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DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI-Leishmania chagasi EM CAES DO
MUNICIPIO DE SAO JOSE DO RIO PRETO, SAO PAULO

RESUMO - A leishmaniose visceral € uma zoonose causada por um
protozoario do género Leishmania, cujo agente etiolégico no Brasil é a
Leishmania chagasi. O primeiro caso canino autoctone no Estado de S&o
Paulo, Brasil, foi identificado em 1998 no municipio de Aracatuba. Desde entao
a doenga vem se espalhando por todo o Estado. O objetivo do presente estudo
foi determinar a frequéncia de ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania
chagasi em amostras de soro de 584 cades de Sao José do Rio Preto, Séao
Paulo, area ndo endémica para a doenca e que dista 160 Km de Aragatuba. A
soroprevaléncia foi de 0,86% por ELISA e 0,17% por imunocromatografia. A
reacdo de imunofluorescéncia indireta foi utilizada em 138 amostras e
identificou 1,45% de soropositividade. O ELISA identificou cinco caes positivos,
a RIFI dois e um céao foi identificado pela imunocromatografia. Um dos caes
positivo pela RIFI havia sido vacinado para leishmaniose visceral. Dois caes
que foram considerados positivos pelo ELISA indireto foram testados por PCR
para deteccao da presenca de Leishmania chagasi, mas os resultados foram
negativos, ndo confirmando a doenca. Somente um cao foi soropositivo em
todos os métodos. Ele apresentava sinais clinicos inespecificos e foi adquirido
pelo proprietario em uma area endémica para a doenca. O diagnéstico nao
pdde ser confirmado por exame parasitologico direto ou PCR porque o cao
morreu antes dos resultados dos exames soroldgicos. Os resultados obtidos na
populacédo do presente estudo permitem concluir que Séo José do Rio Preto

deve ser, ainda, area nao endémica para leishmaniose visceral canina.

Palavras-chave: ELISA, imunocromatografia, leishmaniose visceral, reacao de

imunofluorescéncia indireta, sorologia



ANTIBODIES ANTI- Leishmania chagasiIN DOGS FROM THE CITY OF
SAO JOSE DO RIO PRETO, SAO PAULO

SUMMARY - Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by a protozoa of the
genus Leishmania, whose etiological agent in Brazil is Leishmania chagasi. The
first canine autochthonous case of the disease in the Sao Paulo State, Brazil,
was identified in 1998 in Aracatuba. Since then, the disease has spread to great
part of the State. The aim of the present study was to determine the frequency
of occurrence of anti-Leishmania chagasi antibodies in serum samples of 584
dogs from Sao José do Rio Preto, S&o Paulo, a non endemic area for the
disease, 160km far from Aracatuba. Seroprevalence was 0,86% by ELISA and
0,17% by imunochromatography. IFAT, used to test 138 samples, identified
1,45% of seropositivity. ELISA identified five positive dogs, IFAT two, and
immunochromatography one. One of the dogs that were considered positive by
IFAT has been vaccinated for visceral leishmaniasis. Two dogs that were
considered positive by indirect ELISA were tested by PCR for the presence of
leishmania chagasi, but the results were negative, not confirming the disease.
Only one dog was seropositive by all methods. He presented inespecific clinical
signs and was acquired by his owner in an endemic area for the disease. The
diagnoses could not be confirmed by direct parasitological test or PCR,
because the dog has died before serologic results. The population results
achieved in this study allow us to conclude that Sdo José do Rio Preto city still

must be a canine visceral leishmaniasis non-endemic area.

Keywords: Enzyme Linked Immunosorbent Assay, immunochromatography

visceral leishmaniasis, indirect immunofluorescent antibody test, serology
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose visceral € uma zoonose, causada por um protozoario do
género Leishmania, cujo agente etiolégico no Brasil € a Leishmania chagasi.
Até a algumas décadas atras a doenca era considerada como rural e tipica de
ambientes silvestres, entretanto, hoje atinge grandes centros urbanos tais
como Recife (PE), Natal (RN), Teresina (PI), Fortaleza (CE), Brasilia (DF), Belo
Horizonte (MG), Rio de Janeiro (RJ), Trés Lagoas (MS), Cuiaba (MT), Bauru
(SP) e Aragatuba (SP). Dos 27 estados brasileiros, 21 j&4 apresentam casos da
doenga.

O primeiro caso canino autoctone da doenga no Estado de S&o Paulo foi
identificado no municipio de Aragatuba, no ano de 1998. Desde entdo a
enfermidade vem se disseminando pelo Estado, particularmente nos
municipios proximos as Rodovias Marechal Rondon e Castelo Branco,
chegando as proximidades da cidade de S&o Paulo, com casos caninos
autéctones ja identificados em Embu, ltapecerica da Serra e Cotia. Apesar dos
esforcos empenhados no sentido de conter a expansao da doenca, verifica-se
que, a medida que ocorre a adaptagao do vetor nos municipios do Estado, a
endemia vai se dispersando pelo territério paulista.

Em Sao José do Rio Preto, municipio situado a aproximadamente
450km da capital, na regido noroeste do Estado, ndo foram confirmados, até o
presente momento, casos caninos ou humanos autéctones, nem a presenga do
vetor. No entanto, é considerado um municipio vulneravel por distar cerca de
90 km de Barbosa, area mais proxima com transmissao canina e humana, e
160 Km de Aragatuba, municipio que registra 0 maior nimero de casos caninos
no Estado.

Entre janeiro de 2006 e setembro de 2007 foram atendidos no Hospital
Veterinario “Dr Halim Atique” do Centro Universitario de Rio Preto quatro casos
de leishmaniose visceral canina. No entanto, quando da avaliacdo clinica
desses animais nao foi averiguada sua procedéncia nem possiveis histéricos

de deslocamento para areas endémicas.



17

Partindo-se da hip6tese de que pode estar ocorrendo transmissao da
leishmaniose visceral canina no municipio de Sao José do Rio Preto é que o
presente projeto de pesquisa teve por objetivo verificar a frequéncia de
ocorréncia de anticorpos anti—Leishmania chagasi em amostras séricas de
caes provenientes do municipio e regido administrativa de Sao José do Rio

Preto.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Etiologia e epidemiologia

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, é
atualmente uma das principais enfermidades infecciosas que afetam tanto a
populacdo humana quanto a canina. Trata-se de uma doencga cujos agentes
etiolégicos sao protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, transmitidos, no Brasil, através da
picada de dipteros do género Lutzomyia (BANETH, 2006; BRASIL, 2006;
STRAUSS; BANETH, 2007).

As leishmanias fazem parte de dois grandes grupos, 0 que causa a
leishmaniose visceral e 0 que causa a leishmaniose tegumentar. A espécie
responsavel pela forma visceral da doenga no Brasil € a Leishmania chagasi
(BRASIL, 2006), que faz parte, juntamente com a L. donovani e L. infantum, do
complexo Leishmania donovani. Estas ultimas sdo os agentes etiol6gicos da
leishmaniose visceral canina (LVC) no Velho Mundo. Devido as semelhangas
moleculares e bioquimicas entre a L. chagasi e a L. infantum, alguns
pesquisadores sugerem tratar-se da mesma espécie. Entretanto, em virtude
das diferencas ecoldgicas e epidemiolégicas, alguns estudos postulam que a L.
chagasi seja uma espécie autéctone da América do Sul (GONTIJO; MELO,
2004; MACHADO et al., 2007b; MAURICIO et al., 2000).

As leishmanioses sdo doencas parasitarias endémicas nos cinco
continentes, em 88 paises localizados em regides tropicais e subtropicais,
sendo que cerca de 350 milhdes de individuos encontram-se em area de risco.
A notificagdo da doencga é obrigatoria somente em 32 dos 88 paises onde ela é
prevalente. Assim, de dois milhdes de novos casos que s&o estimados
anualmente, somente 600 mil sdo oficialmente notificados, 0 que mostra uma
elevada taxa de sub-notificacdo. Na América Latina existem 12 paises com
histérico da doenca, sendo que 90% dos casos concentram-se no Brasil
(BRASIL, 2006; WHO, 2010).
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A leishmaniose visceral é considerada uma doenca emergente e
reemergente, tanto em areas rurais como em d&reas urbanas. Embora seja
conhecida até hoje como uma doenca tipicamente rural, varios surtos
epidémicos urbanos tém sido relatados. Os fatores relacionados a este
fenbmeno de urbanizacdo da doenca sado resultantes das condicdes
epidemioldgicas favoraveis, principalmente em fungdo da expansao das favelas
com grande densidade populacional que possuem péssimas condi¢coes
sanitarias, onde individuos e caes infectados, provenientes de areas
endémicas, encontram sua opcdo de moradia nas grandes cidades. Outros
fatores associados a este fendbmeno sdo as mudangas ambientais e climaticas,
reducao dos investimentos em saude e educacao, falhas nas agdes de controle
e adaptagdo do vetor aos ambientes modificados pelo homem (GONTIJO;
MELOQO; 2004, LINDOSO; GOTO, 2006; MAIA - ELKHOURY et al., 2008).

No Brasil, a Lutzomyia longipalpis € considerada a principal espécie
transmissora de L. chagasi, no entanto, a Lutzomyia cruzi também esta
implicada na transmiss@o no Estado do Mato Grosso do Sul. Outros possiveis
vetores para esta enfermidade incluem a L. intermedia , L. whitmani, L. migonei
e L. firmatoi (DANTAS-TORRES, 2009; LAINSON; RANGEL, 2005; SOUZA et
al., 2003) .

Enquanto o vetor da doenca, a Lutzomyia longipalpis, havia sido
identificada em 41 municipios do Estado de Sao Paulo no ano de 2003, apenas
quatro anos depois, 79 municipios ja tinham a presenca do flebétomo. Desta
forma, existe uma grande preocupagdo em identificar o mais precocemente
possivel municipios com transmissao da doenga, a fim de que sejam adotadas
medidas de controle (BRASIL, 2006; CAMARGO-NEVES, 2007).

A L. longipalpis € também conhecida como mosquito palha e “asa dura.
Sao insetos pequenos, medindo de um a trés milimetros de comprimento, de
coloragao amarelada ou palha, que possuem o corpo revestido por pélos e, em
repouso, permanecem com suas asas eretas e semi abertas. Outros nomes
ainda associados a este vetor sdo cangalhinha, tatuquira e birigui (BRASIL,

2006; SAO PAULO, 2006). Esta espécie tem sua distribuicdo geogréafica ampla
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e em expansao, sendo encontrada em quatro das cinco regides geograficas do
Brasil; Nordeste, Norte, Sudeste e Centro Oeste (BRASIL, 2006).

Esses vetores desenvolvem-se em locais umidos, sombreados e ricos
em matéria organica. O ciclo biolégico se processa no ambiente terrestre
passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto, sendo que o
desenvolvimento de ovo a fase adulta ocorre em aproximadamente 30 a 40
dias, dependendo da temperatura do ambiente. As formas adultas aladas
abrigam-se nos locais de criadouros e nos ambientes peridomiciliares,
principalmente em locais em que vivem os animais domésticos (SAO PAULO,
2006).

Os flebotomineos alimentam-se de seiva e néctar de plantas, frutas
maduras e de secregbes de outros insetos nomeados de afideos. Além disto,
as fémeas obrigatoriamente hematofagas, possuem uma longevidade
estimada, em média, de 20 dias, necessitando do sangue dos hospedeiros
para a maturacdo dos ovarios e desenvolvimento dos ovos. Os hospedeiros
alimentares dos flebotomineos incluem principalmente os mamiferos e aves,
sendo que, em areas urbanas, 0 cado parece ser a principal fonte de
alimentacao.Esses insetos possuem atividade hemat6faga predominantemente
noturna, iniciando-se uma hora apés o crepusculo (AFONSO; ALVES-PIRES,
2008; BRASIL, 2006; DANTAS-TORRES, 2009; DIAS et al., 2003; SAO
PAULO, 2006).

Os hospedeiros vertebrados desta enfermidade sédo representados pelos
mamiferos domeésticos, silvestres e também pelo homem. No ambiente
doméstico, a espécie que possui maior importancia epidemioldgica é o cao (Canis
familiaris) haja vista que em regides endémicas a prevaléncia de leishmaniose
em cées é alta, podendo acometer de 20 a 40 % da populagcado (BARATA et al.,
2005; GONTIJO; MELO, 2004; IKEDA et al., 2003; MELO, 2004; WHO, 2010).
Além disso, os caes assintomaticos, representados por um grande contingente da
populagdo, albergam parasitas na derme. Esses caes, juntamente com os
sintomaticos, representam melhor fonte de infecgéao para o vetor do que 0 homem
doente (MONTEIRO et al., 2005)
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O papel de alguns animais domeésticos como bovinos, equinos, suinos e
aves como reservatérios da doencga ainda ndo se encontra totalmente elucidado;
contudo, sugere-se que esses animais domésticos sejam importantes para a
manutengao da populacédo de vetores (MOREIRA et al., 2003). Apesar de ser
ainda desconhecida a funcao do gato na epidemiologia da doenca, estudos
relatam uma prevaléncia de 6,5% de infecgao em felinos em areas endémicas
(ROSSI, 2007).

Borges et al. (2009), verificaram que a presenca de patos, roedores,
passaros e galinhas proximos as residéncias aumenta o risco de ocorréncia de
leishmaniose visceral em seres humanos em 4,18; 1,81; 1,57; 1,47 vezes,
respectivamente. Os autores observaram também um risco de infecgcdo maior
que 1,8 vezes para moradores com um cao e 3,36 vezes para moradores com
dois caes, quando comparados a individuos que nao possuem esses animais.

No ambiente silvestre encontram-se algumas espécies com habitos
sinantropicos que podem ser 0s responsaveis pela ligacdo entre os ciclos
silvestres e domésticos, como a raposa (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) e
o gamba (Didelphis albiventris) (GONTIJO; MELO, 2004). Os gambas (Didelphis
albiventris, Didelphis marsupiallis) sao o0s hospedeiros silvestres que
desempenham maior risco de infecgdo para os caes e seres humanos, por
apresentarem ampla distribuicdo geografica nas Américas e grande interesse
pelo ambiente domiciliar. Outros animais sinantrépicos implicados na cadeia
epidemiolégica dessa enfermidade, comumente capturados dentro das
habitagcbes domeésticas em varios municipios, sdo os roedores, sendo o Rattus
rattus a principal espécie envolvida (DIAS et al., 2003; MISSAWA et al., 2008).

2.2 Patogénese

O ciclo do Calazar no homem e nos animais vertebrados apresenta duas
fases, uma intracelular e outra extracelular. Na primeira, formas amastigotas
parasitam o interior de células do sistema mononuclear fagocitario (SMF),

principalmente os macrofagos, dividindo-se abundantemente no interior das
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células parasitadas, provocando sua ruptura. Posteriormente, as formas
amastigotas livres sdo novamente fagocitadas ou sdo ingeridas pelo vetor
durante o seu repasto sanglineo. No tubo digestério do vetor as formas
amastigotas sofrem um processo de diferenciacdo que culmina, ao fim de seis
a 10 dias, na producédo de promastigotas metaciclicas, formas de leishmania
infectante para o hospedeiro vertebrado (MACHADO et al., 2007b; STRAUSS;
BANETH, 2007; TOMAS; ROMAO, 2008).

No momento do repasto sanguineo o vetor inocula as formas
promastigotas metaciclicas, processo este faciltado por elementos
anticoagulantes e vasodilatadores presentes em sua saliva. No hospedeiro
vertebrado, as formas promastigotas séo fagocitadas por células dendriticas e
macrofagos, perdem o flagelo, e transformam-se em formas amastigotas.
Estas constituem o estadio responsavel pela disseminagdo da infecgdo no
hospedeiro vertebrado. As formas amastigotas replicam-se no interior de
células do sistema mononuclear fagocitario, rompem as células parasitadas,
sao fagocitadas por novas células e, dessa forma, disseminam-se através do
sangue e da linfa para outras regides do organismo tais como linfonodos,
medula éssea, baco e figado (STRAUSS; BANETH, 2007; TOMAS; ROMAO,
2008).

Durante a infeccdo as células apresentadoras de antigenos,
pertencentes ao sistema mononuclear fagocitario, estimulardo uma resposta
imune mediada por linfocitos T (CD4) auxiliares do Tipo 1 (Ta1), ou T auxiliares
do Tipo 2 (Ta2). Quando as células Tal sdo ativadas, produzem citocinas que
ativam os macrofagos os quais, por sua vez, estimulam a imunidade celular. A
resposta mediada por células Tal caracteriza-se pela produgéo de IFN-y, TNFa
e interleucinas (IL-2, IL-3, IL-12). Em contraste, se houver ativacdo de linfécitos
Ta2, ocorrera proliferacao de células B, producgéo de anticorpos e de IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9 e IL10. Os animais que apresentam sinais clinicos em
decorréncia da doenca desenvolvem uma resposta imunoldgica
predominantemente humoral. A presenca das imunoglobulinas acaba sendo

deletéria e nao protetora. As lesdes podem ocorrer pela presenca do parasita,
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levando a reacbes inflamatérias granulomatosas; ou pela producédo de
imunocomplexos circulantes que se depositam em varias estruturas como o0s
glomérulos, vasos sanguineos e articulagbes (ALEXANDRE-PIRES;
CORREIA, 2008; ALVES et al., 2009; FEITOSA et al., 2000; SANTOS-GOMES
et al., 2008).

2.3 Sinais Clinicos

Céaes com leishmaniose podem ou néo desenvolver sintomas da doenga,
sendo que o aparecimento dos sintomas e sua gravidade dependerdo da
resposta imune do hospedeiro (ALBUQUERQUE et al., 2007; ALVES et al.,
2009; BANETH, 2006; FEITOSA et al., 2000; MACHADO et al., 2007b). Em uma
populacao infectada, o nimero de caes assintomaticos varia entre 50 e 85%.
Estes, sdo considerados potencialmente infectantes para o vetor denotando,
dessa forma, a importancia dos inquéritos sorolégicos caninos, particularmente
em municipios vulneraveis, uma vez que 0S casos caninos precedem a
ocorréncia da doengca no homem (ALMEIDA et al., 2009; DANTAS-TORRES;
BRANDAO-FILHO, 2006).

Os sintomas da enfermidade no cédo sao inespecificos, observando-se
anemia, atrofia muscular, perda progressiva de peso e caquexia. Verifica-se
ainda linfoadenopatia generalizada e hepatoesplenomegalia resultante da
proliferacdo de linfocitos B, histiécitos e macrofagos (ALMEIDA et al., 2005;
BANETH, 2006; FEITOSA et al., 2000). Disturbios hemostaticos como epistaxe,
hematdria e coagulacdo intravascular disseminada tém sido associados a
leishmaniose visceral (BANETH; AROCH, 2008; MORENO, 1999).

Aproximadamente 90% dos cdes com leishmaniose visceral apresentam
lesbes tegumentares de diversas caracteristicas e extensdo. Nestes casos
observam-se frequentemente disturbio de ceratinizagéo, ulceracdes localizadas
particularmente na cabega, membros e sobre saliéncias 6sseas e areas de
alopecia ou rarefagdo pilosa (ALBUQUERQUE et al., 2007; ALEXANDRE-
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PIRES; CORREIA, 2008; BANETH, 2006; CAVALCANTI et al., 2005; FEITOSA
et al., 2000).

Manifestagcbes oculares também sdo vistas em caes com leishmaniose
visceral sendo que a uveite e a conjuntivite sdo as mais freqlentes
(ALEXANDRE-PIRES; CORREIA, 2008; BRITO et al., 2006). Sinais clinicos
relacionados ao sistema urinario, digestorio, cardiorespiratério, nervoso e
musculoesquelético também podem ser observados e podem ser decorrentes
da deposicdo de imunocomplexos ou por acao direta do parasita. Em cées, a
principal causa de morte é a insuficiéncia renal (ALEXANDRE-PIRES;
CORREIA, 2008; BANETH, 2006; FEITOSA et al., 2000; STRAUSS; BANETH,
2007; TORRENT et al., 2005).

2.4 Diagnostico

O diagnéstico da leishmaniose visceral canina pode ser realizado por
varios métodos, sendo que a confiabilidade do mesmo é, muitas vezes,
dependente da associacao de técnicas (LEAL, 2009). O diagnéstico clinico da
doenca torna-se um desafio para o veterinario devido a grande variedade de
sintomas e a grande percentagem de caes assintomaticos (BANETH; AROCH,
2008; GONTIJO; MELO, 2004; STRAUSS; BANETH., 2007).

As alteragbes laboratoriais encontradas no hemograma, na urindlise ou em
determinagdes bioquimicas sao inespecificas. Algumas dessas incluem anemia,
monocitose, hiperproteinemia, proteindria, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia
(ALMEIDA et al., 2005; BANETH, 2006; IKEDA et al., 2003). Desta forma, torna-
se dificil a identificacdo de animais infectados, uma vez que a doenga pode ser
confundida com muitas outras enfermidades. Outro aspecto importante € a
possibilidade de existéncia de co-infecgdes, o que dificulta mais ainda o
diagnostico da leishmaniose visceral (LLERA et al., 2002).

O diagndstico da LV pode ser baseado em exame parasitolégico direto
onde identificam-se formas amastigotas do parasita em esfregacos obtidos a

partir de pungdo de medula éssea, linfonodos, baco ou figado. A especificidade
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deste método é 100% mas, dependendo do tempo despendido procurando o
parasita, a sensibilidade diminui. A sensibilidade depende também da
intensidade do parasitismo e do tipo de material biol6gico colhido. Se os parasitas
sdo numerosos, a identificagdo nao ¢é dificil, contudo, em muitos casos,
especialmente em animais assintomaticos, onde apenas poucas formas
amastigotas estdo presentes, podem ocorrer resultados falso negativos
(STRAUSS; BANETH, 2007; BRASIL, 2006; LAURENTI, 2009; LEAL, 2009).

A pesquisa do parasita pode ser realizada também por meio de técnicas
de imunoistoquimica ou imunocitoquimica, métodos altamente sensiveis e
especificos para a deteccdo de Leishmania sp em tecidos. Pode-se utilizar
qualquer tecido fixado e processado pelas técnicas usuais de microscopia, sendo
que os mais utilizados sao pele e 6rgaos linféides (LAURENTI, 2009).

Os métodos soroldgicos auxiliam no diagnéstico da LVC, pelo fato dos
animais doentes desenvolverem basicamente uma resposta imune humoral. A
soroconversao ocorre em aproximadamente trés meses apds a infecgdo e os
titulos de IgG podem permanecem elevados por, pelo menos, dois anos. Desta
forma, podem ocorrer falhas em detectar caes infectados no periodo pré-patente,
caes que nunca fardo soroconversdo e caes que permanecem infectados mas
tornam-se soronegativos (FERRER, 1995; LEONTIDES et al., 2002).

Os testes sorolégicos devem ser interpretados com cautela, ja que, na
dependéncia da técnica e do antigeno empregados alteram-se a especificidade e
a sensibilidade. As técnicas que utilizam antigenos totais sdo limitadas em
termos de especificidade, apresentando reagdes cruzadas com outras
enfermidades como erliquiose, babesiose, toxoplasmose, neosporose e
principalmente com outros agentes da familia Trypanosomatidae (LEAL, 2009;
MELO, 2004; RIBEIRO, 1997; ROSARIO et al., 2005; UMEZAWA et al., 2001;
ZANETTE, 2006)

As técnicas sorolégicas recomendadas atualmente pelo Ministério da
Saude do Brasil para o inquérito epidemioldgico canino sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ELISA, sendo que este ultimo é

considerado como teste de escolha para inquéritos populacionais. O Ministério da
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Saude recomenda o teste de ELISA indireto para a triagem inicial dos caes
suspeitos e a RIFI para a confirmag&o dos casos positivos (BRASIL, 2006).

A realizacao de inquéritos epidemiolégicos caninos apresenta o intuito de
controlar o reservatorio canino em areas extensas, detectar focos silenciosos da
doenca e delimitar regides ou setores de maior prevaléncia, onde medidas de
controle deverdo ser executadas e se fazem mais necesséarias (JULIAO et al.,
2007).

O ELISA é considerado um teste rapido, de facil execucdo e leitura,
permitindo o processamento de grande numero de amostras simultaneamente.
Apresenta alta sensibilidade e especificidade na dependéncia do tipo de
antigeno empregado (espécie ou forma evolutiva do parasita) e do protocolo
experimental (tempo de incubagédo ou tipo de microplacas utilizadas). Com
valores de sensibilidade variando entre 92% e 100%, e de especificidade entre
77% e 100% (LAURENTI et al, 2005; MANCIANTI et al., 1995; SANTA
BRIGIDA, 2004; ZANETTE, 2006).

Alguns estudos demonstraram maior sensibilidade e especificidade no
diagnéstico da LV quando da utilizagao de antigenos solluveis derivados de
formas promastigotas cultivadas em um meio livre do proteinas (RYAN et al.,
2002; SUNDAR; RAI, 2002), e antigenos recombinantes como rK-39 e o rK-26
(ROSARIO et al., 2005). A maior limitagdo da utilizacdo do antigeno bruto é a
ocorréncia de reagdes cruzadas com outras doengcas que frequentemente
ocorrem em areas endémicas para leishmaniose visceral e que nao sao
verificadas com o antigeno recombinante (ROSARIO et al., 2005).

Porrozzi et al. (2007), realizaram um estudo comparando a utilizagdo da
técnica de ELISA com vérios antigenos no diagnéstico da leishmaniose visceral
canina. Para tanto utilizaram os antigenos recombinantes rK39, rK26 e rA2 e
compararam estes antigenos com o antigeno bruto em uma populacdo onde
haviam cées infectados sintomaticos, assintomaticos e ndo infectados. Os
resultados evidenciaram que as técnicas de ELISA utilizando o rK39 e o rK26
apresentaram alta sensibilidade para a deteccao de caes sintomaticos (94% e

100%, respectivamente), seguido pelo ELISA antigeno bruto (88%) e rA2
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(70%). Inversamente, o rA2 foi o mais sensivel para cdes assintomaticos
(88%), seguido dos antigenos recombinantes rK39 e rK26 (ambos 66%) e do
antigeno bruto (30%). O antigeno rA2 foi o mais especifico de todos (98%)
quando foram avaliadas reagOes cruzadas com Leishmania braziliensis e
Leptospira interrogans. De acordo com os autores, os trés antigenos
recombinantes devem ser usados em paralelo para detectar um maior nimero
de cées infectados.

Reacgdes cruzadas entre anticorpos anti-Leishmania sp e outros agentes
infecciosos tais como Trypanossoma cruzi, Erlichia canis, Babesia canis,
Toxoplasma gondii e Neospora caninum ja foram relatadas quando da
utilizagéo da técnica de ELISA (METTLER et al., 2005; OTRANTO et al., 2009;
ZANETTE, 2006)

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) utiliza como antigeno
promastigotas de varias espécies de leishmanias, apresentando sensibilidade e
especificidade elevadas (COSTA et al.,, 1991; LEAL, 2009; LUCIANO et al.,
2009; TRONCARELLI et al., 2008; ZANETTE, 2006). A RIFI é um teste muito
utilizado em inquéritos epidemiolégicos contudo, possui a desvantagem de que
quando da analise de um grande numero de amostras o tempo despendido
pelo profissional para a leitura das laminas € muito grande. Estudos pretéritos
demonstraram sensibilidade variando entre 87,5 e 100% e especificidade entre
80 e 100% para a RIFI (ALVES; BEVILACQUA, 2004; COSTA et al.,1991;
MACHADO et al., 2007a; METTLER et al., 2005; ZANETTE, 2006). Apesar da
elevada especificidade da RIFI, Zanette (2006), avaliando amostras séricas de
caes naturalmente infectados por Trypanossoma cruzi e Toxoplasma gondii,
observou reagfes cruzadas quando da realizacao de RIFI para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania sp.

Existem ainda testes comerciais de imunocromatografia desenvolvidos
para seres humanos e que vem sendo utilizado para o diagnéstico da LV em
caes. A maioria destes testes consiste de métodos que empregam anticorpos
monoclonais anti-lgG de cdo e antigenos de Leishmania sp. de diferentes

fontes. Suas vantagens sao simplicidade de uso e rapida resposta, cerca de 10
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minutos, entretanto sua desvantagem € o alto custo (COSTA et al., 2003;
LEMOS et al., 2008; ZANETTE, 2006). O teste imunocromatografico apresenta
sensibilidade variando entre 83 e 92,1% e especificidade entre 91,1 e 100%
(COSTA et al., 2003; LEMOS et al., 2008; ZANETTE., 2006). Uma vantagem da
utilizacdo deste método com antigenos recombinantes é a auséncia de reacao
cruzada entre T. cruzi e Leishmania chagasi, entretanto, também foram
evidenciadas reagfes cruzadas com outros agentes infecciosos como Ehrlichia
canis, E canis e Babesia canis, e por Toxoplasma gondii e Neospora caninun,
e quando da ocorréncia de coinfeccdo por Toxoplasma gondii e Neospora
caninun (ZANETTE, 2006).

Métodos moleculares também s&o utilizados como instrumento de
diagnéstico da leishmaniose visceral. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
tem sido descrita como um método sensivel para a deteccdo do parasita,
independente da imunocompeténcia ou da histéria clinica do paciente. No
entanto, dependendo da fase em que se encontra a doenga, diferentes tipos de
amostras biol6gicas devem ser coletadas, tais como aspirados de 6érgaos
linféides, sangue e fragmentos de lesdes cutaneas (BANETH; AROCH, 2008;
GONTIJO; MELO, 2004).

Nunes et al. (2007), utilizando a técnica de PCR verificaram uma
sensibilidade de 55% e especificidade de 66,3% considerando-se a RIFlI como
padréo. Os autores avaliaram a PCR em amostras de sangue circulante e
concluiram que a mesma ndao se mostrou um bom método para triagem
diagnostica em populagdes devido a baixa sensibilidade e especificidade, quando
comparada a RIFIl. Ja Pereira—Chioccola (2009), demonstrou que a PCR para
L.chagasi apresenta alta especificidade e sensibilidade de 100% quando
comparada aos métodos parasitolégicos.

No entanto, de acordo com Assis et al. (2010), a PCR confirma resultados
positivos que outras técnicas ndo detectam, elevando assim a positividade de
caes de 60% pelos métodos soroldgicos e parasitolégicos para 97% quando se

utiliza esta ferramenta diagnéstica. De acordo com os autores, a PCR
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demonstrou ser 0 método mais sensivel e preciso para o diagnéstico definitivo da
LVC.

2.5 Medidas de Prevencao e Controle

Algumas medidas de prevencado para a LV sao recomendadas pelo
Ministério da Saude e sao dirigidas a populagdo humana, canina e ao vetor.
Medidas de protecdo individual voltadas a populacdo humana incluem:
colocacéo de telas em portas e janelas com o objetivo de evitar a entrada de
flebotomineos, uso de mosquiteiro com malha fria, uso de repelentes e néo
exposicao nos horarios de atividade do vetor (crepusculo e noite) em locais
onde possam ser encontrados. J& as medidas para a populagdo canina séao
destinadas ao controle da populacao errante através de rotina de captura de
cées, e uso de telas de malha fina em canis individuais ou coletivos (BRASIL,
2006). Alguns trabalhos demonstram também a eficacia da prote¢ao individual
contra  picadas de flebotomineos por meio da utilizacdo de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% (KILLICK-KENDRICK et al., 1997;
CAMARGO-NEVES et al., 2004 ).

Existe no mercado duas vacinas contra leishmaniose visceral canina,
registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. No entanto,
as mesmas nao sao recomendadas pelo Ministério da Saude como
ferramentas para o controle ou prevencdao da leishmaniose visceral canina
(BRASIL, 2009). Um dos problemas com a utilizacdo destas em populagdes
caninas de areas endémicas, € o fato de que pode haver reagédo cruzada entre
anticorpos vacinais e anticorpos decorrentes de infecgdo natural, conforme
salientado por lkeda-Garcia (2009). Nestes casos, um animal vacinado com
sorologia positiva devera ser submetido a eutandsia, independente do atestado
de vacinagao, uma vez que a eficacia vacinal nao € de 100% (PARRA et al.,
2007).

As medidas de prevencao direcionadas ao vetor baseiam-se no manejo

ambiental por meio de limpeza de quintais, terrenos e pracas desfavorecendo o
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estabelecimento de criadouros do vetor. Outros medidas indicadas pelo
Ministério da Saude incluem a limpeza urbana, eliminacdo e destino adequado
de residuos sélidos e organicos, eliminacdo de fonte de umidade e nao
permanéncia de animais domésticos dentro de casa (BRASIL, 2006).

Com referéncia as medidas de controle, o programa de vigilancia e
controle da leishmaniose visceral no Estado de Sdo Paulo ¢é voltado para a
identificacdo e tratamento dos casos humanos, agbes de Vvigilancia
epidemiolégica e entomoldgica associadas ao controle de vetores e controle da
populagdo canina infectada (CAMARGO-NEVES, 2004; SAO PAULO, 2006).

O controle da leishmaniose visceral canina em seres humanos é de
responsabilidade do Sistema Unico de Satde (SUS). As Secretarias Municipais
de Saude, com o0 apoio das Secretarias de Estado de Saude, tém a
responsabilidade de assistir, suspeitar, acompanhar e/ou encaminhar para
referéncia hospitalar os pacientes com leishmaniose visceral, oferecendo as
condicoes necessarias para o diagndstico e tratamento precoce (BRASIL,
2006).

As acobes de vigilancia entomoldgica objetivam conhecer a distribuicao
da Lutzomya longipalpis nos centros urbanos e aglomerados rurais, bem como
detectar sua presenca e dispersdo. Ja as acbes de controle vetorial sao
realizadas através de atividades de saneamento ambiental naqueles
municipios em que o vetor foi identificado. Orienta-se o controle ambiental por
meio da retirada de matéria organica que possa favorecer a criacao do vetor.
O controle quimico do vetor é realizado com a utilizagdo de inseticidas de acéo
residual nas seguintes situagbes: em areas com registro de primeiro caso
autéctone de LV imediatamente apoOs investigacdo entomoldgica; em areas
com transmiss&o intensa e moderada, se a curva de sazonalidade do vetor for
conhecida; em areas com surto de LV, uma vez avaliada e delimitada a area
para o controle quimico (BRASIL, 2006; CAMARGO-NEVES, 2004).

O controle da populagao canina consiste na eliminagdo e busca de caes
infectados identificados pelo de exame parasitolégico ou sorolégico positivos
(CAMARGO-NEVES, 2004). Dentre as estratégias de controle da doenca, a
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eliminacdo de caes € o0 aspecto mais controverso e 0 que gera mais polémica.
Diversos estudos tém demonstrado que a eliminagcdo de cdes no controle da
doenga em areas endémicas, tém apresentado falhas em reduzir o nimero de
casos de leishmaniose visceral canina (MOREIRA et al., 2004; RIBEIRO,
2007). Os possiveis fatores relacionados a estas falhas incluem: a falta de
métodos sorolégicos adequados e suficientemente sensiveis e especificos para
identificar precisamente todos os caes infectados; a reposicao imediata de céaes
pelos proprietarios e, na maioria das vezes, por filhotes os quais muitas vezes
ja estao infectados e que sdo mais susceptiveis a uma variedade de outras
doencas infecciosas além da leishmaniose visceral canina e a presenga de
outros reservatérios que podem estar envolvidos na manutencdo da infeccao
canina (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006, MOREIRA et al., 2004;
NUNES et al., 2008).

Ainda, no contexto do programa de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral realizada-se também a classificacdo epidemiolégica dos municipios
(SAO PAULO, 2006). Os municipios séo classificados em silenciosos, em
investigacdo e municipios com transmissdo. Os primeiros sao aqueles em que
nao existe confirmacdo de casos caninos ou humanos autoctones. Estes,
possuem dois fatores de risco que devem ser considerados. O primeiro refere-
se a receptividade, relacionada ou nao a presenca do vetor. O segundo, a
vulnerabilidade, relacionada com a possibilidade de circulagdo de fontes de
infeccdo. Este fator depende da proximidade e da importancia do fluxo de
transporte ou fluxo migratério com municipios com transmissdo de LV canina
ou humana. Sendo assim, os municipios silenciosos sao subdivididos em; nao
receptiveis e ndo vulneraveis; nao receptiveis e vulneraveis; receptivos e nao
vulneraveis e receptivos vulneraveis (BRASIL, 2006).
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Os municipios em investigagdo sao municipios silenciosos,
independente de receptividade e vulnerabilidade, com notificagdo de caso
humano ou canino clinicamente suspeito, aguardando conclusao de outros
itens de investigacdo epidemiolégica ou cao positivo para Leishmania sp no
exame parasitologico direto ou reagente na sorologia para anticorpos anti-
Leishmania e aguardando conclusdo de outros itens de investigacao
epidemiolégica. Finalmente, os municipios com transmissdo podem ser
aqueles somente com transmissdo canina, ou aqueles com transmisséo
humana. A partir da classificagdo do municipio (Figura 1) sdo recomendadas
acoes referentes ao vetor, como levantamento entomoldgico, e referentes aos

reservatérios, como inquérito amostral canino (SAO PAULO, 2006).

[ CLASSIFICAGAO DE MUNICIPIOS |
|
[ ]

SILENCIOSO COM TRANSMISSAQ
] |
I ] [ ]
NAQ TRANSMISSAQ TRANSMISSAQ
RECEPTIVO RECEPTIVO CANINA HUMANA
NAO : NAO :
VLN | | VULNERAVEL | | yuikye | | VULNERAVEL

FIGURA 1- Classificagdo dos municipios para a vigilancia e pontrole da
leishmaniose visceral no Estado de Sdo Paulo (SAO PAULO,
2006).

Segundo esta classificacdo, Sao José do Rio Preto, no tocante a
leishmaniose visceral canina, € considerado um municipio silencioso, nao
receptivo e vulneravel, ou seja, um municipio em que nao ha confirmacao de
casos autéctones humanos e caninos, ndao ha a presenca do vetor, mas existe
a possibilidade de circulagéo de fontes de infeccdo (SAO PAULO, 2008).

Nas proximidades de S&o José do Rio Preto existem pelo menos 11
municipios (Aragatuba, Buritama, Barbosa, Avanhandava, Lins, Penpolis,
Turiuba, Auriflama, Bilac, Birigui, Promissao) a uma distancia de até 160 km em
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que ja foram confirmadas a transmissdo canina e humana da leishmaniose
visceral (Figura 2) (SAO PAULO, 2008). Sdo José do Rio Preto possui
caracteristicas de cidade Universitaria, destacando-se pela presenca de
faculdades estaduais e particulares, além de centros médicos de referéncia, o
que determina um intenso fluxo migratério de pessoas e conseqientemente de

animais na regiao (IBGE 2009).

y,
s rf\j AT rifla - {

” | r"\, ! urlu'bé N iy gt

‘Mm idpios com transmi ssdo caninae humanapara LVC Iocallzadq s
nas prox mida des de Sao José do RioPreto. L |

FIGURA 2- Mapa do Estado de Sao Paulo apresentando os municipios com
transmissado canina e humana de leishmaniose visceral localizados
nas proximidades de S&o José do Rio Preto. (Adaptado de:
http:en.wikipedia.org/wiki/Rodovia_Marechal_C%C3%A2ndido_Ron
don).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

O municipio de Sao José do Rio Preto, localizado no noroeste do Estado
de Sao Paulo, entre 49°22’44” O e 20°49’12”S, apresenta uma area de 431
Km?, com altitude de 489 metros. O clima é tropical com uma temperatura
média anual de 25,3°C. Conta com uma populacdo humana de 402.770
habitantes e canina de aproximadamente 51.551 cées. E considerada a décima
maior cidade do Estado de S&o Paulo, sendo a maior cidade do noroeste do
Estado, com economia baseada no comércio, prestacdo de servigos, industrias
diversas e agricultura (IBGE 2009; SAVANI et al., 2003).

3.2 Animais

Foram utilizados 584 céaes, independente de sexo, raca ou idade,
residentes no municipio de Sdo José do Rio Preto e regidao administrativa, Sao
Paulo, encaminhados para consultas ao Hospital Veterinario “Dr Halim Atique”,
do Curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Rio Preto, de
janeiro a dezembro de 2008. Apds a anamnese 0s animais eram submetidos a
um exame fisico, seguido da colheita de sangue para detecc¢do de anticorpos
anti-Leishmania chagasi pela técnica de ELISA indireto, reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunocromatografia.

Os dados obtidos na resenha, anamnese e no exame fisico de cada
animal foram anotados em fichas individuais, onde também constavam
informagdes quanto ao tipo de moradia (area urbana ou rural), municipio de
nascimento e deslocamento para areas endémicas (com transmissao canina e

humana) ou para areas sob investigagéo (Anexo B).
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3.3 Colheita das amostras

A colheita de sangue para realizacdo das provas soroldgicas foi
realizada apo6s assepsia local por puncao da veia jugular. O sangue foi mantido
a temperatura ambiente até a coagulacao e retracédo visivel do coagulo. Em
seguida, a amostra sofreu centrifugacdo a 1620 g, durante 5 minutos, para
aquisicao do soro, que foi submetido a congelamento a -4°C até o momento do
seu processamento.

Ja a colheita de sangue para realizagdo da reagcdo em cadeia pela
polimerase (PCR) foi realizada apds assepsia local por pung¢ao da veia jugular
e acondicionada em tubos plasticos de polipropileno cbnicos com
anticoagulante do tipo citrato, sendo submetida posteriormente a
congelamento a -4°C até o momento do seu processamento.

A pungéao biopsia aspirativa para a realizagdo da PCR foi realizada nos
linfonodos popliteos com uma agulha hipodérmica 25x8mm acoplada a uma
seringa de 10ml. O material obtido foi armazenado em tubos plasticos de
polipropileno cénicos e submetido a congelamento a -4°C até o momento do

seu processamento.

3.4 Delineamento experimental

Os soros dos 584 animais foram submetidos inicialmente ao teste de
ELISA indireto utilizando um antigeno bruto. Nesta primeira avaliagdo foram
encontrados 138 animais positivos. Por se tratar de animais provenientes de
area ndo endémica para a doenca, os resultados foram considerados muito
elevados. Sendo assim, optou-se por realizar RIFI nessas 138 amostras, o que
resultou em apenas duas positivas. Por essa razao, os resultados do ELISA
com antigeno bruto foram desconsiderados e as amostras foram novamente
testadas, por ELISA indireto, agora utilizando um antigeno solluvel. Todas as
amostras foram também submetidas a sorologia por imunocromatografia. Desta
forma as 584 amostras séricas foram processadas por ELISA indireto com
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antigeno soluvel e imunocromatografia, e 138 dessas amostras também foram
analisadas por RIFI. Posteriormente, de sete animais que retornaram ao
Hospital Veterinario, foram colhidos o sangue de todos e o linfonodo de cinco

destes, para realizacao da técnica da PCR para pesquisa de Leishmania sp.
3.5 ELISA indireto para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania chagasi

3.5.a Método de obtencao soluvel do antigeno de Leishmania (Leishmania)

chagasi para ELISA

Foram isoladas em meio de cultura Schneider suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado pelo calor, 2% de urina humana, 10 pg/mL de
gentamicina e 100 Ul/mL de penicilina, formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) chagasi, cepa MHOM/BR/72/cepa46, proveniente de bago de
hamster cronicamente infectado. Apds duas a trés passagens em cultura, as
formas promastigotas em fase estaciondria de cultivo foram entéo lavadas trés
vezes em solugao salina tamponada (PBS) estéril, através de centrifugacéo a
3.000 rpm (1620g) a 4°C, em centrifuga refrigerada’ durante 10 minutos e
estocadas em freezer a -80°C na forma de precipitado no fundo do tubo.

Para a preparacdo do antigeno, este precipitado contendo as formas
promastigotas foi congelado em nitrogénio liquido e descongelado em
temperatura ambiente por trés vezes consecutivas. Apos nova centrifugacao a
12.000 rpm (15294g) por 30 minutos & 4°C em centrifuga refrigerada’ e
armazenou-se 0 sobrenadante a -80°C. Utilizou-se entdo uma aliquota para a
dosagem de proteinas pelo método de Bradford > Apds a dosagem de
proteinas, foram feitas aliquotas para que se evitasse congelamentos e
descongelamentos sucessivos do antigeno, evitando possivel acado de
proteases.

' Eppendorf, Modelo 5804R, Hamburg, Germany
% Bio-Rad Protein Assay, Hercules, USA
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3.5.b Técnica de ELISA indireto

Apo6s a titulagdo em bloco, padronizou-se as seguintes condi¢des para o
teste de ELISA indireto: as microplacas foram cobertas com antigeno soluvel
de Leishmania chagasi, cepa MHOM/BR/72/cepa46, numa concentragdo de
10pg/mL em tampéo carbonato 0,05 M, pH 9,6, e incubadas por 18 horas a
4°C. As placas foram bloqueadas com 200uL de solucdo salina tamponada
acrescida de leite em pé desnatado a 10%° , e incubadas & 37°C durante duas
horas em camara umida. Adicionou-se 100uL por pogo das amostras de soros
dos animais controle positivo e controle negativo, e dos cdes a serem testados,
diluidas 1:400 em PBS-T e soro fetal bovino a 10%, e as placas foram
incubadas por uma hora a temperatura ambiente.

Foram adicionados 100 pL por poco do conjugado anti-IgG total de cao
ligado & peroxidase* na diluigdo de 1:80000 em PBS-T. Apés 45 minutos de
incubacao a 37°C foram adicionados 100uL da solucao de tetrametilbenzidina
dihidroclorada (TMB)° com posterior incubacdo da placa por 30 minutos, ao
abrigo de luz, em temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida
adicionando-se a cada pog¢o 50 pL de acido sulfurico 2N e a densidade 6ptica
(D.O.) foi determinada em leitor de ELISA® utilizando-se filtro de 450 nm. Entre
cada etapa as placas foram lavadas com solucao salina tamponada contendo
0,05% de Twen 20 (PBS-T), por quatro vezes.

Os resultados foram expressos pela média da densidade 6ptica obtida
dos soros em duplicata. Como controle positivo da reacao utilizou-se soro de
dois cédes parasitologicamente positivo com elevados titulos de IgG anti-
Leishmania chagasi proveniente do municipio de Aragatuba, S&o Paulo, e
como controle negativo, soro de cinco caes proveniente de area ndo endémica

para a doenca

® Molico — Nestlé, Sao Paulo, Brasil

* A40-123P Bethyl, Montgomery, USA

> Cdédigo 55214, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

® Labsystems Multiskan EX - Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham
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A determinagdo do ponto de corte (0,274) foi realizada durante o
experimento com 20 amostras de soros dos caes provenientes de area nao
endémica. Os valores de densidade 6ptica média dos animais foram corrigidos
em funcdo das médias dos controles positivo e negativo de cada placa,

utilizando-se o modelo de A/P, onde:

A/P = DO média da amostra — DO média do controle negativo

DO média do controle positivo — DO média do controle negativo

3.6 Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Para realizagdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta para
leishmaniose visceral, as |aminas foram inicialmente  sensibilizadas
adicionando-se 20ul da suspensao de promastigotas de Leishmania chagasi,
cepa MHOM/BR/72/cepa46, em PBS em cada circulo. As laminas foram entao
colocadas em estufa, para secagem, por 15 a 20 minutos. Realizou-se a
diluicdo do soro na proporcao de 1:40 das amostras a serem testadas e dos
controles positivo € negativo. Em seguida, foram adicionados em cada circulo
20 pL das amostras de soro diluido a serem testadas, e soros sabidamente
positivos e negativos foram utilizados em cada lamina como controle positivo e
negativo da reacdao. Como controle positivo foi utilizado um cao do municipio de
Aracatuba, é&rea endémica para leishmaniose visceral, com exame
parasitolégico positivo. Como controle negativo foi utilizado cdo de area nao
endémica. As laminas foram incubadas durante 30 minutos em estufa a 37°C
e, em seguida lavadas por imersdo em PBS por trés vezes.
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Realizou-se entdo a diluicio do anticorpo anti-lgG de céao
fluoresceinado’ na diluicdo de 1:100 em azul de Evans e 20uL desta solucédo
foram adicionados em cada circulo das laminas, as quais foram incubadas
durante 30 minutos a 37°C. Em seguida as laminas foram lavadas trés vezes
em PBS, pH 7,2 por 5 minutos, montadas com glicerina tamponada e
recobertas por laminula para leitura imediata em microscépio de fluorescéncia.

Foram consideradas positivas as reagdes fluorescentes em soros com
diluicoes iguais a 1:40. As amostras de soros positivas nesta diluicdo foram
novamente testadas para a determinagao do titulo. A diluicdo em cada circulo
da Iamina foi feita por adi¢cdo de 20uL de diluicées sucessivas dos soros testes
positivos a partir de 1:80, duplicando-se a diluicao até 1:160.

3.7 Imunocromatografia para leishmaniose visceral

Para a realizacdo da técnica de imunocromatografia utilizou-se um Kit
comercial® que detecta a presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro de
animais. Em uma fita impregnada com o antigeno eram aplicados 20 pl do soro
a ser testado e, em seguida, adicionava-se trés gotas de tampao em um tubo
plastico de polipropileno cénico onde a fita era imersa. A leitura foi realizada
apo6s 10 minutos. A fita apresenta uma membrana pré-coberta com o antigeno
recombinante (rK39) na regido da banda teste e anti-proteina A na regido da
banda controle. Durante o teste, a amostra de soro reage com o0 conjugado
colorimétrico (conjugado proteina A coloidal de ouro) e a mistura entdo
ascende através da membrana por capilaridade, reagindo com o antigeno e

produzindo uma banda vermelha.

/ Anti-dog IgG whole molecule , FITC conjugate- F- 7884 — Sigma, USA
8 Kalazar Detect Animal Rapid Test — Inbios International, Inc. Seattle, WA.
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A despeito da presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro, a mistura
continua a migrar na membrana até a regiao da anti-proteina A, dando origem
a uma nova banda vermelha nesta regido. A presenca desta linha indica um
volume adequado da amostra de soro utilizada, um fluxo adequado na fita e a
viabilidade dos reagentes. Desta forma, o teste foi considerado positivo
quando se formaram duas faixas vermelhas e, negativo, quando aparecia
somente a faixa controle. Os resultados foram determinados individualmente,
de forma qualitativa (positivo ou negativo), conforme recomendacdo do
fabricante.

3.8 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

3.8.a Extragdo de DNA de sangue

A extracao de DNA de sangue foi realizada apos lise (acetato de sédio
0,2M, duodecil sulfato de sddio 10%), digestdo com proteinase K, extragdo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e precipitagdo com etanol 100%
(SAMBROOK et al., 1989).

3.8.b Extracdo de DNA de linfonodo

Nos casos em que se utilizou como material o linfonodo, todo o material
da biopsia aspirativa foi utilizado para extracao de DNA, que foi realizada com
o Qiamp DNA Mini kit®, conforme instrugdes do fabricante, para um volume final
de 100 pL.

Ap6s a obtencdo do DNA das amostras de sangue e linfonodo, as
mesmas foram quantificadas baseadas na espectofotometria, com o auxilio do
aparelho NanoDrop®™ .

o Qiamp DNA Mini kit, Qiagen®, 51306, Hilden, Germany
10NanoDrop®, ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc, Wilmingtom, USA
11GeneAmp® , PCR System 9700, Applied Biosystems, Cingapura
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3.8.c PCR convencional

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores descritos por Rodgers
et al. (1990) [13A (5'- GTC GGG GAG GGG CGT TCT -3')] e [13B (5- ATT
TTA CAC CAA CCC CCA GTT -3’)] que resultam na amplificacao de
fragmento de 120 pares de base de cinetoplasto de Leishmania spp. (KDNA).

A reacao foi realizada em tubos de polipropileno de 0,2mL contendo
10mM Tris-HCI, 200uM de desoxiribonucleosideo trifosfato, 1,5mM MgCl,,
10uM cada primer, 1U Tag DNA polimerase e 2ul de DNA (com
aproximadamente 20ng/ul), com volume final de 25ul. As amostras foram
amplificadas em aparelho termociclador'' com desnaturagao inicial de 95°C por
5min, 34 ciclos de 95°C por 30s para desnaturacdo, 63°C por 45s para
anelamento, 72°C por 30s para extensao, e 72°C por 5min para extensao final.
As amostras foram visualizadas em gel de poliacrilamida a 8% e coradas com

nitrato de prata.

3.9 Analise estatistica

As andlises foram realizadas utilizando-se o programa “Statistical
Analysis System” (SAS). O coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar a
concordancia entre os métodos ELISA e imunocromatografia, ELISA e RIFI,
RIFI e imunocromatografia. A interpretagdo da concordancia entre os métodos
a partir dos valores de Kappa, de acordo com Landis e Koch, (1977), encontra-
se apresentada na tabela abaixo.

Kappa Concordancia

<0,00 Ruim
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
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RESULTADOS

A amostragem estudada foi composta por 584 cées atendidos no
Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” no periodo de janeiro a dezembro de
2008. Destes, 309 (52,9%) eram fémeas e 275 (47,1%) machos. No que tange
a raca, 403 (69%) apresentam definicdo racial e 181 (31%) eram caes sem
raca indefinida. Quanto a faixa etaria, sessenta e um caes (10,5%)
apresentavam entre quatro meses e um ano de idade, 117 (20%) de um a trés
anos, 158 (27%) de trés a seis anos e 248 (42,5%) possuiam mais que seis
anos de vida.

Da populacédo estudada 501 (85,8%) animais foram encaminhados ao
Hospital Veterinario por apresentarem sinais de alguma enfermidade e 83
(14,2%) foram levados para procedimentos cirdrgicos eletivos, vacinacao,
vermifugacdo e avaliagdo geral. Dos animais que apresentavam sinais de
enfermidades, 188 (37,5%) possuiam quadro clinico compativel com doencgas
infecciosas e 313 (62,5%) apresentavam sinais de outras afecgbes, como
problemas ortopédicos, urolitiases, gastroenterites medicamentosas e
alimentares, discopatias e neoplasias entre outras. Com relacdo ao tipo de
moradia deste animais, 501(85,8%) viviam em area urbana e 83 (14,2%) em
area rural. As caracteristicas avaliadas na populagéo estudada encontram-se
apresentados na Tabela 1.

Quanto ao municipio de origem a populagcédo era composta por 495 caes
(84,8%) provenientes de Sao José do Rio Preto e 89 (15,2%) provenientes de
19 municipios préximos a Sdo José do Rio Preto (Figura 4). Dentre estes
encontravam-se Bady Bassit (25 caes), José Bonifacio (12), Guapiacu (11),
Mirassol (9), Monte Aprazivel (4), Potirendaba (4), Cedral (3), Macaubal (3)
Engenheiro Schimidt (3),Nova Granada (2), Catanduva (2), Nipoa (2), Ibira (2)
Nova Alianca (2), Cajubi (1), Balsamo (1), Tanabi (1), Ipigua (1), Urupés (1). A
populacéo de caes de Sao José do Rio Preto encontrava-se distribuida em 151

)
)

bairros distintos, evidenciados por meio da Figura 3.
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Tabela 1-Distribuicdo de uma populagdo de 584 cées atendidos no Hospital
Veterinario “Dr Halim Atique” de Sdo José do Rio Preto, no ano de
2008 submetidos a sorologia para leishmaniose visceral canina
guanto ao sexo, raga (com raga definida — CRD; sem raga definida —
SRD), faixa etéria, sintomas e moradia. Numero absoluto e
percentagem (Aragatuba-SP, 2010)

Variavel Categoria Numero Percentagem
Sexo Macho 275 47 1%
Fémea 309 52,9%
Raca CRD 403 69%
SRD 181 31%
Faixa etaria 4 meses a1 ano 61 10,5%
1 a 3 anos 117 20%
3 a6 anos 158 27%
> 6 anos 248 42 5%
Sintomas Assintomatico 83 14,2%
Sintomatico 501 85,8%
Tipo sintomas Infeccioso 188 37,5%
Nao infeccioso 313 62,5%
Moradia Zona urbana 501 85,8%

Zona rural 83 14,2%




® Bairros do munidpio de Sao José do Rio Preto

FIGURA 3 - Mapa relativo aos bairros do municipio de
Sao José do Rio Preto dos quais eram
provenientes 495 caes atendidos no
Hospital Veterinario “ Dr Halim Atique” no
ano de 2008, submetidos a sorologia para
leishmaniose visceral canina. (Aragatuba,
2010). (Fonte: www.ub.es/geocrit/sn/sn-

24524.htm).
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FIGURA 4 - Mapa dos municipios da regidao administrativa de Sao José do Rio
Preto dos quais eram provenientes 89 caes atendidos no Hospital
Veterinario “ Dr Halim Atique” no ano de 2008, submetidos a
sorologia para leishmaniose visceral canina. (Aracatuba, 2010)
(Adaptado de: www.igc.sp.gov.br/mapasRas.htm).

Das 584 amostras testadas pela técnica de ELISA indireto e por
imunocromatografia, cinco foram consideradas reagentes no primeiro teste e
uma no segundo. A reagao de imunofluorescéncia indireta evidenciou dois caes
com titulos acima de 1:40, dos quais um havia sido submetido a vacinagéo
para leishmaniose visceral. O niumero de animais reagentes e sua respectiva
percentagem em cada uma das técnicas, bem como os resultados individuais
dos seis animais considerados positivos por, pelo menos, uma das técnicas,
encontram-se apresentados nas Tabelas 2 a 5. Os valores individuais das
médias das absorbancias (densidades Opticas) da técnica de ELISA indireto,
bem como os resultados da RIFI e imunocromatografia encontram-se

apresentados no Quadro 1 (Anexo A).
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Tabela 2 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral por meio das
técnicas de ELISA, imunocromatografia e reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) de seis animais considerados
positivos, provenientes de uma amostragem de 584 caes atendidos
no Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” de Sao José do Rio
Preto, no ano de 2008 (Aracatuba-SP, 2010)

Animal ELISA Imunocromatografia RIFI
C 52 Positivo Negativo Negativo
c107 Positivo Negativo Negativo
C232 Positivo Negativo Negativo
Cc235 Positivo Negativo Negativo
C511 Positivo Positivo Positivo
Cc583 Negativo Negativo Positivo

Tabela 3 - Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pelo método
de ELISA indireto, em numero absoluto e percentagem, de 584
caes atendidos no Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” de Séo
José do Rio Preto, no ano de 2008 (Aracatuba-SP, 2010)

ELISA Numero de animais Percentagem
Positivo 5 0,86%
Negativo 579 99,14%

Total 584 100%

Tabela 4 — Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reacao de
imunocromatografia, em numero absoluto e percentagem, de 584
caes atendidos no Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” de Séao
José do Rio Preto, no ano de 2008 (Aragatuba-SP, 2010)

Imunocromatografia Numero de animais Percentagem
Positivo 1 0,17%
Negativo 583 99,83%

Total 584 100%
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Tabela 5 — Resultados da sorologia para leishmaniose visceral pela reagéao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em ndmero absoluto e
percentagem, de 138 caes atendidos no Hospital Veterinario “Dr
Halim Atique” de Sdo José do Rio Preto, no ano de 2008
(Aracatuba-SP, 2010)

RIFI Numero de animais Percentagem
Positivo 2 1,45%
Negativo 136 98,55%

Total 138 100%

As concordancias entre as técnicas de ELISA e imunocromatografia, e
de ELISA e RIFI foram consideradas sofriveis (K=0,3314 e k= 0,2706,
respectivamente). J& a concordancia entre RIFI e imunocromatografia foi
considerada boa (k=0,6634).

Ap6s a obtengdo dos resultados sorolégicos os proprietarios de caes
supostamente infectados foram contactados a fim de que retornassem ao
Hospital Veterinario para a colheita de material e realizagdo da técnica de PCR.
No entanto, um cao (positivos nos trés métodos) veio a 6bito logo apods a
consulta inicial, outro animal era vacinado para leishmaniose visceral e o
proprietario se recusou a trazé-lo e, dos outros cinco positivos, somente dois
proprietarios concordaram em submeter seus cdes a novas investigagoes.
Além destes, foram colhidas amostras séricas e de linfonodos de outros cinco
animais para a realizacao da técnica de PCR. Os resultados da PCR para
pesquisa de Leishmania sp encontram-se apresentados, de forma individual,

na Tabela 6.
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Tabela 6— Resultados da reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR) para
pesquisa de Leishmania sp em sangue periférico e linfonodo, e
da avaliagdo sorolégica por meio das técnicas de ELISA,
imunocromatografia (ICR) e RIFl, de sete cdes atendidos no
Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” de Séo José do Rio Preto
no ano de 2008 (Aracatuba-SP, 2010)

Animal PCR PCR ELISA ICR RIFI
sangue _linfonodo
c 107 Negativo  Negativo Positivo Negativo Negativo
C 155 Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo
C 235 Negativo ~  ----- Positivo  Negativo  Negativo
C 251 Negativo ~ ---—--- Negativo Negativo Negativo
C 308 Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo
C 426 Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo
C 544 Negativo  Negativo Negativo Negativo Negativo

Deste modo considerou-se somente um animal (C 511) positivo dentro
da populacao estudada, ja que apresentou resultado positivo nos trés testes
sorolégicos. Tratava-se de um cao macho, sem raga definida, de um ano e seis
meses, que vivia na zona urbana e que nao apresentava histérico de
deslocamento para outros municipios. O animal foi adquirido pelo proprietério
quando apresentava um més de idade no municipio de Valparaiso, regido com
transmissdo canina e humana para LV. O cado foi encaminhado ao Hospital
Veterinario com histérico de émese e diarréia. Ao exame fisico constatou-se a
presenca de desidratacdo severa, mucosas oculares e orais palidas e
discretamente ictéricas, hipertrofia de linfonodos submandibulares e popliteos,
caquexia, atrofia muscular, descamacao cutanea generalizada e infestagao por
carrapatos.

Logo apdés o exame fisico, colheu-se sangue para realizagdo de
hemograma, creatinina e sorologia para LV. O hemograma revelou uma
anemia normocitica normocrémica com leucocitose (30.100/uL) por neutrofilia e
monocitose, associada a linfopenia e trombocitopenia discreta (150.000/uL ). O
exame bioquimico demonstrou aumento da dosagem sérica de creatinina (3,62

mg/dl) indicando nefropatia. Promoveu-se a internagdo do cao e instituiu-se
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tratamento com fluidoterapia a base de Ringer Lactato, aplicagao intravenosa
de ampicilina, aplicagdo subcutanea de ranitidina e metoclopramida. O animal
permaneceu internado durante um dia, mas veio a ébito apoés 24 horas do
atendimento inicial. Por esta razdo nao foi possivel realizar exame

parasitolégico e PCR deste cao.
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5 DISCUSSAO

Com a endemia de leishmaniose visceral canina dispersando-se por
grande parte do Estado de Sao Paulo, existe uma preocupacéo crescente em
identificar possiveis municipios com transmissdo da doencga. O fato de terem
sido atendidos no Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” quatro caes infectados,
entre janeiro de 2006 e setembro de 2007, fez com que houvesse a suspeita de
uma possivel transmissdao da doenca no municipio. Por esta razdo foram
colhidas amostras séricas de caes atendidos no mesmo Hospital durante o ano
de 2008.

A populacdo do presente estudo encontrava-se distribuida em vérios
bairros do municipio de S&o José do Rio Preto (Figura 3) e em 19 municipios
da regiao administrativa de Sao José do Rio Preto (Figura 4). Deste modo
todos os caes residiam em municipios silenciosos, nao receptivos e vulneraveis
para LVC. Apesar da amostragem populacional ter sido obtida toda no Hospital
Veterinario, pode se verificar que os 495 cdes do municipio ndo estavam
concentrados em uma Unica area, ao contrario, encontravam-se dispersos em
151 bairros. A grande maioria da populagao (85,8%) habitava a area urbana,
enquanto 14,2% era proveniente de zona rural proxima a cidade de Sao José
do Rio Preto. Estes caes viviam, geralmente, em sitios ou chacaras convivendo
livremente com outros animais domeésticos. Ja os caes provenientes de area
urbana eram, em sua quase totalidade, domiciliados e sem livre acesso a rua.

A eleicdo dos métodos soroldgicos avaliados neste estudo baseou-se no
fato do ELISA e da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) serem os
métodos recomendados pelo Ministério da Saude para o diagnostico da
leishmaniose visceral canina, sendo amplamente empregados no Brasil.
Utilizou—se ainda o teste comercial de imunocromatografia por ser um teste que
utiliza um antigeno recombinante (rK39) o que, supostamente, deve conferir
uma maior especificidade ao teste. A soroprevaléncia de infeccdo por
Leishmania sp na populagédo estudada foi de 0,86% utilizando-se a técnica de

ELISA (Tabela 3) e 0,17% por imunocromatografia (Tabela 4). A reagao de
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imunofluorescéncia indireta, realizada em apenas 138 caes, apresentou 1,45%
de soropositividade (Tabela 5). Tais resultados se aproximam daqueles
obtidos por Savani et al. (2003), que verificaram taxas de 0,6% em 2104 caes
do mesmo municipio. Estes autores avaliaram caes domiciliados e céaes
encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Sao José do Rio
Preto no periodo compreendido entre novembro de 1998 e junho de 2000, e
evidenciaram positividade em 12 animais. Destes, foram realizados exame
parasitolégico direto de lesdes cutdneas em apenas trés e, somente em um
foram evidenciadas formas amastigotas do parasita. No entanto, tratava-se de
um cao proveniente de Belo Horizonte, &rea endémica para a doenca.

A primeira técnica soroldgica utilizada para a pesquisa de anticorpos
anti- Leishmania chagasi nesses animais foi o ELISA indireto com um antigeno
bruto. No entanto, esta resultou em 138 amostras positivas, o que foi
considerado um numero muito elevado (23,6%) em se tratando de animais
provenientes de um municipio silencioso. Tais resultados corroboram as
observacoes de Zanette (2006) que afirmou que a sensibilidade e a
especificidade da técnica de ELISA séao influenciadas pelo tipo de antigeno
empregado, sendo que, as técnicas que utilizam antigenos totais sdo limitadas
em termos de especificidade. Por este motivo, as 138 amostras positivas
foram, entdo, testadas por reacdo de imunofluorescéncia indireta, que
confirmou o resultado positivo em apenas dois caes. Sendo assim, optou-se
por desconsiderar os resultados da primeira avaliacao por ELISA com antigeno
bruto e, procedeu-se nova avaliagao utilizando um antigeno soluvel.

A técnica que evidenciou um maior numero de cées sororeagentes no
presente estudo foi o ELISA indireto com antigeno soluvel, por meio do qual
foram identificados cinco animais positivos. Esta técnica apresentou uma
concordancia sofrivel tanto em relacdo a RIFI quanto a imunocromatografia.
Este fato concorda com os achados de Oliveira (2004), que observou 1,5% de
soropositividade por meio da técnica de ELISA, e nenhum animal positivo por
RIFI, quando da pesquisa de anticorpos anti-Leishmania sp no municipio de

Jaboticabal- SP, area ndao endémica para a doenca. Ao testar as amostras
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destes cinco animais por RIFI e imunocromatografia, houve confirmacédo do
resultado em apenas um céo (Tabela 2). Este, foi 0 Unico positivo por meio de
imunocromatografia e foi um dos dois caes que apresentou titulos acima do
ponto de corte pela RIFl. Estes resultados confirmam as observacdes de
Carvalho et al. (2009), os quais sugerem que deve-se realizar a associacao de
dois métodos sorolégicos no diagnostico da leishmaniose visceral canina. De
acordo com o Ministério da Saude, o ELISA deve ser utilizado como exame de
triagem para avaliagcdo da soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e
censitarios, e a RIFI para a confirmagao dos caes sororeagentes ao ELISA
(SAO PAULO, 2008).

Em fungéo desses resultados, e por se tratar de animais provenientes de
municipios considerados silenciosos nao receptiveis e vulneraveis, optou-se
por considerar infectado apenas o cao que reagiu positivamente aos trés testes
diagnosticos. O outro animal que apresentou titulos acima do ponto de corte
na RIFI possuia histérico de vacinagao contra leishmaniose visceral. Esse fato
foi omitido pelo proprietdrio no momento da primeira consulta mas, apds ser
contactado para retornar ao Hospital Veterinario em funcdo do resultado
sorologico, 0 mesmo apresentou o atestado de vacinacdo do animal. O fato
desse cao nao apresentar reatividade por meio do ELISA indireto, e sim pela
RIFI, discorda dos relatos de l|keda-Garcia (2009), que acompanhou, por
ELISA, a soroconversao de cédes submetidos a vacinagdo contra leishmaniose
visceral com a mesma vacina, comprovando a existéncia de reacao cruzada
entre os anticorpos vacinais e aqueles decorrentes de infec¢ao.

Apesar do histérico de vacinagdo, o cao em questdo poderia estar
infectado, uma vez que a eficacia vacinal € da ordem de 76% a 80% como
salientado por Parra et al. (2007). Para tentar identificar se a resposta imune
era decorrente de infeccao ou apenas uma resposta vacinal, tentou-se realizar
PCR de érgéos linféides neste cdo, entretanto, ndo houve consentimento por
parte do proprietario para a colheita das amostras. A técnica de PCR foi
realizada em sete animais (Tabela 6), na tentativa de confirmar presenca do

parasita em algum cdo, em especial em dois cées que também haviam sido
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reagentes no ELISA indireto (cdes 107 e 235), os quais, no entanto, nao
demonstraram positividade ao exame de PCR. A técnica da PCR & uma
ferramenta diagnéstica com elevada sensibilidade, no entanto, dependendo da
fase da doenca, diferentes amostras biolégicas devem ser coletadas para a
pesquisa do parasita, conforme relataram Osman et al (1997). O cao numero
107, positivo por ELISA, foi submetido a PCR de sangue e linfonodo, o que
aumenta a sensibilidade do teste uma vez que, mesmo ndo havendo mais
parasitemia, € comum o achado de parasitas em 6rgaos linféides de animais
infectados, conforme salientado por Feitosa et al (2000). Por outro lado, sé foi
possivel realizar PCR no sangue do céo 235, uma vez que o proprietario nao
consentiu na realizagao de pungao bidpsia aspirativa de linfonodo.

A presenca de densidades épticas acima do ponto de corte quando da
sorologia por ELISA elevadas em quatro caes, considerados negativos pelas
outras técnicas utilizadas, pode ser devida a reagdes cruzadas com outros
agentes infecciosos, tais como Erlichia canis e Babesia canis, como foi
observado por Zanette et al. (2008b e 2008c), ao pesquisar anticorpos anti-
Leishmania chagasi em amostras séricas de caes acometidos por erliquiose e
com co-infecgdo por E. canis e B. canis. O escopo deste estudo nado foi
pesquisar a soroprevaléncia destes agentes infecciosos na mesma populacao

de caes, entretanto, no Hospital Veterinario “ Dr Halim Atique” € grande o
nimero de cdes sabidamente infectados por E. canis e B. canis 2.

Por outro lado, no presente estudo nao parece ter havido reacgao
cruzada com outros agentes infecciosos quando da realizagdo da RIFI e da
imunocromatografia, uma vez que, exceto o cdo vacinado, somente uma
amostra foi considerada positiva pelos testes. Estas observagdes concordam
com os relatos de Oliveira (2004), que ndo comprovou a existéncia de reacao

cruzada entre L. chagasi e Babesia canis ou Ehrlichia canis pela

12 Castro, K.F. Informagéo dada no dia 20 de margo de 2010: Hospital Veterinario “Dr Halim

Atique”. 2010 (Informagéo Pessoal)
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RIFI, mas discordam dos achados de Zanette, (2006) e Zanette et al. (2008a e
2008c) que identificaram reagdes cruzadas com Toxoplasma gondii e
Trypanosoma cruzi por RIFI e, com Erlichia canis, Toxoplasma gondii e
Neospora caninum por imunocromatografia.

A soroprevaléncia observada na populacado de caes do presente ensaio
foi bem inferior a observada por Camargo-Neves et al. (2001) no municipio de
Aracgatuba (média de 12,1%, variando entre 4,1% e 25,8% nos diversos bairros)
e por Camargo-Neves (2007) em outros municipios considerados endémicos
no Estado de Sao Paulo (média de 7,3%).

O céao (C 511) foi o unico considerado positivo. Tratava-se de um animal
sem raga definida, macho, de um ano e meio de idade. Apesar deste cdo nao
apresentar histérico de deslocamento para municipios com transmissdo da
doenga, segundo o proprietario o animal havia sido adquirido com um més de
idade no municipio de Valparaiso, regido com transmissdo canina e humana
para leishmaniose visceral. Por esse motivo, ha que se considerar a
possibilidade de uma infeccao prévia, antes de seu deslocamento para Sao
José do Rio Preto.

No momento da consulta o animal apresentava sinais clinicos
compativeis com leishmaniose visceral, tais como caquexia, atrofia muscular,
hipertrofia de linfonodos submandibulares e popliteos e descamacéao cutéanea,
anteriormente descritos por Albuquerque et al. (2007), Baneth (2006) e Feitosa
et al. (2000).

Os achados hematoldgicos também foram compativeis com a doenga,
uma vez que O animal possuia uma anemia normocitica normocrémica,
associada a uma leucocitose por neutrofilia, monocitose, linfopenia e
trombocitopenia. O exame bioquimico do paciente, demonstrou aumento da
dosagem sérica de creatinina indicando nefropatia, o que também pode ser
verificado em c&es com leishmaniose visceral canina. No entanto, tanto os
achados de exame fisico como as alteracées hematoldgicas e bioquimicas, nao
sdo patognoménicas da doenga e podem ser decorrentes da infeccao por

outros agentes infecciosos, tais como Ehrlichia canis, Babesia canis, conforme
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salientado por Zanette (2006), doencas estas freqlentes na rotina de
atendimento do Hospital Veterinario “Dr Halim Atique”. Nao foi possivel
confirmar o diagnéstico de leishmaniose visceral por meio de exame
parasitolégico direto ou por PCR, e nem excluir a ocorréncia de outras
enfermidades infecciosas pois 0 cao veio a 6bito 24 horas apds o atendimento
inicial.

Os valores de soroprevaléncia observado no presente estudo, aliados ao
fato de que o Unico animal que apresentava sorologia positiva por mais de uma
técnica, ter sido adquirido em uma area endémica para leishmaniose visceral,
faz supor que nao existiam casos autéctones de leishmaniose visceral canina

na populag¢ao estudada.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na populacao do presente estudo permitem
concluir que Sao José do Rio Preto deve ser, ainda, area nao endémica para

leishmaniose visceral canina.

56
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ANEXO A

Quadro 1 — Valores individuais das densidades Opticas médias (DO) obtidas por
meio da técnica de ELISA indireto e corrigidas pelo modelo A/P;
titulos de anticorpos anti-Leishmania chagasi obtidos por reagéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e resultados da técnica de
imunocromatografia (ICR) para o diagnéstico de leishmaniose
visceral em 584 caes atendidos no Hospital Veterinario “Dr Halim
Atique” de Sao José do Rio Preto. (Aracatuba, 2010)

Animal ELISA RIFI ICR Animal ELISA RIFI ICR
1 -0,037 | ------- Negativo 24 0,021 | ------ Negativo
2 -0,024 | ------- Negativo 25 0,204 | ---—-- Negativo
3 -0,071 | ------- Negativo 26 -0,010 | ----—-- Negativo
4 -0,036 | - Negativo 27 0,182 | - Negativo
5 0,106 | -----—-- Fraco 28 0,069 <1:40 | Negativo
6 -0,064 | ------- Negativo 29 0,020 <1:40 | Negativo
7 0,042 <1:40 | Negativo 30 -0,009 | - Negativo
8 -0,080 | ------- Negativo 31 0,153 | ----- Negativo
9 0,049 <1:40 | Negativo 32 0,220 | ------ Negativo
10 -0,126 | ------- Negativo 33 0,062 | ------ Negativo
11 -0,023 <1:40 | Negativo 34 -0,465 | - Negativo
12 0,157 | ------- Negativo 35 0,257 | ------ Negativo
13 0,220 | ------- Negativo 36 -0,035 | ----—--- Negativo
14 -0,076 | ------- Negativo 37 0,084 | ---—-- Negativo
15 0,091 <1:40 | Negativo 38 -0,191 | - Negativo
16 -0,035 | ------- Negativo 39 0,114 | -—--——-- Negativo
17 -0,121 | ------- Negativo 40 0,052 | ------ Negativo
18 0,182 <1:40 | Negativo 41 0,036 <1:40 | Negativo
19 0,021 | ------- Negativo 42 0,170 | ---—---- Negativo
20 0,192 | ------- Negativo 43 -0,288 | ----—--- Negativo
21 -0,040 | ------- Negativo 44 0,243 | ------ Negativo
22 -0,022 | - Negativo 45 0,097 | - Negativo
23 0,184 <1:40 | Negativo 46 0,217 | - Negativo

continua



continuagao

73

Animal ELISA RIFI ICR Animal ELISA RIFI ICR
47 0,155 | ------ Negativo 71 -0,014 <1:40 | Negativo
48 0,251 | - Negativo 72 0,162 | --—-—-- Negativo
49 0,182 | - Negativo 73 -0,067 | - Negativo
50 -0,011 | - Negativo 74 -0,053 <1:40 | Negativo
51 -0,543 | - Negativo 75 -0,007 | - Negativo
52 0,324 <1:40 | Negativo 76 0,053 <1:40 | Negativo
53 0,048 <1:40 Fraco 77 0,092 | - Negativo
54 0,205 | ------ Negativo 78 0,058 | ---—---- Negativo
55 0,077 <1:40 | Negativo 79 -0,020 | - Negativo
56 0,067 | - Negativo 80 0,066 | --—---- Negativo
57 0,219 | - Negativo 81 0,09 | - Negativo
58 -0,175 | - Negativo 82 0,263 | ---—---- Negativo
59 0,201 | - Negativo 83 0,019 | - Negativo
60 0,030 <1:40 | Negativo 84 0,003 <1:40 | Negativo
61 -0,043 | - Negativo 85 0,152 | ---—---- Negativo
62 -0,076 | - Negativo 86 -0,037 | - Negativo
63 0,134 | -—-- Negativo 87 -0,078 | - Negativo
64 0,121 <1:40 | Negativo 88 -0,065 | - Negativo
65 0,130 | --—--- Fraco 89 0,138 | ---—-- Negativo
66 0,029 | ------- Negativo 90 0,147 | ------ Negativo
67 -0,478 | - Negativo 91 0,019 <1:40 | Negativo
68 0,044 | -—-- Negativo 92 -0,245 | - Negativo
69 0,259 | ------- Negativo 93 0,111 | ------ Negativo
70 0,265 | - Fraco 94 0,167 | --——-- Negativo
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95 0,104 <1:40 | Negativo 119 0,069 | ---—--- Negativo
96 -0,050 <1:40 | Negativo 120 -0,051 <1:40 | Negativo
97 0,140 | ------ Negativo 121 0,145 <1:40 | Negativo
98 0,081 <1:40 | Negativo 122 0,137 | ---—-- Negativo
99 0,024 <1:40 | Negativo 123 0,003 | ---—---- Negativo
100 0,193 | -—-- Negativo 124 0,021 <1:40 | Negativo
101 -0,042 <1:40 | Negativo 125 0,115 <1:40 | Negativo
102 0,242 | ------ Negativo 126 0,065 | ------ Negativo
103 0,002 | ------ Negativo 127 0,056 | ---—---- Negativo
104 -0,031 <1:40 | Negativo 128 0,001 | ------ Negativo
105 -0,021 | - Negativo 129 -0,004 | - Negativo
106 0,119 | --—--- Negativo 130 0,131 | - Negativo
107 0,418 <1:40 Fraco 131 -0,031 | - Negativo
108 0,256 | - Negativo 132 -0,003 <1:40 | Negativo
109 0,090 <1:40 | Negativo 133 0,154 | ---—-- Negativo
110 -0,066 <1:40 | Negativo 134 0,245 | - Negativo
111 0,024 | -—-- Negativo 135 -0,011 | - Negativo
112 -0,006 | ------- Negativo 136 0,133 | ---—-- Negativo
113 -0,024 | - Negativo 137 0,002 | ---—---- Negativo
114 0,088 | ------ Negativo 138 0,030 | ---—---- Negativo
115 0,076 | - Negativo 139 -0,136 | - Negativo
116 -0,008 <1:40 | Negativo 140 -0,024 | - Negativo
117 0,064 | ------ Negativo 141 0,046 <1:40 | Negativo
118 0,178 | --—---- Negativo 142 0,164 <1:40 | Negativo
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143 0,068 <1:40 | Negativo 167 -0,055 <1:40 | Negativo
144 -0,031 | - Negativo 168 -0,021 | - Negativo
145 -0,024 | - Negativo 169 -0,050 <1:40 | Negativo
146 0,140 <1:40 | Negativo 170 0,243 | ---—---- Negativo
147 0,136 | ------- Negativo 171 0,044 <1:40 | Negativo
148 -0,042 <1:40 | Negativo 172 -0,047 <1:40 | Negativo
149 0,130 | ------ Negativo 173 -0,062 <1:40 | Negativo
150 0,138 | --—---- Negativo 174 0,155 <1:40 | Negativo
151 0,122 | --—---- Negativo 175 0,190 | ---—--- Negativo
152 0,018 <1:40 | Negativo 176 -0,028 | - Negativo
153 -0,146 | - Negativo 177 0,065 <1:40 Fraco
154 0,164 | --—--- Negativo 178 0,025 | ---—---- Negativo
155 0,121 <1:40 | Negativo 179 0,036 <1:40 | Negativo
156 0,057 | - Negativo 180 0,207 | - Negativo
157 -0,052 <1:40 | Negativo 181 0,184 | ---—-- Negativo
158 0,082 | ------ Negativo 182 -0,222 | - Negativo
159 0,071 | - Negativo 183 -0,056 <1:40 | Negativo
160 -0,065 | ------- Negativo 184 0,239 | ---—---- Negativo
161 0,116 | --—--- Negativo 185 0,110 | ---—--- Negativo
162 0,121 | --—----- Negativo 186 0,153 <1:40 | Negativo
163 -0,025 | - Negativo 187 -0,012 | - Negativo
164 0,021 | ------ Negativo 188 0,030 <1:40 | Negativo
165 -0,026 <1:40 | Negativo 189 0,148 | ---—-- Negativo
166 0,267 | - Negativo 190 -0,047 <1:40 | Negativo
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191 0,128 <1:40 | Negativo 215 0,218 | ---—--- Negativo
192 -0,148 | ------- Negativo 216 0,058 | ---—---- Negativo
193 0,073 | ----- Negativo 217 -0,002 <1:40 | Negativo
194 -0,198 | - Negativo 218 0,048 | ---—---- Negativo
195 -0,062 <1:40 | Negativo 219 0,113 <1:40 | Negativo
196 -0,047 | - Fraco 220 0,113 | -—-- Negativo
197 -0,090 | ------- Negativo 221 -0,165 | ----—-- Negativo
198 -0,173 | - Negativo 222 0,143 | ---—-- Negativo
199 0,088 | ------ Negativo 223 0,205 <1:40 | Negativo
200 0,065 | - Negativo 224 0,179 | - Negativo
201 0,077 | - Negativo 225 0,135 <1:40 | Negativo
202 0,196 | ----- Negativo 226 0,058 | ---—---- Negativo
203 0,040 <1:40 | Negativo 227 0,056 <1:40 | Negativo
204 -0,029 | - Negativo 228 -0,265 | - Negativo
205 0,131 | --—----- Negativo 229 -0,127 | ---—-- Negativo
206 0,040 | ------ Negativo 230 0,020 | ---—---- Negativo
207 0,310 <1:40 | Negativo 231 -0,056 | - Negativo
208 0,077 | ------- Negativo 232 0,292 <1:40 Fraco
209 -0,031 <1:40 | Negativo 233 -0,045 <1:40 | Negativo
210 0,154 <1:40 | Negativo 234 0,008 <1:40 | Negativo
211 -0,022 | ------- Negativo 235 0,610 <1:40 Fraco
212 -0,018 | ------- Negativo 236 0,045 | - Negativo
213 0,057 | ------ Negativo 237 0,079 | ---—--- Negativo
214 0,093 | -—-- Negativo 238 0,165 | --—-—-- Negativo
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239 0,093 <1:40 Fraco 263 0,230 | ---—---- Negativo
240 0,254 <1:40 | Negativo 264 0,028 | ---—---- Negativo
241 -0,031 | - Negativo 265 -0,091 | - Negativo
242 0,096 | ----- Negativo 266 -0,009 | - Negativo
243 -0,050 <1:40 | Negativo 267 0,133 | ---—-- Negativo
244 0,096 | --—--- Negativo 268 -0,071 <1:40 | Negativo
245 0,064 | --—---- Negativo 269 0,039 <1:40 | Negativo
246 0,248 | ------ Negativo 270 -0,065 | - Negativo
247 -0,002 <1:40 | Negativo 271 0,083 <1:40 Fraco
248 0,241 | --—---- Negativo 272 0,077 | ---—--- Negativo
249 0,248 | ------- Negativo 273 0,117 <1:40 | Negativo
250 0,085 | ------ Negativo 274 0,112 | ---—-- Negativo
251 0,064 <1:40 | Negativo 275 0,147 | - Negativo
252 -0,040 <1:40 | Negativo 276 0,142 | - Negativo
253 0,080 | ------ Negativo 277 0,254 | ------ Negativo
254 0,067 | --—---- Negativo 278 0,229 | ---—---- Negativo
255 0,165 | - Negativo 279 0,054 <1:40 | Negativo
256 -0,003 | ------- Negativo 280 0,124 | ------ Negativo
257 -0,052 | ------- Negativo 281 0,105 | ---—--- Negativo
258 0,116 | --—--- Fraco 282 0,215 <1:40 | Negativo
259 0,145 | -—-- Negativo 283 0,129 | - Negativo
260 0,069 | ----- Negativo 284 0,057 | ---—---- Negativo
261 -0,044 <1:40 | Negativo 285 0,253 | ---—---- Negativo
262 0,083 | - Negativo 286 0,121 | - Negativo
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287 0,142 | --—--- Negativo 311 0,049 | - Negativo
288 0,172 | - Negativo 312 -0,071 <1:40 | Negativo
289 0,124 | --—--- Negativo 313 0,165 | ---—--- Negativo
290 0,018 | --—--- Negativo 314 -0,087 | - Negativo
291 -0,060 | ------- Negativo 315 0,071 | ---—--- Negativo
292 -0,158 | - Negativo 316 -0,054 | - Negativo
293 -0,052 | ------- Negativo 317 0,165 <1:40 | Negativo
294 0,003 | --—----- Negativo 318 0,019 | ---—-- Negativo
295 0,148 | --—--- Negativo 319 -0,036 | ----—--- Negativo
296 0,258 | - Negativo 320 -0,045 <1:40 | Negativo
297 0,013 <1:40 | Negativo 321 0,115 | ---—--- Negativo
298 -0,088 | ------- Negativo 322 0,083 | ---—---- Negativo
299 0,155 | ------ Negativo 323 0,016 | ---—--- Negativo
300 0,097 <1:40 | Negativo 324 -0,002 <1:40 | Negativo
301 0,087 | ------ Negativo 325 0,018 | ---—--- Negativo
302 0,008 <1:40 | Negativo 326 0,222 | - Negativo
303 0,092 | - Negativo 327 0,164 <1:40 | Negativo
304 -0,049 | - Negativo 328 0,106 | ---—--- Negativo
305 -0,087 | - Negativo 329 -0,011 | - Fraco
306 0,202 | ------ Negativo 330 0,044 | - Negativo
307 0,210 | - Negativo 331 0,093 | - Negativo
308 0,078 <1:40 | Negativo 332 -0,027 <1:40 | Negativo
309 -0,012 | - Negativo 333 -0,056 | ------- Negativo
310 0,130 | -—-- Negativo 334 0,217 | -——-- Negativo
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335 0,149 | --—--- Negativo 361 0,099 | ---—--- Negativo
336 0,061 | ------ Negativo 362 0,109 <1:40 | Negativo
337 -0,045 <1:40 | Negativo 363 0,185 | ---—---- Negativo
338 0,036 | ------ Fraco 364 0,031 <1:40 | Negativo
339 0,060 | ----- Negativo 365 0,102 | ---—---- Negativo
340 -0,059 | - Negativo 366 -0,131 | - Negativo
341 0,195 | --—--- Negativo 367 0,184 | ---—--- Negativo
342 0,132 | --—----- Negativo 368 -0,100 | ---—--- Negativo
343 0,259 | ------ Negativo 369 0,128 | ---—--- Negativo
344 0,024 | --—-- Negativo 370 0,131 | -——-- Negativo
345 -0,018 | - Negativo 371 0,036 | ---—---- Negativo
346 0,065 | ------ Negativo 372 -0,007 | ------- Negativo
347 -0,047 | - Negativo 373 0,214 | ---—-- Negativo
348 -0,004 | - Negativo 374 0,085 | ------ Negativo
349 0,004 | ------ Negativo 375 0,063 | ---—---- Negativo
350 0,208 | --—----- Negativo 376 -0,036 | ----—--- Negativo
351 -0,082 <1:40 | Negativo 377 -0,008 | ------ Negativo
352 -0,007 | ------- Negativo 378 -0,072 | - Negativo
353 0,048 | ------ Negativo 379 -0,011 | - Negativo
354 0,145 | --—--- Negativo 380 0,097 | ---—---- Negativo
355 0,004 | - Negativo 381 0,210 | - Negativo
356 0,222 | ---—--- Negativo 382 0,094 <1:40 | Negativo
357 0,005 <1:40 | Negativo 383 0,077 <1:40 | Negativo
358 -0,017 <1:40 | Negativo 384 0,115 | - Negativo
359 0,021 <1:40 | Negativo 385 -0,058 | - Negativo
360 0,174 | --—-- Negativo 386 0,058 <1:40 | Negativo
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387 -0,011 | - Negativo 411 -0,107 | -----—-- Negativo
388 -0,114 | - Negativo 412 0,131 | ---—--- Negativo
389 0,111 <1:40 | Negativo 413 0,136 | --—--—-- Negativo
390 -0,136 | ----- Negativo 414 -0,123 | - Negativo
391 0,205 | ------ Negativo 415 -0,029 | ------- Negativo
392 0,121 <1:40 | Negativo 416 0,082 | - Negativo
393 0,029 | ------ Negativo 417 -0,038 | - Negativo
394 0,044 | - Negativo 418 -0,065 | ------- Negativo
395 0,133 | ---—-- Negativo 419 -0,010 | ------- Negativo
396 0,082 | - Negativo 420 -0,058 | - Negativo
397 0,183 | ------- Negativo 421 0,021 | - Negativo
398 -0,057 | ------ Negativo 422 0,025 | ------ Negativo
399 -0,016 | ------- Negativo 423 -0,031 | ------- Negativo
400 -0,083 | ------- Negativo 424 0,020 | ------- Negativo
401 0,223 | ------ Negativo 425 0,086 | ------- Negativo
402 0,081 <1:40 | Negativo 426 0,145 <1:40 | Negativo
403 0,002 <1:40 | Negativo 427 0,064 | - Negativo
404 -0,132 | ------- Negativo 428 0,075 | - Negativo
405 0,050 | ------ Negativo 429 0,018 | --—--—-- Negativo
406 -0,057 | ----—--- Negativo 439 0,088 | ------- Negativo
407 -0,167 | ------- Negativo 431 -0,020 <1:40 | Negativo
408 -0,091 | --—---- Negativo 432 0,007 <1:40 | Negativo
409 0,032 <1:40 | Negativo 433 -0,005 | ------- Negativo
410 0,120 <1:40 | Negativo 434 0,109 | - Negativo
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435 0,038 | ------ Negativo 459 0,047 | ---—--- Negativo
436 -0,116 | -----—- Negativo 460 -0,104 | ---—--- Negativo
437 0,077 | - Negativo 461 -0,068 | ------- Negativo
438 0,233 | ----- Negativo 462 0,140 <1:40 | Negativo
439 -0,142 | - Negativo 463 -0,090 | ----—--- Negativo
440 -0,051 | - Negativo 464 0,229 | - Negativo
441 -0,021 | - Negativo 465 -0,006 | ----—--- Negativo
442 0,136 | --—---- Negativo 466 0,128 | ---—--- Negativo
443 -0,056 | ------- Negativo 467 -0,009 | - Negativo
444 -0,009 | - Negativo 468 -0,092 | - Negativo
445 0,170 | --—---- Negativo 469 0,068 | ---—---- Negativo
446 0,040 | ----- Negativo 470 -0,144 | - Negativo
447 -0,087 | ------- Negativo 471 -0,138 | ------- Negativo
448 0,223 <1:40 | Negativo 472 -0,075 | - Negativo
449 0,015 | - Negativo 473 0,063 | ---—---- Negativo
450 0,072 | ------ Negativo 474 0,266 | ---—---- Negativo
451 0,107 | --—-- Negativo 475 0,009 <1:40 | Negativo
452 0,145 | --—--- Negativo 476 -0,012 | - Negativo
453 0,048 | ------ Negativo 477 0,064 | ---—--- Negativo
454 -0,008 <1:40 | Negativo 478 -0,0711 | - Negativo
455 -0,128 | - Negativo 479 0,084 | - Negativo
456 0,256 | ------ Negativo 480 -0,127 | - Negativo
457 -0,095 | - Negativo 481 0,003 | ---—---- Negativo
458 0,009 <1:40 | Negativo 482 0,081 | - Negativo
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483 0,071 | - Negativo 507 0,100 | ---—---- Negativo
484 -0,054 | ------- Negativo 508 0,143 | ---—-- Negativo
485 -0,136 | ------- Negativo 509 0,076 <1:40 | Negativo
486 0,005 | ------ Negativo 510 0,011 | ---—--- Negativo
487 0,252 | ------- Negativo 511 0,854 1:80 Positivo
488 0,213 | - Negativo 512 0,212 <1:40 | Negativo
489 0,192 | --—--- Negativo 513 0,074 | ---—-- Negativo
490 -0,1183 | - Negativo 514 0,219 | ---—-- Negativo
491 -0,003 <1:40 | Negativo 515 -0,061 | ------ Negativo
492 -0,021 | - Negativo 516 0,095 | - Negativo
493 0,066 <1:40 | Negativo 517 0,005 <1:40 | Negativo
494 0,108 | --—--- Negativo 518 0,176 | ---—-- Negativo
495 0,041 <1:40 | Negativo 519 -0,113 | - Negativo
496 -0,074 | - Negativo 520 -0,017 | - Negativo
497 -0,117 | - Negativo 521 0,153 | ---—---- Negativo
498 0,175 | --—--- Negativo 522 -0,044 | - Negativo
499 0,034 <1:40 | Negativo 523 0,182 <1:40 | Negativo
500 0,047 | ------ Negativo 524 -0,017 | ------ Negativo
501 0,165 | ---- Negativo 525 0,025 | ---—---- Negativo
502 0,268 | --—---- Negativo 526 0,078 | ---—--- Negativo
503 -0,036 <1:40 | Negativo 527 0,119 | - Negativo
504 -0,079 | - Negativo 528 0,142 | ------ Negativo
505 0,095 | ------ Negativo 529 -0,025 | - Negativo
506 0,010 | -—-- Negativo 530 0,101 | - Negativo
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531 0,047 | - Negativo 555 -0,020 | ------- Negativo
532 0,198 | ----- Negativo 556 0,103 | --—--—--- Negativo
533 -0,044 <1:40 | Negativo 557 0,020 | ------ Negativo
534 -0,008 | ------ Negativo 558 -0,038 | ------ Negativo
535 0,006 | ------- Negativo 559 -0,112 | - Negativo
536 0,063 | - Negativo 560 0,038 <1:40 | Negativo
537 0,027 | ------ Negativo 561 0,135 | --—----- Negativo
538 -0,011 <1:40 | Negativo 562 0,030 | ------ Negativo
539 0,037 <1:40 | Negativo 563 -0,146 | -----—-- Negativo
540 -0,087 | - Negativo 564 0,083 <1:40 | Negativo
541 -0,005 | ----—--- Negativo 565 -0,078 | ------- Negativo
542 0,140 | ---—--- Negativo 566 -0,040 <1:40 | Negativo
543 -0,012 | ------- Negativo 567 0,116 | --—--—-- Negativo
544 -0,060 | - Negativo 568 -0,168 | - Negativo
545 -0,027 | ----—--- Negativo 569 0,239 | ------ Negativo
546 0,026 <1:40 | Negativo 570 0,006 | ------ Negativo
547 0,015 | -—--- Negativo 571 -0,043 | - Negativo
548 0,218 | ---—--- Negativo 572 0,029 <1:40 | Negativo
549 0,096 | ----- Negativo 573 0,243 | - Negativo
550 0,059 | ------ Negativo 574 -0,016 | -----—-- Negativo
551 -0,051 | - Negativo 575 0,163 | - Negativo
552 0,097 | ------- Negativo 576 0,122 | - Negativo
553 0,128 <1:40 | Negativo 577 0,119 | - Negativo
554 0,023 | - Negativo 578 0,176 | - Negativo
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579 -0,025 <1:40 | Negativo |
580 0,071 | - Negativo |
581 0,105 | ------- Negativo |
582 0,111 | - Negativo |
583 0,139 1:80 | Negativo|
584 -0,004 | ------ Negativo | _




ANEXO B

Deteccdo de anticorpos anti - Leishmania Chagasi em Sao José do Rio Preto-SP| RG projeto:
Nome: RGHV: .
Proprietario:
Sexo: O h Raca:
x macho ¢ Endereco:
O fémea Peso:
Idade: Cor:
Telefone:
Vive em : O zona urbana 0O zona rural
Adquiriu o cao: O filhote meses O adulto anos
Local de Nascimento: [ Sao José do Rio Preto O Outra cidade (qual) O Nao sabe
Procedéncia céo: O feira de animais (comprou) 0O CCcz O canil O adogao
O outros O Nao sabe
Deslocamento do cao:
Ja viajou como cdo: 0 NAO O SIM (local ) (tempo) O Né&o sabe
Vacinacdo: O somente qdo filhote 0O V8 /V10 O Raiva O Outras
O adulto — anual 0 Vv8/Vvi10 O Raiva O Outras
0O né&o sabe
Qual motivo consulta ? O doente (queixa) O cirurgia (qual)
O avaliagédo anual O vacinagao O outros
Esta sendo tratado com alguma medicagao? O SIM (qual) (tempo) O NAO
Foi tratado com alguma medicacéo nos ultimos 60 dias? O SIM (qual) (tempo) O NAO

Doenca anterior : 0 NAO O SIM (qual)
Realizara algum exame? 0 NAO 0O hemograma O urindlise O bioguimicos O citologia Cidiag imagem
O Outros

Exame Fisico: T°: FC: bpm FR: mpm TPC: seg

Hidratacdo: O normal O desidratagdo leve O desidratagdo moderada O desidratagdo severa
Linfonodos:O0 normais O aumentados (quais)

Mucosas: [ normais O hipocoradas O pdlidas O ictéricas O congestas
Palpacao abdominal: O ndn O alterada
Outros achados clinicos: O caquexia O inapeténcia O onicogrifose O atrofia muscular

O alteragdo locomogao O vémito O diarréia O esplenomegalia O ceratoconjuntivite seca O uveite

O epistaxe O descamagdo cutdnea O alopecia O ulceragdes cutdneas O nédulos O pustulas
Outros

Ja ouviu falar sobre a leishmaniose? O SIM O NAO

OBS:

Ciente e de acordo com a pesquisa:
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