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RESUMO

As leishmanioses sdao um complexo de doencas infecto-parasitdrias, causadas por vdrias
espécies de protozodrios do género Leishmania. Possui cardter zoondtico e, por isso, € de
grande importancia para a Satude Publica. Esta tese € composta por trés capitulos sobre a
leishmaniose visceral em cdes e gatos na Paraiba, Brasil. Os dois primeiros sdo fruto do
estudo epidemiolégico da leishmaniose visceral canina (LVC) no municipio de Santa Luzia,
localizado no semidrido paraibano entre os anos de 2015 e 2016. Durante as coletas de 779
amostras de sangue dos caes, foi aplicado um questiondrio epidemioldgico aos tutores para o
estudo dos fatores de risco, e as coordenadas geograficas da localizacdo dos cdes foram
registradas para andlise da distribui¢do espacial. A prevaléncia foi determinada através de trés
técnicas soroldgicas, considerando positivas as amostras que reagiram em, pelo menos, duas
delas. A prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania infantum encontrada no municipio foi de
15% (117/779), sendo maior na zona urbana (15,2%) do que na rural (13,6%). O bairro que
apresentou maior prevaléncia foi o Frei Damido com 26,4% (33/125), sendo considerado um
fator de risco (OR = 1,245), e onde se confirmou um cluster de alto risco (RR = 2,48). Outros
fatores de risco encontrados foram a criacdo semidomiciliar (OR = 1,798), para os caes da
zona urbana, e a prética da caca (OR = 18,505), contato com bovinos (OR = 17,298) e
ambiente onde o cdo € criado (OR = 4,802), para os animais residentes na zona rural.
Verifica-se elevada prevaléncia da LVC e ampla distribuicio no municipio de Santa Luzia,
porém de forma heterogénea. Sugere-se que medidas de controle e prevencdo sejam
priorizadas com base nos fatores e dreas de riscos identificados, a fim de maximizar a
eficiéncia do programa e minimizar a chance de ocorrer novos casos caninos € humanos. No
terceiro capitulo, descreveram-se o0s principais aspectos epidemioldgicos, clinicos,
anatomopatoldgicos, sorolégicos e moleculares do primeiro relato de infeccao por L. infantum
em gatos domésticos no estado da Paraiba, Brasil. Os animais tinham lesdes cutineas
multicéntricas, nodulares e ulceradas nas orelhas e focinho. Os gatos foram submetidos a
avaliacdo clinica, seguida de exames soroldgicos, molecular e parasitologico, com cultura e
isolamento do parasita, e posterior caracterizacdo isoenzimatica. O caso 1 era uma gata adulta,
sem raga definida e errante. O caso 2 era um gato adulto, sem raga definida e domiciliado.
Ambos foram positivos para a presenca de anticorpos anti-L. infantum. Na citologia dos
nddulos cutineos e linfonodos, foram visualizadas formas amastigotas de Leishmania spp.
livrtes e no interior de macréfagos. Na histopatologia, as lesdes se caracterizavam por
dermatite granulomatosa nodular e/ou ulcerativa, associadas a formas amastigotas de
Leishmania spp. intralesionais. Por meio da reacdo em cadeia da polimerase, amplificou-se a
sequéncia do minicirculo do kKDNA de L. infantum. Conclui-se que a infeccdo por L. infantum
ocorre em gatos no estado da Paraiba, regido Nordeste do Brasil e ressalta-se a necessidade de
compreender o perfil imunolégico e epidemiolégico da leishmaniose visceral na populacao
felina com vistas as medidas de controle em satide publica.

PALAVRAS-CHAVE: Ciaes; epidemiologia; gatos; Leishmania infantum; sistema de
informacdo geoespacial; zoonoses.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of infectious parasitic diseases caused by several protozoan
species of the genus Leishmania. It has a zoonotic character and is therefore of great
importance for public health. This thesis is composed of three chapters about visceral
leishmaniasis in dogs and cats in Paraiba, Brazil. The first two are the results of the
epidemiological study of canine visceral leishmaniasis (CVL) in the municipality of Santa
Luzia, located in the Paraiba semiarid region. During blood collection, an epidemiological
questionnaire was applied to the owners to identify the risk factors, and the geographic
coordinates of the dogs' location were recorded for spatial distribution analysis. In 2015 and
2016, 779 dog blood samples were collected. The prevalence was determined by three
serological techniques, considering positive the samples that reacted in at least two of them.
The prevalence of anti-Leishmania infantum antibodies found in the municipality was 15%
(117/779), being higher in urban area (15.2%) than in rural area (13.6%). The neighborhood
with the highest prevalence was Frei Damido with 26.4% (33/125), being considered a risk
factor (OR = 1.245), and where a high risk cluster was confirmed (RR = 2.48). Other risk
factors found were semidomestic breeding (OR = 1.798) for dogs living in the urban area, and
hunting (OR = 18.505), contact with cattle (OR = 17.298) and area where the dog is raised
(OR = 4.802) for animals residing in rural areas. There is a high prevalence and wide and
heterogeneously distribution of CVL in the city of Santa Luzia. The results suggest control
and prevention measures should be prioritized based on identified risk factors in each areas in
order to maximize the control program efficiency and minimize the chance of new canine and
human cases. In the third chapter, the main epidemiological, clinical, pathological, serological
and molecular aspects of the first report of L. infantum infection in cats in Paraiba State,
Brazil, were described. The animals had multicenter, nodular and ulcerated skin lesions in the
ears and muzzle and were submitted to clinical evaluation, followed by serological, molecular
and parasitological exams, with culture and isolation of the parasite, that was characterized
by isozyme electrophoresis. Case 1 was a female adult cat, a stray mongrel cat. Case 2 was a
male adult cat, mongreland domiciled. Both were positive for the presence of anti-L. infantum
antibodies. By fine needle aspiration cytology of cutaneous nodules and lymph nodes,
amastigote forms of Leishmania spp. were found both free and inside macrophages.
Histopathologically, the lesions were characterized by nodular and /or ulcerative
granulomatous dermatitis associated with intralesional amastigote forms of Leishmania spp..
By Polymerase Chain Reaction, the L. infantum kKDNA minicircle sequence was amplified. It
was concluded that L. infantum infection occurs in cats in Paraiba State, Brazilian
northeastern region. It is necessary to understand the immunological and epidemiological
profile of visceral leishmaniasis in the feline population with a view to public health control
measures.

KEY-WORDS: Cats; dogs; epidemiology; geospatial information system; Leishmania
infantum; zoonoses
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1 INTRODUCAO GERAL

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecto-parasitdrias, causadas por
diversas espécies de protozodrios do género Leishmania, pertencente a familia
Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. Possui cardter zoondtico e, por isso, € de grande
importancia para a Sadde Publica. Pode apresentar-se nas formas cutanea, mucocutinea e
visceral em humanos, canideos e outros mamiferos. Enquanto a leishmaniose cutinea € a
forma mais comum da doencga, a leishmaniose visceral (LV) é a mais grave, quase sempre
fatal se ndo tratada (BRASIL, 2014; WHO, 2017).

A LV possui ampla distribuicdo mundial, ocorre na Asia, Europa, Oriente Médio,
Africa e nas Américas. No ano de 2015, 3.456 (15,00%) dos novos casos de LV do mundo
ocorreram nas Ameéricas, sendo o Brasil responsével por 3.221 (93,20%) desses casos (WHO,
2017). No Brasil, a LV € causada pela Leishmania infantum (sin. L. chagasi) e transmitida
principalmente pelo flebétomo Lutzomyia longipalpi. Desde a década de 1980, destacam-se a
expansdo e urbanizagdo dessa enfermidade, com aumento no nimero de casos e até surtos em
grandes cidades brasileiras, como Sao Luis (MA), Camacari (BA), Natal (RN), Belo
Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Rio de Janeiro (RJ), Santarém (PA), Campo Grande (MS) e
Palmas (TO) (BRASIL, 2014), persistindo como um importante problema de sadde ptblica,
apesar dos esforcos para o seu controle.

Os principais reservatorios silvestres do parasita sdo raposas e marsupiais. No entanto,
a urbanizagdo da LV deu aos caes o papel de reservatério principal. Outros animais ja foram
incriminados como possiveis reservatérios, como roedores sinantrpicos e gatos (LAINSON;
RANGEL, 2005). Os gatos domésticos podem ser infectados e manifestar a doenga
acidentalmente (HOOGSTRAAL; DIETLEIN, 1964; MANCIANTI, 2004), como também sao
capazes de infectar os flebotomineos, podendo agir como reservatérios (PENNISI et al.,
2015).

No sertdo, a infec¢do endémica pode tornar-se epidémica quando se reveste de carater
urbano, como registrado em Petrolina (PE), Teresina (PI), Fortaleza (CE), Caic6 (RN),
Mossoré (RN) e outras cidades de clima semiarido (CESSE, 1999; MATOS et al, 2006;
BATISTA, 2008). O semidrido apresenta condi¢des atmosféricas e de ocupacao humana que
permitem a existéncia de vdrias infec¢des por tripanossomatideos, sendo a LV a principal do
ponto de vista da saide humana.

Em abril de 2015, no municipio de Santa Luzia, Paraiba, foi registrado o primeiro caso

autoctone de LV humana na zona urbana, que resultou no 6bito de uma crianga de cinco anos



14

de idade. Em funcado desse fato, a Secretdria de Saide do municipio procurou o Grupo de
Pesquisa de Biologia Molecular do Semidrido, da Unidade de Medicina Veterinaria da UFCG,
para firmar uma parceria a fim de realizar um trabalho epidemiolégico, pois a situacdo da
leishmaniose visceral canina (LVC) no municipio era desconhecida. Segundo o Ministério da
Saude, € necessdrio conhecer melhor a epidemiologia local da LV, com enfoque nos fatores
de risco, para que as medidas de controles sejam adequadas para cada regido (BRASIL,
2014).

O estudo epidemioldgico desta infeccdo na espécie canina resulta em dados como a
prevaléncia, que € um importante indicativo de risco e aponta, as agéncias e aos 6rgaos de
controle locais, a necessidade de agdes para o controle da endemia. O georreferenciamento
tem demostrado ser também uma ferramenta epidemioldgica util para a vigilancia, pois
permite conhecer a distribuicdo de uma doencga e associd-la a fatores ambientais, sociais e
culturais, definindo seus aspectos epidemioldgicos, para que sejam adotados como
indicadores de saude (RIBEIRO et al., 2014).

Verifica-se grande aumento de artigos em revistas nacionais € internacionais que,
através da distribuicdo temporal e espacial, reafirmam os aspectos epidemioldgicos das
leishmanioses, constatam as mudancas na sua distribuicdo e sugerem planejamentos mais
efetivos nos programas de controle (TEIXEIRA-NETO et al., 2014; MAIA-ELKHOURY et
al., 2016; OSTAD et al., 2016).

Logo, os objetivos desta tese foram conhecer e descrever o comportamento
epidemioldgico da LV frente ao principal hospedeiro reservatério doméstico, o cdo, € como
ela se apresentou em potenciais hospedeiros, dois felinos domésticos, no semidrido paraibano,

Brasil.
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Diferenciais no perfil epidemioldgico da leishmaniose visceral canina no

semiarido da Paraiba, Brasil!

Raizza B. S. Silva?*, Diana A. Lima3, Laysa F. F. SilvaZ, Saul S. Fonseca3, Marilia A. S.

Ferreira#4, Rafael C. Silva, Paulo P. de Andrade®, Marcia A. de Melo?

ABSTRACT.- Silva R.B.S,, Lima D.A,, Silva L.F.F,, Fonseca S.S., Ferreira M.A.S,, Silva R.C,,
Andrade P.P., Melo M.A. [Differentials in the epidemiological profile of canine
visceral leishmaniasis in the semi-arid region of Paraiba, Brazil] Contrastes no
perfil epidemioldgico da leishmaniose visceral canina no semiarido da Paraiba, Brasil.
00(0):0-0. Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal
de Campina Grande, Campus de Patos, Av. Universitaria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos,
PB 58708-110, Brazil. E-mail: raizzabss@hotmail.com

The objective of this research was to estimate the prevalence of canine visceral
leishmaniasis (CVL) in the municipality of Santa Luzia, located in the semi-arid region of
Paraiba, and to identify the differences in risk factors related to its occurrence in urban
and rural areas. In the years 2015 and 2016, 779 blood samples from dogs were
collected. The prevalence was determined through three serological techniques, ELISA-
S7@® Kit, DPP® Rapid Test and EIE-LVC® Kit, considering the samples that reacted in at
least two positive samples. Risk factors were determined through univariate and
multivariate analyzes of the owners' responses to the epidemiological questionnaire.
The prevalence of anti-Leishmania infantum antibodies in the studied municipality was
15.00% (117/779), being higher in the urban area (15.20%) than in the rural area
(13.60%). The neighborhood with the highest prevalence was Frei Damido with 26.40%
(33/125), being considered a risk factor (OR 1.245, p = 0.007). Other risk factors were
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the semi-domiciliary breeding (OR 1.798, p = 0.025), in the urban area, and hunting dog
(OR 18.505, p = 0.016), contact with cattle (OR 17.298, p = 0.022) and environment
where (OR 4.802, p = 0.024) in the rural area. The high prevalence of canine visceral
leishmaniasis and its wide distribution in the municipality of Santa Luzia is verified.
Epidemiological differences between urban and rural areas could be observed
demonstrating the need for more adequate control measures for each locality and

proving the urbanization process.

INDEX TERMS: neglected diseases, risk factors, Leishmania infantum, prevalence,

Z0oonoses.

RESUMO.- O objetivo desta pesquisa foi estimar a prevaléncia da leishmaniose visceral
(LV) canina no municipio de Santa Luzia, localizado no semiarido paraibano, e
identificar as diferencas nos fatores de risco relacionados a sua ocorréncia nas zonas
urbana e rural. Nos anos de 2015 e 2016, coletou-se 779 amostras de sangue de cdes. A
prevaléncia foi determinada através de trés técnicas sorologicas, Kit ELISA-S7®, teste
rapido DPP® e Kit EIE-LVC®, considerando positivas as amostras que reagiram em pelo
menos duas. Os fatores de risco foram determinados por meio das analises estatisticas
uni e multivariada das respostas dos tutores ao questiondrio epidemioldégico. A
prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania infantum encontrada no municipio estudado
foi de 15,00% (117/779), sendo maior na zona urbana (15,20%) do que na rural
(13,60%). O bairro que apresentou maior prevaléncia foi o Frei Damiao com 26,40%
(33/125), sendo considerado um fator de risco (OR 1,245; p=0,007). Outros fatores de
risco encontrados foram a criagdo semidomiciliar (OR 1,798; p=0,025), na zorna urbana,
e cao de caga (OR 18,505; p=0,016), contato com bovinos (OR 17,298; p=0,022) e
ambiente onde o cdo é criado (OR 4,802; p=0,024), na zona rural. Verifica-se a elevada
prevaléncia da leishmaniose visceral canina e a sua ampla distribuigdo no municipio de
Santa Luzia. Diferencas epidemioldgicas entre as zonas urbana e rural puderam ser
observadas, demonstrando a necessidade de medidas de controle mais adequadas para

cada localidade e comprovando o processo de urbanizacgao.
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TERMOS DE INDEXACAO: doencas negligenciadas, fatores de riscos, Leishmania

infantum, prevaléncia, zoonoses.

INTRODUCAO
A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca tropical negligenciada, de carater zoondtico,
causada pelo protozoario Leishmania infantum (sin. L. chagasi), que acomete o sistema
fagocitico mononuclear de humanos, canideos e outros mamiferos (WHO 2017a).

A LV é transmitida por insetos flebotomineos e a principal espécie transmissora
no Brasil € Lutzomyia longipalpis. Essa zoonose tem ampla distribuicio mundial
ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e nas Américas. No ano de 2015,
15,00% (3456) dos novos casos de LV do mundo ocorreram nas Américas, sendo o
Brasil responsavel por 3336 (96,50%) desses casos (WHO 2017b), com apenas duas
Unidades da Federacdo, Acre e Santa Catarina, sem registro de casos autdctones de LV
entre os anos de 2007 a 2015, segundo dados do Sinan Net (Brasil 2017).

No Brasil, a leishmaniose visceral se encontra em expansao e urbaniza¢do desde a
década de 1980. Estes fendmenos estao relacionados com as condi¢des em que habitam
os cdes e seus tutores (ocupacdo desordenada e condi¢des de vida precarias), a migracdo
de seres humanos e de seus animais de estima¢do, as mudangas climaticas e o
desmatamento, além da dispersao e da urbaniza¢do do vetor (WHO 2002, Costa 2008,
Salomoén et al. 2015).

As estratégias de controle da LV no Brasil, segundo o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV), estdo baseadas no diagnostico e tratamento
precoce de casos humanos, no controle dos vetores com uso de inseticidas e na detec¢ao
dos caes infectados, através de andlises soroldgicas, com posterior eutandsia dos
animais positivos (Brasil 2014), visto que o cdo é o principal reservatério da doenga em
areas urbanas endémicas. Para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina (LVC), o
Ministério da Saude preconiza a utilizacdo do teste rapido DPP® (Bio-Manguinhos),
como triagem, e o EIE-LVC® (Bio-Manguinhos) como teste confirmatério (Brasil 2011).

Em 2016, o primeiro medicamento para tratamento da LVC foi registrado no
MAPA e em 2017 comegou a ser comercializado no Brasil. Porém, ndo é indicado como
uma medida de satde publica para o controle da doenca (Brasil 2016). De acordo com a
portaria interministerial n°® 1.426, de 11 de julho de 2008, ainda é proibido o tratamento

da LVC com produtos de uso humano ou nao registrado no Ministério da Agricultura,



20

Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Essa decisdo do Ministério da Satide e do MAPA tem
como principais fundamentos: a possibilidade de caes em tratamento se manterem
como reservatorios e fonte de infec¢do para o vetor; e a existéncia de risco de indugao a
selecdo de cepas resistentes aos medicamentos disponiveis para o tratamento das
leishmanioses em seres humanos (Brasil 2008).

Na Paraiba, em 2015, a incidéncia da LV humana foi de 1,2 casos por 100.000
habitantes (Brasil 2017). Em abril do mesmo ano, no municipio de Santa Luzia-PB, foi
registrado um 6bito por leishmaniose visceral de uma crianca de cinco anos de idade,
residente do bairro Sdo Sebastido. Segundo a Vigildncia em Saude da Prefeitura
Municipal de Santa Luzia, ap6s esse registro, considerado autéctone, foram realizadas
acOes preconizadas pelo Ministério da Satide nas proximidades do caso humano (bairros
Sao Sebastido e Nossa Senhora de Fatima), tais como: investigacdo entomoldgica,
borrifacdo de inseticida, saneamento ambiental, inquérito soroldégico canino e eutanasia
dos cdes reagentes. Em funcao do desconhecimento da LVC no restante do municipio, o
objetivo do estudo foi estimar a prevaléncia dessa enfermidade em todo o municipio de
Santa Luzia, semiarido paraibano, visando identificar os possiveis fatores de risco, para
que fossem tomadas a¢des de saude publica voltadas ao controle da doenca e prevencgao
de novos casos.

MATERIAL E METODOS
O estudo transversal foi realizado nas zonas urbana e rural de Santa Luzia (06°52'S e
36°55'0), municipio do semiarido paraibano (Fig.1), com uma area de 455 km?, e uma
populacdo de 15.341 habitantes, segundo estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) para o ano de 2016. Considerando a existéncia de um cdo para cada
sete habitantes, a populacdo canina estimada foi de 2.191. O numero de animais
utilizados foi determinado pela formula para amostras aleatérias simples, proposta por
Thrusfield (2007), considerando uma prevaléncia esperada de 50%, nivel de confianga
de 99% e erro amostral de 4%. O nimero minimo de animais a serem utilizados foi de

706, mas, como medida de seguranca, foram acrescidos 10% ao nimero amostral.
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Fig.1. Mapa de localizagdo do municipio de Santa Luzia, Paraiba, Brasil, categorizado por setores.

As coletas foram realizadas entre julho de 2015 e julho de 2016 e participaram do
estudo cdes acima de seis meses, sem distincdo de raga ou sexo. Na zona urbana a
amostragem foi por conveniéncia, foram montados pontos de coletas, um ponto em cada
bairro, apds ampla campanha de divulgacdo na radio local e pelos Agentes de Saude e
Endemias para conhecimento da populacdo. A amostragem na zona rural foi por
conglomerados, a coleta foi realizada em 16 comunidades rurais pré-selecionados por
sorteio aleatorio, sendo contempladas todas as casas e todos os cdes das localidades
sorteadas.

O sangue foi obtido por venopuncao da jugular ou cefalica, com o auxilio de
seringa de S5mL e agulha 25X8mm estéreis e de uso individual. Um total de 5mL de
sangue foi depositado de imediato em tubo contendo citrato de sodio a 4%. Apods a
coleta, o material foi encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular do Semiarido
(BiolMol/UFCG), campus Patos-PB. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm
durante 5 minutos para separacao do plasma, que foi armazenado em microtubos de
1,5mL, identificados e estocados a -202C até a realizagao dos ensaios sorologicos.

Os testes sorolégicos utilizados para o diagnéstico da LVC foram: Kit ELISA-S7®
(Biogene Ind. e Com. Ltda) realizado pela equipe do BiolMol; teste rapido DPP® (Bio-
Manguinhos), realizado pelos Agentes de Endemias da Secretaria de Saude de Santa
Luzia; e o ensaio imunoenzimatico (Kit EIE-LVC®, Bio-Manguinhos), realizado pelo

Laboratorio Central de Sadde Publica da Paraiba (LACEN), apenas nas amostras que
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reagiram no DPP®. Todos os ensaios foram realizados seguindo os protocolos dos
fabricantes. Para determinar a prevaléncia da LVC, foram consideradas positivas as
amostras que reagiram em, pelo menos, dois ensaios.

Os tutores dos caes responderam a um questionario epidemioldgico com o intuito
de identificar condi¢des socioambientais que atuem como possiveis fatores de risco para
a doenga. A analise dos fatores de risco associados a soropositividade foi efetuada em
duas etapas: andlise univariada e multivariada. As varidveis independentes foram
categorizadas e codificadas e as que apresentaram um valor de p < 0,20 pelo teste de
qui-quadrado ou teste exato de Fisher (Zar 1999) foram usadas na andlise multivariada
através de regressao logistica multipla (Hosmer & Lemesho 2000). O nivel de
significancia adotado na analise multipla foi de 5%. As analises foram realizadas com o
programa IBM SPSS Statistics Base 22.0.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Satde e Tecnologia
Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sob o protocolo n®
283/2015.

RESULTADOS

Das 779 amostras de sangue coletadas de caes no municipio de Santa Luzia para o
inquérito soroldgico, 676 eram de cdes da zona urbana e 103, da zona rural.
Considerando como positivos os caes reagentes em, pelo menos, duas sorologias,
obteve-se uma soroprevaléncia de 15,02% (117/779; IC 95% 12,51-17,53%) no
municipio de Santa Luzia; sendo que 103 caes positivos eram da zona urbana e 14, da
zona rural, resultando em prevaléncias de 15,24% (103/676; 1C 95% 12,53-17,95%) e
13,59% (14/103; IC 95% 6,97-20,21%), respectivamente. Ndao houve diferenca
significativa na positividade dos caes das duas areas (p = 0,774).

A maioria dos tutores dos cdes reagentes possuia uma renda familiar menor que
dois saldrios minimos (63,47%). Foi possivel observar que a medida que aumenta a
condicdo econémica da familia, menor é a prevaléncia da LVC. Em relagdo a populacao
canina com leishmaniose visceral, 61,54% (72/117) eram machos, 25,64% (30/117)
possuiam entre dois e quatro anos e 74,36% (87/117) eram sem raga definida (SRD),
sem diferenca significativa entre as categorias dessas variaveis (p>0,05).

A criacao semidomiciliar prevaleceu em 68,29% (532/779) dos casos, e 83,76%
(98/117) dos positivos eram criados dessa forma. O contato dos cdes com outros

animais, como outros cdes, gatos, equinos, ruminantes, aves e/ou animais silvestres, foi
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relatado por 67,27% (524/779) dos tutores; 71,79% (84/117) dos caes positivos
mantinha algum tipo de contato com outros animais, dentre eles se destacaram outros
cdes (n=60), aves (n=30) e gatos (n=26). A limpeza do local onde o cdo ficava era
realizada por 90,50% (705/779) dos tutores, mas a frequéncia dessa limpeza variou de
diaria a mensal, e a frequéncia da LVC aumentou a medida que aumentava o periodo
sem limpeza.

Apenas 7,70% dos cdes (60/779) ja tinham feito uso de coleiras repelentes, sendo
que, no momento da coleta, nenhum animal estava usando esse tipo de coleira e nenhum
cao havia sido vacinado contra LVC.

Na anadlise dos fatores de risco para leishmaniose visceral canina em todo o
municipio, foram selecionadas na univariada: bairro, raga, tipo de criacdo, contato com
pequenos ruminantes, frequéncia de limpeza, sempre morou em Santa Luzia, cdo de caca
e onde dorme. Os fatores de risco para LVC no municipio de Santa Luzia, identificados na
analise multivariada por regressao logistica multipla, foram o bairro onde os animais
habitavam (Frei Damiao), o tipo de criacdo (semidomiciliar) e frequéncia da limpeza

(mensal) do local de permanéncia do cao (Quadro 1).

Quadro 1. Fatores de risco associados a leishmaniose visceral canina no municipio de Santa Luzia,
Paraiba, 2015-2016, estimados por regressao logistica multivariada

Fatores de risco 0dds ratio 1C 95%3? Valor de p
Tipo de criacdo (semidomiciliar) 2,310 1,442-3,700 0,000
Frequéncia de limpeza (mensal) 1,539 1,142-2,076 0,005
Bairro (Frei Damiio) 1,280 1,095-1,496 0,002

a[C 95% = Intervalo de confianca de 95%

Em relagao a populacgdo de cdes com LV e residentes no bairro Frei Damiao, péde-
se observar que 90,00% eram criados de forma semidomiciliar e todos os cades positivos
do municipio que tinham seu local higienizado mensalmente residiam nesse bairro;
75,80% dos tutores desses cdes possuiam uma renda familiar inferior a dois salarios
minimos.

A analise dos fatores de risco também foi realizada a fim de determinar as
diferencas entre a zona urbana e a rural, os resultados obtidos estdo expressos nos
quadros 2 e 3. Os fatores de risco da zona urbana foram o bairro (Frei Damiao) e o tipo
de criacao (semidomiciliar). Os fatores de risco da zona rural foram caes de caga, contato

com bovinos e criagdo dos caes na terra e no cimento.
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Quadro 2. Analise univariada dos possiveis fatores de risco associados a leishmaniose visceral
canina nas zonas urbana e rural de Santa Luzia, Paraiba, 2015-2016

Zona Urbana Zona Rural
Variavel N2 total Animais Ne total de Ani.rr.lais
de s Valor de p o positivos Valor de p
N positivos (%) animais
animais (%)
Bairro N3ao se aplica
Centro 79 7 (8,9%) 0,001*
Sdo Sebastido 98 9 (9,2%)
Nossa Senhora de Fatima 86 8(9,3%)
Antonio Bento 61 7 (11,5%)
Sdo José 226 39 (17,3%)
Frei Damido 125 33 (26,4%)
Renda familiar
Menos de 2 Salarios Minimos 417 63 (15,1%) 0,562 68 10 (14,7%) 0,496
2 a 4 Salarios Minimos 211 35(16,6%) 22 2 (9,1%)
4 a 6 Salarios Minimos 31 3(9,7%) 3 1 (33,3%)
Mais de 6 Salarios Minimos 16 1(6,3%) 0 0
Sexo
Macho 384 64 (16,7%) 0,235 62 8 (12,9%) 0,802
Fémea 292 39 (13,4%) 41 6 (14,6%)
Idade (Meses)
6-12 106 11 (10,4%) 0,560 21 0 0,088*
13-24 150 27 (18,8%) 20 1(5,0%)
25-48 170 25 (14,7%) 22 5(22,7%)
48 -72 133 21 (15,8%) 24 4 (16,7%)
>72 117 19 (16,2%) 16 4 (25,0%)
Racga
CRD 253 27 (10,7%) 0,011* 11 3 (27,3%) 0,170*
SRD 423 76 (18,0%) 92 11 (12,0%)
Tipo de criacdo
Domiciliar 192 11 (5,7%) 0,000* 3 0 0,521
Semidomiciliar 458 89 (19,4%) 74 9 (12,2%)
Solto 26 3(11,5%) 26 5(19,2%)
Contato com animais
Nao 251 32 (12,7%) 0,167* 4 1 (25,0%) 0,448
Sim 425 71 (16,7%) 99 13 (13,1%)
Contato com equideos
Nao 664 102 (15,4%) 1,000 62 8 (12,9%) 0,802
Sim 12 1(8,3%) 41 6 (14,6%)
Contato com silvestres
Nio 670 101 (15,1%) 0,229 86 11 (12,8%) 0,698
Sim 6 2 (33,3%) 17 3 (17,6%)
Contato com felinos
Nao 534 80 (15,0%) 0,720 86 11 (12,8%) 0,698
Sim 142 23 (16,2%) 17 3 (17,6%)
Contato com caes
Nao 404 55 (13,6%) 0,152* 9 2 (22,2%) 0,353
Sim 272 48 (17,6%) 94 12 (12,8%)
Contato com suinos
Nao 671 102 (15,2%) 0,564 81 9 (11,1%) 0,172*
Sim 5 1(20,0%) 22 5 (22,7%)
Contato com pequenos ruminantes
Nao 661 102 (15,4%) 0,713 52 12 (23,1%) 0,008*
Sim 15 1 (6,7%) 51 2 (3,9%)
Contato com bovinos
Nao 671 102 (15,2%) 0,564 46 3 (6,5%) 0,083*
Sim 5 1(20,0%) 57 11 (19,3%)

Continua...
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Quadro 2. (Continuacio)

Zona Urbana Zona Rural
Variavel N2 (;otal Animais Ne total de Ani-rr.lais
e i, Valor de p o positivos Valor de p
N positivos (%) animais
animais (%)
Contato com aves
Nao 529 83 (15,7%) 0,534 24 4 (16,7%) 0,734
Sim 147 20 (13,6%) 79 10 (12,7%)
Ambiente onde é criado
Terra 288 50 (17,4%) 0,270 97 12 (12,4%) 0,197*
Cimento 271 34 (12,5%) 1 0
Terra e Cimento 117 19 (16,2%) 5 2 (40,0%)
Limpeza do local
Nao 18 3 (16,7%) 0,746 56 10 (17,9%) 0,249
Sim 658 100 (15,2%) 47 4 (8,5%)
Frequéncia de limpeza
Diaria 478 59 (12,3%) 0,020* 5 0 0,158*
Semanal 159 35(22,0%) 29 1 (3,4%)
Quinzenal 10 3 (30,0%) 13 3(23,1%)
Mensal 11 3(27,3%) 0 0
Presenca de carrapatos
Nao 106 17 (16,0%) 0,803 20 2 (10,0%) 1,000
Sim 570 86 (15,1%) 83 12 (14,5%)
Sempre morou em Santa Luzia
Nao 78 7 (9,0%) 0,102* 6 0 1,000
Sim 598 96 (16,1%) 97 14 (14,4%)
Adotado
Nao 19 6 (31,6%) 0,122* 36 3 (8,3%) 0,205
Da Rua 179 29 (16,2%) 31 7 (22,6%)
Outro Tutor 470 68 (14,5%) 36 4 (11,1%)
Cao de caca
Nio 616 92 (14,9%) 0,484 87 9 (10,3%) 0,025*
Sim 60 11 (18,3%) 16 5(31.3%)
Local onde dorme
Dentro de casa 135 16 (11,9%) 0,279 3 0 1,000
No peridomicilio 526 86 (16,3%) 100 14 (14,0%)
Narua 15 1(6,7%) - -
Como passa a noite
Solto 460 66 (14,3%) 0,348 46 8 (17,4%) 0,312
Amarrado 216 37 (17,1%) 57 6 (10,5%)
Fez uso de coleira repelente
Nio 618 97 (15,7%) 0,278 101 14 (13,9%) 1,000
Sim 58 6 (10,3%) 2 0

* Variaveis usadas na regressao logistica multipla.

Quadro 3. Fatores de risco associados a leishmaniose visceral canina por zonas do municipio de
Santa Luzia, Paraiba, estimados por regressio logistica multipla, 2015-2016

Zona Fatores de risco 0dds ratio 1C 95%? Valor de p

Urbana Bairro (Frei Damido) 1,245 1,063-1,458 0,007
Tipo de criacdo (Semidomiciliar) 1,798 1,075-3,008 0,025

Rural Cao de caga (Sim) 18,505 1,709-200,348 0,016
Contato com bovinos (Sim) 17,298 1,502-199,277 0,022

Ambiente onde é criado (Terra e cimento) 4,802 1,229-18,758 0,024
a[C 95% = Intervalo de confianca de 95%
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DISCUSSAO
Estudos epidemioldgicos dessa natureza apontam as agéncias e aos 6rgaos publicos
acdes necessarias ao controle dessa endemia em locais prioritarios (Barbosa et al.
2014), considerando que ha dificuldades nos recursos financeiro e humano para o
desenvolvimento do PVCLV (Teixeira-Neto et al. 2014) e que a prevaléncia da infeccdo
canina é um importante indicativo de risco para a ocorréncia da LV humana (Oliveira et
al. 2008, De Araujo et al. 2013, Teixeira-Neto et al. 2014).

Estudos mostram uma ampla variacdo das taxas de prevaléncia da LVC nos
municipios brasileiros, com valores entre 0,17% em Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo (De
Nardo et al. 2011), a 55,00% em Mossoro, Rio Grande do Norte (Amora et al. 2004). Esse
tipo de pesquisa produz resultados variaveis, dependendo das caracteristicas do local do
estudo, da populacao alvo e dos métodos de diagndstico utilizados. Pimentel et al.
(2015) detectaram uma prevaléncia de 19,00% em Petrolina, Pernambuco, regido
também semiarida. Fernandes et al. (2016), em estudo em cinco cidades paraibanas,
encontraram prevaléncias variando de 3,60% a 18,40%, em Campina Grande e Patos,
respectivamente. Também em Patos, na zona rural, Silva et al. (2016) identificaram uma
prevaléncia de LVC de 11,33%.

A LVC é, geralmente, mais prevalente na zona rural do que na urbana, visto que os
animais residentes em areas rurais possuem um risco maior de aquisicdo da doenca, o
que estd relacionado a presenca de caracteristicas ambientais que favorecem a
proliferacdao e manutenc¢do do vetor (Amora et al. 2006, Rondon et al. 2008, Almeida et
al. 2012). Porém, em algumas regides, vém ocorrendo mudanc¢as nesse padrdo, com
observacao de uma maior predominancia da doenca em areas urbanas (Franga-Silva et
al. 2003, Guimaraes et al. 2017), o que também foi identificado no presente estudo.

Esse processo de urbanizagdo ocorre desde a década de 1980 e esta associado a
varios fendmenos como, por exemplo, a migracao de seres humanos e de seus animais
de estimacdo (associada a uma ocupacgao desordenada e condi¢des de vida precarias), as
mudangas climaticas e desmatamento, além da dispersdo e adaptacdo do vetor (WHO
2002, Costa 2008, Salomén et al. 2015). De acordo com Bevilacqua et al. (2001), as
condi¢cdes precarias de vida existentes nas periferias das cidades juntamente com a
proximidade dessas areas com o ambiente rural, que permitem que a LV adentre as

areas urbanas e se expanda geograficamente.
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A maior propor¢do de positivos no bairro Frei Damido (26,40%) em relagao ao
bairro Sdo Sebastido (9,18%), local do caso humano, provavelmente ocorreu porque ja
havia sido realizado um inquérito canino e eutanasia dos cdes positivos neste ultimo,
como recomenda o PVCLV. O inquérito canino realizado pela prefeitura também
contemplou o bairro vizinho, Nossa Senhora de Fatima (9,30%), sendo indicado um
estudo de coorte para se conhecer a incidéncia e o verdadeiro risco de adoecer de
leishmaniose visceral nos bairros de Santa Luzia.

O bairro Frei Damido se comportou também como um fator de risco geral e da
zona urbana, o que pode estar associado a presenca de desigualdades locais, por ser um
bairro periférico que cresce de forma desordenada, apresentando areas remanescentes
de caatinga (Fig.2) com desmatamento, tornando-se um local favoravel para o contato
de reservatorios silvestres e do vetor com as pessoas e com os cdes. Neste bairro, a
maioria dos tutores possuia renda inferior a dois salarios minimos e, segundo a
Organizacao Mundial da Saude (2017a), a leishmaniose esta intimamente associada a
falta de recursos financeiros, sendo conhecida como uma doenca que acomete
populagdes de baixa renda. Em Belo Horizonte, Sudeste do Brasil, a LV humana foi
correlacionada com a baixa renda familiar (De Aradjo et al. 2013), sendo esta
caracteristica, inclusive, apontada como fator de risco para ocorréncia da doenga canina

(Coura-Vital et al. 2011).

Fig.2. (A) Imagem de satélite da cidade de Santa Luzia, com a limitacdo dos bairros. (B) Destaque para o
bairro Frei Damido. Fonte: Adaptado do Google Earth.

O desmatamento de areas periféricas, como ocorrido no bairro Frei Damido, é comum
nas cidades em expansdo, provoca mudangas ecologicas no ambiente, com aumento da

quantidade de material organico em decomposi¢do que, associado a falta de condicdes
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sanitdrias favordaveis para a instalacdo da populacdo, interfere positivamente no ciclo de
vida dos flebotomineos e contribui para a expansao da doenca (Aversi-Ferreira et al. 2014,
Teles et al. 2015). De fato, a influéncia de a¢gdes antropogénicas na epidemiologia da LV
tem sido relatada em estudos conduzidos na regido Nordeste do Brasil. Cerbino Neto et
al. (2009), em estudo sobre a LV humana em Teresina-PI, e Cesse et al. (2001), na cidade
de Petrolina-PE, observaram a maior ocorréncia da doenca em areas periféricas dos
municipios, com ocupacdo urbana rapida e recente, evidenciando a presenca da LV em
locais alterados pelo homem.

Outro fator de risco em todo o municipio e na zona urbana foi a criacdo dos
animais em regime semidomiciliar, em que os cdes passam parte do dia soltos fora de
casa. Essa é uma pratica comum na regido: alguns tutores costumam deixar os caes
soltos o dia todo, prendendo-os apenas para dormir; e a maioria solta seus cdes no final
da tarde e inicio da noite, periodo com clima mais ameno. Este é o periodo de maior
atividade do vetor Lu. longipalpis, que, segundo Troncarelli et al. (2012), possui habitos
crepuscular e noturno. Fernandes et al. (2016) também encontraram essa associacao e
Belo et al. (2013) observaram que as chances de adquirir a infec¢do por Leishmania sp. é
menor nos animais com criacao restritamente doméstica.

Na zona rural, a permanéncia do cdo em ambiente de terra e cimento foi
identificada como fator de risco, e foi também relatado por Fernandes et al. (2016). A
criacdo de animais nessas condi¢des pode dificultar a limpeza do local e o favorecimento
do acimulo de matéria organica. Em contraponto, Azevedo et al. (2008) ndo
identificaram o tipo de piso como um fator de risco para infec¢do, ainda que a grande
maioria dos quintais das residéncias avaliadas era de terra ou de terra e cimento batido.

A limpeza apenas mensal do local onde o cao vive, apontado como fator de risco
no municipio, é justificado também pelo acimulo de matéria organica, criando um
habitat ideal para a ovoposicdo e proliferacio do vetor. O lixo também pode atrair
animais sinantrépicos, como os roedores, que ja foram incriminados como possiveis
reservatoérios (Lainson e Rangel 2005).

De acordo com Dantas-Torres (2009), o modo de vida dos animais é um
importante fator de risco para LVC. Varios estudos ja demonstraram que fatores
relacionados aos habitos, como funcao de guarda e o livre acesso a rua ou exterior da
casa, sdo fatores associados ao risco de infec¢do canina, pois expdem o0s animais a um

maior contato com o vetor (Amora et al. 2006, Almeida et al. 2012).
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Nesse contexto, a atividade de caca também pode expor os animais a um maior
risco de infec¢do, o que ocorreu na zona rural. De forma semelhante, Maziero et al.
(2014) observaram em Santa Catarina, Sul do Brasil, uma maior positividade em cades da
raca veadeiro, conhecidos pela atividade de cacga, sugerindo que estes animais estariam
mais susceptiveis ao vetor, devido a atividade de caca em matas e florestas. Segundo
Rondon et al. (2008), regides de mata e ambientes com grande quantidade de matéria
organica favorecem o desenvolvimento e proliferacdo do vetor, facilitando a infecgao
canina. Essa atividade, muito comum no Nordeste, geralmente é desenvolvida no
periodo da noite, outro fator que beneficia o contato com o vetor.

O contato com bovinos, também foi apontado como fator de risco da zona rural,
fato verificado por outros autores (Morrison et al. 1993, Barnett et al. 2005, Bern et al.
2010). A associagao entre caes positivos e o contato com bovinos pode estar relacionada
a presenca das fezes, uma vez que as fémeas colocam os ovos em solo iimido e rico em
matéria organica (Dias et al. 2003). Além disso, em pesquisa realizada em area endémica
na Coldombia, bovinos e suinos foram identificados como as fontes alimentares
preferenciais de Lu. longipalpis (Morrison et al. 1993). Um outro fato que se contrapde a
este é que outros estudos verificaram que o risco de adoecer de LV estava associado ao
uso de inseticidas contra ectoparasitas em bovinos, sugerindo o deslocamento da
alimentacao de fleb6tomos para humanos e caes (Barnett et al. 2005; Bern et al. 2010).
Por outro lado, a importancia da espécie bovina tem tido controvérsias, associando-se a
um risco aumentado em alguns estudos e diminuicdo do mesmo em outros, advertindo
sobre a complexidade do efeito dos bovinos na abundancia e comportamento de

alimentacao do vetor e taxas de infec¢do por Leishmania sp. (Bern et al. 2010).

CONCLUSAO
A urbanizagdo da LV foi evidenciada no municipio, assim como diferencas
epidemioldgicas entre as zonas urbana e rural. Com esse estudo, as medidas de controle
e preventivas devem ser priorizadas com base nos fatores de risco identificados em cada
area, maximizando a eficiéncia do programa e minimizando a chance de ocorrer novos

Casos.
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Abstract

Canine infection is an important risk indicator for the occurrence of human visceral
leishmaniasis (VL). The objective of this study was to map the canine VL distribution and to
detect spatial clusters in order to identify areas of risk for VL in the municipality of Santa
Luzia. state of Paraiba. For this, the diagnosis was made by serology (ELISA-S7® Kit, DPP®
Rapid Test and EIE-LVC® Kit), and samples that reacted in at least two tests were considered
positive. The dogs' home location was performed by the Global Positioning System (GPS) or
by address search, which was used for georeferencing and spatial analysis. It was observed
that most cases of the urban area were concentrated in a peripheral neighborhood, Frei
Damido, which confirmed a high risk cluster for the occurrence of the disease (p = 0.02; RR =
2.48). No statistically significant cluster was observed in rural areas. Canine VL is widely
distributed in the city of Santa Luzia, but heterogeneously. From this study, control and
prevention measures can be prioritized based on the identified risk areas in order to maximize
program efficiency and minimize the chance of new canine and human cases.

Keywords: Epidemiology, Geographic Information Systems, Leishmania infantum,

one health, zoonosis.

Resumo
A infec¢do canina é um importante indicativo de risco para a ocorréncia da

leishmaniose visceral (LV) humana, objetivou-se mapear a distribui¢cdo LV canina e detectar
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agrupamentos espaciais, a fim de identificar as 4reas de risco para a LV no municipio de
Santa Luzia, estado da Paraiba. Para tal, o diagndstico foi realizado por sorologia (Kit ELISA-
S7®, teste rapido DPP® e Kit EIE-LVC®), sendo consideradas positivas as amostras que
reagissem em, pelo menos, dois testes. A localizacdo da residéncia dos caes foi realizada pelo
Sistema de Posicionamento Global (GPS) ou através da busca do endereco, que foi usada para
realizacdo do georreferenciamento e andlise espacial. Pode-se observar que a maioria dos
casos da zona urbana estava concentrada em um bairro periférico, Frei Damido, onde se
confirmou um cluster de alto risco para ocorréncia da doenca (p = 0,02; RR = 2,48). Nao se
observou nenhum cluster estatisticamente significativo na zona rural. A LV canina estd
amplamente distribuida no municipio de Santa Luzia, porém de forma heterogénea. A partir
desse estudo, medidas de controle e prevencao podem ser priorizadas com base nas dreas de
risco identificadas, a fim de maximizar a eficiéncia do programa e minimizar a chance de
ocorrer novos casos caninos € humanos.

Palavras-chave: Epidemiologia, Leishmania infantum, saide unica, Sistemas de

Informacgdo Geogréfica, zoonose.

Introducao

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania
infantum que acomete humanos, canideos e outros mamiferos. A doenga € transmitida por
vetores flebotomineos e, no Brasil, o principal transmissor é a espécie Lutzomyia longipalpis
(MONTEIRO et al., 2005; BRASIL, 2014; WHO, 2017).

A LV tem ampla distribuicdo mundial e € endémica em muitos paises das Américas,
onde, em 2016, a taxa de mortalidade atingiu 7,90%, a mais alta taxa em compara¢do com
outros continentes. No continente americano, 96,00% dos casos de LV ocorrem no Brasil,
principalmente na Regido Nordeste (BRASIL, 2014; PAHO, 2018).

Apesar do emprego das estratégias de controle preconizadas pelo Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (BRASIL, 2014), a prevaléncia da infec¢ao,
tanto em cdes como em humanos, nao reduziu e a doenca continua em expansao no Brasil. O
insucesso das medidas de controle pode ser atribuido a dificuldade e ineficacia da eliminagdo
do hospedeiro reservatdrio canino, as insuficientes acdes de controle vetorial, a adaptabilidade
do vetor e aos altos custos envolvidos na realizacdo de tais medidas (OLIVEIRA et al., 2008;
WERNECK, 2014; MACHADO et al., 2016).

Para aumentar a efetividade das estratégias de controle, o Ministério da Saude

recomenda que as acdes sejam distintas para cada situacdo epidemioldgica e que as dreas com
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situacdo epidemioldgica mais grave sejam priorizadas (BRASIL. 2014). Diante do papel que
o ambiente desempenha na transmissdo e dispersdo da LV, € extremamente relevante a
compreensdo da dindmica da doenca em uma regido e a escolha das medidas de controle
devem ser baseadas nos parametros epidemioldgicos observados no local (MARCONDES &
ROSSI, 2013; WERNECK, 2014; D’ANDREA & GUIMARAES, 2018).

Nesse sentido, ferramentas de andlise espacial podem auxiliar nas pesquisas
epidemioldgicas, pois possibilitam o mapeamento das &dreas onde os casos ocorrem,
caracterizando e quantificando os agravos a sadde, e permitem um maior reconhecimento da
realidade local, apontando os problemas do territério (BRASIL, 2006; PAVARINI et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2014). Esse tipo de anélise fornece informagdes que contribuem nao s6
para o conhecimento epidemioldgico, mas também para a melhoria das abordagens
integrativas de controle, facilitando a tomada de decisdes e colaborando para uma gestao mais
eficaz dos recursos publicos (BARBOSA et al., 2014; LAMATTINA et al., 2019).

Tendo em vista a constatacdo de sobreposicdo espacial entre casos caninos € humanos
(URSINE et al., 2016), sendo a infeccdo canina um importante indicativo de risco para a
ocorréncia da LV humana (FAYE et al., 2011), o estudo das caracteristicas da infec¢io canina
pode apontar a¢des necessdrias ao controle da endemia as agéncias e aos 6rgaos de vigilancia
locais. Diante disso, os objetivos dessa pesquisa foram mapear a distribui¢do da LV canina e
detectar agrupamentos espaciais, a fim de identificar as dreas de risco para a LV no municipio

de Santa Luzia, Paraiba.

Material e métodos
Consideragoes éticas
O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Satide e Tecnologia Rural

(CSTR), Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sob o protocolo 283/2015.

Area do estudo

O estudo foi realizado nas zonas urbana e rural de Santa Luzia (06°52'S e 36°56'0),
semidrido brasileiro, localizado nas regides geograficas imediata e intermedidria de Patos
(IBGE, 2017).

A zona urbana é composta por seis bairros e a zona rural, por sete setores censitirios
(Figura 1). Apenas trés setores da zona rural ndo foram contemplados no estudo, pois ficavam
longe da sede do municipio, em uma area de dificil acesso e pouco habitada, conhecida como

Serra de Santa Luzia.
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Caracteriza-se por apresentar grande irregularidade no seu regime pluviométrico, com
médias anuais em torno de 550 mm, e chuvas concentradas nos meses de janeiro a abril. Os
registros de temperatura exprimem valores que oscilam entre 20°C a 34°C, com uma média
anual de 25°C. Possui uma érea de 455 km? e uma populagdo de 15.341 habitantes, segundo

estimativa do IBGE para o ano de 2016.

SANTA LUZIA

e

SANTA LUZIA @

N [ ] ZONA URBANA 0 1 2 km

e — |
@ 1 - Nossa Senhora de Fatima
0 5 10 km / 2 - Sao Sebastido

3 - Frei Damiao

4 - Sdo José
BRASIL — PARAIBA | S- Cen}rq
) Tl f Pl - 6 - Antonio Bento
y iy -~ /\} ["] ZONA RURAL
o w] /,:er 7 Setores ndo contemplados

Figura 1. Localizacio geografica do municipio de Santa Luzia, Paraiba, Brasil. Destaque para

a zona urbana (retdngulo vermelho) e os seus bairros.

Niimero amostral

Considerando a existéncia de um c@o para cada sete habitantes, a populagdo canina
estimada foi de 2.191. O nimero de animais a serem utilizados foi determinado pela férmula
para amostras aleatérias simples, proposta por Thrusfield (2007), considerando uma
prevaléncia esperada de 50%, nivel de confianga de 99% e erro amostral de 4%, que resultou

em um numero minimo de 706 cées a serem utilizados.

Coleta amostral
As coletas foram realizadas entre julho de 2015 e julho de 2016. Foram incluidos no
estudo cdes acima de seis meses e sem distincdo de raca ou sexo. A amostragem na zona

urbana foi realizada por conveniéncia: foram montados pontos de coletas, um em cada bairro.
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Na zona rural, a amostragem foi por conglomerados, a coleta foi realizada em 16
comunidades pré-selecionados por sorteio, sendo contempladas todas as casas e todos os caes
das localidades sorteadas.

O sangue foi obtido por venopung¢do jugular ou cefélica, com o auxilio de seringa de
SmL e agulha 25X8mm, estéreis e de uso individual. Um total de 5 mL de sangue foi
depositado, de imediato, em tubo contendo citrato de sédio a 4%. ApOs a coleta, o material foi
encaminhado ao Laboratdrio de Biologia Molecular do Semiérido (BiolMol/UFCG), campus
Patos-PB. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos para separacdo do
plasma, que foi armazenado em microtubos de 1,5 mL, identificados e estocados a -20°C até a

realizag¢do dos ensaios sorolégicos.

Sorologia

Os testes soroldgicos utilizados para o diagnéstico da LVC foram: Kit ELISA-S7®
(Biogene), realizado pela equipe do BiolMol/UFCG; teste rdpido DPP® (Bio-Manguinhos),
realizado pelos membros capacitados da Secretaria de Saude de Santa Luzia; e o ensaio
imunoenzimédtico (Kit EIE-LVC®, Bio-Manguinhos), realizado pelo Laboratério Central de
Saude Puiblica da Paraiba (LACEN), apenas nas amostras que reagiram no DPP®. Todos os
ensaios foram realizados seguindo o protocolo dos fabricantes. Para determinar a prevaléncia
da LVC, foram consideradas positivas as amostras que reagiram em, pelo menos, dois

ensaios.

Georreferenciamento e andlise espacial

Os pontos das residéncias dos caes foram georreferenciados por meio do Sistema de
Posicionamento Global (GPS Gramin® eTrex 30) e distribuidos geograficamente com auxilio
do programa Google Earth 5.0.

A representacdo espacial dos casos de LVC e sua andlise estatistica foram realizadas
nos softwares QGIS 2.18.22 e SaTScan 9.4. Os dados georreferenciados foram inseridos na
base cartogréfica digitalizada do municipio, obtida no site do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (Portal de Mapas, IBGE), usando o sistema de coordenadas SIRGAS 2000
(Sistema de Referéncia Geocéntrico para as Américas).

Confeccionou-se um mapa tematico do municipio, detalhando os setores censitarios
(zona rural) e bairros (zona urbana), com base na taxa de prevaléncia. Realizou-se também a
andlise estatistica de estimagdo de curvas de densidades, por meio do mapa de Kernel, através

da funcdo qudrtica. Posteriormente, para a verificacdo das dreas em que a LVC se encontrava
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acima do esperado, foi utilizada a estatistica de varredura espacial para detec¢do de clusters
(aglomerados) utilizando o modelo de Bernoulli. Os aglomerados foram gerados em duas
etapas, de acordo com o tamanho do cluster de alto risco, um considerando até 50% da
populacdo em risco e outro com um raio de até 300 metros, considerando o alcance de voo

dos fleb6tomos (TRONCARELLI et al., 2012).

Resultados

De um total de 779 amostras coletadas, houve a perda de 3,85% referente a erros na
coleta dos enderecos ou das coordenadas, e 749 puderam ser georreferenciadas e foram
consideradas para os célculos estatisticos. Dessas, 649 eram da zona urbana e 100 da rural.
ApOs a realizagdo das sorologias, observou-se uma consideravel prevaléncia da leishmaniose
visceral canina: 15,49% (116/749; IC 95%: 12,90 — 18,08) dos caes apresentaram anticorpos
anti-Leishmania infantum, sem diferenca significativa entre as prevaléncias na zona urbana
(15,87%; IC 95%: 13,06 — 18,68) e rural (13,00%; IC 95%: 6,41 — 19,59).

A LVC se apresentou amplamente distribuida no municipio de Santa Luzia (Tabelal e
Figura 2). Pode-se observar na tabela 1, que houve casos em todos os bairros zona urbana,
porém o que apresentou a maior prevaléncia foi o Frei Damido com 26,23% (32/122), seguido
do bairro Sdo José, 18,55% (41/221). Nos bairros Centro, Nossa Senhora de Fatima, Antdnio

Bento e Sdo Sebastido, a frequéncia foi bem semelhante, variando entre 9,72 a 9,89%.

Tabela 1. Discriminacio da prevaléncia da leishmaniose visceral canina por localidade do
municipio de Santa Luzia, Paraiba, entre 2015 e 2016.

ZONA IDENTIFICACAO N°DE TOTAL  PREVALENCIA
(SETOR/BAIRRO) POSITIVOS COLETADO (%)

URBANO Centro 7 72 9,72
Nossa Senhora de Fatima 8 82 9,76
Antdnio Bento 6 61 9,84
Sao Sebastiao 9 91 9,89
Sao Jose 41 221 18,55
Frei Damido 32 122 26,23

RURAL  Sul 0 11 0,00
Sudoeste 1 25 4,00
Nordeste 2 12 16,67
Noroeste 10 52 19,23

Na zona rural, apenas um setor censitdrio nao apresentou nenhum caso de LVC e a
frequéncia nos demais setores variou entre 4,00%, no setor censitdrio rural a sudoeste, e

19,23%, setor censitario rural a noroeste (Figura 2A). Apesar da LVC estd vastamente
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distribuida no municipio, o mapeamento dos casos da doenga reflete heterogeneidade, ou seja,
os casos nao sdo difundidos uniformemente, sendo fortemente agrupados em alguns setores,
como 0 que acontece no setor censitdrio rural a noroeste e nordeste, e nos bairros Frei Damido

e Sao José (Figura 2.B).
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Figura 2. A. Frequéncia da leishmaniose visceral canina (LVC) por bairros (zona urbana) e
por setor censitiario (zona rural). B. Georreferenciamento dos imdveis de acordo com o
resultado soroldgico para LVC em Santa Luzia, Paraiba, Brasil, entre 2015 e 2016 (com

detalhe aproximado da zona urbana).
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Essa heterogeneidade pdde ser comprovada estatisticamente através do mapa de
Kernel (Figura 3) e pela varredura puramente espacial utilizando o modelo de Bernoulli
(Figura 4). No mapa de Kernel é possivel examinar a variagdo nos padrdes de pontos
espaciais, estimando a densidade dos casos de LVC em uma escala variando de muito alta a
muito baixa; e, assim, foram identificadas algumas dreas de densidade muito alta, tanto na

zona urbana como na rural.
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Figura 3. Mapa de densidade de Kernel da leishmaniose visceral canina no municipio de

Santa Luzia, Paraiba, Brasil (2015-2016).

Na figura 4, observa-se um cluster (A — roxo) de risco para LVC na zona urbana de
Santa Luzia, que abrange, mais especificamente, o bairro Frei Damido e parte do Sdo José, a
mesma drea urbana que apresentou uma densidade muito alta pela estimativa de Kernel.
Quando, para determinar o tamanho do aglomerado, foi levado em consideragdo o alcance de
voo do vetor (raio de até 300m), o cluster (B — amarelo) ficou localizado apenas no bairro

Frei Damifo, no limite com o Sao José.
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Figura 4. Aglomerados espaciais (clusters) de alta prevaléncia de leishmaniose visceral
canina, detectados pela estatistica de varredura espacial, segundo o modelo de Bernoulli, no
municipio de Santa Luzia, Paraiba, Brasil (2015-2016). Imagem de satélite: Landsat /
Copernicus; Google Satellite; Map data © 2015 Google.

A medida de associacdo utilizada no cdlculo dos aglomerados foi o risco relativo,
sendo observado um risco de infeccdo canina de até 2,62 vezes maior em relacdo as outras
dreas do municipio (cluster A). O risco relativo e os detalhes dos resultados da andlise

espacial estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Agrupamento geografico (cluster) da leishmaniose visceral canina em Santa Luzia,
Paraiba, Brasil (2015-2016).

Centroide N° de
Cluster Raio  N°de casos 2505 Risco  Valor
Latitude Longitude (m)  observados esperados Relativo  dep
A -6.872330  -36.909369 720 74 50,85 2.62 0,001

B -6.870853 -36.909129 242 29 14,05 2,48 0,02
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Discussao

O presente trabalho resultou do primeiro inquérito soroldgico que compreendeu a
populacdo canina de todo o municipio e através do qual foi possivel conhecer a distribui¢do
geografica da LVC em Santa Luzia, evidenciando maior ocorréncia dos casos na drea urbana.
No Brasil, até a década de 1970, a LV tinha um padrao estritamente rural, contudo, a partir da
década seguinte a urbanizagdo comecou a ser observada (CERBINO NETO et al., 2009).

Inicialmente, a migracdo das pessoas com seus animais de estimacido da zona rural
para a urbana foi incriminada como principal responsdvel pelo processo de urbanizagdo.
Porém, com o avanco dos estudos, observou-se que a forma de ocupagdo do espaco, em
particular as transformagdes ambientais (desmatamento e mudangas climdticas), sociais
(ocupagdo desordenada e servigos urbanos deficitarios) e econdmicas (condi¢des de vida
precdrias), era mais determinante; sempre associada a grande capacidade de adaptacdo do
vetor (WHO, 2002; COSTA et al., 2005).

A variacdo da prevaléncia da LVC € enorme entre cidades e estados brasileiros, com
valores de, por exemplo, 0,70% em Salvador, na Bahia (BARBOZA et al., 2009), e 75,30%
em Anasticio, Mato Grosso do Sul (CORTADA et al.,, 2004). Essa variacdo pode estar
associada a diversos fatores, como a regido, a populagado e o teste diagnostico utilizado.

Entre as diferentes localidades de um municipio essa variacdo também € observada, o
que sugere que os diversos ecossistemas favorecem a manutencdo dos vetores de formas
distintas, causando uma heterogeneidade na sua distribuicdo (FRANCA-SILVA et al., 2003;
SILVA et al., 2016). Foi o que pode ser observado em Santa Luzia, onde a prevaléncia da
LVC oscilou bastante nos diversos setores (0 a 26,20%), mas, considerando o municipio
como um todo, a prevaléncia global foi de 15,50%.

Resultados semelhantes foram observados em Ipatinga, Minas Gerais (14,80%)
(LANA et al., 2018) e em Petrolina, Pernambuco (19,00%) (PIMENTEL et al., 2015). Ja na
capital paraibana, Jodo Pessoa, a soroprevaléncia da LVC foi bem inferior, 5,90%
(FERNANDES et al., 2016). E no interior da Paraiba, a soroprevaléncia foi de 20,00% em
Cajazeiras, 16,30% em Uiratna e 10,50% em Sousa (SILVA et al., 2018). Patos, um
municipio paraibano a 44 km de Santa Luzia, tem um comportamento semelhante,
apresentando prevaléncia de LVC de 18,40% na zona urbana (FERNANDES et al., 2016) e
11,33% na zona rural (SILVA et al., 2016).

O bairro Frei Damido se comportou como uma érea de elevada densidade de casos e
de alto risco para LVC, assim como parte do Sao José. Os caes desses bairros possuem 2,62

vezes mais chances de se infectarem do que os cdes do restante do municipio. Esses sdo
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bairros periféricos que crescem de forma desordenada, apresentando dreas com precdria
infraestrutura higiénico-sanitdria e com remanescentes de caatinga. Tais dreas sofrem
desmatamento para ocupacao por populacdo de baixa renda, tornando o local favordvel para o
contato de reservatorios silvestres e do vetor com as pessoas e com o0s caes. Aversi-Ferreira et
al. (2014) e Cerbino Neto et al. (2009) correlacionaram esse cendrio de desmatamento
associado a urbanizac@o ndo planejada com as maiores frequéncias de leishmaniose visceral,
geralmente em bairros localizados nas dreas periféricas da cidade, que estdo sofrendo
expansdo, ou seja, apresentam drea de transicao rural/urbana (periurbano).

Os bairros Nossa Senhora de Fatima e Sdo Sebastido apresentaram prevaléncia bem
inferior ao Frei Damido e ao Sao José, mesmo possuindo semelhante perfil socioambiental,
tais como: areas de ocupagdo relativamente recente, periféricos, com pouca infraestrutura,
apresentando remanescente de caatinga, e cuja populacdo € caracterizada pela baixa renda.
Acredita-se que seja influencia da acdo da prefeitura, no primeiro semestre de 2015, apds o
primeiro caso de LV humana autdctone na zona urbana de Santa Luzia, que resultou no 6bito
de uma crianga residente no bairro Sdo Sebastido.

A prefeitura interviu com atividades préximas ao caso humano baseadas no PVCLV:
borrifacdo de inseticida, sorologia dos cdes préximos e eutandsia dos positivos. Essas acdes de
controle ocorreram no mesmo ano da presente pesquisa, e abrangeram, além do Sao
Sebastido, o bairro Nossa Senhora de Fatima.

As periferias das cidades foram apontadas como dreas de maior concentragao da LV
em diversos trabalhos no Brasil (CARVALHO et al., 2018; WHO, 2010) e no exterior
(KESARI et al., 2011; BHUNIA et al., 2013). Rangel e Vilela (2008) relatam que os vetores
encontram condicdes de se multiplicar e se adaptam facilmente ao ambiente peridoméstico,
particularmente em bairros pobres localizados na periferia das cidades, explorando o actimulo
de matéria organica gerada por animais domésticos e o saneamento inadequado. J4 Ursine et
al. (2016) observaram que as regides centrais de Aracuai, Minas Gerais, concentravam o
maior nimero de casos humanos e caninos, porém eram, na sua maioria, locais com
deficiéncias na infraestrutura de saneamento e populacdes em mds condicdes de vida, com
grande quantidade de animais e material organico.

Santa Luzia ndo tem grandes diferencas intraurbanas, mas, acredita-se que mesmo
pequenas diferengas podem afetar a ocorréncia da infec¢do, pois o Centro € o Antonio Bento
sdo bairros que apresentam as melhores condi¢des de infraestrutura, saneamento e condic¢des

socioecondmicas e estdo entre os que apresentaram as menores frequéncias de LVC.
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Pelo mapa de Kernel, observa-se que a maior densidade de casos de LVC na zona
rural de Santa Luzia ocorreu no setor censitirio a noroeste. Uma comunidade apresentava
espelhos de dgua e vegetacdo densa com a presenca de drvores e arbustos, o que favorece o
acimulo de matéria organica e, consequentemente, reproducdo e manutencdo do vetor
(SILVA et al., 2005; NIETO et al.,, 2006). E a outra apresentava galpdes de criacdo de
galiniceos, espécies que podem atuar no ciclo do patégeno atraindo o vetor por meio de suas
excretas ou ainda como fonte de alimento (BORGES, 2011).

O setor da zona rural, a sudeste, ndo teve nenhum caso de LVC. Uma hipétese é que
essa seja a area mais desmatada dentre os setores censitdrios, o que desfavorece a interacao
entre os ciclos silvestre e peridomiciliar da doenca, dificultando a manutenc¢do de populagdes
de flebotomineos e a propaga¢do da LV (LAINSON & RANGEL, 2005).

Segundo Aversi-Ferreira et al. (2014), estudos de georreferenciamento sao
fundamentais para as estratégias de combate a leishmaniose, pois apontam as dreas que
necessitam de agdes prioritdrias de controle e aquelas que sdo risco para o surgimento de
novos casos de LVC, resultando em esforcos direcionados de controle local. Do ponto de
vista da satide publica, a alta densidade de casos de LVC encontrada em Santa Luzia é
preocupante. Segundo De Aratjo et al. (2013) e Lima et al. (2018), em estudos realizados em
Minas Gerais e Rio Grande do Norte, respectivamente, a densidade da populacdo de caes
infectados estd diretamente correlacionada (correlag@o linear positiva) com o risco relativo de
contrair LV humana. Logo, esse estudo € til para prevenir novos casos também nessa
populacdo.

As medidas de prevencio e controle devem ser focadas no contexto da “Satide Unica”,
ou seja, programas integrados que, além de focar no controle dos vetores e reservatorios,
pensem na melhoria da infraestrutura, na gestao ambiental, e, principalmente, na educacdo em
saide. Tendo em vista que a educacdo em saude, desde a populacdo até a comunidade
politica, € o item central para a prevengdo e controle de qualquer doenca (WHO, 2010).
Entretanto, o que tem ocorrido é que as acdes contra a leishmaniose visceral s6 acontecem
quando ocorre um caso humano e apenas em torno desse caso, em suma, deixa-se adoecer
para se tomar alguma atitude; medidas desse tipo ndo podem ser classificadas como

“Programa de Vigilancia e Controle”.

Conclusao
A leishmaniose visceral canina estd amplamente distribuida no municipio de Santa

Luzia, porém de forma heterogénea. Isto é, as areas identificadas com intensa prevaléncia e
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maior risco devem ser priorizadas, a fim de maximizar a eficiéncia do programa e minimizar a

chance de ocorrer novos casos caninos € humanos.
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Infeccao natural por Leishmania infantum em gatos domésticos (Felis catus) em

municipio de transmissao moderada no semiarido brasileiro

Raizza Barros Sousa Silva''"", Roseane de Araijo Portela'”, Luis Fernando Batista

(2] 11

Arruda'?, Jefferson da Silva Ferreira''l, Erick Platini Ferreira Souto'", Ana Lucélia de
Araijo®, Maria de Fatima Madeira"!, Anténio Fliavio Medeiros Dantas'!, Marcia

Almeida de Melo"

RESUMO

Introducao: Descrevem-se os  principais aspectos epidemiolégicos,  clinicos,
anatomopatoldgicos, soroldgicos e moleculares da infeccdo por Leishmania infantum em dois
gatos, cuja queixa era de lesdes cutaneas multicéntricas, nodulares e ulceradas nas orelhas e
focinho. Métodos: Os animais foram submetidos a avalia¢do clinica geral, seguida de exames
sorolégicos, molecular e parasitolégico, com cultura e isolamento do parasita, e posterior
caracterizacdo isoenzimadtica. Os animais foram eutanasiados e encaminhados para necropsia.
Resultados: O caso 1 era uma gata adulta, sem raca definida e errante. O caso 2 era um gato
adulto, sem raca definida e domiciliado. Ambos foram positivos para a presenca de anticorpos
anti-Leishmania infantum. Na citologia dos nddulos cutaneos e linfonodos, puderam ser
visualizadas formas amastigotas de Leishmania spp. livres e no interior de macréfagos. Na
histopatologia, as lesdes se caracterizavam por dermatite granulomatosa nodular e/ou
ulcerativa, associadas a formas amastigotas de Leishmania spp. intralesionais. Por meio da

reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificou-se a sequéncia do minicirculo do kDNA
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de Leishmania infantum. Conclusdo: Conclui-se que a infec¢do por Leishmania infantum
ocorre em gatos no estado da Paraiba, regido Nordeste do Brasil e ressalta-se a necessidade de
compreender o perfil imunoldgico e epidemioldgico da leishmaniose visceral na populagcdo
felina com vistas as medidas de controle em satide publica.

Palavras-chave: Dermatite nodular. Gatos. Infeccao por protozodrio. Leishmaniose visceral.

Zoonoses.

INTRODUCAO

Na América do Sul, o agente etiolégico da leishmaniose visceral é a Leishmania
. A N . . L. ~
infantum (sindbnimo L. chagasi). No Brasil, o principal vetor desse protozodrio sao o0s
flebotomineos Lutzomyia longipalpis e os reservatérios sdo, geralmente, os canideos

L . . 2 - L . , . .. L. .
domésticos e silvestres”. O cdo doméstico € considerado o principal reservatorio do parasito

. ~ 3
para a infecdo em seres humanos”.

Os felideos selvagens podem ser naturalmente infectados, enquanto que os gatos

s e . . . 4 ~
domésticos podem ser infectados e manifestar a doenga acidentalmente’, mas, como sao
. P . s . 5 .,
capazes de infectar os flebotomineos, podem agir como reservatérios”. Em gatos, a doenca ja
. L. 6 L. 7 . s 1.8 3,9,10
foi relatada na América do Sul’, na América do Norte’, no Oriente Médio” e na Europa .
e . . .11 12 .
No Brasil, ja foram descritos casos nos estados de Minas Gerais ', Mato Grosso do Sul , Rio

.13 14 = 15 ~ A

de Janeiro °, Pernambuco ™ e Sao Paulo ~. Os gatos afetados apresentavam lesdes cutineas
. . 6,10,12
nodulares e/ou ulcerativas nas bordas das orelhas e nariz .

O diagnéstico de leishmaniose deve ser realizado pelo histérico do paciente, exame
dermatoldgico e pela positividade de pelo menos dois exames diagndsticos especificos. Deve
ser realizada pesquisa de amastigotas em esfregaco, cultura para isolamento de Leishmania,
exame histopatolégico das lesdes e identificacio molecular por reacdo em cadeia de

polimerase (PCR) e anticorpos monoclonais'®.
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O objetivo desse trabalho foi descrever os principais aspectos clinicos, citoldgicos,
anatomopatoldgicos, sorolégicos e moleculares da infeccdo por Leishmania infantum em

gatos (Felis catus) na Paraiba, Nordeste do Brasil.

METODOS

Foram acompanhados dois casos de leishmaniose visceral em gatos. Os dados
epidemioldgicos (sexo, idade, raca, procedéncia), clinicos e anatomopatoldgicos foram
obtidos a partir dos protocolos clinicos. Os registros fotograficos foram resgatados para
complementacdo da descri¢do das lesdes. O primeiro caso foi diagnosticado na Clinica
Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), em setembro de 2013, e o segundo caso foi proveniente do Hospital
Veterinario do Instituto Federal da Paraiba (IFPB), localizado em Sousa, Paraiba, em abril de
2014.

A pesquisa de formas amastigostas de Leishmania sp. foi realizada nas lesdes cutaneas
e linfonodos superficiais, submetidas a pun¢do aspirativa por agulha fina (PAAF), e
visualizadas ap6s coloracdo pelo método de Romasnowsky (panético rdpido) e observadas ao
microscopio 6ptico em objetiva de 100x.

Amostras de sangue foram coletadas para realizacio de hemograma e ensaios
sorolégicos, como o teste imunocromatografico rapido DPP® (Dual Path Platform) e o ensaio
imunoenzimdtico ELISA S7®.

Os gatos foram eutanasiados, seguindo as boas praticas de eutandsia em animais'’, e
encaminhados para o Laboratorio de Patologia Animal da UFCG. Durante a necropsia,
fragmentos dos principais 6rgdos foram colhidos para os diversos exames. Alguns fragmentos
foram fixados em formol tamponado a 10%, clivados, processados rotineiramente para

histopatologia e corados por hematoxilina e eosina (HE).
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Amostras de figado, baco, medula dssea, linfonodo e lesdo cutinea foram cultivadas
em meio bifisico NNN (NNN 4gar sangue ovino), como descrito por Nicole, Novy e Neal'®, e
LIT (Liver Infusion Tryptose). Os tubos foram mantidos a 22°C, com repiques a cada 12 dias.
Os mesmos tecidos foram submetidos a extracdo de DNA para realizacdo da PCR.

A extracdo de DNA das amostras foi realizada empregando-se o reagente Brazol®,
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Como controle positivo da PCR, utilizaram-se
amostras de DNA extraidas de cultivo de L. infantum, mantidas em LIT, e caracterizada pelo
perfil de isoenzima no Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses/IOC/FIOCRUZ. Apés a
extragdo, o DNA foi eluido em 50ul de tampao TRIS-EDTA (10mM Tris-Cl, pH 7,5 e ImM
de EDTA, pH 80) e a concentragio foi medida em espectrofotdmetro
(Eppendorf/BioPhotometerplus).

Para a amplificacdo da sequéncia do minicirculo do kDNA de L. infantum, foram
utilizados os iniciadores LINR4 (5’-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3’) e LIN19 (5’-
CAGAACGCCCCTACCCG-3"), que amplificam um produto de 720 pares de base. A
reacdo de amplificacdo seguiu o protocolo detalhado por Silva et al.”.

Apoés o isolamento, a caracterizacdo isoenzimdtica foi realizada no Laboratério de
Vigilancia em Leishmanioses, Instituto de Pesquisas Evandro Chagas, da Funda¢ao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), no Rio de Janeiro. As promastigotas isoladas foram caracterizadas por
eletroforese de enzimas multilocus (Multilocus Enzyme Electrophoresis — MLEE). A MLEE
foi realizada em gel de agarose a 1%, como descrito por Cupolillo et al.”'. Cinco sistemas
enzimaticos foram usados: Glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC.1.1.1.49), 6-
fosfogliconato desidrogenase (6PGDH, EC.1.1.1.43), glicose-fosfato isomerase (GPI,
EC.5.3.1.9), nucleosideo hidrolase (NH, EC. 3.2.2.1) e enzima malica (ME, EC.1.1.1.40). Os
géis foram analisados por determinacdo da mobilidade eletroforética das bandas, baseada nos

padrdes de posicao de referéncia das amostras de Leishmania chagasi (MHOM/BR/74/PP75)
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e Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) obtidas da colecdo do Instituto Oswaldo

Cruz/FIOCRUZ (CLIOC).

RESULTADOS

Dois gatos (Felis catus), provenientes do municipio de Sousa, Paraiba, Nordeste do
Brasil, foram levados ao hospital veterindrio do CSTR/UFCG e do IFPB por apresentarem
lesdes cutdneas multicéntricas.

O animal 1 era uma gata adulta, sem raga definida e errante, que apresentava lesdes
nodulares, nao ulceradas, nas extremidades das orelhas, focinho, 1dbios (superior e inferior) e
palpebra inferior direita, medindo de 0,3 a 1,5 cm de didmetro (Figura 1A). Havia ainda
lesoes ndo nodulares e ulceradas no dorso, na extremidade da cauda e nos membros toracicos
na regido dos metacarpos. A palpagio, constatou-se aumento dos linfonodos submandibulares,
pré-escapulares e popliteos.

O animal 2 era um gato adulto, sem raga definida e com tutor, que apresentava
condi¢do corporal ruim, desidratacdo, pelos opacos e quebradicos, dificuldade respiratéria e
lesdes nodulares nio ulceradas nas extremidades das orelhas, focinho e pélpebra esquerda,
medindo de 0,3 a 1,0 cm de didmetro. Havia ainda lesGes ndao nodulares e ulceradas nos
membros tordcicos (Figura 1B).

Nas citologias da medula 6ssea, baco e figado, nos dois animais foram visualizadas
estruturas compativeis com amastigotas de Leishmania spp, no interior de macréfagos ou
livres, com citoplasma globoso ou ovalado de limite evidente, nicleo basofilico e cinetoplasto

proximo ao nucleo (Figuras 1C e 1D).
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Figural. Leishmaniose felina. A) Caso 1. Lesdes nodulares nas extremidades das orelhas,
focinho, ldbios e pélpebra inferior direita. B. Caso 2. Lesdes nodulares nas extremidades das
orelhas e ulceradas no membro toracico esquerdo. C. Amastigotas de Leishmania infantum no
interior de macréfago. Pandtico rdpido. Obj. 40x. D. Amastigotas de Leishmania infantum
livres. Panotico rapido. Obj. 40x.

Macroscopicamente, as lesdes nodulares eram macias, homogéneas e branco-
amareladas ao corte (Figuras 2A e 2B). No animal 1, o figado e o baco estavam aumentados
(hepatoesplenomegalia) e os linfonodos submandibulares, pré-escapulares e popliteos
aumentados (linfadenomegalia) e com perda da distingdo cértico-medular. No caso 2, os
linfonodos mediastinicos estavam aumentados.

Na histopatologia, em ambos o0s casos, as lesdes caracterizavam-se por dermatite
granulomatosa nodular e/ou ulcerativa, acentuada, associada a amastigotas de Leishmania
spp. intralesionais. Observou-se espessamento da derme superficial e profunda por infiltrado

inflamatério de macréfagos, ocasionais células gigantes multinucleadas e raros linfécitos,

plasmdcitos e células de Mott (Figura 2C). Os macréfagos e células gigantes estavam repletos
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de estruturas basofilicas, medindo de 2-4um, variando de redondas a ovaladas e, por vezes,
circundadas por halo claro. Essas estruturas foram ainda visualizadas livres no intersticio,
isoladas ou formando aglomerados e eram morfologicamente compativeis com formas
amastigotas de Leishmania spp. (Figura 2D). Havia ainda discreta fibroplasia e
neovascularizagdo em meio a reacdo inflamatéria. Em algumas lesdes, foi possivel observar

areas multifocais de ulceracdo e necrose da epiderme suprajacente.

Figura 2. Leishmaniose felina. A) Nédulo cutineo da regido auricular. B) Ao corte, o nédulo
exibindo superficie homogénea e branco-amarelada. C) Espessamento da derme superficial e
profunda por infiltrado inflamatério predominantemente histiocitico (asterisco) na regido
auricular (seta, cartilagem auricular). HE. Obj. 40x. D. Inlimeras amastigotas de Leishmania
infantum em meio a reacdo inflamatéria. HE. Obj. 40x.

Nos linfonodos, havia acentuado infiltrado de macréfagos e plasmdcitos, com
ocasionais células gigantes multinucleadas e células de Mott, estendendo-se da regido cortical

a medular, causando distensdo dos corddes medulares. Observaram-se ainda macréfagos



62

preenchendo o limen dos sinusoides medulares (histiocitose sinusoidal) e hiperplasia folicular
linfoide com necrose individual de alguns linfécitos nos centros germinativos. No bago, havia
moderada quantidade de macréfagos na polpa branca e presenca de células de Mott.

No caso 1, verificaram-se infiltrado inflamatério de macréfagos, linfécitos e
plasmdcitos na regido periportal do figado. Nos rins, havia a formacdo de discretos
granulomas e presenca de ocasionais células de Mott na regido cortical. A medula dssea
apresentava-se hipercelular, com grande quantidade de histi6citos e precursores
hematopoiéticos, e acentuada diminuicdo do tecido adiposo. Foi possivel identificar a
deposicao de amiloide, mediante coloracdo por vermelho Congo, nos espagos perissinusoidais
do figado, regido medular do rim, e nas polpas branca e vermelha do baco, principalmente na
membrana de vasos e capilares sanguineos. Em todos esses 6rgdos, os macréfagos e as células
gigantes multinucleadas se apresentavam com citoplasma distendido por numerosas formas
amastigotas de Leishmania spp.

Na PCR da medula 6ssea e dos demais tecidos, houve amplificacdo do produto de 720
pares de base, correspondente a sequéncia do minicirculo do kDNA de Leishmania infantum,
flanqueada pelos primers LINR4 e LIN19. Através da cultura de medula dssea e dos mesmos
tecidos, houve o isolamento e crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp. Pela
eletroforese de enzimas multilocus, foi demonstrado que as formas promastigotas eram de L.
infantum.

Os hemogramas dos dois casos evidenciaram discreta neutrofilia com desvio a direita,
e ambos foram positivos para a presenga de anticorpos contra o antigeno recombinante K28

do teste rdpido DPP® e contra a proteina recombinante HSP70 do kit ELISA S7®.
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DISCUSSAO
A leishmaniose visceral canina j4 foi relatada em varios municipios da Paraiba®**%.
De acordo com o DATASUS, de 2010 a 2017 foram notificados e confirmados 31 casos de
leishmaniose visceral humana autctone em Sousa/PB. O municipio de Sousa esta localizado
na regido geografica intermedidria Sousa-Cajazeiras, regido imediata de Sousa, no oeste do
estado da Paraiba, distante 438 km de Jodo Pessoa, capital estadual. A vegetacdo
predominante € constituida pela caatinga hiperxeréfila, sem folhas na estacdo seca, com a
abundancia de cacticeas e plantas de pequeno porte. O clima € tropical semidrido, com
temperatura média anual de 26,7°C e precipitacio média de 872 milimetros (mm) anuais,
concentrados entre janeiro e abril, sendo marco o més de maior precipitagdo (227 mm). Estas
condi¢des sdo propicias para a manutencdo do vetor, Lutzomyia longipalpis. Em Mossord,
Rio Grande do Norte, cuja vegetacao predominante também € a caatinga hiperxerdfila, a mais

1.2 observaram

alta prevaléncia do flebtomo ocorreu durante a estacio chuvosa®*. Costa et a
um aumento da coleta de espécimes de Lutzomyia longipalpis em meses nos quais a umidade
foi acima de 75%.

Os animais possuiam lesdes nodulares na pele, ricas em parasitos intra e extracelulares
e, no diagndstico soroldgico, foram positivos no ELISA S7® e no DPP®. Em caes,
normalmente, a sorologia é positiva no ELISA S7® e no DPP® em animais com lesdes de
pele e aumento de linfonodos. No Brasil, a L. infantum ja foi relatada em gatos em dareas
endémicas para a leishmaniose visceral canina e, animais com isolamento de parasitos em
tecidos, foram negativos na sorologia e ndo possuiam lesdes de pele'***’. Este fato pode

ocorrer em funcdo da diferenca temporal na resposta humoral; a produgdo de anticorpos pode

ser precoce ou tardia de acordo com o antigeno.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidades_federativas_do_Brasil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Para%C3%ADba
https://pt.wikipedia.org/wiki/Jo%C3%A3o_Pessoa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vegeta%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Caatinga
https://pt.wikipedia.org/wiki/Esta%C3%A7%C3%A3o_seca
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cact%C3%A1cea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_semi%C3%A1rido
https://pt.wikipedia.org/wiki/Temperatura
https://pt.wikipedia.org/wiki/Precipita%C3%A7%C3%A3o_(meteorologia)
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A PCR foi positiva em todos os tecidos analisados. Costa et al.'> observaram que PCR
positivas ocorreram em gatos com baixos titulos de anticorpos, sugerindo que a resposta
imune 2a infeccdo em gatos difere da observada em cades, o que deve explicar o pequeno
nimero de animais infectados e sintométicos.

As nodulagdes ndo ulceradas na extremidade das orelhas, palpebras e focinho foram
observadas em ambos felinos. Essas nodulagdes difusas na orelha foram encontradas por
Bonfante-Garrido et al.® em um de quatro gatos relatados. As demais caracteristicas das lesdes

L. . . -7,12
clinicas foram semelhantes a outros relatos de leishmaniose em gatos™ "

. H4 relatos que ndo
foi observado qualquer sinal clinico em felinos sorologicamente positivos'>?®. Ou seja, em
gatos, a sintomatologia pode apresentar curso semelhante a leishmaniose visceral em caes,
desde animais aparentemente sauddveis, passando por oligossintomadticos, até os estdgios
severos da doenca®?’. A infeccdo por L. infantum também pode estar associada a infeccdo
por retrovirus felino ou outras enfermidades imunossupressoras’.

A visualizagdo das formas amastigotas de aspirados das lesdes e/ou linfonodos foi

6,12,28

positiva para a maioria dos relatos em gatos sintoméaticos e, assim como nos caes, as

lesdes parecem ser devido 2 resposta imune contra os parasitas’'. Entretanto, o exame

citolégico negativo de medula, baco e figado jd foi relatado’. Costa et al.”

, em um
levantamento sorolégico e parasitolégico em gatos provenientes de uma regido endémica para
leishmaniose visceral canina, observaram que, de 23 (11,50%) animais positivos na sorologia,
apenas 8 foram positivos na citologia de linfonodo popliteo, baco, medula ou figado; em
quatro gatos, as amastigotas foram visualizadas no linfonodo popliteo; em um no figado; em
outro no linfonodo popliteo e na medula Ossea, € em outros dois os parasitos foram
visualizadas no linfonodo popliteo, baco e medula 6ssea.

Dentre os achados macroscépicos, Grevot et al.” também observaram aumento

moderado do baco e hipertrofia difusa da polpa branca em um felino com lesdo de pele, e
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Costa et al.”®, apesar de mencionarem hepatoesplenomegalia em dois gatos soropositivos, nao
afirmam que seja em funcdo da infeccdo por Leishmania. De acordo com Feitosa et al.*, as
leishmanias se multiplicam em macréfagos do figado e bago, produzindo eventualmente
hepatoesplenomegalia, e, geralmente, uma hepatite, que é frequentemente observado em caes
com leishmaniose visceral”.

Histologicamente, as lesdes na derme sdo semelhantes e sempre associadas a presenca
das formas amastigotas, seja intracelular ou no intersticio, ou apresentando outra patologia
concomitante”’. Neste trabalho, relata-se a presenca das células de Mott e células gigantes
multinucleadas na derme, linfonodo e bagco. A presenca das células de Mott se da devido a
producio excessiva de proteinas (imunoglobulinas) em infeccdes cronicas™, descrita em
felinos com linfoma de linfécito B34, mas ja observada em cades com leishmaniose visceral®.
Outro achado particular descrito aqui sdo as lesdes de amiloidose renal, esplénica e hepatica
encontradas no Caso 1. Grevot et al.” encontraram lesdes de discreta fibrose hepética e
hialinose da veia central, glomerulonefrite membranosa, além de infiltrado inflamatério na
glandula parétida e intestino. Sugere-se que a amiloidose relatada no presente artigo seja
melhor esclarecida, pois pode ocorrer devido a outras infec¢des ou quadros sistémicos.

Finalmente, pode-se concluir que a infec¢do por Leishmania infantum ocorre em gatos
no estado da Paraiba, regido Nordeste do Brasil. Porém, ndo existe nenhuma medida de
controle indicada quando o gato é acometido da infec¢do. Dessa forma, ressalta-se a
necessidade de compreender melhor o perfil imunolégico e epidemioldgico da leishmaniose
visceral na populagdo felina com vistas a saide publica. Recomenda-se a inclusdo dessa

enfermidade como diagndstico diferencial na espécie felina.
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6 CONCLUSAO

que:

A partir dos capitulos que compde a presente tese, resumidamente, pode-se concluir

Os dados de prevaléncia, os fatores de risco e a localizacdo do cluster espacial
contribuem para o direcionamento das medidas de controle e prevencdo da
leishmaniose visceral, maximizando a eficiéncia do programa e minimizando a
chance de ocorrer novos casos caninos € humanos.

A partir das andlises dos fatores de risco, foram comprovadas diferencas
epidemioldgicas importantes entre as zonas rural e urbana de Santa Luzia, podendo
sugerir atividades de educacdo em saude, de posse responsavel, que controle o acesso
dos caes a rua, além de melhorar as condi¢des de habitacdo da populagdo.

A leishmaniose visceral canina, no municipio de Santa Luzia apresentou-se com
elevada prevaléncia, porém com heterogeneidade espacial em relagdo ao nimero de
casos e ao risco relativo de adquirir a doenga, com dois bairros periféricos sendo
considerados dreas de alto risco, devendo ser priorizados.

O primeiro relato de infec¢do natural por Leishmania infantum em gatos no estado da
Paraiba, regido Nordeste do Brasil ressalta a necessidade de compreender a
participacdo dessa espécie na epidemiologia da leishmaniose visceral, pois nio existe

nenhuma medida de controle indicada quando o gato é acometido da infeccao.
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7 APENDICE
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLEC_ULAR DO SEMIARIDO
QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO - LVC N:
I DADOS DO PROPRIETARIO
1- Nome:
2- Endereco: | Cidade:
3- Coordenadas:
4- Telefone:

5- Grau de escolaridade: ( ) Analfabeto ( ) Ensino Fundamental incompleto ( ) EF completo (8/9* série)
( ) Ensino Médio incompleto ( ) EM completo (3° ano) ( )Ensino Superior incompleto ( ) ES completo

6- Renda familiar: ( ) Menos de 2 salariominimo ( )2a4 ( )5a6 ()+6

II DADOS DO ANIMAL

7- Nome: 8- Sexo: ( ) Macho ( )Fémea

9-Idade: ( )6—12m ( )I3—24m ( )25—-48m ( )4 —6anos ( )+6 anos

10- Raca: ( ) Semraca definida  ( ) Com raca definida. Qual?

III MANEJO

11- Tipo de criacdo: ( ) Domiciliar ( ) Semi-domiciliar ( ) Solto

12- Alimentacdo: ( ) Ragdo comercial ( ) Alimento caseiro ( ) Ambos

13- Tem contato com outros animais? ( ) nao ( ) sim

14 — Se sim, com quais? ( )Equideos ( )Caprinos ( )Ovinos ( )Bovinos ( ) Suinos ( )Aves ( )Felinos

( )Caes ( )Silvestres. Quais?

15- Qual o ambiente onde o animal é criado? ( )Terra ( )Cimento ( ) Terra/cimento

16- E realizada limpeza ou desinfeccdo do local? ( ) Nio ( ) Sim

17- Com que frequéncia? ( )Diaria ( )Semanal ( )Quinzenal ( )Mensal

18- O animal tomou alguma vacina? ( ) Nao ( ) Sim Qual? ( )Anti-rdbica ( )Viroses

19- O animal ja foi vermifugado? ( )Nao ( )Sim  Quando?

20- O animal apresenta ou ja apresentou carrapatos? Detalhar.

21- O animal sempre morou com o proprietario? ( ) Nao ( ) Sim

22- O animal foi adotado? ( )darua ( )tinha outro proprietario.

23- O animal sempre morou nessa cidade? ( ) Nao ( ) Sim

Se NAO: Local anterior? Ha quanto tempo mora aqui?

24- O animal é usado para ca¢a? ( ) Ndo ( ) Sim

25- Onde o ammal dorme? ( )Dentro de casa ( )No Peridomicilio ( )Narua

26- Como passa a noite? ( JAmarrado ( )Solto

27- Quando viaja, leva-o junto? ( )Ndo ( ) Sim Ha quanto tempo e Local?

28- O animal faz/fez uso de coleiras repelentes? ( )Nao ( ) Sim

- Aspecto geral do animal: ( )Bom ()Magro ()Lesdo depele ()Falhanopelo ()Unhas grandes
( )Lesdo no olho ( )Linfonodos aumentados ( )Barriga grande ( )Hiperqueratose (nariz/patas espessados)

Outros sinais clinicos:




