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Resumo

A leishmaniose é uma doenca parasitaria e infecciosa, sendo a Leishmania chagasi
infantum as formas mais prevalentes no Brasil. Sua transmissdo ocorre atraves da picada do
flebotominio Lutzomyia longipalpis fazendo com que os cdes se tornem o0s principais
reservatorios em areas urbanas. Os sinais clinicos nestes animais podem se manifestar de
varias formas, com destaque para descamacOes e alopecias generalizadas, erosées na pele,
onicogrifose, esplenomegalia, linfadenomegalia e desordens sistémicas como vOmito,
diarréia, apatia, anorexia e emagrecimento. Visando o diagndéstico, existem algumas provas
diretas e indiretas como exames sorolégicos, parasitoldgicos e moleculares. Uma medida
preconizada pela Organizacdo Mundial da Salde é a realizacdo de inquéritos caninos,
principalmente em areas endémicas ou com recentes casos autdctones. Baseado no exposto
realizou-se um inquérito epidemiologico com 100 cdes no Municipio de Campos Novos
Paulista/SP, utilizando-se inicialmente do teste imunocromatografico TR DPP®,
Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos™, visando certificar a ocorréncia da doenca

no Municipio e, em caso de positividade, a confirmacdo sorolégica com o metodo ELISA



indireto. Buscando uma homogeneidade nas amostras, 0 Municipio foi dividido em quatro
quadrantes, sendo assim colhidas 25 amostras em cada. Os animais foram escolhidos de
forma aleatéria dentro de cada quadrante, sendo coletado da veia cefalica 3 ml de sangue. As
amostras foram encaminhadas ao Instituto Adolf Lutz em Marilia/SP, onde foram submetidas
aos testes diagndsticos. Das amostras, 4% apresentaram-se soro reagente ao teste rapido,
sendo que destas, 50% foram positivas, na prova sorologica ELISA indireta, confirmando

assim o diagnostico para Leishmaniose Visceral.

Palavras- chave: Caes. Campos Novos Paulista. Leishmaniose canina visceral.

Z0oonose.

Abstract

Leishmaniasis is a parasitic and infectious disease, being a Leishmania chagasi
infantum as the most prevalent forms in Brazil. Abstract: The capture method through the
phlebotomy Lutzomyia longipalpis causes dogs to become the main reservoirs in urban areas.
Signs on animals may manifest in a variety of ways, including desquamation and generalized
alopecia, erosions on the skin, onychogrifosis, splenomegaly, lymphadenomegaly and
systemic disorders such as vomiting, diarrhea, apathy, anorexia and weight loss. Aiming at
the diagnosis there is some direct and indirect evidence such as a serological, parasitological
and molecular examination. One measure advocated by the World Health Organization is a
canine survey, especially in endemic areas in large indigenous cases. This study is
epidemiological with 100 canines in the Municipality of Campos Novos Paulista/SP, using
the -the-test immunocromatografic TR-DPP-Visceral Leishmaniasis Caninaating certifying
the progression of a disease in the municipality, in case of positivity, serological with the
indirect ELISA method. Looking for a homogeneity in the samples, the Municipality was
divided in four quadrants, being thus collected 25 samples in each. The animals were
randomly distributed within each quadrant, and 3 ml blood was collected from the cephalic
vein. The samples were submitted to the Adolf Lutz Institute in Marilia/SP, where they were
submitted to the diagnostic tests. Of the samples, 4% are reagents to the rapid test, and these,
50% were positive, in the indirect ELISA serological test, thus confirming the diagnosis for

Visceral Leishmaniasis.
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INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenca parasitaria e infecciosa causada por protozoarios do
género Leishmania, que se multiplicam no interior de macréfagos e células dendriticas
(CLEARE et al, 2014; STEINDEL et al, 2013). A leishmania chagasi infantum séo as
apresentacdes mais prevalentes no Brasil, e levam ao desenvolvimento da forma visceral,
tanto em humanos como em cdes (CASTRO et al, 2018; ALMEIDA, MENDONCA &
SOUSA, 2010). A transmissdo da doenga ocorre através da picada de fémeas de insetos
dipteros Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis principalmente ao entardecer (DUARTE &
BADARO, 2015; BRILHANTE et al, 2018; TOSCANO et al, 2013). Tendo no ciclo
bioldgico parasita, as formas promastigotas e amastigotas (BRASIL, 2014). A primeira forma
apresenta um aspecto flagelado, presente no trato digestério do vetor, considerada a forma
infectante, pois sdo inoculadas no individuo quando ocorre o repasso sanguineo (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015). Ja as formas amastigotas estdo presentes nos tecidos e
macrofagos dos individuos humanos e nos reservatorios caninos (LANGONI, 2016).

Nos cées, as formas promastigotas dos parasitas, se disseminam por via hematégena
atingindo 6rgdos do sistema mononuclear fagocitario, como baco, figado, linfonodos e
medula 6ssea (DUARTE & BADARO, 2015). A apresentacdo clinica pode variar,
destacando as formas assintomaticas, oligossintomaticas e sintomaticas da doenca,
dependendo da interacdo com o sistema imune de cada individuo (SALES et al, 2017). J& os
sinais clinicos também sdo variados, sendo eles na forma cutanea com descamacdes, nédulos,
hiperqueratoses, crostas e erosdes (CLEARE et al, 2014; ASSIS et al, 2010). Ou entdo
sistémicos, como, vomitos, diarréias, apatia, anorexia e emagrecimento (LANGONI, 2016;
CLEARE etal, 2014).

Para o diagndstico, existem provas diretas e indiretas que se baseiam em exames
soroldgicos, parasitologicos e moleculares (SANTIS et al, 2013). Alguns dos testes utilizados
sdo os de imunocromatografia, também chamados de testes rapidos; e os sorolégicos, como
por exemplo, o ELISA “Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay”, recomendado pelo Manual
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (CASTRO et al, 2018), também aplicados
nesse trabalho.

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca grave, que vem apresentando
preocupacédo por parte da sadde publica, devido ao seu crescimento significativo nos ultimos

anos (SALES et al, 2017). S0 na América Latina, cerca de 96% dos casos estdo concentrados



no Brasil (OMS, 2018). Uma medida preconizada pela Organizacdo Mundial de Salude é a
realizacdo de inquéritos caninos, principalmente em areas endémicas ou com detecgéo recente
de casos autoctones, visando maior controle da doenca (CASTRO et al, 2018; ALMEIDA et
al, 2009). A regido Nordeste do Pais, por exemplo, representada pelos Estados do Piaui,
Maranhdo, Bahia, Ceara e Rio Grande do Norte, apresentam o maior indice dos casos de LV
(SALES et al, 2017). Sendo que atualmente, a doenca est& presente em mais de 19 Estados da
Confederacéo Brasileira (LANGONI, 2016; PACHECO et al, 2013).

Alguns estudos e inquéritos foram elaborados para demonstrar a situacdo da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) no Pais, como por exemplo, um estudo descritivo e
observacional realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) no Estado de Alagoas,
onde no periodo de 2007 a 2013, 45.112 animais foram investigados, e desses, 4.466
demonstraram positividade para a doenca (ROCHA et al, 2018). Em Fortaleza, capital do
Ceard, segundo os dados da Secretaria Municipal de Saide, 39.626 cdes foram reagentes para
a doenca, no periodo de 2009 a 2013 (RODRIGUES et al, 2017). Outro estudo, realizado por
Sales et al (2017), no periodo de 2009 a 2012, com amostras provenientes de animais
atendidos no Centro de Controle de Zoonose (CCZ) de Sdo Luis/MA, e registros de
notificacdo pela Secretaria de Estado de Saude (SES), verificou que de 2.259 cées suspeitos
24,96% foram positivos. Silva et al (2016), realizou no ano de 2012, um estudo no
Municipio de Patos, interior do Estado da Paraiba/PB, com o objetivo de estimar a
prevaléncia de cdes portadores de LVC, através de amostra sanguinea de 362 animais. Nesse
trabalho concluiram que houve incidéncia de 11,33% cées sororeagentes.

Na regido Sudeste do Pais, a cidade do Rio de Janeiro/RJ apresenta clima e vegetacao
que favorecem o desenvolvimento do flebotominio Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis. Dessa
forma, foi realizado um estudo ecoldgico territorial, no periodo de 2011 a 2014, com 3.799
amostras de sangue de cdes, colhidas para analise da LV, pelo teste imunocromatografico
rapido TR-DPP® e ELISA, como confirmatdrio. Os resultados apontaram que apenas 9%
foram reagentes, tanto no teste rapido quanto no ELISA (CASTRO et al, 2018).

No interior do Estado de S&do Paulo, no Municipio de llha Solteira, foi realizado um
trabalho por Paulan et al (2016), em um assentamento, no presente estudo verificou-se que
28% de 93 animais foram positivos para LVC, submetidos apenas ao método de ELISA. Ja
na cidade de Marilia/SP, localizada a 65 km de Campos Novos Paulista, foi feito um
levantamento dos arquivos do Departamento de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude,
por Risso et al (2016), onde analisaram 113 cées domiciliados em diferentes regides da

cidade, através do teste rapido DPP Bio-Manguinhos/Fiocruz, observando que 58,41% dos



animais foram positivos, como triagem para LVC, concentrando-se a maioria deles 69,70%
na Zona Norte da cidade. Sendo que testes confirmatorios dessas amostras como o ELISA, ndo
foram analisados.

Considerando a importancia da doenca no Brasil e no Estado de Sdo Paulo, e a
proximidade do Municipio em estudo com regides de transmissdo de LV canina e humana, foi
realizado um inquérito amostral em Campos Novos Paulista, até entdo considerado como,
Municipio silencioso (sem confirmacdo de casos autoctones humanos e caninos) nao
receptivo (sem presenca conhecida do vetor) vulneravel (selecionado pelos valores de
distancia), segundo o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral, junto ao
Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Estado de S&o Paulo,
(PVCLVESP), com o objetivo de verificar a presenca de cdes portadores autdctones e

assintomaticos para a doenca.

MATERIAIS E METODOS

O Municipio de Campos Novos Paulista localiza-se no estado de S&o Paulo a
uma latitude 22°36'11" sul e a uma longitude 50°00'09" oeste, estando a uma altitude de 446
metros do nivel do mar, com uma populacdo de aproximadamente 4.539 habitantes (IBGE,
2015). Antes de sua aplicacéo, o referido trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Universidade de Marilia - UNIMAR, sob o protocolo CIAEP-
01.0218.2014. O material utilizado foi o soro de 100 cdes adultos, ou seja, acima de um ano
de idade, independente de sexo ou raca e que apresentavam assintomaticos. Apos a coleta, as
amostras foram submetidas a realizacdo de teste de triagem imunocromatografico TR-DPP —
Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos®) e as que obtiveram resultados reagentes
na triagem, foram confirmadas pelo método de ELISA, recomendado pelo protocolo do
Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

Para uma maior homogeneidade, as coletas foram realizadas de forma aleatéria. Para
isso, 0 Municipio foi dividido em quatro quadrantes (Imagem 1), por apresentar arquitetura
retangular. Optou-se por essa estratificacdo, visto que representa uma melhor distribuigéo das
casas nesse formato, sendo que em cada um dos quadrantes trés pessoas foram encarregadas
da abordagem do tutor, esclarecimento sobre o intuito da pesquisa e coleta do material
biologico de 25 cdes. A colaboracdo dos tutores ocorreu de forma voluntéria, sendo eles
identificados e esclarecidos inicialmente por uma ficha resenha (Anexo A), além disso, todos

gue concordaram com a coleta de sangue do animal receberam um Termo de Esclarecimento


https://pt.wikipedia.org/wiki/Latitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oeste

(Anexo B) preenchido em duas vias, ficando com uma copia e outra com o Pesquisador

responsavel.

Imagem 1 - Vista aérea do Municipio de Campos Novos Paulista dividido em quadrantes.
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GOOGLE. Google Earth. Campos Novos Paulista.

Cada grupo recebeu um isopor térmico contendo gelo reutilizavel rigido para
acondicionar as amostras coletadas, e 25 tubos de tampa amarela com gel separador. A coleta
ocorreu em um unico dia, sendo todas as amostras encaminhadas a Universidade de Marilia
- UNIMAR ao final da tarde, para serem submetidas ao procedimento de centrifugagdo a uma
rotacdo de 4000 rpm (rotacdo por minuto) durante 5 minutos, para a separac¢do do soro. O
sangue foi obtido por venopuncéo cefélica (Imagem 2), com o auxilio de seringa de 5mL da
marca BD™ e agulhas 25x8mm BD™ estéreis, de uso individual. Um total de 3 mL de
sangue foi depositado imediatamente em tubo de gel separador. Nas residéncias onde existiam
mais de um animal foi realizado uma escolha aleat6ria de apenas um deles, para uma maior
homogeneidade das amostras. Apds a coleta, todas as amostras foram devidamente
identificadas com uma etiqueta, contendo informacdes como o nome do animal, nimero da
amostra, quadrante onde foi coletado, sexo, e idade do animal.

As amostras seguiram ao Centro de Laboratério Regional IV de Marilia, do Instituto
Adolfo Lutz, localizado na rua Lima e Costa, 1630, bairro Alto Cafezal, Marilia-SP, onde



foram submetidas ao teste rapido TR DPP®, Leishmaniose Visceral Canina Bio-
Manguinhos™, como teste de triagem. Os animais reagentes, foram submetidos ao teste

confirmatorio por ELISA, do mesmo fabricante.

TESTE DE TRIAGEM:

Para realizacdo do teste rapido, foi coletado 5 pL da amostra a ser testada com uma
alca coletora, ou micropipeta. Em seguida, a al¢a coletora foi posicionada verticalmente na
area de aplicacdo (pogo) da plataforma, e adicionados 2 gotas da solucdo tampéo de corrida,
apo6s aguardou-se 5 minutos. Passado esse tempo, as linhas azul e verde, da janela
desapareceram, marcas do controle de qualidade do teste. Caso isso ndo ocorra, € necessario
descartar a plataforma e repetir o procedimento. Apos esse procedimento, aguardou-se 10
minutos para o resultado. As plataformas com resultados ndo reagentes sdo indicados por
uma linha roxa/rosa na area controle e nenhuma linha na érea teste, ou seja, apenas umas das
linhas ficardo marcadas. Nos resultados reagentes foi possivel observar a presenca das duas
linhas, tanto a controle (C) como teste (T). Apos a detec¢cdo das amostras reagentes no teste de

triagem, as mesmas seguiram para 0 método de ELISA.

TESTE CONFIRMATORIO:

A técnica consiste em diluir (1/100) as amostras de controles e as que serdo testadas,
utilizando 5 pL dos controles a serem utilizados e das amostras de soro ou plasma dos caes
que serdo analisadas, em 500 pL de diluente, para formar uma proporcédo de diluicdo 1:100.
Em seguida, foi distribuido nas placas ja sensibilizadas 100 pL dos controles e as amostras ja
diluidas. Apds a distribuicdo das amostras a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em
seguida preparou-se a solucdo tampdo, apés os 30 minutos correntes lavou-se a placa seis
vezes com o tampdo de lavagem num volume de 200 pL em cada poco. Apos esse
procedimento o conjugado foi distribuido 100 uL nos pocos, em seguida, incubou-se a placa
por 30 minutos, em temperatura de 37°C. Ap0s esse periodo, distribuiu 100 uL do substrato
nos pocgos, e a placa foi incubada por mais 30 minutos, no escuro. A reagdo foi bloqueada
apos os 30 minutos com 50 pL de &cido sulfarico 2M em todos 0s pocgos, e procedeu-se a
leitura da mesma em aparelho de espectrofotdmetro, num comprimento de onda de 450nm. A
analise dos resultados foi comunicada ao tutor, quanto ao estado sorolégico do animal para a
LV.



RESULTADOS

Foram coletadas 100 amostras de sangue de cdes do Municipio de Campos Novos
Paulista, e a prevaléncia soroldgica para LVC nessa regido foi de 2%. A populacéo estudada
era composta de 100 animais, sendo que desses, inicialmente 4% apresentaram sororagéncia
na etapa de triagem pelo teste rapido TR DPP®, Leishmaniose Visceral Canina Bio-
Manguinhos™, sendo trés animais no quadrante 2 e um animal no quadrante 3. Apos serem
submetidas ao ELISA, foi observado que 50% desta, ou seja, 2 animais, foram positivos pela
técnica soroldgica, indicando uma positividade para LVC no municipio que até entdo era
considerado como silencioso, ndo receptivo e vulnerdvel. Os animais confirmados sao
respectivamente um do quadrante 2, e outro do quadrante 3, ambos autdéctones e

assintomaticos.

DISCUSSAO

No Brasil a doenca vem se destacando em varios Estados, principalmente nas Regides
Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (OMS, 2018; LANGONI, 2016; PACHECO et al, 2013).
No interior do estado de Sdo Paulo Municipios como Aracatuba, Bauru, Marilia, Presidente
Prudente e Sao José do Rio Preto apresentam transmissdo constante de LV canina e humana,
segundo informacgbes do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)
(CARDIM et al, 2016).

O Municipio de Campos Novos Paulista, também localizado no Estado de S&o Paulo,
apresentou uma incidéncia de 2% de 100 animais avaliados para LVC. Os resultados diferem
dos observados por Castro et al (2018) e Silva et al (2016), onde foram apresentados
respectivamente uma positividade de 9% de 3.799 animais na capital Rio de janeiro e
11,33% de 362 cdes no Municipio de Patos, terceira maior cidade do estado da Paraiba,
ambos os trabalhos utilizando como triagem o teste rapido TR-DPP®, Leishmaniose Visceral
Canina Bio-Manguinhos™ e como confirmatorio o método de ELISA indireto, mesmos testes
utilizados nesse trabalho. Brilhante et al (2018), observaram resultados proximos aos
observados anteriormente, sendo 8,69% de 92 animais positivos ao método de ELISA, em
area de turismo de pesca no Municipio de Bonito/MS.

Em fortaleza a frequéncia de animais sororeagentes foi de 10,48% em 84.960
amostras coletadas no ano de 2013, segundo registros da Secretaria Municipal de Salde,

corroborando também com os dados apresentados até entdo (RODRIGUES et al, 2017).



SALES et al (2017), observou uma positividade maior, sendo 24,96% de 564 animais
submetidos ao teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), apresentados pela Secretaria de
Estado de Saude de Séo LuissMA no periodo de 2009 a 2012. Os resultados apresentados
por RISSO et al (2016), também mostraram alta incidéncia para a doenca, sendo 58,41% de
113 animais avaliados para LVC na cidade de Marilia/SP, no ano de 2012 a 2013,
empregando nesse caso, apenas 0 método diagnostico rpido TR-DPP®.

Em virtude de um N de 100 animais a soroprevaléncia para LVC em Campos Novos
Paulista foi baixa, se comparado aos estudos anteriores, porém reflete mais proximo ao
observado por Almeida et al (2009), onde a frequéncia de animais positivos foi de 3,41%
em 468 cdes, em inquérito soroldgico cujo método empregado foi a RIFI, na cidade de
Cuiab4, capital do Mato Grosso, entre setembro de 2007 a marco de 2008. Apesar de
resultados semelhantes as técnicas diagnosticas empregadas em ambos os trabalhos foram
diferentes.

No presente estudo foi verificado que nenhum dos animais positivos eram
sintomaticos. Em contrapartida, Paulan et al (2016), observaram 57% de 93 animais
investigados para LVC em um assentamento no Municipio de Ilha Solteira classificavam-se
como oligossintomaticos, ou seja, presenca de até 3 sinais clinicos, e polissintomaticos
apresentando mais de trés sinais clinicos. ALMEIDA; MENDONCA & SOUSA (2010),
observaram em Cuiaba/MT, 50% de cdes sintomaticos, 22% oligossintomaticos e 28%
assintomaticos de um total de 150 animais. Almeida et al (2009), também verificou a
presenca de animais assintomaticos em inquérito soroepidemiol6gico em areas endémicas de
Cuiab&MT, sendo 56,25% de 468 investigados . No presente trabalho buscou-se a
realizacdo de coleta de material biol6gico apenas de cdes assintomaticos, esse dado pode
refletir a diferenca apresentada entre os trabalhos citados e o apresentado em Campos Novos
Paulista.

Todos os resultados foram repassados a Secretaria de Satde do Municipio, para que as
autoridades cientifiquem os tutores e quanto & vigilancia dos casos, visando as medidas
sanitarias pertinentes. Por se tratar de um Municipio silencioso, as medidas preventivas serdo
importantes no controle da doencga, por exemplo, 0 uso de coleiras repelentes a base de
deltametrina 4%, emprego de vacinas, por exemplo, a Leish-Tec®, limpeza dos quintais, uso

de telas nas janelas das residéncias, repelentes, dentre outros.



CONCLUSAO

Conclui-se no presente trabalho a existéncia de cdes sororeagentes para LVC no
Municipio de Campos Novos Paulista, sendo necessario que esses animais fiqguem sob
observacdo a partir do presente momento, além disso, o estudo serviu como modelo para que
futuras iniciativas em relacdo a doenga sejam implementadas no Municipio, assim como uma

maior visibilidade para a questdo da saude animal.
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