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RESUMO

Com a crescente abordagem integracdo entre saide humana, satde animal e ambiental, o cdo
vem se destacando como potencial reservatorio ou sentinela na cadeia epidemioldgica de
determinadas zoonoses, devido a sua importancia como membro do nucleo familiar atual. O
presente estudo objetivou determinar a soroprevaléncia e fatores de risco para toxoplasmose,
leptospirose e leishmaniose visceral canina (LVC) em 181 cdes do municipio de Pardinho,
SP, Brasil, participantes de Programa de Controle Populacional, realizado pelo Servico de
Vigilancia Sanitaria local. As amostras de soro foram submetidas a detec¢do de anticorpos
IgG para Toxoplasma gondii (T. gondii) e Leishmania spp. pela reacéo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), bem como anticorpos para Leptospira spp. pela técnica de soroaglutinacéo
microscopica (SAM). Adicionalmente, questionario epidemioldgico relacionado as zoonoses
abordadas foi aplicado aos tutores para verificar associacdo epidemioldgica dos fatores de
risco com os resultados soroldgicos. Para leptospirose, 7/181 (3,87%; 1C95% 1,5-7,8%)
animais foram reagentes, sendo Canicola o sorovar prevalente (5/7, 71,43%), seguido por
Icterohaemorrhagiae (1/7, 14,29%) e Pyrogenes (1/7, 14,29%). Para toxoplasmose, 17/181
(9,39%; 1C95% 5,6-14,6%) amostras apresentaram anticorpos especificos, sendo 8/17
(47,05%) com titulo de 16, 7/17 (41,17%) com titulo 64, 1/17 (5,88%) com titulo 256 e 1/17
(5,89%) com titulo 4096. Por outro lado, nenhuma amostra apresentou anticorpos especificos
detectaveis para Leishmania spp. Por meio deste estudo, foi possivel o registro da circulacdo
de T. gondii e Leishmania spp. em cées do municipio estudado. Com isso, demonstra-se a
importancia de realizacdo de inquéritos soroldgicos em cdes durante programas de controle
populacional. Dada a importancia de se controlar estas e outras zoonoses relevantes a saude
publica, se destacam a necessidade de acdes de vigilancia epidemioldgica e a importancia do
cdo como sentinela.

Palavras chave: antropozoonoses, satde publica, Canis familiaris, epidemiologia.

RESEARCH FOR Toxoplasma gondii, Leptospira spp. AND Leishmania spp.
ANTIBODIES IN DOGS FROM PARDINHO, SAO PAULO

ABSTRACT

The dog, with the growing approach to the integration between human, animal and
environmental, has been standing out as a potential reservoir or sentinel to the
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epidemiological chain of some specific zoonoses, due to its importance as a member of the
current family nucleus. The present study aimed to determine the seroprevalence and risk
factors to toxoplasmosis, leptospirosis and canine visceral leishmaniasis (LVC) in 181 dogs
from Pardinho, SP, Brazil., included on a Population Control Program carried out by the local
Health Surveillance Service. Serum samples were researched for Toxoplasma gondii (T.
gondii) and Leishmania spp. 1gG antibodies using the indirect immunofluorescence test
(IFAT), whereas Leptospira spp. antibodies using the microscopic agglutination test (MAT).
Additionally, an epidemiological questionnaire related to the studied zoonoses was applied to
the owners to verify the epidemiological association of the risk factors to the serological
results. For leptospirosis, seropositivity was in 7/181 (3.87%; 95%CI 1.5-7.8%) animals
resulted reagent, with Canicola as the prevalent serovar (5/7, 71.43%), followed by
Icterohaemorrhagiae (1/7, 14.29%) and Pyrogenes (1/7, 14.29%). For toxoplasmosis, 17/181
(9.39%; 95%CI 5.6-14.6%) samples resulted positive, presenting titer 16 (8/17, 47.05%), titer
64 (7/17, 41.17%), titer 256 (1/17, 5.89%), and titer 4096 (1/17, 5.88%). On the other hand,
no sample resulted positive for Leishmania spp. antibodies. In this way, this study reports the
unprecedented record of the circulation of T. gondii and Leptospira spp. among dogs in the
studied area. This demonstrates the importance of serological surveys on dogs during
population control programs. The need for epidemiological surveillance actions and the
importance of the dog as sentinel are highlighted, due to the importance of controlling these
and other zoonoses relevant to public health.

Keywords: anthropozoonoses, public health, Canis familiaris, epidemiology.

INVESTIGACION DE ANTICUERPOS PARA Toxoplasma gondii, Leptospira spp. y
Leishmania spp. EN PERROS EN EL MUNICIPIO DE PARDINHO, SAO PAULO

RESUMEN

Con el creciente enfoque para la integracion entre la salud humana, animal y ambiental, el
perro se destaca como potencial reservorio o centinela en la cadena epidemioldgica de
determinadas zoonosis, por su importancia como miembro del ndcleo familiar actual. El
presente estudio tuvo como objetivo determinar la seroprevalencia y los factores de riesgo
para toxoplasmosis, leptospirosis y leishmaniasis visceral canina (LVC) en 181 perros de la
ciudad de Pardinho, SP, Brasil, participantes del Programa de Control de la Poblacion,
realizado por el Servicio de Vigilancia Sanitaria local. Las muestras de suero fueron
sometidas a reaccion de inmunofluorescencia indirecta (RIFI) para la deteccién de
anticuerpos 1gG para Toxoplasma gondii (T. gondii) y Leishmania spp., asi como anticuerpos
frente a Leptospira spp. por la técnica de aglutinacion microscopica (SAM). Adicionalmente,
se aplicd a los propietarios un cuestionario epidemioldgico relacionado a las zoonosis
abordadas para verificar la asociacion epidemioldgica de los factores de riesgo con los
resultados seroldgicos. Para la leptospirosis, 7/181 (3,87%; 1C95% 1,5-7,8%) animales fueron
reactivos, siendo Canicola el serovar prevalente (5/7, 71,43%), seguido de
Icterohaemorrhagiae (1/7, 14,29%) y Pyrogenes (1/7, 14,29%). Para la toxoplasmosis, 17/181
(9,39%; 1C95% 5,6-14,6%) mostraron anticuerpos especificos, 8/17 (47,05%) con un titulo de
16, 7/17 (41,17%) %) con titulo 64, 1/17 (5,89%) con titulo 256 y 1/17 (5,88%) con titulo
4096. Por otro lado, ninguna muestra mostrd anticuerpos especificos detectables para
Leishmania spp. Asi, en este estudio fue posible registrar la circulacion de T. gondii y
Leishmania spp. en los perros del municipio estudiado. Esto demuestra la importancia de
realizar investigaciones seroldgicas en perros durante los programas de control de la
poblacion. Dada la importancia de controlar estas y otras zoonosis relevantes para la salud
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publica, se destaca la necesidad de acciones de vigilancia epidemioldgica y la importancia del
perro como centinela.

Palabras clave: antropozoonosis, salud publica, Canis familiaris, epidemiologia

INTRODUCAO

Com a integracdo entre as saudes humana, animal e ambiental, o céo se destaca como
potencial reservatorio e sentinela para transmissdo de zoonoses devido a sua importancia
como membro do nucleo familiar atual. Essa estreita relacdo o torna uma importante fonte de
infeccdo para doencas infecciosas causadas por diferentes microrganismos, C€omo
toxoplasmose, leptospirose e leishmaniose visceral canina (LVC) (1).

A toxoplasmose é causada pelo protozoario parasita intracelular obrigatorio,
Toxoplasma gondii (T. gondii), capaz de infectar animais homeotérmicos, ocorrendo,
sobretudo, nas regides de clima temperado e tropical. Os unicos hospedeiros definitivos sdo
os animais da familia Felidae, que podem eliminar oocistos, que, quando esporulados, se
tornam resistentes ao meio ambiente. H& uma ampla variedade de hospedeiros intermediérios,
incluindo os cdes e o homem. Estes se infectam pela ingestio de &gua e alimentos
contaminados com oocistos, pela ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo bradizoitos
no interior de cistos teciduais, ou por via congénita (taquizoitos), podendo causar abortos e
problemas no desenvolvimento do feto (2,3,4).

Dentre as doencas infecciosas bacterianas, a leptospirose é uma das zoonoses mais
difundidas no mundo e ocorre de forma endémica no Brasil. Leptospira interrogans (L.
interrogans) é a espécie mais comumente relacionada aos quadros de doenca. Considerada
uma doenca sazonal, sua incidéncia aumenta principalmente em periodos de alto indice
pluviométrico, onde é comum a ocorréncia de surtos (5). A leptospirose pode acometer
animais domésticos e silvestres. A transmissdo ocorre pelo contato com &gua ou alimentos
contaminados com a bactéria eliminada pela urina de roedores, cdes e outros animais,
principalmente na zona urbana (6). Varios sorovares de Leptospira spp. podem estar
envolvidos na ocorréncia da doenca canina, sendo que 0S sorovares mais comuns Sao
Icterohaemorrahagiae e Canicola (7,8).

Ja a leishmaniose visceral (LV) é considerada uma das principais doencas tropicais
negligenciadas no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). No Brasil, sua
ocorréncia corresponde a 90% dos casos notificados nas Américas (9,10). E causada por um
protozoario dimorfico, Leishmania infantum (L. infantum), e sua ocorréncia depende,
portanto, da presenca do protozoario, de vetor suscetivel, o flebotomineo Lutzomyia
longipalpis (Lu. Longipalpis) (11,12), e de um hospedeiro/reservatorio suscetivel (13,14). No
ambiente doméstico, o cdo é considerado importante hospedeiro e fonte de infec¢do para os
vetores. Assim, a leishmaniose visceral canina (LVC) apresenta grande importancia do ponto
de vista da satde publica. Os cdes podem ser assintomaticos, oligossintomaticos ou apresentar
quadros clinicos graves da doenca (15). Em relacdo ao ambiente, a presenca de arvores,
vegetacOes e matéria organica no peridomicilio é considerada como fator de risco para a sua
ocorréncia (16,17).

Considerando a importancia de L. infantum, Leptospira spp. € T. gondii em cées, o
papel destes como reservatério e sentinela para zoonoses, 0 ambiente como um nicho
ecoldgico para esses patdgenos e, consequentemente, um risco potencial de infeccdo para
humanos, e considerando-se, ainda, 0s aspectos de salde Unica, foi realizado o presente
trabalho, que teve como objetivo determinar a ocorréncia de anticorpos, e respectivos fatores
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de risco, em cdes do municipio de Pardinho, SP, Brasil, submetidos a castracdo pelo Centro
de Vigilancia Sanitéria local.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

O presente estudo foi desenhado como um estudo de corte transversal. Amostras de
sangue de caes domiciliados de area urbana e rural, diferentes idades, e ambos o0s sexos, do
municipio de Pardinho (23°04°52”'S, 48°22°25”0), localizado na regido centro-oeste do estado
de S&o Paulo, Brasil. Os animais amostrados foram participantes de campanha de castracéo
promovida pelo Centro de Vigilancia Sanitaria da Prefeitura Municipal de Pardinho. As
amostras foram coletadas no periodo de janeiro a outubro de 2019, por pungdo venosa em
tubos de ensaio sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a 1600 x g por 10
minutos, para obtenc¢do do soro e, estas, acondicionadas em microtubo a —20°C. Previamente
a coleta o proprietario assinou o termo de consentimento e foi aplicado o questionario
epidemiologico relacionado as doencas estudadas.

O calculo amostral foi determinado com base na estimativa da popula¢do canina do
municipio, levando-se em consideracdo a campanha de vacinacdo antirrdbica de 2017
realizada pelo Instituto Pasteur, com total de 1987 cdes. Para este calculo, utilizou-se uma
soroprevaléncia de 50%, pois ndo ha estudos no municipio estudado, com precisdo de 7% e
nivel de significancia de 95%, resultando em um “n” minimo amostral de 181. Todos 0s
calculos foram realizados no site OpenEpi (https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm).
O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FMVZ/UNESP, Botucatu (n.0119/2019).

Pesquisa de anticorpos

Para leptospirose foi utilizada a técnica de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) de
acordo com o Ministério da Saude (18). Como antigeno, foram utilizados 13 sorovares de
Leptospira spp., mantidos por repiques semanais em meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) a 28°C, a saber: Australis, Autumnalis, Bratislava, Canicola,
Cynopteri, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Djasman, Grippotyphosa, Pomona,
Pyrogenes e Nupezo-1, este Gltimo isolado de urina de cdo atendido no Hospital Veterinario
da FMVZ, UNESP-Botucatu. Em microplaca, amostra de soro diluido a 1:50 foram pipetados
e desafiados aos sorovares, considerando-se reagentes quando aglutinagdo de 50% ou mais
das leptospiras visualizadas foi observada ao microscopio de campo-escuro, em relagdo aos
respectivos controles. O titulo de corte considerado foi 100. Os soros reagentes na prova de
triagem foram submetidos a titulacéo.

Para pesquisa de anticorpos para Leishmania spp. e Toxoplasma gondii utilizou-se a
reacdo de imunofluorescéncia indireta [RIFI] (19). Considerou-se titulo de corte de 16 para
toxoplasmose e de 40 para leishmaniose. Em casos de positividade procedeu-se as titulagdes
para avaliar o resultado final.

Andlise estatistica

Os dados foram tabulados em planilha Excel e calculada a prevaléncia e intervalo de
confianca de 95% (IC95%) para 0s animais positivos. A associacdo entre as variaveis
epidemioldgicas e os resultados sorolégicos foram analisados pelo Teste de Qui-quadrado
(x?) ou Teste Exato de Fisher. A andlise estatistica foi realizada com o software SAS
OnDemand of Academics (https://odamid-usw2.0da.sas.com/SASODAControlCenter/),
considerando-se um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Das amostras avaliadas, 17/181 (9,39%; 1C95% 5,6-14,6%) foram positivas para
toxoplasmose, sendo que 8/17 (47,05%) apresentaram titulo 16, 7/17 (41,17%) titulo 64, 1/17
(5,88%) titulo 256, e 1/17 (5,88%) titulo 4096.

Para leptospirose, 7 (3,87%; 1C95% 1,5-7,8%) amostras foram reagentes. Dentre 0s
sorovares pesquisados, Canicola (5/7, 71,43%) foi o prevalente, seguido por
Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (1/7, 14,29%) e Pyrogenes (1/7, 14,29%). Com relagdo
aos titulos para os sorovares detectados, seis amostras apresentaram titulos para sorovar
Canicola (trés amostras com titulo de 100, duas com titulo de 200 e uma com 400), enquanto
duas amostras apresentaram titulo 1600 para o0s sorovares Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae, e uma apresentou titulo 100 para o sorovar Pyrogenes. Além disso,
coaglutinacdo foi observada em duas amostras para o sorovares Icterohaemorrhagiae e
Copenhageni, com titulo 1600, e em outras duas amostras para 0s sorovares Nupezo-1 e
Pyrogenes, com titulo 100.

Todas as amostras resultaram negativas para a pesquisa de anticorpos para Leishmania
spp.

As variaveis analisadas e os resultados dos diagndsticos soroldgicos estdo descritos na
tabela 1, ndo sendo observada associacao estatistica (p > 0,05).

Tabela 1. Associagdo significativa entre as varidveis epidemioldgicas analisadas e a pesquisa
de anticorpos para Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em cdes do municipio de
Pardinho, SP, Brasil.

< Toxoplasma gondii Leptospira spp.
0, a
VARIAVEL N0 o or1C95%)®  p° | n(%)F _ OR(IC%%)  p
Idade
Adulto 151 (93,79) | 14(9,27) 6 (3,97)
0,92 (0,11-7,80) 1,009 0,37 (0,04-3,43) 0,749
Idoso 10 (6,21) 1(10) 1(10)
Sexo
Macho 68 (40) 8 (11,76) 4 (5,88)
A 1,57 (0,56-4,40)  0,55' 2,06 (0,45-9,52) 0,579
Fémea 102 (60) 8(7,84) 3(2,94)
Vacinado
Néo 126 (72,83) | 16 (12,70) 5 (3,97)
. 6,69 (0,86-51,94) 0,069 0,93 (0,17-4,96) 1,009
Sim 47 (27,17) 1(2,13) 2 (4,26)
Ambiente
Urbano 113 (63,13) | 12 (10,62 6 (5,31
( ) ( ) 1,45 (0,49-4,31) 0,68f (5.3 3,64 (0,43-30,96)  0,40¢
Rural 66 (36,87) 5 (7,58) 1(1,52)
Presenca de roedor
Sim 94 (56,29) 6 (6,38) 3(3,19)
. 0,43 (0,15-1,24) 0,18f 0,57 (0,12-2,62) 0,729
Néo 73 (43,71) | 10 (13,70) 4 (5,48)
Acesso a rua
Sim 86 (50) 5 (5,81) 5 (5,81)
. 0,42 (0,14-1,27) 0,19 2,59 (0,49-13,74) 0,449
Néo 86 (50) 11 (12,79) 2(2,33)
Rede de 4gua e esgoto
Sim 108 (63,16) | 12 (11,11) 5 (4,63)
) 1,84 (0,57-5,98) 0,459 1,48 (0,28-7,87) 0,989
Néo 63 (36,84) 4 (6,35) 2(3,17)
Racdo disponivel a noite
Sim 41 (24,40) 1(2,44) 2 (4,88)
3 0,19 (0,02-1,46) 0,129 1,25 (0,23-6,71) 1,009
Néao 127 (75,60) | 15 (11,81) 5 (3,94)

Legenda: 2N, nimero de amostras testadas; %, porcentagem; ° n, nimero de animais positivos para a pesquisa de anticorpos
para Toxoplasma gondii pela RIFI; ¢ n, nimero de animais reagentes para a pesquisa de anticorpos para Leptospira spp. pela
SAM; 9 OR, Odds Ratio; 1C95%, intervalo de confianga de 95%; ¢ p, valor de p para nivel de significancia de 5%; f Teste de
Qui-quadrado (y?); ¢ Teste Exato de Fisher.
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DISCUSSAO

A soroprevaléncia de anticorpos para Leptospira spp. observada em amostras caninas
no presente estudo corrobora com a variagdo de 2,66 a 59,25% observada no pais (20),
demonstrando a ocorréncia da infecgdo na regiéo.

Modolo et al. (21) observaram soroprevaléncia de 15,3% em 775 animais avaliados no
municipio de Botucatu, SP. Silva et al. (22) encontraram 17,9% de animais reagentes e Coiro
et al. (23) detectaram soroprevaléncia de 7,6% de anticorpos para Leptospira spp. em 302
cdes no mesmo municipio, area limitrofe de Pardinho, SP.

Essas diferencas na soroprevaléncia podem ser explicadas por vérios fatores que
influenciam na ocorréncia da infec¢do, com destaque para a topografia, regido, temperatura,
umidade, indices pluviométricos, reservatorios selvagens, reservatorios domesticos e outros
fatores ambientais (24), bem como pela diferenca nas populagfes caninas envolvidas e ainda
pela procedéncia dos antigenos testados.

A resposta sorologica é variavel para os diferentes sorovares e um dos sorovares mais
frequentemente envolvidos, assim como no presente estudo, foi o Canicola (23,25,26,27), 0
que confirma o papel dos cdes na manutencdo desse sorovar, adaptado a espécie canina. Caes
podem eliminar o agente na urina por longos periodos de tempo, mesmo sendo assintomaticos
(22,28).

Sorovares que infectam principalmente humanos, como Icterohaemorrhagiae, foram
detectados no presente estudo, indicando a circulagdo deste sorovar no ambiente e sendo um
fator muito importante para satde publica, uma vez que a proximidade entre 0 homem e 0s
cées levam a exposi¢cdo aos mesmos fatores de risco (30). Portanto, as autoridades sanitérias
devem considerar as informacdes veterinarias valiosas na sinalizacdo de um risco, para que o
planejamento de atividades locais especificas para o controle da leptospirose humana possa
ser realizado (31,32).

Ao focar na toxoplasmose, a soroprevaléncia observada foi de 9,39%. Na mesma
regido, em Botucatu, Langoni et al. (31) observaram 33,1% de positividade, comparado a
27,25% observado por Ullmann et al. (32) e 20,8% por Coiro et al. (23). Por se tratar de um
coccidio cosmopolita, T. gondii é encontrado nas mais distintas regides geograficas, e é de se
esperar resultados varidveis de soroprevaléncia. Ha grande dispersdo do protozoario no
ambiente, dependendo da regido estudada (2). Devido a relacdo intrinseca entre homens e
cées, a ideia do cdo como indicativo de contaminacdo ambiental é reforcada, devendo-se
considera-lo como sentinela para a doenca, no que se refere a salde publica. Desta forma,
salienta-se a importancia dos inquéritos soroepidemioldgicos para se avaliar a dispersdao do
agente no meio ambiente (33).

Em relacdo as variaveis analisadas como fatores de risco, ndo se observou associacéo
estatistica com varidveis que normalmente estdo relacionadas a ocorréncia das doencas como
idade, sexo, situacdo vacinal, ambiente em que vivem, se ha a presenca de roedores, se tem
acesso livre a rua, se ha a presenca de agua tratada e rede de esgotos ou se a racao fica
disponivel a noite.

A pesquisa de anticorpos para Leishmania spp. resultou negativo para amostras testadas,
corroborando os dados obtidos por Langoni et al. (34) e Babboni et al. (35) no municipio de
Botucatu, SP. A expansdo da LVC no estado de Sao Paulo foi observada por Cardim et al.
(36) ao longo de um eixo principal que se estende da regido noroeste a sudeste do estado, em
direcdo a regido de Bauru, SP, seguindo o gasoduto Bolivia-Brasil e a Rodovia Marechal
Rondon, que atravessa a mesma regiao.

De acordo com a Superintendéncia de Controle de Endemias do Estado de S&o Paulo
(SUCEN), o municipio Pardinho é considerado silencioso, ndo receptivo e ndo vulneravel,
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devido a ndo apresentar casos autdctones da doenca e ndo ter a presenca do vetor (37). De
acordo com Seva et al. (38), medidas de controle devem ser priorizadas em areas que nao
possuem registro atual de vetores ou hospedeiros infectados com LVC, como Pardinho, mas
que apresentam riscos para a introducdo da doenca como a dispersdo de vetores competentes
de LVC, cées e humanos infectados, e fatores de risco associados. Apesar dessa situagao, as
acOes de vigilancia sdo extremamente importantes, considerando-se a proximidade de outros
municipios com casos de LVC.

Com isso, demonstra-se a importancia e a oportunidade de realizagdo de inquéritos
soroldgicos em cdes destinados a programas de controle populacional, o que pode ser
viabilizado mediante parcerias entre a academia e 0rgaos de saude publica, pois por meio
deste estudo, foi possivel constatar a circulacdo das zoonoses citadas entre cdes do municipio
estudado, informacdo até entdo ndo acessada nessa populacéo.

CONCLUSAO

Cées do municipio estudado foram expostos aos agentes da leptospirose e toxoplasmose
e que, portanto, caracterizam sua importancia epidemioldgica na regido estudada. Embora ndo
tenha sido detectada resposta para anticorpos contra Leishmania spp., existe o risco de
introducdo da enfermidade considerando-se as regifes limitrofes ao municipio serem areas
endémicas para essa importante zoonose. Assim, acdes de vigilancia epidemioldgica sdo
importantes para 0 monitoramento, prevencao e controle das zoonoses estudadas.
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