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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV), doenga negligenciada de carater cronico e sist€émico, causada
pelo parasita Leishmania spp. representa um problema de Satde Publica, principalmente em
paises com populacdo vulneravel, como o Brasil. Devido a urbanizacdo de grandes centros,
caes infectados por este parasito representam um importante reservatério no ciclo urbano,
precedem s doenca humana e contribuem para a manutencdo de casos de Leishmaniose
Visceral Canina (LVC). O objetivo do estudo foi identificar a ocorréncia de Leishmania spp.
na populagdo canina domiciliada e humana de Trés Lagoas — MS, Brasil, pelo uso das
técnicas de Dual Path Platform (DPP), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e
analise por georreferenciamento. Foram coletadas 566 amostras sanguineas de caes. Além
disso, informagdes epidemioldgicas adicionais foram coletadas do sistema de satde do
municipio, e posteriormente, a analise espacial foi realizada. Como resultados obteve-se 267
amostras reagentes ao teste DPP, 267 amostras reagentes ao ELISA e 97 a RIFI, com 95% de
concordancia entre os métodos DPP e ELISA. Das amostras submetidas a PCR, 16 foram
positivas para Leishmania spp. O uso do georreferenciamento para LVC canina em Trés
Lagoas forneceu subsidios para identificar areas com prioridade de interven¢do para o
controle da doenga. A presenca de flebotomineos, associado a localizacdo geografica, bem
como as condigdes ambientais na regido estudada, foram favordveis a sua disseminagdo, bem
como a transmissao da doenga aos caes e a humanos.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, infec¢do natural, caninos, diagndstico.
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OCCURRENCE OF Leishmania spp. IN CANINE DOMICILED AND HUMAN
POPULATION OF THREE LAGOAS, MATO GROSSO DO SUL AND SPATIAL
ANALYSIS

ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL), a neglected disease of chronic and systemic character, caused
by the parasite Leishmania spp. represents a public health problem, especially in countries
with vulnerable population, such as Brazil. Due to urbanization, dogs constitute an important
reservoir in the disease’s urban cycle, preceding human cases, and contributing to the
maintenance of Canine Visceral Leishmaniasis (CVL). However, few serological surveys
added to the spatial analysis involving human and animal populations have been described in
Trés Lagoas. Therefore, the aim of this study was to identify the occurrence of Leishmania
spp. in the human and domiciled canine population of Trés Lagoas - MS, Brazil, using the
techniques of Dual Path Platform (DPP), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Indirect Immunofluorescence Reaction (RIFI), Polymerase chain reaction (PCR) and spatial
analysis. For this study, 566 blood samples were collected from dogs. In addition,
epidemiological information was collected from the municipal health system, and
subsequently, spatial analysis was performed. As a result, 267 samples were reactive to the
DPP test, 267 reactive to ELISA and 97 reactive to RIFI, with 95% of agreement between the
DPP and ELISA methods. Sixteen samples submitted to PCR were positive for Leishmania
spp. The use of georeferencing for canine CVL in Trés Lagoas provided subsidies to identify
areas that needed priority intervention for the control of Leishmaniasis. The presence of
sandflies, associated with the geographic location, as well as the environmental conditions in
the studied region, favored their dissemination, as well as the transmission of the disease to
dogs and humans.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, natural infection, canines, diagnosis.

PRESENCIA DE Leishmania spp. EN POBLACION HUMANA Y DOMICILIADA
CANINA DE TRES LAGOAS, MATO GROSSO DO SUL Y ANALISIS ESPACIAL

RESUMEN

La leishmaniosis visceral (LV), enfermedad desatendida de caracter crénico y sistémico,
causada por el parasito Leishmania spp. representa un problema de salud publica,
principalmente en paises con poblacidon vulnerable, como Brasil. Debido a la urbanizacion de
los grandes centros, los caninos constituyen un importante reservorio del ciclo urbano de la
enfermedad, precediendo casos humanos, ademas de contribuir para el mantenimiento de
casos de Leishmaniosis Visceral Canina (LVC). A pesar de ello, pocos estudios
epidemiologicos sumados al andlisis espacial involucrando la poblacion humana y animal
fueron descritos en el municipio de Trés Lagoas. El objetivo del estudio fue identificar la
ocurrencia de Leishmania spp. en la poblacion canina domiciliada y la poblacion humana de
Trés Lagoas — MS, Brasil, utilizando las técnicas de Dual Path Platform (DPP), Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), la Reaccion de Immunofluorescencia Indirecta (RIFI),
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y andlisis de georreferenciamiento. Para eso,
fueron colectadas 566 muestras sanguineas de caninos. Ademads, informaciones
epidemioldgicas adicionales fueron colectadas del sistema de salud del municipio para la
realizacion del analisis espacial. Como resultados se obtuvieron 267 muestras positivas para
DPP, 267 muestras positivas para ELISA y 97 muestras positivas para RIFI, con 95% de
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concordancia entre los métodos DPP y ELISA. De las 566 muestras destinadas para PCR, 16
fueron positivas para Leishmania spp. El uso del georreferenciamiento para LVC en Trés
Lagoas ayudd a identificar 4areas con prioridad de intervencién para el control de la
enfermedad. La presencia de flebotomineos, asociada a la localizacion geografica, asi como
las condiciones ambientales en la region estudiada, se mostraron favorables para la
diseminacion y para la transmision de la enfermedad a los caninos y humanos.

Palabras-clave: Leishmaniosis visceral, infeccion natural, caninos, diagnoéstico.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenga infecciosa cronica e sist€émica causada por
protozodrios do género Leishmania. Existem mais de 20 espécies ja descritas e na América
Latina a principal espécie descrita é a Leishmania infantum (L. infantum). E considerada uma
enfermidade negligenciada e importante problema de satde ptblica no pais, uma vez que se
ndo tratada mais de 90% dos casos podem evoluir para obito (1, 2).

A maioria dos casos mundiais ocorre no Brasil, leste da Africa e na india. E considerada
uma das principais doencas parasitarias com potenciais surtos e alta mortalidade, além de ser
estimado cerca de 50 a 90 mil novos casos ao ano no mundo. Em 2019, a Organizacdo
Mundial de Saude relatou que cerca de 90% dos novos casos de Leishmaniose Visceral
ocorreram em 10 paises, a saber: Brasil, Etiopia, Eritréia, [ndia, Iraque, Quénia, Nepal,
Somalia, Suddo do Sul e Sudao (3).

Nas Américas, o Brasil ¢ responsavel por relatar 97% dos casos de LV e a doencga ¢
encontrada em todas as regides do pais, com destaque para a regido Nordeste, que concentra
cerca de 90% dos casos notificados (2, 3).

No Brasil, os vetores relacionados com a transmissao da doenca em caes ¢ humanos sao
duas espécies de flebotomineos, Lutzomyia longipalpis (principalmente) ou Lutzomyia cruzi,
encontrada em areas especificas dos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (2).

A industrializagdo do municipio de Trés Lagoas (MS), principalmente de papel e
celulose, fez com que a pecudria e a mata nativa da regido fossem substituidas
progressivamente por reflorestamento de eucalipto. Por estes motivos vem ocorrendo
expansdo da area urbana e o aumento da populagdo em Trés Lagoas, municipio alvo deste
estudo. Novos loteamentos surgem na periferia destes municipios e existe a presenca de um
nimero significativo de animais domésticos nas residéncias, principalmente o cdo, importante
fonte de infeccdo para LV em humanos. Outro fator ¢ o desmatamento porque reduz a
disponibilidade de fonte alimentar para os flebotomineos, expondo o cdo ¢ humanos, que se
tornam as fontes mais acessiveis. Além disso, o intenso processo migratdrio provoca o
deslocamento de pessoas que levam seus animais domésticos, muitas vezes infectados, o que
também contribui para a expansao e urbanizagdo da doenga (2).

As técnicas de geoprocessamento sdo ferramentas importantes de analise das relagdes
entre o ambiente e eventos relacionados a saude, as quais podem ser utilizadas na analise
dindmica de difusdo espacial das doengas e suas relacdes com o ambiente, na avaliacdo da
situacdo de saude de populacdes e na identificacdo de regides e grupos sob risco de adoecer
(4).

Diante do exposto acima, e, considerando a expansao da LV no Mato Grosso do Sul e a
escassez de pesquisa na regido, realizou-se este estudo em Trés Lagoas com o objetivo de
verificar a ocorréncia da infeccdo natural por Leishmania spp. em cades domiciliados,
descrever aspectos epidemioldgicos dessas doencas na populagdo canina e humana, seus
vetores, e realizar a analise espacial da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) empregando
técnicas de georreferenciamento.
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MATERIAL E METODOS
Tipo de estudo e coleta de dados

Trata-se de um estudo transversal e descritivo realizado no periodo de 2013 a 2014 em
Trés Lagoas, municipio situado na regido leste do Estado de Mato Grosso do Sul, regido
Centro-Oeste do Brasil.

Para a realizagdo do estudo, os dados dos casos humanos de Leishmaniose Visceral
foram coletados do Sistema Nacional de Agravos e Notificagio (SINAN) e Vigilancia
Epidemiologica do Nucleo Regional de Satide/TL da Secretaria Estadual de Saude. Os dados
dos vetores foram provenientes do Laboratorio de Entomologia de Trés Lagoas e Nucleo
Regional de Saude/TL e de captura em armadilha com isca luminosa em uma éarea verde. Os
dados de LVC foram coletados num inquérito realizado no Centro de Controle de Zoonoses
de Trés Lagoas (CCZ/TL) que consideram, inclusive, os casos para LV sem diagndstico
sorologico (apenas diagnodstico clinico).

As provas sorologicas para diagndstico de LVC das amostras de sangue dos caes
foram realizadas no CCZ/TL, sendo utilizado para triagem o teste rapido Dual Path Platform
(DPP®) e para confirmagdo o Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (5). Os
procedimentos laboratoriais de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para L.
infantum das amostras de sangue canino e analise molecular Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR) em sangue dos cdes foram realizadas no Laboratorio de Sanidade Animal da Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA/SAA) - Polo Centro-Oeste, Bauru (SP).

Area do estudo

O estudo foi realizado na regido de Trés Lagoas, referéncia na assisténcia a saude para
as cidades proximas, no periodo de 2013, 2014 e 2015 sendo a populagcdo humana de 162.803,
165.578 e 168.226 habitantes respectivamente, a maioria deles residentes na area urbana.
Quanto a populacdo canina, o censo canino de Trés Lagoas em 2013 registrou 20.336 caes,
relacdo de um cdo para cada 5,4 habitantes (6).

Calculo do tamanho amostral

Utilizou-se amostra ndo probabilistica de conveniéncia perfazendo um total de n=566 em
Trés Lagoas da populacdo canina.

Aspectos éticos

O estudo teve autorizagdo dos 6rgaos competentes da Secretaria do Meio Ambiente de
Trés Lagoas e do Centro de Controle de Zoonoses de Trés Lagoas e pela aprovagdo do
Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu - FMB/UNESP, nimero do parecer
476.698.

Coleta de sangue de caes
Amostras de 5 a 10 mL de sangue, em tubos contendo EDTA (para biologia molecular)

e em tubo seco (para sorologia), dos cdes foram coletadas por técnicos do CCZ/TL de Trés
Lagoas durante o inquérito sorologico canino. As amostras foram acondicionadas em caixas
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térmicas sob refrigeracdo até a chegada ao laboratorio para posterior centrifugagcdo e obtengao
dos soros, e posteriormente armazenados em freezer a -20°C.

O inquérito no municipio foi realizado em duas areas: Area I (denominada Sio Carlos),
que abrange os bairros Vila Carioca, Vila Maria, Vila Guanabara, Jardim das Orquideas,
Osmar Dutra, Jardim Planalto e parte do Sdo Carlos; e Area II (denominada Vila Piloto), que
abrange a Vila Piloto I, I, I, IV e V.

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania spp. em soro

A técnica de RIFI foi realizada utilizando como antigenos as formas promastigotas de L.
infantum mantidos em tubos rosqueados contendo 10 mL de meio Liver Infusion Tryptose
(LIT) e 5 mL de meio Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), repicados semanalmente.

Os parasitos foram quantificados com o auxilio de microscopia dptica. O antigeno era
obtido quando se visualizava de 20 a 30 parasitas por campo microscopico.

Dual Path Platform (DPP®) em amostras de soro

Para o teste de triagem foi utilizado o Teste Répido (TR DDP®) Leishmaniose Visceral
Canina — Biomanguinhos de acordo com as recomendac¢des do fabricante (7).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) em amostras de soro

O Ensaio Imunoenzimatico para LVC — Bio-Manguinhos foi realizado de acordo com o
Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos (8, 7).

Extracao de DNA em amostras de sangue

A extragdo do DNA foi realizada a partir das amostras de sangue total utilizando-se o
Kit comercial Illustra Blood Genomic Prep mini Spin Kit da GE Healthcare®, de acordo com
as recomendacoes do fabricante.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para familia Trypanosomatidae/ Leishmania
infantum

Como forma de triagem para a familia Trypanosomatidae, utilizou-se os iniciadores da
regido ITS1. Os primers utilizados foram o LITSR [5'- CTGGATCATTTTCCGATG - 3"] e L5-
8S[5" - TGATACCACTTATCGCACTT -3"] (9).

Cepas de L. major (MHOM/BR/IOC/2906) ou L. infantum (MHOM/BR/IOC/2821) e
Cepa Y de Trypanosoma cruzi mantidas em meio NNN acrescido de LIT foram os controles
positivos e a agua ultrapura, o controle negativo (9).

Apos triagem, foi realizada a técnica de PCR para L. infantum. As condicdes de
amplificagio em termociclador (GeneAmp PCR System 9600) contaram com uma
desnaturacdo inicial em um ciclo de 95°C por 1 minuto, seguido de 33 ciclos a 95°C durante
30 segundos, 58°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto e uma extensdo final de
72°C durante 7 minutos. Para amplificagdo dos fragmentos de minicirculos de kDNA de
Leishmania infantum foram utilizados 0s iniciadores LINR4 [5-
GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3]’e  LINI19[5’-CAGAACGCCCCTACCCG-3’].  Os
produtos resultantes apresentaram 720 pares de base (pb)(10).
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Eletroforese em gel de agarose

Realizou-se eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado em solugdo de Syber Safe® para
a identificacao da amplificagdo dos produtos. As bandas foram visualizadas em transiluminador
ultravioleta. Como padrao de peso molecular, foi utilizado o DNA Ladder de 100pb.

Se apoés a eletroforese obteve-se bandas indicando amostras positivas a familia
Trypanosomatidae (primers da regido ITSI1), realizou-se PCR utilizando-se iniciadores
especificos para o género Leishmania spp e apoOs a reagdo, novamente realizou-se eletroforese
para conferéncia de amplificagao.

Georreferenciamento

No estudo, foram adotados procedimentos metodoldgicos a partir da geocodificagdo dos
casos de LVC, do censo canino, total dos cdes participantes por Inquérito Soroloégico Canino
(ISC) e casos de LVH, direcionados a base territorial para geoprocessar e gerar mapas
tematicos.

Para andlise espacial, utilizou-se a base de municipios do IBGE, somando o niimero de
casos do ano e associando esse valor a area do municipio. Para cada ano do periodo de estudo,
apds a obtencdo dos dados por area, a base foi exportada em formato shapefile para o
programa Terra View 4.2, onde foram realizados os procedimentos de analise da distribuicao
espacial dos casos de LVC e LVH. Além disso, foram utilizados os dados por areas para
trabalhar com analises epidemioldgicas, prevaléncia e incidéncia.

Para identificacdo de aglomerados e dispersdo dos dados, foram elaborados mapas de
estimador de intensidade de Kernel, numa evolugdo espago-temporal, a fim de identificar
diferentes padrdes de distribui¢do da doencga para obter a concentragao dos casos de LVC com
a ocorréncia de aglomerado espacial, que mostra a localizagdo real dos dados por meio de
uma malha, uma superficie interpolada em que se analisa a concentragdo dos casos,
denominado de cluster (11). Esse mapa permitiu, por meio de interpolagdo, estimar a
densidade dos numeros de casos de LVC para todo o municipio.

Analise Estatistica

Os dados coletados foram armazenados em Excel (Microsoft®) e consolidados em
planilhas, tabelas, graficos e mapas, para posterior analise. Foi realizada analise descritiva dos
dados. Foram utilizadas taxas de incidéncia e prevaléncia para as andlises epidemiologicas e,
para as analises dos dados, utilizou-se o software Estatistica 8.0.

Foram comparados os resultados dos métodos sorologicos (RIFI, ELISA e DPP) para
saber se houve diferencas significativas nos testes através do teste estatistico Qui-Quadrado e
o teste de Pearson, para a comparagdo de frequéncias de ocorréncia. Para a concordancia nos
diagndsticos soroldgicos, foi calculada usando-se o indice Kappa (k).

RESULTADOS
Sorologia e diagnostico molecular
Ao comparar os resultados dos diferentes métodos soroldgicos utilizados no presente

estudo foi possivel observar que, de acordo com as frequéncias comparadas, o teste DPP® e
ELISA sao similares. Entretanto a RIFI ndo foi considerada confiavel, uma vez que detectou
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apenas 97 das amostras consideradas positivas e, consequentemente, ndo ¢ indicada para
diagnostico.

Considerando os testes sorologicos DPP® e ELISA, do total das 566 amostras testadas,
267 apresentaram resultado reagente, perfazendo uma positividade de 47% das amostras.

No estudo, a concordancia entre os testes no diagnostico sorologico foi realizada
(kappa). Os testes DPP® e ELISA revelaram concordancia 6tima. Ndo ocorrendo o mesmo
quando estes foram comparados com a RIFI.

Em relacdo as amostras reagentes dos testes sorologicos quando comparados
simultaneamente, 267 foram reagentes para DPP® ¢ ELISA; 86 para DPP®, ELISA e RIFI, 13
para DPP® e RIFI e apenas uma para ELISA e RIFI.

Leishmaniose Visceral Canina

A eutanasia foi feita pelo CCZ de Trés Lagoas e foi realizado sem diagndstico
laboratorial, considerando apenas os sintomas clinicos. Desta forma, foram eutanasiados 6114
cdes que apresentaram os sintomas clinicos e 2103 que foram reagentes a sorologia,
totalizando 8217 caes eutanasiados no periodo de 2013 a 2014.

Dados Entomolégicos — Flebotomineos

Em relagdo a presenga de L. longipalpis capturados nos bairros de Santa Luzia, Santa
Julia, Colinos, Vila Nova, Vila Piloto, Sdo Carlos e Santos Dumont. Com relag¢do a regiao
intradomiciliar referente a esses bairros, em 2013 foram encontrados 28 flebotomineos L.
longipalpis machos e 17 fémeas; e no ambito peridomiciliar foram 51 machos e 16 fémeas.
No ano de 2014, no ambito intradomiciliar ndo foram encontrados nenhum flebotomineo, no
entanto em peridomicilio detectou-se 76 machos e 23 fémeas. Deste modo, os flebotomineos
tém sido encontrados em sua maioria nos peridomicilios, mas em 2013 foram encontrados
também no intradomicilio.

Analise Espacial
Dados sociodemograficos a partir de levantamento pelo IBGE, 2010

No mapa A da Figura 1 pode ser verificado que as areas menos povoadas, como o
cinturdo verde, area suburbana e os novos loteamentos, sdo as que apresentam as maiores
taxas sem abastecimento de dgua, pois concentram grandes areas vazias com baixa densidade
populacional.

No Mapa B da Figura 1, observa-se que a maior concentracdo de criangas menores de
11 anos encontra-se nos bairros da periferia do municipio, ndo coincidentemente ¢ a area onde
também se observa a concentragao da populacao com a menor renda domiciliar mensal (Mapa
C, Figura 1).

Anadlise espacial do censo canino e casos de LVC em Trés Lagoas a partir de
levantamento do IBGE, 2010.

Na Figura 2, observa-se nos Mapas A e B, pela distribui¢do espacial no periodo do
estudo, a densidade de cdes obtida pelo censo canino ¢ o nimero de casos de LVC de Trés
Lagoas em 2013 e 2014, caracterizando a endemicidade da doenga na area urbana uma vez
que existe a ocorréncia de casos em todos os bairros do municipio.
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Observa-se que, nesse periodo, alguns bairros mantiveram o mesmo comportamento
da doenca, porém observou-se que no ano de 2014 ocorreu aumento da frequéncia de casos
em outros bairros como Vila Nova, Maristela, Sao Carlos, Guanabara e Vila Carioca ¢ os trés
ultimos fizeram parte do Inquérito Soroldgico Canino (ISC) (Figura 2, Mapas A e B).

Esses bairros apresentam alta densidade populacional, auséncia de tratamento de
esgoto, baixo nivel socioecondmico, presenga de animais domésticos em sua maioria caes e
gatos, muitos quintais com arvores frutiferas e outras espécies. Durante o inquérito verificou-
se a presenca de mais de um cao infectado no mesmo domicilio e nas areas I e II do ISC, foi
grande a reposicao dos caes eutanasiados no intervalo do inquérito.
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Figura 1. Mapa de 2010 do municipio de Trés Lagoas-MS. A) Propor¢do dos municipios sem
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(A) Densidade de cées pelo censo canino e casos de LVC no ano de 2013; (B) Densidade de caes
pelo censo canino e casos de LVC no ano de 2014; (C) Densidade de casos de LVC em 2014.
Editoragdo — Danilo Pinho de Almeida; Fonte: IBGE, 2010.

Na figura 2, o Mapa de Kernel fornece uma visao geral da intensidade do processo em
toda regido e este mapa foi utilizado para calcular a intensidade da LVC em cada ano. O mapa
C proporciona uma visdo das areas de dispersdo ou aglomeracdo (cluster), bem como
evidencia a densidade de Kernel dos nimeros de casos de LVC no ano de 2013 ¢ 2014,
indicando uma forte concentragao, cluster, no bairro Vila Nova (coloragao vermelho intenso)
e nas suas proximidades existe uma ocorréncia média (laranja e amarelo intenso) e baixa
intensidade nos demais bairros (verde claro). Observa-se que em 2013 e 2014 o cluster
permanece no bairro Vila Nova (vermelho intenso) e como cluster secundario, isto ¢, com
menor intensidade, fica na regido de Sdo Carlos, o que demonstra area de expansdo que
provavelmente identificado foi pelo ISC.

Analise espacial de nimero de casos e incidéncia de LVC segundo exames
reagentes ou sinais clinicos

Em 2013 o municipio realizou 1706 exames, com 632 animais reagentes. Do total de
casos eutanasiados (n=4559) estdo incluidos os sintomaticos, sem exames realizados. A
maioria apresentava-se com diagnoéstico laboratorial do proprio CCZ ou clinicas privadas.

Em 2014 foram realizadas sorologias de 4101 caes, sendo 1471 reagentes. Aumentou a
demanda da populagdo para o recolhimento de caes sintomaticos (n=3658) para eutanasia
(Figura 3, Mapa A).

Em 2013 os bairros com maior prevaléncia para LVC em Trés Lagoas foram Jardim
Brasilia com 270 casos, Vila Zuque com 101,4%, Guanabara com 76,7% e Santa Luzia com
73,5%. Ja em 2014, os bairros observados com maiores prevaléncias foram Jardim Brasilia
com 729,7%, Quinta da Lagoa com 555,5%, Jupia com 391,8% e Bela Vista com 323,4%.

Baseado na prevaléncia dos bairros e para refinar a andalise espacial, utilizou-se a analise
por cluster. Observa-se que, em 2013, s6 havia um cluster, que foi localizado no Jardim
Brasilia. Em 2014 dois clusters foram observados, Jardim Brasilia e Quinta da Lagoa, que sdo
areas proximas.

Relacionado a incidéncia da LVC em 2013 entre os bairros que registraram as maiores
taxas, temos Jardim Brasilia (108.1/1000 caes), Vila Zucdo (72.4/1000 caes), Vila Guanabara
(53.0/1000 caes) e Vila Carioca (49.1/1000 caes). Os dois ultimos bairros pertencem a area do
inquérito de Sdo Carlos, o que reforca o fato de ser uma 4rea de risco para a doenga (Figura 3,
Mapa B).

Em 2014, as maiores taxas de incidéncia registradas foram nos bairros Quinta da Lagoa
(433.3/1000 caes), Jardim Brasilia (162.2/1000 caes), Bela Vista (154.2/1000 caes) e Jupia
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(140.3/1000 caes). Isso demonstra a necessidade de outros estudos para avaliacdo da expansao
da doenca com novas areas de risco (Figura 3, Mapa C).

O bairro Jardim Brasilia merece destaque por manter-se como area de transmissao
intensa por dois anos consecutivos. Deste modo, fortalece a necessidade de intervengdo e
monitorizagao neste espago.
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Figura 3 — Analise espacial segundo os casos de LVC para municipio de Trés Lagoas/MS e analise de clusters.
(A) Casos de LVC segundo exame reagente e ou sinais clinicos da doencga, Trés Lagoas, 2014; (B) Distribuigdo
de Cluster para a incidéncia de LVC, Trés Lagoas, 2013; (C) Distribui¢do de Cluster para a incidéncia de LVC,
Trés Lagoas, 2014. Editoragdo — Danilo Pinho de Almeida; Fonte: IBGE, 2010.

DISCUSSAO

A existéncia dos mesmos focos de Leishmania spp. ao longo dos anos, mesmo que em
nimero pequeno, sugere que essas areas representam problemas ao municipio. Devido a
gravidade da doenca e as taxas de letalidade, registros de casos leishmaniose humana e canina
demonstram um importante problema de satde que, se ndo controlado, podem colocar essas
populagdes em risco.

No presente estudo, os testes ELISA e DPP® utilizados revelaram concordincia Otima.
Essa concordancia entre os testes soroldgicos também foi observada em um estudo feito em
Itatina, Minas Gerais, em 2.302 caes testados sorologicamente. Em relagdo aos resultados
desses animais, 1.690 pertenciam a pesquisa do censo canino ¢ 612 foram testados a partir de
solicitacdo espontanea do proprietario. Neste estudo, 358 cdes foram reagentes no teste de
triagem (DPP) e 203 deles tiveram o diagnostico de LVC confirmado por ELISA (5).

Com intuito de aperfeigoar a técnica de diagndstico da LVC, o Ministério da Saude (7)
preconizou para todos os CCZ a utilizagdo do DPP® como teste de triagem e o teste de ELISA
como confirmatorio. Desta forma, ¢ considerado resultado soroldgico positivo para LVC
quando as técnicas DPP® e ELISA forem reagentes. Estes dois testes sdo amplamente
utilizados para o diagnéstico de LVC. O teste de triagem de DPP® tem a vantagem de ser de
facil realizacdo e rapidez no resultado e ainda ser compativel com uso de sangue, soro ou
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plasma. Apenas uma gota de sangue ¢ suficiente para triagem eficaz, possibilitando o seu uso
no proprio local da coleta, além de ser minimamente invasivo (7).

Em relagdo a técnica de RIFI, o presente estudo apresentou menor sensibilidade e
especificidade quando comparada a outras técnicas sorologicas. Além de necessitar de corpo
técnico treinado para a realizacdo deste exame, o resultado ¢ sujeito a subjetividade de
interpretagdo na leitura das laminas quando comparada a técnica de ELISA. Este entrave
justificou a substituicdo do teste pelo Ministério da Saude (7). Ademais, para que um teste de
diagnostico sorologico possa ser utilizado em um inquérito canino, este deve possuir alta
confiabilidade para a triagem dos cdes. Deste modo, evita a propagacdo da doenca, possibilita
a eliminagdo de cles positivos e a permanéncia dos animais negativos no local, além de
proporcionar maior credibilidade entre os proprietarios dos animais (12).

A PCR ¢ eficaz na deteccdo de baixas cargas parasitarias e apresenta elevadas
sensibilidade e especificidade. Em alguns estudos foram observados baixa sensibilidade da
PCR quando utilizadas amostras sanguineas, tendo como principal causa a possivel
interferéncia de inibidores da Taq polimerase. Além disso, a sensibilidade da PCR poderia ser
incrementada se o DNA fosse extraido diretamente de outros materiais bioldgicos, como
medula dssea, bago ou linfonodo (13).

As técnicas moleculares avangaram muito nos ultimos anos e permitem o
monitoramento da carga parasitaria e tipificagdo de espécies, a deteccdo do parasito até
mesmo antes do aparecimento dos sintomas, além da aplicabilidade em varias amostras
clinicas (13).

Para contextualizar a importancia da LVC, é necessario reportar os registros de
Leishmaniose Visceral Humana (LVH). No periodo de 2000 a 2014, a regional de saude de
trés Lagoas registrou 507 casos de LVH. Trés Lagoas ¢ o municipio com o maior niimero de
casos (n=457) desde o ano 2000, quando ocorreu o primeiro caso, apresentando um pico em
2002 com 122 casos, mantendo-se estavel com intervalos de dois a trés anos e, a partir de
2009, apresentou tendéncia decrescente dos casos.

Nesse periodo, dos 58 obitos relatados entre os municipios citados anteriormente, 49
(84%) deles ocorreram em Trés Lagoas (14). Curiosamente, no periodo em que ocorreu o
maior numero de casos da doenca, o numero de Obitos foi proporcionalmente menor.
Provavelmente devido ao fato de que nesse periodo a atengdo a satde talvez estivesse voltada
ao diagnostico precoce da doenga.

A leishmaniose ¢ documentada em todos os estados brasileiros ¢ no periodo de 2006 a
2015, o pais teve uma média anual de 21.026 casos. Somente no estado do Mato Grosso,
nesse mesmo periodo, houve cerca de 10% do total de casos registrados no Brasil, tendo
como média de casos anual de 2.628 (15).

Os casos de LV deste estudo ocorreram tanto em bairros socioeconomicamente
desenvolvidos, com saneamento basico ¢ boa infraestrutura, quanto em bairros periféricos,
nos quais as casas eram de alvenaria. Além disso, no presente estudo, foi possivel observar
maior numero de casos em criangas ¢ individuos do sexo masculino.

Uma das caracteristicas do municipio era o grande numero de quadras vazias com
coberturas de restos de vegetagdao do cerrado, como a area verde do quartel militar, situado na
area central. Também era grande a quantidade de quintais com presenca de arvores frutiferas.
Existiam ainda, muitos terrenos baldios, até mesmo em razdo dos novos loteamentos, com
restos de vegetacdo. Esta situacdo favorece a expansao da L. longipalpis.

No Brasil, a doenga ¢ frequente em individuos menores de 10 anos (41,9%) e o sexo
masculino ¢ proporcionalmente o mais afetado (62,8%). A razdo da maior suscetibilidade em
criangas ¢ explicada pelo estado de relativa imaturidade imunolégica celular, agravado pela
desnutri¢do, tdo comum nas areas endémicas, além de uma maior exposi¢ao ao vetor no
peridomicilio (16).
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Um estudo epidemioldgico sobre casos de LVH em Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, verificou que criangas de até nove anos contribuiram com 40% dos casos. O sexo
masculino contribuiu com 64% das notificagdes ¢ o sexo feminino com 36%. A letalidade
variou de 5% a 11%, com média de 8%. Dos 44 obitos, 33 (75%) ocorreram no sexo
masculino e 11 (25%) no sexo feminino. Embora os idosos tenham contribuido com 9% dos
casos, a mortalidade entre eles alcangou 39% (17).

Em 2013, os casos da doenca ocorreram em diferentes bairros. No ano de 2014, dos oito
casos notificados, observou-se a concentragdo no bairro Sdo Carlos com 50% (n=4) dos casos.
Esta 4rea registrou o primeiro caso de LVH no municipio em 2000. Dos casos, cinco eram do
sexo masculino ¢ trés do sexo feminino. Quanto a faixa etaria, seis deles eram criancas de
nove meses a quatro anos, um caso de 32 anos e um caso de 60 anos.

Baseado na prevaléncia dos bairros e para refinar a analise espacial, utilizou-se a analise
por cluster. Observa-se que, em 2013, s6 havia um cluster que foi localizado no Jardim
Brasilia. Em 2014 dois clusters foram observados, no Jardim Brasilia e Quinta da Lagoa, que
sdo areas proximas. Em alguns trabalhos na literatura, pode-se observar que os principais
focos da doenga mantém o mesmo padrao ao longo do tempo (18).

Quanto a LVC, podemos dizer que as transformagdes no ambiente provocadas pelo
processo migratorio, questdes socioecondmicas, processo de urbanizacdo crescente, alta
densidade de residéncias aglomeradas e o elevado nimero de caes, sdo fatores que levam a
expansao das areas endémicas e o aparecimento de novos focos de leishmaniose visceral (19).

No Estado de Sao Paulo, por exemplo, o impacto da expansdo territorial nos casos ¢
percebido pelo aumento do nimero de municipios com transmissao humana autoctone de LV.
No periodo compreendido entre 1999 a 2012, 76 municipios identificaram casos autoctones.
Jano ano de 2017, esse nimero aumentou para 98 municipios (19).

Para a LVC, esta situacao também favorece o flebotomineo que para se alimentar, ndo
necessitam se deslocar para areas muito distantes. Uma das caracteristicas do municipio de
estudo € o grande nimero de quadras vazias com coberturas de restos de vegetagao do cerrado,
situacdo a qual favorece a expansdo da L. longipalpis (15).

Para maior efetividade do planejamento e avaliagdo das agdes para protecdo e
preservacgao da saude de homens e animais ¢ fundamental conhecer o tamanho da populagao
canina ¢ estabelecer relagdes entre o numero de cdes e os casos de doengas para dar
continuidade as atividades dos programas de Vigilancia Epidemiologica e de saude, tendo em
vista que os caes facilitam repasto sanguineo pelos vetores como fontes de alimento (20). Ter
conhecimento sobre a populagdo canina permite estabelecer estratégias eficazes para as acdes
de controle no municipio (21).

O censo canino realizado na area urbana de Trés Lagoas, em 2013, contabilizou 20.336
caes, ou seja, 1:5,4 habitantes, superior ao estimado pelo Ministério da Saude de 10% da
populacao humana, 10.709 caes. Na literatura foi encontrado que o resultado estimado do
numero de caes por habitantes para cidades maiores que 100 mil habitantes ¢ uma relagao de
1:4 habitantes (22).

A fim de otimizar os recursos humanos e financeiros, bem como priorizar as agoes de
vigilancia e controle, os municipios endémicos sdo estratificados segundo a intensidade de
transmissdo e o critério utilizado ¢ a média anual de casos novos de LVH autoctones dos
ultimos trés anos no municipio (2). Os municipios classificados como endémicos ou com
transmissdo recente de LVH sdo estratificados em transmissdo esporadica (quando a média
anual de casos nos ultimos trés anos ¢ < zero e < 2,4), transmissdo moderada (quando a média
anual de casos nos ultimos trés anos ¢ > 2,4 ¢ < 4,4), e transmissao intensa (quando a média
anual de casos humanos nos ultimos trés anos € > 4,4) (5).
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A situagdo epidemioldgica de Trés Lagoas € propicia para o surgimento de novos casos
humanos em razdo da LVC porque ¢ considerada de transmissdo intensa devido os casos de
LVH ocorrido nos ultimos anos (15).

Areas com taxas de prevaléncia de LVC superiores a 2% devem ser consideradas
prioritarias para implantacdo das medidas de controle contempladas no programa de controle
da leishmaniose e a vigilancia em satde para conter a expansao da doenga (16).

Segundo o levantamento realizado por este estudo no CCZ/TL, a soroprevaléncia de
LVC do municipio Trés Lagoas no periodo de 2013 a 2014, foi de 29%. Os dados de Trés
Lagoas incluem os dados do inquérito sorologico canino e a demanda espontinea da
populagdo (19).

Os inquéritos sdo considerados ferramentas importantes para detectar focos silenciosos
da doenga e delimitar as regides prioritarias para execucao de medidas de controle a partir da
identificacao dos locais de maior prevaléncia canina (2).

A remogdo e eutandsia dos cdes infectados pela Leishmania spp. ocorrem mediante o
resultado reagente em dois testes sorologicos (DPP® e ELISA) e sdo recomendadas pelo
Ministério da Satde como uma acdo integrada a demais a¢des de controle da doenga (5).

A remocao dos caes positivos se mostrou eficaz para diminuir a carga da doenga canina
e teve influéncia na incidéncia na LVH na Bahia e em Minas Gerais (23). Entretanto, esta
medida apresenta efeito temporario e € insuficiente quando considerada de forma isolada no
controle da LVC. Porém, quando adotada em conjunto com outras recomendagdes do
Ministério da Saude, o tratamento dos casos humanos e controle vetorial podem ser eficazes
no combate a doenga em arecas endémicas.

Entretanto, existe muita controvérsia em relagdo a eutanasia como medida de controle
da doenca pela populagdo e sociedade protetora dos animais. Alguns estudos ndo conseguiram
comprovar esse €xito em varias localidades brasileiras (5).

Trés Lagoas possuem casos humanos e caninos autoctones devido aos fatores de
proximidade com cidades que apresentam a ocorréncia de LVC, a rodovia que passa pelo
municipio interligando Mato Grosso do Sul ao estado de S3ao Paulo que possibilita o
intercambio de animais com LVC de outras cidades, a presenca do vetor e as condigdes
climaticas que sdo favoraveis a manuten¢do da doenca (24). Esse fator foi bem descrito no
estudo feito em janeiro de 2007 a dezembro de 2019, que foi identificado cerca de 1100 casos
de LV e que os autores citam como contribui¢do desse aumento de casos, as cidades vizinhas
pertencentes ao Estado de Sdo Paulo, como Aracatuba que possuem alta incidéncia de LV
(24).

As investigagdes entomoldgicas sdo importantes e tem o objetivo de levantar as
informagdes de carater quantitativo e qualitativo sobre os flebotomineos transmissores da LV.
Entender os vetores sdo fundamentais para auxiliar no planejamento de medidas preventivas e
de controle (15).

As condigdes ecologicas da regido do estudo sdo favoraveis para a transmissdao da LV e
a disseminacao dos criadouros de flebotomineos, pois apresenta temperaturas médias entre as
minimas de 18 a 22°C e entre as maximas de 25 a 28°C. A umidade relativa do ar fica entre 50
a 90% e a precipitacdo média anual entre 1100 ¢ 1500 mm (6). A quantidade desses insetos
esta relacionada com fatores ambientais, como a precipitacdo pluviométrica e presenca de
matéria organica, além de se replicarem quando a temperatura aumenta (25).

Em um estudo realizado no municipio de Trés Lagoas, no periodo de 2000 a 2006,
verificou-se que L. longipalpis foi o flebotomineo mais encontrado em relacdo as outras
espécies. A predominancia no ambiente doméstico e peridoméstico na zona urbana foram de
87%, especialmente na regido central e bairros que também foi encontrada a maior
prevaléncia de casos humanos e caninos de LV (26). Tais dados evidenciaram o seu papel na
transmissao local da leishmaniose.
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As ferramentas de Sistemas de Informagdo Geografica (SIG) e o georreferenciamento
possibilitam mapear doencas, avaliar riscos, planejar agdes de satde e avaliar redes de
aten¢do a saude. Além disso, andlises de autocorrelacdo espacial, de agrupamento e andlise
espaco-temporal, sdo usadas para descreverem padrdes espaciais de doengas e de incidéncia
de doencas em uma area especifica. Avancos recentes no uso de SIG geram maior interesse
em sua aplicagdo a fim de detectar tendéncias de doengas na vigilancia em satude publica (27).

Neste estudo, a aplicagdo destas ferramentas indicou a distribui¢ao espacial das
informagdes ¢ as andlises referentes a identificacdo de padrdes espaciais inerentes ao
municipio, forneceram subsidios para identificacdo de areas com prioridade de intervengao
para o controle da LVC.

Observou-se que a maior concentragao de criangas menores de 11 anos encontra-se nos
bairros da periferia do municipio, ndo coincidentemente ¢ a area onde também se observa a
concentracdo da populagdo com a menor renda domiciliar mensal. Estas areas sao
consideradas de vulnerabilidade para a leishmaniose, uma vez que o ambiente caracteristico e
propicio a ocorréncia de LV ¢ aquele de baixo nivel socioecondmico e pobreza (28).

A literatura aponta que as condig¢des socioecondmicas, ambientais e habitos de vida sdo
fatores significativos na epidemiologia da leishmaniose visceral em areas endémicas porque
permite identificar as vulnerabilidades para a doenca. Conhecer esses fatores ¢ importante
para o desenvolvimento de estratégias para auxiliar o controle da leishmaniose visceral. Do
mesmo modo, a populag@o informada sobre a doenga exerce um fator de proteg¢@o contra a sua
ocorréncia (29).

Fatores como coleta de lixo inadequada e auséncia de rede de esgoto tornam o ambiente
propicio ao desenvolvimento ¢ manutencao do vetor no ambiente, condi¢cdes observadas em
paises subdesenvolvidos (21).

Um estudo feito em Belo Horizonte analisou a influéncia dos fatores de risco
microambientais para LV urbana e concluiu que as caracteristicas peridomiciliares e a
presenca de animais nas proximidades dos domicilios estavam associadas ao aumento
quantitativo de casos de leishmaniose (14). Outro trabalho realizado em Belo Horizonte,
reforca que as areas prioritdrias identificadas com LV e LVH sdo aquelas com maiores indices
de vulnerabilidade socioecondmica e ambiental (30).

A LV ¢ negligenciada em muitos municipios, principalmente quando as condigdes
socioeconOmicas sdo desfavoraveis. O risco da expansdo da doenga para novas areas indica a
necessidade de atengdo por parte de médicos veterinarios na identificacdo de novos casos,
além da constante vigilancia em saude e implementacdo de medidas de educacdo em saude
nas areas endémicas (18).

Neste estudo foi encontrada nas duas areas do inquérito, em 2014, alta positividade aos
exames sorologicos e que se mantém como area de transmissdo de LVH desde o inicio dos
primeiros casos no municipio, em 2000, sendo consideradas areas de risco para a
leishmaniose. Os resultados permitiram visualizar aglomerados da doenca com identificacao
de pontos de maior risco da transmissao dentro dos setores censitarios de areas urbanas.

A prevaléncia e incidéncia ocorreram em bairros periféricos, com casos previamente
detectados por inquérito soroepidemioldgico, geralmente vizinhos a bairros com maior
prevaléncia e/ou incidéncia com alternancia de um bairro para outro, mas bairros vizinhos.

Realizar estudos que monitorem a presenga de caes pelas ferramentas do
georreferenciamento, com dados do censo canino, inquérito canino, bem como a identificacao
dos casos reagentes e, como resultados, a geragdo de mapas sdo importantes mecanismos para
controlar a disseminacdo da doenca. O desenvolvimento de estudos neste campo € importante
para avaliar o potencial efetivo dessas ferramentas nas investigacdes sobre os fatores
relacionados aos padrdes de ocorréncia e disseminacao de doencgas transmissiveis e, definir
areas prioritarias para implementacdo de medidas de vigilancia e controle (31). O uso dessas
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ferramentas ¢ util para descrever a epidemiologia, ndo s6 da LV, mas de outras doengas
infecciosas (27).

Portanto, tendo em vista importancia do cao na transmissao da LV, controlar a doenga
na popula¢do canina ¢ fundamental para vigilancia da doenga como problema de saude
publica, pois ¢ estimado que a proximidade de um cao soropositivo aumenta em cinco vezes a
chance de infec¢ao humana. Diante isso, investigar e controlar a infec¢do canina, ¢ essencial
para o entendimento da epidemiologia da doenca, além de contribuir para o melhor
direcionamento das medidas de prevencao e controle (32).

CONCLUSAO

Os casos de leishmaniose visceral humana persistem em areas com transmissdo da
doenca desde o inicio da epidemia no municipio. A presenca de flebotomineos associada as
condi¢des ambientais da regido, foi favoravel a sua disseminagdo bem como a transmissdo da
doenga aos cdes e ao ser humano. O uso do georreferenciamento para LVC no municipio de
Trés Lagoas possibilitou verificar as caracteristicas da doenca e os padrdes espaciais da
distribuicdo da LVC, assim como subsidios para identificagdo de areas com prioridade de
intervengdo para o controle desta zoonose.
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