-Trypanosoma

Plot
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Das 156 amostras reagentes a RIFI, 76 foram provenientes de caes
machos e 80 de fémeas. J& para T. cruzi, do total de 156 amostras,
reagente 79 foram provenientes de fémeas e 77 de machos.

As Tabelas de contingéncias 3 e 4 expressam os resultados analisados
pelo teste de X2 correcao de continuidade frente as varidveis analisadas,
sexo do animal X teste soroldgico (RIFI - Leishmania spp. e RIFI - T.
cruzi) com os valores de p= 0,585 e 0,425, respectivamente. Para ambas
as variaveis o valor de p foi >0,05, ndao ocorrendo associacao entre a
variavel sexo e a presenca de anticorpos anti- Leishmania spp e anti- T.

cruzi.

TABELA 3 - Resultado da associacdo a varidvel sexo e a presencga de
anticorpos anti-Leishmania spp e anti-T. cruzi.

RIFI - Leishmania spp RIFI - Trypanosoma
cruzi
SEXO Reagente Nao Reagente Reagente Nao
. Reagente
FEMEA 80(51.3) 61(55.5) 79(50.6) 62(56.4)
MACHO 76(48.7) 49(44.5 %) 77(49.4) 48(43.6)
TOTAL 156(100.0) 110(100.0) 156(100.0) 110(100.0)

*Resultados expressos em porcentagem (%)
Fonte: Elaborada pelo autor.

No total de 32 racas de procedéncia das amostras dos caes
utilizados no estudo, sendo que a maior predominancia apresentou 144
(54,1%) amostras provenientes de caes sem raca definida (SRD), seguida
por 19 (7,1%), de Pitbull, 12 (4,5%) de Poodle, nove (3,4%) de Labrador
e de Pinscher, oito (3%) de Pastor Alemao, seis (2,3%) de Chow-Chow,
outras 25 racgas estao representadas com numeros de um a cinco animais
cada, totalizando 59 caes (22,27%).

A Tabela 4 de Contingencia apresenta os resultados entre a
associacdo das variaveis: raca, RIFI - Leishmania spp. e RIFI -
Trypanosoma cruzi, frente ao testes Qui- quadrado (X2) e X2 correcao de
continuidade, apresentando o intervalo de confianca (IC) de 95%. Sendo

obtido o valor de p >0,05, nao sendo observado a associagao entre a
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variavel raca com a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T.

cruzi.

TABELA 4 - Resultados da associacdo entre a varidvel raca e a presenca
de anticorpos anti- Leishmania spp e anti-T. cruzi em amostras de caes da
regiao noroeste do estado de Sao Paulo, periodo de 2017-2020.

(Continua)
RIFI - Leishmania spp. RIFI —= Trypanosoma cruzi
Reagente Nao Reagente Nao Reagente Total
Racas Reagente
SRD 88 56 90 54 144
Pitbull 14 5 14 5 19
Poodle 7 5 7 5 12
Labrador 3 6 2 7 9
Pinscher 7 2 5 4 9
Pastor 5 3 4 4 8
alemao
Chow-chow 2 4 2 4 6
Blue heeler 4 1 3 2 5
Boxer 4 1 4 1 5
Shih tzu 0 5 1 4 5
Basset hound 2 2 3 1 4
Beagle 3 1 3 1 4
Bulldog 2 2 2 2 4
inglés
Dachshund 1 3 1 3 4
Cocker 2 1 2 1 3
spanish
Lhasa apso 0 3 0 3 3
Border colie 2 0 2 0 2
Bulldog 2 0 2 0 2
frances
Fila 0 2 1 1 2
Fox 2 0 2 0 2
paulistinha
Rottweiler 1 1 1 1 2
Schnauzer 1 1 1 1 2
Akita 0 1 0 1 1
Dalmata 1 0 1 0 1
Golden 0 1 0 1 1
retriever
Dalmata 0 1 0 1
Husky 1 0 1 0
siberiano
Pastor belga 1 0 1 0 1
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TABELA 4 - Resultados da associacao entre a variavel raca e a presenca

de anticorpos anti- Leishmania spp e anti-T. cruzi em amostras de caes da

regido noroeste do estado de Sdo Paulo, periodo de 2017-2020.
(Conclusao)

RIFI - Leishmania spp. RIFI - Trypanosoma cruzi
Ragas Reagente Nao Reagente Nao Reagente Total
Reagente
Pastor 0 1 0 1 1
maremano
Pug 0 1 0 1 1
Red heeler 1 0 1 0 1
West h 0 1 0 1 1
terrier
Whippet 0 1 0 1 1
Total 156 110 156 110 266

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.1 Associacao entre a presenca de sinais clinicos e a presencga

de anticorpos anti — Leishmania spp pelos testes de ELISA e DPP

Das 226 amostras de soro de sangue provenientes de caes
reagentes sorologicamente para Leishmania spp. aos testes de ELISA e ao
DPP, 83(31,2%) das amostras eram provenientes de animais
assintomaticos e 143(53,8%) sintomaticos (tabelo 5). O teste de
correcao de continuidade indicou associagao significativa entre os testes
de DPP e ELISA com os sinais clinicos apresentando o valor de p < 0,001,
com Intervalo de confianca de 95%. O sinal clinico mais frequente foi a
linfoadenopatia, em 88 animais (33,1%), seguido por emagrecimento em
67(25,2%), onicogrifose em 41(15,4%) (tabela 8).

TABELA 5 - Associagdo entre as variaveis sinais clinicos e presenga de
anticorpos anti-Leishmania spp pela técnica de DPP+ELISA

DPP+ELISA
SINAIS CLINICOS Reagente Nio Total
Reagente
Assintomatico 83 28 111
Sintomatico 143 12 155
Total 226 40 266

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.2 Associacao entre a presenca de sinais clinicos e a presenca

de anticorpos anti — Leishmania spp pela RIFI

Os resultados da RIFI para leishmaniose demonstraram que 44
das amostras reagentes foram provenientes de animais assintomaticos e
112 de sintomaticos. O teste de correcdo de continuidade indica
associacao significativa entre RIFI - Leishmania spp. com os sinais clinicos
(p < 0,001) com Intervalo de confianca de 95% (tabela 6).

Dentre os sinais clinicos mais ocorrentes: 65 (24,4%) foi a
linfoadenopatia, seguida de emagrecimento 51(19,2%), onicogrifose
34(12,8%), lesdo orelha 22(8,3%), focinho 17(6,4%),
Hepatoesplenomegalia 15(5,6%), pata 13(4,9%), outros 3 (1,1%),

conforme ilustrado na (tabela 8).

TABELA 6 - Associacao entre as variaveis sinais clinicos e RIFI -
Leishmania spp.
RIFI - Leishmania Spp.

SINAIS CLINICOS Reagente Nao Total
Reagente

Assintomatico 44 67 111

Sintomatico 112 43 155

Total 156 110 266

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.3 Associacao entre a presenca de sinais clinicos e a presencga

de anticorpos anti -T. cruzi a RIFI

Das 156 amostras que apresentaram anticorpos anti- T.cruzi, 44
eram procedentes de animais assintomaticos e 112 de sintomaticos. O
teste de correcao de continuidade indica associacao significativa entre
RIFI - Trypanosoma cruzi com os sinais clinicos (p < 0,001) com Intervalo
de confianca de 95% (tabela 7), sendo que 68 (25,6%) amostras eram
provenientes de animais que apresentaram linfoadenopatia, seguido de
emagrecimento em 51 (19,2%), onicogrifose em 37 (13,9%) e demais

sinais clinicos, que totalizam 41,1% da frequéncia (tabela 8).
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TABELA 7 - Associacdo entre as variaveis sinais clinicos e presenca de
anticorpos anti-Trypanosoma cruzi pela RIFI

RIFI - Trypanosoma Cruzi

SINAIS CLINICOS Reagente Nao Total
Reagente
Assintomatico 44 67 111
Sintomatico 112 43 155
Total 156 110 266

Fonte: Elaborado pelo autor.

TABELA 8 - Distribuicdo dos sinais clinicos em cdes reagentes aos testes
no periodo de 2017-2020.

Sintomaticos DPP Elisa RIFI - RIFI - T.
Leishmania cruzi
spp.
Linfoadenopatia 88(33,1) 88(33,1) 65(24,4) 68(25,6)
Emagrecimento 67(25,2) 67(25,2) 51(19,2) 51(19,2)
Onicogrifose 41(15,4) 41(15,4) 34(12,8) 37(13,9)
Lesao - Orelhas 28(10,5) 28(10,5) 22(8,3) 24(9,0)
Lesao - Focinho 20(7,5) 20(7,5) 17(6,4) 18(6,8)
Hepatoesplenom 19(7,1) 19(7,1) 15(5,6) 17(6,4)
egalia
Lesao - Patas 17(6,4) 17(6,4) 13(4,9) 15(5,6)
Outros 3(1,1) 3(1,1) 3(1,1) 3(1,1)
Pneumonia 1(0,4) 1(0,4) 0(0,0) 1(0,4)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.4 Associacao entre a faixa etaria e a presenca de anticorpos
anti-Leishmania spp e anti-Tryanosoma cruzi

O teste qui-quadrado X2, aplicado para verificar associagao entre

as variaveis apresentam os resultados:
Para RIFI - Leishmania spp, o X2 foi de 4.50, GL=2 e valor de p = 0.106.
Para RIFI - T. cruzi, o X2 foi de 4.11, GL=2 e valor de p = 0.128.

Para ambos testes o valor de p ndo se apresentou significativo.

Também foi realizado o teste de Mann-Whitney para verificar o

efeito entre a faixa etdria em relagcdo a presenca de anticorpos anti-
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Leishmania spp. e anti-T.cruzi e o valor de p se mostrou >0.05 ou seja, o
resultado foi ndo significativo, O tamanho do efeito da faixa etaria para a
presenca de anticorpos anti-Leishmania spp foi 0.0995 e para anti-T.cruzi
foi 0.0244 e ambas foram consideradas pequenas.

Quanto a varidavel faixa etdria em relacdo a presenca de
anticorpos pela RIFI para Leishmania spp e RIFI para T. cruzi, os
resultados foram semelhantes com predominancia de reagentes entre a
faixa etaria de 2 a 8 anos, seguida de animais com mais de 9 anos (tabela
9).

TABELA 9 - Distribuicdo e efeito o entre a faixa etadria e a presenca de
anticorpos anti- Leishmania spp e T. cruzi em amostras de caes da regiao
noroeste do estado de Sao Paulo, periodo de 2017-2020).

RIFI

Leishmania spp T. cruzi

Faixa Etaria Reagente Nao Reagente Nao
Reagente Reagente

<1 ano 8 5 11 2
2 - 8 anos 104 86 107 83
=9 anos 44 19 38 25
TOTAL 156 110 156 110

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Anadlise da Reacao Cruzada

As amostras foram avaliadas durante o periodo de 2018 a 2020,
utilizando-se o modelo de equacgao estrutural (SEM). O método de
estimacao aplicado foi Robust Weighted Least Squares (WLSMV),
promovendo qualidade de ajustes e o valor de p para o modelo de uso foi
de 0.990, o RMSEA 0.000, o CFI 1.000 e 0 TLI 1.115, sendo considerados
valores satisfatorios.

O Diagrama de Venn (fig. 3) ilustra a reagao cruzada (RC)
destacando-se como a varidncia comum, ou seja, o que os antigenos

Leishmania spp. e Trypanosoma cruzi compartilham entre eles.



47

No diagrama de caminho (fig. 4), entre as doze variaveis
observaveis analisadas, considerando-se como as preditoras da reacao
cruzada (variavel latente), as variaveis: local do bairro, o teste de Elisa e
os sinais clinicos apresentaram influencia significativas p menor que 0,05,
enquanto as demais varidveis obtiveram o valor de p acima de 0,05, nao
apresentando resultados significativos. A variavel bairro influenciou
negativamente (-0.1693 / -16%) o potencial de erro sendo que o valor de
p apresentou-se significativo (p=0.034).

O teste Elisa influenciou (0.25743 / 25%) a reacgao cruzada e o
valor de p foi significativo (p<0.00), assim como os sinais clinicos que
apresentou para a reagao cruzada (0.32359 / 32%), sendo valor de
(p<0.01). Em relacao as variaveis observaveis de mensuracdo a variavel
latente apresentaram influéncia maior para RIFI 7. cruzi 0.81/ 81%
(p<0.01) do que para RIFI Leishmania 0,77/ 77% (p<001). As variaveis
pelagem, porte, bairro e local de moradia, presenca de piso, nao
apresentaram resultados  estatisticamente  significativos  quando
correlacionados a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp e anti-
T.cruzi.(fig. 4)

Em anexo é possivel visualizar o modelo de equacdo estrutural
(f. 95)
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Figura 3 - O diagrama de Venn: ilustracdo das variancias: T. cruzi (T) e
Leishmania spp. (L) e suas relagdes com um fator latente (Reagdo cruzada
(RQC)).

“““ | TTT7T Tel =\anadnoas Espeaiicas
| RC = \andndia Comum
| A = Vananaas de Emo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 - Diagrama da técnica de Modelagem em Equacdes Estruturais

das variaveis sobre a ocorréncia

influéncia
reatividade para Leishmania spp e T. cruz periodo de 2018 - 2020.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O estudo demonstrou a alta prevaléncia de anticorpos anti-
Leishmania spp. e anti-T.cruzi em amostras de cdes oriundos da regiao
noroeste do estado de Sao Paulo, revelando a franca circulacao destes
protozoarios entre a populacao canina. A alta ocorréncia de reatividade
cruzada fundamenta-se na proximidade filogenética entre Leishmania spp.
e T. cruzi, acarretando resultados falso-positivos a sorologia; dependendo
do(s) antigeno(s) utilizado(s), RIFI pode ter menor reatividade cruzada
em comparacao com ELISA (TROCARELLI, et al., 2008).

A reatividade cruzada prejudica a capacidade de identificar se
um cdo esta experimentando ativamente uma co-infeccao de Leishmania
com T. cruzi se teve exposicao prévia a qualquer dos patdégenos ou
reatividade cruzada em um teste de diagndstico (BEASLEY et al., 2021) ou
até mesmo como resultado de co-infeccdes em cdes por multiplos
tripanossomatideos (PORFIRIO et al., 2018), bactérias como Ehrlichia spp,
Anaplasma spp, Borrelia spp e parasitas como Babesia spp, Neospora spp
e Toxoplama gondii (ZANNETE, 2006) entre outras, inclusive Dirofilaria
immitis, Paracoccidioides braziliensis (BEASLEY et al., 2021), como vem
sendo descrita na literatura compulsada em diversas regides do Brasil.

Os efeitos dessas co-infeccoes sobre a epidemiologia, as
respostas imunoldgicas, a apresentacao clinica e o manejo da
Leishmaniose Canina (LC) sdo importantes para o entendimento clinico e
molecular e as consequéncias epidemioldgicas, clinicas e imunoldgicas das
co-infecgbes, durante a leishmaniose canina com outras doencas
transmitidas por vetores pode acelerar a progressao da LC (BEASLEY et
al., 2021).

As co-infeccao caracterizam pela presenca de anticorpos anti -
tripanossomatideos, mas sem manifestacdao clinica constitui-se em um
grande desafio para o estabelecimento de diagndstico. A presenca de
reatividade soroldégica para ambos os tripanossomatideos indica a

necessidade da associacdo de mais de um teste sorolégico para a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beasley%20EA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beasley%20EA%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beasley%20EA%5BAuthor%5D
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confirmacdo especifica e real do diagndstico. Assim, outros métodos
diagnosticos devem ser associados, como o de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e/ou exame parasitoldgico simultdneos para estabelecer
o diagnodstico de leishmaniose canina (LC) como afirma Trocarelli et al.
(2009) em semelhante estudo realizado na cidade de Bauru.

No entanto, se a carga parasitaria de qualquer organismo for
baixa em uma amostra de diagndstico relevante, como sangue total, a
PCR pode ndo ser sensivel o suficiente para deteccdo, dependendo da
sequéncia alvo usada (GALLUZZI et al., 2018; ORDONEZET et al., 2020).
Desta forma, a associacdo entre testes de diagnodstico, quantitativos e
qualitativos devem ser empregadas a fim de se estabelecer o diagnostico
especifico para a enfermidade.

A analise dos resultados referentes a concordancia entre o teste
Elisa e a RIFI para a deteccao de anticorpos anti-Leshmania foi 71% e
confiabilidade (moderada) (Kappa = 0,350), os quais de acordo com
Pereira (2001) apresentaram uma boa concordancia, assim como os
resultados encontrados por Zanette (2006), que encontrou valor de Kappa
= 0,788, sendo considerado substancial e Viol et al. (2012) que obteve
uma concordancia considerada boa.

Foi verificado a soropositividade simultanea para Leishmania
spp. e para T.cruzi, nas amostras de soros de 141 dos 266 caes avaliados
no presente estudo e estes resultados corroboram aos verificados por
(TRONCARELLI et al., 2008). Observou-se ainda que a reatividade cruzada
foi maior em soros que apresentaram altas titulagcdes frente a ambos
protozoadrios, com um Kappa de Cohen mostrando concordancia de 89% e
confiabilidade substancial. Ja o coeficiente de correlacdao de Spearman (p),
apresentou uma correlacao forte, Spearman = 0,784 e p - valor = <
0,001, diferentemente de Mackinnon (2000), que nao observou correlagao
significativa Spearman em 0,170 com valor de p=0,344.

Os resultados ainda revelam uma maior ocorréncia de anticorpos
anti-Leishmania ssp., quando comparados aos anticorpos anti-T.cruzi

expressos nos testes, podendo estar associados a caracteristica endémica



52

da regiao para Leishmaniose da regiao. Outro aspecto relevante que
poderia explicar a baixa sensibilidade nos testes imunoldgicos de
Trypanosoma seria em funcdo do nivel de parasitemia que é variavel de
acordo com o estagio da infeccdao, sendo maior na fase aguda do que na
infeccao cronica (ARAUJO et al., 2002; PINEDA; LUQUETTI; CASTRO,
1998).

Assim, os resultados obtidos no estudo fornecem evidéncias de
infeccdes cruzadas por ambos os protozoarios nos animais analisados. Na
pesquisa de varidaveis com possivel associacdao a presenca de anticorpos
anti - Leishmania spp. e anti - T. cruzi na RIFI, foi avaliado a variavel
sexo, raga e sinais clinicos. Sobre a variavel sexo, ndao houve associagao e
nao foi observado valor de p significativo. Viol (2011), observou maior
ocorréncia de infeccao por Leishmania spp., tanto pelo ELISA, como pela
PCR (p<0,05) em caes machos e Almeida et al. (2009) e Dantas-Torres et
al. (2010) pela técnica de RIFI, ndo observaram diferenca significativa
entre as variaveis estudadas em relagao a ocorréncia de anticorpos contra
este protozoario. O que contradiz os achados de Zaffaroni et al. (1999) e
Dantas-Torres; Brito; Brandao-Neto (2006), que também notaram maior
proporcao de machos adultos infectados. De acordo com Anuradha; Pal;
Katiyar (1990), o nivel de testosterona influencia na susceptibilidade ao
parasita.

Na variavel raca, nao foi observado a associacdo entre a variavel
com a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. e anti-T. cruzi pela
RIFI, diferentemente de Martins (2018) que observou associacao de raca,
com os testes soroldgicos DPP+ELISA, o valor de p apresentou-se nao
significativo.

Nossos resultados demonstraram associacdo entre os variaveis
sinais clinicos com os testes sorolégicos DPP+ELISA e a RIFI para
deteccao de anticorpo anti-Leishmania spp. e anticorpo anti-T.cruzi,
assemelhando-se ao resultado obtido por Martins (2018), que também
observou associagao dos sinais clinicos com a presenca de anticorpo anti-

Leishmania spp. aos testes DPP+ELISA.
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No presente estudo observamos maior frequéncia
linfoadenopatia, emagrecimento, onicogrifose e lesdes de mucosa, assim
como Martins (2018), observou dermatopatia, onicogrifose,
emagrecimento e linfoadenopatia.

A associacdo da varidvel faixa etaria com a presenca de
anticorpo anti- Leishmania spp. e anti-T. cruzi foi avaliada por x2 que
apresentou valor de p nao significativo, nao observando associacao. Para
verificar o tamanho de efeito utilizou-se o U de Mann-Whitne, que
apresentou os valores do tamanho do efeito para Leishmania spp =
0.0995 e para T.cruzi = 0.0244 e sendo assim ambos considerados com
tamanho de efeito pequeno e o valor de p maior que 0,05 nao sendo
significativo. No estudo de Viol (2011), cdes adultos e idosos
apresentaram soropositividade para LVC e T. cruzi frente as provas
sorolégicas DPP, ELISA e RIFI. Martins (2018) obsersou maior percentual
de caes adultos reagentes ao DPP e ELISA.

De fato os cdes sao importantes reservatérios domésticos para
Trypanosoma cruzi e Leishmania spp., constituindo um problema de saude
publica mundial (GURTLER et al., 1993; GURTLER; CARDINAL, 2015;
MAIA-ELKHOURY et al., 2008). Eles sao considerados hospedeiros
mantenedores e sentinelas para estes parasitas, mas outros fatores
também sao determinantes da presenca do parasito em determinada
regiao.

Um desses fatores pode ser a presenca e ou a auséncia do
flebotomineo, ou ainda a possibilidade de outros vetores atuarem no ciclo
da transmissdo do parasita. Outros fatores de importdncia seriam a
propria distribuicdo geografica e sua intima relacdo com os movimentos
populacionais, a disponibilidade de reservatdrios, as modificacoes
ambientais a baixa condicdo econOmica e a distribuicio do vetor
(BASTOS; MADRID; LINHARES, 2015).

A caracterizacdo da ambiéncia e dos fatores de risco que
apresentam impacto direto sobre uma zoonose vem sendo descrita na

literatura abrindo novas possibilidades frente a compreensao da dindmica


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/trypanosoma
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/leishmania
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224418300531#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224418300531#bib24
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da enfermidade. Neste contexto, verificou-se que as variaveis utilizando o
modelo de equacodes estruturais, como localizagao do bairro, o teste Elisa
e os sinais clinicos e apresentaram influencia relevante frente a presenca
de anticorpos anti-Leishmania spp e anti T. cruzi.

O mesmo ocorre nos resultados encontrados por Martins, (2018)
gue também apontam a localizacdo dos domicilios e os sinais clinicos
como fatores de influéncia sobre a presenca de anticorpos anti-Leishmania
spp; no entanto os mesmos autores concluiram que a idade, o sexo, a
raca e o pelo curto também apresentaram-se como fatores de risco.
Fernandes et al. (2016) ainda inferem que a caracteristica do piso
também impactaria sobre a sororreatividade diferindo, dos nossos
achados.

De uma maneira geral os resultados do presente estudo
determinaram que os fatores realmente impactantes sobre os riscos a
reatividade frente a Leishmania spp e a T. cruzi foram & acuracia do teste
soroldgico utilizado para a sorologia e o grau de comprometimento da
enfermidade que possam estar diretamente associados ao grau de
parasitismos dos protozoarios.

Também analisadas pelo SEM, as varidveis relacionadas
diretamente a caracteristica do hospedeiro como idade, porte, sexo, raca,
grau de nutricao e pelagem nao influenciaram a presenca de anticorpos.
Nesse sentido, a utilizacdo do modelo de equacgao estrutural mostrou-se
ser uma excelente ferramenta na associacao dos fatores de risco que
realmente tiveram influéncia sobre as enfermidades.

A regido noroeste do estado de Sao Paulo apresenta areas
desmatadas para a pecuaria e agricultura, sofrendo uma forte acdo
antropica, corroborando assim, outros fatores de risco que devem ser
futuramente investigados e um estudo recente, que considerou a
vulnerabilidade socioecoldgica e o risco de possiblidade de zoonoses no
Brasil, apontou que o estado de Sao Paulo apresenta um risco médio com
base nos efeitos positivos e negativos da arborizacao da cidade, riqueza

de mamiferos, asfaltamento da cidade, cobertura vegetal natural e



55

perda de vegetacdo. Essas caracteristicas influenciaram na média de
casos de doencas zoonodticas por 100.000 habitantes nos 27 estados
brasileiros, de 2001 a 2019 (WINCK et al., 2020).

Aracatuba vem se destacando neste triste cendrio, como area
endémica para Leishmaniose, desde o primeiro caso descrito por
Luvizoto et al., (1999), tendo como suposta rota de disseminacdo da
doenca todos os municipios cortados pela, rodovia Marechal Rondon
(CARDIM et al.,, 2016). Pelo exposto, outros estudos devem ser
desenvolvidos com o objetivo de oferecer melhor compreensao das co-

infecgdes e co-exposicles, frente a patdgenos intracelulares.
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6 CONCLUSAO

A modelagem estatistica revelou-se uma 6tima ferramenta frente
aos dados analisados.

Observou-se a presenca de sororreatividade cruzada entre os
antigenos de Leishmania spp e Trypanosoma cruzi.

Nao foram observadas associacoes das variaveis: sexo do animal,
raca, faixa etaria e com a presenca de anticorpos anti-Leishmania
spp e anti-T.cruzi.

Os testes sorologicos apresentaram associagao com sinais clinicos.

O teste de Elisa, o bairro e os sinais clinicos constituiram fatores de
risco frente a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp e anti-
T.cruzi.

A variavel latente -Reacgdao cruzada- apresentou influéncia maior
para RIFI T. cruzi do que para RIFI Leishmania spp havendo a

associacdo entre a variavel observavel frente a sororreatividade.
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ANEXO B - RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA

TABELA 2 - Tabela de Concordancia dos resultados expressos e
comparados entre ELISA e RIFI para Leishmania spp., sendo o total 1 e 2
referentes aos resultados obtidos no teste ELISA e RIFI, respectivamente.

jamavi - sem2607 2

Varidvels Dados Andlises Editar
¥
D7 se
Colar '
Clipboard Editar Fontz Paragrafo Inserir Estilos
Interrater Reliability @ -
Interrater Reliability
Raters
< Ano Q- - Table
& 1DADE ano 2 || Otlisatesh P_RIFI_Leish
& 4 ifi Lei Elisa_lLeish REAGENTE MAOD_REAGENTE
< IDADE_ano - Transform 2 G P_Rifi_Leish REAGENTE a 153 e 73
ol 1dade_Faixa NAQ_REAGENTE 3 37
& N_RACA
Interrater Reliability
(a RACA
Method Cohen's Kappa for 2 Raters (Weights: unweighted)
ol N_PORTE
&, PORTE . Subjects 266
Raters 2
Table Agreement % 7
Kappa 0.350
Frequency Table z 713
p-value <.00
Tests

D Exact Kappa (>=3 Variables)

Weighted Kappa (Ordinal Variables only) | Unweighted
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4.2 ReacOes cruzadas para anticorpo anti-Leishmania spp. e anti-

Trypanosoma cruzi pela de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Table

P RIFI T Cruzi
P RIT FI_Leish REAGENTE NAO REAGENTE
REAGENTE 141 15
NAO_ REAGENTE 15 95

Interrater Reliability

Method Cohen's Kappa for 2 Raters (Weights: unweighted)
Subjects 266
Raters 2
Agreement % 89
Kappa 0.767
z 12.5

p-value <.001




jamovi - sem2607 2

80

Varidveis Dados
1 ; O / u] o O Q o
B o« B o 40 0% 0% 0% o%
Erploragio  Testest ANCVA  Regresséo  Frequéncias  Fator  LlinearModels MEDA  meddecide SEM rosetfa snowCluster
_ Plot
Matriz de Correlages
— Rifi_Leish Rifi_T_Cruzi

& tno Q-+ & Rifi_Leish “ e

& 1DADE zno & RifiTCna

&7 |DADE ano - Transform 2

00z

ol Idade Faiva

& NRACA .
ol N_PORTE ot d

ol NPELAGEM

& NsE00 .
Coeficientes de Correlagio Opgdes Adicionais . . s s

0

Pearson Relatar Significancia

Spearman D Sinalizar correlagdes significativas

Tau-b de Kendall D N

D Intervalos de Confianca

Hipoteses Grafico

@ Correlacionado Matriz de Correlagdes J 400 60

O Correlacionado positivamente Densidade de varidveis

O Correlzcionado negativamente Estatisticas =

Correlation Matrix

RIFI_Leish  RIFI_T_Cruzi

RIFI_Leish Spearman's rho
p-value
N

RIFI_T Cruzi Spearman's rho
p-value

N

0.782 *** —
<.001 —
266 —

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p <

.001

Rifi_Leish

Rifi_T_Cruzi
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TABELA 3 - Resultado da associagdo a variavel sexo e a presenga de
anticorpos anti-Leishmania spp e anti-T. cruzi.

= Varidveis Dados Andlises Editar
LX 5o
Colar D g C
Clipboard Editar Fonte Paragrafo Imserir Estilos
Tabelas de Contingéncia @ Contingency Tables
& o q a Ul:lhai Contingency Tables
£ |DADE_ano T |cra SEXO | P Rifi_Leish
r ',‘ IDADE_ano - Transform 2 Colunas SEXO REAGENTE NAC _REAGENTE Total
al dade Feixa > | | &aP.Rifi Leish | FEMEA  Observed &0 1 1
& N_RACA Contagens {opcional) Expected 827 583 141
&, raca N | | % within column 513% 555% 53.0%
ol N_PORTE = MACHO  Observed 76 49 125
' Y— ivers Expected 723 517 125
1l N PELAGEM > % within column 487 % 445% A7.0%
& PE_LAGEM Total Observed 156 110 266
4 Expected 156.0 110.0 266
N_SEXO 3 within column 1000 % 100.0 % 100.0 %
&7 N_NUTRIC2O >
» | Estatisticas .
¥ Tests
> | células Value df o
> ‘ Graficos ”( Dast ! 0302
x* continuity correction 0.299 1 0.585
N 266
Contingency Tables
Contingency Tables
P_RIFI_Leish
SEXO REAGENTE NAO_REAGENTE Total
FEMEA Observed 80 61 141
Expected 82.7 58.3 141
% within column 513% 55.5% 53.0%
MACHO Observed 76 49 125
Expected 733 51.7 125
% within column 48.7 % 44.5% 47.0%
Total Observed 156 110 266
Expected 156.0 110.0 266
% within column 100.0 % 100.0 % 100.0 %




Contingency Tables

P_RIFI_Leish
SEXO REAGENTE NAO_REAGENTE Total
X2 Tests
Value df p
X 0.451 1 0.502
X2 continuity correction 0.299 1 0.585
N 266
Plots
80 A
60
% P_Rifi_Leish
é 40 1 I REAGENTE

20 1

FEMEA MACHO
SEXO

| NAO_REAGENTE

82
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TABELA 3 - Resultado da associagdo a variavel sexo e a presenga de
anticorpos anti-Leishmania spp e anti-T. cruzi.

Varidveis Dados Analises Editar
K
02| oe
Colar 'O go (s
Clipboard Editar Fonte Faragrafo Inserir Estilos
Tabelas de Contingéncia C—)) Contingency Tables
& Ao Q- Ijl:]has Contingency Tables
£ IDADE_ano ® | Ga SEXO | P_Rifi_T_Cruzi
& IDADE_ano - Transform 2 Colunas SEXO REAGENTE  NAO_REAGENTE Total
il 1dzde Faba i | &a P_RifLT Crzi | FEMEA  Observed 70 62 141
£ N_RACA Contagens (opcional) Expect=d 827 583 141
&2 RacA > | | % within column 50.6% 56.4% 530%
ol N_PORTE e MACHO  Observed 77 43 125
- Niveis _
&5 PORTE Expected 733 51.7 125
Ill N BELAGEM 2 % within column 494% 436% 470%
&, PELAGEM Total Observed 156 110 266
& e Expected 136.0 110.0 266
. % within column  100.0% 1000%  1000%
& N_NUTRICAO -
% | Estatisticas )
¥ Tests
5 | Células Valuz df 5
s | Graficos ,{ 0.848 1 0357
X~ continuity correction 0634 1 0428
N 266
Contingency Tables
Contingency Tables
P_RIFL_T Cruzi
SEXO REAGENTE NAO_REAGENTE Total
FEMEA Observed 79 62 141
Expected 82.7 58.3 141
% within column 50.6 % 56.4 % 53.0%
MACHO Observed 77 48 125
Expected 733 51.7 125
% within column 49.4% 436 % 47.0%
Total Observed 156 110 266
Expected 156.0 110.0 266

% within column 100.0 % 100.0 % 100.0%




Contingency Tables

P_RIFL_T_Cruzi
SEXO REAGENTE NAO_REAGENTE Total
x2 Tests
Value df P
X 0.848 1 0.357

x2 continuity correction

0.634 1 0.426

N 266
Plots
80
60
@ P_Rifi_T_Cruzi
c
3 407 B REAGENTE
o I NAO_REAGENTE

20

FEMEA MACHO

SEXO
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= Varidveis Dados

Exploragao Testes t ANOVA

g 999

Tabelas de Contingéncia

& ano Q -
£ IDADE_ano

e‘f' IDADE_ano - Transform 2

ull 1dade_Faixa

& N_RACA

&a RACA

ol N_PORTE

& PORTE

ulll N_PELAGEM

a PELAGEM

& N_sExo

& sexo -

Analises

/

Regressdo
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TABELA 5 - Associacdo entre as variaveis sinais clinicos e DPP+Elisa -
Leishmania spp.

v | Estatisticas
Tests
oG
D ¥® com Corregdo de Continuidade
D Racio de verosimilhanga

D Teste Exato de Fisher

Testa 7 nara diferanca da ? nronarcfac

Editar
o / o m] s o
4 3 O% O% O%
Frequéncias Fator Linear Models meddecide SEM rosetta snowCluster
Contingency Tables
DPP_Leish
= Sinais_Clinicos POSITIVO  NEGATIVO Total
Linhas
5 | C"',a Sinais Clinicos ASSINTOMATICO 83 28 m
SINTOMATICO 143 12 155
Colunas o
— Total 226 40 266
= | (ra DPP_Lsish
Contagens (opcional)
= 5 Tests
Niveis Value df p
e ¥ 15.5 1 <.001
N 266
Plots
150 4

Medidas Comparativas (apenas 2x2)
D Réacio das Chances
D Log do Récio das Chances
D Risco Relativo
D Diferenca de proporgdes

W1 intervzlas da Canfianca

Contingency Tables

Contingency Tables

100 4

Counts

DPP_Leish

B POSITIVO
NEGATIVO

DPP_Leish
Sinais_Clinicos POSITIVO NEGATIVO Total
ASSINTOMATICO 83 28 111
SINTOMATICO 143 12 155
Total 226 40 266
x2 Tests
Value df P




x2 Tests

Value df p

X 155 1 <.001

N 266
Plots
150
100 1
42 DPP_Leish
= B POSITIVO
5] I MEGATIVO
50
0

ASSINTOMATICO SINTOMATICO
Sinais_Clinicos



= Vanidveis Dados Anzlises Editar
- 5 ) o oo Y [m] [m] [m] (m]
| %é é% / oo ﬁgh / 0w O O . O
Exploragdo Testes t ANOVA Regressdo  Frequéncias Fator Linear Models ~ MEDA meddecide SEM rosetta snowCluster
Contingency Tables
Tabelas de Contingéncia @ Elisa_Leish
e et Sinais_Clinicos  REAGENTE  NAO_REAGENTE Total
- Linhas o
& o Q ‘ &, sinais Clinicos | ASSINTOMATICO 23 2 1
& IDADE ano il SINTOMATICO 143 12 155
4" |\DADE_ano - Transform 2 Colunas Total 226 40 266
ol 1dade_Faixa ‘ & Eliza_Leish |
€> N_RACA Contagens (cpcional)
& Raca ‘ | ¥ Tests
ol N_PORTE - Value df o
Miveis
& poRTE v 155 ] <00
sl N_PELAGEM N 266
&5 PELAGEM
& Nsexo
&5 sexo = Plots
150 4
| v |Estat|’5ticas
Tests Medidas Comparativas (apenas 2x2)
i [ ] racio das Chances
D X° com Corregio de Continuidade D Log do Racio das Chances 100 1
D Récio de verosimilhanca D Risco Relativo @ Elisa Leish
= =
[] Teste Exato de Fisher ("] piferenca de proporgdes 2 B REAGENTE
) . &) NAO_REAGENTE
m Teste z para diferenga de 2 proporgdes Intervalos de Confianga -

Contingency Tables

Contingency Tables

Elisa_Leish

Sinais_Clinicos REAGENTE NAO REAGENTE Total
ASSINTOMATICO 83 28 111
SINTOMATICO 143 12 155
Total 226 40 266
x2 Tests

Value df o]
X2 15.5 1 <.001

N 266
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Plots
150
100 1
LC': Elisa_Leish
= B REAGEMTE
5] [ NADO _REAGEMTE
50 4
o 4

ASSIMNTOMATIEINTOMATICO
Sinais_Clinicos

TABELA 6 - Associacao entre as variaveis sinais clinicos e RIFI -
Leishmania spp.

Varidveis Dados Andlises
% B I Us ==== <> H2 D
r ODC | .ox om A == = = S Formula
colar ' - - Bloco de Codigo  Cabegalho Link
Clipboard Editar Fonts Paragrafo Inserir Estilos
Tabelas de Contingéncia C—)) Contingency Tables
& Ano Q - Linhas “ Contingency Tables
& IDADE ano | &a Sinais_Clinicos | P_Rifi_Leish
é? IDADE_ano - Transform 2 Colunas Sinais_Clinicos REAGENTE NAQ_REAGENTE Total
aill idade Faiva | &= p_rif_teish 2l ASSINTOMATICO 44 &7 11
& N_Raca CarEETE (EETATE) SINTOMATICO 112 43 155
@a RACA | | Total 156 110 266
ol n_PORTE i
Niveis
&= PORTE
ol M_PELAGEM ¥° Tests
&= PELAGEM Value df P
) s 284 1 <.001
&= sexo > N 266
‘ ~ | Estatisticas o S
Test Medidas Comparativas (apenas 2x2) Plots
x® [ ] racio das Chances
D X* com Correg3o de Continuidade |:| Log do Récio das Chances
D Récio de verosimilhanga |:| Risco Relativo o0
[ ] Teste Exato de Fisher [] piferenga de proporgdes
D Teste z para diferenga de 2 proporgdes Intervalos de Confianga
-l |4




Contingency Tables

Contingency Tables

P_RIFI_Leish

Sinais_Clinicos REAGENTE NAO_REAGENTE Total

ASSINTOMATICO 44 67 111

SINTOMATICO 112 43 155

Total 156 110 266
x? Tests

Value df 4]

X 284 1  <.001

N 266

mn P _Rifi_Leish

= 604 - =

g I REAGENTE

&) || MAO_REAGEMTE
30-

ASSINTOMATICEINTOMATICO
Sinais_Clinicos
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TABELA 8 - Associacdo entre as variaveis sinais clinicos e presenca de

anticorpos anti-Trypanosoma cruzi pela RIFI

= Varidveis Dados Andlises
i X

Colar (n|

Clipboard Editar Fonte

Tabelas de Contingéncia

& ano (o
£ 1DADE_ano

o, IDADE_ano - Transform 2

ol Idade_Faixa

& N_RACA

& raca

ol N_PORTE

&' PORTE

ol N_PELAGEM

2 PELAGEM

& N_sExo

&5 sex0 -

Editar

Paragrafo Inserir

Linhas

> | &% Sinais_Clinicos

Colunas

> | &5 P_RIfi_T_Cruzi

Contagens {opcional)

Miveis

v | Estatisticas

Tests
i
|:| %* com Correcdo de Continuidade
D Récio de verosimilhanga

D Teste Exato de Fisher

I:‘ Teste z para diferenga de 2 proporges

Contingency Tables

Contingency Tables

Medidas C

parativas (apenas 2x2)

D Récio das Chances

|:| Log do Racio das Chances
D Risco Relativo

D Diferenca de proporgdes
Intervalos de Confianga

P_RIFI_T_Cruzi

Sinais_Clinicos REAGENTE NAO REAGENTE Total
ASSINTOMATICO 44 67 111
SINTOMATICO 112 43 155
Total 156 110 266

X2 Tests
Value df p
X2 284 1 <.001

Contingency Tables

Contingency Tables

P_Rifi_T_Cruzi

Sinais_Clinicos

REAGENTE NAO_REAGENTE Total

ASSINTOMATICO 44 67 m
SINTOMATICO 112 43 155
Total 156 110 266
3 Tests
Value df p
e 284 1 <001
N 266
Plots



x2 Tests

Value df 4]

266

Counts

Plots

ASSINTOMATICENTOMATICO
Sinais_Clinicos

P_Rifi_T_Cruzi

B REAGEMTE
[ NAD_REAGEMTE
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TABELA 9 - Distribuicdo e efeito o entre a faixa etaria e a presenca de
anticorpos anti- Leishmania spp e T. cruzi de amostras de caes da regiao
noroeste do estado de Sao Paulo, periodo de 2017-2020)

K
h T | se
Colar 'O Cabega
Cliphoard Editar Fome Paragrafo Inseri Estilos
g e Contingency Tables
Tabelas de Contingéncia S ———
n : dade_Faixa REAGENTE NAO_REAGENTE Total

& Ao Q -~ Linhas i R
& DADE zno > | ol idade_Faixa <= 1ano 11 2 13

2-8 anos 107 83 190
< IDADE_ano - Transform 2 Colunas

P B >= 9 anos 38 25 63

&7 N_RACA > | @&ra P_Rifi_T_Cruzi

- Total 156 110 266
@a RACA Contagens (opcional)

ol N_PORTE =
& PORTE :

R Miveis ¥ Tests

l|.I N_PELAGEM = Value df p
Cra PELAGEM -

Py x° 411 2 0.128
<"_ N_SEXO ¥ continuity correction 411 2 0.128
&ra SEXO N 266
& N_NUTRICAO =
~ | Estatisticas Plots

Tests Medidas Comparativas (ap 2x2)
e [] récio das chances
¥* com Corregio de Continuidade I:I Log do Racio das Chances 80

D Racio de verosimilhanga D Risco Relativo

D Teste Exato de Fisher D Diferenca de proporgdes

D Teste z para diferenga de 2 proporgdes Intervalos de Confianga N _an P Rifi

Contingency Tables

Contingency Tables

P_RIFL_T Cruzi

Idade Faixa REAGENTE NAO _REAGENTE Total
<=1ano 11 2 13
2-8 anos 107 83 190
>= 9 anos 38 25 63
Total 156 110 266

X2 Tests

Value df p




x2 Tests

Value df p

X 4.11 2 0.128

x2 continuity correction 411 2 0.128

N 266

Plots
EH} 4

@ g P_RIifi_T_Cruzi

=

g P REAGENTE

o I MAO REAGENMTE
3_,:} -
.l =

<=1 anc 2-8 anos »=9 ancs

Idade Faixa

Independent Samples T-Test

Independent Samples T-Test

Statistic P Effect Size

|dade_Faixa Mann-Whitney U 7726 0.080 Rank biserial correlation 0.0995

Group Descriptives
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Group N Mean Median SD SE
Idade_Faixa REAGENTE 156 2.23 2.00 0.531 0.0425
NAO_REAGENTE 110 2.13 2.00 0.451 0.0430
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ANEXO C - MODELO DE EQUACAO
ESTRUTURAL (SEM)

Structural Equation Modelling

semlj : : semljsyn(Reacao_cruzada=~RIFI_Leish+RIFI_T_Cruzi
Reacao_cruzada~IDADE_ano+N_SEXO+N_PORTE+N_PELAGEM+N_Sinais
_Clinicos+N_Acesso_rua+N_M_cimento+N_M_terra+N_Local_Bairro+N_A
rea_Verde+N_DPP_Leish+N_Elisa_Leish)

Models Info
Estimation Method DWLS
Optimization Method NLMINB
Number of observations 172
Free parameters 108
Standard erros Robust
Scaled test Mean and variance adjusted
Converged TRUE
Iterations 66
Model Reacgao_cruzada=~RIFI_Leish+RIFI_T_Cruzi

Reagao_cruzada~IDADE_ano+N_SEXO+N_PORTE+N_
PELAGEM+N_Sinais_Clinicos+N_Acesso_rua+N_M_cim
ento+N_M_terra+N_Local_Bairro+N_Area_Verde+N_D
PP_Leish+N_Elisa_Leish

Nota. lavaan WARNING: The variance-covariance matrix of the estimated parameters (vcov)
does not appear to be positive definite! The smallest eigenvalue (= -3.691952e-15) is smaller
than zero. This may be a symptom that the model is not identified.

Nota. Factors scores (latent predicted values) saved in the dataset. Varnames:

PRFS_Reacgao_cruzada



Overall Tests

Model tests
Label X2 df p
User Model 3.08 11 0.990

Baseline Model 180.92 25 <.001
Scaled User 4,51 6 0.616

Scaled Baseline 95.40 13 <.001

Fit indices
959% Confidence Intervals
Type SRMR RMSEA Lower Upper RMSEA p
Classical 0.012 0.000 0.000 0.000 0.998
Robust  0.012 0.000
Scaled 0.012 0.000 0.000 0.099 0.741

User model versus baseline model

Model
Comparative Fit Index (CFI) 1.000
Tucker-Lewis Index (TLI) 1.115

Bentler-Bonett Non-normed Fit Index (NNFI) 1.115

Bentler-Bonett Normed Fit Index (NFI) 0.983
Parsimony Normed Fit Index (PNFI) 0.433
Bollen's Relative Fit Index (RFI) 0.961
Bollen's Incremental Fit Index (IFI) 1.047

Relative Noncentrality Index (RNI) 1.051




Estimates

Parameters estimates

97

959%
Confidence
Intervals
Estima Lowe Uppe
Dep Pred SE B z P
te r r
Reacao_cruz ©0.091 0.022 ) ~ 0.08
IDADE_ano 0.1554 0.333 0.131 1.708
ada 0 8 7
7 8 74 8
Reacao_cruz ~0.09 0.169 ] ~0.84
N_SEXO 0.0185 0.206 0.015 0.193
ada 1 7 7
7 9 73 3
Reacao_cruz 0.0367 0.075 ) 0.185 0.031 0.485 0.62
N_PORTE 0.111
ada 3 7 1 12 4 7
6
Reacao_cruz 0.0223 0.100 ] 0.218 0.018 0.223 0.82
N_PELAGEM 0.173
ada 9 1 5 97 7 3
8
Reacgao_cruz N_Sinais_Clin 0.3819 0.106 0.173 0.590 0.323 3.591 <.00
ada icos 0 3 5 3 59 2 1
Reacgao_cruz N_Acesso_ru 0.0105 0.101 0 18; 0.208 0.008 0.104 0.91
ada a 2 0 ' 4 92 2 7
4
Reagao_cruz 0.1371 0.272 ] 0.671 0.116 0.503 0.61
N_M_cimento 0.397
ada 7 7 7 23 0 5
4
Reacao_cruz ~ 0.261 ~ 0.316 ] 045
N_M_terra 0.1968 0.709 0.166 0.752
ada 7 0 2
7 8 81 3
Reacao_cruz N_Local_Bairr ) 0.094 ] i ] ) 0.03
0.1999 0.384 0.015 0.169 2.121
ada o 2 4
2 6 2 39 7



Parameters estimates
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959%,
Confidence
Intervals
Estima Lowe Uppe
Dep Pred SE B z p
te r r
Reacao_cruz N_Area_Verd 0.0218 0.095 0165_ 0.209 0.018 0.228 0.81
ada e 7 6 ' : 3 53 7 9
Reacao_cruz ~ 0.043 ~ 0.080 ) ~ 0.93
N_DPP_Leish 0.0033 0.087 0.002 0.078
ada 0 8
6 6 85 2
Reagao_cruz 0.3038 0.056 0.192 0.415 0.257 5.348 < .00
N_Elisa_Leish
ada 1 8 5 1 43 8 1
Measurement model
959%,
Confidence
Intervals
Estimat Lowe Uppe
Latent Observed SE B z ]
e r r
Reagao_cruzad 0.053 0.54 0.75 0.76 12. <.00
RIFI_Leish 0.649
a 1 5 3 6 2 1
RIFI_T_Cru 0.058 0.56 0.79 0.80 11. < .00
0.684
Zi 9 9 7 6 1
Variances and Covariances
959%
Confidence

Intervals
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Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z P
ate
0.412 0.081 0.252 0.573  0.412 <.0
RIFI_Leish RIFI_Leish 5.0388
94 95 32 57 94 01
RIFLT Cruz  RIFLT Cruz  0.348  0.083 083 0512 0348 = <0
i i 39 93 89 90 39 ' 01
Reacao_cruz Reacao_cruz 1.000 0.000 1.000 1.000 0.717
ada ada 00 00 00 00 95
1.000 0.111 0.780 1.219  1.000 <.0
IDADE_ano IDADE_ano 8.9303
00 08 53 47 00 01
~0.075 . 0.047 ] - 0.18
IDADE_ano  N_SEXO 0.100 0.249 0.100
78 59 1.3319 3
93 46 93
0.076  0.077 ~0.228 0.076 0.32
IDADE_ano  N_PORTE 0.076 0.9785
23 91 93 23 8
46
~0.076 ~ 0.125 ) - 0.75
IDADE_ano  N_PELAGEM 0.024 0.173 0.024
30 27 0.3181 0
27 81 27
N_Sinais_Cli ~ 0.078 "~ 0.131 ] - 0.77
IDADE._ano 0.022 0.175 0.022
nicos 40 46 0.2832 7
21 87 21
N_Acesso_r ©0.079 0.093 ) - 0.43
IDADE_ano 0.061 0.217 0.061
ua 18 24 0.7823 4
95 13 95
N_M_ciment "~ 0.073 ] i ] - 0.02
IDADE._ano 0.167 0.310 0.024 0.167
o 09 2.2902 2
40 67 14 40
©0.072 0.006 ] - 0.06
IDADE_ano  N_M_terra 0.136 0.279 0.136
91 33 1.8731 1
56 45 56
N_Local Bai  0.035  0.080 ~0.193  0.035 0.65
IDADE_ano 0.121 0.4451
rro 80 44 47 80 6
86
N_Area_Ver ~0.075 0112 ] - 0.63
IDADE_ano 0.036 0.185 0.036
de 95 64 0.4768 4
21 06 21



Variances and Covariances

100

95%
Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_DPP_Leis 0.006  0.042 ~ 0.089  0.006 0.87
IDADE_ano 0.076 0.1586
h 73 42 88 73 4
42
N_Elisa_Leis "~ 0.083 ~ 0.101 ] - 0.45
IDADE_ano 0.062 0.226 0.062
h 67 72 0.7442 7
27 27 27
1.000 0.001 0.996 1.003 1.000 565.54  <.0
N_SEXO N_SEXO
00 77 53 47 00 80 01
~0.075 ~ 0.051 ] - 0.20
N_SEXO N_PORTE 0.096 0.244 0.096
35 29 1.2792 1
39 07 39
0.048  0.075 ~0.197  0.048 0.51
N_SEXO N_PELAGEM 0.099 0.6452
99 92 79 99 9
82
N_Sinais_Cli ~0.075 0122 ] - 072
N_SEXO 0.026 0.175 0.026
nicos 99 46 0.3485 7
48 42 48
N_Acesso_r ~ 0.075 ©0.129 ] - 0.79
N_SEXO 0.019 0.168 0.019
ua 99 20 0.2598 5
74 68 74
N_M_ciment ~0.076 ~ 0.138 ] - 0.89
N_SEXO 0.010 0.159 0.010
o 03 63 0.1366 1
38 39 38
0.037  0.075 ~ 0.186  0.037 0.62
N_SEXO N_M_terra 0.111 0.4910
30 % 18 30 3
59
N_Local Bai  0.041  0.075 ©0.190  0.041 0.58
N_SEXO 0.107 0.5447
rro 38 08 29 38 6
53
N_Area_Ver ~0.075 0.090 ] - 0.44
N_SEXO 0.058 0.207 0.058
de 94 19 0.7724 0
66 51 66
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959%,
Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_DPP_Leis 0.001  0.076 ~0.150  0.001 0.98
N_SEXO 0.147 0.0166
h 26 04 29 26 7
77
N_Elisa_Leis ~ 0.074 ) ) ] - 0.00
N_SEXO 0.196 0.341 0.051 0.196
h 05 2.6530 8
45 58 32 45
1.000 0.287 0.437 1.562 1.000 <.0
N_PORTE N_PORTE 3.4830
00 11 27 73 00 01
0.214 0.063 0.089 0.340 0.214 <.0
N_PORTE N_PELAGEM 3.3562
66 96 30 01 66 01
N_Sinais_Cli 0.055 0.079 ] 0.211 0.055 0.48
N_PORTE 0.100 0.7017
nicos 78 49 59 78 3
02
N_Acesso_r 0.196 0.101 ] 0.396 0.196 0.05
N_PORTE 0.002 1.9350
ua 77 69 08 77 3
54
N_M_ciment 0.071 0.073 ] 0.215 0.071 0.32
N_PORTE 0.072 0.9782
o) 78 38 61 78 8
05
0.060 0.072 ] 0.203 0.060 0.40
N_PORTE N_M_terra 0.082 0.8291
52 99 57 52 7
54
N_Local_Bai 0.040 0.072 ] 0.181 0.040 0.57
N_PORTE 0.100 0.5592
rro 27 01 40 27 6
86
N_Area_Ver 0.104 0.060 ] 0.222 0.104 0.08
N_PORTE 0.013 1.7390
de 60 15 49 60 2
29
N_DPP_Leis ©0.020 ~ 0.013 ] - 0.18
N_PORTE 0.026 0.066 0.026
h 35 03 1.3198 7
86 74 86
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95%
Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_Elisa_Leis  0.091  0.106 ~0.299  0.091 0.39
N_PORTE 0.117 0.8578
h 31 45 94 31 1
32
1.000 0.023 0.954 1.045 1.000 43.006  <.0
N_PELAGEM  N_PELAGEM
00 25 43 57 00 1 01
N_Sinais_Cli ~0.075 ] i ] - 0.03
N_PELAGEM 0.158 0.307 0.009 0.158
nicos 91 2.0874 7
46 25 68 46
N_Acesso_r 0.072  0.074 ~0.218  0.072 0.33
N_PELAGEM 0.074 0.9630
ua 13 90 93 13 6
67
N_M_ciment  0.135  0.075 ~ 0.284 0.135 0.07
N_PELAGEM 0.012 1.7949
o 86 69 21 86 3
49
0.105  0.076 ~ 0.254 0.105 0.16
N_PELAGEM N_M._terra 0.043 1.3906
69 00 65 69 4
27
N_Local_Bai "~ 0.078 0.134 ] - 0.80
N_PELAGEM 0.018 0.172 0.018
Fro 23 42 0.2417 9
91 25 01
N_Area_Ver ~0.075 ~ 0.116 ) - 0.67
N_PELAGEM 0.031 0.179 0.031
de 64 57 0.4190 5
69 95 69
N_DPP_Leis 0.077 ~ 0.135 ] - 0.83
N_PELAGEM 0.016 0.169 0.016
h 80 84 0.2140 1
65 14 65
N_Elisa_Leis ©0.077 ©0.102 ] - 0.52
N_PELAGEM 0.049 0.201 0.049
h 56 86 0.6338 6
16 18 16
N_Sinais_Cli N_Sinais_Cli  1.000 0.034 0.932 1.067 1.000 29.032  <.0
nicos nicos 00 44 49 51 00 1 01
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95%
Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_Sinais_Cli N_Acesso_r 0.050 0.076 ] 0.201 0.050 0.50
0.099 0.6614
nicos ua 86 90 59 86 8
87
N_Sinais_Cli N_M_ciment 0.014 0.075 ] 0.163 0.014 0.84
0.134 0.1905
nicos 0 47 96 35 47 9
41
N_Sinais_Cli 0.025 0.075 ] 0.173 0.025 0.73
N_M_terra 0.123 0.3333
nicos 29 86 97 29 9
40
N_Sinais_Cli N_Local_Bai 0.029 0.076 ] 0.180 0.029 0.69
0.120 0.3880
nicos rro 79 78 28 79 8
70
N_Sinais_Cli N_Area_Ver 0.038 0.075 ] 0.186 0.038 0.60
0.108 0.5146
nicos de 77 35 46 77 7
91
N_Sinais_Cli N_DPP_Leis 0.135 0.094 ] 0.320 0.135 0.15
0.049 1.4382
nicos h 78 41 82 78 0
26
N_Sinais_Cli N_Elisa_Leis 0.318 0.086 0.148 0.488 0.318 36736 <.0
nicos h 82 79 72 93 82 ' 01
N_Acesso_r N_Acesso_r 1.000 0.085 0.833 1.166 1.000 11.751 <.0
ua ua 00 10 21 79 00 2 01
N_Acesso_r N_M_ciment 0.306 0.069 0.171 0.442 0.306 4.4403 <.0
ua o 72 08 34 11 72 ' 01
N_Acesso_r 0.281 0.068 0.146 0.415 0.281 <.0
N_M_terra 4.0905
ua 12 72 42 81 12 01
N_Acesso_r N_Local_Bai 0.045 0.076 ] 0.195 0.045 0.55
0.104 0.5943
ua rro 46 49 37 46 2

45
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95%
Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_Acesso_r  N_Area_Ver 0.111  0.071 ©0.250 0.111 0.11
0.027 1.5660
ua de 23 03 45 23 7
08
N_Acesso_r  N_DPP_Leis ©0.044 ©0.024 ] - 0.15
0.063 0.151 0.063
ua h 72 19 1.4190 6
46 11 46
N_Acesso r  N_Elisa_Leis  0.041  0.080 ©0.199  0.041 0.60
0.116 0.5139
ua h 51 79 85 51 7
82
N_M_ciment N_M_ciment 1.000 0.017 0.965 1.034 1.000 56.172 <.0
o o 00 80 11 89 00 9 01
N_M_ciment 0.929 0.034 0.862 0.997 0.929 26.882 <.0
N_M_terra
o 97 59 17 77 97 7 01
N_M ciment N_Local Bai ~ 0.075 0.046 ] - 0.18
0.100 0.248 0.100
o) rro 37 92 1.3374 1
81 54 81
N_M_ciment  N_Area_Ver 0.074  0.076 ©0.224  0.074 0.32
0.074 0.9811
o de 99 43 79 99 7
81
N_M_ciment N_DPP_Leis © 0.084 . 0.044 ) - 0.5
0.121 0.288 0.121
o h 86 38 1.4369 1
93 24 93
N_M ciment N_Elisa_Leis  0.043  0.074 ~ 0.189  0.043 0.56
0.103 0.5767
o h 17 86 89 17 4
55
1.000 0.025 0.950 1.049  1.000 39.859  <.0
N_M_ terra N_M_ terra
00 09 83 17 00 3 01
N_Local_Bai ~0.075 ~ 0.031 ] - 0.12
N_M_terra 0.115 0.263 0.115
rro 29 85 1.5369 4
72 28 72
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Confidence
Intervals
Estim
Variable 1 Variable 2 t SE Lower Upper B z p
ate
N_Area_Ver 0.027  0.076 ©0.177  0.027 0.71
N_M_terra 0.121 0.3648
de 85 33 44 85 5
75
N_DPP_Leis "~ 0.078 ~ 0.135 ] - 0.81
N_M_terra 0.017 0.170 0.017
h 07 07 0.2298 8
94 % 94
N_Elisa_Leis  0.028  0.074 ~ 0.175  0.028 0.70
N_M_terra 0.118 0.3777
h 33 99 30 33 6
65
N_Local_Bai  N_Local_Bai 1.000 0.072 0.857 1.142 1.000 13.718 <.0
rro rro 00 89 13 87 00 8 01
N_Local_Bai N_Area_Ver ) 0.073 ] ] ] - 0.00
0.199 0.342  0.055  0.199
rro de 12 2.7238 6
15 46 85 15
N_Local Bai  N_DPP_Leis ~ 0.058 ~0.030 ] - 0.5
0.083 0.197 0.083
Fro h 28 93 1.4292 3
30 53 30
N_Local Bai  N_Elisa_Leis "~ 0.084 0.142 ] - 0.78
0.022 0.187 0.022
Fro h 07 26 0.2678 9
52 30 52
N_Area Ver  N_Area Ver 1.000 0.070 0.862 1.137 1.000 14.268  <.0
de de 00 09 63 37 00 0 01
N_Area_Ver  N_DPP_Leis ~0.090 0.127 ] - 0.58
0.050 0.227 0.050
de h 51 41 0.5523 1
00 40 00
N_Area Ver  N_Elisa_Leis ©0.077  0.136 ] - 0.84
0.015 0.167 0.015
de h 51 55 0.1984 3
38 30 38
N_DPP Leis  N_DPP_Leis 1.000  0.692 2357 1.000 0.14
0.357 1.4436
h h 00 69 65 00 9

65
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Confidence
Intervals
Variable 1 Variable 2 E::iem SE Lower Upper B z p
N_DPP_Leis  N_Elisa_Leis  0.338  0.234 0798 0.338 0.14
h h 68 23 0.121 75 68 1.4429 9
38
N_Elisa_Leis N_Elisa_Leis 1.000 0.213 0.582 1.417 1.000 4.6938 <.0
h h 00 05 44 56 00 01
Intercepts
959% Confidence Intervals
Variable Intercept SE Lower Upper z P

RIFI_Leish 0.000 0.070 -0.136 0.136 0.000 1.000
RIFI_T_Cruzi 0.000 0.069 -0.135 0.135 0.000 1.000
IDADE_ano 0.000 0.076 -0.149 0.149 0.000 1.000
N_SEXO -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_PORTE -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_PELAGEM -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_Sinais_Clinicos 0.000 0.076 -0.149 0.149 0.000 1.000
N_Acesso_rua -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_M_cimento -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_M_terra -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_Local_Bairro 0.000 0.076 -0.149 0.149 0.000 1.000
N_Area_Verde -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
N_DPP_Leish 0.000 0.076 -0.149 0.149 0.000 1.000
N_Elisa_Leish -0.000 0.076 -0.149 0.149 -0.000 1.000
Reagao_cruzada 0.000 0.000 0.000 0.000




