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Resumo. Realizada investigacdo em érea de risco para leishmaniose visceral canina no
municipio de Itapevi, Sdo Paulo. Um total de 104 cées distribuidos em 30 residéncias,
sendo executado a coleta de sangue, teste rapido e sorologia para leishmaniose visceral
canina, efetuado o exame parasitoldgico de aspirado de linfonodo dos animais soro
reagentes. A soroprevaléncia foi de 15,38% (16/104) incluindo os dois casos indices
utilizados como indicativo para delimitar a rea do inquérito sorolégico.
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Epidemiological survey on canine visceral leishmaniasis in the
municipality of Itapevi: report of the first serological survey

Abstract. A risk area investigation for canine visceral leishmaniasis was carried out in the
municipality of Itapevi, Sdo Paulo. A total of 104 dogs distributed in 30 residences, being
performed blood collection, rapid test and serology for canine visceral leishmaniasis,
performed the parasitological examination of lymph node aspirate in the serum reactive
animals. Seroprevalence was 15.38% (16/104) including the two index cases used as
indicative to delimit the area of the serological survey.
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Encuesta epidemioldgica sobre leishmaniosis visceral canina en el
municipio de Itapevi: Informe del primer estudio seroldgico

Resumen. Se llevé a cabo una investigacion en una zona de riesgo de leishmaniosis
visceral canina en el municipio de Itapevi, Sao Paulo. Un total de 104 perros distribuidos
en 30 residencias, realizando la recoleccion de sangre, prueba rapida y serologia de la
leishmaniosis visceral canina, realizacion del examen parasitoldgico del aspirado de los
ganglios linfaticos de animales reactivos serolégicamente. La seroprevalencia fue de del
15,38% (16/104), incluidos los dos casos de indice utilizados como indicacion para
delimitar el &rea del estudio serolégico.

Palabras clave: Estudio epidemioldgico, leishmaniasis, serologia

Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma infeccdo zoonética que afeta o ser humano e diversas espécies
de animais domésticos e silvestres, com diferentes manifestac@es clinicas, causada por protozoério do
género Leishmania sp é transmitida por varias espécies de insetos vetores conhecidos como
flebotomineos (Marcondes, 2019). E uma das seis doencas endémicas mais importantes no mundo, dada
a sua incidéncia, alta mortalidade em individuos ndo tratados e criancas desnutridas e emergentes em
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individuos portadores da infeccdo por HIV (Camargo-Neves et al., 2006). Em seres humanos apresenta-
se sob quatro formas clinicas: visceral, cutdnea, mucocutanea e cutanea difusa (Marcondes, 2019).

No Brasil, a doenca é causada pela Leishmania chagasi e usualmente transmitida pela picada do
flebotomineo Lutzomyia longipalpis (Santos et al., 1998). Em localidades onde a doenca ocorre de forma
endémica, o cdo doméstico € o principal reservatorio do parasito (Silva, 2007). Até 0 momento, ndo foi
verificada predisposic¢do etaria ou de género com a infecgdo do animal (Barboza et al., 2007; Camargo-
Neves et al., 2006). No entanto, com relacéo a raca, em estudo realizado no municipio de Aragatuba
(SP), verificou-se que o risco relativo de infeccdo foi 2,2 vezes maior para cdes sem raga
definida/mestigos, quando comparados aos cdes de raga (Camargo-Neves et al., 2006), mas quando
analisados apenas os cdes de raca, algumas apresentam positividades maiores do que outras, entre elas,
Dobermann, Fila Brasileiro, Boxer e Rottweiler dependendo da area de transmissao.

A Leishmaniose visceral esta amplamente distribuida no pais, com registro de casos em todas as regifes
brasileiras, exceto na Regido Sul. Ocorrendo em zonas rurais, peri-urbanas e urbanas de grandes centros. O
Nordeste do Brasil registra cerca de 70% dos casos de LV gue ocorrem no pais (Gontijo & Melo, 2004).

No Estado de S&o Paulo, a doenca era conhecida apenas por meio do diagndstico de casos, cujas
investigacOes posteriores revelaram tratar-se de casos importados. Em 1998, no municipio de Aragatuba,
regido Oeste de Sao Paulo, foram detectados cées com suspeita clinica de LVVA e constatada a presenca
de Leishmania sp, em exame parasitologico direto. Este fato associado a presenca do inseto transmissor
— Lutzomyia longipalpis detectado em 1997, desencadeou uma investigacdo epidemioldgica que levou
a identificacao de Leishmania (Leishmania) chagasi como agente causal, confirmando a transmissao
autoctone de LVVA em cées na area urbana de Aracatuba e, posteriormente, em outros municipios da
Regido. Em 1999, houve a confirmagédo do primeiro caso humano de LVA autoctone do Estado de Sdo
Paulo, também, no municipio de Aragatuba (Bondan & Camargo, 2015).

Vem-se observando um processo de expansdo da doenca, a medida que se verifica a adaptagdo do
vetor em zonas urbanas (Amora et al., 2006; Camargo-Neves et al., 2006; Dantas-Torres & Brandado-
Filho, 2006). No entanto, nos municipios considerados endémicos, que mantém adequadamente as
atividades preconizadas pelo Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral Americana
(PVCLVA) no estado de Séo Paulo, ndo verificaram-se aumento significativo do nimero de casos. A
espécie, L. longipalpis, até junho de 2006, foi detectada em zona urbana de 68 municipios das regides
administrativas de Aragatuba, Bauru, Marilia e Presidente Prudente e, mais recentemente, na regido de
S&o Jodo da Boa Vista, no municipio de Espirito Santo do Pinhal (Camargo-Neves et al., 2006).

Considerando-se, portanto, a instalacdo recente e a situagcdo endémica ou enzodtica da LV em
municipios do estado de Séo Paulo, inclusive na regido metropolitana da cidade de Sao Paulo (Bondan
& Camargo, 2015). No municipio de Itapevi ndo existem registros de casos autdctones da doenca, mas
apresenta-se como regido em potencial para a ocorréncia desta zoonose, pois se localiza préxima a
municipios como Cotia, Embu das Artes, registro de casos autéctones em cédes, porém sem a
confirmagcdo da espécie vetora, inclusive com transmissdo (Rangel et al., 2013).

Objetivou-se investigar a ocorréncia da LV canina no bairro Vila Belmira, por meio de um inquérito
sorologico em cées deste bairro, apds a deteccdo por uma clinica veterinéria particular de trés cées
reagentes, o exame utilizado foi o teste rapido. Apds os primeiros resultados a superintendéncia de
controle de endemias (SUCEN) instaurou o inquérito entomoldégico, inicialmente, no domicilio do caso
indice, e posteriormente proximo a residéncia que apresentaram casos caninos da doenga.

Material e métodos

Este estudo foi realizado entre os meses de outubro de 2017 a fevereiro de 2018, no municipio de
Itapevi que pertence a microrregido de Osasco, situado na Regido Metropolitana de Sdo Paulo, no Estado
de S&o Paulo. O municipio se localiza nas coordenadas 23°32'56" S, 46°56'03" W. Esta limitado pelo
municipio de Santana de Parnaiba ao norte e noroeste, Barueri a nordeste, Jandira a leste, Cotia ao sul e
sudeste, Vargem Grande Paulista a sudoeste e Sdo Rogue a oeste de acordo com o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE). A cidade apresenta 82.658 km? de area e uma populacéo de 200.769
habitantes. Apresenta 83% de domicilios com esgotamento sanitario adequado, 37.3% de domicilios
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urbanos em vias publicas com arborizacdo e 33.3% de domicilios urbanos em vias publicas com
urbanizacdo adequada (presenca de bueiro, cal¢ada, pavimentacdo e meio-fio).

Segundo o Programa de Vigilancia e Controle de Leishmaniose Visceral do Estado de Sdo Paulo, o
municipio esté classificado como municipio com transmissdo de LV, sendo silencioso ndo receptivo
vulnerével. Inclui-se neste subgrupo, 0 municipio que preencher os trés critérios a seguir:

* Sem confirmagao de casos autdctones humanos e caninos;
* Sem presenca conhecida do vetor;
» Selecionado pelos valores de distancia estimados para caracterizar a vulnerabilidade.

O diagndstico de escolha é a demonstracdo do parasito pelo exame direto de amostras de bidpsia de
linfonodo ou medula dssea, coradas por Giemsa. Em municipio em que a transmissdo da LVA ainda
que ndo tenha sido confirmada sua transmissao, deverd ser realizada a identificagdo da espécie de
Leishmania sp, pelos Laboratérios de Referéncia Estaduais. A investigacdo do foco consiste na busca
ativa de cdes numa area delimitada, onde serdo coletadas amostras de sangue em cées, sintomaticos ou
ndo, para a realizacdo de exame soroldgico pela RIFI, visando a triagem de cédes soropositivos para a
coleta de material bioldgico (pungio aspirativa de linfonodo ou de medula 6ssea) para identificagdo do
parasito e caracterizagdo da espécie de Leishmania, quando necessario. A busca ativa é realizada em um
raio minimo de 200 metros ao redor de casos caninos com exame parasitoldgico e/ou sorolégico
positivos, devendo ser ampliado, se necessario, até obter material para sorologia de no minimo 100 cées
(Camargo-Neves et al., 2006). Neste inquérito utilizamos o Teste Imunocromatografico, previamente
padronizado no Instituto Adolfo Lutz, como teste de triagem e 0 Ensaio Imunoenzimaético (EIE/ELISA),
apos a identificacdo dos animais reagentes, seguindo o Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (Guia Vigilancia em Saude)

O tamanho total das amostras examinadas foi de 104 cées, coletados, em média, 3 ml de sangue de
cada cdo, por meio de venopuncao das veias cefélica ou jugular em tubos estéreis com capacidade de 5
ml, contendo anticoagulante, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para realizacdo da PCR. As
amostras de sangue foram centrifugadas para obtencdo de soro, e posteriormente encaminhadas ao
Instituto Adolfo Lutz. Em todos os casos investigados, procedeu-se o exame clinico, observando as
mucosas, linfonodos palpaveis, apatia, anorexia, ceratoconjuntivite, blefaroconjuntivite, emagrecimento
progressivo, caquexia, alopecia, seborreia, lesbes com carater ulcerativo, lesdes em ponta de orelha,
descamacéo cutanea, epistaxe e onicrogrifose. Tais dados corroboram com Zanette (2006), que dos 208
animais com sorologia positiva pesquisados na sua pesquisa, todos apresentaram um ou mais desses
sinais. Na anamnese realizada durante a consulta, constatou-se que os cdes eram nascidos e criados no
municipio, sem historico de deslocamentos para outras éreas.

Os cdes soropositivos identificados nesta etapa foram submetidos ao exame parasitolégico direto
realizado com material coletado por puncdo de linfonodo e para os animais que apresentaram teste soroldgico
inconclusivo foi realizada nova coleta de sangue. Posteriormente foi solicitada pelo IAL a realizacdo do
exame de cultura e PCR, material biol6gico do aspirado de linfonodo dos cdes soro reagentes, PCR-
amplificacdo de fragmentos de DNA de Leishmania (L.) infantum. As técnicas moleculares, como a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), tém sido descritas como sensiveis para a detecgdo de Leishmania, porém,
ndo tem aplicacdo na rotina diagndstica ou em larga escala (Bisugo et al., 2007).

Resultados

Este trabalho constitui-se no primeiro inquérito soroldgico da Leishmaniose visceral em populacdes
caninas da cidade de Itapevi.

Dentre os 104 cées examinados sorologicamente, 16 foram diagnosticados soropositivos, totalizando
15,3% (16/104) das amostras. Os animais soropositivos para LV foram submetidos a testes
parasitolégicos para confirmacéo da infeccdo pela Leishmania.

Foram encontrados dez cdes com lesdes cutaneas suspeitas, sendo seis na regido de cabeca e pescogo,
trés nas patas e duas no tronco; dois com lesdes ulceradas em térax. Dois cdes apresentavam queda de
pelos locais ou generalizada. Durante o inquérito localizamos um canino que se apresentava caquético,
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com onicogrifose, blefaroconjuntivite, epistaxe e hemorragia em ponte nasal e membros, porém, o
exame de triagem foi negativo, ele entrou em ébito apo6s a colheita de sangue e ndo foi possivel a
realizacéo de necropsia.

As manifestacOes clinicas observadas nos cdes soro reagentes, como alteracdes dermatoldgicas,
linfadenomegalia, onicogrifose e oftalmopatias, sdo similares as observadas em outros estudos.
(Azevedo et al., 2008; Camargo-Neves et al., 2006). As alteracdes cutaneas sao os sinais clinicos mais
comumente observados na leishmaniose visceral canina (Sonoda et al., 2013). Essa caracteristica
também foi observada neste estudo onde todos os cdes com manifestacfes clinicas da doenca
apresentavam alguma alteracdo cutdnea, como alopecia, descamacdo, blefaroconjuntivite, lesdo
auricular eritamatodescamativa, deposigéo de crostas (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das lesdes dermatoldgicas dos animais soro reagentes
Identificacdo dos

Manifestag@es clinicas

animais

2 3Iefarite, com  presenca de secrecdo ocular bilateral; descamacdo cutdnea em borda de orelha;
linfoadenomegalia.

3 Nenhum sinal

12 Lesdo nodular exulcerada em torax; escore corporal 2

55 Caquexia, b_Ie_farite, Igséo_ auricular hipgrqueratética com escamas branco-acinzentadas, miotrofia
tempero-occipital, apatia, linfoadenomegalia.

57 Blefarite, lesdo auricular eritamatodescamativa, linfoadenomegalia.

60 Escore corporal 2

65 Apatia

67 Alopecia, linfoadenomegalia

68 Inconclusivo, negativando na segunda amostra.

70 Blefarite e com presenca de secrecdo ocular bilateral, dermatite esfoliativa em ponte nasal

71 Blefarite com presenca de secre¢do ocular bilateral, intensa deposigao de crostas

72 Inconclusivo
Blefarite com intensa deposi¢do de crostas melicéricas, alopecia auricular deposicéo bilateral de escamas

77 amiantaceas, dermatite esfoliativa em ponte nasal, secre¢do nasal; escamas amianteaceas em térax e
membros.

78 Les&o ulcerada em tdrax

93 C_aque?(ia, miotrofia tempero-occipitz?l, b_Iefarite com sec_regéo _ocula_lr bilateral, _aI0p~ecia auricular, lesdes
hiperpigmentadas em membros, apatia, linfoadenomegalia, onicogrifose, claudicagéo.

98 Sem sinais

96 Lesdo auricular hiperqueratética com escamas branco-acinzentadas,

99 Linfoadenomegalia

No inquérito entomoldgico, nenhum exemplar de Lutzomyia longipalpis foi capturado nas
armadilhas. Os exemplares de flebotomineos encontrados sdo Psycodopygus lloydi, Nyssomyia neivai,
Pintomyia fischeri, Migonemyia migonei, Nyssomyia intermedia, Psycodopygus lloydi, Nyssomyia
neivai, Brumptomyia nitzulescui, Nyssomyia whitmani, Psycodopygus arthuri. Os flebotomineos em
negrito foram identificados em outros dois municipios da regido, Jandira e Barueri, que também tiveram
casos de leishmaniose visceral canina no mesmo periodo desse inquérito.

Discussao

As acdes de controle incluem o diagndstico e tratamento adequado dos casos humanos, controles
quimicos do vetor e controle do reservatério canino pelos inquéritos sorol6gicos amostrais ou censitarios
seguidos da eutanasia dos cdes soropositivos. A Leishmaniose visceral canina, antes restrita a areas
rurais, agora se faz presente em centros urbanos, num processo de urbanizacao da doenca. (Barata et al.
2005; Monteiro et al., 2005). O registro da area de risco de leishmaniose visceral canina representa tanto
um desafio para a vigilancia em zoonoses quanto para a vigilancia epidemioldgica; pois podera ocorrer
a dispersdo da leishmaniose visceral canina ao longo do municipio. A area do inquérito apresenta a
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possibilidade de crescimento populacional, tendo em vista a extensa &rea sem empreendimentos
imobiliarios, presenca de animais silvestres, além da facilidade de abandono e introducdo de animais
em risco de transmissdo da doenca na regido. Em junho de 2018 foi registrado um caso humano de
leishmaniose visceral na area desse inquérito.

A observacdo dos cées reagentes em ambiente peri-domiciliar combina com o trabalho de Borges et
al. (2014), sendo tal fato associado ao maior contato destes com o vetor. Existe uma maior exposicao
dos cdes, com livre acesso a rua ou a area de mata, sobre aqueles com permanéncia exclusiva no
ambiente domiciliar. A proximidade da moradia dos cdes com a mata e vegetacdo abundante como
fatores de risco para a infeccdo por Leishmania sp (Almeida et al., 2009), evento evidenciado nesta
pesquisa. Este fato pode estar relacionado a um ambiente com uma alteracdo ambiental recente, com
matéria organica em quantidade favoravel ao desenvolvimento vetorial e consequente manutengdo da
doenca.

As interferéncias ecologicas do ambiente antrépico sdo demonstradas claramente pelas adaptagdes e
pelo alto nimero de espécimes de N. intermedia e Migonemyia migonei, predominantes nas areas
endémicas de LTA no Estado do Rio de Janeiro (Souza et al., 2009), fato semelhante ao observado nas
capturas feitas pela SUCEN.

Trabalhos apontam a escolha dos testes sorol6gicos como de extrema importancia para um bom inquérito
epidemioldgico e a atencdo é atribuida a sensibilidade do teste. A imunofluorescéncia indireta é a técnica
soroldgica preconizada pelo Ministério da Salde para avaliacdo do soro prevaléncia, juntamente com 0
ensaio imune enzimatico (ELISA) por apresentarem alta sensibilidade e especificidade, baixo custo e facil
execucdo (Camargo-Neves et al., 2006). Ambas sdo consideradas limitadas quanto a especificidade e
reprodutibilidade: devido a reatividade cruzada com outras patologias, tais como, a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e doenca de Chagas, essas técnicas utilizam parasitas integros ou soltveis como antigeno
que limitam a padronizacdo dos testes soroldgicos, impossibilitando o diagnéstico da infecgdo durante o
periodo de soro conversdo e em cdes infectados em que ndo esteja estimulada a producdo de anticorpos
especificos. Da mesma maneira, os resultados da RIFI sdo influenciados pela subjetividade na leitura das
reacOes (Bisugo et al., 2007). Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2005) que detectaram sensibilidade
do teste IFI em comparagdo com o ELISA foi considerada muito baixa, podendo eventualmente apresentar
uma reducdo significativa em sua sensibilidade, ocasionando uma detec¢do apenas parcial dos cdes
infectados com Leishmania (L.) infantum.

Animais com menos de trés meses de idade ndo devem ser avaliados por meio de métodos
sorologicos, pois podem apresentar resultados positivos pela presenca de anticorpos maternos.
(Laurenti, 2009). Em outro estudo, a sensibilidade do teste mostrou-se que em relacdo aos cées
oligossintomaticos, 85,7% foram positivos pelos testes soroldgicos (RIFI ou ELISA) e apenas 28,6%
(4/14) desses animais foram simultaneamente positivos nos testes soroldgicos e parasitoldgicos (IMIQ
ou HE), com carga parasitaria de moderada a intensa, incluindo trés cdes que tiveram o0s mais altos
titulos de anticorpos e forte parasitismo, mesmo sem lesdo nas amostras de pele. Por outro lado, 66,6%
dos cées soropositivos (particularmente pelo ELISA) ndo apresentaram as formas amastigotas nas
amostras de pele (HE e IMIQ). A PCR revelou a presenca do DNA de Leishmania sp. em 97,8% das
amostras de pele dos animais oligossintomaticos (Queiroz et al., 2010).

Métodos parasitolégicos que envolvem a puncdo de 6rgdos, apesar de fornecerem a certeza da
infecgdo, por possibilitarem a visualizacdo do parasito, sdo bastante invasivos. Estes métodos podem
apresentar especificidades que chegam a 100%; entretanto, a sensibilidade é varidvel, uma vez que a
distribuigdo tecidual ndo € homogénea (Faria & Andrade, 2012).

Concluséo

A andlise dos dados sugere a necessidade da associacdo de técnicas, pois o0s resultados dos
diagndsticos variam com a evolugdo da doenga em cada animal. Dessa forma, para confirmagdo da
sorologia, que é mais rapida e pratica nos casos de inquéritos epidemiol6gicos, os métodos
parasitologicos, por serem mais sensiveis e mais viaveis que a PCR, ficando essa técnica molecular
restrita a apenas a confirmagéo dos casos ainda suspeitos.
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