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RESUMO

No Brasil as leishmanioses caracterizam-se como enfermidades emergentes e
reemergentes em franca expansdo. Os objetivos deste estudo foram descrever o perfil
epidemiolégico dos pacientes notificados, verificar o efeito do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% em um programa de controle da Leishmaniose Visceral (LV) na redugao da
incidéncia canina e identificar relagdo da distribuicdo espacial dos casos caninos com os casos
humanos de LV. O estudo foi realizado em Campo Grande, MS, utilizando-se informagdes de
casos humanos de LV notificados e autdctones obtidas nas Fichas de Notificagdo do Sistema
Nacional de Agravos de Notificacdo. Os casos de LV canina e o registro do uso da coleira
foram obtidos no Sistema de Informagdes de Controle da LV mantido pelo Centro de Controle
de Zoonoses. Realizou-se um estudo de coorte acompanhando dois grupos de caes com mais
de quatro meses de idade, sendo um que nao recebeu a coleira e outro que recebeu a coleira a
partir do inicio da avaliagdo em 2007 permanecendo encoleirado de forma ininterrupta até o
término da avaliagdo em 2009. Foi avaliada por georreferencia uma area de aproximadamente
70.686m? com formato circular de raio igual a 150m em torno da residéncia de cada caso
humano. A ocorréncia da LV nos individuos do sexo masculino foi significativamente maior
(p<0,0001) do que nos do sexo feminino. Essa superioridade na frequéncia de notificagcbes em
homens associou-se a idade (p<0,0001), sendo mais intensa nos individuos com 40 anos ou
mais. A incidéncia da leishmaniose nos animais que participaram do estudo de coorte foi de
33,72%, com menor (p<0,0001) incidéncia da doenga no grupo de caes que usaram a coleira
impregnada com deltametrina a 4%. Os cées que participaram desse estudo eram, em sua
maioria, de pequeno ou médio porte, que tiveram uma incidéncia de leishmaniose
significativamente (p<0,05) menor do que os de grande porte apenas no grupo de animais que
usavam a coleira. Das 101 areas avaliadas na area em torno do caso humano em duas delas
no ano de 2008 e em cinco delas no ano de 2009 nao se registrou nenhum cao positivo para
LV. Em 2009 a presenca do vetor Lutzomyia longipalpis ocorreu em todo Municipio. A
correlagdo entre a ocorréncia de casos humanos e a densidade de casos de LV canina nas
diferentes regiées do Municipio foi alta e significativa. Também houve correlagao significativa
entre a ocorréncia de casos humanos e a ocorréncia média de LV canina, em torno da
residéncia dos casos humanos nas diferentes regides urbanas. Casos de LV em humanos e
em cdes ocorrem em todas as regides urbanas Campo Grande. Embora ndo haja tendéncia de
aumento nem de redugao na incidéncia da doenga a medida que a idade dos individuos
aumenta, a superioridade na incidéncia em homens é maior em de pessoas com 40 anos ou
mais. O uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em programas de controle da
leishmaniose que incluem a eutanasia de caes soropositivos, borrifagdo residual com
inseticidas, manejo ambiental e agbes de educagao e saude para a populagéo, reduz o risco da
doenga em cées. O risco de adquirir a doenga € maior em caes de grande porte em relagédo
aos caes de médio ou pequeno porte, quando utilizam a coleira impregnada com deltametrina a
4%. Casos de LV em humanos ocorrem em regides de todos os niveis socioecondmicos no
Municipio. A transmissdo da LV em humanos pode ocorrer também em local distante de sua
residéncia. A densidade de casos caninos de LV na regidao e em torno da residéncia sao
fatores de risco importantes para a ocorréncia da doenga em humanos.

Palavras-chave: reservatoério canino, zoonose, fator de risco, coleira, deltametrina.



ABSTRACT

Leishmaniasis in Brazil is characterized for being an emerging and reemerging disease in true
expansion. This study aims to describe the epidemiological profile of notified patients, verify the
effects of a control program of VL (Visceral Leishmaniasis) using a 4% deltamethrin-
impregnated collar to reduce canine prevalence, and identify the relation of the spacial
distribution of canine cases and human cases. The study was realized in Campo Grande, MS,
using information of human cases of VL notified and autochthonous obtained from the Brazilian
National Information System for Notifiable Diseases. Canine VL cases and the register of the
use of the collar were obtained of the Canine Visceral Leishmaniasis Control, managed by the
county’s Center for Zoonosis Control. Registered dogs aged four months or more, received a
4% deltamethrin-impregnated collar every six months. A cohort study was applied taking two
groups of animals, being that one did not received the collar and the other one received it since
the beginning of evaluation in 2007 till the end of it in 2009. The information was georeferenced
in the program Mapiinfo®. Was evaluated an area of about 70.686m2 with a ray of 150m around
each residence containing a human case. The occurrence of VL in male was significantly larger
(p<0,0001) than in female. This superior frequency of notifications in male, was associated with
age (p<0,0001), being more intense in individuals aged 40 years or more. Leishmaniasis
incidence in animals that participated of cohort study was of 33,72%, being significantly
associated (p<0,0001) between the VL diagnosis and the use of 4% deltamethrin-impregnated
collar, with lower incidence in the group that used the collar. Most dogs that involved this study
was small or medium and had significantly lower incidence (p<0,05) than bigger dogs, only in
the group that used the collar. The 101 areas evaluated in human cases ray, two of them in
2008, and five of them in 2009, did not registered any canine VL case. The presence of the
vector Lutzomyia longipalpis occurred in the entire county in 2009. The correlation between the
occurrence of human cases and the density of canine VL in the different regions of the county
was high and significant. It was also observed a significant correlation between human cases
and the canine VL average around the residences containing human cases, in different urban
regions. Human and canine VL cases as well as the vector occur in all urban regions of Campo
Grande. Although does not exist tendency of increase or reduction in the incidence of the
disease, as the age of the individuals increase, the superiority of incidence in male is higher in
the group of people aged 40 or more. The use of 4% deltamethrin-impregnated collar in control
programs of leishmaniasis that includes euthanasia in seropositive dogs, residual spraying with
pesticide, environmental manager, and educative actions beside population, reduce the risk of
the disease in dogs. The risk of acquire the disease is higher in large dogs, compared with
medium and small dogs when using the 4% deltamethrin-impregnated collar. Human cases of
VL occur in regions of all different socioeconomic levels in the county. The transmission of the
disease in human can also occur in distant places of the residence. The density of canine VL
cases in the region and around the residence is an important risk factor for the occurrence of
the disease in human.

Keywords: canine reservoir, zoonosis, risk factor, collar, deltamethrin.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ee e ans 12
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 15
2.0 HISTOMICO ..ttt a e 15
2.2 Taxonomia € MOrfologia .........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 16
2.3 Ciclo DIOIOGICO ... 18
2.4GeN0mMA dO PArASIO .....ceeeeieieieeie e 19
2.5LeIShMaNIOSES .......ccoiiiiiiiiiiii 20
2.5.1 Leishmaniose visceral Canina.............ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
2.6 Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral canina..............ccceeeeeevicieeeeennn. 25
2.7 DIAgNOSHICO. ....cceiiiiiiiiiiieee e 31
2.7.1 Diagnostico parasitOlOgiCO. .........uuuuuiieiieee et 31
A v DIT-Te [ aToFs] 1 elo J=To] yo] (oo [oe 1SS 33
2.7.3 DiagnOstico MOIECUIAT .........cocoiiiiiiiiiiiiieeeeee e 36
2.8 TratamentO.......ccooiiiiiiiiii 38
P2 = o (e [=T0 0 To] [ | = TSP 42

2.0 CONIIOIC .. e 45



BOBUETIVOS ...t 50

3. AO0DJEUIVO GEIaAl ... e 50
3.20Dbjetivos €SPECITICOS ....ccoee e 50
4 MATERIAL E METODOS ......ooiiieieeeteeeteee ettt 51
S5 RESULTADOS ... ..ottt ettt e e e e et e e et e e e anbe e e e anbeeeenseeeennes 52

5.1 Artigo 01: Profile and geographic distribution of reported cases of visceral
leishmaniasis in the city of Campo Grande/MS/Brazil between 2002 and

5.2 Artigo 02: Efeito da coleira impregnada com deltametrina a 4% em

programa de controle da leishmaniose visceral canina: um estudo de Coorte ....60

5.3 Artigo 03: Relagdo espacial da leishmaniose visceral humana e canina no

municipio de Campo Grande, MS, Brasil,

2009 .. —ee et e e e e e b e ettt e e b et e bt e e nae e e nt e e e anreeeenes 74
B DISCUSSAOD ...ttt an e e e anes 88
7 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES........ciieoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 93
REFERENCIAS ...ttt ae e 95
ANEXO A oottt b et e e e e et eeeneeas 114

ANEXO B .. e e e 116



1 INTRODUGAO

O complexo das leishmanioses é causado por protozoarios flagelados
do género Leishmania (ROSS, 1903) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que
podem constituir uma zoonose ou antropozoonose dependendo dos tipos de
hospedeiros presentes no ciclo biolégico do parasito. Estdo em expans&o nos
ultimos 20 anos, com aumento do numero de casos em todas as suas formas
(ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004). Esses parasitos sado transmitidos
principalmente por fémeas de insetos dipteros conhecidos como flebotomineos
(Psychodidae: Phlebotominae), causando um espectro de manifestagbes
clinicas em humanos, com apresentacdo das formas visceral, tegumentar e
mucosa (GRIMALDI; TESH, 1993; DESJEUX, 2004).

Segundo Desjeux (2001) a ocorréncia anual é estimada em 1- 2 milhdes
de casos, sendo 1- 1,5 milhdes da forma tegumentar e 500.000 da forma
visceral, estando 350 milhbes de pessoas sob risco de contrairem esta
infeccdo a cada ano. Estdo distribuidas em 88 paises, dos quais 72 sao
classificados como paises em desenvolvimento, com 90% dos casos de
leishmaniose visceral ocorrendo em Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil e
90% dos casos de leishmaniose tegumentar ocorrendo no Afeganistao, Algéria,
Brasil, Ira, Peru, Arabia Saudita e Siria (DESJEUX, 2004).

No Brasil as leishmanioses caracterizam-se como enfermidades
emergentes e reemergentes em franca expansdo, e segundo a Portaria
Ministerial n°1943 (BRASIL, 2001), sdo agravos de notificagdo compulséria em
todo o territério nacional. As formas tegumentares foram notificadas em 27
unidades federadas brasileiras (BRASIL, 2007), e a notificagdo de casos
autéctones de Leishmaniose Visceral nas regides Nordeste, Norte, Centro-
Oeste e Sudeste (BRASIL 2006), e mais recentemente na Regido Sul (BRASIL,
2010). Sendo doengas metaxénicas, causadas por parasitos multihospedeiros,
interagindo em complexas relagées em diferentes ambientes, o conhecimento

dos insetos vetores e dos hospedeiros mamiferos envolvidos nos ciclos
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enzooticos e zoondticos é fundamental para compreender a epidemiologia das
leishmanioses e estabelecer medidas de controle adequadas para cada regiao
(ASHFORD, 2000; RANGEL; LAINSON, 2003).

A leishmaniose visceral (LV) tem apresentado mudangas importantes no
padrdo de transmissdo, inicialmente predominado pelas caracteristicas de
ambientes rurais e periurbanas e, mais recentemente, em centros urbanos
como Rio de Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aragatuba
(SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros, onde
o vetor encontra condigbes ambientais favoraveis para a manutengao e
desenvolvimento do seu ciclo de vida (BRASIL, 2006).

No Estado de Mato Grosso do Sul tem-se verificado um aumento do
constante no registro do numero de casos da doenga, sendo registrada em
51,28% (40/78) dos municipios.

No Brasil as estratégias de controle, até entdo utilizadas, estavam
centradas e dirigidas verticalmente para o controle do reservatério canino
(inquérito soroldgico canino e eutanasia em caes sororreagentes), para a
aplicagdo de inseticidas, diagnostico e tratamento adequado dos casos
humanos registrados. Entretanto, essas medidas, muitas vezes realizadas de
forma isolada, ndo apresentaram efetividade para redugdo da incidéncia da
doenca (BRASIL, 2006).

No municipio de Campo Grande, MS, o primeiro caso autoctone
notificado de LV em humanos ocorreu em 2002 e, desde entdo vem ocorrendo
de forma crescente. Na area urbana vém sendo observadas inumeras
dificuldades para a implementagcdo das medidas de controle recomendadas
pelo Ministério da Saude, tais como o inquérito sorolégico canino para a
eliminagcdo de caes positivos e a borrifagdo das paredes internas e externas
das casas.

As medidas de controle, mesmo quando bem empregadas, sdo lentas
para reduzir a incidéncia canina, principalmente pela alta reposi¢cdo desta

populagao.
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Outras estratégias visando o controle da doenca referem-se a medidas
alternativas de atuacdo sobre os flebotomineos tais como: o uso de telas
impregnadas de inseticida do grupo dos piretréides sintéticos em janelas e
portas, o tratamento tépico de caes com inseticidas por meio de banho ou
aplicagao localizada, que mostraram-se inadequados enquanto medida de
saude publica.

Tendo em vista as dificuldades de controle da doenga, o municipio de
Campo Grande, a partir de 2007 iniciou o inquérito censitario sorolégico canino,
borrifagao residual em areas de transmissao intensa e moderada, e agdes de
manejo ambiental, sendo que essas medidas de controle ao serem
implantadas foram realizadas de forma integrada, para que pudessem ser
efetivas na reducédo dos casos da doenga no homem e no cao. Em conjunto
com essas agdes implementou o uso do colar impregnado com deltametrina a
4% na populagdo canina com exame soroldgico negativo para LV, com a

finalidade de auxiliar a redu¢ao do numero de casos caninos e humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

Nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas
de 400 a 900 anos d.C., feitas pelos indios do Peru, que apresentam
mutilagbes de labios e narizes, caracteristicas da espundia, atualmente
conhecida como leishmaniose cutdnea-mucosa (LAISON; SHAW, 1998).
Posteriormente, através de estudos de paleomedicina, foram descobertas
mumias com lesbes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose
(SANTOS; COIMBRA, 1994).

Em 1901 William Leishman, identificou formas amastigotas em
esfregacos de baco de um soldado britdnico, morto pela “febre Dum-Dum”.
Médicos indianos, na pequena cidade de Dum-Dum, na india, utilizavam o
termo em sanscrito “kala-azar” para nomear uma doenca severa e fatal que
acreditavam ser causada por tripanossomas (FAUST; RUSSEL; JUNG, 1974).
Porém, em 1903, Charles Donovan estudando o agente etiolégico desta
entidade modrbida o descreve como inédito. Mas foi Major Ross, com base nos
achados anteriores, que relaciona o “kala-azar” ao novo parasito, nomeando—o
como Leishmania donovani, criando dessa forma o género Leishmania (ROSS,
1903).

A leishmaniose visceral ou calazar foi descoberta em 1835 por Roeser

na ilha grega de Hydra, onde era conhecida pelo nome de “ponos ou

hapoplinakon”. Em 1869 na India, Clarke descreveu o que seria o “Kala-jwar”
que significa febre negra ou “Kala-azar”, assim chamada devido ao discreto
aumento de pigmentacao da pele observada nos pacientes (MARZOCHI et al.,
1981).
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No ano de 1908, Nicolle e Comte observaram a presenga do protozoario
em caes na Tunisia, sugerindo o papel do cdo como reservatorio no ciclo
bioldgico do parasito (NICOLLE, 1908).

O primeiro caso descrito no Brasil (MIGONE, 1913) foi de um imigrante
italiano que vivera muitos anos em Santos-SP e apds viajar para Mato Grosso
(apdés 1979 foi denominado Mato Grosso do Sul), apresentou os primeiros
sinais da doenca, tendo sido diagnosticada a doenga no Paraguai (ALENCAR,
1977), porém a sua passagem por diversas regides nao permitiu determinar
onde o paciente adquiriu a infecgao.

No Estado de Mato Grosso do Sul (MS) os primeiros relatos da doenga
foram a partir de 1980 em Corumba e Ladario (REGO — JR, 1983). Na capital,
Campo Grande, o primeiro caso autoctone canino foi registrado em 1998
(SILVA et al., 2000), e os primeiros casos humanos em 2002 (FURLAN, 2010).

O processo de endemizagdo da doengca com elevada incidéncia em
Campo Grande (SILVA; ANDREOTTI; HONER, 2007) e Trés Lagoas
(OLIVEIRA et al., 2006) confirmam sua expansao e urbanizagcdo. O Estado é o
oitavo do pais com o maior registro de casos e apresenta letalidade média de
8,6%, sendo que a doenga ja foi registrada em 56 dos 78 de seus municipios
(BRASIL, 2009a; MATO GROSSO DO SUL, 2010).

2.2 Taxonomia e morfologia

A Leishmania € um protozoario pertencente ao Reino Protista, Sub-reino
Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo  Mastigophora, @ Ordem
Kinetoplastida, Subordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae e
Género Leishmania (CAMPILLO et al., 1999).

O parasita apresenta duas formas biolégicas e necessita de dois
hospedeiros diferentes (um inseto vetor e um vertebrado) para realizar o seu

ciclo biolégico. A forma promastigota, presente no inseto, é extracelular,
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fusiforme, tem 5-20 ym de comprimento e 1-4 uym de largura e apresenta um
flagelo que lhe confere mobilidade (ROZE, 2005). O género Leishmania divide-
se em sub-género Viannia e Leishmania, com base nas diferengas existentes
durante o desenvolvimento dos promastigotas no inseto vetor (BANETH, 2006).
No hospedeiro vertebrado € observada a forma amastigota, de formato ovéide
ou redondo, com 2,5-5 ym de comprimento e 1,5-2 ym de largura, desprovida
de motilidade, apresentando apenas um flagelo rudimentar, que n&o é visivel
por microscopia Optica convencional. As formas amastigotas estéo,
geralmente, localizadas nas células do Sistema Mononuclear Fagocitario
(SMF), como macréfagos, monocitos, células de Langerhans, células de
Kupffer e células apresentadoras de antigenos (ROZE, 2005; BANETH, 2006).
No género Leishmania se descrevem dois subgéneros em fungédo do lugar de
reproducdo no trato digestivo do vetor (LAINSON et al., 1979; 1987):
subgénero Leishmania (SAF'JANOVA, 1982) com desenvolvimento
suprapilarico dos flagelados e subgénero Viannia (LAINSON; SHAW, 1987) de
multiplicagao peripil6rica.

Existem duas vertentes do pensamento taxondmico em relagdo as
espécies L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi, através de dados genéticos e
enzimaticos, a primeira vertente do pensamento considera que representam
a mesma espécie (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; LUKES et al.,
2007;) e, por isso, devem ser utilizadas como sindnimas.

A segunda vertente considera que esses parasitos sdo espécies
diferentes, e decidiram separa-los em duas subespécies, atribuindo os nomes
L. (L.) infantum infantum e L.(L.) infantum chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005;
2006), estando esta nomenclatura correta (SHAW, 2006).

Esta separagcdo de L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum em duas
subespécies € em parte aceitavel, contudo, estas devem ser consideradas
sinbnimas até que uma nova classificacdo para o género Leishmania seja
proposta (MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; DANTAS-TORRES,
2006b; LUKES et al., 2007). Dessa forma, sera adotado no presente

17



trabalho a nomenclatura L. (L.) chagasi como o agente causador da LV nas

Américas.

2.3 Ciclo biolégico

Como a Leishmania possui parte de ciclo de vida no trato
gastrointestinal do hospedeiro do invertebrado (muitas espécies do género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo) e a outra parte no
hospedeiro vertebrado, principalmente em macrofagos, na forma de amastigota
ele é um parasita digenético.

Quando a fémea do flebotomineo se encontra infectada, inocula as
formas promastigotas metaciclicas infectantes no hospedeiro vertebrado, as
quais sao fagocitadas por macrofagos, que tentam elimina-lo por meio da
cascata metabdlica de derivados de oxigénio, incluindo o 6xido nitrico além de
hidrolases (Figura 1). As formas promastigotas diferenciam-se em formas
amastigotas no interior das células do hospedeiro vertebrado e passam a se
reproduzir, por divisdo binaria. Uma vez cheias de amastigotas as células se
rompem, levando a disseminagdo do parasito por todo o organismo do
hospedeiro (REY, 1991). O periodo de incubagao varia entre 3 meses e 7 anos
na espécie canina (SLAPPENDEL; FERRER, 1998).

A progressdo da doenca vai depender de varios fatores como: a
capacidade das amastigotas de sobreviver as reagdes bioquimicas dos

macrofagos, a viruléncia do protozoario e a eficacia da resposta imune.
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Figura 1 — Ciclo de vida de Leishmania (Adaptado de Centers for
Diseases Control and Prevention).
Fonte: (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis.htm).

2.4 Genoma do parasito

Os protozoarios da ordem Kinetoplastida possuem seu DNA localizado
em duas estruturas: no nucleo (DNA cromossémico) e na mitocéndria ou
cinetoplasto (kDNA) (CHOCHOLOVA; JIRKU; LUKES, 2008). O kDNA esta
classificado em maxicirculos (15% do DNA de toda célula) presentes entre 20 a
50 copias por célula, e minicirculos (35% do total de todo DNA da célula) com
10.000 copias por célula (SIMPSON et al., 1980; SHAPIRO; ENGLUND, 1995)
que se replicam independentemente.

Os maxicirculos possuem o tamanho de 20-35kb extremamente
homogéneas entre os diferentes grupos que compde a ordem Kinetoplastida.
Os minicirculos sdao moléculas menores (0,5-1,5kb), que apresentam-se em
grande quantidade e com sequéncias heterogéneas entre os grupos. O que
favorece o seu uso para distinguir classes, géneros ou espécies (FERNANDES
et al.,, 1996; NOYES et al.,, 1998; BARKER, 2011). Cada minicirculos de
Leishmania € composto de uma molécula de DNA circular com uma regiao
conservada de aproximadamente 200pb contendo trés blocos de sequéncias

conservadas em todas as espécies de Leishmania. O restante da molécula,
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aproximadamente 550-700pb, apresenta sequéncias altamente variaveis,
contendo um grande numero de nucleotideos A e T. Portanto, nessa regido,
pode-se encontrar sequéncias especificas para os diferentes grupos de
Leishmania.

As Leishmanias apresentam de 20 a 36 cromossomos de
aproximadamente 150 kilobases para os minicromossomos e quatro
megabases para os de maior tamanho (VAN DER PLOEG et al.,, 1984). As
estruturas dos cromossomos de Leishmania sdo comparados as de outros
protozoarios, com uma regido central de sequéncias conservadas com baixo
numero de copias ou de coépia unica (WINCKER et al.,, 1996). Tibayrenc e
Ayala (1999) no trabalho sobre evolugédo genética do parasito sugerem que a
recombinacdo genética entre Leishmanias seria possivel, porém rara em
condi¢cdes naturais. Existem poucos relatos sobre o isolamento de cepas que
foram caracterizadas como hibridos entre diferentes espécies de Leishmania.
Estes hibridos ocorrem essencialmente entre espécies préximas, como L.
braziliensis e L. panamensis ou L. peruviana (THOMAZ SOCCOL et al., 1993;
BANULS et al., 1997; TORRICO et al., 1999).

2.5 Leishmanioses

Dentro do complexo das leishmanioses existe um espectro de
manifestacdes clinicas em humanos como apresentada por Alvarez (2010):

a) Leishmaniose cutanea localizada;

b) Leishmaniose cutanea difusa;

c) Leishmaniose cuténea disseminada;

d) Leishmaniose mucocutanea;

e) Leishmaniose cutanea recidivante;

f) Leishmaniose visceral;

g) Leishmaniose dérmica pos calazar;
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Em particular a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar € uma endemia
de grande expansdo geografica, tanto no velho e quanto no novo mundo, de
ocorréncia em paises das regides tropicais, subtropicais e no Mediterrdneo
(CHAPPUIS et al., 2007; BRASIL, 2009b; SRIVASTAVA et al.,, 2011). Em
funcdo de sua elevada incidéncia e alta mortalidade em individuos néo
tratados, em criancas desnutridas e em infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), a LV foi considerada uma das seis doencgas
mais importantes do mundo causadas por protozoarios (SINGH; PANDEY;
SUNDAR, 2006; BRASIL, 2009b;).

A Leishmaniose Visceral afeta, anualmente, aproximadamente 500.000
pessoas (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010) em 69 paises em
todos os continentes, causando cerca de 50 mil mortes por ano, sendo cinco
paises responsaveis por 90% dos casos: Bangladesh, Brasil, india, Nepal e
Sudao (FAUCHER; PIARROUX, 2010).

No Brasil, a sua ocorréncia estava distribuida em areas rurais e a
pequenas localidades urbanas, embora, hoje, encontra-se em franca expansao
para grandes centros, estando distribuida em 21 unidades da Federacao,
atingindo as cinco regides brasileiras. Nos ultimos dez anos, o pais apresentou
uma meédia anual de 3.379 casos e uma incidéncia de 1,9 casos por 100.000
habitantes, com uma letalidade média de 6,3% (BRASIL, 2009a). A LV é mais
frequente em criangas menores de 10 anos (BRASIL, 2009b), principalmente
na faixa etaria de um a quatro anos, e o sexo masculino € proporcionalmente o
mais afetado (LUZ; AGUIAR-SANTOS, 2005; BRASIL, 2009b). Seu espectro
clinico pode se apresentar desde a forma assintomatica, até ser expresso por
episodios febris associados a hepatoesplenomegalia grave, emagrecimento,
anemia, micropoliadenia, podendo ocorrer manifestagcdes intestinais e
fendmenos hemorragicos (BRASIL, 2009a).

Normalmente a evolugédo da doenga € lenta, podendo levar os pacientes
a complicagdes graves (GONTIJO; MELO, 2004), ao contrario do que ocorre no

Estado de Mato Grosso do Sul onde os pacientes se apresentam com
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expressiva esplenomegalia e pancitopenia, além da evolugdao em poucos dias
(BRUSTOLONI, 2006).

Outro fator primordial para a transmissdo da LV esta relacionado a
dispersédo vetorial, entretanto ha poucos relatos na literatura. Para a Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis nas Américas, ha relatos na Coldmbia onde a recaptura
variou de 0 a 500 m (MORRISON et al. 1993). No Brasil, Dye et al. (1991)
recuperaram em poucos dias espécimes de Lu. longipalpis a 20, 85, 200 e
700m de distancia. Em 2010, Oliveira et al. (2010) descreveram um estudo de
dispersédo de Lu. longipalpis com auxilio de geotecnologia. Na ocasido foram
georreferenciadas 20 residéncias em area periférica do municipio de Campo
Grande, onde obtiveram como resultado o deslocamento de 0 a 156, 169 e
223m de distancia.

Lutzomyia longipalpis além de ser o principal vetor da L. (L.) chagasi,
esta bem adaptado ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em uma grande
variedade de hospedeiros, entre aves, o homem e outros animais silvestres e
domésticos (OLIVEIRA, 2000). A transmissao da LV pode ocorrer de humano
para humano ou de um reservatorio animal, principalmente canideo, para
humanos através da picada de insetos vetores pertencentes ao género
Lutzomyia. (GONTIJO; MELO, 2004). Outras vias potenciais de transmissao
relatadas s&o: congénita, transfusional (ANTINORI et al., 2007; PAGLIANO et
al., 2005) através de transplantes de 6rgaos (ANTINORI et al., 2008) e pelo
compartilhamento de agulhas/seringas contaminadas. Esta ultima vem sendo a
principal forma de transmissdo de LV em paises do Mediterraneo (ALVAR et
al., 2008; CRUZ et al., 2002).

Recentemente tem-se levantado a hipdtese de que algumas pulgas
(COLOMBO et al., 2011) e carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus
(DANTAS-TORRES, 2011) serem vetores de Leishmania para caes, porém
ainda sao necessarios alguns estudos para comprovar a participagao destes na
epidemiologia da doenca (COLOMBO et al., 2011; DANTAS-TORRES, 2011).
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2.5.1 Leishmaniose visceral canina

Desde 1908, quando relataram pela primeira vez na Tunisia a presenga
de formas amastigotas em caes domeésticos (NICOLLE; COMTE, 1908) e no
Brasil (DEANE; DEANE, 1954; 1955a; 1955b; 1962) ao detectarem elevado
parasitismo cutdaneo em caes e raposas do Ceara, os canideos sao
considerados como importantes reservatorios no ciclo da LV.

Existe uma classificagdo para a doenga no cdo em formas clinicas por
meio da estratificacdo de sinais clinicos amplamente empregada e reconhecida
na literatura cientifica preconizada por Mancianti et al. (1988) que propuseram
a classificacdo da LVC baseada em sinais clinicos abrangendo trés grupos
clinicos distintos, a saber: cdes assintomaticos (CA), caes oligossintomaticos
(CO) e caes sintomaticos (CS). A LVC pode envolver desde casos
assintomaticos aparentemente saudaveis até uma a doenca sistémica e grave,
que geralmente culmina em O&bito. Apesar da grande diversidade de
manifestagdes clinicas existem mais animais aparentemente saudaveis que
aqueles que exibem a sintomatologia caracteristica de estagios finais da
doenca. Um fato consideravel é que a doenga canina pode permanecer
clinicamente inaparente por longos periodos (TESH, 1995; SILVA, 2008).

As manifestagdes clinicas da LV canina sao variadas, inespecificas e
incluem a linfadenopatia generalizada; a perda de pélos, ao redor dos olhos, do
nariz, da boca e das orelhas; as lesdes de pele, com ou sem descamacgdes e
as vezes Ulceras; a perda de apetite ocasionando depressao e emagrecimento;
a ornicogrifose dificultando a sua locomogao; a febre, a enterite, os disturbios
de coagulacao, e as lesdes renais, hepaticas e lesdes oculares (FEITOSA et al.
2000).

Os achados laboratoriais evidenciam alteragbes hematolégicas como a
anemia, geralmente normocitica normocrémica, hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia, hiperproteinemia, trombocitopenia, leucopenia associada a
linfopenia ou leucocitose (SLAPPENDEL; FERRER, 1998; NOLI, 1999).
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Alteragbes dermatoldgicas sdo muito frequentes em animais portadores
da LV e raramente ocorrem na auséncia de outros sinais clinicos da doenca
(FERRER et al., 1988). No quadro dermatoldgico classico estdo presentes:
dermatite esfoliativa com formagdo de caspas, hipotricose e alopecia néo
pruriginosa, dermatites ulcerativas, formacdo de pustulas e nddulos,
ceratoconjuntivite, epistaxe, hiperceratose e despigmentagcdo do focinho e
coxins, descamacéao e alopecia focais das pinas, focinho e regido periocular,
onicogrifose (SOLANO-GALLEGO et al. 2004; ALBUQUERQUE et al., 2007;
IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). Ocasionalmente sao observadas
alteracdes locomotoras, hepaticas, respiratorias, cardiacas e/ou neurologicas
(NOGUEIRA et al., 2009).

Em um estudo € descrito quatro casos clinicos de caes infectados por
Leishmania spp. com alteragdes dermatoldgicas com envolvimento da mucosa
de regido peniana, lingual, nasal e prepucial, o parasito foi detectado em
amostras de biopsia ou “imprints” desses tecidos. No entanto, em outros dois
animais nao foi possivel observar a presenca de Leishmania spp. a0 exame
citolégico de linfonodo e/ou medula 6ssea (FONT et al. 1996).

Os animais assintomaticos representam um problema de saude publica,
pois a deteccdo da infeccdo é dificultada pela auséncia de sintomas, o que
impossibilita a ado¢do de medidas adequadas de controle (MACHADO;
HOFFMAN; LAGONI, 2007). A intensidade do parasitismo aparentemente nao
estda associada diretamente a gravidade do quadro clinico, podendo ser
observados cédes com sintomatologia leve com parasitismo intenso (FEITOSA
et al., 2000; CAMARGO-NEVES et al., 2006).

O quadro de onicogrifose associado a presencga do parasito estimulando
a matriz ungueal € comumente observado (NOLI, 1999; FEITOSA et al., 2000).
No intestino é observada diarréia crénica e melena, devido as ulceracdes na
mucosa gastrica intestinal. Colite ulcerativa e erosiva também pode estar
presente (FERRER, 1999). As inflamacdes do trato intestinal podem alcangar

desde a mucosa até a muscular da submucosa (LUVIZOTTO, 2006a).
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Os estudos concernentes as alteragbes neuroldgicas associadas com
LV em humanos podem ter os cdes como bons modelos. Os cédes doentes
podem apresentar, além dos sintomas classicos de LV, alteragdes neuroldgicas
tais como letargia, convulsdes, mioclonias, nistagmo, tremores, paralisia de
mandibula, ptose labial, andar em circulos, tetraparesia e rigidez raquial e
cervical. Os sintomas neurolégicos na LV estdo associados a inflamagéo
meningeal cronica com infiltrado linfoplasmocitario (VINUELAS, 2001).

Altos niveis de anticorpos anti Leishmania sdo encontrados no liquido
cérebro espinhal vindos, provavelmente, da circulagdo sanguinea através do
rompimento da barreira hemato cerebral ocasionado pelas leishmanias (LIMA
et al., 2003). A LV também pode manifestar lesbes osteoliticas e osteo
proliferativas de diafises désseas com sinais de atrofia muscular (BURRACO;
ABATE; GUGLIELMINO, 1997; SOUZA et al., 2005).

2.6 Resposta imunolégica na leishmaniose visceral canina

A adesdo, a internalizagdo das promastigotas pelos macréfagos e
participagcdo de varios receptores desempenham papel fundamental nas
interagcbes de formas promastigotas de Leishmania com fagdcitos
mononucleares garantindo dessa forma o sucesso da infecgdo (BLACKWELL
et al, 1985; MOSSER; ROSENTHAL, 1993; KANE; MOSSER, 2000). Esta
interacdo se da com a participacdo de moléculas da superficie do parasito
(lipofosfoglicanos e gp63) ou opsoninas derivadas do hospedeiro
(complemento, fibronectina ou imunoglobulinas) e multiplos receptores nos
macrofagos (receptores para o complemento - CR, receptores para
fibronectina, receptor de fucose-manose e receptores para Fc de IgG). A
resposta das células T pelo hospedeiro € o principal fator que influencia a
evolugdo da infecgdo. Estudos sobre a resposta imunolégica tém revelado que

os linfécitos T e as citocinas produzidas por estas células determinam se a
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infeccdo resultara em uma resposta imune protetora ou na evolugdo da
patogenia (PINELLI, et al., 1999).

A imunidade protetora contra a leishmaniose é mediada por células T e
associada a producéo de IFN-y como foi demonstrado em caes (CABRAL, et
al., 1992; PINELLI, et al., 1994), humanos e camundongos (LIEW;
O’'DONNELL, 1993). A depressao da imunidade celular em caes, assim como
em humanos é manifestada por reagéo de hipersensibilidade tardia negativa na
pele e auséncia de resposta proliferativa in vitro (CARVALHO, et al., 1981,
SACKS et al.,, 1987). A resposta celular em cées através do teste de
hipersensibilidade tardia (DTH), utilizando diversos antigenos, mostrou
resultados variados: Battistini; Herrer (1945) obtiveram positividade em alguns
animais com infecgdo experimental. Marzochi; Barbosa Santos (1988) e
Genaro et al. (1992) alcangaram resultados positivos utilizando antigenos
diferentes em caes infectados por Leishmania braziliensis. Pinelli et al. (1994) e
Cardoso (2007) demonstraram que em caes assintomaticos a reagdo
intradérmica é positiva. No tecido cutaneo, as células de Langerhans sao as
principais responsaveis pela apresentagao de antigenos as células T.

A LV em caes sintomaticos € caracterizada pela auséncia de reagao de
hipersensibilidade tardia (DTH) (CARDOSO et al., 1998), diminuicdo de células
T no sangue periférico (PINELLI, et al., 1994; DE LUNA, et al.,, 1999), e
auséncia de IFN-y e IL-2 no sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) in vitro (PINELLI, et al., 1994,
SANTOS-GOMES et al., 2002). Além disso, altos titulos de anticorpos anti-
Leishmania sao detectados em animais sintomaticos (ABRANCHES, et al.,
1991a). Por outro lado, resisténcia a LVC foi inicialmente associada a ativagao
de células e producédo de IFN-y, IL-2 e TNF-a (PINELLI, et al., 1994). O
principal mecanismo envolvido na resposta imune protetora de cées infectados
por L. chagasi é a ativagao de macréfagos através de IFN-y e TNF-a e morte
de amastigostas intracelulares pela via do éxido nitrico (PINELLI, et al., 2000).
O envolvimento de IL-10 na LV ativa ainda é controverso. Estudos realizados

utilizando sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
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periférico (PBMC) obtidos de cées sintomaticos e ensaios de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) altos niveis de IL-10 foram detectados (PINELLI et
al., 1999). Em contraste, concentragbes baixas ou ndo detectaveis desta
citocina foram encontradas no sobrenadante de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de animais oligossintomaticos e
assintomaticos, respectivamente (PINHEIRO et al., 2005). Resultados
semelhantes foram obtidos com relagdo aos niveis de IL-4 no mesmo estudo.
Com relagdo ao perfil de citocinas presentes na medula Ossea de céaes
naturalmente infectados por L. chagasi, Quinnell el al. (2001) relataram que a
expressao de mRNA IL-10, IL-4 e IL-18 ndo foi elevada em cées infectados.
Entretanto, alguns cdes infectados tiveram expressao detectavel de mRNA [L-4
correlacionada significativamente aos sinais clinicos mais severos. Além disso,
nao foi detectada expressdo de mRNA I[L-13 tanto em caes controle como
infectados. IFN-y foi elevado em cées infectados e positivamente
correlacionado com resposta humoral (IgG1), mas n&o com respostas
linfoproliferativas a antigenos de Leishmania.

No trabalho de Quinnell et al. (2001), ndo se constatou o papel
imunossupressor da IL-10 na LVC. Caes naturalmente infectados por L.
chagasi foram comparados com controles n&o infectados. Verificou-se maior
expressdo de IFN-y nos caes infectados, sendo que, nédo foi observado
aumento da expresséao de IL-4, IL-18 e IL-10 nestes animais, em relagao aos
animais nao infectados. Em estudo realizado por Santos-Gomes et al. (2002),
com caes infectados experimentalmente com L. chagasi resultados
semelhantes aos de Quinnell et al. (2001) foram verificados, ndo sendo
possivel estabelecer uma correlacdo entre a severidade da doenca e a
expressao de IL-10.

Chamizo et al. (2005) avaliaram de forma semi-quantitativa a expressao
génica de citocinas em células mononucleares do sangue periférico de caes
assintomaticos infectados experimentalmente com L. chagasi comparados a
caes controle nao infectados. A expressao de TNF-a, IL-2, IFN-y, IL-10 e IL-18

foram semelhantes nos dois grupos, somente a IL-4 foi detectada em niveis
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inferiores no grupo de caes assintomaticos. Para esta semi-quantificagao, foi
realizada a técnica da transcriptase reversa-PCR com iniciadores especificos
para cada citocina e os produtos foram corridos em gel de agarose corado com
brometo de etideo. A intensidade dos sinais obtidos foi analisada em programa
de computador, permitindo uma quantificagcao relativa.

Recentemente Lage et al. (2007) estudaram o perfil de citocinas
expressas no bago em caes naturalmente infectados por L. chagasi portadores
de diferentes formas clinicas e graus de parasitismo. De forma interessante
estes autores mostraram que 100% dos cdes com alta carga parasitaria
apresentaram aumento da expressao de IL-10 quando comparados aos caes
com baixo e médio parasitismo. O aumento do parasitismo foi correlacionado
com a expressao de IL-10 na presenga de IFN-y. Portanto, foi observado que a
LV é marcada por uma produgéo balanceada de citocinas do tipo 1 (Th1) e 2
(Th2) com expressédo de mRNA de IL-10 e IFN-y que estédo relacionadas a
intensidade parasitaria e a progressao clinica.

Estudos avaliando a LV natural e/ou experimental relatam a ocorréncia
de ativagao policlonal de linfécitos B com consequente elevagdo na produgéo
de imunoglobulinas (ABRANCHES et al.,, 1991a; REIS et al., 2006a,b
GIUNCHETTI et al.,, 2008). Embora ndo esteja bem definida na literatura a
associacao entre um padrao de resposta humoral anti-Leishmania associada a
resisténcia ou susceptibilidade na LV (DAY, 2007), pesquisas relatam que em
em caes assintomaticos, menores titulos de anticorpos circulantes, com
presenga predominante de IgG1 associada a uma menor frequéncia de
intensidade parasitaria em diversos tecidos (REIS et al., 2006a,b). Por outro
lado, caes sintomaticos apresentaram elevada produgdo de imunoglobulinas
tais como, 1gG2, IgA, IgM e IgE (REIS et al., 2006a,b).

As caracteristicas genéticas podem determinar diferentes respostas
imunoldgicas na espécie canina, sendo que alguns animais ou ragas tém uma
resposta mais efetiva do que outros (FONT et al., 1996; FERRER, 1999). Em
torno de 60-80% dos cées pertencentes a area endémica podem ter contato

com o parasito e ndo desenvolver sinais clinicos da doenca (FERRER, 1999).
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Os cées assintomaticos representam cerca de 20 a 40% da populagéo
soropositiva e aproximadamente 80% desenvolvem a doenga (NOLI, 1999). Ha
duas subpopulagdes de células T auxiliares que expressam a molécula CD4+:
os linfécitos T auxiliares do tipo 1 (Th1) e os linfécitos T auxiliares do tipo 2
(Th2). As células Th1 secretam interleucina-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y) e
fator de necrose tumoral (TNF) que desencadeiam uma resposta imune celular
protetora, conduzindo a resisténcia imunoldgica. Se interleucinas 4, 5, 6, 10 e
13 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) que desencadeiam a proliferagédo de linfocitos
B e uma resposta imune humoral ndo protetora. Esta resposta causa a
exacerbacédo da infeccdo, sendo demonstrada pela hipergamaglobulinemia e
por altos titulos de anticorpos produzidos pelos caes infectados (ABRANCHES
et al.,, 1991b; SLAPPENDEL; FERRER, 1998; PINELLI et al., 1999). A
producdo exagerada de anticorpos leva a formagdao de imunocomplexos
circulantes podendo causar vasculite, uveite, poliartrite e glomerulonefrite
(SLAPPENDEL; FERRER, 1998).

Em trabalho realizado por Brachelente et al. (2005), foi pesquisada de
forma quantitativa a expressao local de citocinas em bidpsias parafinadas de
pele de caes infectados com L. infantum. Para isso, foi realizada a técnica de
PCR em tempo real utilizando como molde o cDNA produzido por RT-PCR
a partir de RNA total extraido das bidpsias de pele. Neste estudo, as
bidpsias dos caes infectados foram comparadas com material de cades normais
e de caes apresentando flebite. Os caes infectados n&do foram classificados
clinicamente, sendo possivel, apenas, a diferenciacao do perfil de citocinas na
pele destes animais em relagdo aos dois grupos controle. No grupo de caes
naturalmente infectados, a expressdo de IL-4, IFN-y e TNF-a foi
significativamente superior em relagcdo aos grupos controles. Também se
constatou que, cdes com alta carga de amastigotas apresentaram niveis de
expressao de IL-4 significativamente superiores aos demais cdes em estudo.
Outras citocinas néo foram pesquisadas neste estudo.

Lage et al. (2007) avaliaram de forma semi-quantitativa o perfil de

citocinas em células de bago de caes naturalmente infectados por L.
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chagasi. Para isso, empregaram a técnica de RT-PCR, de forma semelhante a
utilizada por Chamizo et al. (2005). Neste estudo, verificaram que ndo houve
diferenga significativa na expressédo de IL-12, IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a em
caes assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos. Houve, no entanto, um
acumulo significativo de IL-10 em caes que apresentaram maior carga
parasitaria no bago, independente do grupo clinico a que pertenciam. Estes
resultados sugeriram uma produgdo balanceada de citocinas Th1 e de
citocinas regulatorias.

Lima et al. (2007) usaram a técnica de ELISA de captura, dosaram
IL-6 e TNF-a no soro de cées sintomaticos com infecgdo natural por L.
chagasi e caes controle nao infectados. O fator de necrose tumoral a (TNF-
a) foi encontrado em niveis semelhantes nos caes dos dois grupos enquanto
que a IL-6 foi encontrada em niveis estatisticamente superiores em caes com
LV ativa.

Pela presenca de 1gG2 e IgE na forma clinica sintomatica poderia
indicar uma associagao dessa forma clinica com a resposta imune do tipo 2
(Th2) (REIS et al., 2006b). Ao analisar o fendtipo de leucdcitos do sangue
periférico na LV, Reis et al. (2006c) demonstraram aumento de linfocitos T
CD5+ e das subpopulagbes de linfocitos T (CD4+ e CD8+) em caes
assintomaticos em relacdo aos caes sintomaticos. Além disto, estes autores
mostram que ocorre queda de linfécitos B CD21+ nos animais sintomaticos
quando comparados aos caes nao infectados e assintomaticos. Ao reagrupar
0S mesmos animais, considerando a carga parasitaria da medula 6ssea, foram
observados resultados semelhantes, como aumento de linfécitos T CD5+ e das
subpopulagdes de linfocitos T CD8+ nos grupos com baixo e médio parasitismo
quando comparado ao grupo com alto parasitismo. Este ultimo, por sua vez,
apresentou queda na populacéo de linfécitos B CD21+ e mondécitos CD14+ em

relacdo ao grupo com médio parasitismo.
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2.7 Diagnéstico

O diagnéstico das leishmanioses pode ser feito com base em dados
clinicos e epidemioldgicos, sendo confirmado pela presenga do parasito
(MARFURT et al.,, 2003). Em cées o diagnostico clinico da LV canina é
dificultado devido a variedade de manifestacdes clinicas, aos achados clinicos
serem semelhantes a outras enfermidades, e tambem devido maioria dos caes
infectados ndo desenvolve sinais clinicos, isto torna o diagnéstico laboratorial
necessario para a confirmagao da suspeita (IKEDA-GARCIA; MARCONDES,
2007).

Pode-se classificar o diagndstico da leishmaniose visceral em trés
categorias: métodos parasitolégicos, sorolégicos e moleculares (NOGUEIRA et
al., 2009).

2. 7.1 Diagnéstico parasitologico

A deteccao microscopica de Leishmania é considerada padrao ouro no
diagndstico da LV devido a sua alta especificidade, apesar da discordancia
entre autores (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; SRIVASTAVA et al.,
2011). Contudo, em muitos casos, especialmente em animais assintomaticos,
nos quais poucas formas amastigotas estdo presentes podem ocorrer
resultados falsos negativos (FARIA, 2007). A pesquisa direta do parasito pode
atingir 100% de especificidade, no entanto a sensibilidade é baixa, em torno de
60 e 80% (LUVIZOTTO, 2006b), sendo ainda menor em cées assintomaticos. A
sensibilidade depende do grau de parasitemia, do tipo de material biolégico
coletado e do tempo de leitura da Iamina (BRASIL, 2006).

Esta técnica demonstra as formas amastigotas do parasito, geralmente
observados dentro de células fagociticas (FAUCHER; PIARROUX, 2010) em
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esfregacgos realizados a partir de pungdes de linfonodos, de medula 6ssea e do
baco. Os esfregacos do bago possuem a melhor sensibilidade, variando entre
93,1 a 98,7%, ja os de medula 6ssea e linfonodo tém menor sensibilidade com
52-85% e 52-58%, respectivamente (SRIVASTAVA et al., 2011).

E importante ressaltar que as pungbes sdo consideradas invasivas,
possuindo contra-indicagdes, e exigem ambientes e profissionais habilitados
para a coleta. Desta forma, esses procedimentos ndo sdo adequados para
estudos epidemioldgicos e, algumas vezes, também para diagndsticos
individuais (SUNDAR; RAI, 2002; SILVA; STEWART; COSTA, 2005).

A cultura sofre as mesmas dificuldades da microscopia, por utilizar uma
amostra obtida através de um procedimento invasivo, apresentar variacdes na
sensibilidade e necessitar de um profissional experiente, além de ser uma
técnica demorada de alto custo, e com possibilidade de contaminagéo
microbioldgica seu resultado esta na dependéncia da carga parasitaria e ainda
ha baixa adaptacdo do isolado ao meio. Isso torna a técnica pouco requisitada
pelos clinicos, sendo utilizada apenas em trabalhos de pesquisa cientifica
(SRIVASTAVA et al., 2011).

A tecnica da cultura é usada quando se pretende obter um numero de
parasitos suficiente para identificagcdo isoenzimatica, antigeno para o
diagndstico imunoldgico, modelos de infecgdes experimentais, assim como
para o “screening” de farmacos ou identificagdo molecular (MAIA; CAMPINO,
2008).

Quando se utiliza inoculagdo em hamsters como exemplo de prova
parasitolégica, ela ndo possui valor diagndstico por requerer um tempo
consideravelmente longo para que haja o desenvolvimento da sintomatologia e
a confirmagé&o diagnodstica (BRASIL, 2006).
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2.7.2 Diagnéstico soroloégico

A detecgao de anticorpos anti-leishmania circulantes utilizando técnicas
sorologicas constitui  um instrumento importante no diagndstico da
leishmaniose visceral canina (BRASIL, 2006).

Existem varios métodos sorologicos disponiveis para a detecgdo de
anticorpos anti-Leishmania no diagnostico da LV canina, que sao diferentes em
sensibilidades e especificidades. Dentres eles tem-se: Imunofluorescéncia
Indireta (IFl); o Ensaio imunoenzimatico (ELISA) com diferentes modificagbes
tais como Dot-ELISA; FML-ELISA; Fast-ELISA; BSM-ELISA; Slide-ELISA,;
fixagcdo do complemento; hemaglutinagao indireta; imunoeletroforese; Teste de
Aglutinacédo Direta (DAT) e o teste Imunocromatografico Rapido rK39 (rK39-
ICT) (KARGIN KIRAL et al.,, 2004; PAVLI; MALTEZOU, 2010;). Os testes
sorologicos devem ser interpretados com cautela, uma vez que n&o sdo 100%
sensiveis (IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006).

As técnicas de ELISA e IFl sao técnicas que apresentam alta
sensibilidade e especificidade, embora nem sempre um resultado positivo
possa ser conclusivo de doenga ativa, da mesma forma que caes infectados
podem ser soronegativos (SILVA et al., 2006).

As técnicas que utilizam antigenos totais sédo limitadas em termos de
especificidade, apresentando reag¢des cruzadas ndo somente com outras
espécies da familia Trypanosomatidae, mas também com organismos
filogeneticamente distantes (RACHAMIN et al., 1991; MELO, 2004). Enquanto
alguns trabalhos apontam para a ocorréncia de reagdo cruzada entre LV e
babesiose canina ou doenga de Chagas por meio da técnica de ELISA
(ROSARIO et al., 2005), outros afirmam nao existir reagdo cruzada com
erliquiose e babesiose (LIMA et al., 2005, VERCAMMEN et al., 1997),
toxoplasmose (LIMA et al., 2005) e doenca de Chagas (VERCAMMEN et
al., 1997).
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O ELISA é um exame cuja sensibilidade e especificidade dependem
do tipo de antigeno utilizado (bruto ou purificado). Apesar do grande
numero de antigenos ja estudados, ainda ndo existe um antigeno padréo para
esta técnica. Devido a necessidade de técnicos treinados e equipamentos, esta
técnica ndo € aplicada para o diagnéstico de rotina em regides endémicas em
humanos (SRIVASTAVA et al, 2011), sendo utilizada na rotina apenas
para o diagnostico da LV canina (BRASIL, 2006).

O ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp. apresenta,
dependendo do antigeno empregado, uma sensibilidade entre 95% e 99,5% e
uma especificidade entre 97,1% a 100% (MANCIANTI et al., 1995; LAURENTI
et al., 2005). Contudo, observa-se discordancias entre alguns autores, os quais
descrevem valores de sensibilidade e especificidade de 80 e 81%,
respectivamente (ASHFORD et al., 1995) e outros que observaram valores
de 100% para ambos os indices (VERCAMMEN et al, 1997). A
sensibilidade e especificidade deste método dependem do tipo de antigeno
empregado (espécie ou forma evolutiva do parasita) e de mudangas no
protocolo experimental padrao (tempo de incubagdo ou tipo de microplacas
utilizadas) (REINTHINGER et al., 2002).

A IFI tem sido a técnica sorologica mais utilizada no diagndstico da LV
canina, particularmente em inquéritos epidemioldgicos (BRASIL, 2003),
entretanto, possui a desvantagem de quando da analise de um grande numero
de amostras, o tempo dispendido pelo profissional para a leitura das
laminas é muito grande (RACHAMIN et al., 1991; GONTIJO; MELO, 2004). A
IFI demonstra sensibilidade que varia entre 90 e 100% e especificidade entre
80 e 100% (ALVES; BEVILACQUA, 2004; METTLER et al, 2005,
SRIVASTAVA et al., 2011), mas sua necessidade de condi¢des laboratoriais
apropriadas nao permite o seu uso a campo. A especificidade desta prova é
prejudicada pela ocorréncia de reagdes cruzadas com doengas causadas por
outros tripanosomatideos, tais como o agente causador da doenga de Chagas.

Portanto, seus resultados nao devem ser utilizados isoladamente como
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indicadores de infecgdo leishmanidtica especifica, particularmente em areas
onde ha doenga de Chagas (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

Existem na literatura inumeros relatos da ocorréncia de reagao
sorologica cruzada na IFl entre os membros da familia Trypanosomatidae,
envolvendo, principalmente, os protozoarios L. chagasi, L. braziliensis e
Trypanosoma cruzi, 0s quais possuem uma relacao filogenética muito estreita.
No entanto, a ocorréncia de reagao cruzada entre LV canina e outros agentes
etiolégicos por meio dos métodos soroldgicos ainda é motivo de discordancias
na medicina veterinaria. Um exemplo desse fato €, com relagao a ocorréncia de
reacao cruzada. Vercammen et al. (1997), utilizando amostras de soro de
trés caes infectados por Babesia sp. e de um cao infectado por Ehrlichia
sp., nao observaram resultados positivos quando da realizagdo da IFI para
LV. No Brasil, essa é a técnica disponibilizada e mais utilizada pelos
laboratérios de referéncia no Sistema Unicos de Saude (BRASIL, 2006).

O Teste de Aglutinagédo Direta (DAT) é uma técnica simples, sensivel e
altamente especifica (SILVA; STEWART; COSTA, 2005). Apesar da alta
sensibilidade e especificidade, estimadas em 94,8% e 85,9%, respectivamente,
esta técnica possui desvantagens como o tempo de incubagéo relativamente
longo, a necessidade de multipla pipetagem, e o alto custo do antigeno
(CHAPPUIS, 2006). Outra limitagdo da técnica € sua incapacidade de
diferenciar entre uma infecgcdo ativa e assintomatica e a permanéncia de um
resultado positivo apos a cura (SRIVASTAVA et al., 2011).

O Western blotting ou Immunoblotting possue a capacidade de fornecer
informagdes detalhadas sobre as respostas dos anticorpos a varios antigenos
de Leishmania sp. Este teste € mais sensivel que IFI e ELISA, embora seja
caro, demorado e laborioso, sendo portanto, pouco utilizado no diagnostico
(SRIVASTAVA et al., 2011). A maior sensibilidade e especificidade do Western
blotting se justifica pelos diferentes anticorpos produzidos em resposta a
infeccdo poderem reconhecer as diferentes fragbes do complexo antigénico,
separados eletroforeticamente, permitindo o reconhecimento de forma

especifica e individual, gerando perfis de reconhecimento distintos,
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capazes de confirmar e diferenciar a infecgdo por Leishmania de outros
parasitos, além do monitoramento, do progndstico do paciente e da
deteccdo de reagbes cruzadas (SUNDAR; RAI, 2002; SINGH; SIVAKUMAR,
2003). Como exemplos de desvantagens dessa técnica estdo a dificuldade de
execugao (pessoal treinado e equipamentos especificos), produgdo do
antigeno utilizado e, assim como em outras técnicas sorolégicas, a auséncia
de resposta (imunossupressao), pode denotar falsos negativos (SINGH;
SIVAKUMAR, 2003; SUNDAR; RAI, 2002).

A deteccao de Leishmania por imunohistoquimica em tecidos, apresenta
resultados promissores, com facil identificagdo de amastigotas no interior de
macréfagos de diversos Orgdos, alta sensibilidade e especificidade,
principalmente em locais com baixo parasitismo (LIVNI et al., 1983; TAFURI et
al., 2004), mas por ter elevado custo, ser laboriosa e relativamente demorada é

mais utilizada na pesquisa do que na rotina para diagndstico.

2.7.3 Diagnéstico molecular

Dentre os testes moleculares a Reagcédo em Cadeia da Polimerase (PCR)
se destaca devido sua elevada sensibilidade e especificidade e sua capacidade
de identificar e amplificar especificamente sequéncias de DNA do parasito
(NOGUEIRA et al., 2009). A detecgdo do DNA do parasito pode ser dar partir
de varios materiais biolégicos como sangue, medula 6ssea, cutis e liquor
(FERRER, 1999; GONCALVES et al., 2004).

Ashford et al. (1995) informaram, que a PCR apresenta maior
sensibilidade que a sorologia e a cultura de parasitos para o diagndstico da LV
em caes, o que abre a perspectiva do uso desta técnica como principal método
de diagnéstico na identificagcdo de caes positivos para leishmaniose. Osman et
al. (1997) concluiram que a técnica de PCR € mais sensivel quando

comparada ao exame parasitologico para a constatacdo da doenga em
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amostras de linfonodo e medula 6ssea, sendo também um método indicado
para a confirmagdo de casos clinicos suspeitos. A sensibilidade pode atingir a
88% logo apos a infecgdo e diminuir até 50% nos meses subsequentes
(IKEDA-GARCIA; FEITOSA, 2006).

Roura et al. (1999), avaliando 46 caes pelo exame citolégico de medula
Ossea, obtiveram resultados negativos em 39% dos animais, e pela PCR do
mesmo material, foi possivel confirmar o diagndstico da doenga em 97,8% dos
casos. No mesmo estudo, foi realizada a técnica de imunoperoxidase em
bidpsias cutaneas de caes que apresentaram quadro clinico dermatoldgico. Os
fragmentos cutédneos foram colhidos nas regides de cutis lesionada e o
diagnostico foi confirmado em 100% dos casos. Devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade, a técnica de PCR se torna muito adequada para
procedimentos de diagndstico. Estes fatores estdo diretamente ligados ao
conjunto de primers utilizados para a amplificacdo do DNA alvo, ao
numero de coépias do DNA alvo a ser amplificado, ao método de extragao de
DNA utilizado, ao tipo de material a ser analisado e ao protocolo de PCR
(CORTES et al., 2004; SALAM et al., 2010).

Solano-Gallego et al. (2004) estudando a cutis clinicamente sem
alteracgdes, correspondente a regido de plano nasal de cées sintomaticos e
assintomaticos, pelas técnicas de imunohistoquimica e PCR, observaram
parasitos no tecido cutaneo de 70% dos cades sintomaticos, mas néo
observaram parasitos pela imunohistoquimica na cutis dos caes
assintomaticos. J& a PCR mostrou positividade de 100% em todos os caes
sintomaticos e assintomaticos.

Com o uso da PCR em tempo real pode-se aumenta a sensibilidade e a
especificidade do teste, além da possibilidade de quantificar a carga parasitaria
e monitoramento da LV (MARY et al., 2006), sendo uma técnica alternativa
quando o paciente apresenta suspeita clinica, e a microscopia e/ou a
sorologia sao negativas ou indeterminadas (ALAM et al., 2009).

A principal desvantagem das técnicas moleculares € a necessidade de

z

equipamentos e técnicos treinados (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). E
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necessario padronizar reagao nas condigdes ideais de concentracdo dos
componentes da reagao, pois nao existe um protocolo padrao que possa ser
usado para todas as amplificacbes. O numero de ciclos, a concentracdo dos
ions magnésio, da enzima e do DNA molde, assim como a temperatura de
anelamento e a concentracdo dos primers, devem ser cuidadosamente
ajustadas para cada tipo de reagdo que se proceda (BASTIEN; PROCOP;
REISCHL, 2008).

Outro fator fundamental no preparo das reagdes é relacionado a fonte da
qual o DNA sera extraido. Deve-se considerar a introdugao ou a presenca de
inibidores da DNA polimerase durante o processo de extragdo do DNA. Entre
os inibidores estdo substancias como o grupo heme da hemoglobina, assim
como o0s que geralmente sao introduzidos no processo de coleta ou
extragdo do material bioldgico como o fenol e o cloroférmio (que podem
inibir a agdo enzimatica); a proteinase-K (pode degradar a DNA polimerase); o
EDTA e a heparina (quelantes dos ions magnésio) (SAMBROOK et al., 1989).

Apesar dos inumeros testes diagnosticos disponiveis a LV, continua
representando um desafio, pois ndo existe um unico método capaz de obter
sensibilidade e especificidade 6tima, de forma a permitir um diagndstico preciso
das diversas formas de apresentacdo da doencga (SILVA et al., 2006).

2.8 Tratamento

Ha mais de 60 anos o tratamento humano vem sendo realizado
principalmente, com antimoniais pentavalentes. O antimoniato de N-metil
glucamina-Glucantime® e o estibogluconato de sddio-Pentostan® sdo os
medicamentos de primeira escolha para o tratamento (BANETH; SHAW, 2002).

No Brasil, o tratamento da doenga humana é feito usando formulagao
disponivel do antimoniato de N-metil glucamina, de distribuicdo exclusiva do

Ministério da Saude, em ampolas de 5ml com 405mg de Sb+5 (1 ml = 81 mg
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de Sb+5), sendo recomendado para o tratamento da leishmaniose visceral a
dose de 20mg de Sb+5/Kg/dia, por via endovenosa ou intramuscular profunda,
por no minimo vinte dias e no maximo quarenta dias. O tratamento deve ser
limitado a duas ou trés ampolas por dia com finalidade de cura, alcangando
indices de cura de 95%.

No entanto, esses medicamentos, sdo toxicos e nem sempre efetivos,
sendo aplicados em esquemas prolongados. O mecanismo de acgédo dos
antimoniais ndo esta totalmente elucidado, mas, sabe-se que atuam nas
formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolitica e a via
oxidativa dos acidos graxos (LAMOTHE, 1999). Dados recentes indicam que a
resisténcia aos antimoniais tem se tornado um problema na india e Sudéo.

No Brasil, ainda ndo existe documentacao da presenca de cepas de L.
chagasi resistentes in vitro aos antimoniais (BRASIL 2004). Entretanto, a atual
perspectiva da quimioterapia da LV esta mais promissora que ha alguns anos
atras, com novas formulacbes de medicamentos sendo comercializadas. O
desenvolvimento de anfotericina B encapsulada em lipossomas (AmBisome®)
tem mostrado bons resultados, com cura de 90 a 95% dos casos de LV
humana na india. O miltefosine, uma droga desenvolvida como agente
antitumoral, mostrou 95% de cura efetiva no calazar indiano (PRASAD et al.,
2004).

No Brasil, como tratamento alternativo aos antimoniais, vem sendo
utilizado o desoxicolato sédico de anfotericina B e suas formulacbes
lipossomais (anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispers&o coloidal), as
pentamidinas (sulfato e mesilato) e os imunomoduladores (interferon gama
e GM-CSF). Com excegao das duas primeiras drogas, as demais se
encontram em fase de investigacdo. Todas elas s6 devem ser administradas
em hospitais de referéncia (BRASIL, 2004).

Os cédes domésticos com LV sdo tratados com os mesmos
medicamentos utilizados na LV humana. Os antimoniais pentavalentes sao os
medicamentos mais largamente utilizados, na atualidade, também no

tratamento LV canina. O tratamento de caes, no entanto, ndo € uma medida
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recomendada pela saude publica para o controle da LV. O uso rotineiro de
drogas anti-Leishmania em céaes, induz a remissdo temporaria dos sinais
clinicos, mas n&o previne a ocorréncia de recidivas, por n&o levar a cura
parasitoldgica, podendo acarretar duas sérias consequéncias epidemiolégicas:
o desenvolvimento de cepas com resisténcia as drogas e a recorréncia do risco
de transmissao (BANETH; SHAW,, 2002; MORENO; ALVAR, 2002).

As principais drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose canina
sdo os antimoniais pentavalentes, alopurinol, aminosidina e anfotericina B,
usadas individualmente ou em combinagdo (IKEDA-GARACIA et al., 2006).
Todavia, € importante lembrar que o Ministério da Saude ainda recomenda a
eutanasia dos cées soropositivos, sejam esses sintomaticos ou ndo (BRASIL,
2004). Além disso, o Glucantime® (Aventis Pharma) é um medicamento de uso
exclusivo do Ministério da Saude, que o distribui gratuitamente para o
tratamento dos casos humanos de LV no Brasil. O uso do Glucantime® para o
tratamento da leishmaniose canina esta proibido (BRASIL, 2004).

Além dos antimoniais, o alopurinol (KOUTINAS et al.,, 2001), a
anfotericina B e outros medicamentos como a aminosidina (VEXENAT et al.,
1998), a pentamidina (RHALEM et al., 1999), as alkilfosfocolinas e alguns
antifungicos (BANETH; SHAW, 2002) tém sido testados no tratamento da LV
canina. Nenhum deles, no entanto, mostrou-se capaz de promover a cura
parasitolégica dos animais, mostrando agdo semelhante a dos antimoniais.

A questdo envolvendo o tratamento canino é bastante controversa e
pelo fato de que animais “curados” possam manter-se reservatérios do
parasito, a eutanasia de todo os animais doentes e/ou portadores é indicada
por lei, pois o Cédigo Penal Brasileiro enquadra como crime contra a saude
publica, ndo adotar esta medida sanitaria (PARISE 2006). Noli (1999) afirma
que quando os caes sao tratados, esta intervencdo terapéutica ndo elimina
completamente o parasito e as recaidas sio frequentes.

Nao ha cura parasitolégica nos caes e estes continuam a ser fonte de
infecgdo para o vetor, contribuindo para a manutencao da LV. Outros fatores

como: a baixa imunidade do cao frente as infec¢cdes pelas Leishmanias, as
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diferengas do metabolismo hepatico comparativamente entre cdo e homem, a
resposta relativa a condi¢ao clinica do animal a medicacdo, o alto custo do
tratamento, a ocorréncia de sérios efeitos colaterais e a aparente melhora do
animal levando o proprietario a abandonar o tratamento, evidenciam as
desvantagens de se preconizar o tratamento canino (THOME, 1999).

Fica evidente que os esforgcos (VEXENAT et al., 1998; BANETH; SHAW,
2002; IKEDA-GARCIA; GARCIA et al.,, 2006), e os resultados obtidos na
grande maioria das tentativas de tratamento da leishmaniose canina nao séo
positivos. Se por um lado inumeros avangos foram alcangados no que
concerne a recuperacdo clinica do animal, por outro, a taxa de cura
parasitologica ainda tem sido muito baixa, de aproximadamente 20% (ALVAR
et al., 2004).

A Nota Técnica de 30/01/2004, a Organizagao Mundial da Saude (OMS)
proibe o uso do Glucantime para tratamento canino. Embora haja auséncia
temporaria dos sinais clinicos apos tratamento, este ndo apresenta eficacia,
nao diminui a importancia do cdo como reservatério da doencga, nao previne as
recidivas e ndo tem efeito limitante na infectividade dos flebotomineos
(BRASIL, 2004).

A Portaria Interministerial (Ministério da Saude e Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) N° 1.426, de 11 de julho de 2008,
proibe o tratamento da LV canina em caes infectados ou doentes, com
produtos de uso humano ou produtos n&o registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2008). Nos ultimos anos,
progressivamente, maiores doses de antimoniato tém sido recomendadas pela
OMS e do Centro para Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) dos EUA,
devido ao aparecimento de resisténcia primaria do parasito a esta droga no
Sud3o, Quénia e india (BRASIL, 2004). O aparecimento de cepas resistentes
as drogas utilizadas se deve aos fatores acima descritos, como ja aconteceu na
medicina humana, quando no inicio da década de 50 a dosagem de

antimoniato era de 9mg/kg/dia por 10 dias e eficacia de 80% contra
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20mg/kg/dia por 20 a 30 dias para o mesmo percentual de eficiéncia de hoje
(THOME, 1999).

Considera-se que a dosagem utilizada para tratamento canino é
aproximadamente dez vezes maior que a humana conduzindo a selegao de
parasitas resistentes, além de ser feita indiscriminadamente, resultando em
impacto negativo para o Programa Nacional de Controle e Vigilancia da
Leishmaniose Visceral no Brasil que visa prioritariamente a protegao da saude
humana (BRASIL, 2006).

Além do mais a ampla diversidade de espécies e os diferentes niveis de
viruléncia, em fungdo da genética, sdo fatores que influenciam o tipo de
resposta aos protocolos de tratamento, o que exige uma abordagem
terapéutica especifica. Por isso, tanto por razdes clinicas quanto

epidemioldgicas é importante identificar as espécies de Leishmania.

2.9 Epidemiologia

As transformag¢des no ambiente provocadas pelo intenso processo
migratorio, em virtude de pressdes econémicas e sociais, pelas distorgées na
distribuicdo de renda, pelo processo de urbanizacdo crescente, pelo
esvaziamento rural e pelas secas periddicas acarretam a expansédo das areas
endémicas e o aparecimento de novos focos de LV, facilitando ocorréncia de
epidemias (BRASIL, 2003). As condigdes soécio-econdmicas, ambientais e
habitos de vida sdo fatores significativos na epidemiologia da LV em areas
endémicas. Tais condigbes podem contribuir para que a LV seja perpetuada
nas areas rurais e periurbanas, acometendo aglomerados humanos com baixo
nivel soécio-econdmico que vivem em condigbes precarias de moradia
(CALDAS et al., 2001).

A epidemiologia da LV vem se alterando através do tempo. A

urbanizacao da LV parece ter ocorrido devido a mudanca de comportamento
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do vetor, em consequéncia das modificagdes socioambientais, tais como o
desmatamento e o processo migratorio. O desmatamento reduziu a
disponibilidade de animais que eram fonte de alimentacdo para o vetor,
assim, o cado e o homem aparecem como as alternativas mais acessiveis
(BARATA et al., 2005).

A infectividade dos caes difere de acordo com os diferentes niveis de
sintomatologia, pois os cées sintomaticos s&o 4 vezes mais infecciosos que
animais oligossintomaticos ou animais assintomaticos, no entanto, as baixas
taxas de infectividade de cédes que possuam qualquer uma as duas ultimas
formas clinicas de leishmaniose devem ser consideradas na epidemiologia da
LV canina (MICHALSKY et al., 2007).

As doengas nos reservatorios animais podem apresentar uma forma
enzoodtica, e mesmo ndo causar danos a canideos selvagens, ou atingir
formas epizodticas, que envolvem a disseminacgao rapida da doencga entre uma
populagdo-reservatorio ndo imune, o que frequentemente resulta em alta
mortalidade (SILVEIRA et al.,1997). Os marsupiais (Didelphis albiventris)
também sao importantes reservatérios do ambiente silvestre e foram
encontrados infectados no Brasil e na Colémbia (BRASIL, 2003).

Dados epidemioldgicos relatados ao final da década de 90 revelam a
periurbanizagédo e a urbanizagcado da LV, destacando-se os surtos ocorridos no
Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aracgatuba (SP), Santarém
(PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), S&o Luis (MA), Fortaleza
(CE) Camagari (BA) e também nas epidemias ocorridas nos municipios de Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2003).

Os estudos de fatores de riscos associados a dados epidemioldgicos da
populagcdo canina como faixa etaria, sexo e raga nao Sao numerosos
(FRANCA-SILVA et al., 2003).

No Brasil, inicialmente, Alencar; Cunha (1963) ndao observaram diferenga
de ocorréncia da LV entre caes machos e fémeas. Em Portugal, Abranches et

al. (1991b) observaram a doenga apenas em adultos jovens e animais idosos.
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Ja Feitosa et al. (2000), realizando estudo em Aracatuba (SP), observaram
maior ocorréncia em animais entre 1 e 3 anos de idade.

Franca-Silva et al. (2003) observaram prevaléncia semelhante em todas
as idades de caes avaliados em Montes Claros (MG).

Segundo Moreira Jr. et al. (2003), o pélo curto dos caes é considerado
uma variavel predisponente de infeccdo, bem como a presenca de
chiqueiros de porcos e galinheiro nos quintais e, por esta raz&o, a diminuigdo
do contato dos cdes com animais estabulados no ambiente peridoméstico
durante a noite, quando os vetores sdo mais ativos, € recomendada como
medida preventiva da infecgao.

Recentemente em Cuiaba (MT), Almeida; Mendonga; Sousa. (2010) ndo
detectaram diferencga significativa entre as ragas infectadas (sem racga definida
e boxer) apesar da descricdo de maior susceptibilidade da raga boxer
(FRANCA-SILVA et al., 2003). Apesar de todos os caes serem susceptiveis a
infeccdo por Leishmania, tem se associado a maior frequéncia de casos aos
caes de porte grande, pois estes tém a finalidade de guarda, habitando
ambiente peridomiciliar e ficando assim mais expostos ao vetor (FEITOSA et
al., 2000).

Igbal et al. (2002) observaram que o risco de infeccao é alto onde o
vetor e o hospedeiro da infecgdo coabitam sob condi¢des climaticas favoraveis.
Sherlock (1996), comenta que a reducao do uso de inseticida para controle do
vetor da malaria possibilitou a recuperacdo da densidade populacional do
vetor da LV, e contribuiu para a sua disperséo.

Caes vivendo proximos a floresta estdo expostos a um maior risco,
assim como o0s que vivem em casas onde ha presengca de didelfideos
(CABRERA et al. 2003). Outro fator de risco adicional é o historico de
coinfecgao com outras etiologias como por Neospora caninum (CRINGOLI et
al., 2002).
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2.10 Controle

Dentro do Programa de Controle da LV, preconizado pelo Ministério da
Saude, a vigilancia epidemiolégica € um dos seus componentes, cujos
objetivos s&o reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade da doencga
em humanos. Assim, as estratégias de controle estdo centradas e dirigidas no
diagndstico e tratamento adequado dos casos humanos; controle do
reservatorio canino através de inquérito sorolégico e eutanasia dos animais
sororreagentes; bem como aplicagdo de inseticidas de agao residual para
combate ao vetor (BRASIL, 2004).

No que se refere as atividades de educagao em saude € importante que
o material informativo sobre LV a ser utilizado contenha mensagem clara e
pedagogica. No Brasil o material educativo que vem sendo distribuido reduziu
significativamente a complexidade da informac&o sobre a doenga, contudo,
segundo especialistas, ainda persiste a linguagem imprépria (demasiadamente
técnica) e erros conceituais sobre o assunto (LUZ; SCHALL; RABELLO;2005).

O programa de controle da LV se baseia em trés medidas prioritarias: o
diagnodstico e tratamento precoce dos casos humanos, aplicagdo de inseticida
contra os flebotomineos e inquérito sorolégico e eliminacdo de caes
soropositivos (BRASIL, 2004).

Essas medidas de controle permanecem as mesmas desde a década de
50 (DEANE, 1956) e atualmente ndo estdo sendo capazes de reduzir a
incidéncia de casos humanos a niveis aceitaveis (DESJEUX, 1991; COSTA,;
VIEIRA, 2001; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006). Ao contrario, o
impacto da LV tem aumentado e a doenga tem se tornado um grave problema
de saude publica na maioria dos Estados da Federagdo. Apesar da
epidemiologia da doenga ser conhecida no Brasil o controle ainda nao foi
satisfatoriamente alcancado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

Devido aos diversos fatores ecoldgicos, epidemioldgicos, educacionais e

socioecondmicos, o controle da doenga em paises em desenvolvimento da
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América do Sul é muito mais complexo do que em paises desenvolvidos, a
exemplo da Espanha, onde os casos de LV registrados, estdo frequentemente
associados a co-infecgdes com o HIV (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO,
2006).

O plano de controle vetorial com medidas de saneamento ambiental,
baseia-se na limpeza areas urbanas publicas e habitacionais e evitando o
estabelecimento de criadouros; controle quimico utilizando aspersdao com
inseticida de acao residual para o inseto adulto, observando a metodologia
especifica para cada zona de vigilancia; agbes educativas voltadas a
comunidade, considerando os diferentes aspectos socioculturais e niveis de
compreensdo do publico a ser sensibilizado (BRASIL, 2006; DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006). Devido ao impacto ambiental e ao risco
do aparecimento de cepas vetoriais resistentes, o uso do inseticida tem sido
bastante reduzido nos ultimos anos. Quando o seu uso é inevitavel, sdo
necessarias precaugdes imprescindiveis como a capacitagcado de pessoal para a
aplicagdo do mesmo, utilizagdo de equipamentos de protecao individual
apropriados e monitoramento dos niveis da enzima acetilcolinesterase nos
trabalhadores, quando os inseticidas utilizados sdo os carbamatos e/ou os
organofosforados (TAUIL, 2006).

A OMS recomenda a eutanasia dos caes portadores da infec¢ao, apesar
de ser muito criticada, por questdes éticas, emocionais e econdmicas. Além
disso, estudos, realizados em paises onde a eutanasia € adotada como
medida de controle, mostram resultados pouco satisfatérios (ASHFORD et
al., 1998; PALATINIK-DE-SOUSA et al., 2001). Essa medida leva a diminuigéo
da transmissdo da LV na area de cobertura com duragdo apenas de médio
prazo, sendo que algum tempo apds sua interrupgcdo, a incidéncia e a
prevaléncia da infecgdo voltam a atingir os antigos niveis (MORENO; ALVAR,
2002).

A eliminagcdo de hospedeiros reservatérios, particularmente de caes
soropositivos, tem sido largamente empregada no Brasil (LACERDA, 1994).

Além de ser socialmente rejeitada (ALMEIDA et al., 2005), essa medida
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apresenta um baixo impacto sobre a incidéncia da LV em humanos (ASHFORD
et al.,, 1998; DIETZE et al.,, 1997; COURTENAY et al.,, 2002). Isso tem
estimulado a busca de novas alternativas para o controle da doenca.

Uma vacina (Leishmune®; Fort Dodge Saude Animal) contra LV em
caes foi recentemente registrada no Brasil (DANTAS-TORRES, 2006b). A
vacina Leishmune® é uma vacina altamente purificada, que exige meios de
cultura especificos e cuja producgéo € bastante complexa (BORJA — CABRERA
et al., 2002), trata-se de uma vacina de subunidade, ou seja, € obtida de uma
glicoproteina existente na membrana do protozoario (Leishmania) capaz de
estimular a produgao de anticorpos. A vacina € de uso exclusivo dos médicos
veterinarios e deve ser aplicada em cdes soronegativos e assintomaticos a
partir dos quatro meses de idade. Devem ser administradas trés doses com
intervalos de 21 dias entre elas. E recomendada a revacinagdo anual dos
animais. (NOGUEIRA et al., 2005).Estudos apontam que essa vacina induz
niveis de protegdo satisfatorios (BORJA-CABRERA et al., 2002). A adogéo
desta forma de prevencao obriga o proprietario do animal vacinado a adotar
outras medidas concomitantemente, como o uso de coleira repelente e telas de
protecdo no canil, durante o periodo da primovacinagdo. Para humanos,
entretanto, apesar dos avancos nas pesquisas, atualmente nao existe vacina
comercialmente  disponivel (COLER; REED, 2005; SUKUMARAN;
MADHUBALA, 2004).

Outra alternativa € o uso de coleiras impregnados com inseticidas em
cées tem reduzido o risco de infeccdo entre estes animais (DAVID et al.,
2001; REITHINGER et al., 2004; RIBEIRO et al., 2005) e, indiretamente,
para o homem, como verificado no Ird (GAVGANI et al., 2002).

No sul da Italia Maroli et al (2001), avaliaram a eficacia da coleira com
deltametrina a 4%, sobre a incidéncia da LV canina. O encoleiramento ocorreu
em duas temporadas consecutivas de transmissdao, com 350 em 1998 e 354
caes em 1999 cades na cidade de San Sebastiano al Vesuvio (70% da
populagao canina). O grupo controle de caes (371 caes e 264 caes em 1998 e

1999, respectivamente) era de quatro cidades da mesma area. Antes de cada

47



estacao de transmissao, a soroprevaléncia da LVC nas cidades de intervencéo
e controle foi avaliada por amostragem e considerada semelhantes (cerca de
15% em 1998 e 10% em 1999, respectivamente). Apos cada periodo de
transmissao, os indices de incidéncia de soroconversdes foram avaliados. O
aumento nos indices de soroconversao registrados nos caes controle sugere
um aumento na for¢ca de infecgdo da Leishmania no agente canino durante a
estagao de flebotomineos de 1999, como apoiado pelo aumento concomitante
de casos humanos nas cidades controle e em toda a regido do estudo. Os
resultados da pesquisa sugerem que o impacto do uso em massa da coleira
impregnada com deltametrina a 4% em caes sobre a incidéncia de LV pode ser
insignificante durante as estagdes de baixa transmisséo, ou provavelmente em
focos endémicos fracos, mas pode ser muito forte quando a forga de
transmissao é alta.

Em 2002 Gavgani et al. (2002), realizaram um estudo no Ira, em area de
foco de leishmaniose visceral zoondtica, onde buscou-se avaliar a protecao
das criangas contra a infecgdo, utilizando-se a coleira impregnada com
deltametrina a 4% nos caes das comunidades do estudo. Observou-se que a
coleira n&o so6 protege os caes domésticos, mas também pode reduzir o risco
de infecgdo em criangas.

No Brasil Reithinger et al (2004) realizaram um estudo em area
endémica de LV do estado de Minas Gerais, utilizando a coleira impregnada
com deltametrina a 4% em 136 cdes e um grupo controle de 97 caes sem
protecdo. Estes autores concluiram que o impacto epidemiolégico € maior com
a utilizacdo da coleira do que a estratégia da eutanasia, entretanto este
depende da cobertura do uso e das taxas de perdas da coleira.

Ferroglio; Poggi; Trisciuoglio (2008) pesquisaram a eficacia da solugéao
em spot-on de permetrina 65% (Exspot®, Schering-Plough) e coleira
impregnada com detalmetrina (Scalibor®, Intervet) na reducado da infec¢ao por
Leishmania, em uma regido endémica (Liguria), na Italia. Dos 120 caes
tratados com spot-on de permetrina e dos 119 caes tratados com a coleira

apenas 2,5% soroconverteram apds a estagao de transmissao, enquanto que
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nos caes do grupo controle a soroconversado foi de 15%. Conclui-se que os
dois tratamentos sao eficazes na reducdo do risco de adquirir infeccdo por
Leishmania.

No Brasil, no municipio de Andradina (SP) com 55.161 habitantes e
15.600 caes, Camargo-Neves et al (2006) realizaram uma pesquisa com 0
objetivo de avaliar a eficacia de coleiras impregnadas com deltametrina a 4%
no controle da LV. Um estudo coorte em caes foi implementado entre outubro
de 2002 e abril de 2004, encoleirando-se todos os cées soronegativos que
viviam na cidade. Os céaes soropositivos foram eutanasiados. Durante o
periodo da intervencao foi verificada uma reducdo de prevaléncia canina de
10,8% em 2002 para 4,8% em 2004 acompanhado de uma reducdo em casos
humanos (de 19 casos em 2002 para 02 casos em 2004). Estes resultados
indicaram que o uso de coleiras é eficaz no controle da LV quando associadas
a outras medidas. A reducdo observada nos indicadores ocorreu
provavelmente devido a diminuicdo da forga da infeccdo entre os caes, que
resultou em menor chance do vetor infectar devido a barreira imposta pelo uso
constante da coleira. Estes resultados apontaram para a utilizagdo da coleira
como mais um método a ser empregado no controle da LV. Ressalta-se que
em saude publica s6 faz sentido se aplicada de modo integral e, ao que
parece, por tempo indeterminado. Deve ser um programa com o envolvimento
de outros setores da sociedade, participagdo comunitaria e individual, e devera
estar associado a um programa de controle de populagao animal.

As medidas de controle devem ser aplicadas levando-se em
consideragao a correlagdo espacial e todos os indicadores socioeconémicos e
demograficos a fim de se concentrar as intervengdes em areas de alto risco
para se obter o controle da doenga em area urbana de modo eficaz (ALMEIDA,;
MEDRONHO; WERNECK, 2011), além disso, seria fundamental que o
Ministério da Agricultura (MAPA) exigisse exames soroldgicos negativos para
permitir a entrada de animais de zona endémica para zona indene, antes de
autorizar guia de transito (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009), dessa forma
impedindo a dispersao da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a ocorréncia e caratecteristicas da LV em humanos e caes

no municipio de Campo Grande.

3.2 Objetivos especificos

> Descrever o perfil e a distribuicdo geografica de
casos notificados de leishmaniose visceral na area urbana do
municipio de Campo Grande/MS/Brasil entre 2002 e 2009.

> Avaliar o efeito do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% em um programa de controle da leishmaniose

visceral, na reducao da incidéncia canina da doenca.
> Demonstrar a associagdao da distribuicdo espacial

dos casos caninos e humanos de leishmaniose visceral nas

regides do municipio de Campo Grande.
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4. MATERIAL E METODOS

Local do Estudo:

O estudo foi realizado no Municipio de Campo Grande, capital do Estado
de Mato Grosso do Sul, que se localiza na regido Centro-Oeste do Brasil,
possui uma area territorial de 8.092,974km?, esta localizado geograficamente
na porgao central de Mato Grosso do Sul, ocupando 2,26% da area total do
Estado. A sede do municipio localiza-se nas imedia¢des do divisor de aguas
das Bacias do Parana e Paraguai, definida pelas coordenadas geograficas
20°26’34” latitude Sul e 54°38°47” longitude Oeste, e a sua altitude varia entre
cotas 500 e 675 metros.

Possui 786.797 habitantes, com uma taxa de urbanizacdo de 98,66%
distribuidos em 35.302,82 ha. O Clima segundo a classificagcdo de Koppen,
situa-se na faixa de transicdo entre o sub-tipo (Cfa) mesotérmico umido sem
estiagem ou pequena estiagem e o sub-tipo (Aw) tropical umido, com estagéo
chuvosa no verao e seca no inverno. Campo Grande esta dividido em sete
grandes regides urbanas: Anhanduizinho, Bandeira, Centro, Imbirussu, Lagoa,
Prosa e Segredo, que ainda sao subdivididos em setores denominados Novos
Bairros (PMCG, 2008).

O estudo utilizou dados sobre os casos humanos de LV notificados e
autéctones referentes ao ano de 2009 obtidos a partir das Fichas de
Notificagdo do Sistema Nacional de Agravos de Notificagdo (SINAN), sob
responsabilidade da Secretaria Municipal de Saude Publica, Campo Grande,
MS (SESAU), com acesso finalizado em setembro de 2010. As informagdes
dos casos de LV em caes foram obtidas do Sistema de Informacgdes de
Controle da Leishmaniose (SCL) mantido pelo Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) do municipio de Campo Grande, MS.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, em 27/06/2008, sob registro n°1212.

As metodologias empregadas encontram-se descritas nos respectivos

artigos cientificos, os quais sdo apresentados a seguir.
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5. RESULTADOS
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5.1 Artigo 01

“Profile and geographic distribution of reported cases of visceral
leishmaniasis in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, from 2002 to
2009”

“Perfil e distribuicao geografica de casos notificados de leishmaniose

visceral na cidade de Campo Grande/MS/Brasil entre 2002 e 2009”

Publicado pela Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
45(5):601-606, Sep-Oct, 2012.
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Profile and geographic distribution of reported cases of visceral
leishmaniasis in Campo Grande, State of Mato Grosso do Sul,
Brazil, from 2002 to 2009

2 Elaine Araujo e Silva™®, Julio Maksoud Brazuna®, lara Helena Domingos™,

“ Valter Joost van Onselen™ and Ana Ltcia Lyrio de Oliveira™?

Julia Cristna Maksoud Brazuna
Neuma Chaves™, Michael Robin Honer

[1]. Programa de P6s-Graduagdo em Doengas Infecciosas e Parasitdrias, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS. [2]. Centro de Controle de Zoonoses,
Secretaria Municipal de Saude Publica, Campo Grande, MS. [3]. Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal, Campo Grande, MS. [4]. Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia, Universidade Catdlica Dom Bosco, Campo Grande, MS.

ABSTRACT

Introducton: This study sought to describe the profile and geographic distribution of reported cases of visceral leishmaniasis (VL) in the city of
Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul (MS), Brazil, from 2002 to 2009. Methods: Human data were collected from the Brazilian Natonal
Informaton System for Notfiable Diseases. Canine cases and entomological data were obtained from the Informaton Service for Canine Visceral
Leishmaniasis Control/Campo Grande, MS. Results: A total of 951 records from 2002 to 2009 were investigated. The number of reported cases
of VL in males was significantly higher (p < 0.0001) than that in females. The higher frequency observed among males was associated with age
(p < 0.0001), which increased in individuals aged 40 years and older. The overall fatality rate was 7.4%. Entomological surveys conducted in
2006, 2007, and 2009 showed the insect vector Lutzomyia longipalpis to be present in all urban regions of the county. Conclusions: VL cases in
humans and dogs, as well as in vectors, occurs in all urban regions of Campo Grande. Despite not observing tendencies of increase or reducton
in the incidence of the disease due to aging, the major incidence in men is higher in those aged 40 years or above.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Epidemiology. Risk factors.

Mato Grosso do Sul, in southwestern Brazil, has recently
i ‘ ) _INTRODUCT!ON » ] undergone environmental changes such as the construction of a gas
Visceral leishmaniasis (VL), a potentially fatal parasitic zoonosis, pipeline and the destruction of cerrado vegetation that may
is a frequently occurring disease in the Indian subcontinent, East e played a role in the spread of vectors. In Campo Grande, the
A - . . . .
Afrlca, and South Amerllca - In B.raZ|I, VL is caused by L.e/shrr.)a.n/a state capital, the laying down of avenues bordering water courses
infantum (syn. L. chagasi). Fatal if untreated, VL has a wide clinical  jn the clearing of native vegetation to make way for low-income
spectrum of signs and symptoms. These can be moderate to severe housing developments have had a major impact on the
and are ofen characte.rized _ by .fever,. pallor, and  gnyironment. The high ratio of L. longipalpis occurrence relative to
hepatosplenomegaly, sometimes including diarrhea and/or  other phlebotomine species in areas of human and canine
r\onpr.oductlve COUgrl' featurfes that are then share(.:l W'th ot.her leishmaniasis cases reflects the insect’s role as a VL vector in the
infectious processes”, including human immunodeficiency virus  graziff. The disease gained endemic status with the first reported

(HIV), malaria, diarrhea caused by other etiologies, hepatitis, and  5,tochthonous cases in dogs in 1998 and humans in 2002.

other causes. This study sought to describe the profile and geographic

Visceral leishmaniasis is transmitted by infected female istribution of reported cases of VL in Campo Grande, MS,
sandflies, particularly Lutzomyia longipalpis, dipterous insects of  pra7i| between 2002 and 2009.

the family Psychodidae’®. In a localized outbreak of the disease in
the county of Corumba, state of Mato Grosso do Sul (MS), L. cruzi
was identified as the main vector species®.

METHODS
Campo Grande (2026'34”S, 5438’47”W) covers 8,118.4km’
of the central portion of MS, accounting for 2.3% of the state’s
area. The urban area of Campo Grande is formally divided into
7 regions—Anhanduizinho, Bandeira, Centro, Imbirussu, Lagoa, Prosa,
and Segredo®.

Visceral leishmaniasis diagnosis has been largely based on
microscopic examination of thin smears of bone marrow,
although serological and molecular methods constitute less invasive
alternatives currently in use.*

A number of factors facilitate VL transmission. Poor housing and
sanitation, often resulting from fast, unplanned population
growth, particularly in developing countries, provide a favorable
environment for transmission of infectious and parasitic diseases”.

Retrospective data of human VL cases from January 2002
to December 2009 were collected from the records of the
Brazilian National Information System for Notifiable Diseases
(Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo [SINAN]),
Address to: Dra. Julia Cristna Maksoud Brazuna. CCZ/Secretaria Municipal de managed by the Municipal Health Office of Campo Grande
Saude Publica. Av. Senador Filinto Muller 1601, 79074-460 Campo Grande, MS, Brasil. (Secretaria Municipal de Sadde Publica [SESAU]). Data collection
Phone: 55 67 3313-5018; Fax 55 67 3314-9501
e-mail: maksoudbrazuna@gmail.com ended in September 2010. The following variables were analyzed for
Received in 29/09/2011 all reported autochthonous cases: a) personal data: age, gender54

Accepted in 19/04/2012 county region of residence; b)
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diagnostic method: enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), indirect fluorescent antibody test (IFAT), direct
parasitological examination; c) symptoms or clinical signs: fever,
splenomegaly,

hepatomegaly, weakness, weight loss, and cough and/or diarrhea. Co-
infection with human immunodeficiency virus; and d) case outcome:
death or treatment.

Two factors related to transmission of VL to humans were
assessed: a) visceral leishmaniasis in dogs: the number of occurrences
in each urban region was obtained from the Information Service
for Canine Visceral Leishmaniasis Control (SCL), managed by the
county’s Center for Zoonosis Control (Centro de Controle de
Zoonoses [CCZ]). Data from the SCL's serosurvey records were
limited to 2007-2009, given the inconsistency of records prior to this
period. The laboratory methods for VL diagnosis in dogs included
screening by ELISA and IFAT for confirmation of disease. The
kits were provided by the Biomanguinhos laboratory (Fundagdo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil); and b) vector presence: data
regarding L. longipalpis presence were collected from entomological
surveys conducted in 2006, 2007, and 2009. In all districts of each
urban region, sandflies were collected using 2 traps per household (1
indoors, 1 outdoors). For 3 consecutive nights, the traps were
installed at dusk and collected in the morning. Household selection
took into account the presence of plants (trees
and shrubs), accumulated organic matter, and domestic animals
(dogs and chickens)-elements suggestive of vector presence.

Descriptive statistical analysis performed, and
frequencies were calculated for the variables. The statistical
significance of the association between variables was determined
using the chi-squared test, considering a type | error probability of
1% (a = 0.01)".

was

Ethical considerations

The study was approved by the Research Ethics Committee of
the Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (permit 1212,
obtained on June 27, 2008).

RESULTS

From January 1, 2002, to December 31, 2009, a total of 951
autochthonous cases of VL were reported in Campo Grande (98.9%
or 941 cases in the urban area, 0.5% or 5 cases in the rural districts,
and 0.5% or 5 cases without records for location).

The distribution of human cases by region is shown in Figure 1.

The records of VL cases at the SESAU began in 2002, peaking in
2006 during the period investigated (Table 1). Cases were
diagnosed and reported in every month during the study period, with
higher rates observed from September to March. September had the
highest rate, which was 10.8% throughout the period of the study.

A significantly higher number of cases were reported in males
(p < 0.0001) than in females. The higher rates observed among
males were associated with age (p < 0.0001), which increased in
individuals aged 40 years and older (Table 2).

Over a third of cases occurred in patents younger than 10
years of age. Slightly less than half of the patents were under 20
years of age (Table 2). Although the number of reported cases
differed significantly (p < 0.0001) between age groups, an increase
or reduction in the proportion of individuals in extreme age
ranges was not observed.

The overall fatality rate was 7.4% during the study
period, where the referred rate for males is 8,9%, and for
females is 4,5%, with higher values among patents aged

(
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/ 30 3-‘
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N= 141
1=28,32
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| = 34,60

N=185
1=25,85%
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FIGURE 1 - Geographical distribution of the number of notified visceral leishmaniasis cases anfd
Qmulative incidence of VL in 8 years, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, 2002-2009. _/

60 years and older (Table 2).

In most cases (730/951 or 76.8%), diagnosis was
based on parasitological examination, with 79.5% of
individuals testing (580/730) positive. IFAT was
performed for 45.7% of cases (435/951), of which 85.8%
(373/435) were positive. ELISA was performed only from
2002-2006, for 7.6% (72/951) of cases, of which 18.1%
(13/72) were positive. In cases not subjected to
laboratory testing, diagnosis was based on
therapeutic response.

The signs and symptoms described in the 951
records included fever (95.3%), splenomegaly (83.6%),
hepatomegaly (75.8%), weakness (74.1%), weight loss
(72.2%), and cough and/or diarrhea (50.68%). Co-infection
with human immunodeficiency virus occurred in 7.1%
of cases.

From 2007 to 2009, a total of 45,873 cases of
American VL (AVL) were detected in 326,217 dogs across
all urban regions of the city, 2 of which (Anhanduizinho
and Lagoa) jointly accounted for 42% of canine cases
(Figure 1).

The insect vector was found to have spread to all

urban regions, as shown by capture of L. longipalpis
specimens in all 3 entomological surveys conducted in55

VL: visceral leishmaniasis; I: rate per 10,000 inhabitants; N: number of cases.
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TABLE 1 - Reported autochthonous cases and incidence of visceral leishmaniasis, by urban region of residence in Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brazil, 2002-2009.

Year
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Urban region N | N 1 N | N | N | N | N | N |
Anhanduizinho 8 5.0 36 22.1 44 26.5 43 24.8 47 26.6 39 231 39 22.2 22 124
Bandeira 1 1.0 5 4.9 9 8.6 10 9.2 14 12.6 19 18.4 14 13.0 3 2.8
Centro 2 2.5 15 18.6 14 17.1 6 7.0 11 125 8 10.9 5 6.5 7 9.0
Imbirussu 2 2.2 13 13.6 23 23.7 29 28.6 19 18.4 11 11.5 28 28.1 16 159
Lagoa 3 3.0 14 134 20 18.8 46 415 41 36.2 24 22.9 20 18.3 17 154
Prosa 1 1.6 5 8.0 6 9.5 9 13.6 16 23.7 23 34.3 14 20.1 13 185
Segredo 2 23 9 10.2 12 134 12 129 13 13.7 13 139 23 23.7 23 233
Total 19 3.2 97 13.9 128 18.2 155 21.1 161 21.6 137 194 143 19.3 101 134
N: number of cases; I: incidence rate per 100,000 inhabitants.
/7~ 12000 \
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FIGURE 2 - American visceral leishmaniasis cases in dogs, by urban region in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, 2007-2009.

AVL: American visceral leishmaniasis.

TABLE 2 - Number of cases, deaths, cumulative incidence and case fatality rates of visceral leishmaniasis, by age range and gender in Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brazil, from 2002-2009.

Gender
males females total
cases (incidence) deaths (fatality) cases (incidence) deaths (fatality) cases (incidence) deaths (fatality)

Age range (years) N 1 N % N | N % N | N %
<1 45 94.0 6 133 30 65.7 0 0.0 75 80.2 6 8.0
1]-|4 98 51.9 1 1.0 97 53.4 1 1.0 195 52.6 2 1.0
5119 60 22.3 1 1.7 40 15.3 0 0.0 100 18.9 1 1.0
10 || 19 41 7.2 1 2.4 43 7.6 0 0.0 84 7.4 1 1.2
20 |--] 39 147 15.3 7 4.8 72 6.9 3 4.2 219 11.0 10 4.6
40 |-] 59 145 26.1 17 11.7 35 5.6 4 11.4 180 15.2 21 1.7
260 79 38.8 22 27.8 17 6.7 7 41.2 96 21.1 29 30.2
Not informed 2 0 0 0 2 0

Total 617 25.2 55 8.9 334 12.8 15 4.5 951 18.8 70 7.4

N: number; I: incidence rate per 100,000 inhabitants from 2002 to 2009; %: percentage.
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TABLE 3 - Number of households investgated and sandflies captured, by urban region in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil, 2006-2009.

Households
investgated harboring vectors sandflies captured
Urban region 2006 2007 2009 2006 2007 2009 2006 2007 2009
Anhanduizinho 45 84 70 20 44 34 278 1,300 646
Bandeira 33 66 55 18 23 13 215 610 1,369
Centro 39 78 65 13 21 15 125 677 299
Imbirussu 21 42 35 15 19 17 275 445 1,170
Lagoa 36 66 55 19 29 34 529 1,593 1,364
Prosa 33 66 55 13 20 14 98 874 745
Segredo 21 42 35 10 16 17 47 172 477
Total 228 444 370 108 172 144 1,567 5671 6,070

DISCUSSION

Drastic environmental changes caused by human activity have
led some phlebotomine species to occupy urban habitats. The
literature reports the spread and urbanization of the VL vector, a
process that has transformed several highly populated Brazilian
centers into endemic areas for the disease. These centers include
Santarém, Pard (PA), Corumba, MS, Teresina, Piaui (Pl), Natal, Rio
Grande do Norte (RN), Sdo Luis, Maranhdo (MA), Fortaleza, Ceara
(CE), Camagari, Bahia (BA), and Belo Horizonte, Minas Gerais (MG)™
16

With cases of VL occurring in all urban regions of Campo Grande
since 2002, the disease can be considered endemic in the city.
Anhanduizinho and Lagoa, the city’s southwestern urban regions,
have higher population densities and larger expanses of
vegetation, favorable factors for the breeding of sandflies in
addition to higher concentrations of dogs, the principal urban
reservoirs of L. chagasi”’. Higher concentrations of the vector in both
regions have been reported for the 2003-2005 period®. In the present
investigation, larger numbers of seropositive dogs and greater
proportions of households harboring sandflies were found in both
regions, placing its residents at increased risk of contracting VL.

Although sandflies can be found virtually year round,
entomological surveys have revealed higher vector densities during
the months with higher temperatures and higher rainfall rates'®".
Vector density varies from region to region, depending on
environmental factors and control measures.

The risk of transmission is highest from December to April,
the wet period associated with an increased sandfly populaton®®.
Weather data for Campo Grande from 2002-2009 are typical of a
tropical climate, with temperatures and rainfall rates favorable for
the development of the VL vector®. Variation in incubation
time, time elapsed from onset of symptoms to diagnosis, and
records with incomplete or missing information regarding the
estimated date of infection are some factors that, in conjunction,
preclude deeper analysis of the monthly distribution of reported
cases. Moreover, the month in which a case is reported does not
necessarily correspond to the month of infection.

As a response to the increasing incidence of AVL, public health
agents intervened in the regions with the most cases (Anhanduizinho,
Lagoa, and Imbirussu) by using chemical control of vector insects,
eliminating animal reservoirs, and implementing environmental
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management following the Health Ministry recommendations®.
These initiatives could have contributed to stabilizing or
quickly reducing the number of cases reported from 2007-
2009 in the cited areas.

Higher VL incidence in males, also observed in other studies™?,

may be indicative of higher exposure to risk-associated
environments (while not ruling out the possibility of differences
between genders in defense mechanisms against VL). This fact
lends support to the hypothesis that infection is not limited to
the household seting, as males and females are similarly
distributed across urban regions.

Studies conducted in Trés Lagoas, MS*, Brasilia, Federal District®,
and Véarzea Grande, Mato Grosso® reported a higher incidence of AVL
in patents younger than 5 years, a feature possibly related to increased
susceptibility to infection at an early age, when long-term
immunity is developing”*®. This finding, also mirrored by the
present study, is indicative of a transition from an epidemic to an
endemic pattern of transmission.

Direct examination for parasites was also the method most
often employed to confirm diagnosis in cases occurring in
Recife, Pernambuco” and Trés Lagoas, MS.”* Reasons for the
limited use of ELISA for human diagnosis include difficulties in
standardization and constraints in sensitivity, specificity, availability,
and cost”.

The symptoms exhibited by patents in the present
investigation have also been reported in other studies conducted in
Brazil™***.

VL is the clinical form of leishmaniasis most associated with HIV-
infected individuals. VL versus HIV co-infection, currently viewed as an
emerging disease in several regions of the world, is spreading to Brazil™,

Death rates higher than those observed in the present study
have been found in Natal, RN (9%)* and in the City of S0 Paulo
(9.3%)™. Early diagnosis and treatment are required if morbidity and
mortality from VL are to be reduced, as early-treated patients are
clinically cured in 98% of cases,* while the fatality rate is near 95%
in untreated cases™.

There is no tendency toward either increase or reducton in VL
incidence as the age of individuals increase. VL occurred
predominantly in males in all age ranges.

The higher incidence of leishmaniasis in men is
elevated in the group aged 40 years or above. Fever, splenomegaly,
hepatomegaly, weakness, and weight loss are frequent
clinical signs in VL patients.
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Leishmaniasis cases in human and dogs as well as in vectors
(sandflies, Lutzomyia longipalpis) occur in all urban regions of Campo
Grande City.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare that there is no conflict of interest.

ABSTRACT in portuguese

Perfil e distribuigdo geografica de casos notficados de
leishmaniose visceral na Cidade de Campo Grande, Estado do
Mato Grosso do Sul, Brasil, entre 2002 e 2009

Introducdo: O objetivo deste trabalho foi descrever o perfil e a
distribuicdo geogréfica de casos notificados de leishmaniose
visceral, na Cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS),
Brasil, entre os anos de 2002 e 2009. Métodos: Os dados de casos
humanos foram obtidos a partir da Ficha de Notificagdo do
Sistema Nacional de Agravos de Notificagdo. Os casos caninos e
dados entomolégicos foram obtidos do Sistema de Controle de
Leishmaniose/Campo Grande, MS. Resultados: Foram notificados
951 casos de leishmaniose visceral entre 2002 e 2009. A ocorréncia
destes nos individuos do sexo masculino foi significativamente
maior (p<0,0001) do que nos do sexo feminino. Essa superioridade
na freqiéncia de notificagbes em homens associou-se a idade
(p<0,0001), sendo mais intensa nos individuos com idade igual ou
superior a 40 anos. O coeficiente de letalidade foi de 7,4%. O
levantamento entomoldgico feito em 2006,
2007 e 2009 demonstrou dispersdao do vetor em todas as regides
urbanas do municipio com captura de L. longipalpis nos trés anos.
ConclusGes: Casos de LV em humanos e em cdes assim como o vetor
ocorrem em todas as regides urbanas Campo Grande. Embora ndo
haja tendéncia de aumento, nem de redugdo na incidéncia da doenca
a medida que a idade dos individuos aumenta, a superioridade na
incidéncia em homens é maior no grupo de pessoas com idade igual
ou superior a 40 anos.

Leishmaniose visceral.
Fatores de risco.

Palavras-chaves: Epidemiologia.
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5.2 Artigo 02

Efeito da coleira impregnada com deltametrina a 4% em programa de

controle da leishmaniose visceral canina: um estudo de Coorte.

60



Efeito da coleira impregnada com deltametrina a 4% em programa de

controle da leishmaniose visceral canina: um estudo de Coorte

Julia Cristina Maksoud Brazuna'?, Julio Maksoud Brazuna®, lara Helena Domingos?, Ana Paula
Antunes1 Nogueiraz,MichaeI Robin Honer*, Valter Joost Van Onselen', Ana Lucia Lyrio de
Oliveira

1. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande, MS, Brasil;

2. Secretaria Municipal de Saude Publica de Campo Grande, MS, Brasil;

3. Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal (UNIDERP),
Campo Grande, MS, Brasil;

4. Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande, MS, Brasil;

Correspondéncia: Julia Cristina Maksoud Brazuna. Secretaria Municipal de Saude Publica;
Centro de Controle de Zoonoses; Avenida Senador Filinto Muller, 1601; Campo Grande, MS
79074-460, Brasil;

Tel. +55-67-3313-5018; fax +55-67-3314-9501. E-mail: maksoudbrazuna@gmail.com

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de coleiras impregnadas com
deltametrina a 4% em programa de controle da leishmaniose visceral, na
incidéncia canina da doenca. O trabalho foi conduzido no municipio de Campo
Grande, MS, Brasil. Um estudo de coorte foi realizado de junho de 2007 a
junho de 2009 acompanhando dois grupos, sendo um que n&o recebeu a
coleira com 315 caes e outro com 14.149 caes que recebeu a coleira. As
coleiras foram usadas pelos animais de forma ininterrupta e trocadas a cada
seis meses. A incidéncia da leishmaniose nos animais que participaram do
estudo foi de 33,72%, havendo associagao significativa (p<0,0001) entre o
diagndstico da leishmaniose visceral e 0 uso da coleira impregnada com
deltametrina a 4%, com menor incidéncia da doenga no grupo de caes que
usaram a coleira. A intensidade da acao protetora da coleira pode ser avaliada
pelo Risco Relativo, que foi igual a 2,56. Esta razdo de incidéncias representa a
forte associacdo que ocorreu entre o uso da coleira e a ocorréncia de
leishmaniose. A redugdo na incidéncia da leishmaniose com o uso da coleira
pode ser medida pelo Risco Atribuivel, que foi de 0,51, o que significa uma
queda em mais de 50 pontos percentuais na incidéncia da doengca com 0 uso
da coleira impregnada com deltametrina a 4%. No grupo de caes que usaram a
coleira ininterruptamente o odds foi de 1:2,07, indicando que a chance de um
animal usando a coleira apresentar a doenca € de aproximadamente um contra
dois de ndo apresentar. Esta chance, quando os animais n&do usam a coleira é
aproximadamente dez vezes maior. Os caes que participaram do estudo eram,
em sua maioria, de pequeno ou médio porte, que tiveram uma incidéncia de
leishmaniose significativamente (p<0,05) menor do que os de grande porte
apenas no grupo de animais que usavam a coleira. Conclui-se que o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em programas de controle da
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leishmaniose que incluem a eutanasia de caes soropositivos, borrifacdo
residual com inseticidas, manejo ambiental e a¢cées de educagao e saude para
a populacéo, reduz o risco da doenga em caes.

Palavras chave: colar, inseticida, reservatoério canino.

Introducgao

A leishmaniose visceral (LV) ainda é uma das doencas mais
negligenciadas no mundo, afetando com maior frequéncia a populagao mais
pobre, principalmente nos paises ainda em desenvolvimento. Nos ultimos 10
anos grandes avancgos cientificos foram alcangados no diagndstico, tratamento
e prevencgao da leishmaniose e os precos de varios medicamentos essenciais
foram reduzidos. Muito embora estas novas tecnologias tenham facilitado a
implementagado sustentavel de programas de controle da doenga, programas
nacionais e regionais de controle em andamento ainda s&o raros, de modo que
a mortalidade e a morbidade em todo o0 mundo apresentam-se como uma
preocupante e crescente tendéncia (WHO, 2010).

A distribuicdo geografica das leishmanioses tem sofrido alteragbes nos
ultimos anos, pois varios casos estdo sendo descritos em areas que nao eram
endémicas. A urbanizacdo e alteracbes do meio ambiente sdo fatores que
devem estar relacionados com a expansao desta doenca. A interacédo entre as
mudangas ambientais urbanas e a presencga de flebotomineos vetores séo pré-
requisitos fundamentais para a compreensdo da epidemiologia e adogao de
medidas preventivas e estratégias de controle (WHO, 2002).

Nas areas peri-urbanas e urbanas o cao é o principal reservatério do
parasita e sua introdugédo em novo ambiente pode ser responsavel pela origem
de novos focos (Marzochi et al., 1994).

As estratégias de controle da LV estao centradas no diagnodstico precoce
e tratamento adequado dos casos humanos, monitoramento e eutanasia de
caes sororreagentes, redugao da populagado de flebotomineos por meio de
controle quimico, medidas preventivas e atividades de educacdo em saude.
Destaca-se que estas medidas devem ser realizadas de forma integrada para

que possam ser realmente efetivas (Brasil, 2006).
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A leishmaniose visceral canina possui uma importéncia epidemioldgica
cada vez maior em parte do Mediterraneo e na América Latina, sendo o cdo o
principal reservatério da doenga nessas regides, infectando flebétomos que
contaminam seres humanos. A contaminagao de pessoas com co-morbidades,
principalmente as portadoras do virus HIV (Human Immunodeficiency Virus),
agrava o0 caso e aumenta a morbidade e a letalidade em humanos. Na
existéncia da leishmaniose visceral zoondtica estas consideracdes fornecem
justificativas adicionais a eutanasia dos animais enfermos (WHO, 2010).

Uma nova alternativa de controle da LV utilizando coleiras para caes,
impregnadas com o inseticida deltametrina a 4% ja foi testada em diversos
paises. No Ira, Gavgani et al. (2002) conduzindo um estudo em 18 vilas
obtiveram como resultado a redugao do risco de infecgao por LV em criangas e
a reducédo da incidéncia de leishmaniose em caes. No trabalho de Aoun et al.
(2008), realizado na Tunisia, os 42 caes que utilizaram a coleira impregnada
com deltametrina a 4% nao adquiriram a doenga apos serem expostos ao risco
da transmissao, enquanto 15,8% dos 38 cédes que ndo usaram a coleira se
tornaram positivos.

No Brasil, o estudo conduzido por Camargo-Neves et al. (2004) no
municipio de Andradina, SP, envolveu 15.600 cdes e o uso da coleira
impregnada com deltametrina a 4%. Os autores observaram reducéo na
prevaléncia canina de leishmaniose de 10,8% em 2002 para 4,8% em 2004 e
uma redugdo dos casos humanos de 19 casos em 2002 para apenas dois
casos em 2004.

O controle da LV em areas urbanas tem sido um desafio para os 6rgaos
publicos de saude, tendo em vista as dificuldades operacionais das agdes
necessarias, apontando para a necessidade de maiores investimentos na area
técnico-cientifico visando o aprimoramento das medidas de vigilancia e controle
da leishmaniose visceral.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% em um programa de controle da

leishmaniose visceral, na redugao da incidéncia canina da doencga.
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Metodologia

O trabalho foi conduzido no municipio de Campo Grande, que possui
uma area territorial de 8.118,4km? e esta localizado geograficamente na porgéao
central do estado de Mato Grosso do Sul (MS) / Brasil - latitude Sul 20°26'34” e
latitude Oeste 54°38°'47”. O Municipio ocupa 2,27% da area total do Estado e a
area urbana é dividida em sete regides: Anhanduizinho, Bandeira, Centro,
Imbirussu, Lagoa, Prosa e Segredo. O clima é mesotérmico a tropical umido
(classificacédo de Koppen), com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno.
No periodo de 2007 a 2009 a temperatura anual média foi de 26,7°C e a média
anual de precipitagao pluviométrica foi de 1.611,42mm (PMCG, 2008).

A estimativa da populagdo humana para o municipio de Campo Grande
em 2007 é de 724.524 habitantes (IBGE, 2008), com incidéncia de
leishmaniose visceral igual a 1,94 por 10.000 habitantes no mesmo ano
(Brazuna, JCM: dados nao publicados). A populagédo canina em 2006 totalizou
129.528 caes (PMCG, 2006) e, no ano de 2007 a prevaléncia da leishmaniose
canina foi de 15,96% (Brazuna, JCM: dados n&o publicados).

Um estudo de coorte foi realizado acompanhando de junho de 2007 a
junho de 2009 dois grupos de animais com mais de quatro meses de idade que
inicialmente apresentavam diagndstico negativo para leishmaniose visceral,
sendo um que néao recebeu a coleira com 315 caes e outro com 14.149 caes
que recebeu a coleira.

As coleiras impregnadas com deltametrina a 4% foram usadas pelos
animais de forma ininterrupta e trocadas a cada seis meses, sendo colocadas
em junho e dezembro de 2007 e 2008. Estas coleiras, fabricadas de polivinil
clorido (PVC) impregnado com 40mg/g de deltametrina, pesavam 25g e
mediam 65cm. O tamanho das coleiras foi ajustado no momento da sua
colocacao nos caes.

No momento da colocagao da primeira, da terceira e seis meses apoés a
da quarta coleira, foram colhidas amostras de sangue de todos os cées por
meio de pungao venosa (jugular ou braquial) com agulha 25x7mm e seringa de

5ml. O sangue obtido foi transferido em seguida para tubos de ensaio e
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colocado em isopor com gelo reciclavel a 6 a 8°C, para encaminhamento ao
laboratério de zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) no prazo
maximo de seis horas, quando passaram a ser conservados sob refrigeragao a
2 a8°C.

Apo6s um prazo maximo de oito dias de armazenamento foi realizado o
exame sorologico para leishmaniose pelo método de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) e, nas amostras com resultados positivos realizou-se
também o exame pelo método de IFI (Imunofluorescéncia indireta). Para estes
exames utilizaram-se kits padronizados do laboratério Bio-Manguinhos da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/Brasil. Os cées foram considerados
positivos para leishmaniose apenas quando apresentavam resultados positivos
nos dois métodos.

Durante o periodo do estudo foi executado no Municipio um programa
de controle da leishmaniose visceral com agdes de conscientizacdo da
populagao sobre os fatores de risco da doencga, agbes de borrifagdo residual
com inseticidas em areas de transmissdo intensa ou moderada, segundo
classificagdo do Ministério da Saude (Brasil, 2006), distribuigdo semestral de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4%, eutanasia de cées positivos
quando autorizado pelos proprietarios e intensificagdo no servigo de limpeza de
terrenos com predisposigao para criagao do vetor da doenca.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise de qui-quadrado (3x?) ou
ao teste exato de Fischer (Zar, 2009) para verificar a ocorréncia de associagao
entre variaveis. Para as conclusées considerou-se o nivel de 1% de
significancia (¢=0,01). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em 27/06/2008, sob registro
n°1.212.

Resultados
Observa-se na Tabela 1 que a proporgcao de caes que nao receberam as

coleiras foi pequena em todo o municipio, ndo chegando a 4% dos caes que as

receberam nas diferentes regides urbanas do Municipio. A Incidéncia da
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leishmaniose nos animais que participaram do estudo foi de
1=(4.614+263)/(14.149+315)=33,72%, havendo associagdo significativa
(p<0,0001) entre o diagnostico da leishmaniose visceral e o uso da coleira
impregnada com deltametrina a 4%, com menor incidéncia da doenga no grupo
de caes que usaram a coleira em todas as regides urbanas de Campo Grande.
A intensidade da agao protetora da coleira pode ser avaliada pelo Risco
Relativo, que no Municipio todo foi igual a RR=0,8349/0,3261=2,5603. Esta
razao de incidéncias representa a forte associagado que ocorreu entre o0 uso da
coleira e a ocorréncia de leishmaniose, de modo que a incidéncia foi maior que
o dobro entre os individuos sem a coleira quando comparados com 0s que
usaram a coleira.

A redugdo na incidéncia da leishmaniose com o0 uso da coleira pode ser
medida pelo Risco Atribuivel, que foi de RA=0,8349-0,3261=0,5088, o que
significa uma queda em mais de 50 pontos percentuais na incidéncia da
doenca com o uso da coleira impregnada com deltametrina a 4%.

No grupo de cées que usaram a coleira ininterruptamente o odds foi de
Ocom=0,3261:0,6739=1:2,0665, indicando que a chance de um animal usando a
coleira apresentar a doenga é de aproximadamente um contra dois de nao
apresentar. J& no grupo de caes que nado usaram a coleira o odds foi de
Osem=0,8349:0,1651=1:0,1977, indicando que a chance de um animal sem
coleira apresentar a doenca é de aproximadamente dez contra dois de nao
apresentar. A razdo destas chances (odds ratio), igual a
OR=0¢em/Ocom=10,4504, também representa a forca da associacdo entre o
diagndstico e o uso da coleira, informando que a chance de ocorrer a doencga é
aproximadamente dez vezes maior nos animais que nao usam coleira do que

NOosS que a usam.
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TABELA 1 - Numero e percentual de caes com e sem coleira segundo o
resultado do exame sorolégico para leishmaniose, por regiao
urbana do municipio de Campo Grande, Mato Grosso do

Sul/Brasil
} DIAGNOSTICO TOTAL
REGIAO COLEIRA NEGATIVO POSITIVO N°)
N | % N | % (
Anhanduizinho com 2.378 70,94 974 29,06 | 3.352
sem 6 9,84 55 90,16 61
Bandeira com 1.636 67,94 772 32,06 | 2.408
sem 8 27,59 21 72,41 29
Centro com 549 62,60 328 37,40 877
sem 4 16,67 20 83,33 24
Imbirussuy com 1.438 63,40 830 36,60 | 2.268
sem 10 16,39 51 83,61 61
Lagoa com 1.461 72,26 561 27,74 | 2.022
sem 4 13,33 26 86,67 30
Prosa com 793 64,11 444 3589 | 1.237
sem 5 13,51 32 86,49 37
Segredo com 1280 64,48 705 3552 | 1.985
sem 15 20,55 58 79,45 73
CAMPO com 9.535 | 67,39 | 4.614 | 32,61 | 14.149
GRANDE sem 52 | 16,51 263 | 83,49 315

De acordo com os dados da Tabela 2 os cides que participaram do
estudo eram, em sua maioria, de pequeno ou médio porte. Com excecao da
regidao urbana do Centro e do Prosa, a incidéncia de leishmaniose foi
significativamente (p<0,01) menor entre os animais de pequeno ou médio porte
comparado com os de grande porte, quando os cdes usavam a coleira. Esta
diferenga na frequéncia da doenga entre os animais de grande porte e de
pequeno ou médio porte foi menor quando ndo estavam utilizando a coleira, o
que acarretou em falta de significancia (p>0,01) em todas as regides urbanas.
A pequena superioridade do risco dos animais de grande porte adquirirem a
doenca em relacdo ao dos de pequeno e médio porte é avaliada pelo Risco
Relativo que, em todo o Municipio foi, no grupo de cées que usaram a coleira,
igual a RR¢,m=0,4028/0,3039=1,3254 e no grupo de cdes que nd&o usaram a
coleira igual a RR¢en=0,9186/0,8035=1,1432.
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TABELA 2 - Numero total de cdes e seu percentual positivo no exame
soroldgico para leishmaniose segundo o uso da coleira e o porte,
por regido urbana do municipio de Campo Grande, Mato Grosso

do Sul/Brasil
PORTE
REGIAO |COLEIRA GRANDE PEQUENO E MEDIO | Valor-
N° TOTAL | % POSITIVO N° TOTAL % POSITIVO p

Anhanduizinho|  °™ 740 34,73 2612 27,45 |<0,0001
Sem 18 100,00 43 86,05 | 0,1098

Bandeira Com 515 4117  1.893 29,58 |<0,0001
Sem 11 81,82 18 66,67 | 0,3852

Contro Com 214 43,93 663 3529 | 0,0233
Sem 7 100,00 17 76,47 | 0,2240

Imbirussy Com 506 4545  1.762 34,05 |<0,0001
Sem 14 92,86 47 80,85 | 0,2690

Lagoa Com 433 36,03 1589 2549 |<0,0001
Sem 9 8889 21 85,71 | 0,6550

Prosa Com 321 39,56 916 34,61 | 0,1111
Sem 6 100,00 31 83,87 | 0,3900

Segredo Com 441 4558 1544 32,64 |<0,0001
Sem 21 85,71 52 76,92 | 0,3090

CAMPO Com |3.170 | 40,28 [10.979 | 30,39 |<0,0001
GRANDE Sem 86 | 91,86 229 | 80,35 | 0,0142

* Probabilidade de se obter um valor igual ou maior a estatistica (qui quadrado para o grupo
com o uso da coleira e exato de Fisher para o grupo sem o uso da coleira) encontrada na
hipétese de ndo haver associagcdo entre o porte e o resultado do exame soroldgico para
leishmaniose.

Discussao

Estudos de campo com coleiras impregnadas com deltametrina a 4%
conduzidos em outros paises empregando menor numero de animais, como o
de Maroli et al. (2001) na ltalia com 1339 caes e o de Gavgani et al. (2002) no
Ird& com 957 caes, apresentam reducbes na prevaléncia canina de
leishmaniose. Esses estudos, porém, tiveram uma abordagem diferente da
proposta neste trabalho uma vez que compararam areas com e sem
intervencdo. O ambiente e, principalmente o clima da regidao onde se realiza o
estudo epidemiolégico deve ser considerado quando se compara os efeitos de
programas de controle da leishmaniose. Em muitos paises existe uma estagao

do vetor ou periodo de transmissao, o que nao ocorre no municipio de Campo
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Grande, onde a procriacdo dos flebotomineos vetores ocorre durante o ano
todo.

A menor incidéncia da LV nos animais que usaram ininterruptamente a
coleira em relagéo a dos que nao usaram a coleira € um indicativo da eficiéncia
de protecao da coleira impregnada com 4% de deltametrina na prevencao de
novos casos da doenca em caes.

A menor soroconversdao com a utilizagdo da coleira impregnada com
deltametrina a 4% observada neste estudo em Campo Grande esta de acordo
os relatos de Camargo-Neves et al. (2004) que, no municipio de Andradina,
estado de S&o Paulo/Brasil, obtiveram redugcdo na prevaléncia canina da
leishmaniose de 10,8% para 4,8% apo6s o periodo de dois anos da
implementacgao de agbes de controle da doenga que incluia o uso da coleira.

Resultados favoraveis ao uso da coleira também foram relatados por
Maroli et al. (2001) e Ferroglio et al. (2008) que, em trabalhos com duracao de
dois anos na ltalia verificaram respectivamente que apenas 3,5 e 2,5% dos
caes negativos com coleira ficaram positivos apés a estagcdo do vetor,
enquanto no grupo controle sem coleira, respectivamente 25,8 e 15,0% dos
caes inicialmente negativos se tornaram positivos para leishmaniose apos a
temporada de transmisséo.

A maior incidéncia de leishmaniose em caes de grande porte indica que
o risco de adquirir a doenca € menor em animais de pequeno ou médio porte, 0
que se deve possivelmente ao fato dos animais maiores permanecerem mais
tempo na area externa das residéncias e, consequentemente, mais expostos
ao vetor. Embora este risco seja menor nas duas categorias de tamanho
quando os caes utilizam a coleira impregnada com 4% de deltametrina, o efeito
da coleira na redugdo é maior nos caes de pequeno e médio porte, o que
sugerem o desenvolvimento de estudos futuros, principalmente com céaes de
porte grande, envolvendo o tamanho da coleira, a concentragao do inseticida e
o tempo necessario para que o animal adquira a protegao contra o vetor.

A probabilidade de cdes com coleira de grande porte e de pequeno ou
meédio porte adquirirem a LV foi igual apenas nas regides urbanas do Centro e

do Prosa, que coincidem com as regides que possuem maior taxa de
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alfabetizacdo e rendimento médio mensal do municipio (PMCG, 2008). Como
Borges et al. (2008) relatam que o nivel de conhecimento da populag&o sugere
melhores condigdes de cuidados com seus caes, pode se supor que nestas
duas regides urbanas, devido as melhores condi¢gdes sociais e econdmicas, 0s
proprietarios de cdes de grande porte oferecem melhores condigdes, com
melhor qualidade alimentar e sanitaria, de forma semelhante as oferecidas
pelos proprietarios de cades de médio e pequeno porte. Neste sentido, ndo ha
desvantagem dos caes de grande porte nestas duas regides urbanas, pois a
desnutricdo é considerada fator de risco para o desenvolvimento da doencga
(Badar¢ et al., 1986).

Conclusoes
O uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% nos cédes em
programas de controle da leishmaniose que incluem a eutanasia de caes

soropositivos, borrifagdo residual com inseticidas, manejo ambiental e a¢des de

educacao e saude para a populagao, reduz a incidéncia da doenga em caes.

70



Referéncias

1. AOUN, K.; CHOUIHI, E.; BOUFADEN, I; MAHMOUD, R;
BOURATBINE, A.; BEDOUI, K. Efficacy of Deltamethrine-impregnated
collars Scalibor in the prevention of canine leishmaniasis in the area of
Tunis. Archives de L'Institut Pasteur de Tunis, Tunis, v.85, n.1-4,
p.63-68, 2008.

2. BADARO, R.; JONES, T.C.; LORENCO, R.; CERF, B.J.; SAMPAIO, D;
CARVALHO, E.M.; ROCHA, H.; TEIXEIRA, R.; JOHNSON Jr., W.D. A
prospective study of visceral leishmaniasis in an endemic area of Brazil.
International Journal of Infectious Diseases, v.154, n.4, p.639-649,
1986.

3. BORGES, B. K. A;; SILVA, J. A,; HADDAD, J. P. A;; MOREIRA, E. C;
MAGALHAES, D. F.; RIBEIRO, L. M. P.; FIUZA, V. O. P. Avaliagdo do
nivel de conhecimento e de atitudes preventivas da populacédo sobre a
leishmaniose visceral em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
Cadernos de Saude Publica, v.24, n.4, p.777-784, 2008.

4. BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. Manual de vigilancia e

controle da leishmaniose visceral. Brasilia: 2006. 120p

5. CAMARGO-NEVES, V. L. F.; RODAS, L. A. C.; PAULIQUEVIS-JR C.
Utilizagao de coleiras impregnadas com deltametrina para o controle da
Leishmnaiose Visceral Americana no Estado de S&o Paulo. Resultados
Preliminares. Boletim Epidemiolégico Paulista. Sdo Paulo, v.12, p.7-
13, 2004.

71



. FERROGLIO, E.; POGGI, M.; TRISCIUOGLIO, A. Evaluation of 65%
permethrin spot-on and deltamethrin-impregnated collars for canine
Leishmania infantum infection prevention. Zoonoses and Public
Health, Berlim, v.55, n.3, p.145-8, 2008.

. GAVGANI, A. S.; HODJATI, M. H.; MOHITE, H.; DAVIES, C. R.; Effect
of insecticide-impregnated dog collars on incidence of zoonotic visceral
leishmaniasis in Iranian children: a matched-cluster randomised
trial. The lancet, London, v.360, n.9330, p.374-379, 2002.

. IBGE — INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA.
Contagem da populagao 2007: agregado por Setores Censitarios. Rio
de Janeiro, 2008.

. MAROLI, M. et al. Evidence for am impacto n the incidence of canine
leishmaniasis by mass use of deltamethrin impregnates dog collars in
southern ltaly. Med. and Vet. Ent., v.15, p.358 - 363, 2001.

10.MARZOCHI, M. C. A,; MARZOCHI, K. B. F.; CARVALHO, R. W.

Visceral leishmaniasis in Rio de Janeiro, Brazil. Parasitology Today,
Cambridge, v.10, n.1, p.37-40, 1994.

11.Prefeitura Municipal de Campo Grande. Instituto Municipal de

Planejamento Urbano. Perfil Sécio-Econémico de Campo Grande.
Campo Grande, MS, 2008, 258p.

12.Prefeitura Municipal de Campo Grande. Secretaria Municipal de Saude.

Diretoria de vigilancia em saude. Coordenadoria de Controle de

72



Zoonoses. Servigo de Controle da raiva e outras zoonoses. Relatério
Anual. Campo Grande, MS, 2006.

13.Report of a meeting of the WHO Expert Committee on the Control of
Leishmaniases, 2010, Geneve. Control of the leishmaniasis. Geneve:
WHO - World Health Organization. 2010.

14.WORLD HEALTH ORGANIZATION. Urbanisation: facteur de risqué
croissant pour la leishmaniose. Weekly epidemiological record,
Geneve v.77, n.44, p.365-372, 2002.

15.ZAR, J.H. Biostatistical Analysis. 5%ed. New Jersey: Prentice Hall,
2009. 944p.

73



5.3 Artigo 03

Relagao da distribuigao espacial da leishmaniose visceral canina com os

casos humanos no municipio de Campo Grande, MS, Brasil, 2009
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Resumo

O objetivo deste estudo foi identificar a relagdo da distribuicdo espacial dos
casos caninos com os casos humanos de leishmaniose visceral (LV) em
Campo Grande, MS. O estudo retrospectivo utilizou dados sobre os 101 casos
humanos de LV notificados e autéctones no ano de 2009. As informacdes
sobre os casos de LV em caes nos anos de 2008 e 2009 foram obtidas do
Sistema de Informacdes de Controle da Leishmaniose mantido pelo Centro de
Controle de Zoonoses. As informacdes foram georreferenciadas com o objetivo
de localizar geograficamente os casos humanos e caninos de leishmaniose.
Uma area de aproximadamente 70.686m? com formato circular de raio igual a
150m em torno da residéncia de cada caso humano foi delimitada. Das 101
areas avaliadas, apenas em sete delas ndo se registrou nenhum céo positivo
para LV. Na regido Central ocorreu em média o menor numero de casos
caninos em torno da residéncia do caso humano. Foi observada correlacao
positiva dos casos humanos de LV com a densidade de caes soropositivos nas
regides urbanas (r=0,7441 com p=0,0551) e com o numero médio de caes
soropositivos em torno da residéncia dos casos humanos (r=0,7753 com
p=0,0405). Conclui-se que os casos de LV em humanos ocorrem em regides

de todos os niveis socioecondmicos e, a densidade de caes soropositivos na
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regido e em torno da residéncia sdo fatores de risco importantes para a
ocorréncia da doenga em humanos.
Palavras chave: reservatério canino, zoonose, fator de risco,

georeferenciamento.

Abstract

The aim of this study was to identify the relationship of the spatial distribution of
canine cases with human cases of visceral leishmaniasis (VL) in Campo
Grande, MS. It was studied 101 cases of diagnosed and autochthonous human
VL notified in 2009. The data on VL cases in dogs in 2008 and 2009 were
obtained from the Information Systems Control Leishmaniasis maintained by
the Center for Zoonosis Control. The information was georeferenced in order to
geolocate cases of human and canine leishmaniasis. An area of about
70.686m2 and of 150m around the residence of each human case has been
delimited. Only seven of 101 areas evaluated did not register any dog positive
for VL. The lowest average number of canine cases around the residence of the
human case occurred in the central area. Positive correlation was observed
between human cases of VL and density of seropositive dogs in urban areas
(r=0.7441, p=0.0551) and the average number of seropositive dogs around the
residence of human cases (r=0.7753 p=0.0405). It is concluded that VL cases in
humans occur in regions of all socioeconomic levels, and the density of
seropositive dogs in the area and around the home are important risk factors for
the occurrence of the disease in humans.

Keywords: canine reservoir, zoonosis, risk factor, georeferencing.
Introducgao

Ha dois tipos de Leishmaniose visceral (LV), as quais diferem em suas
caracteristicas de transmissdo: LV zoondtica, transmitida do animal para o

vetor e para o humano e LV antropondtica, transmitida de humano a humano

pelo vetor. No primeiro, humanos sao ocasionalmente hospedeiros e animais,
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principalmente canideos, sao reservatorios do parasito. A transmissao de LV
antroponética € encontrada em areas de transmissdo de Leishmania
(Leishmania) donovani (india) e de LV zoonética em areas de transmissdo de
L. (L.) infantume L. (L.) chagasi'.

Varios canideos selvagens®®* e roedores sinantrépicos® podem servir de
reservatorios para L. (L.) chagasi. Ja os reservatorios domésticos sao
representados por cdes®. O cdo é considerado a principal fonte de infecgdo de
LV para o homem em ambiente peridoméstico e doméstico no Brasil e os
canideos silvestres tem sido incriminados como reservatorios em ambiente
silvestre’. Em estudo no municipio de Aragatuba, Séo Paulo®, concluiram que a
eutanasia do reservatorio canino, associada a outras medidas de controle da
LV, esta relacionada com a diminuicdo da incidéncia da doenca no homem.

O cédo vem sendo apontado como reservatorio da doenga e, como
hospedeiro doméstico, €, provavelmente, 0 mais importante reservatorio natural
relacionado com casos humanos. Esse hospedeiro apresenta variagdes no
quadro clinico da doenca, passando de animais aparentemente sadios a
oligossintomaticos podendo chegar a estagios graves da doenga, com intenso
parasitismo cutaneo®®. Assim, o cdo representa uma fonte de infeccdo para o
vetor, sendo um importante elo na transmissao da doenca para o homem™.

A principal espécie de flebotomineo transmissora de LV nas Américas é
a Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz e Neiva, 1912), apresentando
distribuicdo abrangente e coincidente com os focos da doenga, habito alimentar
eclético, inclusive antropofilico. Ja se comprovou a infecgdo nesta espécie em
exemplares natural e experimentalmente infectados''. Em foco no municipio de

Corumba, Mato Grosso do Sul'

, @ Lutzomyia cruzi foi identificada como a
principal espécie vetora.

Outro fator primordial para a transmissdo da LV esta relacionado a
dispersédo vetorial, entretanto ha poucos relatos na literatura. Para a Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis nas Américas, ha relatos na Coldmbia’™ onde a

|14

recaptura variou de 0 a 500 m. No Brasil'™, recuperaram em poucos dias

espécimes de L. longipalpis a 20, 85, 200 e 700 m de distancia. Em Campo
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Grande, MS, foi realizado um estudo de dispersao de L. longipalpis com auxilio
de geotecnologia, onde se obteve deslocamentos de 0 a 223 m de distancia®.

O municipio de Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do
Sul, vem sofrendo nos ultimos 13 anos com casos de LV canina e ha nove
anos com casos de LV na populagdo humana. O objetivo deste estudo foi
identificar relagdo da distribuicdo espacial dos casos caninos com 0s casos
humanos de LV na area urbana do municipio de Campo Grande, Mato Grosso
do Sul.

Metodologia

O estudo foi realizado com dados do municipio de Campo Grande, que
possui uma area territorial de 8.118,4km? e esta localizado geograficamente na
por¢cao central do estado de Mato Grosso do Sul (MS) / Brasil - latitude Sul
20°26’34” e latitude Oeste 54°38’47”. O Municipio ocupa 2,27% da area total do
Estado e a zona urbana é dividida em sete regides: Anhanduizinho, Bandeira,
Centro, Imbirussu, Lagoa, Prosa e Segredo. O clima é mesotérmico a tropical
umido (classificagdo de Koppen), com estagdo chuvosa no verdo e seca no
inverno. A temperatura média no ano de 2009 foi de 24,35°C e a precipitacéo
pluviométrica acumulada foi de 1.967,30 mm™®.

A estimativa da populagdo humana para o municipio de Campo Grande
em 2009 é de 755.680 habitantes'’, com incidéncia de leishmaniose visceral
(LV) igual a 1,34 por 10.000 habitantes'®. A populagdo canina em 2009
totalizou 182.334 caes, com prevaléncia da leishmaniose igual a 12,78%
(Brazuna, JCM: dados n&o publicados).

Este estudo retrospectivo utilizou dados sobre todos os casos humanos
de LV notificados e autéctones referentes ao ano de 2009 obtidos a partir das
Fichas de Notificacdo do Sistema Nacional de Agravos de Notificagao (SINAN),
sob responsabilidade da Secretaria Municipal de Saude Publica, Campo
Grande, MS (SESAU), com acesso finalizado em setembro de 2010. As
informagdes sobre os casos de LV em caes nos anos de 2008 e 2009 foram

obtidas do Sistema de Informagdes de Controle da Leishmaniose (SCL)
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mantido pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo
Grande, MS.

As informacdes foram georreferenciadas pelo programa Mapiinfo® com o
objetivo de localizar geograficamente os casos humanos e caninos de
leishmaniose nas regides urbanas do Municipio. Uma area de
aproximadamente 70.686 m? com formato circular de raio igual a 150 m em
torno da residéncia de cada caso humano foi delimitada. O comprimento do
raio do circulo foi definido em funcao da distancia do v6o do vetor da LV.

Um levantamento entomoldgico foi realizado com a finalidade de verificar
a presenca do vetor Lutzomyia longipalpis. A coleta de flebétomos foi realizada
em todos os bairros de todas as regides urbanas do municipio, utilizando-se
duas armadilhas em cada residéncia, uma no intradomicilio e outra no
peridomicilio. As armadilhas foram instaladas no entardecer e retiradas no
periodo matutino seguinte durante trés noites consecutivas. Os domicilios
selecionados foram aqueles sugestivos para a presenga do vetor, onde ocorria
a presenga de plantas (arvores, arbustos), acumulo de matéria organica e
animais domeésticos (caes e/ou galinhas).

As informagdes foram submetidas a analise estatistica descritiva. A
significancia estatistica da associacdo entre variaveis foi determinada
aplicando-se o teste t para o coeficiente de correlagao de Pearson (r)19. Para as
conclusdes considerou-se o nivel de 5% de significancia («=0,05). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, em 27/06/2008, sob registro n°1212.

Resultados

Todos os 101 casos humanos autoctones de leishmaniose visceral (LV)
registrados no periodo de 1° de janeiro a 31 de dezembro de 2009 pela
Secretaria Municipal de Saude Publica de Campo Grande, MS (SESAU),
possuiam residéncia na area urbana do Municipio. Conforme se observa na
Tabela 1, as regides urbanas de maior ocorréncia foram as do Segredo e
Anhanduizinho.
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TABELA 1 - Numero de casos humanos, valores minimos, maximos e as médias com respectivos
erros padrao de cdes soropositivos em torno do caso humano*, distribuidos por regido
urbana do municipio de Campo Grande/MS/Brasil, 2008 a 2009

N Casos Casos caninos
Regido humanos 2008 2009
Urbana - - - -
2009 Média+ Ep | Min | Max | Média+ Ep | Min | Max

Anhanduizinho 22 8,64 + 0,81 3 16 8,73 + 1,04 2 20
Bandeira 3 7,00 + 0,82 5 8 3,33 + 1,96 0 8
Centro 7 4,57 + 0,90 1 7 0,86 + 0,37 0 3
Imbirussu 16 14,25 + 1,54 4 27 14,13 + 1,44 5 25
Lagoa 17 5,00 + 0,72 1 13 8,69 + 1,24 1 21
Prosa 13 7,15 + 1,38 0 17 9,62 + 1,33 1 17
Segredo 23 15,22 + 1,88 0 36 13,48 + 2,11 0 39
Campo Grande 101 989 + 0,70 | 0 [ 36 | 1005+ 074 | 0 | 39

(*) area de aproximadamente 70.686m° com formato circular de raio igual a 150m em torno da
residéncia do caso humano.

Nas areas em torno da residéncia de cada caso humano em 2009,
delimitadas por um raio de 150 m, havia registro de 5.487 caes examinados em
2008 e de 5.515 caes examinados em 2009, dos quais, respectivamente, 999
(18,21%) e 1.015 (18,40%) foram diagnosticados como positivos para LV.
Estas proporgbes de caes soropositivos na area de maior risco, isto €, na area
ao redor da residéncia dos casos humanos, sdo maiores do que as
prevaléncias da doenga em 2008 (Anhanduizinho: 12,59%; Bandeira: 13,49%;
Centro: 18,41%; Imbirussu: 17,74%; Lagoa: 12,16%; Prosa: 13,29%; Segredo:
14,56%; Campo Grande: 14,08%) e em 2009 (Anhanduizinho: 11,70%;
Bandeira: 10,43%; Centro: 11,05%; Imbirussu: 15,95%; Lagoa: 13,73%; Prosa:
13,94%; Segredo: 12,91%; Campo Grande: 12,78%).

N&o houve correlagao significativa entre a ocorréncia de casos humanos
em 2009 e as prevaléncias da LV canina em 2008 e em 2009 nas diferentes
regides urbanas de Campo Grande, com coeficientes iguais a rypos= -0,2771
(p=0,5474) e ranoe= 0,4525 (p=0,3079).

Das 101 areas avaliadas, apenas em duas delas no ano de 2008 e em
cinco delas no ano de 2009 ndo se registrou nenhum céo positivo para LV.
Para apenas um caso humano de 2009, residente na regido urbana do
Segredo, nao se registrou nenhum caso canino de LV nos anos de 2008 e
2009.

A regidao Central, embora ndo tenha sido a regido urbana de menor

ocorréncia de casos humanos de LV, foi a regido em que ocorreu em média o
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menor numero de caes soropositivos em torno da residéncia do caso humano
(Tabela 1).

A correlagao entre os casos caninos registrados (média do numero de
caes soropositivos nas areas de maior risco em torno da residéncia dos casos
humanos das diferentes regides urbanas) em 2008 e em 2009 (Tabela 1) ndo
foi muito elevada e igual a r=0,65 (p<0,0001).

Com excecéao da regiao urbana do Centro, a densidade de casos de LV
canina na area em torno da residéncia dos casos humanos foi maior do que a
densidade em toda regido urbana, chegando a ser mais do que o dobro nas
regides do Prosa e do Imbirussu (Anhanduizinho: 1,23 e 0,86; Bandeira: 0,47 e
0,46; Centro: 0,12 e 0,65; Imbirussu: 2,00 e 0,66; Lagoa: 1,21 e 0,78; Prosa:
1,36 e 0,45; Segredo: 1,91 e 0,76; Campo Grande: 1,42 e 0,66 céaes
soropositivos por hectare, respectivamente na area em torno da residéncia dos
casos humanos e na area total da regido urbana, no ano de 2009).

A correlacido entre a ocorréncia de casos humanos de LV em 2009 e a
densidade de caes soropositivos em 2009 nas diferentes regides do Municipio
foi positiva e significativa (ra009=0,7634 com p=0,0458), o que indica que
regides urbanas com maior concentragao de caes infectados apresentam maior
ocorréncia de casos humanos de LV (Figura 1). Nao se observou associagéo
entre a ocorréncia de casos humanos em 2009 e a densidade de casos de LV
canina em 2008 nas diferentes regides urbanas (r200s=0,0749 com p=0,8732).

Também houve correlagdo significativa entre a ocorréncia de casos
humanos em 2009 e a ocorréncia média em 2009 de LV canina na area de
maior risco em torno da residéncia dos casos humanos nas diferentes regides
urbanas (rzp09=0,7753 com p=0,0405), indicando que regides urbanas com
maior concentracdo de caes infectados proximos do caso humano apresentam

maior ocorréncia de pessoas com LV (Figura 1).
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FIGURA 1 - Dispersao dos casos humanos de LV, em relagdo aos casos
caninos na regido urbana e na area em torno de suas
residéncias*, Campo Grande/MS/Brasil, 2009

(*)area de aproximadamente 70.686m? com formato circular de raio igual a

150m em torno da residéncia do caso humano.

Nao se observou associagao entre a ocorréncia de casos humanos em
2009 e a ocorréncia média em 2008 de LV canina em torno da residéncia dos
casos humanos nas diferentes regides urbanas (rzp0s=0,5653 com p=0,1859).

A presenca do vetor Lutzomyia longipalpis foi constada, no ano de 2009,
em todas as regides urbanas do Municipio (Tabela 2).

TABELA 2 - Numero de residéncias com instalagdo de armadilha para captura
de flebétomos e percentual com a presencga do vetor por regiao
urbana do municipio de Campo Grande/MS/Brasil, 2009

Regido Urbana | N° coletado | % com vetor
Anhanduizinho 70 48,57
Bandeira 55 23,64
Centro 65 23,08
Imbirussu 35 48,57
Lagoa 55 61,82
Prosa 55 25,45
Segredo 35 48,57
Campo Grande 370 | 38,92
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Discussao

As regides urbanas em que se observou maior ocorréncia de casos
humanos de leishmaniose visceral (LV) foram as duas que possuem as
menores taxas de alfabetizacdo e rendimento mensal médio do Municipio™®,
muito embora a doenga também ocorreu em individuos que residem nas
regides com maior indice de alfabetizagdo e maior renda, como na regido
Central. As condigbes socioecondmicas e indicadores demograficos estédo
espacialmente correlacionados com a incidéncia da LV,

A elevada ocorréncia de casos humanos na regido urbana Prosa e
Imbirussu — que ndo estdo entre as regides com os mais baixos indices de
alfabetizacado e renda média — o elevado numero de casos caninos na area de
maior risco, isto €, na area ao redor da residéncia, principalmente no Imbirussu
e a presenca do vetor em todas as regiées do Municipio sugerem que o nivel
socioeconémico ndo parece ser importante fator de risco para a doenga em
Campo Grande.

Nao ha justificativa neste estudo para se considerar maiores
prevaléncias de LV canina em certas regides urbanas de Campo Grande como
fator de maior risco da doenga para humanos, ja que ndo se obteve associagao
entre a ocorréncia de casos humanos e a prevaléncia da LV canina. Em estudo
no municipio de Aragatuba, Sdo Paulo, foi relatado a correlagdo entre a
ocorréncia de infeccdo humana e prevaléncia canina®', a elevada prevaléncia
de cdes com LV ndo aumenta o risco de criangas contrairem a doenga em
areas rurais do estado do Ceara?®. Por outro lado, a densidade de casos de LV
canina nas diferentes regides de Campo Grande pode ser considerada um fator
de risco importante para a doenga em humanos, ja que esta, em 2009, esteve
diretamente associada a ocorréncia de casos humanos. Estes fatos sugerem
que, para a ocorréncia de casos humanos, a proximidade de caes portadores é
mais importante do que a proporcao destes na populacédo canina. A ocorréncia
de casos humanos em diversas regides de Campo Grande quando poucos
caes afetados foram identificados na area de maior risco, reforga esta hipotese

e indica que a abordagem do estudo ndo deve se restringir a aspectos
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quantitativos, mas deve considerar também a simples presencga ou auséncia do
animal infectado.

A elevada densidade de caes doentes na area em torno da residéncia
dos casos humanos, sendo inclusive maior do que a densidade em cada regiao
urbana do Municipio, acrescida da baixa frequéncia de casos humanos sem
caes soropositivos para LV na area de maior risco ao redor da residéncia, sdo
dois fatores que apdiam a hipdtese do cdo doméstico ser reservatorio da
doenca em Campo Grande, contribuindo para indicar esta espécie como
importante elo na transmiss&o da doenca para o homem'®.

A associagéo encontrada entre a ocorréncia de casos humanos em 2009
e a densidade de caes soropositivos, tanto nas regides como um todo quanto
nas areas em torno da residéncia, apenas em 2009 e ndo em 2008, sugere
que, se o individuo foi contaminado devido a presenga do cdo doente ao redor
de sua residéncia, a probabilidade de ter adquirido leishmaniose em 2009 é
maior do que o contagio ter ocorrido em 2008.

No Rio de Janeiro® o foco de leishmaniose visceral foi associado com a
presenca de Lutzomyia longipalpis e com a infecgdo canina. A ocorréncia de
casos humanos em Campo Grande sem cées infectados ao redor de suas
residéncias sugere que estes individuos podem ter contraido a doenga em local
distante de suas moradias. Desta forma, ag¢des eficientes, mas localizadas de
controle da leishmaniose ndo eliminam a possibilidade dos individuos

domiciliados naquele local contrairem a LV.
Conclusoes

Casos de leishmaniose visceral em humanos ocorrem em regides de
todos os niveis socioecondmicos no municipio de Campo Grande, MS.

A densidade de caes soropositivos para leishmaniose na regido e em
torno da residéncia é fator de risco importante para a ocorréncia da doenca em

humanos.
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6. DISCUSSAO

Drasticas alteragdes ambientais causadas pela agdo humana vém
modificando o habitat de algumas espécies de flebotomineos, propiciando sua
urbanizacdo (RANGEL, 1995). Diversos autores relatam a expansao e o
processo de urbanizagcdo do vetor da LV, transformando muitos centros
brasileiros de elevada concentragdo populacional em areas endémicas da
doencga, tais como: Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PIl), Natal (RN),
S&o Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacgari (BA) e Belo Horizonte (MG)
(MARZOCHI et al., 1985; GENARO et al., 1990; COSTA; PEREIRA; ARAUJO,
1990; TESH, 1995; CASTRO, 1996; SHERLOCK, 1996).

Com a ocorréncia de casos de LV em todas as regides urbanas de
Campo Grande desde 2002, a doencga é considerada endémica na cidade.
Anhanduizinho e Lagoa, regides urbanas localizadas ao sudoeste da cidade,
apresentam densidade demografica mais alta e maiores extensdes de areas
verdes, resultando em condi¢des mais favoraveis ao desenvolvimento dos
flebotomineos e maior concentracao de caes, o principal reservatério urbano da
L. chagasi (ALENCAR, 1958). Maior concentragdo de flebotomineos nestas
regides foi relatada em estudo realizado no periodo de 2003 a 2005 (SILVA,
ANDREOTTI, HONER, 2007).

A presenca do flebotomineo ocorre praticamente durante o ano todo,
porém pesquisas entomoldgicas indicam maior densidade vetorial nos meses
de maior temperatura e com indices pluviométricos elevados (RESENDE et al.,
2006; ALMEIDA et al., 2010).

A época de maior risco de transmissdo € a compreendida entre os
meses de dezembro a abril que corresponde ao periodo chuvoso e aumento
populacional de flebotomineos (SILVA, ANDREOTTI, HONER, 2007; SILVA et
al, 2008). As informacgdes climaticas para Campo Grande no periodo de 2002 a
2009 indicam que o municipio possui um clima tipo tropical, com temperatura e

precipitacdo pluviométrica favoravel para o desenvolvimento do vetor da LV.
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A maior incidéncia da doenga em individuos do sexo masculino, que
também tem sido observada por outros autores (OLIVEIRA et al., 2006;
COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; GLORIA, 2006), indica a maior exposigao
do homem as areas de risco, apesar de estarem sendo desenvolvidos diversos
estudos buscando evidéncias de diferengas nos sistemas organicos de defesa
contra a LV entre os dois sexos. Este fato reforga a hipdtese de que os
individuos n&o adquirem a enfermidade somente nos locais de suas
residéncias, considerando distribuicdo semelhante da populacédo de homens e
de mulheres nas diferentes regides urbanas.

Leishmaniose visceral € a forma clinica das leishmanioses que esta mais
associada aos portadores de HIV. A co-infeccdo LV vs HIV tem sido
considerada como doenga emergente em varias regides do mundo e, no Brasil
encontra-se em expansédo pelo interior de todo pais (MAIA-ELKHOURY et al.,
2008; DESJEUX; ALVAR, 2003; BRASIL, 2004). Para reduzir a
morbimortalidade da LV €& necessario diagnostica-la e trata-la mais
precocemente, pois quando tratado precocemente os pacientes evoluem para a
cura clinica em 98% dos casos (FERNANDEZ-GUERREIRO et al., 1987). Além
disso, sabe-se que o indice de letalidade esta proximo a 95% nos casos néo
tratados (COSTA et al., 1995).

No estudo de coorte o elevado percentual de soroconversiao nos caes
sem coleira impregnada com deltametrina a 4% e inicialmente negativos
durante os anos de 2007 a 2009 observado neste estudo, indica o alto risco de
transmissao da leishmaniose visceral (LV) no municipio de Campo Grande.

A menor incidéncia da LV nos animais negativos que usaram
ininterruptamente a coleira em relacdo a dos que ndo usaram a coleira € um
indicativo da eficiéncia de protegdo da coleira impregnada com 4% de
deltametrina na prevencao de novos casos da doenga em caes.

A menor soroconversao com a utilizagdo da coleira impregnada com
deltametrina a 4% observada neste estudo em Campo Grande esta de acordo
os relatos de Camargo-Neves et al. (2004) que, no municipio de Andradina,
estado de S&o Paulo/Brasil, obtiveram reducdo na prevaléncia canina da
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leishmaniose de 10,8% para 4,8% apos o periodo de dois anos da
implementagéo de agbes de controle da doenga que incluia o uso da coleira.

A maior incidéncia de leishmaniose em caes de grande porte indica que
o risco de adquirir a doenca € menor em animais de pequeno ou médio porte, 0
que se deve possivelmente ao fato dos animais maiores permanecerem mais
tempo na area externa das residéncias e, consequentemente, mais expostos
ao vetor. Embora este risco seja menor nas duas categorias de tamanho
quando os caes utilizam a coleira impregnada com 4% de deltametrina, o efeito
da coleira na redugdo é maior nos caes de pequeno e médio porte, o que
sugerem o desenvolvimento de estudos futuros, principalmente com céaes de
porte grande, envolvendo o tamanho da coleira, a concentragao do inseticida e
o tempo necessario para que o animal adquira a protegao contra o vetor.

Almeida et al. (2011) relatam que as condigcbes socioeconémicas e
indicadores demograficos estdo espacialmente correlacionados com a
incidéncia da LV. Muito embora as regides urbanas em que se observou maior
ocorréncia de casos humanos de leishmaniose visceral (LV) no presente
estudo foram as duas que possuem as menores taxas de alfabetizacédo e
rendimento mensal médio do Municipio (PMCG, 2008), a doenga também
ocorre em individuos que residem nas regides com maior indice de
alfabetizacdo e maior renda, como na regiao Central.

Em relacdo a analise realizada em torno da residéncia de cada caso
humano, a elevada densidade de cédes doentes nessa area foi inclusive maior
do que a densidade em cada regido urbana do Municipio, sem caes
soropositivos para LV na area de maior risco ao redor da residéncia, sdo dois
fatores que apdiam a hipétese do cao doméstico ser reservatério da doengca em
Campo Grande, contribuindo para indicar esta espécie como importante elo na
transmissao da doenga para o homem, conforme ja foi relatado por Deplazes et
al. (1995).

A associacao encontrada entre a ocorréncia de casos humanos em 2009
e a ocorréncia média de LV canina apenas em 2009 e ndo em 2008, sugere
que, se o individuo foi contaminado devido a presenga do cdo doente ao redor
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de sua residéncia, a probabilidade de ter adquirido leishmaniose em 2009 é
maior do que a transmisséo ter ocorrido em 2008.

Marzochi et al. (1985) associaram o foco de leishmaniose visceral do Rio
de Janeiro com a presencga de Lutzomyia longipalpis e com a infecgdo canina.
A ocorréncia de casos humanos em Campo Grande sem caes doentes ao
redor de suas residéncias sugere que estes individuos podem ter contraido a
doenca em local distante de suas moradias. Desta forma, agdes eficientes, mas
localizadas de controle da leishmaniose ndo eliminam a possibilidade dos
individuos domiciliados naquele local contrairem a LV.

Camargo-Neves et al. (2001) em um estudo no municipio de Aragatuba,
estado de Sao Paulo, encontraram correlagao entre a ocorréncia de infeccao
humana e prevaléncia canina. Ja Evans et al. (2001) também cita que a
elevada prevaléncia de cdes com LV ndo aumenta o risco de criangas
contrairem a doenga em areas rurais do estado do Ceara. Nesse estudo em
Campo Grande, nao ha justificativa para se considerar maiores prevaléncias de
LV canina como fator de maior risco da doenga para humanos, ja que nao se
obteve associagao entre a ocorréncia de casos humanos e a prevaléncia da LV
canina. Por outro lado, a densidade de casos de LV canina nas diferentes
regides de Campo Grande pode ser considerada um fator de risco importante
para a doenga em humanos, ja que esta, em 2009, esteve diretamente
associada a ocorréncia de casos humanos. Estes fatos sugerem que, para a
ocorréncia de casos humanos, a proximidade de cées portadores € mais
importante do que a proporgcdo destes na populacdo canina. A ocorréncia de
casos humanos em diversas regides de Campo Grande quando poucos caes
portadores foram identificados na area de maior risco, refor¢ca esta hipbtese e
indica que a abordagem do estudo ndo deve se restringir a aspectos
quantitativos, mas deve considerar também a simples presencga ou auséncia do
animal doente.

O controle da LVA em areas urbanas tem sido um desafio para os
orgaos publicos de saude, tendo em vista as dificuldades operacionais das

acdes necessarias, apontando para a necessidade de maiores investimentos
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na area técnico-cientifico visando o aprimoramento das medidas de vigilancia e

controle da leishmaniose visceral.
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7. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

O resgate de dados de LV em humanos desde o registro dos primeiros
casos permitiu um melhor conhecimento da série histérica da doenga no
municipio.

O aumento dos casos humanos e a expansao da doenga por toda area
urbana, demonstram a disseminac¢ao da LV, conforme a dispersao do vetor. As
regides urbanas Anhanduizinho, Lagoa e Imbirussu, sdo as que possuem maior
ocorréncia de casos humanos que coincidem com as areas de residéncia dos
caes soropositivos.

A disperséo do vetor em todas as regides aliada a presenga do cao
soropositivo e de seres humanos completa o ciclo zoondtico da doenga na area
urbana do municipio.

Os programas de controle da leishmaniose que incluem o uso de
coleiras impregnadas com deltametrina a 4% para cées aliadas a eutanasia de
caes soropositivos, borrifagdo residual com inseticidas, manejo ambiental e
acdes de educacdo e saude para a populacdo, reduzem a prevaléncia canina
da doencga.

Casos de LV em humanos ocorrem em regides de todos os niveis
socioeconémicos no municipio de Campo Grande, MS.

A transmissdo da LV em humanos pode ocorrer também em local
distante de sua residéncia.

A densidade de casos caninos de LV na regido e em torno da residéncia
sao fatores de risco importantes para a ocorréncia da doenga em humanos.

As medidas de controle da leishmaniose visceral requerem uma boa
estruturagcdo dos servicos de saude, uma vez que as acgdes devem ser
implantadas em tempo habil e com controle de todas as atividades
implantadas.

Os setores da saude que atuam nessas acbes devem possuir um
laboratorio de diagnostico de LVC, que possam processar as amostras

coletadas de forma rapida, com qualidade e seguranca.

93



A anadlise epidemioldgica da LVA em suas areas de ocorréncia € uma
importante ferramenta que orienta os gestores a determinarem medidas mais
efetivas de controle a fim de reduzir a morbimortalidade da doenca. Os
resultados devem ser avaliados por todos os profissionais que atuam no
programa de controle da leishmaniose, trazendo como consequéncia a¢des de
vigilancias ambiental, entomologica, de casos humanos e caninos. Estas ag¢des
devem ser integradas e direcionadas para a redugao dos riscos de transmissao
e para fornecer condigbes de diagnostico e tratamento precoce dos casos
humanos.

No programa de controle da LV para que as agdes se tornem mais
efetivas para o controle da doenga em nosso pais, cabe as autoridades
politicas das diferentes esferas, Municipal, Estadual e Federal, o
desenvolvimento de politicas publicas de educacdo e saude, no sentido de

inclui-los como prioridades de governo.
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Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS v

\\\ v/

N\
Il‘ Universidade Federal de Mato Grosso do Sul .’?ﬁ W

Carta de Aprovagdo

A minka assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1212 da
Pesquisadora Julia Cristina Maksoud Brazuna intitulado “Efeito do uso do colar
impregnado com deltametring a 4% na populagdo canina, na redugio de casos humanos
de Leiskmaniose Visceral Americana do Munictpio de Campo Grande, HS", foi
revisado por este comité e aprovado em reunido ordindria no dia 26 de junko de 2008,

encontrando-se de acordo com as resolugies normativas do Ministério da Saiide.

Campo Grande, 27 de junho de 2008.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms.br/bioetica/cep/

bioetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187
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ANEXO B - Ficha de Investigagao epidemioldgica: leishmaniose visceral/SINAN
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