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RESUMO
VARIJAOQ, B. M. Inquérito epidemioldgico de leishmaniose canina em um municipio da
regido do Recoéncavo Baiano. 2020. 73 f. Dissertacdo (Mestre em Ciéncia Animal nos
Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia,
2020.

O estado da Bahia apresenta casos de leishmaniose visceral humana (LVH) causada por
Leishmania infantum, assim como relatos de infeccdo em animais. O Recdncavo Baiano,
onde a doenga é conhecidamente endémica em humanos, até o presente momento nao
apresenta quantidade de estudos suficientes quanto a real situacdo da leishmaniose canina
causada por L. infantum (LCan). Objetivou-se investigar a situacdo epidemioldgica da
doenca canina no municipio de Muritiba, localizado no recéncavo, onde a LVVH € considerada
de ocorréncia esporadica. Foram examinados 351 cdes clinicamente e por meio de
diagndstico soroldgico e molecular (PCR) a partir de amostras de aspirado de medula 6ssea;
aspectos ambientais foram levantados e as localidades que tinham cédes soropositivos
registradas por georreferenciamento. Com base nos critérios do Ministério da Salude foi
considerado infectado o cdo com resultados positivos no teste de triagem (TR-DPP) e no teste
confirmatdrio (ELISA), encontrando-se uma soroprevaléncia de 15,7% (55/351). Nenhuma
associacdo foi encontrada entre a soropositividade para LCan e 0 sexo, raca, idade e se 0s
cdes eram domiciliados. Quanto a caracterizacdo clinica dos cées soropositivos, 72,7%
(40/55) apresentavam algum sinal clinico sugestivo de LCan, como alopecia (p<0,0001),
Ulceras na pele (p<0,0001), onicogrifose (p<0,0001), despigmentacao do focinho (p<0,0001),
crostas na pele (p=0,0051) e hiperqueratose (p<0,0001), alteracdes oculares (p=0,0117),
apatia (p=0,0007), emagrecimento (p<0,0001), mucosas hipocoradas (p=0,0015), linfonodos
aumentados (p=0,0139) e esplenomegalia (p<0,0001). O método de PCR em amostras de
medula éssea, realizado em 36 cdes soropositivos, confirmou a presenca de DNA de L.
infantum em 88,8% (32/36) desses cées. Verificou-se ainda que o0s animais positivos nao
estdo distribuidos uniformemente no municipio e que os aspectos ambientais como criacdo
de aves e falta de saneamento basico adequado podem facilitar a manutencéo do vetor na
regido, 0 que com a presenca do agente oferece um risco de transmissao para 0S seres
humanos e manutencdo da infeccdo entre os animais gerando um potencial para
endemicidade na &rea estudada. Os dados confirmam a ocorréncia de infeccdo e doenca
canina causada por L. infantum no municipio de Muritiba.

Palavras-Chave: Georreferenciamento. Leishmania infantum. Satde Unica. Zoonose.



ABSTRACT

VARJAO, B. M. Canine leishmaniasis epidemiological survey in a city from Reconcavo
Baiano region. 2020. 73 f. Dissertation (Master in Animal Science in the Tropics) - School

of Veterinary Medicine and Animal Science - Federal University of Bahia, 2020.

Bahia state presents cases of human visceral leishmaniasis (LVH) caused by Leishmania
infantum, as well as reports of infection in animals. Reconcavo Baiano, where the disease is
known to be endemic in humans, has not yet been studied for canine leishmaniasis caused by
L. infantum (LCan). The objective was to investigate an epidemiological situation of the
disease in the municipality of Muritiba, located in the reconcavo, where an LVH is
considered a sporadic occurrence. 351 dogs were examined clinically and by serological and
molecular diagnosis (PCR) from samples of bone marrow aspirate; environmental aspects
were raised and as places that had seropositive dogs registered by georeferencing. Based on
the requirements of Ministry of Health, the dog with positive results in serology a screening
test (TR-DPP) and a confirmatory test (ELISA) was considered positive, found a
seroprevalence of 15.7% (55/351). No association was found between seropositivity for
LCan and sex, race, age and whether the dogs were domiciled. Regarding the clinical
characterization of seropositive dogs, 72.7% (40/55) presented some clinical sign suggestive
of LCan, such as alopecia (p <0.0001), skin ulcers (p <0.0001), onychoglyphosis (p <
0.0001), depigmentation of the dog's snout (p <0.0001), crusts on the skin (p = 0.0051) and
hyperkeratosis (p <0.0001), eye changes (p = 0.0117), apathy (p = 0.0007), weight loss (p
<0.0001), pale mucous membranes (p = 0.0015), enlarged lymph nodes (p = 0.0139) and
splenomegaly (p <0.0001). Bone marrow PCR method performed in 36 seropositive dogs
confirmed the presence of L. infantum DNA in 88.8% (32/36) of these dogs. It was also found
that positive animals are not evenly distributed in the municipality and that environmental
aspects such as poultry farming and the lack of basic sanitation are adequate to allow the
maintenance of vectors in the region, or the presence of agents that offer a risk of transmission
to humans and maintenance of infection among animals that generate an endemic potential
in the studied area. The data confirm an occurrence of infection and canine disease caused

by L. infantum in the municipality of Muritiba.

Keywords: Georeferencing. Leishmania infantum. Single Health. Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por diferentes espécies de protozoarios do
género Leishmania que desencadeiam processos fisiopatologicos diversos. Em seres
humanos, a classificagdo da doenca se baseia no tipo de apresentagdo clinicopatoldgica,
dividindo-se em leishmaniose visceral humana (LVH) e leishmaniose tegumentar
(LAINSON; SHAW, 1987; TORRES-GUERRERO et al., 2017). As principais espécies
causadoras da LVH sdo L. donovani, agente etiolégico na Africa, Europa e Asia, e L.
infantum na regido do Mediterraneo (Europa) e nas Américas (ALVAR et al., 2012;
AKHOUND et al., 2016). L. infantum infecta cées e outros mamiferos domésticos e silvestres
(QUINNELL; COURTENAY, 2009), e embora o cdo também seja infectado por L.
donovani, é questionada a possibilidade de participacdo do cdo na transmissdo para humanos
em regides endémicas para essa espécie (AKTER et al., 2016).

O aspecto comum aos casos de LVH produzida por L. infantum na América ou por L.
donovani na Africa e Asia, é o fato de aproximadamente 94% desses casos ocorrerem em
paises em desenvolvimento como Etiopia, Quénia, Somalia, Sud&o, Suddo do Sul, india e
Brasil (WERNECK, 2014; WHO, 2019). Nesses paises, a morbidade e a mortalidade séo
altas, por ser a LVH uma doenca negligenciada pelas autoridades governamentais, em
aspectos como: (1) falta de planejamento estratégico de controle da doenca; (2) auséncia de
medidas voltadas para controle dos vetores; (3) falta de diagndstico e de tratamento adequado
das pessoas doentes; (4) falta de medidas publicas basicas como saneamento, dgua potavel,
coleta de lixo e aten¢do a educacdo, que fazem com que a populacdo ndo tenha adequada
qualidade de vida ou meios de se proteger contra a doenca (OKWOR; UZONNA, 2016;
WERNECK, 2014).

No Brasil, a espécie L. infantum é transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia
longipalpis e é responsavel por ocasionar a LVH e a leishmaniose canina (LCan), doengas
caracterizadas por serem sistémicas e cronicas que, quando néo tratadas, podem evoluir para
0 Gbito do hospedeiro, respectivamente o0 homem e o cdo (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018; RIBEIRO et al., 2018). No ambiente peri-urbano e urbano, o cdo doméstico é
considerado o principal reservatorio do agente infeccioso e um elemento importante da
cadeia epidemioldgica da infeccdo (DEANE; DEANE, 1955; CAMPOS et al.,, 2017;
GRAMICCIA, 2011). O governo brasileiro estabeleceu o Decreto N°51.838 em 14 de margo
de 1963, que trata das normas técnicas especiais de combate as leishmanioses no Brasil, em

que uma das medidas implementadas seria a identificacdo e eliminacdo de cées soropositivos



em testes laboratoriais como forma de controlar a doenca humana (BRASIL, 1963). Apesar
disso, a LVH se expandiu em todo o territorio nacional com registros de casos nas 26
unidades federativas brasileiras e no Distrito Federal com uma incidéncia de 3.455 casos/ano,
com letalidade de 8,9% no ano de 2018 (BRASIL, 2020). Além disso, estudos recentes
demonstraram que a eliminacéo de cées néo é eficaz para conter a expanséo da leishmaniose
causada por L. infantum (DANTAS-TORRES et al., 2019b; TRAVI et al., 2018).

Os dados das infec¢cbes humana e canina mostram que os estados do Nordeste do
Brasil apresentam os maiores indices de incidéncia e prevaléncia em comparagdo as outras
regides (BRASIL, 2020). Entretanto, ainda existem municipios do Nordeste com
subnotificacdo dos casos humanos e sem dados sobre a prevaléncia da infeccdo canina,
portanto, com mais deficiéncia nas medidas de controle e prevencao (FREITAS-ROCHA et
al., 2018; MAIA-ELKHOURY et al., 2007).

No ano de 2018, a Bahia ocupou o terceiro lugar no Nordeste com o maior nimero
de casos humanos de LVH (BRASIL, 2020). O Recdncavo Baiano é uma regido com
notificacbes de casos humanos, mas ainda existem muitos municipios sem registros
epidemioldgicos sobre infeccdo canina, a exemplo do municipio de Muritiba. Nesse sentido,
o0 presente trabalho objetivou investigar a situacdo epidemioldgica da LCan causada por L.
infantum no municipio de Muritiba-BA, localizado em uma regido de transmissdo da
leishmaniose humana (BRASIL, 2019a), bem como caracterizar por georreferenciamento a

distribuicdo da infeccdo canina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALEISHMANIOSE CANINA POR Leishmania infantum

2.1.1 Etiologia e Transmissao

A leishmaniose canina (LCan) é causada por protozoarios da espécie Leishmania
infantum que pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, com ciclo
bioldgico heteroxénico, necessitando assim de dois hospedeiros, um vertebrado, representado
principalmente por canideos (silvestres e domésticos), roedores e humanos, e de um
invertebrado, representado pelos insetos vetores (GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017,
LAINSON; SHAW, 1987; SCHLEIN, 1993). L. infantum é transmitida entre seus
hospedeiros a partir da picada de insetos pertencentes a ordem Diptera, da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, na linguagem comum flebotomineos. Apenas as
fémeas de flebotomineos realizam a hematofagia, devido a necessidade do repasto sanguineo
para amadurecimento dos ovos, portanto, sendo capazes de transmitir L. infantum para os
hospedeiros mamiferos (KILLICK-KENDRICK, 1990; MORAES et al., 2018). Nas
Américas, incluindo o Brasil, a espécie Lutzomyia longipalpis é a principal transmissora
desse parasito, conhecida popularmente por mosquito-palha, inseto muito pequeno cujas
larvas ndo aquaticas costumam se desenvolver em locais com matéria organica em
decomposicido (GUIMARAES-E-SILVA et al., 2017; LAINSON; SHAW, 1987;). Na Africa
e Eurésia os transmissores de L. infantum pertencem ao género Phlebotomus (P. perniciosus,
P. ariasi, P. neglectus e P. perfiliewi) (ALTEN et al., 2016; PETRELLA et al., 2015).

As formas bioldgicas de L. infantum sdo caracterizadas pela sua apresentacao
pleomorfica em duas formas distintas: as formas paramastigotas e promastigotas (forma
flagelar) encontradas no vetor L. longipalpis, e as formas amastigotas (forma aflagelar)
encontradas, principalmente, no interior de células do sistema fagocitico mononuclear de
hospedeiros mamiferos (MICHALICK; GENARO, 2005; MORAES et al., 2018). Quando o
vetor faz seu repasto sanguineo no hospedeiro mamifero infectado, ingere as formas
amastigotas, que no trato digestorio do vetor se transformam em promastigotas metaciclicas
(forma flagelada). No momento em que o vetor faz um novo repasto sanguineo em outro
hospedeiro mamifero, libera as formas promastigotas presentes em sua saliva, as quais sdo
fagocitadas por macrofagos teciduais infectando um novo hospedeiro (KILLICK-
KENDRICK, 1990).
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2.1.2 Fisiopatologia

As leishmanias ao serem inoculadas na pele do hospedeiro pelos vetores, invadem
células do sistema fagocitico mononuclear. Dentro dos macréfagos, o parasito sofre a
transformacdo da forma promastigota para a forma amastigota - intracelular obrigatoria
(ALEXANDRE-PIRES et al., 2010; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). As formas
amastigotas se multiplicam por divisdo binaria iniciada pela duplicacéo do cinetoplasto no
interior do vacuolo fagocitario dos macréfagos. Apds sucessivas multiplicagdes, na auséncia
do controle parasitario pela célula hospedeira, esta rompe-se e as amastigotas libertadas séo
fagocitadas por outros macréfagos (SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). Leishmania spp. pode
se disseminar nos macrdfagos para outros érgdos do corpo (visceralizagdo das amastigotas),
principalmente nos érgdos linfoides, tais como medula 6ssea, baco, figado e linfonodos,
embora macrofagos infectados ocasionalmente possam ser encontrados em todos os tecidos,
incluindo sangue, pele, pulmdes, rins, testiculos, coracdo, meninges e outros, causando uma
infeccdo cronica (TAFURI et al., 2001; ALVES et al., 2010; SILVA et al., 2002).

O desenvolvimento da doenca vai depender da resposta imune do hospedeiro a L.
infantum. Geralmente a LCan é caracterizada por linfadenopatia, hipergamaglobulinemia e
perda de peso, evoluindo cronicamente até a morte ou mantendo-se subclinica por periodos
variados (SOLANO-GALLEGO etal., 2011). Estudos com cées tém mostrado que a resposta
mediada por células Thl é responsavel pela resolucdo da infec¢do e que a proliferacdo de
células Th2 exacerba o processo infeccioso, caracterizando-se como uma infeccdo com
resposta polarizada (PINELLI et al., 1994; 2000; ALMEIDA-LEAL et al., 2014). Dessa
forma, cées infectados por L. infantum, tanto de forma natural quanto experimental, podem
apresentar uma resposta imune incapaz de conter a infecgdo e portanto sdo susceptiveis ao
desenvolvimento de infeccdo ativa caracterizada por sinais clinicos, doenca progressiva e
fatal; no outro polo, podem apresentar uma resposta imune capaz de controlar a infeccao, que
permanece subclinica e com baixas cargas parasitarias, mantendo esses cées clinicamente
saudaveis, sendo, portanto considerados resistentes a infeccdo (PINELLI et al., 1994; 2000;
ALMEIDA-LEAL etal., 2014; HOSEIN; BLAKE; SOLANO-GALLEGO, 2017).

Os cdes susceptiveis com infeccdo ativa desenvolvem a visceralizagdo das
amastigotas e uma producao descontrolada e intensa de anticorpos, detectada em exames de
patologia clinica como hiperglobulinemia (PROVERBIO et al., 2014). O excesso circulante
de gamaglobulinas é associado & deposicdo de imunocomplexos em diferentes tecidos,
levando as consequéncias inflamatorias que culminam com doenca e disfungdo em diversos
sistemas orgéanicos (RIBEIRO et al., 2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2011; KOUTINAS;
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KOUTINAS, 2014). A pele é um importante 6rgdo no progresso da infeccéo, sendo comuns
a presenga de Ulceras crostosas em pontas de orelha, cauda e focinho, a descamacéo
furfuracea e/ou alopecia (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013;
KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

Nos 6rgdos linfoides, ha reacdo inflamatdria e difusa com macréfagos repletos de
parasitos, o que resulta em hipertrofia dos linfonodos e esplenomegalia (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013). Nos rins, ocorre glomerulonefrite ou nefrite
intersticial devido a doenca por deposi¢ao de imunocomplexos nos glomerulos levando ao
comprometimento da funcdo renal (WILSON et al., 2017). As lesBes oculares tais como
ceratoconjuntivite, blefarite e uveite sdo também relacionadas com deposicdo de
imunocomplexos (FREITAS et al., 2017). Entretanto, qualquer tecido do corpo do céo
susceptivel pode ser acometido pela invasdo parasitaria e inflamacao subsequente, gerando
0 que se considera quadros atipicos de LCan, como por exemplo pneumonite,
discoespondilite ou enterite (ALVES et al., 2010; CIARAMELLA et al., 1997; RUIZ;
LALOY; BENCHEKROUN, 2015; NERY et al., 2015).

2.1.3 Diagnostico da Leishmaniose Canina por L. infantum
Para o diagnéstico da LCan por L. infantum é importante que o cdo passe por
avaliacdo meédico-veterinaria, para exame clinico e diagndstico laboratorial, que €
imprescindivel para uma definicdo diagnostica correta (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).
O diagnostico laboratorial das alteracdes patoldgicas produzidas pela infeccdo e
caracterizacdo clinica em diferentes estadios € feito por meio de testes de patologia clinica
(SOLANO-GALLEGO etal., 2011).

2.1.3.1 Diagnéstico Clinico e Patologia Clinica

O diagnostico clinico da LCan pode ser um problema para médicos veterinarios e
autoridades de saude publica devido a ampla variedade de sinais clinicos que podem ser
observados no cdo com LCan, podendo ser confundida com outras enfermidades. No geral,
0s cdes podem se apresentar clinicamente sadios (portadores de infecgdo subclinica) ou com
poucos sinais clinicos, enquanto outros apresentam doenca grave polissistémica (SOLANO-
GALLEGO et al., 2011) (Quadro 1). Além disso, por se tratar de uma doenca cronica, a
infeccdo pode estar clinicamente inaparente por anos, pois 0 aparecimento de sinais clinicos
depende do estado imunoldgico do cdo e da viruléncia da cepa de Leishmania (PINELLI et
al., 1994; 2000; ALMEIDA-LEAL et al., 2014).
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Quadro 1 — Manifestagdes clinicas e alteragdes laboratoriais encontradas na LCan por L.

infantum

MANIFESTACOES CLINICAS

Geral

o Linfadenomegalia generalizada

o Esplenomegalia

o Perda de peso corporal

o Poliuria e polidipsia

o Diminui¢do ou aumento do apetite

o Febre

o Letargia

o vOmito

o Palidez das membranas mucosas

o Diarreia (incluindo colite cronica)

Cutaneo

o Dermatite esfoliativa ndo pruriginosa, com
ou sem alopecia

o Dermatite papular

o Dermatite erosivo-ulcerativa

o Dermatite pustular

o Dermatite nodular

o Onicogrifose

Ocular

o Blefarite (esfoliativa, ulcerativa ou nodular)
e conjuntivite (nodular)

o Ceratoconjuntivite, comum ou seca

o Uveite anterior / Endoftalmite

Outros

o Lesoes ulcerativas ou nodulares
mucocutaneas e mucosas (orais, genitais e
nasal)

o Claudicagao (poliartrite erosiva ou nao
erosiva, osteomielite, polimiosite)

o Disturbios neurologicos

o Disturbios vasculares (vasculite sist€mica,

o Miosite mastigatoria atrofica

tromboembolismo arterial)

o Epistaxe

ALTERACOES LABORATORIAIS

Hemo

rama

© Anemia ndo regenerativa leve a moderada

o Trombocitopenia

o Leucocitose ou leucopenia

o Trombocitopatia

o Hemostasia secundaria prejudicada e
fibrinodlise

Proteinas séricas e

eletroforetograma

o Hiperglobulinemia, beta policlonal e / ou
gammaglobulinemia

o Hipoalbuminemia

© Diminuicdo da relacdo albumina / globulina

Perfil bioquimico / de urina

o Proteintiria leve a grave

o Atividades enzimaticas hepaticas elevadas

o Azotemia renal

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2013) e Solano-Gallego et al. (2011).

A LCan é caracterizada desde sinais clinicos tegumentares a sistémicos (SOLANO-

GALLEGO etal., 2011). As alteracdes dermatologicas mais relatadas sdo alopecia, dermatite

furfurécea e Ulceras cutaneas com distribuicdo local ou generalizada (MOREIRA et al., 2016;
SOLANO-GALLEGO et al., 2011; SILVA et al., 2017). O cdo pode também apresentar

apatia, emagrecimento progressivo com atrofia muscular, linfadenomegalia focal ou

generalizada, hepatoesplenomegalia, uveite, disturbios gastrointestinais (enterite, melena,
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diarréia), pneumonite, convulsdes, mioclonia, ptose facial, disfagia, estrabismo, andar em
circulos decorrentes das lesdes no sistema nervoso (CIARAMELLA et al., 1997; SOLANO-
GALLEGO etal., 2011; RIBEIRO et al., 2013; SILVA et al., 2017; BLAVIER et al., 2001).
As alteracdes laboratoriais mais comuns sdo anemia geralmente normocitica normocrémica,
trombocitopenia, aumento dos niveis séricos de proteinas totais e globulinas,
hipoalbuminemia e leucopenia, além disso, pode-se observar azotemia e alteracfes nas
enzimas de funcdo hepatica alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA)
(SOLANO-GALLEGO etal., 2011; RIBEIRO et al., 2013).

A imunossupressdo da resposta imune produzida e intensificada pela presenca de
Leishmania sp., favorece o aparecimento de patologias e/ou infecgdes oportunistas e/ou
concomitantes, associadas a outros patdgenos endémicos nas mesmas areas, como Ehrlichia
sp., Babesia sp. ou helmintos, dificultando o diagnéstico da LCan (FREITAS et al, 2012;
GAMA-MELDO et al., 2019).

2.1.3.2 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial para determinacdo da infeccdo pode ser feito de forma
indireta por meio da avaliagdo da resposta imune humoral, utilizando testes que detectam a
presenca de anticorpos especificos contra antigenos de Leishmania sp., principalmente no
soro. Existem varios testes soroldgicos que detectam principalmente IgG em resposta a
infeccdo, dentre eles os métodos baseados em imunocromatografia, imunofluorescéncia
indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico por adsorcdo a placa (ELISA) ou aglutinacdo
(MOREIRA et al., 2007; LEANDRO-JUNIOR, 2014; RIBEIRO et al., 2019). Além da
confirmacdo de uma suspeita clinica, os ensaios sorolégicos sdao também utilizados em
estudos epidemioldgicos e, de acordo com suas caracteristicas de aplicacédo, sensibilidade e
especificidade, sdo definidos como ensaios de triagem populacional, a exemplo do DPP®
(Dual Path Platform, Biomanguinhos, Fiocruz, BR), ou ensaios confirmatérios, a exemplo
do Ensaio Imunoenzimético (EIE-LVC, Biomanguinhos, Fiocruz, BR) (FIGUEIREDO et al.,
2018; TEIXEIRA et al., 2019).

O diagnostico laboratorial direto da infeccdo é feito por meio de exames capazes de
detectar a presenca do parasito ou de seu DNA nas amostras colhidas dos cdes, e sdo 0s
unicos verdadeiramente confirmatdrios da infec¢do por Leishmania spp. (SUNDAR; RAl,
2002; FARIA; ANDRADE, 2012). Os exames parasitoldégicos podem empregar técnicas
como o exame citoldgico, cultura, histologia ou imuno-histoquimica (MOREIRA et al.,

2007). As tecnicas moleculares sdo basicamente as variantes da Polymerase Chain Reaction
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(PCR), sendo elas qualitativas e quantitativas. Das qualitativas existem: a) PCR convencional
onde ocorre a desnaturacdo — separacao da dupla fita de DNA, anelamento ou hibridizacéo —
os iniciadores ou primers se ligam a fita de DNA que se pretende amplificar; extensdo ou
polimerizacdo — com o ponto de partida ja identificado, a Taq polimerase liga-se a fita
sinalizada pelo primer, repetindo-se durante vérios ciclos complementando-a; b) a Nested
PCR que foi projetada para melhorar a sensibilidade e a especificidade, envolvendo o uso de
dois conjuntos de iniciadores e duas reacdes sucessivas a PCR. E quantitativas como a gPCR
ou PCR em tempo real cujas metodologias permitem realizar a quantificacdo do alvo durante
0 processo de amplificacdo do DNA (MOREIRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2017,
SUNDAR; SINGH, 2018). Nenhum teste para o diagnostico da LCan apresenta 100% de
sensibilidade e de especificidade (RIBEIRO et al., 2019; DUTHIE; LISON; COURTENAY,

2018), portanto, o diagndstico de infec¢cdo e doenca requerem a associacdo de testes.

2.1.3.2.1 Sorologia

Os exames sorologicos recomendados pelo Ministério da Sadde sdo o teste de triagem
(teste rapido) determinado pelo teste imunocromatografico Dual Path Platform TR-DPP®
(Biomanguinhos, Fiocruz, BR) que emprega como antigeno a proteina recombinante k29 de
L. infantum e pelo ensaio imunoenzimatico ELISA (EIE-LVC, Biomanguinhos, Fiocruz,
BR), teste confirmatorio pelo Ministério da Saude, que usa antigenos sollveis de L. major-
like para detec¢do de anticorpos anti-Leishmania nas amostras caninas (BRASIL, 2014).

O teste imunocromatografico TR-DPP® apresenta sensibilidade entre 93% a 100%
em caes em condicdo subclinica, porém, em cdes doentes, apresenta elevada sensibilidade e
especificidade, de 99% a 100%, respectivamente (GRIMALDI et al., 2012; PESSOA-E-
SILVA et al., 2019). No método ELISA, a sensibilidade pode variar entre 71 e 100%, e a
especificidade entre 85% e 100% (MARCONDES et al., 2013).

Além dos testes padronizados pelo Ministério da Saude, a literatura descreve diversos
ensaios ELISA com diferentes niveis de acurécia. Dentre os fatores que resultam na maior
ou menor acuracia de um teste ELISA incluem-se as enzimas de deteccdo, sendo as mais
utilizadas as peroxidases e fosfatases, ou 0s equipamentos de detec¢do disponiveis
(espectrofotémetro, luminimetro, fluorimetro) (KHATKHATAY; DESAI, 1999). Outro teste
soroldgico conhecido € a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI ou IFI) que apresenta
uma sensibilidade de 68,0% e especificidade 87,5% (LIRA et al., 2006), conhecida como
uma técnica de dupla camada, baseando-se na deteccao de anticorpos no soro do paciente por

meio de antigenos de L. major fixados em uma lamina (LIRA et al., 2006).
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Tanto no ELISA, quanto em outros metodos sorologicos, um fator crucial na
capacidade diagndstica € a qualidade do tipo de antigeno (CONTRERAS, 2018; TRAVI et
al., 2018). A principal consequéncia da diversidade de testes com diferentes acuracias é que
os levantamentos epidemioldgicos podem resultar em proporcdes de positivos/negativos
maiores ou menores em uma mesma area conforme o teste escolhido, nao refletindo o grau
real de infeccéo.

Dessa forma, a literatura tem trabalhos como o de Laurenti et al. (2014), que contesta
o atual protocolo do Ministério da Salde e sugere a utilizagio do TR-DPP® como teste
confirmatdrio, ao invés do ELISA. Outros autores enfatizam aspectos como a facilidade de
manuseio e a rapidez na realizacdo do TR-DPP®, o que favorece a sua utilizagio fora do
ambiente laboratorial (GRIMALDI et al., 2012; WOYAMES-PINTO; RIBEIRO; TAFURI,
2016). Ha estudos que descrevem a ocorréncia relevante de resultados falso-positivos com
caes comprovadamente negativos (ALVES et al., 2012), ou falso-negativos em cées positivos
em testes confirmatorios (LOPES et al., 2017). Peixoto, Oliveira e Romero (2015) realizaram
uma metanalise para avaliar a acuracia dos testes diagndsticos de LCan com protocolos do
Ministério da Salde e estimaram uma sensibilidade de 83,5% (IC95% 78,3 a 87,9) e uma
especificidade de 72,9% (I1C95% 70,5 a 75,2) para TR-DPP e sensibilidade de 89% (1C95%
86,9 a 90,9) e especificidade de 87% (1C95% 85,6 a 88,3) para 0 ELISA com antigenos
brutos. Nesta revisao sistematica, observou-se uma heterogeneidade nos resultados dos testes
soroldgicos nas diferentes regides brasileiras.

Por essas raz@es, indica-se que estudos epidemioldgicos sobre a LCan por Leishmania
infantum em cées devam aplicar mais de um teste diagnostico, para evitar resultados falsos e
vieses (TRAVI et al., 2018).

2.1.3.2.2 Exames parasitoldgicos

Os exames parasitologicos sdo realizados a partir de amostras biolégicas como
medula 6ssea, baco e/ou linfonodo (SUNDAR; RAI, 2002). E possivel a identificacdo do
parasito em outras amostras, como sangue periférico e raspado cutaneo, quando o céo esta
com altas cargas parasitarias (GIUDICE; PASSANTINO, 2011; VERCOSA et al., 2012). O
exame parasitolégico por microscopia direta de aspirados de tecidos permite um diagndstico
rapido, porem é menos sensivel que os exames baseados em inoculacdo em meio de cultura
ou aqueles que envolvem técnicas histoldgicas ou imuno-histoldgicas, cujo processamento é

mais oneroso e demanda mais tempo (MOREIRA et al., 2007).
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A sensibilidade do exame parasitoldgico também é influenciada pelo tipo de amostra
biologica avaliada. Por exemplo, em amostras de medula 6ssea a sensibilidade é em torno de
60 a 85%, em linfonodos de 30 a 40% (SUNDAR; RAI, 2002). De acordo com Barrouin-
Melo et al. (2004), a sensibilidade das culturas de baco para deteccdo de Leishmania foi de
97,9%; nas culturas de linfonodos foi de 25%, sendo aspirado esplénico a amostra bioldgica
mais indicada em exame de cultura parasitaria. As limitacbes dos métodos parasitoldgicos
sdo o fato de ndo poderem determinar a espécie de Leishmania, mas somente o género, a
carga parasitaria da amostra avaliada que pode acabar ndo sendo detectada e também a
habilidade do técnico que ir4 avaliar a amostra (SUNDAR; RAI, 2002).

2.1.3.2.3 Exames moleculares

O exame molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction
— PCR) se baseia na deteccdo do DNA da L. infantum em amostras biolégicas. A PCR é
considerada o exame confirmatorio da infeccdo na LCan (SOLANO-GALLEGO et al.,
2017).

A PCR para L. infantum necessita que a amostra seja de tecidos em que a presenca do
parasito seja mais abundante e provavel, e de boa qualidade e estado de conservacéo, para
minimizar falsos negativos (BARROUIN-MELO et al., 2004). S&o preferiveis amostras de
puncdo de bacgo, pois é onde 0s parasitos se concentram e podem ser encontrados mais
facilmente no organismo (BARROUIN-MELO et al., 2004; SOLCA et al., 2014). Amostras
de medula dssea e linfonodo também possibilitam PCR com boa sensibilidade (QUARESMA
et al., 2009; SOLCA et al., 2014). Diferentemente, a sensibilidade do teste cai quando sio
utilizadas amostras de sangue total, uma vez que o parasito é mais provavelmente encontrado
no sangue somente quando o cdo tem alta carga parasitaria (QUARESMA et al., 2009;
PEREIRA et al., 2016).

As variaces mais utilizadas do método baseado em PCR sdo a qualitativa e a
quantitativa. A PCR qualitativa detecta a presenca ou ndo do DNA de L. infantum, enquanto
a PCR quantitativa, mais elaborada porém mais onerosa, além da presenca do DNA
parasitario, determina também a quantidade proporcional de parasitos presentes na amostra,
portanto, permite avaliar a carga parasitaria do cdo (ASCENCIO et al., 2019; DUTHIE;
LISON; COURTENAY, 2018). Em geral, a PCR é uma ferramenta util no diagnostico da
LCan, pois aumenta a sensibilidade para 90-100% em casos clinicamente suspeitos (ALVAR
et al., 2004), e para 80% na deteccdo de casos subclinicos (BERRAHAL et al., 1996).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO POR L. infantum

2.2.1 A Distribuicédo Geografica da Leishmaniose Visceral Humana

Nos ultimos anos, as leishmanioses se distribuiram ao redor do mundo aumentando
globalmente o nimero de casos da forma visceral em humanos e da LCan (WHO, 2019).
Diversos séo os fatores que contribuiram para esse aumento, como por exemplo: problemas
associados a saude publica, condi¢des precarias de vida, infraestrutura precaria, coinfecgdes
com doencas epidémicas, aumento da presenca dos vetores transmissores de Leishmania,
dificuldades no controle dos vetores, acimulo de matéria orgnanica proveniente de lixos, da
atividade humana e mudancas climéaticas (BOUSSAA et al., 2016; PETERSON et al., 2017;
CUNZE et al., 2019), ou seja, devido a fatores ambientais e socioeconémicos (FOLLADOR
etal., 1999; SOUZA et al., 2006; SILVEIRA et al., 2016).

A LVH é uma doenca presente em Vvarios paises do mundo (Figura 1) como no
continente Asiatico (India, China), paises do leste da Africa (Etiopia, Kenya, Sud3o), paises
da Europa ao redor do Mar Mediterraneo, e nas Américas, especialmente no Peru, Bolivia e
Brasil (ALVAR et al.,, 2012). A doenca apresenta uma alta morbidade e mortalidade
principalmente nos paises em desenvolvimento onde existem alta densidade populacional
associada a falta de cuidados basicos com salde, infraestrutura e saneamento precario (WHO,
2019).

Figura 1 - Status da endemicidade da leishmaniose visceral no mundo
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A LVH apresenta uma mortalidade global em torno de 26.000 a 65.000 6bitos por
ano, sendo considerada uma das seis principais endemias no mundo estando presente em
mais de 88 paises. Dos casos registrados na America Latina, 90% ocorrem no Brasil (WHO,
2019).

O primeiro caso de LVVH no Brasil foi descrito em 1913 em necropsia de um paciente
oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso (MIGONE, 1913). Em 1934, 41 casos foram
identificados em laminas de viscerotomias praticadas post mortem, em individuos oriundos
das RegiGes Norte e Nordeste, com suspeita de febre amarela (PENNA, 1934). O Dr. Evandro
Chagas, fundador do Instituto de Patologia Experimental do Norte (hoje Instituto Evandro
Chagas), fez os primeiros relatos da doenca na regido amazénica, em 1936 (SILVEIRA et
al., 2016). O casal Deane e Deane (1962), fez os primeiros estudos de distribuicdo geografica
e transmissdo da L. infantum em humanos e animais no pais. A doenca, desde entdo, vem
sendo descrita em varios municipios brasileiros, apresentando mudancas importantes no
padrdo de transmisséo, inicialmente predominando em ambientes silvestres e rurais e mais
recentemente em centros urbanos. Em média, cerca de 3.500 casos sdo registrados
anualmente e o coeficiente de incidéncia é de 2,0 casos/100.000 habitantes. Nos ultimos anos,
a letalidade aumentou gradativamente, passando de 3,2% em 2000 para 7,6% em 2012, e
8,9% em 2018 (BRASIL, 2020).

Em 2018, foram registrados 11 casos confirmados de LVH com 7,7% de letalidade
na regido Sul, 122 casos com 9,5% de letalidade na regido Centro-Oeste, 428 casos com
10,9% de letalidade na regido Sudeste, 737 casos com 8,2% de letalidade na regido Norte e
no Nordeste do pais foram registrados 1735 casos confirmados da doenca com 8,6% de
letalidade (BRASIL, 2020).

Na Bahia, a LVH é endémica em 52% de seus municipios, sendo registrados 15.341
casos no periodo de 1990 a 2018, com uma média de 529 casos/ano (BRASIL, 2020). A
regido central do estado apresenta o maior nimero de notificacdes de LVH em relacdo ao
resto do estado, porém houve uma dispersdo geogréafica para o litoral e o sul do estado,
tradicionalmente indenes, indicando mudangas no perfil ecoepidemioldgico da doenga
(OLIVEIRA; ARAUJO, 2003). O vetor, L. longipalpis, transmissor da infeccao, é facilmente
encontrado no estado da Bahia, incluindo o Recéncavo Baiano (CAMARGO, 2011).

O municipio de Muritiba localizado na regido do Recéncavo Baiano é classificado
como um municipio de transmissdo esporadica de leishmanioses, tendo sido notificado um

caso de leishmaniose tegumentar americana (LTA) nos anos de 2009, 2011 e 2013; e trés



casos (dois em 2008 e um em 2016) de LVH (BAHIA, 2018), diferentemente de outros
municipios como Camagcari e Feira de Santana que sdo classificados como &rea de
transmisséo intensa para LV (BRASIL, 2020). Entre 2016 a 2018, foi notificado um caso de
LV na area de Camagari, j& em Feira de Santana no ano de 2018 foram notificados 42 casos
de LV humana (BRASIL, 2019a).

2.2.2 A Distribuicdo Geografica da Leishmaniose Canina (LCan)

Diversos sdo os fatores associados a instalacdo de endemicidade da LCan para
infeccéo por L. infantum no Brasil, dentre eles a multiplicagio descontrolada dos cées devido
a precariedade de utilizacdo de métodos contraceptivos (castracdo); aos baixos indices
educacionais da populacdo humana, o que compromente 0 senso de guarda responsavel,
gerando abandono de animais e aumento da proporcdo de cédes errantes; as condigdes
precarias de infraestrutura e saneamento urbano, favorecendo a proliferacdo de vetores aliada
as dificuldades no controle desses vetores; e ainda a presenca de outras doencas infecciosas
na mesma area endémica favorecendo que cédes tenham coinfeccGes e portanto mais
debilidade do sistema imunoldgico fazendo com que desenvolvam altas cargas parasitarias
de L. infantum (DANTAS-TORRES et al., 2019a).

No Brasil, a LCan é investigada nas diferentes regides brasileiras, especialmente em
areas endémicas para LVH (JUDIELE et al.,, 2019). A soropositividade canina para
anticorpos anti-L. infantum é variavel (1,9% a 35%) nos estados brasileiros (PIMENTEL et
al., 2015; LINS et al., 2018). A regido Nordeste apresenta a maior quantidade de estudos
sobre soroprevaléncia de LCan (ROCHA, et al., 2018a; ROCHA, et al., 2018b; DEIRO et
al., 2018), seguido da regido Sudeste (RAMOS-AUGUSTO, 2018), Norte (SCHWANKE et
al., 2014), Centro-Oeste (TEIXEIRA et al., 2019) e Sul do pais (SOCCOL et al., 2017).

Nos municipios da Bahia, de acordo com dados das Secretarias Municipais de Salde,
existem notificacOes de casos de LCan. O Quadro 2 sumariza os estudos encontrados, até o
momento, sobre ocorréncia de cdes soropositivos nos municipios baianos, onde se observa

uma variacgdo de 0,06 a 50,3%.
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Quadro 2 — Soroprevaléncia de leishmaniose canina nos municipios da Bahia, Brasil

Municipio Soroprevaléncia | Técnica Autor/Ano de publicacdo

LCan diagnéstica

(Cées positivos /

Amostragem)
Jacobina 36% (84/235) ELISA ASHFORD et al., 1998
Salinas da Margarida 10% (55/558) ELISA SOUZA et al., 2006
Camacari 21,7% (56/258) ELISA JULIAO et al., 2007
Salvador 0,06% (6/881) ELISA BARBOZA et al., 2009
Monte-Gordo/Camacari 14,8% (53/358) ELISA SILVA etal., 2010
Dias D’Avila 6,7% (21/312) IFI; ELISA | OLIVEIRA etal., 2010
Lauro de Freitas e Camacari 10,7% (23/226) ELISA SEIXAS et al., 2012
Barreiras 17% (773/4.614) IFI; ELISA | LEITE, 2014
Camagari 21,8% (175/800) | ELISA GONGCALVES, 2014
Buerarema 50,3% (147/292) IFI LECA-JUNIOR et al., 2015
Dias D’avila, Itabuna, Ilhéus, | 26,1% (92/353) IFI DEIRO et al., 2018
Salvador, Feira de Santana, Jequié,
Eunépolis, Una, e Brumado

Nos municipios da regido do Recdncavo Baiano, de acordo com dados das Secretarias
Municipais de Saude, existem notificacfes de casos de LCan e em seres humanos. Em Salinas
da Margarida, foram identificados 96 casos de LVH de 2004 a 2008, comprovados por exame
parasitoldgico direto (citologia) (CAMARGO, 2011). Observou-se que a ocupacao urbana
feita sem um planejamento estratégico foi a responsavel pelo avanco da doenca na regiao,
além de atividades como a carcinicultura, que produz intenso acumulo de matéria organica
favorecendo a proliferacdo das larvas do vetor flebotomineo (SOUZA et al., 2006;
CAMARGO, 2011). Além disso, a atividade turistica desgovernada, aliados a saneamento
basico precéario intensifica o problema sanitario devido ao acimulo de lixo e esgoto nédo
tratado (CAMARGO, 2011). Um estudo anterior no mesmo municipio demonstrou que 10%

dos caes analisados foram diagnosticados positivos para LCan (SOUZA et al., 2006).

2.2.3 Reservatdrios e Medidas de Controle da Leishmaniose por L. infantum

O reservatério é o local (humano, animal, artrépode, planta ou matéria inanimada)
em que o agente infeccioso se mantém e se multiplica de maneira a ser transmitido a um
hospedeiro suscetivel (AVILA-PIRES, 1989; DANTAS-TORRES, 2007). No ambiente peri-

urbano e urbano, o cdo domeéstico é considerado o principal reservatério de L. infantum e um
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elemento importante da cadeia epidemioldgica da LCan e da LVH (GRAMICCIA, 2011). A
raposa é o principal reservatorio silvestre do parasito. O cdo doméstico e a raposa apresentam
condicdes que os caracterizam como bons reservatdrios, pois tém popula¢do numerosa, sdo
espécies gregarias, vivem por muito tempo, e apresentam grande atratividade ao
flebotomineo e intenso parasitismo visceral e cutdneo (SHERLOCK, 1996; CAMARGO,
2011; GHARBI et al., 2015). Outros animais silvestres e sinantrépicos como marsupiais
(sarigués — Didelphis didelphis), roedores como o rato de telhado - Rattus rattus, morcegos
— Phyllostomidae, e porcos do mato (Tayassu tajacu) tém sido encontrados albergando o
parasito (RICHINI-PEREIRA et al., 2014).

L. infantum j& foi encontrada em outras espécies animais como 0s gatos domésticos
(SILVEIRA-NETO et al., 2015) e em animais de produ¢do como bovinos (LOBSIGER et
al., 2010), equinos (KOEHLER et al., 2002), suinos, caprinos e ovinos. Entretanto, a
participacao desses animais nao esta muito bem definida no ciclo de transmissdo da doenca
(ROHOUSOVA et al., 2015).

Os seres humanos tém sido considerados hospedeiros acidentais de L. infantum,
mantendo temporariamente pequena populacdo de parasitos, ndo sendo, portanto, um
reservatorio adequado (ASHFORD, 1996). Entretanto, alguns autores demonstram ser o
homem doente e com altas cargas parasitarias também capaz de transmitir a infec¢do ao vetor
no Brasil (COSTA et al., 2000).

O céo suscetivel pode constituir fonte de infeccdo para os insetos vetores, mesmo
aparentemente sadio, quando alberga altas cargas parasitarias no processo inicial de uma
infeccdo ativa (MAIA; DANTAS-TORRES; CAMPINO, 2018). O achado de formas
amastigotas de Leishmania na pele de cées sem sinais clinicos evidentes é considerado um
indicador da importancia desses animais na epidemiologia da doenca (SILVA, 2007; TRAVI
etal., 2018).

O governo brasileiro criou o Programa Nacional de Controle da Leishmaniose
Visceral (PNCLV) que classifica municipios com transmissdo de LV com base na média de
casos dos ultimos cinco anos, em: areas sem transmissdo (ndo apresentam casos humanos);
areas com transmissdo esporadica (média de casos inferior a 2,4); areas com transmissao
moderada (média de casos entre 2,4 e menor que 4,4) e areas com transmisséo intensa (média
de casos acima de 4,4 de acordo com os valores calculados para a média de casos humanos)
(BRASIL, 2009; BRASIL, 2014). Dentre as medidas de controle estabelecidas no PNCLV
incluem-se realizar investigacdo epidemioldgica; controlar a doenca humana e identificar e

eliminar os cdes soropositivos em testes laboratoriais. Mesmo assim, a LVH se expandiu por
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26 unidades federativas brasileiras e no Distrito Federal com uma incidéncia de 3.455
casos/ano, com letalidade de 7,4% no ano de 2016 (BRASIL, 2020).

A eliminacdo de cdes, segundo varios autores, ndo é a medida de controle mais
adequada para conter a expansdo da leishmaniose causada por L. infantum (COSTA, 2011,
FARIA; ANDRADE, 2012; GONTIJO; MELO, 2004). A estratégia de eutanasia de caes vem
sendo questionada com base em diversos motivos. Ndo h4 nenhuma evidéncia cientifica
confiavel apoiando a eficacia da eutanasia de cdes como forma de reduzir a incidéncia de
LVH (GONZALEZ et al., 2015). Autores argumentam que reservatorios alternativos podem
desempenhar um papel na manutencéo do ciclo de vida de L. infantum e devem ser levados
em consideracdo quando uma estratégia de controle integrada é formulada (MAIA;
DANTAS-TORRES; CAMPINO, 2018). Além disso, cées eliminados sdo rapidamente
substituidos por cées jovens, geralmente mais suscetiveis a infeccdo primaria (NUNES et al.,
2010). Outro aspecto é que as ferramentas de diagnostico sorolégico frequentemente usadas
para a triagem de cdes como parte de um programa de eutanasia tém limitagdes em termos
de sensibilidade e especificidade (SILVA et al., 2011; TRAVI et al., 2018). A eliminacéo de
cdes implica altos gastos e ndo é uma alternativa valida do ponto de vista socioeconémico,
as instituicdes governamentais (COSTA, 2011).

Outras formas de controle da doenga estdo sendo estudadas, como tratamentos e 0
desenvolvimento de vacinas multiprotéicas mais especificas para LCan (PALATNIK-DE-
SOUZA, 2012; SOLANO-GALLEGO et al., 2017), controle do vetor e o uso de coleiras
repelentes com deltametrina (BETHONY et al., 2011; CAMARGO-NEVES, 2011; LEAL,
2017; RANGEL; VILELA, 2008).

A ideia mais defendida € que o controle efetivo da transmissdo de L. infantum requer
abordagens integradas, focando ndo apenas o cdo como fonte indireta, mas também o parasito
e, principalmente, o vetor flebotomineo (GALVEZ et al., 2018).

A eutanasia de caes em areas onde a LV é endémica deve ser substituido por medidas
alternativas ndo terminais, que possam prevenir infeccbes nos animais. Os membros do
Férum Mundial da Companion Vector-Borne Diseases (CVBD) recomendam as seguintes
medidas para reduzir o risco de infeccdo por L. infantum em cées e em seres humanos: 1-
Promover a prevencédo da picada de flebotomineo para reduzir o risco de infecgdo em cées
ndo infectados e sua propagacao em cées ja infectados; 2- Melhorar a saude geral e o estado
nutricional dos cées; 3- Implementar os conceitos mais recentes sobre 0 manejo clinico da

LCan, incluindo abordagens para diagnostico e tratamento; 4- Melhorar as condicGes
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ambientais e de habitacdo para reduzir a exposicdo dos seres humanos aos vetores
(OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013).

2.3 ANALISES ESPACIAIS DA LEISHMANIOSE HUMANA E CANINA A PARTIR DE
GEORREFERENCIAMENTO

As analises espaciais sdo ferramentas adicionais a metodologia utilizada pelos érgéos
de salde para a determinacdo de areas prioritarias e para a racionalizacdo financeira de
recursos para a vigilancia e controle de endemias em um municipio (BARBOSA, 2011).
Exemplo de uma dessas ferramentas, € geoprocessamento que consiste em um conjunto de
técnicas computacionais de coleta, analise e apresentacdo de dados espaciais. Dentre as
técnicas de geoprocessamento mais utilizadas tém-se 0 sensoriamento remoto via sistema de
posicionamento global (GPS), a cartografia digital, a estatistica espacial e os sistemas de
informacdes geograficas (SIG) (BERNARDI; LANDIM, 2013; LONGLEY et al., 2013).

Os SIG tém se tornado uma importante ferramenta no entendimento da epidemiologia
das leishmanioses facilitando a tomada de decisdes e garantindo um planejamento estratégico
para a alocacdo de recursos e implantacdo de medidas de controle da doenca. Estas
ferramentas permitem gerar mapas, delinear a distribuicdo de surtos e eventos, vetores,
reservatorios da doenca em humanos e da infec¢do em caninos, permitindo assim comparar
e associar estes achados a mudancas ambientais, sociais e econémicas além de possibilitar a
definicdo de areas prioritarias para vigilancia da LV, a fim de se obter resultados efetivos que
auxiliardo no controle da endemia (BARBOSA, 2011).

Estudos recentes em diferentes regibes brasileiras fizeram anélise espacial da
incidéncia da LVH e LCan com o objetivo de identificar areas de risco e adequar as medidas
de controle com base na ecoepidemiologia da leishmaniose (ARRUDA et al., 2019; BRUHN
et al., 2018; LANA et al., 2018). Uma pesquisa em Belo Horizonte mostrou a relacéo
temporal e distribuigdo espacial da LVH com o0s casos em cdes e em outros hospedeiros
(BRUHN et al., 2018). Arruda et al. (2019) utilizaram essa mesma abordagem para identificar
areas de risco para leishmaniose e de prioridade para a¢des de controle e prevengdo também
em Belo Horizonte, conseguindo categorizar 27 areas como prioridade maxima e 13 como
alta.

Um estudo recente de Cavalcante et al. (2020) caracterizaram a distribuicdo e
frequéncia da LVVH no Cearéa entre 2003 e 2017. Os resultados indicaram um aumento da
incidéncia e letalidade, como também a expansdo da doenca no estado. Buckingham-Jeffery

et al. (2019) desenvolveram um modelo espacial-temporal para compreender a dindmica de



transmissao da leishmania entre cdes na ilha de Marajd, no Para. O estudo determinou que a
prevaléncia de infeccdo em cées é fortemente afetada pelos pardmetros associados aos
flebotomineos e a proporcdo de cdes recém-introduzidos ja infectados. No sudeste do Brasil,
0s resultados soroepidemioldgicos e espaciais, de 597 guardides e seus 729 caes,
coletivamente mostraram falta de associagdo dos fatores de infeccdo entre 0s cées e seus
tutores, e que os cdes estdo mais expostos a infeccdo que seus donos (BENITEZ et al., 2018).

Na Bahia, no municipio de Feira de Santana, Carneiro et al. (2004) aplicaram as
geotecnologias no estudo da distribuicéo espaco-temporal da LV (casos humanos e caninos
e presenca de L. longipalpis), sob influéncia de fatores ambientais como temperatura,
umidade e precipitacdo. O estudo conseguiu delimitar as principais areas de risco para a
doenca no municipio, auxiliando na racionalizacdo de recursos e tomada de decisdes no
planejamento das atividades de controle.

Gurgel et al. (2005), testaram a contribuicdo do indice de vegetacdo por diferenca
normalizada (NDVI) em estudos epidemioldgicos da LV em 33 municipios da regido oeste
da Bahia, em 1997. A partir da compilacdo de dados de cobertura vegetal da area de estudo,
e de variaveis climaticas do periodo foi possivel verificar que a maior distribuicdo espacial
dos casos de LV e de captura do vetor L. longipalpis, foi registrada em areas de vegetacdo
tipica de caatinga, transicdo cerrado/caatinga. Bavia et al. (2005) classificaram, entre 0s anos
de 1990 a 1998, os municipios baianos em trés areas: areas de alto risco; areas endémicas e
areas de alerta para a doenca, aplicando uma mesma base cartogréfica utilizada por Gurgel
etal. (2005) enriquecida com os dados notificados da leishmaniose em humanos e da infec¢éo

em cdes e do vetor.
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3HIPOTESE

O protozoario Leishmania infantum estd presente no municipio de Muritiba como

agente causal de leishmaniose canina (LCan).

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Efetuar inquérito epidemioldgico da LCan no municipio de Muritiba - BA.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v’ Caracterizar cdes segundo a soropositividade, infeccdo e doenca causada por L.
infantum em cées no municipio de Muritiba;
v' Caracterizar por georreferenciamento a distribuicdo dos casos de LCan no municipio
de Muritiba.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

A populacéo canina estudada foi composta por cées domiciliados e semi-domiciliados
do municipio de Muritiba. O acesso aos cdes foi feito por meio de busca ativa, que consistiu
em visitas aos diversos ambientes onde os cdes poderiam ser encontrados (domicilios
principalmente) com o objetivo de localizar, examinar e colher amostras bioldgicas dos
animais. Os critérios de inclusdo dos cées no estudo foram ambos 0s sexos, todas as idades,
saudaveis ou doentes. Os guardides foram informados sobre os objetivos do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

Além da avaliacdo dos seus cdes, os guardides foram orientados sobre os métodos de
prevencdo da LCan seguindo as medidas listadas no manual Guia de Vigilancia em Saude
(BRASIL, 2019b). Os resultados dos exames para LCan foram informados aos guardides,
incluindo instrucGes sobre a necessidade de se buscar o servico médico veterinario, no caso
dos resultados positivos.

O estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
devidamente aprovado e registrado sob o protocolo N° 013/2017 pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal da Bahia (EMEVZ-UFBA) (ANEXO A).

5.2  AREA DE ESTUDO E DESENHO EXPERIMENTAL

A érea estudada foi o municipio de Muritiba, localizado na regido do Recéncavo
Baiano (12°37°35”’ latitude sul, 38°59°24’ longitude oeste) (Figura 2). O municipio ¢
caracterizado por abranger uma area territorial de 86,311 km? e conter uma populagio
estimada em 29.387 habitantes (IBGE, 2017). Segundo o IBGE (2017), Muritiba apresenta
0,660 de indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM, faixa de 0 — 1), os
trabalhadores formais (8,4% da populacdo) tém salario médio mensal de 1,6 salarios
minimos, e 46,4% da populacdo tem rendimento nominal mensal per capita de até meio
salario minimo; o indice de Desenvolvimento da Educacdo Basica (IDEB, faixa de 0 — 10)
na rede publica é de 3,8 tendo 96,7% de taxa de escolarizagdo de 6 a 14 anos. A cidade conta
com uma Secretaria da Saude, nove Centros de Saude/Unidade Basica, um hospital geral,
uma unidade movel de nivel pré-hospitalar na area de urgéncia, e um Nucleo de Apoio a
Salde da Familia (NASF).
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Figura 2 - Localizacdo geogréafica do municipio de Muritiba-BA
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A vegetacdo de Muritiba teve suas unidades alteradas por atividades humanas como
a agropecuaria e expansdo residencial, apresentando-se como area antropizada em diferentes
estagios, segundo dados do INEMA (2014). Por seu clima tropical atlantico variar do imido
ao sub-Umido Muritiba é caracterizado por possuir originariamente uma vegetacao de floresta
decidual e semi-decidual. Dentro da cidade existem pequenas ilhotas de vegetacdo arborea.
Ao longo do ano, em geral a temperatura varia de 19°C a 33°C e raramente € inferior a 16°C
ou superior a 36°C (INEMA, 2014; INPE, 2020; WEATHERSPARK, 2020).

A regido de Muritiba tem dois distritos: Sdo José do Itapora localizado na zona rural,
e a sede do municipio (centro), que se localiza na zona urbana. Neste estudo foram avaliados
cées domiciliados e semi-domiciliados residentes em 163 domicilios na sede da cidade
(Centro) e em 65 domicilios no distrito Sdo José do Itapord na zona rural. Muritiba também
apresenta alguns povoados (Gravata de Cima, Gravata de Baixo, Cachoeirinha, Pau Ferro),
infelizmente por dificuldades de transporte, desconhecimento de representantes locais e falta
de acesso a esses povoados, ndo foram possiveis investigagdes para LCan nos povoados do

municipio.
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Muritiba é classificada como &rea de transmissdo esporadica para a leishmaniose
humana (BRASIL, 2019b), com a tltima notificacdo de LVH registrada em 2016. N&o foram
encontrados registros oficiais (no periodo de 2007-2018) e nem na literatura sobre a situacéo
epidemioldgica da LCan no municipio.

O estudo desenvolvido no presente projeto de dissertacdo ocorreu no periodo de
marco de 2018 a julho de 2019, e é caracterizado como estudo de corte transversal em uma
amostra por conveniéncia da populacdo canina no municipio de Muritiba-BA. Essa area foi
selecionada devido a sua classificacdo como area de transmissdo esporadica para LVH
(BRASIL, 2019b).

Foram eliminados da pesquisa os domicilios visitados em que os tutores nao
colaboraram ou responderam o questionario referente ao cdo e dados ambientais, também
aqueles que ndo permitiram avaliar o cdo ou fazer colheitas de amostras biologicas para
exames de diagnostico da LCan. Desta forma, foram visitados os domicilios ao lado ou
préximos ao domicilio eliminado e computados aqueles em que os guardides permitiram
essas analises. De todo modo, todos os tutores de cdes participantes ou ndo da pesquisa
receberam informacdes referentes a doenca, transmissédo, e cuidados basicos de prevencéo.

O calculo amostral foi realizado seguindo os critérios do Ministério da Saude e do
Instituto Pasteur (2013), constantes na Nota Técnica 02 - IP/CCD/SES-SP —07/10/2013, que
estabelece que a populacéo de cées representa 10 a 20% da populagdo humana nos estados
brasileiros (REICHMANN; PINTO; NUNES, 1999; BRASIL, 2009), e na Bahia segundo a
SESAB (2019) essa propor¢do representa 11% da populacdo humana. No Ultimo censo
demografico de Muritiba, a populacdo humana foi estimada em 28.899 habitantes (IBGE,
2017). A partir desse dado determinou-se que a populacéo canina seria de 11% em relacdo a
populacdo humana, ou seja, de 3.179 cdes. A determinacdo do tamanho da amostra foi obtida
no programa Epiinfo versdo 7, considerando os critérios: (1) 50% como prevaléncia esperada
para LCan, por ndo existir estudos prévios que estimem a prevaléncia da infeccdo no
municipio; (2) uma margem de erro aceitavel de 5% e nivel de confianca de 95%. Dessa
forma, o tamanho amostral aproximado foi de 351 cées.

Todos os cdes foram avaliados por meio de um exame fisico com o objetivo de
caracterizar o quadro clinico. Apos o exame fisico, foram colhidas amostras de sangue
periférico de todos os cdes da amostragem e medula 6ssea da regido do manubrio do 0sso
esterno de cées soropositivos para diagnéstico e confirmacdo da circulacdo de L. infantum

no municipio do estudo.
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Ap0s o exame dos cdes, foram registradas as observacdes sobre as caracteristicas do
ambiente que cada animal vivia tais como: presenca de outros animais, area com lixo
organico, vegetacdo, saneamento basico, presenca de criancas ou idosos, infra-estrutura da
rua e tipo de moradia (APENDICE B).

5.3 EXAME FiSICO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

O exame fisico de cada um dos 351 cées foi feito de acordo com o0s critérios
determinados na literatura especializada para classificacao clinica da LCan (BARROUIN-
MELO et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 2011). Para tanto, foi utilizada uma
ficha clinica que contém detalhamento suficiente para caracterizar a LCan (ANEXO B) com
registro dos dados sobre a anamnese e exame fisico dos caes. A ficha clinica é a mesma
utilizada pela equipe de pesquisa do Ambulatério de Leishmanioses Zoono6ticas (ALZ) do
Hospital de Medicina Veterinaria Prof. Renato Rodemburg de Medeiros Netto (HOSPMEV-
UFBA).

A anamnese consistiu de informacgdes de cada cdo, incluindo idade, sexo, raca,
pelagem, procedéncia, historico de vacinacdo, acesso ao ambiente externo ao domicilio
(domiciliado e semi-domiciliado), doencas e tratamentos prévios e medica¢des em uso. Com
base no exame fisico, para avaliar a gravidade da doenca dos cées infectados do estudo
utilizou-se os critérios estabelecidos por Silva et al. (2017) com adaptacdes. Cada sinal
clinico recebeu um escore de 0 a 1 para auséncia ou presenca da alteracdo, respectivamente.
Os parametros clinicos avaliados foram: atitude ativa ou apética; perda de peso;
gastroenterite; neuropatia; hematoquesia, melena, diarreia; vomitos; score corporal; mucosas
hipocorada; desidratacdo; oftalmopatia; linfonodos aumentados; baco palpavel; edema em
membros; ascite; febre; epistaxe; alopecia; descamacdo furfuracea; Ulceras na pele; crostas;
hiperqueratose; vasculite; onicogrifose; despigmentacdo do focinho; nodulos; dermatite;
neuropatia.

Apds o exame fisico, foi realizada a colheita de amostras de sangue periférico e
aspirado de medula 6ssea. A colheita de sangue foi realizada sob contengdo manual e o
aspirado de medula dssea sob sedacdo com acepromazina (0,05 mg/kg) e anestesia local com
lidocaina (2-5 mg/kg) (PAPARCONE et al., 2013), todos os métodos baseados nos preceitos
de bem-estar animal. Dez mililitros de sangue foram obtidos por meio da puncéo da veia
jugular ou cefalica, e distribuidos em tubos sem aditivos para separagdo do soro por
centrifugagéo a 1.200 x g por 10 minutos. O soro foi acondicionado em caixas de transporte
isotérmicas com gelo seco para garantia de refrigeracdo adequada (4°C) e enviado por via



aérea para o Laboratdrio de Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina
Tropical de S&o Paulo da Universidade de Séo Paulo para o diagndstico sorologico da LCan.
Aproximadamente 500 uL do aspirado da medula dssea da regido do manubrio do
0sso esterno foram colhidos com o auxilio de agulha 40 x 12mm e seringa de 20mL
(PAPARCONE et al., 2013). Uma parte do aspirado da medula éssea foi destinado ao preparo
de esfregacos em ldminas para investigar formas amastigotas de Leishmania sp. por anélise
citoldgica. Outra parte da amostra da medula 6ssea foi armazenada a -20°C para o diagndstico
molecular da infeccdo por L. infantum. O exame citologico e o diagnostico molecular foram
realizados no Laboratdrio de Infectologia Veterinaria (LIVE) do HOSPMEV-UFBA.

5.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECCAO POR L. infantum

5.4.1 Exame parasitoldgico

Ap0s a confecgdo das laminas com o aspirado de medula dssea, o esfregaco foi corado
com corante hematoldgico pandtico rapido (Pandtico Rapido®, Laborclin, S&o Paulo) e foi
analisado em microscopio optico convencional (Olimpus, China, modelo CX22ledrfs1) no

aumento de 1000x, para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.

5.4.2 Exame soroldgico

A deteccdo de anticorpos anti-Leishmania foi determinada pelo teste
imunocromatografico Dual Path Platform TR-DPP® (Biomanguinhos, Fiocruz, BR) e pelo
teste imunoenzimatico ELISA (Biomanguinhos, Fiocruz, BR), recomendados pelo
Ministério da Saude.

O teste TR-DPP® emprega como antigeno a proteina recombinante k29 de L.
infantum. Para realizacdo do teste, foram utilizados 5 pL de soro conforme as instru¢Ges do
fabricante (Biomanguinhos, Fiocruz, BR).

Para 0 método ELISA, foi utilizado o kit Ensaio imunoenzimatico para diagnostico
da Lcan (EIE-LVC, Biomanguinhos, Fiocruz, BR), que usa antigenos soltveis de L. major-
like para detecgéo de anticorpos anti-Leishmania nas amostras caninas. O ensaio foi realizado
seguindo as orienta¢des do fabricante (EIE-LVC, Biomanguinhos, Fiocruz, BR).

O critério utilizado para conclusdo diagndstica sobre a soropositividade para Lcan
baseou-se nas instru¢des do Ministério da Saude para diagnostico da Lcan (BRASIL, 2019b),
que estabelece o cdo soropositivo como aquele que apresenta resultado positivo em ambos
os testes TR-DPP® e ELISA.
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5.4.3 Diagnostico molecular

Amostras de medula 6ssea dos cdes soropositivos nos dois testes soroldgicos (TR-
DPP® e ELISA) foram destinadas ao exame molecular Polymerase Chain Reaction (PCR)
multiplex para confirmar a infecgdo.

A PCR multiplex foi realizada para detecc¢do simultanea da regido alvo do DNA do
controle endogeno e da L. infantum, conforme o protocolo previamente padronizado para
amostras caninas e empregado na rotina do LIVE. As amostras destinadas ao exame
molecular foram conservadas a -20°C. O DNA total de amostras de aspirado de medula dssea
foi extraido por meio do kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega®,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantidade e qualidade do DNA
foram determinadas por densidade Optica em espectrofotometro L-quant 1.0 (Loccus®,
Brasil). As amostras de DNA com uma relacdo 260/280 com valores entre 1.8-2.0 foram
submetidas a PCR multiplex.

O controle enddgeno foi empregado para confirmar a auséncia de inibidores da PCR
nas amostras estudadas. Os iniciadores utilizados para a amplificacdo da regido especifica do
controle enddgeno glyceraldehyde-3-phosphate (GAPDH) foram: 5
CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’(F) e 5-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’'®
(BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2003). Para deteccdo do DNA de L.
infantum foram utilizados os iniciadores 5’-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3’(RV1) e
5’CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3’(RV2) (LACHAUD et al., 2002).

As condigdes da PCR foram: 13,3 uL agua ultrapura livre de RNAse e DNAse; 2,5
pL de tampao 10x (Invitrogen®, EUA); 1 mM de MgCI2; 200 uM de dNTP (Invitrogen®,
EUA); 10 pmol dos iniciadores; 1.2 U de Taq Platinum Polimerase (Invitrogen®, EUA); e 1
pL (80 a 100 ng) de DNA, em volume final de reacdo de 20 pL. O termociclador (Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler®) foi ajustado nas seguintes configuracdes: 94°C por 2
min; 94°C por 30 seg; 61°C por 30 seg; 72°C por 30 seg; 72°C por 5 min em um total de 35
ciclos. Os produtos obtidos da amplificagdo foram corados com Syber Gold (Invitrogen®,
EUA) e visualizados em gel de agarose a 1,5%, com auxilio do fotodocumentador Biometra®
(BioDocAnalyze, Alemanha). Foram considerados positivos aqueles produtos com
aproximadamente 450 e 145 pares de base (pb) para o controle enddégeno (GAPDH) e L.
infantum, respectivamente. Também foram utilizados controles positivos e negativos para

confirmacéo do teste.
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5.5 GEORREFERENCIAMENTO

Durante a avalia¢do dos cdes nos domicilios, foi realizado o georreferenciamento do
endereco dos mesmos utilizando o equipamento GPS Garmin Etrex 10 (Garmin, EUA), em
coordenadas UTM (projecdo Universal Transversa de Mercator). As coordenadas
geogréficas foram analisadas no programa Quantum GIS (versdo 3.4, QGIS Development
Team) para as analises espaciais dos dados e caracterizagdo da distribuicdo da doenga no
municipio de Muritiba.

Com relacdo a setorizacdo do municipio, este foi dividido em dois setores: sede
(centro de Muritiba localizado na zona urbana); e distrito (Sdo José do Itapora localizado na
zona rural). Foram avaliados ambas as localidades buscando ao méaximo obter amostras com

representatividade homogénea de distribuicdo de cées por estas localidades do municipio.

5.6 ANALISE DOS DADOS

Os dados estdo apresentados de forma descritiva para a prevaléncia soroldgica da
LCan, como também a caracterizacdo dos caes soropositivos e a gravidade da doenca pelo
escore clinico. A concordancia nos diagnosticos soroldgicos foi calculada utilizando kappa e
classificacdo de Landis e Koch (1977), considerando os niveis de comparacéao: 0,81 a 0,99 -
concordéncia quase perfeita; 0,61 a 0,8 - concordancia substancial; 0,41 a 0,6 - concordancia
moderada; 0,21 a 0,4 - concordancia razoavel; 0,1 a 0,2 - concordancia fraca; <0 -
concordancia pobre. Foi realizada analise estatistica para verificar associacdes entre as
varidveis de interesse (sexo, idade, raca, domiciliacdo do cdo, sinais clinicos como:
emagrecimento, alopecia, Ulceras na pele, onicogrifose, despigmentacdo do focinho,
linfonodos alterados, apatia, mucosas hipocoradas, oftalmopatia, esplenomegalia, edemas,
crostas, nddulos, descamacdo furfuracea e hiperqueratose) e a ocorréncia da soropositividade
combinada entre o teste TR-DPP® e o teste ELISA, aplicando-se Qui-Quadrado, com nivel
de significancia de 0,05. Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism
5 (GraphPad software, Inc., San Diego, CA, USA).

As caracteristicas ambientais da area de estudo estdo apresentadas de forma descritiva
como presenca de outros animais na residéncia, area com lixo organico, vegetacao,

saneamento basico, presenca de criangas ou idosos, infra-estrutura da rua e tipo de moradia.



6 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.1 PREVALENCIA SOROLOGICA DA LCAN CAUSADA POR Leishmania infantum
NO MUNICIPIO DE MURITIBA-BA

Para investigar a soroprevaléncia da LCan no municipio de Muritiba-BA, foram
avaliadas 351 amostras colhidas dos caes domiciliados e semi-domiciliados nesta regido.
Separadamente, o teste imunocromatografico TR-DPP® detectou 27,9% (98/351) de
positividade, enquanto o teste ELISA detectou 22,0% (77/351) de cées soropositivos (Tabela
1). Com base nos resultados da soropositividade dupla, nos testes TR-DPP® e ELISA
seguindo os critérios do Ministério da Saude para diagndstico da LCan (BRASIL, 2019b),
55 cdes cujas amostras foram positivas em ambos os testes, foram considerados soropositivos
para LCan, representando uma soroprevaléncia de 15,7% (55/351). O teste Kappa dos
resultados entre TR-DPP® e ELISA mostrou uma concordancia moderada de 0,508% (IC
95%: 0,40 a 0,61), similar ao encontrado em outros estudos (PEIXOTO; OLIVEIRA;
ROMERO, 2015).

Tabela 1 — Analise sorologica das 351 amostras de cdes domiciliados e semi-domiciliados
no municipio de Muriba-BA, empregando os critérios estabelecidos pelo Ministério da Satde
para diagnostico da leishmaniose canina
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ELISA Total
Positivo Negativo
DPP Reagente 55 (15,7%) 43 (12,2%) 98 (27,9%)
N&o Reagente 22 (6,3%) 231 (65,8%) 253 (72,1%)
Total 77 (22,0%) 274 (78,0%) 351

A soroprevaléncia da LCan encontrada no presente estudo (15,7%) esta dentro da
faixa de achados de soroprevaléncia descritos na literatura sobre areas endémicas para
leishmaniose nas diferentes regibes brasileiras, com soropositividade para DPP e ELISA
variando entre 1,9% e 35% (PIMENTEL et al., 2015; LINS et al., 2018). No estado da Bahia,
também na regido do Reconcavo Baiano, tém-se registros da ocorréncia da LCan: em Salinas
da Margarida foi observada uma soroprevaléncia de 10% (SOUZA et al., 2006), em Monte-
Gordo distrito do municipio de Camagari foi encontrado 14,8% de 358 cdes avaliados
(SILVA et al., 2010), em Dias D’Avila de 6,7% dos 312 cdes avaliados (OLIVEIRA et al.,
2010).



39

O numero de cdes sororreagentes poderia ser maior do que o revelado neste
experimento na cidade de Muritiba, tendo como possiveis contribui¢fes para essa afirmacéo
fatores como a existéncia de muitos cées de rua no municipio, os quais nao foram avaliados
durante a pesquisa; a variacdo da sensibilidade e da especificidade dos testes sorologicos,
como a imunocromatografia (TR-DPP) e o imunoenziméatico (ELISA) adotados pela
pesquisa, 0 mesmo protocolo atual do Ministério da Saude (BRASIL, 2014), que pode
acarretar falhas na deteccéo de cdes infectados na fase pré-patente da parasitose (FREITAS
etal., 2012; GAMA-MELO et al., 2019; SOUSA-PAULA et al., 2019).

Acredita-se que alguns cées poderiam estar co-infectados com outras
hemoparasitoses, 0 que agravaria o estado de satde do cdo, entretanto neste estudo ndo foram
avaliados outras comorbidades, especialmente aguelas causadas por tripanossomatideos,
como o agente etiolégico da doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e/ou por outras espécies
de Leishmania spp. (FREITAS et al., 2012; GAMA-MELO et al., 2019; SOUSA-PAULA et
al., 2019).

Na cidade de Muritiba ndo existe notificacdo de cées positivos para LCan, sendo
necessaria uma busca ativa de casos em areas com menos casos de LCan; a interrup¢do das
acOes da Vigilancia Epidemioldgica do Municipio para o Programa Nacional de Controle da
Leishmaniose Visceral (PNCLV) em funcdo de mudancas de gestores municipais e
rotatividade de recursos humanos; limitacdes logisticas e operacionais; a rapida reposicdo de
cdes pela populacdo muritibana, que acabam muitas vezes sendo infectados no mesmo
domicilio onde outros cdes morreram com a doenca, além do abandono de cées doentes.

No presente estudo, dos cées soropositivos no teste TR-DPP, 43 (12,2%) foram
considerados falso-positivos, por resultarem negativos no teste ELISA, considerado
confirmatorio pelo Ministério da Saude. Estudos sobre o desempenho do TR-DPP mostra
variacdo na especificidade entre 73% a 96% (FIGUEIREDO et al., 2018; PEIXOTO;
OLIVEIRA; ROMERO, 2015; RIBOLDI et al., 2018).

Para confirmar a circulacao da especie L. infantum na regido de Muritiba, dos 55 cées
duplamente soropositivos nos testes TR-DPP e ELISA (BioManguinhos, Fiocruz, Brasil), foi
realizada PCR em amostras de medula 6ssea de 36 cdes. Como a colheita de amostras de
medula 0ssea foi realizada num segundo momento ap6s confirmacgédo dos resultados na dupla
sorologia (DPP® e ELISA), os outros cées (soropositivos) que nio foram realizadas as PCRs
deveu-se ao fato de alguns terem morrido, talvez por conta da doencga ou por outras causas,
outros ndo foram encontrados, e outros os tutores ndo autorizaram a colheita de medula dssea.

Foi confirmada a presenca de DNA de L. infantum em 88,8% (32/36) desses caes, apenas em
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quatro cédes (11,2%) ndo foi confirmada a presenca de DNA de L. infantum. Os dados
confirmam a ocorréncia de infeccdo e doenga canina causada por L. infantum no municipio
de Muritiba, sugerindo a possibilidade da regido ser endémica para a doenca, entretanto, faz-
se necessarios mais estudos para determinacdo de endemicidade de LCan no municipio,
inclusive com avaliacdo de vigilancia entomolodgica, importante para determinar a presenca
da espécie vetora.

No presente estudo, hipotetizou-se que os quatro cdes soropositivos pelo DPP® e
ELISA e negativos na PCR podem ter tido contato com o parasito e até mesmo terem sido
infectados, porém seu sistema imune pode ter debelado a infecgdo, e os titulos de anticorpos
anti-Leishmania permaneceram detectaveis por um periodo pds-infecgdo, que incluiu o
momento em que as amostras de sangue foram colhidas. Fendmenos semelhantes foram
descritos na literatura (BASSO et al.,, 2016). No entanto, ainda pode-se considerar a
possibilidade de reacdo cruzada por outros agentes infecciosos, como alguns hemoparasitos
que acometem cdes, como ja foi reportado em cdes com outros tripanossomatideos
(BASANO; CAMARGO, 2004; RODRIGUES et al., 2013; ANDRADE et al., 2007).

6.2 CARACTERIZACAO GERAL E CLINICA DOS CAES E A ASSOCIACAO COM A
SOROPOSITIVIDADE

Como pode ser observado na Tabela 2, dos 55 cées soropositivos do estudo, 49,1%
(27/55) eram machos e 50,9% (28/55) eram fémeas. Em relacéo a faixa etaria, 28,5% tinham
até um ano de idade, 41,9% tinha entre 2 a 4 anos, e 29,6% tinha mais de 5 anos. A maioria
era sem raca definida (69%; 38/55) e em menor proporc¢éo (31%; 17/55) de raga pura. Quanto
a apresentacao clinica, 72,7% (40/55) dos cées soropositivos exibiam algum sinal clinico
sugestivo de LCan. A maior parte dos cdes soropositivos eram domiciliados (52,7%; 29/55),
os semi-domiciliados representaram (47,3%; 26/55). A variavel idade foi significativa,
p=0,0017 / OR=0,26 (IC 0,1-0,6), com possivel efeito de protecdo em animais mais velhos
maior ou igual a 2 anos de idade. Nenhuma outra associacdo foi encontrada com as

caracteristicas acima e a prevaléncia da soropositividade para LCan.
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Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos caes soropositivos para leishmaniose canina oriundos
do municipio de Muritiba-BA, empregando os critérios de diagndstico estabelecidos pelo
Ministério da Salde

Numero de  Caes positivos no TR-DPP e

Variaveis caes ELISA N(%) Valor de p OR (IC 95%)
Sexo
Macho 176 27 (15,3%) 0,87 0,9 (0,5-1,7)
Fémea 175 28 (16,0%)
Raca
SRD 217 38 (17,5%) 0,22 1,5 (0,8-2,7)
De raca 134 17 (12,7%)
Idade
<2 ano (Jovem) 100 6 (6,0%) 0,0017 0,26 (0,1-0,6)
>2 anos (Adulto/lIdoso) 251 49 (19,5%)
Domiciliacéo do cdo
Domiciliado 204 29 (14,2%) 0,37 0,7 (0,4-1,4)
Semi-domiciliado 147 26 (17,7%)
Estado clinico do céo
Doente 232 40 (17,2%) 0,2814 1,44 (0,8-2,7)
Subclinico 119 15(12,6%)
Gravidade da doencga
Leve 186 19 (10,2%) 1,0
Moderada 33 10 (30,3%) 0,0017 3,8(1,6-9,2)
Grave 13 11 (84,6%) <0,0001 48,3 (9,8-222,7)

Alguns estudos sobre as caracteristicas fenotipicas dos cdes com leishmaniose e

associacdo com a infeccdo sdo controversos. Similar aos encontrados neste estudo, alguns
relatos ndo encontraram associacao da positividade para Leishmania spp. e as variaveis como
sexo e raca (ALMEIDA et al., 2009). Alguns relatos também apontam que o tamanho do céo,
independente do fato de ter ou ndo raca definida, podem estar correlacionados positivamente
com a infec¢do por L. infantum, devido ao fato de permanecerem no exterior das residéncias
0 que poderia levar a uma maior exposi¢do ao vetor (DANTAS-TORRES, 2009; FEITOSA
et al., 2000; SOCCOL et al., 2017).

Em contrapartida, foi observado que os cédes adultos/idosos (p=0,0017) estavam
menos susceptiveis a soroposivitidade para LCan, da mesma forma como relatado por outras
investigacdes (AZEVEDO et al., 2008). Estudos sobre a ocorréncia da LCan clinicamente
aparente observaram que cdes muito jovens (<1 ano de idade) e cées idosos (>8 anos) séo
mais predispostos a infeccdo por Leishmania spp. e desenvolvimento de doenca,
provavelmente, por se enquadrarem em uma faixa etaria de risco devido ao perfil
imunologico imaturo ou menos funcional, respectivamente (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011).

A associacdo entre o acesso livre a rua e a infec¢do por Leishmania spp. ndo foi

encontrada no presente estudo. A auséncia desse tipo de associacdo foi também verificada
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por outros autores (FEITOSA et al., 2000). Entretanto, existem estimativas de que cées semi-
domiciliados apresentam risco trés vezes maior de serem infectados e desenvolverem LCan
do que os cdes domiciliados (GALVEZ et al., 2010), por estarem mais expostos aos
flebotomineos que comumente se concentram nas areas externas ao domicilio em locais com
lixo e/ou com vegetacdo densa (BELO et al., 2013).

Os dados controversos sobre os fatores de risco associados a LCan devem-se
provavelmente a diversos aspectos tais como: suscetibilidade do cdo ao agente infeccioso,
estado nutricional, condicdo ambiental, estrutura populacional, grau de domiciliacdo do céo
e metodologia empregada na avaliagdo (FIGUEREDO et al., 2012; BELO et al., 2013).

No presente estudo, 72,7% (40/55) dos cées soropositivos apresentavam alguma
alteracdo clinica, enquanto 27,3% (15/55) eram clinicamente saudaveis (Figura 3). A maior
frequéncia de cées soropositivos doentes em relacdo a soropositivos ndo-doentes encontrada
neste estudo difere dos dados publicados em outras areas endémicas para LCan variando
entre 23,5% e 30,5% (FIGUEREDO et al., 2012; SOCCOL et al., 2017), provavelmente
devido as condigdes socioecondmicas desfavordveis dos habitantes do municipio de
Muritiba, que segundo o IBGE (2017), o municipio apresentou 0,660 de indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM, faixa de 0 — 1) estando a baixo do parametro
de IDH nacional 0,758 no mesmo ano, que poderia explicar uma deficiéncia nutricional com
consequéncias imunoldgicas dos animais para o combate de infecgBes devido a uma

alimentacéo inadequada.

Figura 3 — Presenca (A) e auséncia (B) de sinais clinicos em cdes com LCan

e

Também ¢ importante considerar que a alta frequéncia de ocorréncia de

manifestacdes clinicas em cées oficialmente soropositivos para LCan ndo necessariamente
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estd associada apenas a infeccdo por L. infantum. Outras doencas como erliquiose,
anaplasmose e babesiose sdo caracterizadas clinicamente similares a LCan. Os agentes
infecciosos que causam essas doencas podem coexistir no mesmo cédo infectado por L.
infantum, aumentando o risco do desenvolvimento de alteracdes patoldgicas (KRAWCZAK
etal., 2015). Vale acrescentar que, dos cdes com algum sinal clinico, 82,7% (192/232) foram
soronegativos, 0 que sugere a ocorréncia de outras infecgdes/patologias.

O perfil clinico dos 55 cées oficialmente soropositivos para LCan do presente estudo
(Figura 4) foi similar ao descrito pela literatura especializada para classificagdo clinica de
caes com infeccédo por L. infantum (BARROUIN-MELO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2013;
SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 2011) com destaque para alopecia e Ulceras na pele
(49,1%; 27/55), emagrecimento em 40% (22/55) e linfonodos aumentados e onicogrifose em
34,5% (19/55). As lesdes cutaneas e seus anexos sdo observadas em torno de 67 a 89% dos
cdes com LCan (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014; SOLANO-GALEGO et al.,
2017), na auséncia ou na presenca de outros sinais clinicos ndo tegumentares, caracterizadas
por dermatite esfoliativa, alopecia ndo pruriginosa, ulceras geralmente localizadas na cabeca
ou membros, onicogrifose, despigmentacdo nasal, hiperqueratose nasal ou de coxim e
dermatite nodular mucocutanea (FREITAS et al., 2012; LOMBARDO et al., 2012).

Figura 4 — Sinais clinicos dos cdes com LCan diagnosticados sorologicamente na regido de
Muritiba, seguindo os critérios do Ministério da Saude
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No presente estudo, 60% (33/55) dos cdes soropositivos apresentavam algum tipo de
lesdo tegumentar como alopecia (p<0,0001), ulceras na pele (p<0,0001), onicogrifose
(p<0,0001), despigmentacdo do focinho (p<0,0001), crostas na pele (p=0,0051) e
hiperqueratose (p<0,0001). Todas essas alteracbes estavam associadas com a
soropositividade para L. infantum (Tabela 3). Encontrou-se que o emagrecimento foi o
segundo sinal clinico mais frequente, diferente do informado por Peruhype-Magalh&es,
Machado-De-Assis e Rabello (2012) que encontraram a linfadenomegalia segue como a
segunda alteracdo clinica mais frequente em cées com LCan, acometendo cerca de 60 a 90%
desses animais. No entanto, no presente estudo verificou-se ainda que as alteragdes oculares
(p=0,0117), apatia (p=0,0007), emagrecimento (p<0,0001), mucosas hipocoradas
(p=0,0015), linfonodos aumentados (p=0,0139) e esplenomegalia (p<0,0001) também
estavam associados com a soropositividade para L. infantum (Tabela 3).

Apesar do presente estudo ter encontrado lesGes tegumentares e sistémicas associadas
com a soropositividade para L. infantum, ndo € possivel inferir sobre o valor progndstico dos
parametros descritos, uma vez que deve-se excluir as coinfeccdes promotoras de lesdes
teciduais semelhantes as lesdes encontradas nos Orgdos infectados por Leishmania
(SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 2011).

Silva et al. (2017) criaram um modelo para validacdo de escore clinico para LCan
com sensibilidade e especificidade de 60,71% e 73,64%, respectivamente, em que
onicogrifose, despigmentacdo no focinho e conjuntivite foram os sinais clinicos associados
a infeccdo por L. infantum, similar aos achados desse estudo. Dessa forma, para
caracterizacdo da gravidade da doenca com base nos sinais clinicos foi utilizado o sistema de
classificacdo de Silva et al. (2017) com modificacdes.

Foi observado que dos cdes soropositivos que apresentavam pelo menos um sinal
clinico (72,7%; 40/55), destes: 47,5% (19/40) dos cdes foram classificados com doenca leve,
25% (10/40) com doenga moderada e 27,5% (11/40) com doenca grave. A gravidade da LCan
reflete na dinamica de transmissdo do parasito para o inseto vetor. Por exemplo, Courtenay
et al. (2002) observaram que a probabilidade de um céo ser infeccioso estava correlacionada
com a manifestacdo de sinais clinicos, ou seja, dos cdes infectados subclinicos apenas 21,3%
(16/75) foram infecciosos para os flebotomineos, em comparacéo, 62,5% (15/24) dos cées

doentes transmitiram o parasito para o vetor, independente do escore clinico.
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Tabela 3 — Associacdo entre os sinais clinicos e soropositividade para leishmaniose canina
dos cdes do municipio de Muritiba, empregando os critérios de diagndstico estabelecidos

pelo Ministério da Salde

Cées positivos no TR-

OR (IC 95%)

Variaveis NUmero de cdes DPP e ELISA Valor de p
N(%)

AlteracOes cutaneas
Areas de alopecia
Sim 80 27 (33,7%) <0,0001 4,4 (2,3-7,9)
Néao 271 28 (10,3%)
Ulceras na pele
Sim 72 27 (37,5%) <0,0001 5,3(2,9-9,8)
Néao 279 28 (10,0%)
Onicogrifose
Sim 34 19 (55,9%) <0,0001 9,8 (4,6-20,2)
Néao 317 36 (11,3%)
Despigmentacdo do
focinho
Sim 19 12 (63,2%) <0,0001 11,5(4,3-29,2)
Néao 332 43 (12,9%)
Crostas na pele
Sim 67 18 (26,9%) 0,0051 2,4 (1,3-4,5)
Néao 284 37 (13,0%)
Nodulos
Sim 27 3 (11,1%) 0,4976 0,6 (0,2-2)
Néao 324 52 (16,0%)
Descamagdo furfurécea
Sim 46 10 (21,7%) 0,2244 1,6 (0,7-3,4)
Néao 305 45 (14,7%)
Hiperqueratose
Sim 25 11 (44,0%) <0,0001 5(2,2-11,8)
Néao 326 44 (13,5%)
Alterac6es oculares
Sim 46 13 (28,3%) 0,0117 2,5(1,2-4,9)
Né&o 305 42 (13,8%)
Alteracdes sisttmicas
Apatia
Sim 15 7 (46,7%) 0,0007 5,2 (1,9-15,4)
Né&o 336 48 (14,3%)
Emagrecimento
Sim 73 22 (30,1%) <0,0001 3,2 (1,7-5,9)
Néao 278 33 (11,9%)
Mucosas hipocoradas
Sim 31 11 (35,5%) 0,0015 3,4 (1,6-7,6)
Néao 320 44 (13,7%)
Linfonodos aumentados
Sim 77 19 (24,7%) 0,0139 2,1(1,2-4,1)
Né&o 274 36 (13,1%)
Esplenomegalia
Sim 30 15 (50%) <0,0001 7(3,3-14,8)
Néao 321 40 (12,5%)
Edema
Sim 7 3 (42,8%) 0,0456 4,2 (1-16)
Né&o 344 52 (15,1%)
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6.3 CARACTERIZACAO ESPACIAL DOS CAES SOROPOSITIVOS DO MUNICIPIO
DE MURITIBA E FATORES AMBIENTAIS

O municipio de Muritiba apresenta uma area urbana com ampla cobertura vegetal
segundo o IBGE (2017), com arborizacdo de 30,1% das vias publicas, mas com focos de
desmatamento de &reas periféricas devido a expansdo da cidade e sem condicOes sanitarias
adequadas para a populacdo (14,6% de esgotamento sanitario adequado), o que contribui para
a manutencao do vetor L. longipalpis (ALMEIDA et al., 2010; MISSAWA,; LIMA, 2006;
RANGEL; VILELA, 2008). E considerado um municipio de transmiss&o esporadica para
LVH, com dois casos em 2008 e um caso em 2016 (BRASIL, 2019a). Nesse contexto,
Muritiba estaria caminhando para deixar de ser considerado um municipio de transmisséo da
LVH, devido ao fato do Ministério da Saude utilizar como intervalo de tempo o periodo de
5 anos. Entretanto, com esse estudo foi possivel observar que ha de fato circulacdo da L.
infantum entre cdes no municipio e que a qualquer momento pode haver transmissao para
humanos, caso medidas de controle do vetor e prevencdo da doenga canina ndo sejam
tomadas. Essas condi¢cdes somadas a prevaléncia de 15,7% (55/351) da LCan, encontrada
neste estudo, indicam que o municipio de Muritiba € uma area de transmissibilidade para
LVH e LCan com risco de endemicidade, pois também apresenta estrutura ambiental para
manutencdo do vetor.

Neste estudo foram avaliados cdes domiciliados e semi-domiciliados residentes em
163 domicilios na sede da cidade (Centro) e em 65 domicilios no distrito Sdo José do Itapora
na zona rural. Na regido do Centro foi encontrada uma soropositividade para LCan de 27,6%
(45/163) dos cdes avaliados e em Sédo José do Itapord de 15,4% (10/65) (Tabela 4). Os dois
locais tinham colheita de lixo regular, mas o sistema de esgotamento sanitario existia apenas
na regido do Centro, e em S&o José do Itapord os moradores utilizam fossa séptica.

Os cées soropositivos estavam distribuidos praticamente em toda extensédo das duas
localidades, mas de forma heterogénea, como mostra o estimador de intensidade de Kernel
(Figura 5). Os focos de maior intensidade de LCan, por localidade, correspondem as areas
com maior nimero de caes avaliados no mesmo domicilio ou domicilios proximos. Com essa
ferramenta pode-se determinar os locais que facilitariam a transmissdo para humanos, pois
concentragdes muito altas de focos sinalizam para necessidade de aplicacdo de acOes de

prevencdo e controle da doenga.
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Tabela 4 — Numero de domicilios por localidade avaliados, soropositividade para LCan e caracteristicas ambientais observadas intra- e

peridomicilio durante a busca ativa

Localidades
Total Sédo José do Itapora Centro
Domicilios Total Valor OR Domicilios Total Valor de p OR
positivos dep (IC 95%) positivos (1C 95%)
Caracteristicas dos domicilios
Total de Domicilios 228  13,8% (9/65) 28,5% (65/228) - - 22,1% (36/163) 71,5% (163/228) - -
Soropositividade LCan 55 15,4% (10/65) - - 27,6% (45/163) - -
Presenca de cées no domicilio
1 cédo 96 44,4% (4/9) 40% (26/65) 36,1% (13/36) 42,9% (70/163)
>2 cdes 132 55,6% (5/9) 60% (39/65) 0,7710 0,8 (0,2-3,3) 63,9% (23/36) 57,1% (93/163) 0,3495 1,4 (0,6-3,1)
Presenca de cdes errantes na rua do domicilio
Sim 112 88,8% (8/9)  87,7% (57/65) 0,9063 1,1(0,1-14,3) 52,8% (19/36) 33,7% (55/163) 0,0062 2,8(1,3-6,1)
Né&o 116 11,2% (1/9) 12,3% (8/65) 47,2% (17/36) 66,3% (108/163)
Presenca de outros animais no domicilio
Sim 132 55,6% (5/9) 60% (39/65) 0,7694 0,8 (0,2-2,9) 63,9% (23/36) 57% (93/163) 0,3480 1,4 (0,7-3,0)
Né&o 96 44,4% (4/9) 40% (26/65) 36,1% (13/36) 43% (70/163)
Casas com quintal
Com vegetacédo 198 100% (9/9) 100% (65/65) - - 88,9% (32/36) 81,5% (133/163) 0,2008 2,0 (0,6-5,8)
Sem vegetacdo 30 0% (0/9) 0% (0/65) 11,1% (4/36) 18,4% (30/163)
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Figura5 - Distribuicdo espacial dos cées soronegativos e soropositivos para LCan na zona rural (Sdo José do Itapora) e urbana (Centro) de Muritiba,
com base nos critérios de diagndstico estabelecidos pelo Ministério da Sadde

[ Limite de Muritiba 4 U O Limis e Mt
Vo 3 ; S LCan resultado zorologico
LCan re:aulladn sorologico Negativo
Negativo % ‘ TR PR O ¢ Dositivo
S&o José do & & Positive Fd+ Centio L ¢ & * oA S g Kernel (raio 250m)
Itapora .
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Com relacéo a caracterizacdo da distribuicdo espacial dos caes avaliados para LCan
(figura 5-A), pode-se observar que 0s cdes soropositivos estavam bem distribuidos pelo
municipio. No mapa de Kernel (mapa que mostra as areas quentes onde existe maior risco de
transmissdo da doenca), foi possivel observar que a sede do municipio apresenta um maior
risco de transmissdo ao se comparar com o distrito (figura 5-D) e que na mesma sede existe
uma area que se destaca, representada pela area da feira livre do municipio (figura 5-E). Uma
possivel explicacao seria uma presenca maior de cdes nessa area em busca de alimentos, além
de ser uma area com acumulo de matéria organica devido ao descarte inadequado dos
produtos da feira. No distrito de Séo José do Itapord (figura 5-B e 5-D) foi possivel observar
quatro areas de coloragdes mais intensa areas de risco sendo uma delas de alto risco.

No presente estudo foi observado que a LCan esta presente tanto na area rural como
na area urbana. As condi¢cGes ambientais desempenham um papel importante no ciclo de
transmissdo da LVH e LCan. Embora, as condi¢des sanitérias ndo sejam tdo precarias nas
localidades do municipio estudado, elas se situam em areas que foram desmatadas para a
ocupacdo da populacéo, contribuindo para o desequilibro da fauna e flora, subsequentemente,
contribuindo para o deslocamento e adaptacdo do inseto vetor para os domicilios, o que torna
0 homem e os caes domésticos alvos para alimentacéo do flebotomineo e, assim, aumenta o
risco de infeccdo por Leishmania (GOES; MELO; JERALDO, 2012; GRAMICCIA, 2011).

Boa parte das casas na sede com cées positivos (88,9%) e 100% das casas com caes
positivos no distrito de Sdo José do Itapora apresentaram areas de quintais com vegetacao
(figura 6), podendo ser locais faceis de acumular matéria organica se ndao forem bem
cuidados, consequentemente promovendo a proliferacdo do vetor aumentando o risco de
transmissdo para humanos e outros animais. Alguns com vegetacdo bastante densa e outros
com presenca de bananeiras que tem a capacidade de acumular umidade e matéria organica.

Além disso, Muritiba estd localizada em um polo avicola e alguns estudos
demonstraram que a galinha doméstica € uma fonte de alimentacdo importante para o
flebotomineo e as suas fezes favorecem a sua reproducdo (GUIMARAES-E-SILVA et al.,
2017; LAINSON; SHAW, 1987). Outro aspecto € que no municipio de Muritiba tem uma
area de aterro sanitario (figura 7) e o acimulo de matéria organica (lixo) é uma fonte de

multiplicacdo do vetor.
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Figura 6 — Casas com quintal com vegetacédo

Poucos sdo os trabalhos cientificos publicados sobre areas endémicas para LCan na
regido do Recdncavo da Bahia. Existe um desconhecimento da populagdo em geral sobre esta
doenca e quais as consequéncias para 0s seres humanos e seus animais. Além disso, as acoes
de salde publica sdo aplicadas precariamente, sendo necessaria uma investigacdo
epidemioldgica por meio de busca ativa para deteccdo de cdes positivos para LCan nas
cidades pertencentes ao Recdncavo Baiano, além de vigilancia entomoldgica para

identificacdo do vetor.
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7 CONCLUSOEs

Foi encontrada soropositividade para LCan no municipio de Muritiba-BA, por meio
da aplicacao diagndstica dos testes oficiais preconizados pelo Ministério da Saide do Brasil,
e presenca de DNA de Leishmania infantum em cies com presenca da infecgéo. E o primeiro
registro epidemioldgico da LCan nesta regido, caracterizada como uma area de transmissdo
esporadica de leishmaniose humana.

Os sinais clinicos, demonstrados nos caes soropositivos para LCan, indicam que estes
caes, além da elevada taxa de confirmacdo de infecgdo por meio de deteccdo do DNA do
parasito e das evidéncias de resposta humoral, detectada via reatividade de anticorpos nos
dois testes soroldgicos, DPP® e ELISA, também apresentavam doenca clinica caracterizada
por sinais tipicamente associados a infeccdo por L. infantum, especialmente sinais de
alteracdes cutaneas.

A regiéo possui condi¢des ambientais para manutengéo do vetor e transmissibilidade
da Leishmania infantum. Pode-se determinar os locais de risco de maior transmissdo para
humanos a partir do nimero de cées infectados (Georreferenciamento — Mapa de Kernel),
sugerindo a possibilidade de aumento de transmisséo para humanos.

O conhecimento da ocorréncia e da localizacdo dos casos auxilia na tomada de
medidas governamentais para controle da circulacdo da leishmaniose na regido, que devem
incluir educacao da populacéo para se responsabilizar pela propria salde e ambiente e evitar
favorecimento a presenca de vetores, adequacao da infraestrutura sanitéria para evitar lixo e
esgoto expostos, acdes preventivas e terapéuticas a populacdo humana e manejo

ecologicamente correto das areas verdes.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Tutor

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
HOSPITAL-ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente termo tem o objetivo de informar ao (a) guardido (&) do animal quanto aos principais aspectos
relacionados ao atendimento clinico no projeto “Inquérito epidemioldgico de leishmaniose canina na regido
do Recbncavo Baiano do Estado da Bahia”, sob cujas regras o cdo sera avaliado e tratado, complementando
as informacOes prestadas pelo (a) seu (sua) médico (a) veterinario (a) e pela equipe de pesquisadores e
médicos veterinarios pertencentes ao projeto, no Hospital-Escola de Medicina Veterinaria da UFBA
(Ambulatorio de leishmanioses zoonéticas do HOSPMEV-UFBA).

Eu, , hascidoem /[ , portador
do RG/CPF , declaro que fui devidamente informado (a) sobre o protocolo
aplicado pela Equipe Atendimento LVC - HOSPMEV - UFBA, sendo o meu céo de
nome ,  Sexo , raca , idade ,
RG , Submetido a triagem a partir da avaliagdo por meio de coleta de amostras de sangue,

urina, aspirado esplénico, medula Ossea e linfonodos pertencente ao projeto intitulado “Inquérito
epidemioldgico de leishmaniose canina na regido do Reconcavo Baiano do Estado da Bahia”. Parte das
coletas dessas amostras serdo mediante sedacdo, com o objetivo de tranquilizar o animal para a execucao dos
procedimentos.

Declaro estar ciente de gue tanto os procedimentos de colheita de amostras quanto os medicamentos
podem implicar riscos a saude do meu animal, sob a forma de reaces adversas ou reacdes idiossincrasicas
(reacOes adversas ainda ndo descritas no cdo) aos farmacos utilizados em qualquer etapa do diagndstico ou
tratamento, ou ainda de possibilidades de acidentes devido ao uso de instrumentos perfurantes, associados ou
ndo ao proprio estado de salde do cdo portador de infeccdo por Leishmania. Estou ciente de que embora
todos 0s riscos sejam possiveis, 0s métodos previstos no protocolo sdo de extrema importancia para o
tratamento adequado do animal e para impedir a transmissdo da infec¢do. Todos 0s procedimentos serdo
realizados por médicos veterinarios treinados, 0 que minimiza a possibilidade de ocorréncias adversas.

Para participacdo deste cdo no estudo, estou ciente de que é necessario seguir todas as prescricdes
realizadas pelos médicos veterinarios e comunicar qualquer alteragdo manifestada pelo animal durante todo
o0 periodo de tratamento. Caso na triagem seja confirmada a positividade de leishmaniose, o primeiro retorno
sera marcado em um periodo de 7 a 30 dias, no qual sera iniciada a terapéutica anti-Leishmania.

Confirmo que recebi explicagdes, li, compreendo e concordo com tudo que me foi esclarecido e que
me foi concedida a oportunidade de anular, questionar, alterar qualquer espaco, paragrafo ou palavras com as
quais ndo concordasse. Tive a oportunidade de fazer perguntas que me foram respondidas satisfatoriamente.
Assim, tendo conhecimento, autorizo a realizagdo do procedimento proposto em meu animal.

Muritiba-BA, de de

Assinatura guardido (a) do cao

Bruno Milen Varjéo
Médico Veterinario
CRMV-BA 5214
Responsavel da Equipe Atendimento LVC — RECONCAVO BAIANO — UFBA
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APENDICE B — Questionario Observacional do Ambiente das Colheitas

Questionario de Observagao dos locais de colheita

N - 1-Zona
Municipio: Muritiba Urbana 5 - 7ona Rural
Animal / Local de Colheita
RG(s)
GPS
Caracteristica da rua 3-
1 - Asfaltada 2 - Barro Paralelepipedo
, 4 - Agua
Fonte de agua 1-Rio 2 - Corrego 3 -Lago exposta
Conteiner de lixo / lixeiras de
rua 1-Sim 2 - Nao
Vegetacdo nas proximidades - . 4- . > -Matas/
1-50m 2-100m 3 - N3do existe  Agricultura Florestas / etc
Condigoes sociais da casa ou
bairro 1 - Baixa 2 - Média 3 - Alta
Animais de rua (caes e gatos) |1 -Sim 2 - Nao
Animais silvestres e
sinantropicos 1-Sim 2 - Nao
Residéncia 2- 3 - Fazenda /
1-Casa Apartamento  Sitio 4 - Qutros?
Grau de relacionamento 3 - Dentro do
(Tutor/guardido-animal) 1 - Canil 2 - Acorrentado domicilio 4 - Quintal
. . 1-Esgotoa 2-Esgoto
Saneamento basico céu aberto fechado 3 - Fossa
Abrigo de animais nas
proximidades 1-50m 2-100m
Pontos de referéncia nas 2 - Posto de 4-CRAS/ 5-Delegacia/
proximidades 1 - Escola Saude 3 - Hospital CAPES Prisdao
Coleta de lixo 1-Sim, 2 - Sim, de vez
diariamente em quando 3 - Nao existe
Agua encanada 1-Sim 2 - N3o
Presenga de vulneraveis 1-Criangas 2 -ldosos 3 - Outros?




ANEXO A — Certificado de aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal da Bahia

Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Comissao de Etica no Uso de Animais

Av. Ademar de Barros, 500 - Ondina-40170-110 Salvador-BA

Fone: (071) 3283-6701/6702/6718
E-mail: escmev@ufba.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Metabolismo, Diagnéstico e intervencao terapéutica na
Leishmaniose zoonédtica naturalmente adquirida: Estudos clinicos, parasitolégicos,
imunoldgicos, de estresse oxidativo, farmacocinéticos e farmacodinadmicos de drogas anti-
Leishmania e utilizadas em doencas concomitantes”, registrada com o n°® 13/2017, sob a
responsabilidade da Prof. Dr* Stella Maria Barrouin Melo, e que envolve a produgéo,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Escola de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia, em reunido de 22.05.2017.

Finalidade (V)E}lgir{(:/;r-réinarnent(; V( X) Pe;quisa cientifica

Vigéncia da autorizagdo 23/05/2017 & 13/05/2027

Espécie/linhagem/raga Canis familiaris (Cao), Feli catus (gato)

N° de aninais >6/grupo

Peso/Idade Caes >10 Kg/ Nao informada
| Gatos >2 Kg / Néo informada

'Sexo ) “Ambos A R

Origem jAnimais de companhia e domiciliados com seus responsaveis, em area
|endémica para LV.

Salvador, 22/05/2017.

‘ &@qw

Prof. Claudio de Oliveira Roméao
Coordenador CEUA/EMEVZ-UFBA
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ANEXO B - Ficha de Campo de Exame Clinico de Leishmaniose Canina do
Ambulatério de Leishmanioses Zoonéticas do HOSPMEV-UFBA

72

"y AMBULATORIO DE LEISHMANIOSES ZOONOTICAS (HOSFMEW - UFBA)
&ave Ficha para Exame Clinsco - Leishmanicses Zoondticas
(Graardio: EXAMES
GPS [ Localazacior DPP
Endesece: ELISA:
Tel / Cel: PARASITOLOGICO:
Ensul PCER:
Anmal: e liade Pes: [ Dt dos st /
Sexo { )Mache ( )Fémea Cor. EspeécieRag
Procedénaa: () Domsclisde { ) Sesmni-dom. { JDeraa (Codlade:
Amostras coletades () Bago () Medala Ossea i) Smge { ) Lingmodo [t ) Urina
Temnpermmento () Alema / Sénio { )Amvo Brncalkio () Calmo { ) Apessive kJm
Apetite [ ) Eiperexma [ ) Mommorexia [ ) Eiporex { JA |
Pesos { )Perdeupesc  |( ) Gashoupess () Moanteve () Nho ube [ G
Diceengn nos iltinoos § meses { ) Sm { YN () Trabou ()N Tratou F 1 Gmipe
Ehrlichia / Babezia / Hemoparazie  |{ ) Sim [ 1Nk () Teaton () Nko Tratou [ ) Leptomurcae
Demmaite e [ )Nk i ) Traton () Ko Tratow [ ) Leiskeec
[ — () Sim [ 1N i ) Teatom {3 NBo Tratou [ o Leistemme
Neumopata () Sm ()N { ) Teatou { %o Tratou |
= Qual () Comvulsbes  [( ) Desmution ()Mo Repetido [( ) Comsbaleaste  Parasiticidan MésAno
Emvenenmento e [ )N () Trton () Nio Tratou |
Urina [ ) Moomal [ ) Amarelo intento () Vermelho [ )Mo sabe [ ) Ectopamasiniada
Fezes () Normal ()Mo sabe () Altesada [k icolen
- Alterada: ([ ) Duraressscads () Dwarresa { ) Vemmne [¢ ) Smgue
Véemitos ( )Sim [ 1N Uleizma vez?
Medicagio em uso:
Exane Fisbea Geral
Conscitna [ ) Apdtico {3 Ative {3 Alerta | Prestade { b Comatoso
[Escowe comporal: [ ) Cagaitica [ 3 Mago {3 Nommal [ ) Solwepeso () Obesa
I!ﬂlmnu: { ¥ Hipo { ) Momo { ) Hiperémica { ) Icténca () Cumndtica
[Fadratacio: {3 Mormohidratado [{ ) Desidratado TPC {32 [
Oftalnopatia: [ 3%im R (=
Lenfonodos ngperSiciass sumentadod [ )Sim R Quags 7
[Buso palpinel: [ )Sim EEE
|Edema em memitwon [ ) Sim e
[ Auscine: Gedema abdonznal) i }Sim { 1Nk
[Freq Camtinca = [ ) Bradicasda () Moomecadia () Taquicard [ 1A [t »Sopm
Iqu.hm- { ) Bradipness { ) MNomnopmes { ) Taqupnesa ) Fagde patolagen
Temperanza = ) Hipeotermmus { ) Nomotemus () Faperersma B
Hemoeraga () Epistaxe () Hemstoquesiafelens () Peticpuss [{ 1N
|N¢.wplu [ )Sim () ME Qual? () Comndsdo { ) Falta propriccepgio () Desmaso ) Mow. Repet.
Exaime Fisico da Pele
Alteracies de Pele [ 3 Sim [ )Mk
Alopecia: { 3Focal ) Cenerlizada [0 1N
Alopecia penioolar: { 3Sim [ INE
[Prcmnaio izt [ )Foedl [ ) Groerslizada [ e
[(reeracies na pete: [ )Foesl [ ) Creneralizads B
= Localizagie: {3 Focmhe [ ) Onelia [ ) Rabe [ ) Péxas [
Crostas: { Focal { ) Generalizada [ INEo Cnde?
|Higeesep [ ) Focal i )G (I MEo Onde?
Vasouhise: { 3%im [ INEa
Cnucogrifie: { 3%im [ )MEs
rlhmmmmm [ )G S
[roédadonMases Subasinecs [ )Sim A [Onde
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Dear Dr. Barrouin-Melo:
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