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RESUMO

MELLO, Nadia Valesca Biral de Oliveira Peixoto de. Aspectos soroepidemiolégicos
da infeccao por Leishmania sp em equideos de tracdo do Distrito Federal, Brasil.
2017. 90p Dissertacao (Mestrado em Ciéncias, Epidemiologia Veterindria). Instituto de
Veterindria, Departamento de Epidemiologia e Satde Publica. Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2017.

A leishmaniose em equideos é uma realidade no mundo, sendo esta familia descrita
como reservatdrio para a doenca desde 1927. Esses animais desenvolvem uma forma
cutanea, de cardter benigno, tendo em sua maioria a cura espontanea. No Distrito
Federal (DF), equideos de tracdo sdo amplamente usados como meio de transporte e
trabalho, estando inseridos diretamente dentro da cidade, em contato intimo com cdes e
seres humanos. Vivem na maioria das vezes em curraiS comunitarios, ambientes
extremamente insalubres, com poucas condi¢des higi€nico-sanitdrias, que atraem grande
quantidade de insetos. O presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia
de anticorpos anti-Leishmania sp. através das técnicas de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e do Ensaio Imunoenzimético (ELISA) em equideos de tracao no DF e descrever
possiveis varidveis epidemioldgicas associadas com esta prevaléncia. A populacdo de
equideos do DF ¢ estimada em 1682 animais (SEAGRI/DF), distribuidos em 20 regides
administrativas (RA). O calculo do tamanho da amostra foi realizado de acordo com
Medronho (2009) e os animais foram selecionados de forma aleatéria em cada RA,
sendo 178 (43,31%) sororreagentes no ELISA, 197 (47,93%) na RIFI e 111 (27,01%)
reagentes em ambas a técnicas ELISA/RIFI. Foi utilizado um questiondrio
semiestruturado e as varidveis associadas com a prevaléncia de anticorpos foram
analisadas pelo Qui quadrado, no programa BioEstat, versdo 5.0. As seguintes varidveis
foram consideradas significativas (p<0,05): sexo, tempo de permanéncia com o
proprietério e se os animais ja deixaram o DF, quando analisados os animais reagentes
na RIFI; sexo, localidade, métodos de reducdo de insetos no ambiente, tempo de
permanéncia com o proprietdrio e se os animais ja deixaram o DF, quando analisados os
animais reagentes no ELISA e; sexo, usar repelente nos animais, se os animais ja
deixaram o DF, mucosa ocular e, entrada em dreas com cérrego, quando analisados os
reagentes na RIFI/ELISA. Novos estudos que possam auxiliar no melhor entendimento
da participacdo dos equideos na manuten¢do do ciclo epidemiolégico de Leishmania sp
serdo de grande importancia e possibilitardo a preconizacdo de medidas de controle
mais eficientes. O presente trabalho colaborou ao demonstrar a possibilidade de
equideos estarem se infectando e apresentando um papel importante na cadeia
epidemioldgica de Leishmania sp e na manutencdo da doenga no territério do DF.
Palavras-chave: Leishmaniose, epidemiologia, RIFI, ELISA, equideos, Brasilia,
Distrito Federal.



ABSTRACT

MELLO, Nédia Valesca Biral de Oliveira Peixoto de. Seroepidemiological aspects of
Leishmania sp infection in traction equidae from the Federal District, Brazil. 2017. 90p
Dissertation (Master of Science, Veterinary Epidemiology). Institute of Veterinary
Medicine, Department of Epidemiology and Public Health. Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, 2017.

Leishmaniasis in equidae is a reality in the world, and this family has been described as
reservoir for the disease since 1927. These animals develop a cutaneous form, of a
benign nature, most of them spontaneous cure. In the Federal District (FD), traction
equids are widely used as means of transportation and work, being inserted directly
inside the city, in close contact with dogs and humans. They live mostly in community
pens, extremely unhealthy environments, with few hygienic-sanitary conditions, which
attract large numbers of insects. The present study aimed to determine the prevalence of
anti-Leishmania sp. Through the techniques of Indirect Immunofluorescence (IFI) and
the Immunoenzymatic Assay (ELISA) in traction equids in the FD and to describe
possible epidemiological variables associated with this prevalence. The FD equidae
population is estimated to be 1682 animals (SEAGRI / FD), distributed in 20
administrative regions (AR). The sample size was calculated according to Medronho
(2009) and the animals were randomly selected in each AR, of which 178 (43.31%)
were seroreagents in the ELISA, 197 (47.93%) in the IFI and 111 (27.01%) reagents in
both ELISA /IFI techniques. A semi-structured questionnaire was used and the variables
associated with the prevalence of antibodies were analyzed by Qui-square in the
BioEstat program, version 5.0. The following variables were considered significant
(p<0.05): sex, length of stay with the owner and whether the animals had already left
the FD, when the animals were analyzed in the IFI; Sex, locality, methods of reducing
insects in the environment, residence time with the owner and if the animals have
already left the FD, when analyzing the reactive animals in the ELISA and; Sex, to use
repellent in the animals, if the animals have already left the FD, ocular mucosa and,
entered in areas with stream, when the reagents in the IFI / ELISA were analyzed. New
studies that may help to better understand the participation of equidae in the
maintenance of the epidemiological cycle of Leishmania sp will be of great importance
and will allow the recommendation of more efficient control measures. The present
work collaborated in demonstrating the possibility of equidae being infected and
presenting an important role in the epidemiological chain of Leishmania sp and in the
maintenance of the disease in the territory of the Federal District.

Key words: Leishmaniasis, epidemiology, IFI, ELISA, equidae, Brasilia, Federal
District.
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EIE Ensaio Imunoenzimatico

ELISA Enzyme- linked immunosorbent assay
EUA Estados Unidos da América

HIV  Human Immunodeficiency Virus
H2S04 Acido sulfirico

IDRM Intradermorreagdao de Montenegro
IFI Imunofluorescéncia indireta

IGg  Imunoglobulina G

IR Indice de Reatividade

LC Leishmaniose cutianea

LCD Leishmaniose cutinea difusa
LCL  Leishmaniose cutinea localizada

LM Leishmaniose mucosa
LMC Leishmaniose muco-cutinea
LT Leishmaniose tegumentar

LTA  Leishmaniose tegumentar americana

LTC Leishmaniose tegumentar canina

LV Leishmaniose visceral

LVC Leishmaniose visceral canina

LVH Leishmaniose visceral humana
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MS Mato Grosso do Sul

MS Ministério da Satdde
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p Prevaléncia

PBS  Phosphate buffered saline

PCR  Polymerase chain reaction

PMSF Phenylmethanesulfonyl Fluoride
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PV-LTA Programa de Vigilancia-Leishmaniose Tegumentar Americana
RA Regido Administrativa

RIFI  Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
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SDS  Sédio-Dodecil-Sulfato

SEAGRI/DF Secretaria de Agricultura do Distrito Federal

SP Sao Paulo

TAD  Teste de Aglutinacdo Direta

TMB  Tetrametilbenzidina

TRALd Teste rapido para detec¢ao de Anticorpos contra Leishmania donovani
UF Unidade Federativa

UFRRJ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenga parasitdria de cardter cronico, infecciosa e nao
contagiosa, considerada zoonose reemergente, negligenciada e, que tem grande
relevancia para a saude publica, estando associada diretamente a populagdes vulneraveis
(ALVAR et al., 2006; PACE, 2014), entretanto é encontrada de forma endémica na
maioria dos paises do sul da Europa (PACE, 2014). Causada pelo parasito Leishmania
sp, de ciclo digenético, necessita de um hospedeiro invertebrado, o vetor flebotomineo,
e de um hospedeiro vertebrado, animais domésticos e silvestres € o homem. No
hospedeiro vertebrado € um parasito intracelular obrigatorio.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS, 2016), cerca de 350 milhdes
de pessoas vivem em dareas de risco, sendo que 14 milhdes estao diretamente afetadas
pela doenca. Mundialmente surgem de 900 mil a 1,3 milhdes de novos casos por ano,
sendo 200 a 400mil de leishmaniose visceral (VL) e 700 mil a 1,3 milhdes de
leishmaniose cutanea. A doenga mata de 20 mil a 30 mil pessoas por ano e esta entre as
seis doencas parasitdrias mais importantes no mundo, perdendo somente para maldria
quando se refere a mortalidade e € a terceira em morbidade em criancas com menos de
15 anos, ficando atrds somente da maldria e esquistossomose (WHO, 2016)

Descrita em 98 paises e em trés continentes, exceto Austrdlia e Antartica
(LARSON et al., 2016), a leishmaniose € de notificacdo obrigatériasomente em 33
paises onde ocorre (DESJEUX, 2004). Sua ocorréncia também vem aumentando em
paises onde ndo era endémica, principalmente em pessoas imunossuprimidas, devido a
coinfec¢do e, por viajantes infectados oriundos de dreas endémicas (MANSUETO et al.,
2014). Tem afetado mais criancas do que adultos (PACE, 2014) e esta associada entre
as trés mais comuns doencas dermatoldgicas relacionadas a viajantes (STEBUT, 2015).

A leishmaniose pode se manifestar de trés formas, dependendo da espécie
envolvida, e sdo elas, visceral, cutinea e muco cutinea. E classificada em dois
subgéneros, de acordo com suas diferencas anatdmicas: Leishmania no NovoMundo
(Américas) e Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Viannia endémica somente no
Novo Mundo (PACE, 2014). Os principais hospedeiros vertebrados sdo os animais
silvestres. No Brasil, o principal reservatorio natural da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) ainda ndo é bem conhecido, porque o ciclo de transmissdo de
Leishmania (Viannia) braziliensis € primariamente florestal e, a associagdo humana esta
relacionada a sua penetracao em florestas ou em densa vegetacdao onde ha forte suspeita
de que mamiferos silvestres possam ser os reservatorios naturais para esta espécie do
parasito (BRASIL, 2010; QUARESMA et al.,, 2011). Entretanto, na leishmaniose
visceral, causada por Leishmania (Leishmania) infantum, sabe-se que canideos
silvestres, masurpiais e o cdo doméstico sdo os principais reservatérios (BRASIL,
2006).

Desde 1927, equideos tém sido descritos em todo o mundo sendo parasitados
pelas duas principais espécies de Leishmania sp. A doenga se caracterizou na forma
cutanea, tendo a grande maioria apresentado cura espontianea das lesdes, sendo uma
caracteristica importante nesta espécie. Alguns animais tiveram a excisao cirtrgica das
lesdes, sendo que uns apresentaram recidivas, e precisaram de tratamento
medicamentoso. As manifestagdes clinicas sdo usualmente caracterizadas por lesdes
nodulares ou papulares, simples ou multiplas, na cabeca, membros, axilas e regiao
inguinal (GAMA et al., 2014). A importancia dos equideos na manuten¢do do ciclo do
parasito ainda permanece desconhecida. Acredita-se que eles possam atuar como



reservatorios, mas poucos estudos foram descritos nesta espécie, sendo assim, ainda nao
€ conhecido se os flebotomineos podem infectar-se a partir do repasto sanguineo em
equideos parasitados.

Equideos de tracdo s@ao amplamente usados como meio de transporte e trabalho
no territério do DF, estando inseridos diretamente dentro da cidade, muitas vezes
vivendo em cocheiras e currais comunitarios, em ambientes extremamente insalubres,
com poucas condi¢Oes higi€nico-sanitdrias, onde existe grande concentragdo de inseto
se matéria organica, que propiciam o desenvolvimento do vetor Lutzomyia sp.

Desta maneira, estudos que possam auxiliar no melhor entendimento da
participacdo dos equideos na manutengdo de Leishmania sp. na cadeia epidemioldgica
da doenca sdo de grande importancia, possibilitando a preconizacdo de medidas de
controle de maior eficiéncia. Sendo assim, o presente trabalho determinou a prevaléncia
de anticorpos anti-Leishmania sp. em equideos de tra¢do no Distrito Federal, Brasil, por
meio das técnicas de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e do ensaio imunoenzimatico
(ELISA), bem como descreveu os fatores sdcio-epidemioldgicos associados com a
prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania sp. nesses animais, mediante a aplicagdo e
andlise de um questiondrio semiestruturado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da Leishmaniose

A leishmaniose teve sua primeira descri¢do evidente em 2000 Antes de Cristo
(AC), em mumias egipcias e nubias cristds, que continham lesdes similares as
provocadas por Leishmania donovani. No primeiro século depois de cristo (DC), foram
descritas lesdes cutaneas da doenca no Equador e Peru (CARDOSO et al., 2014;
AKHOUNDI et al.,, 2016). Nas Américas foram encontradas ceramicas pré-
colombianas, de 400 a 900 anos DC, provenientes de indios do Peru, que continham
lesoes mutiladas em labios e narizes, atualmente conhecidas como leishmaniose muco
cutanea (BASANO et al., 2004). No século 10 foram descritas chagas denominadas
“balakh™ e a probabilidade da participagdo do mosquito na transmissao. Em 1756,
Russel fez a primeira descri¢cdo detalhada da doenca e, no mesmo ano, pesquisadores
indianos descreveram sintomas clinicos de “Kala-azar”, que significa “febre negra”
(AKHOUNDI et al., 2016).

Em 1885, em Calcutd, um militar médico indiano, chamado Cunningham,
descreveu o parasito numa ferida cutanea, que denominou febre de Deli (BARI, 2006;
COX, 2016). No Brasil, Moreira em 1895 identificou a existéncia do botdo endémico
dos paises quentes e denominou “botdo da Bahia” ou “botdo de Biskra” (BARI, 2006,
BRASIL, 2010).

No século 20, Leishman, em 1901, identificou os organismos como sendo
“tripanosomas”, a partir de esfregacos realizados em baco de um paciente indiano que
morreu de febre “dum-dum”. Donovan, no mesmo ano, confirmou a presenca desses
organismos, que ficaram conhecidos como corpos “Leishman-Donovan” (CARDOSO et
al., 2014; AKHOUNDI et al., 2016; COX, 2016).

O agente causador do botdo do oriente do Velho Mundo foi descoberto em
1903 e denominado Leishmania tropica em 1906 (LAINSON, 2010; COX, 2016). Esta
foi a primeira descricdo que relacionou estes organismos com “Kala-azar”, e, em 1903,
Ross propds o nome Leishmania donovani para os mesmos (AKHOUNDI et al., 2016).
Em 1904, Leishman e Rogers descreveram as duas formas do parasito, amastigota e
promastigotas. Patton, em 1907, evidenciou a presenca de organismos Leishman-
Donovan em linfécitos do sangue periférico de vertebrados e formas flageladas no
intestino dos mosquitos. Nicolle, em 1908, isolou o parasito de uma crianca, e
denominou o mesmo Leishmania infantum e diferenciou a leishmaniose visceral (LV)
mediterrinea causada por L. infantum da decorrente de L. donovani que provoca a
“Kala-azar” indiana (COX, 2002; AKHOUNDI et al., 2016). Lindemberg, em 1909,
encontrou o parasito em trabalhadores nas dreas de desmatamento na constru¢cdo de
rodovias no interior de Sao Paulo, confirmando a presenca de Leishmania sp. em feridas
cutaneas e nasofaringeas (CARDOSO et al., 2014). Em 1911, Splendore diagnosticou a
forma mucosa da doenga e Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania
braziliensis, agente da doenca também conhecida como “dlcera de Bauru” ou
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (CARDOSO et al., 2014).

Aragio em 1922 demonstrou a participagdo do flebotomineo na transmissao da
leishmaniose tegumentar (LT) (BRASIL, 2010) e, em 1923, Montenegro inoculou
experimentalmente por via intradérmica amostra de L. braziliensis, criando o teste
intradérmico ou reacdo de Montenegro que € usado até hoje como meio de diagndstico
para leishmaniose cutanea (LC). No Brasil, em 1934, Penna relatou a corpos de
Leishman-Donovan, em 41 tecidos de visceras analisadas no exame histopatoldgico de
pessoas que morreram com suspeita de febre amarela, provenientes do Norte, Nordeste
e Sudeste do Brasil (CONTI et al., 2016). Chagas (1936) descreveu a leishmaniose



visceral e, em parceria com Cunha, no ano seguinte isolou L. chagasi na leishmaniose
visceral brasileira. Kirk, em 1949, classificou a leishmaniose de acordo com a
morfologia do protozodrio, caracteristicas da cultura, aspectos clinicos e
epidemioldgicos da infeccdo em humanos e em outros hospedeiros naturais, imunidade
cruzada, testes soroldgicos e xenodiferenciagcdo, propondo uma nomenclatura completa
do género Leishmania e seus sindbnimos (AKHOUNDI et al., 2016). Em 1958, Forattini
encontrou roedores silvestres parasitados em areas florestais do Estado de SP (BRASIL,
2010). A partir desta década a leishmaniose vem sendo descrita em diversos municipios
de todas as Unidades Federativas do pais (BRASIL, 2010).

2.2 Agente Etiologico e seus Vetores

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sistematicamente pertencem ao: Reino:
Protista Haeckel, 1866; Sub-reino: Protozoa Goldfuss, 1817; Filo: Sarcomastigophora
Honigberg e Balamuth, 1963; Subfilo: Mastigophora Desing, 1866; Classe:
Zoomastigophora Calkins, 1909; Ordem: Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend.
Vickerman 1976; Subordem: Trypanosomatina Kent, 1880; Familia: Trypanosomatidae
Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905; Género: Leishmania Ross, 1903 (GONTIO;
CARVALHO, 2003; SILVA, 2012).

O ciclo bioldgico deste parasito praticamente envolve animais silvestres,
domésticos e flebotomineos. Compreende a transmissao de um hospedeiro vertebrado
para outro, através do hospedeiro invertebrado, o inseto vetor. Nos mamiferos, os
parasitos assumem a forma amastigota, arredondada, imével e com flagelo curto contido
na bolsa flagelar, com 3-5um de comprimento e tem multiplicacdo intracelular
obrigatéria em células do sistema monocitico fagocitirio. A medida que vio se
multiplicando, por divisdo bindria, as formas amastigotas rompem os macréfagos e sao
fagocitadas por novos macréfagos. Nos flebotomineos, as leishmanias vivem
extracelularmente, no trato digestivo. Na luz intestinal, as formas amastigotas, que
foram ingeridas durante o repasto sanguineo, se diferenciam em formas flageladas e
moveis, as promastigotas, que sdo infectantes, com 15-20 pm de comprimento.
Posteriormente serdo inoculadas na pele do mamifero durante a alimentagdo do vetor
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; PACE, 2012).

No novo mundo a leishmaniose cutanea é causada por varias espécies, dentre
elas:Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.)
guyanensis, Leishmania (V.) panamensis, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.)
lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(L.) mexicana,e Leishmania (L.) venezuelensis, ja a forma visceral € causada somente
pela espécie  Leishmania (Leishmania) infantum(BRASIL, 2010; WHO,
2010;TRUPPEL et al., 2014).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.)
braziliensis,L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L.
(V.) lainsoni,L. (V.) naiffi,L. (V.) lindenberg ¢ L. (V.) shawi foram identificadas em
estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2017).

Infeccdo por L.(L.) amazonensis causa ulceras cutaneas localizadas e,
ocasionalmente, alguns individuos podem desenvolver o quadro classico da
leishmaniose cutanea difusa (LCD). A doenga ocorre em dreas de florestas primarias e
secunddrias da Amazonia Legal, Regido nordeste (Bahia), sudeste (Minas Gerais e Sao
Paulo), centro-oeste (Goids) e sul (Parand). Este parasito ja foi isolado de roedores
silvestres dos géneros Proechymis e Oryzomys. Os vetores sdo Lutzomyia
Sflaviscutellata, L. reducta e L. olmeca nociva. Esta espécie do parasito € pouco descrita



no ser humano, acreditando-se ser devido a pouca atividade antropofilica do vetor
(BRASIL, 2017).

Infeccdo por L. (V.) guyanensis causa na grande maioria das vezes lesoes
ulceradas cutaneas unicas ou multiplas (Devido a varias picadas por varios fleb6tomos
infectados ou por metdstase linfatica secundéria), sendo raro o comprometimento
mucoso. Acometendo principalmente homens jovens e adultos devido ao caréter
ocupacional desta forma (trabalhadores da agricultura, construcdo de estradas,
exercicios militares), entretanto em dreas endémicas € comum um percentual alto de
criancas acometidas. Doenca limitada a Regido Norte do pais. Este parasito ja foi
isolado de mamiferos silvestres tais como a preguica (Choloepus didactylus), o
tamandud (Tamandua tetradactyla), roedores (Prochimys) e o gambd (Didelphis
albiventris). Seus principais vetores sdo L. umbralitis e L. anduzei (BRASIL, 2017).

Infeccdo por L. (V.) braziliensis é considerada a mais importante em toda a
América Latina. Provoca lesdes ulceradas, unicas ou midltiplas, que tem como
complicacdo a metdstase por via hematogénica para as mucosas nasofaringeas, com
destruicao destes tecidos (forma mucosa). O parasito ja foi isolado de roedores
silvestres (Bolomys lasirius, Nectomys squamipes) e sinantrépicos (Rattus rattus),
felideos (Felis catus), marmosa (Gracilinanus agilis), canideos (Canis familiaris) e
equideos (Equus caballus, Equus asinus), entretanto evidéncias indicam somente 0s
roedores silvestres como provaveis reservatérios primarios desta espécie de parasito. As
espécies de vetores associadas a este ciclo sdo L. whitmani, L.complexa, L. wellcomeli,
L. intermedia, L. migonei, L. neivai (Brasil, 2017).

Infeccdo por L.(V.) shawi esta restrita ao Pard e Maranh@o. Ja foi isolada de
visceras e pele de mamiferos silvestres como macacos (Chiropotes satanas e Cebus
apela), quati (Nasua nasua) e preguica (Choloepus didactylus). Ciclo de ambiente
arbéreo, mas infecta o homem no solo. Somente L. whitmani foi implicada a esta
espécie de parasito (BRASIL, 2017).

Infec¢do por L. (V.) lainsoni foi identificada nos estados do Pard, Rondonia e
do Acre, tendo sido isolada de L. ubiquitalis, flebotomineo de baixa antropofilia, o que
provavelmente explica os poucos casos em humanos. Este parasito foi isolado de
visceras e pele do roedor silvestre paca (Agouti paca), sendo o provavel reservatério
(BRASIL, 2017).

Infeccdo por L. (V.) naiffi ocorre no Pard e Amazonas. Os flebotomineos
envolvidos na transmissao sdo L. Ayrozai, L. paraenses e L. squamiventris. Foi isolado
do tatu (Dasypus novemcinctus) (BRASIL, 2017).

Infec¢ao por L. (V.) lindenberg foi descrita em soldados em treinamento no
Pard. Nao ha relatos em animais ou flebotomineos, mas a espécie vetora implicada
como a provavel € L. antunesi (BRASIL, 2017).

A forma mais grave da doenca, sist€émica e visceral, que se manifesta
cronicamente pelo figado e baco, podendo levar a morte se nao for tratada, é causada
porLeishmania (Leishmania) infantum (LYNN et al.,, 2008). Na drea urbana, o cdo
(Canis familiaris) é a principal fonte de infeccao (MENON et al., 2016), uma vez que a
ocorréncia e prevaléncia t€ém precedido e sido maior nesta espécie quando comparadas
aos casos humanos. No ambiente silvestre, os reservatérios sao as raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, as duas
espécies de vetores relacionadas com a transmissdo da doenca sdo Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo a primeira espécie considerada a principal na
transmissdo de L. (L.) infantum(BRASIL, 2006). O parasito se multiplica no vetor por
um periodo entre 8 e 20 dias e, no ser humano tem um periodo de incubacdo de 2 a 6
meses (MENON et al., 2016).



2.3 Biologia do Vetor

O vetor, fleb6tomo, pertence a subfamilia Phlebotominae e aos géneros
Lutzomyia (no Novo Mundo) e Plebotomus (no Velho Mundo) (SOUSA et al., 2015).
Existem mais de 800 espécies de flebotomineos reconhecidas no mundo (PACE, 2014),
sendo que, aproximadamente 464 espécies sdo encontradas no Novo Mundo e 375 no
Velho Mundo (AKHOUNDI et al., 2016). No Brasil, ja foram descritas e registradas
267 espécies e 19 sdo apontadas como vetores de importancia médico-veterindria
(FERREIRA et al., 2014).No DF foram encontradas as espécies L.flaviscutella, L.
whitmanieL. intermedia (CARVALHO et al., 2010, FERREIRA et al., 2014).

Os vetores,conhecidos vulgarmente por mosquito palha, cangalhinha, birigui ou
asa dura (BRASIL, 2006; SILVA, 2014), sao dipteros muito pequenos, de 1 a 3 mm de
comprimento, com corpo revestido por pelos de coloracdo castanho claro ou palha
(BRASIL, 2006), que possuem pouca capacidade de voo (até 200 metros do abrigo,
escondendo-se em cantos escuros durante o dia e saindo a noite para se alimentar)
(SILVA, 2014) e tem habilidade limitada para se deslocar verticalmente, de no maximo
um metro, tornando improvavel que individuos que estejam dormindo a uma distancia
alta do chdo sejam picados e, ainda, possuem como caracteristica que os diferem de
outras espécies, a posi¢do das asas e o angulo que fazem com o abdomen (PACE,
2014). Na fase adulta sd@o encontrados em diversos ambientes, € normalmente abrigam-
se em locais protegidos das mudancas que ocorrem no meio ambiente (AGUIAR,
MEDEIROS, 2003) e as fémeas necessitam de sangue para que ocorra a maturagao dos
ovos (BRASIL, 2006); entretanto, as fases imaturas tém o habito terrestre e se
desenvolvem em ambientes ricos em matéria organica e imidos, de baixa luminosidade
(BRASIL, 2006).

O ciclo bioldgicoocorre no ambiente terrestre e possui quatro fases: ovo, quatro
estadios larvais, pupa e adultos. As fémeas depositam os ovos no solo rico em matéria
organica, apOs o repasto sanguineo. A duracdo de cada estagio varia de acordo com as
espécies, condi¢cdes climadticas e tipo de alimento disponivel: o ovo eclode entre 7 e 10
dias apds a postura, as larvas se desenvolvem em seus quatro estddios em média de 15 a
70 dias. As larvas em seu ultimo estdgio passam a pupas, que permanecem imoveis e
fixadas pela extremidade posterior e esta fase dura em média duas semanas. Os adultos
apresentam longevidade média de 20 dias, variando entre 15 e 30 dias. O
desenvolvimento de ovo a adulto dura de 30 a 90 dias e ird depender das condicdes
ambientais (FORATTINI, 1973; BRASIL, 2006).

2.4 A Doenca no Brasil e no Mundo

Doenca considerada infecto-parasitaria, endémica, cronica e de dificil controle
(SAMPAIO et al., 1999),afetando diferentes populagdes e acometendo o homem de
forma acidental (NEGRAO, 2014). Seu periodo de incubacdo vai de duas semanas a
vérios meses (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A leishmaniose estd concentrada em paises subdesenvolvidos: 90% de todos os
casos descritos ocorrem em seis paises do Velho Mundo (Afeganistao, Algéria, Ardbia
Saudita, Iran, Sudao e Siria) e dois do Novo Mundo (Brasil e Peru) (MITROPOULOS
et al., 2010; STEBUT, 2015; WHO, 2016). A doenca é de dificil diagndstico e
tratamento, principalmente em dreas ndo endémicas, onde o médico é pouco
familiarizado com os sinais clinicos, além de apresentar sintomas cutaneos e em 6rgaos
internos semelhantes a diversas outras sindromes (BORGHI et al., 2016).

Os viajantes oriundos de areas ndo endémicas e que estdo indo para dreas
endémicas deveriam receber informacdes sobre a leishmaniose e como fazer a
prevencdo, pois sdo essas pessoas as principais responsaveis pelo aumento de casos



nesses paises, devido a grande facilidade de mobilidade (GOTO, 2012;
MITROPOULOS et al., 2010; MANSUETO et al., 2014; PACE, 2014).

A leishmaniose visceral humana (LVH) teve seu primeiro caso descrito nas
Américas em 1913, por um médico paraguaio, de um paciente proveniente de Corumb4,
Mato Grosso do Sul, no Brasil (CONTI et al., 2016). E considerada endémica em 70
paises e tem L. infantumcomo principal agente no Brasil, sendo seu principal vetor a
espécie L. longipalpis. A incidéncia de LVH na América Latina € desconhecida, pois a
maioria dos paises ndo possui um sistema de vigilancia eficaz, resultando em uma
substancial subnotificacdo. O Brasil alberga 90% dos casos de LV no continente
americano e, registrou 70 mil casos de LVH entre 1980 e 2008, resultando na morte de
mais de 3800 pessoas (MENON et al., 2016). O nimero de casos de LV ¢ alto, com
mais de 90% ocorrendo na India, Bangladesh, Suddo, Etidépia e Brasil e, cuja
mortalidade estd estimada em 10 a 20% especialmente em areas pobres (ALVAR et al.,
2012; PACE, 2014; SAVOIA, 2015).

Segundo o indice DALY (Disability-Adjusted Life Years), desenvolvido pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), que avalia a relevancia de cada doenga, sdao
perdidos dois milhdes de anos de vida devido as leishmanioses. Esse indice reflete o
tempo perdido de vida devido a doenga debilitante ou devido a morte prematura
(FARIA et al., 2012).

O aumento das notificacdes da doenca ao longo dos anos se deve a melhora nos
métodos de diagndstico, ao inadequado controle do vetor e dos reservatorios, ao
aumento de infec¢des concomitantes com doengas imunossupressoras, como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), e ao aumento de resisténcia as drogas anti-
leishmaniais; mesmo assim, o diagnéstico continua subestimado devido,
principalmente, aos casos de infec¢Oes assintomaticas (REITHINGER, 2007), e ao
dificil diagnéstico em decorréncia das varidveis formas de manifestacdes clinicas e das
diferentes  espécies do  parasito envolvidas na  leishmaniose cutinea
(POURMOHAMMADI et al., 2010).

A LT tem ampla distribui¢do mundial e, no continente americano ha registros de
casos desde o extremo sul dos EUA até o norte da Argentina, exceto Chile e Uruguai.
Na década de 80 foi confirmada em 19 Unidades Federativas (UF) do pais e em 2003
foi confirmado ser autdctone em todos os Estados e no DF (BRASIL, 2010). Para a
OMS, a LT ¢ classificada como sendo doenca emergente e descontrolada, ocorrendo
principalmente no litoral do mediterraneo, nas Américas, oeste da Asia, sendo que mais
de 75% destas ocorréncias acontecem no Brasil, Siria e Afeganistio (PACE, 2014;
SAVOIA, 2015). E uma afeccio dermatolégica que merece grande atencio devido ao
risco de ocorréncia de deformidades no ser humano, provocando alteragdes
psicoldgicas, com reflexos socioecondmicos, sendo na maioria dos casos de carater
ocupacional (BRASIL, 2010; NEGRAO, 2014). Tem padrdes diversos, com
caracteristicas clinicas e imunopatoldgicas distintas, que irdo depender de varios fatores,
como os inerentes ao parasito, a espécie de Leishmaniaenvolvida, a resposta
imunolégica do hospedeiro, que poderd aumentar ou diminuir seu poder patogénico
(COSTA et al., 2009; GOTO, 2012; PACE, 2014) e fatores genéticos do hospedeiro
(OLIVEIRA et al., 2003). As lesdes podem se resolver espontaneamente ou evoluir para
uma forma ulcerada ou mesmo apresentar um aspecto cronico (GOTO, 2012).

Recentemente, poucas drogas surgiram para o tratamento da leishmaniose e,
nenhuma das drogas disponiveis pode ser considerada ideal, devido a alta toxicidade, a
longa duracdo do tratamento e severas reagdes adversas, que frequentemente levam ao
abandono do tratamento; e, além disso, as drogas mais comumente usadas nao eliminam
completamente o parasito de todos os individuos infectados (MENEZES et al., 2015).



2.5 Epidemiologia

A defini¢do de reservatério mudou significativamente a partir do século passado,
hoje € necessario um estudo da zoonose a partir de uma maior perspectiva, sendo a
leishmaniose um exemplo importante, uma vez que possui diversos hospedeiros e €
mantida por vdrias espécies de mamiferos na natureza. Logo é necessdrio tornar clara
todas as ligacdes na sua rede de transmissdo, incluindo os hospedeiros mamiferos, nao
humanos, para que sejam desenvolvidas eficientes estratégias de controle. Muitos
estudos sdo realizados relacionando dezenas de espécies infectadas, entretanto uma
minoria relacionou seus achados ao cendrio ecolégico indicando um possivel papel
desses hospedeiros na manutencdo e transmissdo do parasito, a real importancia
epidemioldgica, que continua sendo um complexo ‘“enigma” enzodtico (ROQUE;
JANSEN, 2014).

Surtos em humanos estdo ligados a atividade extrativista, desmatamentos,
construgdes de rodovias, exploracdo petroleira e em exploracdes cientificas. Animais
domésticos, como cdes e equideos provavelmente desempenham papel na transmissao
de L. braziliensis, pois estdo proximos aos humanos e participam da agricultura e em
4reas de pastoreio que foram originadas do desmatamento (TRUPPEL, 2014). E sabido
que o cao doméstico € o principal reservatério da leishmaniose visceral (RODRIGUES
et al., 2015) e incansdveis estudos para identificar hospedeiros vertebrados para as
diferentes espécies de Leishmania sp. que causam a forma cutanea da doenga nao param
de ser realizados (QUARESMA et al., 2011). Outras espécies ja foram descritas sendo
parasitadas por Leishmaniasp., como bovinos (LOBSINGER et al., 2010) e felinos
(SILVA et al., 2008).

No Brasil, a LV tinha caracteristicas predominantemente rurais, mas atualmente
vem invadindo as dreas urbanas e é também denominada de calazar, barriga d’agua,
dentre outras. A doenca € mais frequente em criangas, com menos de dez anos, devido a
imaturidade imunoldgica celular agravada pela desnutricdo (comum em &reas
endémicas) e, o sexo masculino é o mais acometido. A principal forma de transmissao é
a vetorial, mas, outras formas de infeccio menos relevantes sdo as agulhas
compartilhadas por usudrios de drogas intravenosas, apds transplante de oérgdos e
transfusdes sanguinease, via transmissdo congénita (WHO, 2010; MANSUETO et al.,
2014; LARSON et al., 2016).

Na Europa, a LV tem aumentado em decorréncia do crescente numero de
individuos imunossuprimidos, como na infeccdo secundéria devido ao virus HIV, que
aumentou em 500% a incidéncia da doenca em dreas endémicas (MITROPOULOS et
al., 2010), em transplantados e nos tratamentos por quimioterdpicos (GRAMICCIA,
2005; PACE, 2014). Um estudo realizado em um hospital do DF avaliou a relacio entre
HIV e LV, onde participaram 163 pacientes soropositivos e, destes, 26 (=16%)
apresentaram anticorpos anti-Leishmania (CARRANZA-TAMAYO et al., 2009), o que
comprova esta realidade também no Brasil.

No Brasil a LTA apresenta trés padroes epidemioldgicos: silvestre, que ocorre
em dareas de vegetacdo primdria, zoonose de animais silvestres, mas que acomete seres
humanos quando este invade o ambiente silvestre, onde esteja ocorrendo a doenca;
ocupacional e de lazer, ligado diretamente ao desmatamento para constru¢do de
estradas, usinas hidrelétricas, povoamento, atividades agropecudrias, treinamentos
militares e ecoturismo e; rural e periurbana em areas de colonizagdo, diretamente
relacionado a migracdo, ocupacdo de encostas e aglomeracdes em centros urbanos
associados a matas secunddrias ou residuais (CASTRO, 2005; BRASIL, 2010).A LTA é
fortemente associada a fatores ambientais, e parasito e vetor estdo se adaptando a nova
condicdo ambiental, induzida pelo homem nas dreas rural e urbana e isto os estd



introduzindo dentro do ciclo doméstico, aumentando a incidéncia de humanos e animais
domésticos infectados porL. braziliensis devido principalmente ao desmatamento e
urbanizagdo. Com isso o ciclo que era sabidamente silvestre estd se tornando
peridomiciliar (REITHINGER, 2007, TRUPPEL, 2014). Estudos mostraram o
polimorfismo genético em diferentes espécies de Leishmania, o que pode explicar a
plasticidade do parasito e suas habilidades em se adaptar a novas condigdes
ecolégicas(TRUPPEL, 2014).

A doenga vem sido descrita em diversas espécies de hospedeiros, entretanto
equideos vem cada vez mais ganhando destaque em estudos referentes ao seu
envolvimento na manuten¢do do parasito no meio ambiente. O primeiro relato ocorreu
na Argentina, em 1927, por Mazza, que descreveu formas amastigotas na regido
periocular esquerda de um cavalo (YOSHIDA et al., 1990; RAMOS-VARA, 1996).

2.6 A Leishmaniose e os Equideos

Em relagdo a ocorréncia no Brasil a LTA em equideos tem sido descrita desde a
década de 50. Ha relatos nos Estados do Ceara (ALENCAR, 1959), da Bahia
(VEXENAT et al., 1986; FOLLADOR et al., 1999), do Rio de Janeiro (AGUILAR et
al., 1986; AGUILAR et al., 1987, BARBOSA-SANTOS et al., 1994; OLIVEIRA-
NETO et al., 1988, DUARTE et al., 2000), do Espiirito Santo (FALQUETO et al.,
1987), de Minas Gerais (SOARES et al., 2013), de Sdo Paulo (YOSHIDA et al., 1988;
YOSHIDA et al., 1990, BEVENGA, 2013), de Pernambuco (BRANDAO-FILHO;
SHAW, 2006) e do Parana (VEDOVELLO et al., 2008). Mas ainda nio estd esclarecida
a importancia desta espécie na manutenc¢do do ciclo evolutivo deste parasito no meio
ambiente, diferente do que ocorre na Venezuela, que ja considera a espécie como um
reservatorio para L. braziliensis(PONS; LONDRES, 1968; AGUILAR et al.,, 1984;
BARBOSA-SANTOS et al., 1994; MORALES et al., 2010). Na América do Norte a
doenca também foi descrita em equideos (RAMOS-VARA, et al., 1996; REUSS et al.,
2012).

Em 1994, houve um inquérito soroepidemiolégico em equideos, em Canoa,
municipio de Santo Amaro, Bahia, Brasil. Foram examinados 77 animais e, nenhum
equideo apresentou lesdo cutanea sugestiva de leishmaniose, entretanto, o teste
sorolégico foi reagente em 17 (22%) animais (FOLLADOR et al., 1999). Para os
autores, essa sororreacdo positiva neste inquérito sorologico demonstrou uma
participacdo desses animais no ciclo da doenca no local, embora o real papel dessa
participacdo necessitasse de estudos mais detalhados. Para eles os documentos ja
publicados com a referida espécie sugerem a participacdo da mesma na domicializacao
e urbanizacio da LTA.

Na Europa, equideos ja foram descritos manifestando a forma cutanea causada
por L. infantumna Espanha (SOLANO-GALLEGO et al., 2003; FERNANDEZ-
BELLON, 2006), em Portugal (ROLAO et al., 2005; LOPES et al., 2013; GAMA,
2014) e na Alemanha (KOEHLER et al., 2002; MULLER et al., 2009). Esses relatos
sugerem que equideos possam estar envolvidos na manuten¢do do agente da LV
também nas Américas, como foi descrito por Cerqueira (2001) ao detectar testes
sorolégicos positivos de equideos pelo teste rdpido para L. donovani, que detecta
anticorpos anti-L. donovani (TRALd)(40%), pela técnica ELISA (19,32%) e pelo Dot-
blot (13,7%), no Estado da Bahia.

Cerqueira et al., (2003) detectaram formas amastigotas do parasito no figado de
dois asininos um ano apds a infeccdo experimental por L. infantum. Em Bauru, Sao
Paulo, regido endémica para LV e LTA, Villalobos et al., (2010), encontraram 40
cavalos reagentes, num total de 100 animais testados pela técnica RIFI. Baum et al.,



(2014) realizaram detecc@o molecular das fontes de alimento para dipteros da familia
Psychodidae em dreas de transmissdo da LTA, no Estado do Parand, e encontraram
esses mosquitos se alimentando de equinos (Equus caballus), suinos (Sus scrofa) e
caninos (Canis lupus). Duarte et al., (2000) detectaram 11,6% de equinos reagentes
(29/250) na técnica de ELISA, na zona oeste do Rio de Janeiro.

Em todos os relatos feitos em equideos, apesar de nao haver um padrio clinico
para as lesdes, a manifestacdo clinica sempre € cutanea, benigna, e, em sua maioria, de
cura espontanea, com alguns relatos de tratamento quimioterdpico com regressao das
lesdes (BARBOSA-SANTOS et al., 1994, RAMOS-VARA, 1996) sendo descritos
ndédulos e pédpulas, solitdrios ou multiplos (VEXENAT et al., 1986; FALQUETO et al.,
1987; BARBOSA-SANTOS et al., 1994; VEDOVELLO et al., 2008; SOARES, 2013)
até lesdes ulceradas, proliferativas ou crostosas (BARBOSA-SANTOS et al., 1994;
AGUILAR et al., 1986; AGUILAR et al., 1987; YOSHIDA et al., 1988; VEDOVELLO
et al., 2008). Este fato requer uma atengdo e cuidado por parte dos clinicos veterinarios,
na importancia de incluir a leishmaniose em diagnéstico diferencial para as afeccoes
dermatoldgicas em equideos (RAMOS-VARA, 1996; SOARES et al., 2013).

As leishmanioses possuem diversos hospedeiros mamiferos, mas a importancia
deles na natureza ird depender da sua capacidade de transmissibilidade. O hospedeiro é
considerado reservatério quando é capaz de manter o parasito na natureza, mas este
mesmo hospedeiro pode ser amplificador da doenga, e isso ocorre quando além da
manutengao ele é capaz de facilitar a transmissdo da doenca. Além disso, um hospedeiro
pode se tornar amplificador, dependendo do seu estado sanitdrio (imunossupressao e
infec¢des concomitantes) (ROQUE; JANSEN, 2014).

Os estudos realizados com equideos ainda ndo determinaram seu papel neste
ecossistema, o que se sabe é que esses animais sdo acometidos pela doenga, entretanto
ndo foi deixado de forma clara se eles podem ser bons reservatérios do parasito, ou
mesmo se podem atuar como hospedeiros amplificadores.Nesse sentido, o
acompanhamento de animais naturalmente infectados e estudos experimentais
utilizando potenciais reservatdrios sdo essenciais para melhorar a compreensdao dos
mecanismos de manuten¢ao desses parasitos (ROQUE; JANSEN, 2014).

2.70 Distrito Federal

O Distrito Federal esta localizado no Planalto Central, na Regido Centro-Oeste
do Brasil. Esta totalmente contido dentro do Estado de Goids, exceto por estreita faixa
no Sudeste onde faz fronteira com o estado de Minas Gerais (SAMPAIO et al., 1999).
Sua capital é Brasilia, sendo esta também a capital do Brasil (SENRA, 2010;
http://www.brasilia.df.gov.br). Nao possui cidades ou bairros, sendo composta por 31
Regides Administrativas, sendo elas: RA-I (Plano Piloto), RA-II (Gama), RA-III
(Taguatinga), RA-IV (Brazlandia), RA-V (Sobradinho), RA-VI (Planaltina), RA-VII
(Paranoa), RA-VIII (Nucleo Bandeirante), RA-IX (Ceilandia), RA-X (Guard), RA-XI
(Cruzeiro), RA-XII (Samambaia), RA-XIII (Santa Maria), RA-XIV (Sdo Sebastido),
RA-XV (Recanto das Emas), RA-XVI (Lago Sul), RA-XVII (Riacho Fundo), RA-
XVIII (Lago Norte), RA-XIX (Candangolandia), RA-XX (Aguas Claras), RA-XXI
(Riacho Fundo II), RA-XXII (Sudoeste/Octogonal), RA-XXIII (Varjao), RA-XXIV
(Park Way), RA-XXV (SCIA), RA-XXVI (Sobradinho II), RA-XXVII (Jardim
Botanico), RA-XXVIII (Itapod), RA-XXIX (SIA), RA-XXX (Vicente Pires), RA-XXXI
(Fercal).

Brasilia foi fundada em 21 de Abril de 1960 e esta situada a 15°47’ de latitude
sul e 47°56° de longitude oeste, e ocupando uma érea de 5.779,999Km? e sua populacdo
¢ de 2.977.216 habitantes (IBGE, 2016) e, ja é a quarta cidade mais populosa do pais,



com 444,66 habitantes/m2. Seu relevo é predominantemente plano, possuindo o ponto
mais alto a 1.341m denominado Pico do Roncador, na serra de Sobradinho
(http://www.brasilia.df.gov.br).

A vegetacdo do Distrito Federal (DF) consiste na totalidade de Cerrado,
possuindo o segundo maior bioma da América do Sul e, abriga a nascente das trés
maiores bacias sul-americanas. Possui a savana mais rica do mundo com 11.627
espécies de plantas, sendo esta flora totalmente adaptada ao clima seco, com pouca dgua
e baixo nivel de nutrientes, sendo suas arvores de galhos tortuosos, com cascas e folhas
grossas. Sua fauna possui grande diversidade, com 199 espécies de mamiferos, 837 de
aves, 1.200 de peixes, 180 de répteis e 150 anfibios (http://www.brasilia.df.gov.br).

O DF possui clima tropical, com temperatura média de 22°C, variando de 13°C
a 28°C. Possui um periodo chuvoso que vai de Novembro a inicio de Maio, onde a
Umidade Relativa fica em torno de 70%. O periodo de seca dura em torno de cinco
meses (http://www.brasilia.df.gov.br).

2.8Leishmaniose e o Distrito Federal

As leishmanioses sao endémicas no Distrito Federal (DF), onde casos humanos e
caninos tém sido observados nos ultimos anos (SAMPAIO et al., 2009; CARRANZA-
TAMAYO et al., 2010; FERREIRA et al., 2014). O primeiro caso autéctone de LTA foi
descrito em 1980, em uma crianga de dois anos de idade que nunca tinha saido do
Territério (SAMPAIO et al., 2009). Considerando somente os casos autdctones, entre
2007 e 2016, 29 casos humanos de LV e 49 de LT foram registrados no DF (SES/DF
2016).

O DF vem sofrendo com crescimento desordenado de suas dreas urbanas desde
1985, onde tem ocorrido o aumento de parcelamentos informais e invasdes com
caracteristicas urbanas, que no periodo de 1995 a 2005 foi de 54,5% e tem levado a um
processo constante de degradacdo ambiental e social. O intenso fluxo migratério e o
crescimento da agricultura levaram a reducdo de 47% das formagdes florestais (matas
ciliares, mesofiticas, de galeria, de encosta e cerraddo), 74% de cerrado e 75% de campo
(CARVALHO et al., 2010).Com isso, a leishmaniose no DF esta relacionada a
construgdes de residéncias proximas as dreas de mata, que estd levando ao
desaparecimento do cerrado, diminuindo a biodiversidade local e suprimindo os
recursos naturais. Esses fatores podem estar contribuindo para a mudanca nos hébitos
dos flebotomineos e dos animais silvestres, desenvolvendo uma nova realidade
ambiental (OLIVEIRA et al., 2003; CARVALHO et al., 2010).

Poucos estudos sobre flebotomineos foram desenvolvidos no DF. Nao existe
nenhuma publicacdo referente as espécies de vertebrados que atuam como fonte de
alimentacdo para fleb6tomos no DF, para que se entenda melhor a biologia deste inseto,
e como consequéncia, seus potenciais reservatérios (FERREIRA et al., 2014). Espécies
reconhecidamente vetoras de Leishmaniaspp. ja foram capturadas no DF, como L.
longipalpis, N. whitmani e L. flaviscutellata, sendo a segunda mais frequente em
ambiente domiciliar, com ampla distribuicio no DF (CARVALHO et al., 2010,
FERREIRA et al., 2014).

O estudo realizado pala Diretoria de Vigilancia Ambiental registrou quinze
espécies do artropode, sendo a espécie L. longipalpiscapturada pela primeira vez no DF
(CARVALHO et al., 2010). Sao reconhecidas 27 espécies de flebotomineos
(CARVALHO et al., 2010; FERREIRA et al., 2014), porém a ecologia de algumas
espécies e sua importancia vetorial para a manutengdo do ciclo silvestre de
Leishmaniasp. ainda € pouco conhecida no DF (FERREIRA et al., 2014). Em um
periodo posterior, as espécies de importancia médica L. whitmani, L. intermedia, L.
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neivai, L. davisi, L. flaviscutellata e L. longipalpis foram encontradas na mata, em
abrigos de animais e dentro de domicilios (CARVALHO et al., 2010), sendo a espécie
L. whitmani a mais frequente (75,9%), seguida de L. longipalpis (8,76%). A
identificacdo de outras duas espécies vetoras, L. neivai e L. davisi, auxiliou no
mapeamento das dreas de risco a transmissao deLeishmaniasp.

Ferreira et al., (2014)também realizaram a captura de fleb6tomos abrangendo
ambas estacdoes de chuva e seca. Foram coletados 250 exemplares do artrépode,
entretanto nenhum na época das chuvas, levando a conclusdo que a ocorréncia do
flebotomineo é maior na época da seca, no nivel do solo e em dreas preservadas nas
matas de galeria. Nesta captura foram registradas pela primeira vez no DF as espécies
Psathyromyia runoides, Pintomyia kuschelieMicropygomyia quinquefer.

Outro estudo foi realizado para atualizar a distribuicdo das espécies de
flebotomineos na regido Centro oeste do Brasil e, foi observado que metade de todas as
espécies conhecidas no Brasil foi encontrada nesta regido. O artigo trata de estudo das
espécies de flebotomineos entre os anos de 1962 e 2014. Foram coletados no total 2803
flebotomineos, sendo identificadas 127 espécies. N. whitmani,Evandromyia lenti e L.
longipalpistoram as espécies com o maior nimero de registros e estavam presentes em
todos os biomas do centro oeste indicando que dreas de cerrado nas regides central e
oeste do Centro Oeste do Brasil sdo climaticamente mais propicias aos flebotomineos.
Os resultados mostraram que as espécies do artropode t€m padrdes diferentes de
distribuicdo nesta regido e em dreas proximas, onde as condi¢cdes climdticas sdo
favordaveis a ocorréncia de pelo menos uma destas espécies. Os padroes de distribui¢ao
mostraram que flebotomineos sdo mais frequentes em édreas de cerrado, que possuem
uma temperatura sazonal durante todo o ano, tendo a temperatura nos meses mais frios
uma influéncia na distribui¢do destas espécies de artrépodes, destacando a necessidade
de manter ou intensificar o controle do vetor e estratégias de vigilancia (ALMEIDA et
al., 2015).

Casos de leishmaniose canina foram diagnosticados por meio de testes
sorolégicos nas seguintes regides: Aguas Claras, Brasilia, Brazlandia, Candangolandia,
Ceilandia, Estrutural, Fercal, Paranod, Park Way, Guard, Guard II, Itapoa, Jardim
Botanico, Lago Norte, Lago Sul, Nuicleo Bandeirante, Planaltina, Recanto das Emas,
Riacho Fundo I, Riacho Fundo II, Samambaia, Santa Maria, Sdo Sebastido, SIA,
Sobradinho, Sobradinho II, Taguatinga, Varjdo. Dentre estas regides as que apresentam
maiores incidéncias de leishmaniose canina no ano de 2013 foram Fercal, Lago Norte,
Jardim Botanico e Sobradinho (HERENIO et al., 2014; SOUSA et al., 2015). Em
Brasilia os casos de leishmaniose canina ocorrem também em dreas onde a populagcdo
humana possui altas condi¢des socioeconOmicas, possuindo acesso a saide e
saneamento, como sdao exemplos o Lago Norte e o Lago Sul (HERENIO et al., 2014;
SOUSA et al., 2015).

Alguns estudos relataram encontrar Leishmania(Leishmania) hertigiem Estados
da Regido Norte do pais. A mesma foi isolada no DF em um porco espinho
(Coendousp). O animal havia sido encontrado morto em via publica durante um
inquérito soro epidemioldgico para leishmaniose canina que estava sendo realizado na
cidade de Brasilia. Foram coletadas amostras de pele integra e do baco do animal, para
isolamento do parasito em meio de cultura. Este relato evidencia a importancia de se
investigar a distribui¢do deste parasito no pais bem como de ressaltar a necessidade de
estudos para se entender o papel de L. hertigina fisiopatologia da leishmaniose e sua
sobrevivéncia em mamiferos e em possiveis vetores (SILVA et al., 2013).

Nenhum tipo de estudo foi realizado com equideos no DF, territrio onde esses
animais sao muito utilizados no campo e na cidade, como meio de transporte, trabalho e
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lazer. Com isso hd um grande transito e proximidade desses animais com seres humanos
e cdes e, no caso de animais de tracdo, além dessa proximidade hd ainda o contato
intimo desses animais com lixo e matéria organica em decomposi¢io, que atraem todo
tipo de inseto e doencas por eles transmitidas. H4 uma necessidade de se conhecer a
importancia dos equideos de tracdo na manutengdo da leishmaniose em nivel endémico
no Estado.

O DF adota medidas de vigilancia e controle para leishmaniose, entretanto a
doenca permanece em dareas urbanas e rurais, carentes € com boas condicOes
socioecondmicas, onde a populacdo tem acesso a saide e saneamento urbano. Isso vem
enfatizar a caréncia de estudos que determinem medidas mais efetivas para controlar
vetores, controlar e conhecer possiveis reservatorios e com isso reduzir a prevaléncia da
doenca no Distrito Federal (SOUSA et al., 2015).

2.9Manifestacoes Clinicas

Em humanos a forma visceral varia desde auséncia de sintomas, a formas
subclinicas e ao caso classico da doenga. Na forma cldssica o individuo pode apresentar
febre, anemia, hepatoesplenomegalia, hemorragias, linfadenomegalia, pancitopenia,
perda de peso, taquicardia, podendo apresentar com menor frequéncia tosse seca e
diarreia. Com a evolugdo da doenga haverd desnutricao, com edema de membros, queda
de cabelo, alteragcdes na pele e unhas. Sem tratamento, o individuo entrard num quadro
de infeccdo bacteriana secundéria, como pneumonia e septicemia, levando o mesmo ao
6bito (BRASIL, 2006; SOARES, 2012; MENON et al.,, 2016). Em pacientes co-
infectados com LV e HIV, caracteristicas tipicas, como a esplenomegalia, podem nao
ocorrer e, o envolvimento de 6rgdos como pulmdes, os gastrointestinais e rins podem
existir (MENON et al., 2016).

No cdo a forma visceral se manifesta de forma sist€mica e cronica, mas alguns
animais podem apresentar cura clinica espontinea, dependendo da resposta imunoldgica
do hospedeiro. Entre os sinais clinicos sao observados com frequéncia onicogrifose,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, dlceras cutaneas, recobertas
por crostas, localizadas nas orelhas, bolsa escrotal, focinho e membros (PORFfRIO—
PASSOS et al., 2012; SOUSA et al., 2015; FARAHMAND; NAHREVANIAN, 2016),
diarreias sanguinolentas, apatia, anemia, febre, vomitos, edema de membros. Porém
cdes podem ficar assintomdticos por muito tempo (SILVA et al., 2011; FARAHMAND:;
NAHREVANIAN, 2016).

Em seres humanos a LTA se manifesta de trés formas principais, a leishmaniose
cutinea localizada (LCL), leishmaniose muco cutinea (LMC) e leishmaniose cutinea
difusa (LCD) (SILVEIRA et al., 2004; BRASIL, 2010, SILVA, 2012; SOARES et al.,
2013).

Geralmente a LCL € auto limitante e a forma mais comum da doenca
(DESJEUX, 2004; SILVEIRA et al., 2004; SILVA, 2012, SOARES, 2012), representa a
forma mais benigna da infec¢io e geralmente acomete pacientes imunocompetentes, no
entanto, pode evoluir para a forma cutanea disseminada, com lesdes multiplas e
debilitantes (DESJEUX, 2004; BRASIL, 2010; SOARES, 2012).

Em infeccdes por L. braziliensisa doenca se inicia com hiperplasia reativa de
nddulo linfatico localizada aonde surgirdo ulceracdes entre uma e doze semanas
(GONTUO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010; SOARES, 2012). No local da picada
do artrépode aparecerd uma pédpula indolor, geralmente em dreas descobertas como face
e membros, e em seguida, formar-se-do nddulos que irdo ulcerar, podendo variar de
milimetros a centimetros de didmetro. Tém como caracteristica o fundo crostoso e
eritematoso, com bordos bem delimitados, elevados e endurecidos (BRASIL, 2010). A
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cura pode ser espontanea tendo como sequela uma cicatriz, entretanto alguns pacientes,
cerca de 5%, podem apresentar complicacdes nas infeccdes por L. braziliensis, através
de metéstasespor via hematégena ou linfitica para as mucosas nasofaringeas levando a
forma muco cutinea (SILVEIRA et al.,, 2004; BRASIL, 2010; MANSUETO et al.,
2014).

A LMC € a forma mais grave da LTA, podendo levar ao 6bito (BRASIL, 2010).
Esta forma da doenca se inicia com pustulas edemaciadas na boca e/ou narinas, podendo
ulcerar e atingir a mucosa nasofaringea acarretando aos doentes problemas psicoldgicos
e socioecondmicos devido a grande destruicdo das cavidades oral e nasal, causando
mutilacdo e deformidade (DESJEUX, 2004; BRASIL, 2010; WHO, 2016). Essa forma
ainda pode ter uma apari¢do tardia, anos apds a cicatrizagdo da forma cutanea,
geralmente associada a lesdes cutaneas multiplas ou de longa duragdo, as curas clinicas
espontaneas ou ao tratamento insuficiente da LTC (BRASIL, 2010). Essa forma da
doenca € com frequéncia tratada de forma errada, como LCL, e por ser uma forma
destrutiva, o tratamento ¢é dificil, sendo comum sua recorréncia (CARDOSO et al.,
2014). Também ¢ conhecida por espundia, referéncia dada a extensa destrui¢do da
cavidade oro-nasal. A detec¢do da LMC concomitantemente com lesdes cutaneas € rara,
ocorrendo em aproximadamente 2,7% dos casos (CARDOSO et al., 2014).

A LCD ¢ cronica e progressiva, semelhante 4 hanseniase. E caracterizada por
lesdes difusas ndo ulceradas por toda a pele, com grande nimero de nédulos, papulas,
tubérculos e placas infiltradas (SILVEIRA et al., 2004), e de dificil tratamento
(CARDOSO et al., 2014). Ocorre devido a uma auséncia da resposta imune mediada
por células (DESJEUX, 2004; REITHINGER et al., 2007; BRASIL, 2010, CARDOSO
et al., 2014), sendo comum em pacientes imunocomprometidos como no caso dos
portadores do HIV (HANDLER et al., 2015). No Brasil, estd associada exclusivamente
a infec¢do por L. amazonensis(SILVEIRA et al., 2004; BRASIL, 2010). Geralmente
esta forma da doenca esta associada a infec¢do ocorrida na infancia, onde ainda existe
uma imaturidade do sistema imunolégico do hospedeiro (BRASIL, 2010).

A leishmaniose tegumentar canina (LTC) se assemelha a leishmaniose cutinea
localizada (LCL) em humanos e, se manifesta através de lesdes cutineas ulceradas, na
maioria das vezes recobertas por crostas, podendo ser tnicas, multiplas ou confluentes,
com predomindncia em extremidades, em areas desprovidas de pelagem (bolsa escrotal,
pavilhdo auricular) e no focinho com envolvimento da mucosa respiratdria. De evolucao
longa, podendo apresentar comportamento ciclico, onde as lesdes cicatrizam e depois
reaparecem. Pode ainda cursar com a forma subclinica (BRASIL, 2010; SILVA, 2012).

2.10Diagnéstico

2.10.1 Levantamento epidemiologico

Nos seres humanos € necessario fazer um levantamento epidemiolégico, pois ele
ird determinar a forma de atuacdo em cada regido afetada (GONTLJO; CARVALHO,
2003; SOARES, 2012; HANDLER et al., 2015). E necessério averiguar a existéncia de
LTA na regido, se houve viagem para drea endémica, se existem caes e equideos com
lesdes nas proximidades, se a pessoa entrou em dreas florestais. Esses dados, no caso de
lesdes cutaneas, sdo feitos a partir de um retrospecto de dois meses. Ja nas lesdes
mucosas € necessdrio saber se houve ulceracao de pele de longa duracdo, se existe
cicatriz e se houve tratamento contra leishmaniose (BRASIL, 2000). Infelizmente o
parasito somente € identificado 70% das vezes em casos de LC e 50% das vezes em
LMC, mesmo quando o médico € familiarizado com a doenca (HANDLER et al., 2015).
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2.10.2 Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial € realizado pela visualizagdo do parasito, através de
biopsia, aspiracdo por agulha ou escarificacdo da lesdo; por provas imunoldgicas
(BRASIL, 2010); por cultura e por testes moleculares (SANCHES et al., 2016). Cultura
nao € ficil de realizar, entretanto é o melhor método de isolar o parasito e o material é
obtido de lesdes cutaneas ou aspirado de o6rgaos (HANDLER et al., 2015). A
visualiza¢do do parasito por imprint ainda € o método mais empregado devido a sua
rapidez, baixo custo e facilidade, sendo importante meio de diagndstico (GONTLO;
CARVALHO, 2003; SOARES, 2012; HANDLER et al., 2015), além de ter uma alta
especificidade, entretanto sua sensibilidade é varidvel (REITHINGER et al., 2007;
SOARES, 2012).

A inoculacdo em animais de laboratério tem como animal de escolha o Hamster
(Mesocricetus auratus), preferencialmente nas extremidades dos membros posteriores e,
devido a sua reagdo tardia, em torno de um més, seu alto custo e comprometimento
ético no uso de animais em pesquisa clinica € uma técnica reservada a pesquisa, apesar
de apresentar alta sensibilidade (BRASIL, 2010; SILVA, 2012; SOARES, 2012).

Testes moleculares sdo usados com grande frequéncia em pesquisa cientifica
devido a suas altas sensibilidade e especificidade (BRANDAO-FILHO; SHAW, 2006),
entretanto devido ao seu alto custo e necessidade técnico capacitado para execuciao nao
€ usado em diagnostico.

2.10.3 Diagnéstico sorolégico

Diagndstico soroldgico para Leishmania é baseado numa investigacdo da
infeccdo em um unico individuo ou em uma populacdo. E consiste na detecgdo,
quantificacdo e caracterizagdo dos anticorpos anti-Leishmaniaque estdo circulantes no
plasma/soro sanguineo. Os testes soroldgicos podem ser qualitativos ou quantitativos,
de fécil execugdo, rapidos, de baixo custo operacional e podem ser automatizados e, sdo
amplamente utilizados no auxilio diagndstico de suspeitas clinicas de infec¢des (TEVA
et al., 2009; SILVA, 2012). Virios sdo os testes sorologicos utilizados para o
diagnostico de LV, incluindo RIFI, ELISA, dot-ELISA, Teste de Aglutinacdo Direta,
Western-blotting e teste imunocromatografico (FARAHMAND; NAHREVANIAN,
2016).

Os testes sorolégicos sdo pouco utilizados para diagndstico de LTA em seres
humanos, devido a baixa producdo de anticorpos, sendo necessdria a associagdo de
diferentes métodos para aumentar a positividade do diagnéstico. O teste intradérmico de
Montenegro tem apresentado dificuldades em sua execugdo, devido as diferentes
espécies do agente e as diferentes formas de preparacdo do antigeno, além da
capacidade que este teste tem em induzir reacdes de hipersensibilidade tardia, quando
realizado uma segunda vez. A RIFI € o teste mais empregado como teste confirmatdério
em seres humanos, mas apresenta problemas de reacdes cruzadas com outras
enfermidades, em especial, com a doenca de chagas. Para obter resultados mais
especificos, em testes considerados sensiveis, como o ELISA, deve-se utilizar diferentes
antigenos (ARRAES et al., 2008). Entretanto, em dreas onde bidpsia e histopatologia
sdo inviaveis de execucdo, os testes soroldgicos tornam-se vantajosos como métodos de
diagndstico, devido a simplicidade das técnicas e o baixo custo (BARROSO-FREITAS
et al., 2009).

Se um hospedeiro é positivo em testes soroldgicos e negativo em testes
parasitologicos € indicativo que ele foi exposto a infec¢do por Leishmania, mas nao
necessariamente serd um reservatorio do parasito (ROQUE; JANSEN, 2014).
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E importante também realizar um diagnéstico diferencial para leishmaniose
tegumentar com outras doencas como infeccdes por bactérias, neoplasias, hanseniase,
ldpus eritematoso, trauma, sifilis tercidria, sarcoidose, dentre outras (REITHINGER et
al., 2007, BRASIL, 2010, HANDLER et al., 2015).

2.10.3.1 Intradermorreacao de Montenegro (IDRM)

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) € um teste imunolégico, baseado
na resposta imune celular, semelhante ao teste de tuberculinizacio (HANDLER et al.,
2015), onde ocorre uma reagdo de hipersensibilidade tardia, apresentando um resultado
onde a leitura ocorre em 48 a 72 horas e é de fcil execucdo.E ainda o principal teste
utilizado em dreas endémicas para LT, sendo comum, nessas dreas, resultados positivos
em pacientes com infeccdo subclinica e mesmo em pessoas sem histérico de
leishmaniose (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010; SOARES, 2012;
HANDLER et al., 2015). Geralmente sua reacdo permanece positiva apds o tratamento,
em fase de cicatrizacdo de lesdo tratada ou em caso de cura espontanea. Apds a cura
clinica a IDRM pode permanecer positiva durante véarios anos, sendo limitado o seu
emprego para o diagndstico de reativagdo da doenga. E pode apresentar resultado
negativo em individuos com fraca reacdo ou naqueles que receberam tratamento
precoce; em casos de LV; em casos de LC pés LV e; em casos de LCD (SILVEIRA et
al., 2004). A IDRM costuma ser exacerbada em pacientes com LM (BRASIL, 2010;
SILVA, 2012; HANDLER et al., 2015).

2.10.3.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A técnica de reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) realiza a pesquisa de
anticorpos contra uma série de antigenos de superficie de Leishmania sp, e tem sido
usada desde a década de 60 (FARIA et al., 2012). Por ser capaz de avaliar os anticorpos
produzidos frente ao microrganismo causador de infeccdo. Os promastigotas de
Leishmania sp. (antigeno) sdo imobilizados em laminas, e os anticorpos especificos ao
parasito quando presentes ligam-se aos antigenos e logo apds uma anti-imunoglobulina
(conjugado ou anticorpo secunddrio) espécie especifica ligada a flurosceina se liga ao
complexo que pode ser visualizado num microscopio de Imunofluorescéncia, de acordo
com a fluorescéncia que € emitida.A RIFI, de modo geral, apresenta sensibilidade
variando de 70% a 90% e especificidade entre 85% e 99% (TEVA et al., 2009). Em
lesdes ulceradas, onde o agente etioldgico € L. braziliensis, segundo o MS, a
sensibilidade da RIFI esta por volta de 70% no primeiro ano da doenca, mas alguns
pacientes sao persistentemente negativos (BRASIL, 2010). As lesdes mucosas
apresentam titulos mais altos e persistentes que as lesdes cutdneas (BRASIL, 2010;
SILVA, 2012). Devido a esta grande especificidade, esta técnica € mais utilizada como
teste confirmatério para LVH. Esta técnica deve ser sempre utilizada associada a outro
teste de diagndstico para triagem, mais sensivel, para serem fornecidos dois testes
combinatérios (TEVA et al., 2009; SILVA, 2012).

Em seres humanos pode apresentar resultados falso-positivos, reacdes cruzadas
com doencas como a de chagas, a esquistossomose, o pénfigo folidceo, blastomicose,
esporotricose e até mesmo com individuos sauddveis que vivem em dreas endémicas
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2010; SOARES, 2012).

A cura clinica sempre terd correlacdo com os niveis de anticorpos, com isso foi
indicado utilizar o resultado da RIFI negativo como critério de cura dos pacientes. Mas
se a RIFI permanecesse positiva apds o tratamento de pacientes com LTA ou mesmo
naqueles com cura espontanea, poderia ser indicativo que estes pacientes estariam com
risco de desenvolver a forma mucosa da doenca ou mesmo uma recidiva das lesdes
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cutaneas. Alguns pacientes podem apresentar titulos de anticorpos apds anos sem lesdes
aparentes e em dreas endémicas, algumas pessoas sadias podem apresentar titulos de
anticorpos para a doenca sendo, portanto,questiondvel o valor clinico desta persisténcia
de anticorpos para sugerir uma possivel reativacdo de LTA. Pode-se afirmar que a RIFI
ndo € indicada como critério de cura ou de recidiva da doenga.A presenga ou nio de
lesdes cutaneasé que serd o critério decisivo (BRASIL, 2010).

Relatos com equino foram feitos por Barbosa-Santos et al. (1994), onde
descreveram uma égua com LMC por meio de diagn6sticos clinico, direto e soroldgico.
Realizaram a RIFI como meio de diagndstico soroldgico onde apresentou uma titulacao
na fase aguda da doenca de 1:320 e onze meses apOs a cura clinica apresentou a
titulacdo de 1:80.

Soares et al., (2013) realizaram a RIFI em dois equinos que apresentaram titulos
de 1:40 e 1:80. Utilizaram cut-off1:40, como foi padronizado para humanos e caes.
Posteriormente foi confirmada a positividade através do PCR, onde foram encontradas
as espécies L. infantume L. braziliensis, caracterizando infeccao mista.

2.10.3.3. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido na década de 70 (FARIA
et al., 2012) e se assemelha ao radioimunoensaio quanto a sensibilidade quando
apresenta condicdes Otimas de execucdo (enzimas altamente ativas, antigenos puros,
substratos de alta qualidade, anticorpos e conjugados) e ainda tem a vantagem de ndo
utilizar material radioativo. E considerado um avanco tecnolégico para diagnstico da
LV, pois avalia um grande nimero de amostras em um pequeno intervalo de tempo, em
um protocolo de facil adaptacao para ser utilizado em diversos antigenos e possui leitura
e resultados automatizados (SOARES, 2012). O ELISA € um teste sensivel e especifico
para detec¢do de anticorpos em humanos e caes infectados com LV (FARAHMAND;
NAHREVANIAN, 2016). A reacdo é feita em placas de micro dilui¢do, contendo
pocos, onde sdo introduzidos os imunorreagentes, antigenos ou anticorpos, de acordo
com o objetivo da técnica. E realizada a sensibilizacdo da placa, que se trata de revestir
a mesma com o imunorreagente. Esta técnica é empregada para pesquisa de anticorpos
em amostras de soros que foram utilizados para reagir com os antigenos imobilizados
em uma fase sélida, ou seja, na placa ja sensibilizada. Utilizando posteriormente um
conjugado enzimdtico especifico e utilizando o substrato para esta enzima haverd a
formacdo de um produto corado apds ter agido sobre o substrato cromogénico (TEVA et
al, 2009; SILVA, 2012).

Para L. braziliensiso teste ELISA é recomendado para casos suspeitos de LTA
em dreas endémicas, desde que associado ao RIFI, sendo obtido um teste de maior
sensibilidade diagndstica (BARROSO-FREITAS et al., 2009, SOARES, 2012).

No Brasil, Duarte et al., (2001) realizaram o teste ELISA em 250 equinos,
utilizando antigenos particulados deL. major “like” cepaJ OF para sensibilizar as placas.
As amostras foram diluidas a 1:20 e como critério da positividade a absorbancia/cut
offfoi estabelecido com o valor médio acrescido de dois desvios-padrao. Entre as 250
amostras testadas 29 (11,6%) apresentam reatividade no ELISA e 221 (88,4%)
apresentaram-se nao reatoras.

Cerqueira et al., (2003) inocularam experimentalmente L. infantum em asininos
e durante o acompanhamento utilizaram o ELISA com antigeno homdlogo. Foram
realizados dois tipos de ELISA. No primeiro (ELISA 1), foi utilizado como antigeno um
lisado crude de Leishmania (Leishmania chagasi lysate) e, no segundo (ELISA II), a
proteina rk39, ambos expostos a um conjugado anti-horse. Os resultados apresentados
foram de 50% de positividade.
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Na Europa, o teste ELISA foi empregado em trabalhos publicados por Koehler
et al., (2002), Solano-Galego et al., (2003) e Fernandez-Bellon et al., (2006), todas as
vezes com cepa L. infantum, em casos de leishmaniose equina cutanea causadas por esta
espécie do parasito. Nestes trabalhos ndo houve padronizacio da metodologia
empregada, ndo havendo homogeneidade nem na concentracdo do antigeno e nem na
diluicdo realizada (SOARES, 2012).

Para LT, ELISA ainda ndo € um teste comercial disponivel, sendo, portanto
recomendado pelo MS somente em pesquisa (BRASIL, 2010). Mas alguns autores o
recomendam, devido ao seu bom indice de eficicia (BARROSO-FREITAS et al., 2009;
SOARES, 2012).Para LV canina € um teste utilizado como confirmatério para retirada e
eutandsia do animal, como método de controle para doenca em humanos (BRASIL,
2011).

2.10.3.4. Teste Imunocromatografico

Outros testes sdo utilizados, como o imunocromatografico, que é baseado na
reacdo especifica antigeno-anticorpo, constituido por uma fase sélida, onde estdo os
elementos de captura e, por uma fase mével onde ficam suspensos os conjugados
(proteina A ligada a ouro coloidal ou outro tipo de conjugado) e a molécula alvo da
amostra. A fase mdvel ird migrar sobre a fase sélida por capilaridade, conduzindo o
complexo formado entre a molécula alvo e o conjugado, que ficard retido na linha de
captura da fase s6lida, formando um complexo colorido e visivel ao olho humano. Caso
a amostra nao contenha a molécula alvo, a reagdo nao serd formada. Haverd uma
segunda linha de reacdo (linha controle), formada pela captura do conjugado livre,
confirmando a migracdo da fase mével (TEVA et al., 2009; SILVA, 2012). E usado
como teste de triagem em LV humana e canina.

2.10.3.5. Testes moleculares

Podem ser considerados testes parasitolégicos, uma vez que detectam partes
constituintes dos parasitas, seus fragmentos de DNA (ROQUE; JANSEN, 2014).

Ainda sdo pouco utilizados na rotina de diagnéstico, sendo ainda mais restritos
as pesquisas. Entretanto aumenta muito a sensibilidade quando utilizados em conjunto
com os testes parasitolégicos tradicionais. A PCR(Polymerase Chain Reaction) é
baseada na amplificacdo de oligonucleotideos que formam uma sequéncia conhecida do
parasito (FARIA et al., 2012). As técnicas mais empregadas sdo PCR, por hibridizacao
(minicirclos), PCRRFLP, PCR (G6PhD), PCR Real Time, entre outras. PCR Real Time
tem como vantagem em relacdo as outras a utilizacdo de dados computadorizados,
identificando e quantificando a espécie do parasito. Mas tem como desvantagem o alto
custo com reagentes e equipamentos, além de realizar uma pequena quantidade de
reacdes, 0 que o torna invidvel em inquéritos caninos, onde sdo processadas grandes
quantidades de amostras (BRASIL, 2010; SILVA 2012).

No caso do diagndstico das leishmanioses, a PCR apresenta 100% de
especificidade e um aumento na sensibilidade de 20-30% em LCL e de 55-70% na
LMC, quando comparado aos métodos convencionais (REITHINGER; DUJARDIN,
2007), sendo, portanto mais apropriada (REITHINGER et al., 2007; SOARES, 2012). A
PCR vem desenvolvendo novas técnicas de extragdo de DNA e, muito em breve, deve
se tornar a principal técnica de diagndstico para as diversas espécies causadoras das
leishmanioses. Algumas pesquisas revelaram que este teste possui sensibilidade global
de 92 a 98%, além de uma especificidade de 100% (POURMOHAMMADI et al., 2010;
PORFIRIO-PASSOS et al., 2012).0s métodos moleculares tém sido amplamente
desenvolvidos na ultima década e apesar de diferentes métodos moleculares

17



apresentarem bons resultados para o diagndstico das leishmanioses, a PCR é mais
apropriada (REITHINGER et al., 2007). Além de estas técnicas apresentarem um custo
elevado e a necessidade de um laboratorio com infraestrutura especifica e mao de obra
especializada nao permitindo sua utilizagdo em diagndstico de campo, muito se tem
investido em pesquisa na ultima década (REITHINGER; DUJARDIN, 2007; BRASIL,
2010; SOARES, 2012).

Muitas vezes a presenca do parasito nas lesdes € em pouca quantidade,
dificultando sua deteccdo, levando a uma sensibilidade varidvel das técnicas
convencionais, entretanto, pela biologia molecular haverd uma maior sensibilidade
(REITHINGER; DUJARDIN, 2007, SOARES, 2012). Este teste pode ser realizado em
diferentes amostras, tais como aspirados de medula, aspirados de linfonodos, sangue e
urina e bidpsias de pele, tendo como vantagem ser um método menos invasivo (FARIA
etal., 2012).

Soares (2012)encontrou 24 animais positivos dos 148 analisados para a PCR
genérica, e comparando com as técnicas sorolégicas obteve 33,33% (8/24) positivos
somente na RIFI, 8,33% (2/24) positivos somente no ELISA e 41,67% (10/24) positivos
em ambas as técnicas, além de 16,67% (4/24) serem negativos tanto para a RIFI quanto
para o ELISA. A concordancia foi fraca, no teste de Kappa, quando da comparagao da
PCR com as duas técnicas soroldgicas, juntas ou individualmente.

Soares et al., (2013) avaliaram trés animais com lesdes, nos testes sorolégicos
RIFI e ELISA, e no molecular. No RIFI foram considerados positivos na diluicao >
1:40, como a preconizada para caes e humanos. No teste ELISA as concentracdes de
soro e conjugado (Anti-horse IgG-Peroxidase/Goat-KPL) foram estabelecidas 1:400 e
1:10.000, respectivamente. O cut-off foi estabelecido com o valor médio acrescido de
trés desvios-padrao de soros negativos. O indice de reatividade (IR) > 1 foi considerado
positivo. No exame direto encontraram formas amastigotas de imprint de lesdo e/ou de
aspirado de medula 6ssea. No PCR encontraram infec¢do mista por Leishmania
braziliensise por Leishmania infantum.

2.11.Prevencao e Controle

Apesar de ser uma doenga parasitdria de grande importancia para satde publica,
de ambito mundial, as leishmanioses estdo no grupo das doengas negligenciadas,
havendo desinteresse por parte dos 6rgdos financiadores no investimento de atividades
de pesquisa, preven¢ao e controle (REITHINGER et al., 2007). Além disso, a doenca
sofre descaso também por parte das politicas publicas, sendo consequentemente
subestimada pela prépria populagdo acometida.

Seria importante a implantacdo de um sistema de vigilancia constante, com
monitoramento em dreas setorizadas, de acordo com a maior producio da doenga, com
as caracteristicas ambientais, sociais e econdmicas, buscando um conhecimento amplo
para estabelecer estratégias adequadas e eficazes de acordo com cada padrao de
transmissao (BRASIL, 2010).

O Ministério da Saude brasileiro desenvolveu o Programa de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar Americana (PV-LTA) e Leishmaniose Visceral Americana,
com a finalidade de diagnosticar e tratar de forma precoce os casos detectados. Esses
programas se baseiam em: vigilancia epidemioldgica que tem como objetivo reduzir as
taxas de mortalidade por LV e o grau de morbidade de ambas as formas LV e LTA,
através de diagndstico e tratamento precoces; reducdo da transmissdo através do
controle da populacdo de reservatérios (LV) e do vetor (LV e LT); vigilancia
entomoldgica, que tem a finalidade de monitorar de forma qualitativa e quantitativa os
flebotomineos transmissores das formas de leishmaniose, bem como conhecer a
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sazonalidade desses artropodes, estabelecendo desta forma o periodo mais favordvel
para a transmissao da doenga e com isso adotar medidas de prevengdo e controle;
vigilancia no cdo (LV), através de alertas a classe veterindria e a populacdo quanto a
ocorréncia da LVC na regido; eutandsia dos caes sororreagentes e /ou com parasitologia
positiva (LV); orientacdes dirigidas a atividades de educacdo em saidde, como
divulgacdo a populag@o sobre a ocorréncia de leishmaniose na regido, capacitagao das
equipes que irdo atuar, adocdo de medidas preventivas, educacdo continuada em
leishmaniose; desenvolver atividades de educacao em leishmaniose junto a comunidade
e, estabelecer parcerias integrando instituicdes. Além de ter como objetivos identificar e
monitorar 4reas territoriais de importancia epidemioldgica; investigar e caracterizar
surtos, monitorar as formas graves, e identificar os casos autdctones de 4reas ndo
endémicas, bem como os provenientes de dreas domiciliares (BRASIL, 2006, BRASIL
2010, BRASIL 2017). Faz-se a investigacdo epidemioldgica para que sejam adotadas
medidas de controle voltadas para cada tipo de contexto epidemiolégico (BRASIL,
2010; NEGRAO et al., 2014).

Do ponto de vista social, a deteccdo ativa dos casos e o tratamento precoce
custam menos do que a deteccdo passiva porque O atraso no tratamento significa
prolongar a morbidade, aumentar a mortalidade e sustentar a transmissao da doenca
(ALVAR et al., 2006). No entanto, as estratégias de preven¢do e controle tém sido
voltadas principalmente para o tratamento da doenca no homem, e ndo sendo dada a
devida importancia na eliminagcdo dos reservatérios ou na reducdo do contato destes
com humanos (REITHINGER et al., 2007).

Quem adoece de leishmaniose adquire imunidade parcial contra o mesmo
agente, e a investigacdo sobre esta imunidade ajudard no desenvolvimento de uma
vacina, entretanto todos os estudos feitos a esse respeito falharam até hoje (STEBUT,
2015).

A prevaléncia e incidéncia de infeccdo canina sdo pardmetros importantes para
determinar o risco e as formas de controlar esta zoonose reemergente. Entretanto a
estimativa desses parametros depende da identificacdo confidvel de cades infectados. O
exame parasitologico ¢ um método bem especifico, mas pouco sensivel. Ja4 os métodos
sorolégicos sdo mais sensiveis, porém podem ser menos especificos e a escolha do valor
de corte pode nao ser Obvia, além da soroprevaléncia subestimar a verdadeira
prevaléncia da infeccio (RODRIGUEZ-CORTES et al., 2010).

O diagnéstico clinico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € dificil, porque
existe uma grande quantidade de animais assintomdticos ou oligossintomaticos, além da
doenca apresentar uma semelhanga com outras enfermidades infectocontagiosas que
acometem os cd@es. A maioria dos animais € proveniente de dreas onde os padroes
socioecondmicos sao baixos, fatores que vém associados as dermatoses e desnutrigdo,
que mascaram ou dificultam o diagnoéstico clinico da LVC (BRASIL, 2006). Entretanto,
em dreas de melhor poder aquisitivo, com a vacina¢do dos animais, estio aumentanto os
casos sororreagentes em animais assintomdticos, uma vez que para a realizacdo da
vacinagdo € necessdrio previamente exame negativo dos cdes, com isso um diagnostico
precoce tem sido feito em cdes aparentemente sauddveis, provenientes de regides
endémicas para leishmaniose.

Em regides endémicas, no caso de transmissdo peri e intra domiciliares sdo
utilizados repelentes contendo N, N-dietil-m-toluamida (DEET) ou N, N-dietil-3-
metilbenzamida, que sdo eficazes na protecdo contra picada de insetos, bem como telas
protetoras e aconselhdvel o uso de roupas longas e de cor clara. O MS indica medidas
de protecdo individual e para o ambiente, na tentativa de evitar a transmissdo, dentre as
medidas estd o uso de repelentes quando ocorrer exposicdo a ambientes onde possam
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existir vetores; evitar exposi¢cdo em hordrios de circulagdo dos fleb6tomos; uso de telas
mosqueteiras de malha fina, bem como telar portas e janelas; manejo do ambiente,
através da limpeza dos quintais e terrenos, poda de drvores, que aumentam a exposi¢ao
solar, diminuindo dreas sombrias (BRASIL, 2010).Viajantes devem dormir em andares
altos (STEBUT, 2015) devido a pouca capacidade de voo do vetor.

No caso das leishmanioses cutdneas, pode ser util tratar topicamente equideos
com deltametrina para prevenir a infeccdo, mas ndo existem relatos se, coleiras
impregnadas com deltametrina poderiam ser eficazes para esses animais (SOLANO-
GALLEGO et al., 2003). Em &reas endémicas para LV, onde cdes sdo reservatdrios
domésticos, a coleira impregnada com deltametrina pode ser uma estratégia efetiva e
vidvel. E para ser sustentdvel, em longo prazo, estratégias de controle de LV deverdo ser
integradas com estratégias que abordam outras doengas transmitidas por vetores como,
por exemplo, a maldria (REITHINGER et al., 2007). Colares impregnados com
inseticidas tém sido usados em cdes e, juntamente com o controle do vetor sdo
intervengdOes efetivas na redugdo da prevaléncia da LVH (MENON et al., 2016).

Simula¢des mostraram que eliminar caes soropositivos para LVC, uso da coleira
impregnada com inseticida (que mostrou ser o método mais eficiente) e a vacinagdo dos
cdes contribuiram significativamente para diminuir a soroprevaléncia da infeccdo em
cdes e humanos (SEVA et al., 2016). A identificacdo com consequente eutandsia de um
cdo infectado pode ser feita levando em consideracdo a associacdo de fatores
epidemioldgicos, clinicos e diagnosticos. Neste contexto, os conhecimentos destes
fatores tornam-se dados importantes para auxiliar as ag¢des de controle da doenca
(BRASIL, 2006).

Em relacio a reducdo do ndmero de fleb6tomos, Teodoro et al., (1997)
orientaram aos proprietarios de animais de producdo a realizar limpeza de toda matéria
organica (folhas e frutos caidos, fezes de animais domésticos como aves, porcos,
ovinos, entre outros) bem como a drenagem do solo ao redor da casa uma vez que as
aguas de uso doméstico podem ser descartadas sem maiores cuidados, deixando o solo
bastante imido e a retirada dos abrigos de animais domésticos (galinheiros e chiqueiros)
para locais mais distantes das casas, e evitando também a permanéncia destes as soltas.
Mas o que se observa é que no Brasil ndo existe uma estratégia de vigilancia sobre
hospedeiros e reservatérios. As LT sdo dificeis de serem controladas devido ao grande
nimero de espécies envolvidas e suas manifestagcdes clinicas, somadas as poucas opgoes
efetivas de controle do vetor disponiveis atualmente.

Aliancas globais s@o necessdrias para eliminar doencgas tropicais, através de
investimentos que realcem o desenvolvimento de regides endémicas. Ao mesmo tempo
em que o desenvolvimento socioecondmico baseado em programas inovadores eleve as
condic¢des de vida e, consequentemente a saide da populacdo (ALVAR et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Submissdo ao Comité de Etica )
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COMEP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o n°® 485/2016.

3.2. Delineamento Experimental e Areas de Estudo

A populacdo de equideos do DF foi estimada em 1682 animais (Secretaria de
Agricultura de Distrito Federal (SEAGRI/DF), 2016), distribuida em 20 regides
administrativas (RA) (Figura 1).

#[raziandia

+Planaltina

#Ceilandiz

Figura 1. Mapa das Regides Administrativas do Distrito Federal, usadas no
inquérito soroepidemioldgico em eqiiideos de tragdo para infec¢do por
Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril e Maio de
2016. Fonte: http://aurelioschmitt.blogspot.com.br/

O calculo do tamanho da amostra foi realizado de acordo com Medronho (2009),
através da seguinte férmula:

n = 1,96 (1-P)
E’x P

Onde, P = prevaléncia esperada; E = erro relativo.

Admitindo-se uma prevaléncia esperada de 50% e um erro relativo de 5%,
deveriam ser coletadas 384 amostras de sangue de equideos, entretanto foram coletadas
411 amostras. A quantidade de amostras coletadas, em cada RA, que continham animais
de tracdo registrados no Servico de Defesa Agropecudria do Distrito Federal
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(SEAGRI)foi aleatorizada através do programa Bioestat (Versdo 5.0). As coordenadas
geograficas de cada RA amostrada foram registradas com auxilio do programa GPS
status(Tabela 1).

Tabela 1.Coordenadas geograficas das Regides Administrativas envolvidas no inquérito
soroepidemioldgico em equideos de tracdo para infeccdo por Leishmania sp. no Distrito

Federal, Brasil, no periodo de Abril e Maio de 2016.

Localidade Latitude Longitude  Localidade Latitude Longitude
Aguas Claras 15°50°13.92”  48°1°32.90” Recanto das  15°54°32.62”  48°3°54.06”
Emas
Brazlandia 15°40°0.52”  48°12’50.04” Riacho 15°53°0.82” 48°1°2.53”
Fundo I
Candangolandia 15°51°15.29”  47°57°2.68” Riacho 15°53°55.63”  48°2°54.56”
Fundo II
Ceilandia 15°49°17.17°  48°06°51.12” Samambaia 15°52°14.07”  48°5°24.88”
Estrutural 15°47°10.82”  47°59°48.59” Santa Maria 16°0°13.02”  47°59°14.17”
Gama 16°0°57.85” 48°4°5.72” Sado Sebastido  15°54°10.40”  47°46°33.95”
Guara 15°49°32.33”  47°59°2.31” Setor de 15°39°43.98”  47°48°27.83”
Inddstrias
Nicleo 15°52°16.16”  47°58°15.13”  Sobradinho I ~ 15°39°28.88” 47°47°33.15”
Bandeirante
Paranoa 15°46°32.58”  47°46°47.64”  Sobradinho II 15°37°60” 47°49°0.0”
Planaltina 15°37°18.02”  47°39°7.88” Taguatinga 15°48°38.69”  48°3°56.7”

3.3. Coleta de Dados e Amostras de Sangue

Os tutores dos equideos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e responderam a um questiondrio epidemioldgico semiestruturado (Anexos
A e B, respectivamente).As respostas do questiondrio e a associacdo das varidveis com
os resultados soroldgicos (RIFI e ELISA, e os resultados positivos nas duas técnicas —
RIFI/ELISA) foram analisadosno software BioEstat 5.0, aplicando-se o teste do qui-
quadrado, com nivel de significancia de 95%, sendo considerado significativo o valor
dep<0,05. Para as varidveis que apresentaram associacdo significativa, foi calculada a
estimativa de risco, ou razdo de chances, através do calculo da Odds ratio, realizado no
software BioEstat 5.0.

Posteriormente, foi realizada coleta de sangue de equideos, da tdbua do pescoco
na veia jugular, apds assepsia com dlcool iodado. A contencdo do animal foi realizada
na presenca do proprietdrio. O sangue foi coletado com auxilio de agulha vacutainer
(0,8 x 25 mm) em um frasco sem anticoagulante (de onde foi obtido o soro utilizado
para a realizacdo das técnicas soroldgicas, RIFI e ELISA).
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3.4 Crescimento e Manutencao de Leishmania (L.) infantumin vitro, Producao de
Antigenos e Dosagem de Proteinas

A amostra de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1974/PP75), foi mantida através de
repiques semanais de culturas de promastigotas em meio bifdsico NNN contendo na
fase solida 37g/L de BHI, 2% de 4gar e 5% de sangue desfibrinado de coelho e na fase
liquida S5mL de Schneider’s (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell, Brasil), 200 ug/mL de sulfato
de estreptomicina (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA) e 200 UI/mL de
penicilina (Sigma Immunochemicals Co-St. Louis-USA). As culturas foram mantidas
em incubadora (BOD-Incubator, FANEM) a temperatura de 28° C.

Com a finalidade de obtencdo de massa parasitiria, SmL de culturas de
promastigotas na fase logaritmica de crescimento foram transferidas para garrafas de
cultura de células (Techno Plastic Products - TPP, Suica) contendo 50 mL de
Schneider’s suplementado incubados a 28'C por aproximadamente 3 dias. Apés esse
periodo as culturas foram quantificadas e repicadas para 300 mL de Schneider’s
suplementado, mantendo um inoculo inicial de 1x10°promastigotas/mL. Apés quatro
dias de incubacdo, periodo inicial da fase esticiondria de crescimento (RIBEIRO et al.,
2007),as promastigotas foram submetidas a centrifugacdo a 6000 rpm por 15 minutos e
lavadas 3 vezes em solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%). A suspensdo celular resultante
da udltima lavagem foi ressuspendida em tampao PBS com inibidores de protease
contendo ImM de Iodoacetamida, 1 mM de Fenantrolina e 1 mM de PMSF (Sigma
Immunochemicals Co-St. Louis-USA). Posteriormente, foi realizada a lise celular
constituida por 10 ciclos sucessivos de congelamento/descongelamento em solugdo
contendo uma parte de gelo seco com uma parte de etanol absoluto (VETEC-Brasil),
seguido por um processo de sonicacdo com somente um ciclo de 45 minutos a 65 Hz.
Ap6s, o extrato bruto foi submetido a centrifugacao por 14 000 rpm por 10 minutos a 4
°C e submetido a mensuracgdo protéica (LOWRY et al., 1951) e estocagem a -20°C até o
uso.

3.5. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a realizagdao da RIFI, foram utilizadas formas promastigotas inteiras de L.
(L) infantum fixadas com formalina a 1% em PBS (Phosphate-buffered saline). O
volume de solucdo antigénica ndo foi suficiente para a purificacio dos antigenos
definidos e, novas partidas para obten¢do de massa parasitdria foram realizadas sob as
mesmas condi¢des operacionais

A RIFI foi desenvolvida de acordo com Camargo; Rebonato, (1969). Para a
realizagdo da RIFI, as formas promastigotas de L.(L.)infantum, mantidas nas mesmas
condic¢des de cultivo descritas no item 3.4,foram suspensas em PBS e quantificadas em
camara hemocitométrica de Neubauer. As suspensdes foram acrescidas de PBS formol a
1% e dispostas em cada campo analisado microscopicamente, de forma fornecer uma
quantidade aproximada de 20 a 40 células parasitdrias sobre as dreas demarcadas,
aproximadamente 12 pL. Procedeu-se a secagem do material a temperatura ambiente.
As amostras séricas equideas foram diluidas a 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280, em
seguida, 10 pL foram transferidos para as correspondentes marcagdes das laminas. Estas
foram incubadas a 37 C por 45 minutos em cAmara imida. Para a remogdo dos soros,
foram feitas 3 lavagens de 5 minutoscom PBS. Apds a secagem das laminas, foi
adicionado o conjugado fluorescente anti IgG equina produzido em coelho (Sigma-
Aldrich) diluido a 1:80 em solucd@o 1:10 de PBS-Azul de Evans contendo 2% de Tween
80, seguido de nova incubagdo e lavagem. As laminas foram montadas com glicerina
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tamponada e laminulas e observadas em microscopio de fluorescéncia (CARL-ZEISS,
AXIO SCOPE A1) com aumento de 400 vezes.

3.6. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

3.6.1 Soros controle

Amostras de soros controle reagente e ndo-reagente foram cedidas pela Médica
Veterindria Isabel Roussoulieres Soares. O soro controle reagente na RIFI, ELISA e
PCR foi proveniente de Belo Horizonte, MG, bem como a amostra ndo-reagente para os
mesmos exames, que teve a mesma procedéncia.Durante o desenvolvimento da
sorologia com as amostras séricas dos equideos de Brasilia, outros controles reagente e
nao-reagente foram selecionados em decorréncia do volume insuficiente das amostras
controle utilizadas inicialmente. Para determinar a diluicdo de corte, os soros controle
foram diluidos em 1:100, 1:200 e 1:400 e analisados no ensaio imunoenzimatico.

3.6.2 Determinacao da proteina bloqueadora

Foram feitos ensaios imunoenzimdticos utilizando diferentes proteinas para
bloquear os espacos da placa de ELISA nao ocupados pelo extrato proteico antigénico.
Caseina de leite (leite em p6 Molico desnatado), lecitina de soja, soro bovino, soro de
galinha e albumina bovina ultra purificada (Sigma), foram empregadas em
concentracdes de 1, 2, 4 e 8%.

3.6.3 Titulacao pareada de antigeno e conjugado enzimatico

O antigeno bruto parcialmente solivel de L.(L.) infantum foi diluido
seriadamente em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 a partir de uma concentracdo de
20 pg/mL, com fator de diluicao de 1:2, até a concentracao de 0,62ug/mL.

O conjugado anti-IgG equina-peroxidase foi diluido em PBS com 0,05% de
Tween-20 e 2% de albumina bovina (Sigma) a partir de 1:1.000 até 1:80.000.

3.6.4 Estabelecimento do cut off

O estabelecimento do cut off foi realizado a partir da andlise de trés soros padrao
nao-reagentes e dois soros reagentes, diluidos a 1:200 e distribuidos na placa de ELISA
em duplicata. Uma vez obtido a média dos valores de densidade 6tica (DO) dos
controles ndo-reagentes, foi calculado o desvio padrio e acrescentado a média, um, dois
e trés desvios padrdo. A melhor separacdo entre os controles foi alcancada com a soma
de dois desvios padrdao a média da DO dos controles nao-reagentes.

3.6.5 Realizacao do ELISA com as amostras séricas equideas

O Elisa foi realizado seguindo as modificacdes da metodologia deVoller et al.,
(1976).Placas de ELISA(Nunc Maxi sorp surface, USA), foram sensibilizadas com 100
UL antigeno bruto parcialmente soluvel de L.(L.) infantum em tampdo carbonato-
bicarbonato pH 9,6 na concentracdo de Spug/mL seguido de incubagdo por 18 horassob
refrigeragcdo (4C a SOC).Apés, as placas foram lavadas duas vezes com solucdo de
lavagem (PBS com 0,05% de Tween-20). As amostras foram diluidas a 1:200 em
solucdo de diluicdo (PBS com 0,05% de Tween-20 e 2% de albumina bovina) num
volume de 100 pL em duplicata, seguido de incubacdo em camara imida por 45 min. a
37°C.Prosseguiu-se uma nova lavagem com 4 repeticdes com a adi¢do de conjugado
anti-IgG equina conjugado a peroxidase (Sigma- Aldrich) a 1:10.000 em solu¢do de
diluicao com incubacao seguido de lavagem nas mesmas condi¢des descritas acima. Foi
adicionada solucdo reveladora (Tetrametilbenzidina-TMB, Sigma) com incubagdo por
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30 minutos. A reacdo foi paralisada com 50 pL H,SO4 a IN e a leitura foi feita em
espectrofotometro (Test Line - Biotech Instruments) autilizando filtros de 450nm /630
nm.

3.7 Comparacio entre as técnicas RIFI e ELISA

Os resultados dos testes soroldgicos foram confrontados para a verificacdo da
co-positividade, co-negatividade e concordancia bruta (Tabela 2). Estes parametros
foram obtidos em fung¢do da distribuicdo dos resultados dos testes soroldgicos. A
concordancia ajustada Kappa (K) é um parametro que se baseia na comparacdo do
indice de concordancia esperada com o indice de concordancia observada. O indice
Kappa informa a propor¢ao de concordancia de “menos 17 a “mais 17, quanto mais
proximo de 1, maior o nivel de concordancia entre os testes avaliados.Para sua
interpretacdo, o indice Kappa € considerado: ruim quando <0,00; fraco, de 0,00 a 0,20;
sensivel, de 0,21 a 0,40; regular de 0,41 a 0,60; bom, de 0,61 a 0, 80; 6timo, de 0,81 a
0,99 e, perfeito quando igual a 1,00 (PEREIRA, 1995).

Tabela 2: Quadro explicativo para os calculos da Co-positividade, Co-negatividade,
Concordancia bruta e Concordancia ajustada — Kappa (K.) segundo Pereira (1995).

TESTE 2 TESTE 1 (teste de referéncia)
Positivo | Negativo Total Co-positividade =
a:(a+c¢)
Positivo a b a+b(pl) Co-negatividade =
d: (b+d)
Negativo C d c+d (ql) Concordancia bruta =
(a+d):(@+b+c+d)
Total a+c(p2) | b+d(q2) | a+b+c+ Kappa=
d [2 (ad + bc): (plg2 + p2ql)]
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4 RESULTADOS

4.1. Ajustes da Concentracao dos Imunorreagentes

A concentracdo do antigeno bruto parcialmente solivel de L. (L.) infantum,
dosada pelo método de Lowry modificado, com SDS, resultou em 14,84 mg/mL. A
maior diluicdo de antigeno frente a maior diluicdo de conjugado enzimdtico que,
pareadamente, proporcionaram discriminacao entre os controles reagente e nao-reagente
foram de Sug/mL de antigeno e 1:10000 do conjugado.Soros controles e amostras
diluidos a 1:200 apresentaram os resultados mais esparsos entre os controles reagentes e
ndo-reagentes.

Com a albumina bovina a 2% se observou a maior diferenca de leitura
espectrofotométrica entre os soros controle, sendo entdo adotada para a realizacdo do
ensaio imunoenzimdtico com as amostras de soros equideos.

4.2. Comparacao entre as Técnicas Sorolégicas (RIFI e/ou ELISA)

A relagdo de co-positividade ELISA/RIFI foi de 62,71% e a co-negatividade foi
de 63,24%. A co-positividade RIFI/ELISA foi de 56,34% e a co-negatividade foi de
60,65%. A concordancia bruta obtida foi de 63,02%. O indice Kappa encontrado foi
52,64%, sendo interpretado como regular.

Foram realizadas dilui¢des, no teste RIFI, até que todos os animais
apresentassem reacdo negativa. Na diluicao 1:160, 21,32% (42/197) ainda
permaneceram positivos. Na dilui¢ao 1:320, 16,67% (7/42) animais foram reagentes. Na
diluicao 1:640, dos sete animais, trés (42,86%) mantiveram a fluorescéncia. Somente na
diluicao 1:1280 os trés animais restantes ndo apresentaram fluorescéncia no teste
(Tabela 3).

Tabela 3.Padronizacdo da técnica de RIFI: dilui¢des realizadas até que todos os soros
de equideos fossem considerados ndo reagentes para leishmaniose.

RIFI Diluicdes

1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280

Reagentes (%) 197 42 7 3 0

(47,93%) (21,32%) (16,67%) (42,86%) (0%)

Nao reagentes (%) 214 155 35 4 3
(52,07%) (78,68%) (83,33%) (57,14%) (100%)

Total (%) 411 197 42 7 3
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Foram detectados 47,93% (197/411) animais sororreagentes para Leishmania
spp na reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). No ensaio imunoenzimadtico
(ELISA) 43,31% (178/411)dos equideos foram reagentes. E foram reagentes em ambos
os testes sorolégicos 27,01% (111/411) dos animais (Tabela 4).
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Tabela 4.Relacdes de concordancia entre os dois testes soroldgicos sob titulacao > 1:80

Testes
RIFI (+) RIFI (-) TOTAL
ELISA (+) 111 (27,01%) 67 (16,30%) 178 (43,31%)
ELISA (-) 86 (20,92%) 147 (35,77%) 233 (56,69%)
TOTAL 197 (47,93%) 214 (52,07%) 411(100%)

4.3 Analise do questionario

Foram analisadas amostras de soro de 411 equideos distribuidos em 20 Regides
Administrativas de Brasilia, Distrito Federal, Brasil. Desses animais, 94,40% (388)
eram equinos (235 machos e 153 fémeas), 5,11%(21) eram muares (8 machos e 13
fémeas) e 0,49%(2) eram asininos (um macho e uma fémea). Desses animais 90,09%
(100) equinos € 9,91% (11) muares apresentaram resultados positivos nos dois testes de
diagnéstico (RIFI e ELISA). Totalizando 27,01% (111/411) de animais sororreagentes
para Leishmaniasp. em ambas as técnicas.

A quantidade de animais de tracdo, registrados no Servico de defesa
Agropecudria do Distrito Federal (SEAGRI),por RA, utilizada no estudo foi: Aguas
Claras (2/411), Brazlandia (15/411); Candangolandia (13/411), Ceilandia (71/411),
Estrutural (15/411), Gama (26/411), Guara (20/411), Nucleo Bandeirante (3/411),
Paranod (28/411), Planaltina (43/411), Recanto das Emas (17/411), Riacho Fundo I
(2/411), Riacho Fundo II (11/411), Samambaia (26/411), Santa Maria (41/411), Sao
Sebastido (25/411), Setor de Industrias (6/411), Sobradinho I (19/411), Sobradinho II
(5/411) e Taguatinga (23/411). As coordenadas geogréficas de cada localidade estdao
descritas na Tabela 4.

Todos os 411 animais foram testados nas duas técnicas soroldgicas, sendo
considerados animais sororreagente positivos somente os reagentes em ambos os testes,
RIFI e ELISA. As varidveis que apresentaram associacdo (p< 0,05) foram: sexo do
animal (p=0,0093), tempo em que o proprietdrio tem o animal (p=0,0322) e, se o animal
deixou o DF (p<0,0001), quando analisada somente a técnica RIFI; Sexo do animal
(p=0,0030), localidade (p=0,0038), utilizacio de métodos para reduzir insetos no
ambiente (p=0,0019), tempo em que possuem os animais (p=0,0477) e, se o animal
deixou o DF (p< 0,0001), quando analisada somente a técnica ELISA.Ao serem
analisados RIFI e ELISA simultaneamente, houve correlacdo quanto aosexodos animais
(p=0,0082), quanto ao uso de repelente nos equideos (p=0,0482), se viajaram para fora
do DF (p<0,0001), mucosa ocular (p=0,0384) e, ao ser analisada a entrada dos animais
em areas com corregos (p=0,0476).

4.3.1 Dados pessoais do tutor

No questiondrio realizado, foram coletadas informagdes pessoais do tutor do
animal (nome, endereco, telefone, escolaridade, tipo de residéncia e em que drea
(urbana ou rural) fica situada a residéncia). Em relagdo as casas, 76,65% (315/411) sao
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de alvenaria, 20,92% (86/411) de madeirite e 2,43% (10/411) t€ém os dois tipos de
material. O nivel de escolaridade obtido foi: 14,11% (58/411) nunca estudaram, 73,72%
(303/411) tém ensino fundamental incompleto, 1,46% (6/411) tém ensino fundamental
completo, 5,35% (22/411) tém ensino médio incompleto, 4,14% (17/411) t€ém ensino
médio completo, 0,49% (2/411) t€m ensino superior incompleto e 0,73% (3/411) tém
ensino superior completo. Para os que nao sabiam ler e escrever foi realizada a leitura
de todos os dados do termo e do questiondrio, sendo informado todos os procedimentos
que seriam realizados. Desses parametros coletados o interessante foi que a grande
maioria dessas pessoas(92,21%; 379/411), vive em &4rea urbana, entretanto circulam
diariamente com seus animais entre ambas as regides. Analisando os animais reagentes
em ambos os testes soroldgicos, 27,70% (105/379) residem em &rea urbana, enquanto
18,75% (6/32) residem em area rural. No entanto, a varidvel area onde os animais
residem ndo foi associada com os animais reagentes para leishmanioses (Tabela 5).

Tabela S.Frequéncia das amostras reativas e nao reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo coma 4rea aonde vive o animal, na investigacdo de soroprevaléncia
em equideos de tragdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no
periodo de Abril e Maio de 2016.

Area Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA ELISA (-) RIFI/ RIFI/
(+) ELISA ELISA
(+) )
Urbana 183 196 166 213 105 274
(379-92,21%)
48,28% 51,72% 43,80% 56,20% 27,70% 72,30%
Rural 14 18 12 20 6 26
(32-7,79%)
43,75% 56,25% 37,50% 62,50% 18,75% 81,25%
Qui-quadrado 0,7574 0,6137 0,3744
Total 197 214 178 233 111 300
(411-100%) 47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%

4.3.2 Proximidade entre o abrigo do equideo e area de mata

Foi verificado, através do questiondrio, que 79,08% (325/411) dos animais
vivem préximos a mata, sendo que a grande maioria vive a menos de 200 metros da
mata 81,54% (265/325) (Figura 2). 64,48% (265/411) dos animais vivem a menos de
200 metros de regides de mata, sendo reagentes 47,17% (125/265) na RIFI; 41,51%
(110/265) no ELISA e 25,66% (68/265) na RIFI/ELISA. 14,60% (60/411) dos animais
vivem a mais de 200 metros de regides de mata, sendo 46,67% (28/60) reagentes na
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RIFI, 46,67% (28/60) no ELISA e 26,67% (16/60) na RIFI/ELISA. 20,92% (86/411)
dos animais ndo vivem préximos a regides de mata sendo 51,16%(44/86) reagentes na
RIFI; 46,51% (40/86) no ELISA e 31,40% (27/86) na RIFI/ELISA. A andlise estatistica
ndo foi significativa (p>0,05) quando foi verificada a possibilidade de associac@o entre
o animal viver préximo a mata e ser regente na sorologia para leishmanioses (Tabela 6).

Figura2.Regido Administrativa de Samambaia. A e B. Residéncias aonde
vivem equideos a menos de 200 metros das dreas de mata.
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Tabela 6.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com aproximidade dos animais com areas de mata em investigacao
de soroprevaléncia em equideos de tragdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito
Federal, Brasil, no periodo de Abril e Maio de 2016.

Testes
Vive préximo “a mata RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/

(n) ELISA ELISA

(+) )

Nio (86-20,92%) 44 42 40 46 27 59
51,16% 48,84% 46,51% 53,49% 31,40% 68,60%

Sim < 200 metros 125 140 110 155 68 197
(265-64,48%) 47,17% 52,83% 41,51% 58,49% 25,66% 74,34%

Sim > 200 metros (60- 28 32 28 32 16 44
14,60%) 46,67% 53,33% 46,67% 53,33% 26,67% 73,33%

Total (411) 197 214 178 233 111 300

27,01% 72,99%
47,93% 52,07% 43,31% 56,69%

Qui-Quadrado 0,7946 0,6113 0,5806

4.3.3 Presenca de outros animais domésticos no mesmo ambiente

Dos 411 animais que participaram do trabalho, 410 convivem com outros
animais, sendo que 91,48% (376/411) com outros equideos; 88,32% (363/411) com
caes (Figura3); 77,13% (317/411) com galinhas; 64,48% (265/411) com gatos; 26,03%
(107/411) com suinos; 15,33% (63/411) com bovinos e; 3,41% (14/411) com outras
espécies. Um dos entrevistados possuia somente o animal do estudo. Na andlise
estatistica para todos esses animais, somente teve relevancia a andlise feita para os
reagentes em ambos o0s testes (RIFI e ELISA) nos parametros bovinos e suinos (Tabela
7).
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Figura 3. Estdbulos dos eqiiideos com a presenca de outras espécies animais.
A. Presenca de cdes. B. Presenca de cdo e ave.
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Tabela 7.Frequénciadas amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou ELISA, de acordo comapresenga de outros animais no
mesmo ambiente dos equideos em investigacao de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal,
Brasil, no periodo de Abril e Maio de 2016.

Espécie
animal

Equideos

P valor

Bovinos

Presenca Testes Testes
de
animais RIFI(+) RIFI(-) ELISA ELISA RIFl/ RIFl/ Espécie Presenca  RIFI(+) RIFI(-) ELISA ELISA RIFl/ RIFl/
+) ) ELISA ELISA animal de +) ) ELISA ELISA
+) ) animais +) )
Sim 181 195 160 216 99 277 Galinhas Sim 148 169 138 179 87 230
(376- 48,14%  51,86%  42,55%  5745%  2633%  73,77% (317- 46,609%  5331%  4353%  5647%  2744%  T72,56%
91,48%) 77,13%)
Nio 15 20 18 17 12 23 Nio 49 45 40 54 24 70
(35- 4286%  5714%  5143%  4857%  3429%  65,71% (94- 52,13%  4787%  42,55%  5745%  2553%  T447%
8,52%) 22,87%)
0,6735 0,4036 0,4151 P valor 0,4181 0,9602 0,8145
Sim 25 38 21 42 10 53 Suinos Sim 40,19%  59.81%  3738%  62,62% 17,76%  82,24%
(63- 39,68%  60,32%  33,33%  66,67% 1587%  84,13% (26,03%- 43 64 40 67 19 88
15.33%) 107)
Nio 172 176 157 191 101 247 Nio 154 150 138 166 92 212
(84,67%-  4943%  50,57%  45,11%  54,89%  29,02%  70,98% (304- 50,66%  4934%  4539%  54,61% 30,26%  69,74%
348) 73,97%)
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P valor
Cies Sim 169
(363- 46,56%
88,32)
Nao 28
(48- 58,33%
11,68%)
P valor
Gatos Sim 123
(265- 46,42%
64,48%)
Nao 74
(146- 50,68 %
35,52%)
P valor

0,1980
194 155
53,44%  42,70%
20 23
41,67%  47.92%
0,1672
142 110
53,58%  41,51%
72 68
4932%  46,58%
0,4678

0,1099
208 98

57,30% 27%

25 13
52,08%  27,08%
0,5957
155 70
5849%  26,42%
78 41
5342%  28,08%
0,3746

0,0445
265

73%

35

72,92%

0,8726

195

73,58%

105

71,92%

0,8040

P valor
Outros Sim
(14-
3,41%)
Nao
(397-
96,59%)

P valor

0,0797
7 7

50% 50%

190 207

4786%  52,14%

0,9088

0,1852

9 5
64,29%  35,711%
169 228
42,57%  57,43%
0,1811

0,0173
5 9
3571%  64,29%
106 291
26,70%  73,30%

0,6597
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4.3.4 Presenca de animais silvestres proximos ao abrigo dos equideos

Dos questionados, 54,99% (226/411) responderam ja terem visto animais
silvestres na regido, sendo 93,81% (212/226) a menos de 200 metros do local aonde
vive o animal e quanto aos seus reagentes foram: 47,17% (100/212) na RIFI, 52,83%
(112/212) no ELISA e 41,51% (88/212) na RIFI/ELISA e; 6,19% (14/212) observaram
animais silvestres a mais de 200 metros do local, sendo os reagentes: 50% (7/14) na
RIFI e ELISA e 21,43% (3/14) na RIFI/ELISA. Enquanto 45,01% (185/411) dos tutores
dos equideos relataram nunca terem observado animais silvestres na regido, sendo os
reagentes: 48,65% (90/185) na RIFI, 44,86% (83/185) no ELISA e 26,49% (49/185) na
RIFIVELISA. Ao ser realizada a analise estatistica, essa variavel ndao foi considerada
significativa quando associada com os resultados da sorologia dos animais (Tabela 8).

Tabela 8.Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo coma presenca/proximidade de animais silvestres em relagdo aos
abrigos dos equideos, em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para
infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de
2016.

Testes
Animais Silvestres RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
(n) ELISA ELISA
(+) )
Nio (185-45,01%) 90 95 83 102 49 136
48,65% 51,35% 44,86% 55,14% 26,49% 73,51%
Sim < 200 metros 100 112 88 124 59 153
(212-51,58%) 47,17% 52,83% 41,51% 58,49% 27,83% 72,17%
Sim > 200 metros (14- 7 7 7 7 3 11
3,41%) 50% 50% 50% 50% 21,43% 78,57%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado 0,9458 0,6986 0,8524

Os mamiferos silvestres observados nas localidades foram: sagui, 89,38%
(202/226); saru€, 53,54% (121/226); capivara, 23,89% (54/226); cao do mato, 9,73%
(22/226); tatu 6,64% (15/226); veado 3,1% (7/226); felinos selvagens 2,65% (6/226);
porco espinho, 1,77% (4/226); quati 1,33% (3/226-); raposa, 1,33% (3/226); furdo,
0,88% (2/226); lontra 0,88% (2/226).

4.3.5 Acesso do animal a area de mata ou aonde exista acimulo de matéria
organica

Outro assunto abordado foi referente ao contato dos equideos com matéria
organica e acimulo de lixo, bem como a frequéncia. Lixo e matéria organica atraem
insetos € € uma realidade para equideos de tracdo. Dos animais, 89,05% (366/411)
tinham contato didrio com matéria organica e lixo, uma vez que os mesmos trabalham
recolhendo lixo e entulhos de locais nas 4reas urbana e rural (Figura4). Desses animais,
47,27% (173/366) foram reagentes na RIFI, 43,72% (160/366) no ELISA e 28,89%
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(98/366) na RIFI/ELISA. Dentre os 10,95% (45/411) dos animais que ndo tinham
contato com acimulo de matéria organica e lixo 53,33% (24/45) foram reagentes na
RIFI, 40% (18/45) no ELISA e 28,89% (13/45) na RIFI/ELISA (Tabela 9).Apesar da
elevada frequéncia dos animais em contatocom acimulo de matéria organica, essa
varidvel ndo foi associada a presenca de anticorpos anti-Leishmania nosequideos
reagentes nas técnicas da RIFI e/ou ELISA (Tabela 9).

N andinop
\L! QS\E* Eﬁ'ﬂ%
SEAGRI - f

recolhendo lixo e entulhos.A. na zona rural; B. na zona urbana, préximo a
rodovia; C. na zona rural, pr6ximo a mata.
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Tabela 9.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com ocontato dos animais com ambientes contendo acdmulo de
matéria organica,em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tragdo para
infec¢do por Leishmania sp no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de
2016.

Contato didrio com Testes
matéria orgnica RIFI (+) RIFI(-) ELISA ELISA RIFI/ RIFI/
(n) +) ) ELISA ELISA
(+) )
Sim (366-89,05%) 173 193 160 206 98 268
4727%  52,73% 43,72% 56,28%  26,78%  73,22%
Nio (45-10,95%) 24 21 18 27 13 32
53,33%  46,67% 40% 60% 28,89%  71,11%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300

4793%  52,07% 43,31% 56,69%  27,01%  72,99%

Qui-Quadrado 0,5415 0,7525 0,9018

4.3.6 Sexo: Macho ou Fémea

Dos animais que tiveram amostras sanguineas coletadas 59,61%
(245/411) eram machos e 40,39% (166/411) eram fémeas. Dentre os machos, 42,45%
(104/245), 37,14% (91/245) e 22,04% (54/245)foram reagentes aos testes RIFI, ELISA
e RIFI/ELISA, respectivamente, e dentre as fémeas,56,02% (93/166), 52,41% (87/166)
e 34,34% (57/166)foram reagentes aos testes RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente. A varidvel sexo foi considerada um fator associado com a presencga de
anticorpos anti-Leishmania em eqiiideos quando foram realizadas as técnicas de RIFI
(p=0,0093), ELISA (p=0,0030) e RIFI/ELISA (p=0,00082) (Tabela 10). Analisando a
estimativa de risco (odds ratio) dos resultados obtidos na RIFI/ELISA, as fémeas
tiveram 84,96% de chance a mais de se infectarem por Leishmania sp.

Tabela 10.Frequéncia de amostras reativas e nao reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com o sexo, em investigacdo da soroprevaléncia em equideos de
tracdo para infeccao por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil no periodo de Abril
a Maio de 2016.

Sexo Testes
(n) RIFI (+) RIFI(-) ELISA (+) ELISA (- RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Macho (245-59,61%) 104 141 91 154 54 191

42,45% 57,55% 37,14% 62,86% 22,04% 77,96%

Fémea (166-40,39%) 93 73 87 79 57 109
56,02% 43,98% 52,41% 47,59% 34,34% 65,66%

Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado 0,0093 0,0030 0,0082
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Das fémas analisadas, 4,21% (7/166) tinham entre seis meses € dois anos,
24,70% (41/166) tinham entre 2,1 € 5 anos, 49,40% (82/166) tinham entre 5,1 e 10 anos
e 21,69% (36/166) com idade > 10 anos. Foram reagentes na RIFI 42.86% (3/7),
48,78% (20/41), 56,10% (46/82) e 66,67% (24/36) das fémeas, respectivamente; no
ELISA 28,57% (2/7), 39,02% (16/41), 58,54% (48/82) e 58,33% (21/36),
respectivamente; e em ambos RIFI/ELISA 14,29% (1/7), 24,39% (10/41), 36,59%
(30/82) e 44,44% (16/36) fémeas nas idades entre seis meses a dois anos, 2,1 a 5 anos,
5,1 a 10 anos e > 10 anos, respectivamente.

Analisando as fémeas com idade entre 5,1 a 10 anos, que apresentaram a maior
frequéncia de animais reagentes no RIFI e ELISA, os seguintes resultados foram
encontrados: a) quanto ao local aonde vivem, das 42 fémeas que vivem na propriedade
soltas a menos de 200 metros da residéncia do tutor, 52,38% (22/42) estavam nesta
faixa etdria, sendo 40,41% (9/22) reagentes na RIFI, 77,27% (17/22) reagentes no
ELISA e 36,36% (8/22) reagentes na RIFI/ELISA; das oito fémeas que vivem soltas na
propriedade a mais de 200 metros, 50% (4/8) estavam nesta faixa etdria, 50% (2/4)
reagentes na RIFI, 25% (1/4) reagente no ELISA e 25% (1/4) reagente na RIFI/ELISA;
das 34 fémeas que vivem em currais comunitdrios nesta faixa etaria 61,76% (21/34)
foram reagentes na RIFI, 55,88% (19/34) reagentes no ELISA e 38,24% (13/34)
reagentes na RIFI/ELISA. Das 15 fémeas que vivem em baia individual na propriedade
a menos de 200 metros da casa do tutor, nesta faixa etdria, 66,67% (10/15) foram
reagentes na RIFI, 53,33% (8/15) reagentes no ELISA e 40% (6/15) reagentes na
RIFI/ELISA; das 7 fémeas que vivem em baias com distancia superior a 200 metros
57,14% (4/7) foram reagentes na RIFI, 42,6% (3/7) reagentes no ELISA e 28,57% (2/7)
reagentes em ambos os testes, RIFI/ELISA.

Analisando as fémeas com idade superior a dez anos, apenas 12,5% (1/8) vive
na propriedade a mais de 200 metros da residéncia, e esta foi sororreagente somente no
ELISA; oito vivem na propriedade a menos de 200 metros, sendo 75% (6/8) reagentes
na RIFI; 25% (2/8) reagentes no ELISA e na RIFI/ELISA; 18 fémeas vivem em currais
comunitérios, sendo 72,22% (13/18) reagentes na RIFI, 66,67% (12/18) reagentes no
ELISA e, 55,56% (10/18) reagentes na RIFI/ELISA; oito fémeas vivem na propriedade,
em baias a uma distincia inferior a 200 metros da residéncia, sendo 62,5% (5/8)
reagentes na RIFI e no ELISA e, 50% (4/8) reagentes em ambos os testes soroldgicos,
RIFI/ELISA; e, apenas uma fémea vive em baia a mais de 200 metros da residéncia,
sendo reagente somente no ELISA.

4.3.7 Abrigo do animal

Outro parametro analisado de importancia para a epidemiologia da doenca é
saber o local aonde o animal permanece quando nao estd trabalhando. Alguns animais
vivem soltos na prépria propriedade a mais de 200 metrosda casa do tutor (A)(6,33%
(26/411)) ou a uma distancia inferior a 200 metros (B)(20,92% (86/411)). Os resultados
da sorologia mostraram que desses animais, 38,46% (10/26) e 48,84% (42/86) foram
reagentes na RIFI, 46,15% (12/26) e 53,49% (46/86) foram reagentes no ELISA e
19,23%(5/26) e 32,56% (28/86) reagentes nos testes RIFI/ELISA, respectivamente.
Muitos animais vivem em currais comunitarios (C),46,72% (192/411), distantes da
propriedade, sendo 48,95% (94/192) reagentes na RIFI, 39,58% (76/192) reagentes no
ELISA e 26,04% (50/192) reagentes em ambos os testes soroldgicos. Outra forma do
animal viver € na estabulacdo, em baia individual na prépria propriedade e, os itens
referentes a este questionamento foram: em baia individual, na propriedade, a < 200
metros (D) e em baia individual, na propriedade, a > 200 metros (E); os resultados
obtidos respectivamente em ambos os itens foram: 20,68% (85/411) e 5,35% (22/411)
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reagentes somente na RIFI; 44,71% (38/85) e 59,09% (13/22), reagentes no ELISA;
40% (34/85) e 45,45% (10/22), e 24,71% (21/85) e 31,82% (7/22) reagentes em ambos
os testes RIFI/ELISA, respectivamente. A andlise estatistica ndo foi significativa
(p>0,05) quando essa varidvel foi associada com resultados dos animais reagentes na
sorologia (Tabela 11).

Tabela 11.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com o abrigo dos animais, em investigacdo de soroprevaléncia em
equideos de tracdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no
periodo de Abril a Maio de 2016.

Aonde o animal dorme Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Solto ao lado da casa > 10 16 12 14 5 21

200 metros (26-6,33%)  38,46% 61,54% 46,15% 53,85% 19,23% 80,77%

Solto ao lado da casa 42 44 46 40 28 58

<200 metros (86- 48,84% 51,16% 53,49% 46,51% 32,56% 67,44%
20,92%)

Em curral comunitario 94 98 76 116 50 142
(192-46,72%) 48,96% 51,04% 39,58% 60,42% 26,04% 73,96%

Em baia na 38 47 34 51 21 64
propriedade a < 200 44.71% 55,29% 40% 60% 24,71% 75,29%

metros (85-20,68%)
Em baia na 13 9 10 12 7 15

propriedade a > 200 59,09% 40,91% 45,45% 54,55% 31,82% 68,18%
metros (22-5,35%)
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43.31% 56,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado 0,6454 0,2654 0,6058

Outra andlise foi realizada estratificando os animais em: aqueles que vivem na
propriedade a menos de 200 metros da residéncia do tutor, aqueles que vivem na
propriedade a mais de 200 metros da casa do tutor e aqueles que vivem em curral
comunitario. 11,68% (48/411) dos animais vivem na propriedade a menos de 200
metros da residéncia do tutor, e destes, 47,92% (23/48) foram reagentes na RIFI,
45,83% (22/48) no ELISA 25% (12/48) na RIFI/ELISA; 41,61% (171/411) dos animais
vivem na propriedade a mais de 200 metros da casa do tutor, sendo 46,78% (80/171)
reagentes na RIFI, 46,78% (80/171) no ELISA e 28,66% (49/171) na RIFI/ELISA.
Dentre os animais (46,72% (192/411)) que vivem distantes da propriedade, junto com
outros animais, em currais comunitarios, 48,95% (94/192) foram reagentes na RIFI,
39,58% (76/192) no ELISA e 26,04% (50/192) na RIFI/ELISA. No entanto, também
nao foi observada associagdo significativa (p>0,05) (Tabela 12).

Tabela 12. Frequéncia das amostras reativas e nao reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a distancia entre o abrigo dos animais e a residéncia humana, em
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investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢c@o por Leishmania sp.
no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Aonde o animal dorme Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Ao lado da casa> 200 23 25 22 26 12 36
metros (48-11,68%)
47,92% 52,08% 45,83% 54,17% 25% 75%
Ao lado da casa<200 80 91 80 91 49 122

metros (171-41,61%)
46,78% 53,22% 46,78% 53,22% 28,65% 71,35%

Em curral comunitario 94 98 76 116 50 142

(192-46,71%)
48,96% 51,04% 39,58% 60,42% 26,04%  73,96%

Total (411-100%) 47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
197 214 178 233 111 300
Qui-Quadrado 0,9179 0,3586 0,8088

4.3.8 Acesso dos equideos a locais de risco

28,22% (116/411) dos animais analisados entram em area de mata, sendo a
maioria dessa entrada ocorrendo ao longo de todo o dia. Desses animais, 42,24%
(49/116) foram reagentes na RIFI, 47,41% (55/116) no ELISA e25% (29/116) nos dois
testes (RIFI/ELISA). No entanto, essa varidvel ndo foi considerada significativa (Tabela
13). Quanto aos locais de acesso desses animais (pastagem, cOrrego, mata e ambiente
urbano), os seguintes resultados foram obtidos: 66,18% (272/411) t€m acesso a dreas de
pasto, sendo 47,06% (128/272) reagentes na RIFI, 43,38% (118/272) no ELISA e
25,37% (69/272) na RIFI/JELISA; 14,60% (60/411) dos animais t€m acesso a areas de
corrego, sendo 55% (33/60) reagentes na RIFI, 50% (30/60) reagentes no ELISA e
38,33% (23/60) reagentes em ambos os testes RIFI/ELISA. 29,93% (123/411) entram
em areas de mata, sendo 44,72% (55/123) reagentes na RIFI, 45,53% (56/123) reagentes
no ELISA e 27,64% (34/123) reagentes na RIFI/ELISA. 99,76% (410/411) dos animais
tém acesso a area urbana, sendo desses, 48,05% (197/410) reagentes na RIFI, 43,17%
(177/410) reagentes no ELISA e 27,07% (111/410) reagentes na RIFI/ELISA. As
varidveis ndo foram associadasa infeccdo por Leishmania quando avaliadas
isoladamente para cada um dos itens, exceto o fato do animal ter acesso ao corrego,que,
na andlise da RIFI/ELISA, foi considerado estar associado com a soroprevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania (p=0,0476) (Tabela 13). Além disso, a entrada dos equideos
em corregos resultou em uma estimativa de risco de 85,78% de chance a mais de
entrarem em contato com Leishmania sp. (odds ratio =1,8578, p=0,0476 e IC 95%
1,0468 — 3,2972).
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Tabela 13. Frequéncia das amostras reativas e nao reativas pelas técnicas da RIFI e/ou ELISA, de acordo com a entrada dos animais em dreas de
mata, pasto, corregos, € urbana em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracio para infeccdo por Leishmania sp. no Distrito Federal,
Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

AMBIENTE (n) Testes
RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
+) )
Mata questéo 7 Sim (116-28,22%) 49 67 55 61 29 87
42,24% 57,76% 47,41% 52,59% 25% 75%
Nio (295-71,78%) 148 147 123 172 82 213
50,17% 49,83% 41,69% 58,31% 27,80% 72,20%
Qui-Quadrado 0,1808 0,3459 0,6518
Pasto Sim (272-66,18%) 128 144 118 154 69 203
47,06% 52,94% 43,38% 56,62% 25,37% 74,63%
Nio (139-33,82%) 69 70 60 79 42 97
49,64% 50,36% 43,17% 56,83% 30,22% 69,78%
Qui-Quadrado 0,6956 0,9496 0,3524
Coérrego Sim (60-14,60%) 33 27 30 30 23 37
55% 45% 50% 50% 38,33% 61,67%
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Nao (351-85,40)

Qui-Quadrado

Mata Sim (123-29,93%)

Nao (288-70,07%)

Qui-Quadrado

Urbano Sim (410-99,76%)

Naio (0,24%-1)

Qui-Quadrado

164

46,72%

55

44.,72%

142

49,31%

197

48,05%

0,2955

0,4562

0,9669

187

53,28%

68

55,28%

146

50,69%

213

51,95%

100%

148

42,17%

56

45,53%

122

42,36%

177

43,17%

100%

0,3217

0,6279

0,9313

203

57,83%

67

54,47%

166

57,64%

233

56,83%

88

25,07%

34

27,64%

77

26,74%

111

27,07%

0,0476

0,9456

0,6041

263

74,93%

89

72,36%

211

73,26%

299

72,93%

100%
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4.3.9. Prevencao individual e ambiental

Para avaliar o método utilizado para redugdo de insetos, foi verificado se o tutor
fazia uso de inseticidas no animal ou remocao de matéria organica e lixo no ambiente. O
uso de repelentes individuais € uma das medidas de protecao individual contra
flebotomineos indicadas pelo MS para seres humanos.

Com relacdo a protecao individual desses animais, 37,96% (156/411) dos tutores
fazem uso de algum tipo de inseticida nos animais, contra 62,04% (255/411) que nada
fazem. Dentre os animais cujos tutores usam inseticidas, 46,15% (72/156) foram
reagentes na RIFI, 37,18% (58/156) foram reagentes no ELISA e 21,15% (33/156)
foram reagentes em ambos os testes soroldgicos (RIFI/ELISA).A frequencia dessas
aplicagdes foi: 19,23% (30/156)até uma vez por meés, 8,97% (14/156) a cada dois
meses, 19,87% (31/156) a cada trés meses, 3,85% (6/156) a cada quatro e cinco meses,
33,33% (52/156) a cada seis meses e 10,26% (16/156) faz uso anualmente. Quanto aos
que ndo fazem nenhum tipo de protecdo, 49,02% (125/255) dos animais foram reagentes
na RIFL, 47,06% (120/255) no ELISA e 30,59% (78/255)na RIFI/ELISA. Foi
encontrada associacdo significativa (p=0,0482) entre a utilizacdo de inseticidas e a
presenca de anticorpos anti-Leishmania sp. nas andlises de RIFI/ELISA (Tabela 14),
demonstrando que o uso de inseticidas é considerado um fator de protecdo para
leishmaniose (odds ratio=0,6088, p=0,0482, IC95%= 0,3814 — 0,9717).

Com relacdo ao manejo de prevencao no ambiente, 81,27% (334/411) realizam
alguma forma de controle ambiental dos insetos, sendo que 99,70% (333/334) faziam a
remo¢ao mecanica de fezes e restos de alimento, 15,27% (51/334) faziam uso de
inseticidas no ambiente e 14,97% (50/334) utilizavam as duas formas de protecao.
Nenhum proprietdrio utilizava vassoura de fogo e 18,73% (77/411) nao fazia qualquer
tipo de manejo de prevencdo ambiental. Dentre os animais que vivem em local em que
se aplica algum método para reducdo de insetos no ambiente, 48,20% (161/334) foram
reagentes na RIFI, 39,52% (132/334) no ELISA e 25,75% (86/334) na RIFI/ELISA.
Dentre os animais cujos tutores nada fazem para reduzir insetos no ambiente, 46,75%
(36/77) foram reagentes na RIFI, 32,47% (25/77) no ELISA e na RIFI/ELISA. Essa
varidvel n@ao demonstrou nenhum tipo de associacdo com os resultados para RIFI e
RIFI/ELISA, entretanto, foi observada associacdo quando utilizada a técnica de ELISA
(p=0,0019) (Tabela 14).
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Tabela 14. Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a protecdo individual contra insetos e ectoparasitas realizada nos
animais e de acordo com a remo¢do de matéria organica e lixo do ambiente em que vive
o animal, em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tragdo para infec¢ao por

Leishmania sp no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Meétodo de reducgdo de Testes
insetos
RIFI (+) RIFI (-) ELISA ELISA RIFI/ RIFI/
(+) ) ELISA ELISA
(+) )
Aplica Sim (156- 72 84 58 98 33 123
repelente no 37,96%)
animal 46,15% 53,85% 37,18% 62,82% 21,15% 78,85%
Nao (255- 125 130 120 135 78 177
62,04%)
49,02% 50,98% 47,06% 52,94% 30,59% 69,41%
Qui-Quadrado 0,6436 0,0630 0,0482
Reduz Sim (334- 161 173 132 202 86 248
matéria 81,27%)
organica no 48,20% 51,80% 39,52% 60,48% 25,75% 74,25%
ambiente
Nao (77- 36 41 25 52 25 52
18,73%)
46,75% 53,25% 32,47% 67,53% 32,47% 67,53%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado 0,9179 0,0019 0,2916

4.3.10 Assisténcia médico-veterinaria

Foi avaliado também o acesso desses animais ao servico Médico-Veterindrio,
uma vez que os mesmos podem fazer um diagndstico precoce dessa doenca. 65,94%
(271/411) nunca receberam assisténcia veterinaria, destes 47,60% (129/271) foram
reagentes na RIFI, 45,76% (124/271) foram reagentes no ELISA e 29,15% (79/271)
foram reagentes em ambos os testes soroldgicos (RIFI/ELISA). 28,22% (116/411) s6
receberam assisténcia veterindria quando estiveram doentes, sendo 46,55% (54/116)
reagentes na RIFI, 40,53% (47/116) reagentes no ELISA e 22,41% (26/116) reagentes a
RIFIVELISA. 0,49% (2/411) dos animais somente receberam visita do veterindrio para
serem vacinados ou realizarem exames de Anemia Infecciosa Equina (AIE), sendo
100% (2/2) reagentes na RIFI, 50% (1/2) reagentes no ELISA e 50% (1/2) na
RIFI/ELISA. 5,35% (22/411) dos animais tém assisténcia veterindria como rotina,
sendo destes, 54,55% (12/22) reagentes na RIFI, 27,27% (6/22) reagentes no ELISA e
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22,73% (5/22) reagentes em ambos os testes de diagndstico (RIFI/ELISA). Nao
foiencontrada associacdo significativa com a varidvel assisténcia veterindria e 0s
resultados dos testes RIFI, ELISA e RIFI/ELISA (Tabela 15).

Tabela 15.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a assisténcia médico-veterinaria realizada nos animais, em
investigacao de soroprevaléncia em equideos de tra¢do para infecc@o por Leishmania sp.
no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Assisténcia Veterinaria Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA ELISA (-) RIFI/ RIFI/
+) ELISA ELISA
(+) )
Nunca (271-65,94%) 129 142 124 147 79 192
47,60% 52,40% 45,76% 54,24% 29,15% 70,85%
Quando doente (116- 54 62 47 69 26 90
28,22%)
46,55% 53,45% 40,52% 59,48% 22,41% 77,59%
Para vacinar (2-0,49%) 2 0 1 1 1 1
100% 50% 50% 50% 50%
Como rotina (22- 12 10 6 16 5 17
5,35%)
54,55% 45,45% 27,27% 72,73% 22,73% 77,27%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado (p) 0,4473 0,3380 0,4550

4.3.11 Conhecimento dos tutores sobre a doenca

O desconhecimento sobre a leishmaniose é uma realidade no Brasil € no mundo.
Para avaliar o conhecimento dos tutores a respeito da doenga, foi questionado se eles ja
haviam ouvido falar a respeito da doenca: 44,28% (182/411) responderam ndo conhecer
a doenca (A); 7,54% (31/411) afirmaram conhecera doenca e sua forma de transmissao
(B); e, 48,18% (198/411) afirmaram conhecer a doen¢a, mas ndo sabiam sua forma de
transmissdo (C). De acordo com as respostas dos tutores (A, B ou C) o resultado da
sorologia foi: A) 50% (91/182) dos animais reagentes na RIFI; 45,60% (83/182) no
ELISA e 27,47% (50/182) na RIFI/JELISA. B) 45,16% (14/31) dos animais reagentes na

44



RIFI; 38,71% (12/31) no ELISA e; 25,81% (8/31) na RIFI/ELISA e, C) 46,46%
(92/198) dos animais reagentes na RIFI, 41,92% (83/198) no ELISA e 26,77% (53/198)
na RIFI/ELISA.No entanto, essa varidvel ndo foi considerada significativa quando foi
associada com os resultados dos animais na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA (Tabela 16).

Tabela 16.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com o conhecimento do proprietario em relagdo a doenca pesquisada,
em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infeccdo por
Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016

Conhece a doenga Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA(-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
A (182-44,28%) 91 91 83 99 50 132
50% 50% 45,60% 54,40% 27,47% 72,53%
B (31-7,54%) 14 17 12 19 8 23

45,16% 54,84% 38,71% 61,29% 25,81% 74,19%

C (198-48,18%) 92 106 83 115 53 145
46,47% 53,53% 41,92% 58,08% 26,77% 73,23%

Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado (p) 0,5577 0,6042 0,9796

4.3.12 Presenca de pessoas ou animais com lesoes que nao cicatrizam

Os tutores foram questionados se existiam pessoas e outras espécies de animais
com lesdes. 3,16% (13/411) dos tutores responderam haver lesdo em pessoas, enquanto
2,68% (11/411) responderam haver lesdes em animais. Dos tutores que responderam
haver lesdo em pessoas, 38,46% (5/13) dos animais foram reagentes na RIFI, 38,46%
(5/13) no ELISA e 23,08% (3/13) na RIFI/ELISA. Quanto a presenca de lesdao em
animais, o resultado da sorologia foi: 63,63% (7/11) dos equideos reagentes na RIFI,
54,55% (6/11) no ELISA e 45,45% (5/11) na RIFI/ELISA. Nao houve associagcao
significativa quando ambas as varidveis foram analisadas pelas técnicas RIFI, ELISA e
RIFI/ELISA (Tabela 17).
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Tabela 17. Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a ocorréncia de lesdo em seres humanos € em animais, em
investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢c@o por Leishmania sp.
no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Lesoes Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Pessoas Sim 3 10 5 8 3 10
(13-

3,16%) 23,08% 76,92% 38,46% 61,54% 23,08% 76,92%

Nio 194 204 173 225 108 290
9é38948%) 48,74% 51,26% 43,47% 56,53% 27,14% 72,86%
Qui-Quadrado 0,1234 0,9410 0,9945
Animais Sim 7 4 6 5 5 6
(11-

2,68%) 63,64% 36,36% 54,55% 45,45% 45,45% 54,55%

Nio 190 210 172 228 106 294
(400-
9730%)  41.5% 52,5% 43% 57% 26,5% 73,5%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300

47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado (p) 0,4527 0,6498 0,2925

4.3.13 Diagnostico positivo em familiares ou animais

Em relacdo ao diagndstico positivo da doenga, nenhum tutor teve animais com
diagnostico para leishmaniose, mas em relacdo as pessoas, 0,97% (4/411) ja tiveram
algum parente com diagndstico positivo para a enfermidade. Dentre os animais dos
tutores que tiveram algum parente com leishmaniose, 75% (3/4) foram reagentes na
RIFI, no ELISA e em ambos (RIFI/ELISA). No entanto, essa variavel ndo foi associada
estatisticamente com o resultado da sorologia dos animais (Tabela 18).
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Tabela 18. Frequéncia das amostras reativas e nao reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a ocorréncia de leishmaniose em alguma pessoa da familia, em
investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracio para infecc@o por Leishmania sp.
no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Parentes com a doenca Testes
(n) RIFI (+) RIFI(-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Sim (4-0,97%) 3 1 3 1 3 1
75% 25% 75% 25% 75% 25%
Nao (407-99,03%) 194 213 175 232 108 299
47,67% 52,33% 43% 57% 26,54% 73,46%
Total (411-100%) 197 214 178 233 111 300

47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado (p) 0,5578 0,4363 0,1081

4.3.14 Exame clinico dos equideos

Foram coletados dados especificos sobre os animais e neste momento foi
realizado um exame clinico nos mesmos, onde foram avaliados: o escore corporal, a
coloragcdo de mucosas (ocular e oral), se eram visiveis distirbios de coagulacdo
(petéquias, equimoses, etc.) e dermatopatia. Nenhum animal apresentou distirbios na
coagulacdo.

Quanto ao escore corporal, 78,59% (323/411) estavam com bom nivel corporal,
sendo destes, 49,23% (159/323) reagentes na RIFI, 43,96% (142/323) no ELISA, e
28,17% (91/323) reagentes em ambos, RIFI/ELISA. Estavam magros, 20,68% (85/411),
sendo 42,35% (36/85) reagentes na RIFI, 40% (34/85) no ELISA e, 22,35% (19/85) na
RIFI/ELISA. Estavam obesos 0,73% (3/411), sendo 66,67% (2/3) reagentes na RIFI,
66,67% (2/3) no ELISA e, 33,33% (1/3) na RIFI/ELISA (Tabelal9).

Quanto a mucosa ocular, 94,40% (388/411) dos animais apresentaram mucosas
normocoradas, sendo 42,53% (165/388) reagentes na RIFI, 42,53% (165/388) no
ELISA e 25,77% (100/388) na RIFI/ELISA. A frequéncia de animais que apresentaram
mucosas oculares hipocoradas foi de 5,35% (22/411), sendo 63,64% (14/22) reagentes
na RIFI 59,09% (13/22) reagentes no ELISA e, 50% (11/22) reagentes em ambos,
RIFI/ELISA. Somente 0,24% (1/411) apresentaram mucosas oculares congestas, e este
animal ndo foi reagente em nenhum teste soroldgico (Tabelal9).
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Quanto a mucosa oral, 94,89% (390/411) dos animais apresentaram mucosas
normocoradas, sendo 47,44% (185/390) reagentes na RIFI, 42,31% (165/390) no
ELISA e 25,90% (101/390) em ambos os testes (RIFI/ELISA). 4,87% (20/411) dos
animaisapresentaram mucosas hipocoradas, sendo 60% (12/20) reagentes na RIFI, 65%
(13/20) no ELISA e 50% (10/20) na RIFI/ELISA. Somente um animal (1/411)
apresentou mucosa oral congesta e este animal ndo foi reagente em nenhum dos testes
soroldgicos (Tabelal9).

Quanto a presenca de dermatopatia, 5,84% (24/411) apresentaram algum tipo de
lesdo e, destes animais, 45,83% (11/24) foram reagentes na RIFI, 45,83% (11/24)
ELISA, e 25% (6/24) foram reagentes em ambos os testes sorolégicos, RIFI/ELISA
(Tabelal9).

A coloracao da mucosa ocular foi associada significativamente (p=0,0374) com
os resultados de animais reagentes nos testes RIFI/ELISA Em relacdo as demais
varidveis ndo houve associagdo significativa (p>0,05) (Tabelal9).Segundo a estimativa
de risco,mucosas oculares hipocoradas apresentam 2,88 vezes mais chances de o animal
estar infectado por Leishmania sp do que animais com mucosas normocoradas
(OR=2,8800,p=0,0250, IC=1,2112-6,8479).

Tabela 19.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a avaliacdo da mucosa ocular, mucosa oral, escore corporal e
dermatopatias em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infeccao
por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.
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Pardmetros Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA () RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Escore corporal Magro (85/20,68%) 36 49 34 51 19 66
42,35% 57,65% 40% 60% 22,35% 77,65%
Normal 159 164 142 181 91 232
(323/78,59%)
49,23% 50,77% 43,96% 56,04% 28,17% 71,83%
Obeso 2 1 2 1 1 2
(3/0,73%)
66,67 % 33,33% 66,67% 33,33% 33,33% 66,67%
Qui-Quadrado (p) 0,4277 0,5764 0,5440
Mucosa ocular Hipocorada 14 8 13 9 11 11
(22/5,35%)
63,64% 36,36% 59,09% 40,91% 50% 50%
Normocorada 183 205 165 223 100 288
(388/94,40%)
47,16% 52,84% 42,53% 57,47% 25,77% 74,23%
Congesta 0 1 0 1 0 1
(1/0,25%)
100% 100% 100%
Qui-Quadrado (p) 0,1029 0,2130 0,0374
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Mucosa oral Hipocorada 12 8 13 7 10 10
(20/4.87%)
60% 40% 65% 35% 50% 50%
Normocorada 185 205 165 225 101 289
(390/94,89%)
47,44% 52,56% 42,31% 57,69% 25,90% 74,10%
Congesta 0 1 0 1 0 1
(1/0,25%)
100% 100% 100%
Qui-Quadrado (p) 0,2130 0,0927 0,0504
Dermatopatia Sim 11 13 11 13 6 18
(24/5,84%)
45,83% 54,17% 45,83% 54,17% 25% 75%
Niao 186 201 167 220 105 282
(387/94,16%)
48,06% 51,94% 43,15% 56,85% 27,13% 72,87%
Qui-Quadrado (p) 0,9988 0,9642 0,9931
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4.3.15. Regioes administrativas (RA)

Foram confirmados, em todas as Regides Administrativas, animais reagentes nos
dois testes soroldgicos (RIFI/ELISA): Aguas Claras (2/2=100%), Brazlandia (3/15=
20%) Candangolandia (4/13=30,77%), Ceilandia (24/71=33,80%), Estrutural
(3/15=20%), Gama (9/26=34,62%), Guara (4/20=20%), Nicleo Bandeirante
(1/3=33,33%), Paranoa (9/28=32,14%), Planaltina (4/43=9,3%), Recanto das Emas
(5/17=29,42%), Riacho Fundo I (1/2=50%), Riacho Fundo II (1/11=9,00%),
Samambaia (10/26=38,46%), Santa Maria (7/41=17,07%), Sao Sebastido (8/25=32%),
Setor de Industrias (1/6=16,67%), Sobradinho 1 (6/19=31,58%), Sobradinho II
(2/5=40%) e Taguatinga (7/23=30,43%) (Tabela 19). Na RA de Aguas Claras, 100%
(2/2) dos animais foram reativos. A RA com menor quantidade de reagentes foi Riacho
Fundo II (Tabela 20), uma regido que apresenta uma drea rural ao redor da cidade, com
1ss0, esses animais, circulam pelas duas diariamente. Dos 11 animais submetidos aos
testes, um (9,1%) apresentou resultado positivo. Os animais reagentes estavam
cadastrados no servigo oficial, distribuidos em 20 RAs das 31 existentes.

Foi realizada a andlise estatistica para todas as regides envolvidas para cada teste
sorolégico, e foi encontrada associacdo significativa com os animais reagentes no
ELISA (p=0,0038). Na andlise realizada em cada RA, separadamente, houve associa¢ao
significativa entre as RAs do Gama (p=0,0176) e em Planaltina (p=0,0174) com os
animais reagentes no ELISA, e entre a RA de Planaltina (p=0,0185) com os animais
reagentes na RIFI/ELISA (Tabela 20).
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Tabela 20.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou ELISA, de acordo com a Regido Administrativa em
investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tra¢do para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio

de 2016.
Localidade Testes Localidade Testes
(n) (n)
RIFI (+) RIFI (-) ELISA ELISA RIFI/ RIFI/ RIFT+ RIFI- ELISA+ ELISA  RIFl/ RIFl/
+) ELISA ELISA ELISA ELISA
©) (+) ©) - + -
Aguas Claras (2) 2 0 2 0 2 0 Gama (26) 11 57,69% 69,23%  30,77% 34,62% 65,38%
100% 0 100% 0 100% 0 42,31% 15 18 8 9 17
Qui-quadrado (p) 0,4468 0,3691 0,6428 Qui- 0,7230 0,0176 0,5376
quadrado
Brazlandia (15) 7 8 3 12 3 12 Guari (20) 8 12 6 14 4 16
46,67% 53,33% 20% 80% 20% 80% 40% 60% 30% 70% 20% 80%
Qui-quadrado 0,8676 0,1265 0,7602 Qui- 0,6424 0,3454 0,6650
quadrado
Candangolandia 8 5 5 8 4 9 Niucleo 1 2 1 2 1 2
(13) Bandeirante
61,54% 38,46%  38,46% 61,54% 30,77% 69,23% 3) 33,33% 66,67% 33,33% 66,67% 33,33% 66,67%
Qui-quadrado 0,4935 0,9497 0,9869 Qui- 0,9397 0,8124 0,6844
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quadrado

Ceilandia (71) 42 29 35 36 24 47 Paranod 15 13 15 13 9 19
(28)
59,15% 40,85%  49,30% 50,70% 33,80% 66,20% 53,57% 46,43% 53,57% 46,43% 32,14% 67,86%
Qui-quadrado 0,1057 0,4187 0,3009 Qui- 0,7022 0,3888 0,7107
quadrado
Santa Maria 41 16 25 12 29 7 34 Setorde  33,33%  66,67%  33,33%
Industrias
39,02% 60,98% 29,27% 70,73% 17,07%  82,93% 6 2 4 2
Qui-quadrado 0,3547 0,1162 0,2323 Qui- 0,7649 0,9405 0,9176
quadrado
Estrutural (15) 40% 60% 26,67% 73,33% 20% 80% Planaltina43  39,53%  60,47% 23,26% 76,74%  9,30%  90,70%
6 9 4 11 3 12 17 26 10 33 4 39
Qui-quadrado 0,7331 0,3105 0,7602 Qui- 0,3740 0,0174 0,0185
quadrado
Recanto das Emas 35,29% 64,71% 58,82% 41,18% 29.41% 70,59% Taguatinga  56,52%  43,48% 52,17% 4783%  30,43% 69,57%
17 11 23
6 10 7 5 12 13 10 12 11 7 16
Qui-quadrado 0,4385 0,3107 0,9523 Qui- 0,5567 0,5366 0,9055
quadrado
Riacho Fundo 12 50% 50% 100% 0 50% 50% Sobradinho I~ 52,63%  47,37% 42,11% 57,89%  31,58%  68,42%
19
1 1 2 0 1 1 10 9 8 11 6 13
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Qui-quadrado

Riacho Fundo IT 11

Qui-quadrado

Samambaia 26

Qui-quadrado

0,5150

36,36% 63,64%
4 7

0,6511

65,38% 34,62%
17 9

0,1275

0,3691

27,27%
3

0,4521

61,54% 38,46%
16 10

0,1072

0,9461

90,91%
10

0,3260

38,46% 61,54%
10 16

0,2984

Qui-
quadrado

Sobradinho
15

Qui-
quadrado
Sao

Sebastido 25

Qui-
quadrado

0,8681

40% 60%
2 3

0,9224

36% 64%
9 16

0,3401

0,8940

60% 40%
3 2

0,7684

44% 56%
11 14

0.8885

0,8618

40% 60%
2 3

0,8859

32% 68%
8 17

0,7544
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4.3.16. Dados referentes ao nascimento, tempo de posse e viagens dos equideos
para fora do DF

Foi questionado aos proprietarios se 0s animais nasceram nas propriedades e se
vieram ou viajaram para outro Estado. Dos 411 animais, 13,63% (56/411) nasceram e
vivem até hoje na propriedade, 86,37% (355/411) nasceram fora da propriedade e
51,75% (59/114)dos proprietarios ndo sabiam a procedéncia dos animais (Tabela 20).
Dos animais que nasceram fora da propriedade, 32,11% (114/355) vieram de outros
Estados, sendo 3,51% (4/114) da Bahia, 35,97% (41/114) de Goiés e 8,77% (10/114) de
Minas Gerais. Dos animais provenientes da Bahia, 100% (4/4) foram reagentes na RIFI,
50% (2/4) no ELISA e 50% (2/4) na RIFI/ELISA; dos animais provenientes do DF,
46,80% (139/297) foram reagentes na RIFI, 43,10% (128/297) no ELISA e 26,60%
(79/297) na RIFI/ELISA; daqueles provenientes de Goids, 48,78% (20/41) foram
reagentes na RIFI, 46,34% (19/41) no ELISA e 24,39% (10/41) na RIFI/ELISA;
enquanto que dos animais provenientes de Minas Gerais, 70% (7/10) foram reagentes na
RIFI, 50% (5/10) no ELISA e 30% (3/10) na RIFI/ELISA. Dentre os animais em que o
tutor ndo sabia a procedéncia 45,76% (27/59) foram reagentes na RIFI, 40,68% (24/59)
foram reagentes no ELISA e 28,81% (17/59) foram reagentes nos dois testes de
diagnéstico (RIFI/ELISA). Neste parametro ndo houve associagdo significativa
(p>0,05) com os resultados da sorologia (Tabela 21).

Tabela 21.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a localidade do nascimento do animal, em investigacdo de
soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito
Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.
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Transito Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA RIFI/ RIFI/ Total
ELISA ELISA %
) (+) )
Nasceu na Sim 29 27 20 36 14 42 56
proprie-

dade 51,79% 48,21% 35,71% 64,29% 25% 75% 13,63%

Nio 168 187 158 197 97 258 355
47,32% 52,68% 44,51% 55,49% 27,32% 72,68% 86,37%

Qui-Quadrado 0,6332 0,2761 0,2925
Sim 47 33 46 34 26 54 80
Saiu do 58,75% 41,25% 57,5% 42,5% 32,5% 67,5% 19,47%
DF

Nio 36 210 41 205 26 220 246
14,63% 85,37% 16,67% 83,33% 10,57% 89,43% 59,85%

Nio 36 49 41 44 26 59 85

sabe
42,35% 57,65% 48,24% 51,76% 30,59% 69,41% 20,68%
Qui-Quadrado (p) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Total 197 214 178 233 111 300 411
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99% 100%

A viagem ou transito dos animais para outros estados também foi analisado no
questiondrio: 19,47% (80/411) dos animais ja haviam viajado para outros estados,
59,85% (246/411) ndo haviam viajado, enquanto 20,68% (85/411) dos tutores ndo
sabiam se os animais tinham viajado . Dos animais que ja deixaram o DF, 58,75%
(47/80) foram reagentes na RIFI, 57,5% (46/80) foram reagentes no ELISA e 32,5%
(26/80) foram reagentes em ambos, RIFI/ELISA. Dos animais que nunca deixaram o
DF, 14,63% (36/246) foram reagentes na RIFI, 16,67% (41/246) foram reagentes no
ELISA e 10,57% (26/246) foram reagentes em ambos, RIFI/ELISA. Dos tutores que
nio sabem se os animais ja deixaram o DF, 42,35% (36/85) dos animais foram
reagentes na RIFI, 48,24% (41/85) foram reagentes no ELISA e 30,59 % (26/85) foram
reagentes em ambos, RIFI/ELISA.O fato do animal ja ter saido do DF foi associado
significativamente (p<0,0001) com os resultados positivos na RIFI, ELISA e
RIFI/ELISA (Tabela 22).A estimativa de risco do animal sair do DF foi calculada e os
seguintes valores foram obtidos: odds ratio=4,0741, p<0,0001, IC95%= 2,1921 —
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7,5716, o que significa que a saida do equideo do DF, em qualquer momento da sua

vida, aumenta em 407% a chance de se infectar por Leishmania sp.

Tabela 22.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com os nascidos na propriedade e com viagens para outros Estados
em investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infeccdo por
Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Aonde Nasceu Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
+) )
Bahia (4/0,97%) 4 0 2 2 2 2
100% 50% 50% 50% 50%
Distrito Federal (297/72,26%) 139 158 128 169 79 218
46,80% 53,20% 43,10% 56,90% 26,60% 73,40%
Goias (41/9,98%) 20 21 19 22 10 31
48,78% 51,22% 46,34% 53,66% 24,39% 75,61%
Minas Gerais (10/2,43%) 7 3 5 5 3 7
70% 30% 50% 50% 30% 70%
Naio sabe (59/14,36%) 27 32 24 35 17 42
45,76% 54,24% 40,68 % 59,32% 28,81% 71,19%
Total 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado 0,1603 0,9652 0,8471
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Outras andlises realizadas foram relativas ao tempo em que os proprietarios
tinham a posse dos animais. Dos animais: 29,20% (120/411) estavam em posse do tutor
por um periodo entre 0 e 6 meses, sendo 52,5% (63/120), 52,5% (63/120) e, 32,5%
(39/120) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA, respectivamente; 13,14%(54/411)
estavam em posse do tutor entre 6,1 e 12 meses, sendo 44,44% (24/54), 44,44% (24/54)
e, 24,07% (13/54) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA , respectivamente; 38,20%
(157/411) estavam em posse do tutor entre 12,1 meses e 5 anos, sendo 39,49% (62/157),
36,94% (58/157) e, 21,02% (33/157) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente; 16,06% (66/411) entre 5,1 e 10 anos, sendo 59,09% (39/66), 45,5%
(30/66) e, 34,85% (23/66) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA, respectivamente e;
3,40% (14/411) a mais de 10 anos, sendo 64,29% (9/14), 21,43% (3/14) e, 21,43%
(3/14) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA, respectivamente.

O periodo de tempo onde foi encontrado o maior percentual de animais na posse
dos tutores foi entre 12,1 meses e 5 anos. O tempo em que o tutor tinha a posse do
animal foi significativo quando analisados RIFI(p=0,0322) e ELISA (p=0,0477);
entretanto, quando analisado RIFI/ELISA ndo houve associacdo significativa
(p=0,1253) (Tabela 23).

Tabela 23.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com o tempo em que o animal vive sob a guarda do tutor, em
investigacdo de soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢c@o por Leishmania sp.
no Distrito Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Quanto tempo tem o Testes
animal RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
(n) ELISA ELISA
(+) )
Até 6 meses 63 57 63 57 39 81
(120/29,20%) 52,5% 47,5% 52,5% 47,5% 32,5% 67,5%
6,1 a 12 meses 24 30 24 30 13 41
(54/13,14%) 44,44% 55,56% 44,44% 55,56% 24,07 % 75,93%
12,1 meses a 5 anos 62 95 58 99 33 124
(157/38,20%) 39,49% 60,51% 36,94% 63,06% 21,02% 78,98%
5,1 a 10 anos 39 27 30 36 23 43
(66/16,06%) 59,09% 40,91% 45,45% 54,55% 34,85% 65,15%
> 10 anos 9 5 3 11 3 11

(14/3,40%) 64,29% 35,71% 21,43% 78,57% 21,43% 78,57%

Total (411/100%) 197 214 178 5233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 6,69% 27,01% 72,99%

Qui-Quadrado (p) 0,0322 0,0477 0,1253
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4.3.17.1dade do animal

A categoria idade dos animais foi dividida por faixa etdria, onde 2,92%
(12/411) dos animais se encontravam na faixa etaria de 6 meses a 2 anos, sendo 50%
(6/12), 25% (3/12) e 16,67% (2/12) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente; 15,09%(62/411) na faixa etdria entre 2,1 a 5 anos, sendo 45,16%
(28/62), 35,48% (22/62), 20,97% (13/62) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente; 53,04% (218/411) de 5,1 a 10 anos sendo 46,33% (101/218), 44,5%
(97/218) e 26,15% (57/218) reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA respectivamente
e; 28,95% (119/411) dos animais apresentavam idade superior a 10 anos, sendo 52,1%
(62/119), 47,06% (56/119) e, 32,77% (39/119) reagentes na RIFI, ELISA e
RIFI/ELISA, respectivamente. Foi realizada a andlise estatistica e ndo foi encontrada
associacdo significativa entre a idade dos animais e o resultado da sorologia (Tabela
24).

Tabela 24. Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com a idade dos animais, em investigacdo de soroprevaléncia em
equideos de tracdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito Federal, Brasil, no
periodo de Abril a Maio de 2016.

Qual a idade do animal Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFl/ RIFI/
ELISA ELISA
+) )
6 meses a 2 anos (12/2,92%) 6 6 3 9 2 10
50% 50% 25% 75% 16,67% 83,33%
2,1 a5 anos (62/15,09%) 28 34 22 40 13 49
45,16% 54,84% 35,48% 64,52% 20,97% 79,03 %
5,1 a 10 anos (218/53,04%) 101 117 97 121 57 161
46,33% 53,67% 44,50% 55,50% 26,15% 73,85%
» 10 anos 62 57 56 63 39 80
(119/28,95%)
52,10% 47,90% 47,06% 52,94% 32,77% 67,23%
Total (411/100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado (p) 0,7377 0,2624 0,2739
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4.3.18. Cor de pelagem

Foram encontradas 29 cores de pelagem, dentre elas: Castanho 29,68%
(122/411), tordilho 22,63% (93/411), Baia 12,17% (50/411), alazdo 9,98% (41/411),
tordilho pedrés 8,03% (33/411), rosilho 2,68% (11/411), preto 2,68% (11/411), pelo de
rato 1,47% (6/411), 1,22% baio pampa (5/411), castanho pampa 1,22% (5/411), alazdo
amarilho 0,97% (4/411), pampa castanho 0,97% (4/411), tordilha pampa 0,97%
(4/411), alazdo apaluza 0.73% (3/411), alazdo sobre baio 0,49% (2/411), pampa tordilho
0,49% (2/411), pseudoalbino 0,49% (2/411), rudo 0,49% (2/411), apaluza 0,24%
(1/411), baio palha 0,24% (1/411), castanho apaluza 0,24% (1/411), lobuna 0,24%
(1/411), lobuna pampa 0,24% (1/411), lontra 0,24% (1/411), pampa alazdo 0,24%
(1/411), pampa baia 0,24% (1/411), pampa preta 0,24% (1/411), tordilho apaluza 0,24%
(1/411) e tordilho apatacado 0,24% (1/411). Foram encontradas com maior frequéncia
as pelagens: alazd com 9,98% (41/411), baia com 12,17% (50/411), castanha com
29,68% (122/411) e tordilha com 22,63% (93/411), estando o restante dos 25,54% dos
animais distribuidos em 26 outras pelagens.

Foram reagentes nas técnicas de RIFI, ELISA e RIFI/ELISA respectivamente
animais com as seguintes pelagens: alazdo 46,34% (19/41), 39,02% (16/41) e 21,95%
(9/41); alazao amarilho 25% (1/4), 50% (2/4) e 25% (1/4); alazao apaluza 33,33%
(1/3),33,33% (1/3) e 33,33% (1/3); alazdo sobre baio 50% (1/2), 50% (1/2) e 0%; baio
38% (19/50), 34% (17/50) e 20% (10/50); baio pampa 75% (3/4), 50% (2/4) e 25%
(1/4); castanho 46,72% (57/122), 49,18% (60/122) e 28,69% (35/122); castanho apaluza
e tordinho apaluza 100% (1/1), 100% (1/1) e 100% (1/1); castanho pampa 60% (3/5),
40% (2/5), e 20% (1/5); lobuna, lobuna pampa, lontra e pampa de baio 100% (1/1)
reagente somente na RIFI; pampa de alazdo 100% (1/1) reagente somente no ELISA;
pampa de castanho 100% (4/4), 75% (3/4) e 75% (3/4); pelo de rato 83,33% (5/6), 20%
(1/5) e 20% (1/5); preto 54,55% (6/11), 45,45% (5/11) e 27,27% (3/11); pseudoalbino
50% (1/2), 50% (1/2) e 50% (1/2); rosilho 63,63% (7/11), 36,36% (4/11) e 36,36%
(4/11); rua reagente somente na RIFI em 50% (1/2); tordilho 48,39% (45/93), 47,31%
(44/93) e 31,18% (29/93); tordilho pampa reagente somente na RIFI e no ELISA em
25% (1/4) cada; tordilho pedrez 45,45% (15/33), 45,45% (15/33) e 30,30% (10/33). Nao
foram encontrados animais reagentes com as pelagens apaluza, pampa de preto, pampa
de tordilho e tordilho apatacado. A andlise estatistica ndo foi considerada significativa
quando todas as cores em conjunto ou individualmente foram comparadas com os
resultados da sorologia.

Em relacdo as pelagens foram feitas varias andlises estatisticas na tentativa de
encontrar alguma relevancia em relagao as mesmas. Foram analisadas, primeiramente,
separando as pelagens claras das escuras; depois foi realizada andlise juntando num
mesmo grupo as pelagens primdrias e suas variantes, e por ultimo levando em
consideragdo as pelagens mais encontradas e suas variantes como grupos individuais e
agrupando em um unico grupo as pelagens menos encontradas (Tabela 25). No entanto,
em nenhuma delas foi encontrada associagdo entre a pelagem e o resultado da sorologia
dos animais, tanto para RIFI, ELISA ou RIFI/ELISA.

Levando em consideracdo as pelagens mais encontradas, a pelagem alaza
apresentou 44% (22/50), 40% (20/50) e 22% (11/50) dos animais reagentes na RIFI,
ELISA e RIFI/ELISA, respectivamente; a pelagem baia apresentou 42,86% (24/56),
33,93% (19/56) e 19,64% (11/56) dos animais reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente; a pelagem castanha apresentou 47,66% (61/128), 49,22% (63/128) e
2891% (37/128) dos animais reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA,
respectivamente; a pelagem Tordilha apresentou 46,97% (62/132), 46,21% (61/132) e
30,30% (40/92) dos animais reagentes na RIFI, ELISA e RIFI/ELISA, respectivamente.
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As demais pelagens foram agrupadas em um Unico estrato, que apresentou 54,29%
(57/105), 39,05% (41/105) e 26,67% (28/105) dos animais reagentes na RIFI, ELISA e
RIFIVELISA, respectivamente, ndo havendo relevancia no teste estatistico (p>0,05)

(Tabela 25).

Tabela 25.Frequéncia das amostras reativas e ndo reativas pelas técnicas da RIFI e/ou
ELISA, de acordo com as principais pelagens encontradas, em investigacdo de
soroprevaléncia em equideos de tracdo para infec¢do por Leishmania sp. no Distrito
Federal, Brasil, no periodo de Abril a Maio de 2016.

Pelagem Testes
(n) RIFI (+) RIFI (-) ELISA (+) ELISA (-) RIFI/ RIFI/
ELISA ELISA
(+) )
Alaza (41/9,98%) 19 22 16 25 9 32
46,34% 53,66% 39.02% 60,98% 21,95% 78,05%
Baia (50/12,17%) 19 31 17 33 10 40
38% 62% 34% 66% 20% 80%
Castanha (122/29,68%) 57 65 60 62 35 87
46,72% 53,28% 49,18% 50,82% 28,69% 71,31%
Tordilha 45 48 44 49 29 64
(93/22,63%)
48,39% 51,61% 47,31% 52,69% 31,18% 68,82%
Demais 57 48 41 64 28 77
(105/25,55%)
54,29% 45,71% 39,05% 60,95% 26,67% 73,33%
Total (411/100%) 197 214 178 233 111 300
47,93% 52,07% 43,31% 56,69% 27,01% 72,99%
Qui-Quadrado (p) 0,4344 0,2705 0,5952
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5 DISCUSSAO

5.1. Comparacao entre as técnicas RIFI e ELISA

A leishmaniose equidea ¢ uma realidade no Brasil e no mundo, sendo descrita
nesses animais L. braziliensis e L. infantum, as duas manifestando a forma cutanea da
doenca. Equideos de tracdo no DF sdo animais extremamente susceptiveis devido a
condicdo insalubre a que sdo expostos e a md nutricio a que sdo submetidos, que
diminuem a imunidade, favorecendo a infeccdo por diversas doencas. Os testes
sorolégicos comprovam a hipétese de que os animais vivem em areas onde ja foram
notificados casos de leishmaniose em humanos e em caes, podendo esta espécie estar
infectada, ou estar em contato com o parasito (SAMPAIO et al., 2009; CARRANZA-
TAMAYO et al., 2010; FERREIRA et al., 2014).

Ainda nao existem kits comerciais para diagndstico de leishmaniose equidea,
com isso héd a necessidade de se padronizar o teste. H4 uma variacdo na metodologia
aplicada para técnica ELISA na literatura quando se refere a pesquisa de
imunoglobulinas anti-Leishmania sp para a espécie equina.No presente trabalho, foi
utilizada a cepa L.(L.) infantum como antigeno. No entanto, outros trabalhos foram
realizados com variagcdes metodoldgicas na preparacdo e na concentracao do antigeno,
bem como na diluicdo do soro dos animais e na titulacdo do conjugado: Duarte et al.,
(2001) usaram como antigeno a espécie L.majorlike e uma diluicio de soro 1:20;
Cerqueira (2001) usoul. infantum como conjugado anti IgG equina numa dilui¢do de
1:10000 e soro diluido em 1:100; Cerqueira et al.(2003) usaram Proteina rK39 na
diluicao 1:10000 para o conjugado e 1:100 no soro; Solano-Gallego et al., (2003)
usaram L. infantum de conjugado do tipo Proteina A, numa dilui¢dao de 1:1000, e soro
diluido 1:50; Ferndndez- Bellon et al (2006) usaram L. infantum do tipo proteina A na
diluicio de Ipug/mL e soro diluido em 1:100; Soares et al. (2013) usaram L.
braziliensisdo tipo IgGna diluicao de 1:10000 e soro diluido 1:400. Na Europa, os
trabalhos realizados com equideos sempre foram com L. donovani(KOEHLER et al.,
2002; SOLANO-GALEGO et al., 2003; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

RIFI e ELISA sdo testes soroldgicos amplamente utilizados para diagndstico de
leishmaniose. O teste ELISA é usado principalmente para detec¢do de anticorpos em
inquéritos soroepidemioldgicos por ser pritico, menos oneroso e rapido. A RIFI
apresenta maior grau de especificidade e o teste ELISA um maior grau de sensibilidade
(TAVORA et al., 2007). A utilizacdo de testes altamente sensiveis, que detectam o
maior nimero possivel de animais infectados, seria o mais recomendado para acdes de
saude publica, pois reduziriam o potencial de transmissdo. Em contrapartida, testes
altamente especificos s3o os desejadveis para associagdes de protecdo animal,
profissionais da 4rea de satide e principalmente para os donos de animais. Portanto,
testes utilizados em combinac¢do poderdo melhorar a precisdo e poderiam atender as
demandas em sadde publica e aos tutores de animais que vivem em regides endémicas
(ARRUDA et al., 2016). Por essa razdo, o presente trabalho admitiu como resultados
relevantes aqueles oriundos da combinacdo dos resultados positivos em ambas as
técnicas, ELISA e RIFIL.

Os trabalhos realizados por Duarte et al. (2001) e Fernandez-Bellon et al. (2006)
em dareas endémicas para leishmaniose encontraram 11,6% e 14,3% dos animais
reagentes no ELISA, valores bem inferiores ao encontrado no presente trabalho no DF,
esses valores podem ter sido inferiores devido ao antigeno utilizado ser diferente ou
mesmo pelo ambiente ser menos propicio a presenca do parasito e seu vetor.
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Soares (2012) avaliou 210 equideos através das duas técnicas sorolégicas, RIFI e
ELISA, encontrando 65,20% de positividade na RIFI e 41,43% no ELISA. O indice
Kappa obtido foi considerado fraco (0,131). A reatividade e a ndo reatividade em ambas
as técnicas foram de 30,48%(64/210) e de 23,80% (50/210), respectivamente. O
presente trabalho avaliou quase o dobro de animais (411) e encontrou uma maior
porcentagem de reagentes na RIFI (47,93%; 197/411) do que no ELISA (43,31%;
178/411). A porcentagem de animais reagentes em ambos os testes foi de 27,01%
(111/411) bem préxima a obtida por Soares (2012).0 indice Kappa no presente trabalho
foi classificado como regular, necessitando ainda de ajustes em futuros estudos, com
melhores padronizacdes.

Aharonson-Raz et al. (2015) realizaram um estudo transversal sobre a
soroprevaléncia de Leishmania infantum entre cavalos aparentemente sauddveis em
Israel. Foram realizados exames em 338 cavalos distribuidos em 22 fazendas em todo o
pais durante os anos de 2011 e 2013. As amostras de soro foram testadas quanto a
presenca de anticorpos IgG utilizando os testes de aglutinagdo direta (TAD) especifico
para Leishmania sp. Dos cavalos testados, seis (1,4%) foram soropositivos para
Leishmania sp. Comparado aos testes RIFI e ELISA no presente trabalho, o TAD se
mostrou bem menos sensivel ou a regido ndo era endémica para leishmaniose.

Truppel et al., (2014) analisaram 227 equideos e obtiveram 25 (11%) de animais
reagentes no ELISA e, nenhum apresentou lesdes cutaneas. Fizeram a extracao de DNA
para PCR de todos os animais e 37 (16,30%) foi positivo e a espécie encontrada foi L.
braziliensis.

Barroso-Freitas et al., (2009) e Arruda et al., (2016), realizaram trabalhos para
avaliar a eficdcia dos testes soroldgicos RIFI e ELISA. Aqueles concluiram que a
melhor eficidcia para o ELISA, em sensibilidade e especificidade foram para L.
braziliensis. Ja na RIFI eles ndo observaram nenhuma diferenca entre os antigenos
testados. E para eles testes paralelos RIFI e ELISA aumentaram a sensibilidade
independente do antigeno testado. Estes usaram visualizacdo histologica direta do
parasito por imuno-histoquimica ou isolamento do mesmo em cultura. Individualmente,
ambos os testes apresentaram sensibilidade de 91,8% e 90,8%, e especificidade de 83,4
e 53,4%, para os testes ELISA e RIFI respectivamente. Foram incluidos 98 casos
positivos e 1327 casos negativos. Quando os testes foram usados em combinacdo
paralela, a sensibilidade atingiu 99,2%, enquanto a especificidade caiu para 44,8%. Em
combinacdo seriada (ELISA seguido de RIFI), a sensibilidade diminuiu para 83,3% e a
especificidade aumentou para 92,5%. Os testes em série aumentaram a especificidade,
com perda moderada de sensibilidade.

Para Arruda et al., (2016), outras possiveis fontes de variacdo sdo as técnicas
empregadas pelo laboratério, o padrao de referéncia selecionado para a comparacdo e o
ponto de corte selecionado para interpretar os resultados. Fatores bioldgicos também
podem afetar a exatiddo dos testes soroldgicos e a sensibilidade, que irdo variar de
acordo com o estdgio da infecc@o ou a imunidade do hospedeiro. Enquanto a reducao de
especificidade pode ser explicada pelas reacdes cruzadas com outros agentes ou quando
o hospedeiro realmente esté infectado, mas ndo é adequadamente detectado pelo padrdao
de referéncia estabelecido A maior parte dessa percepc¢do se dd baseada em estudos
realizados com amostras pré-selecionadas que sdo tendenciosas para melhorar a
especificidade. Neste caso a especificidade dos dois testes ndo foi tdo boa quanto se era
esperado, sendo possivel explicar este achado como um provével efeito de ter sido um
estudo sem qualquer triagem clinica ou soroldgica antes da colheita das amostras, mas
todos os procedimentos de amostragem foram homogéneos e realizados em apenas um
laboratdrio de referéncia. Esses fatores também foram observados no trabalho realizado
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com os equideos do DF, onde as tnicas caracteristicas comuns a todos os animais eram
o tipo de trabalho que realizavam e o ambiente insalubre a que eram submetidos. Nao
foi realizado nenhum tipo de triagem que aumentasse a especificidade dos testes.

5.2. Analise das variaveis: sexo e idade dos animais

A primeira caracteristica analisada foi em relagdo ao sexo dos animais, que
apresentou uma associacao significativa (p<0,05) com os animais sororreagentes na
RIFL, ELISA e RIFI/ELISA.

Considerando os animais reagentes nos dois testes de diagnodstico, 48,65%
(54/111) eram machos e 51,35% (57/111) eram fémeas, sendo que do total de animais
testados 59,61% (245/411) eram machos e 40,39% (166/411) eram fémeas. A
estimativa de risco foi calculada, OD=1,8496, o que significa que as fémeas
apresentaram 84,96% de chance a mais de se infectarem por Leishmania sp. quando
comparadas com os machos. Na leishmaniose cutdnea em seres humanos, a maior
ocorréncia € no sexo masculino, devido ao padrdo epidemioldgico ocupacional e de
lazer da doenca, em funcdo da explora¢do desordenada das florestas e derrubada de
matas para constru¢do de estradas, usinas hidroelétricas, extracdo de madeira, atividades
agropecudrias, treinamentos militares e ecoturismo, atividades estas exercidas em sua
maioria por homens (CASTRO, 2005; BRASIL, 2006).

O periodo de gestacao das fémeas(que tem cerca de 11 meses para equinos e de
11 a 14 meses para asininos)e amamentagdo dos potros, aumentam as chances da
infeccdo por Leishmania sp., pois € uma época em que elas ndo sdo submetidas ao
trabalho e ficamnos currais, que no DF, apresentam poucas condicdes higi€nico-
sanitdrias, propiciando o desenvolvimento do vetor e aumentando o risco de infec¢ao
por Leishmania sp.Além disso, hd a imunossupressdo natural nesses estagios
fisiolégicos, aumentando a susceptibilidade em adquirir doencas. Foi observado que a
maior concentracdo de fémeas sororreagentes nas andlises RIFI e ELISA foi na faixa
etaria entre 5,1 a 10 anos e quando analisado RIFI/ELISA a maior porcentagem foi na
faixa etdria de fémeas com idade > 10 anos, idades em que as fémeas estdo aptas ao
acasalamento e se tornam gestantes, ou ainda se tornam animais idosos, sendo entao
considerados mais susceptiveis a doencas, em decorréncia da imunossenescéncia.
Alguns ja estavam com mais de 20 anos e aposentados, trabalharam a vida toda no
servico de tracdo, permanecendo na propriedade e nos currais comunitirios como
animais de estimacdo. As fémeas que viviam soltas na propriedade a menos de 200
metros € em currais comunitdrios tiveram maior quantidade nestas faixas etdrias
analisadas, podendo este tipo de ambiente ser propicio para a contaminag¢io de animais
imunossenescentes.

5.3. Analise da variavel: cor da pelagem

Equideos possuem as mais variadas cores de pelagem, sendo consideradas no
questiondrio 29 cores, variando desde Castanho a Tordilho. As variagdes de cores
encontradas nos animais também foram analisadas por separac¢do entre cores claras e
escuras, uma vez que flebétomos tém predilecao por ambientes escuros (SILVA, 2014),
sendo, portanto, animais de pelagem mais escuras, mais propensos a servirem de
alimentacdo para esses artropodes.No entanto, ndo houve associacdo significativa
(p>0,05) entre a coloragdo da pelagem e os resultados positivos na sorologia.

5.4Andlise das variaveis: origem e transito dos animais
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A grande maioria dos animais estudados 72,26% (297/411) tem origem no
Distrito Federal, onde 59,85%(246/411) nunca deixaram o territorio. No entanto,
19,47% (80/411)nasceramem outros estados como Bahia, Goids e Minas Gerais,
considerados endémicos para leishmaniose. O fato do animal ter nascido em outra
localidade ou ja ter deixado o DF em algum momento de sua vida foi associado
estatisticamente (p<0,0001) com o resultado positivo na sorologia (RIFI, ELISA e
RIFI/ELISA). Quando analisado o resultado da combinacdo das técnicas RIFI/ELISA os
animais que sairam do DF apresentaram 4,07 vezes mais chance de ter sido exposto ao
agente etioldgico quando comparado com os animais que nunca sairam do DF. Esse fato
provavelmente se deve a geografia do DF, estando inserido dentro do Estado de Goids
de onde € proveniente muitos casos de LV e LC em humanos (SES/DF/2016) e fazendo
divisa com MG, estado que ja teve alguns municipios implicados em leishmaniose
equidea em animais de tracdo causada por L. braziliensis e L. infantum (SOARES,
2012; SOARES et al., 2013). Animais que viajam para dreas endémicas podem estar se
infectando, como acontece com seres humanos e, ao retornarem para o territério do DF
podem atuar como potenciais reservatérios do agente.

5.5. Anadlise da variavel: tempo de posse dos tutores

Outro fato que realmente chama a atencdo € quanto ao tempo de posse
dostutores com seus respectivos animais. Houve uma grande discrepancia cronoldgica,
aonde encontramos 8,03% (33/411) dos tutores que possuiam animais hd menos de um
més e outros que tinham seus animais hd mais de dez anos 5,11% (21/411). Tiveram
uma maior propor¢cdo de reagentes aos testes soroldgicos, 0s animais que estavam a
menos tempo com o tutor (até 6 meses). Isto provavelmente acontece porque o animal
acaba sendo exposto a diversos ambientes ao longo de sua vida, propiciando uma maior
probabilidade de adquirir agentes etioldgicos de doencas transmitidos por vetores. Esse
fator também teve relevancia na andlise do Qui-Quadrado quando avaliados RIFI e
ELISA separadamente, obtendo p=0,0322 e 0,0477, respectivamente.

5.6. Andlise da variavel: Regiao Administrativa

Outra varidvelque apresentou relevancia quando avaliado o resultado do teste
sorolégico ELISA foi a localidade (p=0,0038). Cada RA foi analisada isoladamente,
sendo Gama (p=0,0176) e Planaltina (p=0,0174) associadas com a infeccdo por
Leishmania sp., no teste de ELISA; Planaltina (p=0,0185) também foi considerada
associada com a infec¢do quando analisada com os resultados da RIFI/ELISA. Nao
houve associagdo entre a localidade e os resultados da RIFI. Planaltina e Gama possuem
areas urbana e rural muito préximas, e por esse motivo, 0os animais circulam diariamente
entre as duas dreas, facilitando o encontro do vetor, que vive préximo a mata, com o
hospedeiro susceptivel (equideo).

Outra caracteristica observada foi a de tutores e seus animais abordados em uma
RA, mas que viviam em outra RA, demonstrando o transito desses animais entre as RA
do DF. Fato esperado, uma vez que o DF possui uma &rea territorial bem pequena,
facilitando a circulag@o desses animais entre suas regidoes. Além disso, ainda hd o fato
dos animais circularem entre esses tutores, uma vez que siao usados para um fim e essa
populacdo de carroceiros ndo varia, estando esses animais sob a guarda sempre dos
mesmos tutores. Com isso € bem provavel que grande parte desses animais ja tenha
vivido em diversas dessas RAs.

Apesar da proximidade com a mata ndo ter sido associada com o resultado
positivo da sorologia, muitas propriedades e currais comunitdrios ficam dentro da
cidade, como € o caso do Curral do Guara (Anexo C) e do Recanto das Emas (Anexo
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D), este tultimo € separado das casas apenas por uma rua. Nesses ambientes hd muito
acimulo de sujeira e matéria organica em decomposicdo, que podem propiciar o
desenvolvimento dos flebotomineos (AGUIAR; MEDEIROS, 2003). Na RA do Guara
foram testados 4,87% (20/411) do total de animais, sendo reagentes a RIFI 40% (8/20),
ao ELISA 30% (6/20) e a RIFI/ELISA 20% (4/20). Na RA de Recanto das Emas foram
testados 4,14% (17/411) do total de animais, sendo 35,29% (6/17) reagentes na RIFI,
58,82% (10/17) no ELISA e 29,41% (5/17) na RIFI/ELISA. Esses resultados ndo foram
relevantes no teste estatistico para os trés parametros realizados.

Recanto das Emas tem a sua localizacdo em area delimitada pela chacara Aldeia
da Paz, compreendendo a cabeceira do cérrego Monjolo. No parque ha duas cachoeiras,
corredeiras, pocos, pareddes e nascentes. Estd localizada a 25,8 Km da RA Brasilia e
limita-se ao norte com Samambaia, ao sul com Gama, a leste com Riacho Fundo Il € a
oeste com o0 municipio Santo  Antonio do Descoberto -  Goids
(http://www.recanto.df.gov.br). O Guard € uma regido consolidada, composta por uma
classe média esclarecida, alto nivel de escolaridade e poder aquisitivo elevado, o que
garante aos moradores uma boa qualidade de vida. Possui um parque inserido dentro da
cidade, que possui atributos ambientais sensiveis como nascentes, corregos, campo de
murundus e varias espécies endémicas. Conta também com a presenca de densa mata de
galeria cerrado tipico, que protege os recursos hidricos do local
(http://www.guara.df.gov.br/). Riacho Fundo II possui area total urbana de 54,53 Km?® e
rural de 52,23 Km?. Divide-se com a RA do Riacho Fundo pelo cérrego denominado
Riacho Fundo, corpo d'dgua que desdgua no lago Paranoa
(http://www.riachofundoii.df.gov.br). Todas essas regides envolvidas no inquérito
possuem como caracteristicas em comum a grande quantidade de drea verde inserida
dentro da cidade, com uma biodiversidade, com o convivio préximo de humanos,
animais domésticos, animais silvestres e artropodes.

5.7. Andlise da variavel: regiao da residéncia: urbana ou rural

O DF possui uma 4rea muito pequena, estando as dreas urbana e rural muito
proximas, com isso os animais de tracdo percorrem ao longo do dia ambas as regides,
ficando dificil determinar em qual delas eles possam estar tendo contato com o
flebtomo. A nao associacdo no teste estatistico pode ser explicada por essa auséncia de
delimitacdo entre essas regioes.

5.8. Analise da variavel: proximidade do local aonde o animal vive com a mata

Estar préximo as dreas de mata, pode ser considerado um fator de risco para o
animal adquirir a infec¢do por Leishmania sp, pois € o ambiente ideal para o
desenvolvimento do vetor, e principalmente se essa distancia foi inferior a 200 metros,
uma vez que o flebotomineo tem pouca capacidade de voo (SILVA, 2014). No presente
trabalho ndo foi encontrada associagcao entre a proximidade da mata e os resultados da
sorologia, possivelmente em decorréncia da pequena distincia entre as dreas urbana e
rural no territério do DF, ndo importando, portanto, a que distancia os equideos se
encontram de onde deveria ser o habitat natural desses artropodes.

5.9. Andlise da variavel: presenca de outros animais domésticos no mesmo
ambiente

A presenca de outros animais, seja da mesma espécie ou nao (humanos, caes,
gatos, porcos, bovinos e aves) no mesmo ambiente, poderia funcionar como uma
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barreira de protecdo para os equideos, uma vez que esses outros animais atuariam como
fonte de repasto sanguineo para o fleb6tomo.Baum et al. (2014) detectaram por meio de
PCR, fleb6tomos se alimentando de equinos, suinos e caninos. Sales et al., (2015)
detectaram através de PCR, os hospedeiros utilizados como fonte de alimentacdo por
fémeas de Lutzomyia sp. Foram encontrados DNA de: humanos em 73% dos
fleb6tomos, de galinhas em 23%, de caes em 22%, de equideos em 15%, de ratos em
11% e, de gatos em 2%.

No DF, € comum que as espécies animais citadas,os seres humanos e os
flebotomineos coabitem num mesmo ambiente insalubre, rico em matéria organicaja
que a residéncia dos tutores dos equideos amostrados € no mesmo ambiente insalubre
que os animais vivem. As residéncias dos tutores muitas das vezes € somente um abrigo
para dormir, feito de papelao, como foi observado no Setor de Industrias (SCIA), numa
reciclagem de lixo dentro da cidade, que também serve de moradia para humanos e
animais. No entanto, no presente estudo, ndo foi observada nenhuma associagcdo
significativa entre a presenca de outros animais e os resultados da sorologia.

5.10 Andlise da variavel: presenca de animais silvestres proximos ao habitat dos
equideos

Em relacdo aos animais silvestres, era esperado encontrar alguma associagcdo
entre a presenca desses animais e resultados positivos na sorologiados equideos.
Mamiferos silvestres sdo reservatdrios naturais de algumas espécies de Leishmania sp.
(GONTUO; CARVALHO, 2003.BRASIL, 2010) e, no DF, devido a sua geografia,
esses animais estdo em contato intimo com as areas urbana e rural, podendo ser uma
fonte de manutengdo para o ciclo peridomiciliar do parasito. Sua proximidade com
residéncias humanas e com abrigos de animais pode aumentar a ocorréncia da doenca
em seres humanos e animais domésticos.E, esses animais nio estarem funcionando
como amplificadores ou protetores da doenca nessas regides, podendo caracterizar a
mudanca do hébito dos flebotomineos, ndo necessitando da presenca de animais
silvestres para a manutencao da doenca em niveis endémicos no DF.

Ocorreu uma diversidade de respostas nos currais comunitarios, que serviam de
abrigo para animais de diferentes tutores (currais comunitarios), evidenciando a falta de
observacao dos mesmos em relacio a fauna da regido ou mesmo o total
desconhecimento do que € um animal silvestre. Logo, a pergunta no questiondrio
poderia ter sido mais elucidativa, contendo como opc¢ao de respostas, algumas espécies
de animais silvestres considerados reservatorios para Leishmania sp., tais como
marsupiais, edentados e canideos silvestres (GONTIJO; CARVALHO, 2003.BRASIL,
2010).

5.11 Analise da variavel: local aonde o animal dorme

Considerando que o local aonde o animal dorme pode ser uma fonte de actimulo
de pélos, fezes, urina, restos de alimentos, que aumentam a incidéncia de insetos, e
ainda que fleb6tomos t€ém pouca capacidade de voo, de até 200 metros do seu abrigo
(SILVA, 2014), era de se esperar que este parametro tivesse alguma relevancia para a
infec¢do de animais e seres humanos, pois manter o abrigo dos animais a uma distancia

da residéncia é uma das medidas preconizadas para preven¢do contra a doenca
(TEODORO et al., 1997).

5.12 Analise das varidveis: manejo estabelecido pelos tutores aos animais e ao
ambiente
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Oequideo sororreagente possivelmente podeatuar como uma fonte de infecc¢ao
para o vetor, cuja a capacidade de voo € de 200 metros (SILVA, 2014), e que também
vive a menos de 200 m da casa do tutor (hospedeiro susceptivel), teremos em um
mesmo ambiente os trés elementos da cadeia epidemioldgica da leishmaniose,
aumentando o risco da ocorréncia da doenca em humanos. Muitas doengas podem ser
melhor prevenidas e controladas por meio da atuacdo integrada entre a Medicina
Veterindria, a Medicina Humana e outros profissionais de satde, e a leishmaniose é
uma delas, uma vez que reporta a triade epidemioldgica que engloba seres
humanos, animais € meio ambiente. Somente haverd um avanco no controle dessa
enfermidade quando este conceito de saide unica for realmente levado a sério. A
saude unica é a visdo integrada da sadde, composta pelas dreas: humana, animal e
ambiental que sao indissocidveis, e que sdo reconhecidas pela Organizagdo Mundial de
Saide Animal (OIE) e pela Organizacdo Mundial de saide (OMS) uma vez que homens
e animais interagem em diversos ambientes, com a possibilidade de transmissdo de
zoonoses, que representam 60% das doencas humanas. Este conceito nada mais € do
que a atuacdo conjunta da Medicina veterindria, da Medicina humana e de outros
profissionais da sadde, que contribuird para o desenvolvimento de pesquisas e
ampliacdo do conhecimento cientifico, que consequentemente, culminard na melhoria
das a¢des da saide publica com diminuicao dos riscos na saide mundial. A satde tnica
existe com o dever de prevenir e curar doencas dos animais, mas sempre tendo
como objetivo a saide humana e o servico maior a humanidade (CFMV/2017).

Existem duas formas de manejo para reduzir a presenga de insetos e
ectoparasitas, sendo elas: no proprio animal, através de aplicagdo periddica de
ectoparasiticida sobre a pele dos animais (SOLANO-GALLEGO et al., 2003), e a outra
através da reducgdo de insetos no ambiente (BRASIL, 2010). O DF € uma regido aonde o
clima é muito seco durante a maior parte do ano e, com isso hd poucos problemas com
carrapatos e pulgas, tornando o hédbito de aplicar inseticidas sobre a pele dos animais
pouco frequente (37,96%).

Ao compararmos a quantidade de animais reagentes nos que fazem uso de algum
tipo de protecdo seja individual ou ambiental com os que nada fazem, a proporcdo de
reagentes fol maior em todos os parametros, exceto na RIFI quanto a reducdo ambiental
para os animais que nio recebem qualquer tipo de protecdo contra insetos. O que se
pode inferir € que o uso de inseticidas ou remo¢do mecanica de sujidades diminuem o
risco de infeccdo.

5.13 Analise das variaveis: entrada em mata, corrego, pasto e ambiente urbano

Em relacdo a essas variaveis, os tutores podiam responder mais de um item.
Quanto ao horério em que os animais entram nestes ambientes, houve muita dificuldade
em se estabelecer qual a hora em que os equideos frequentam estes ambientes, uma vez
que esses trabalhadores nao tém uma jornada ininterrupa ou didria de trabalho, entao
houve uma adequacdo a uma média didria ou semanal. Em quase todos os parametros
analisados nao houve relevancia estatistica, exceto quanto a entrada em dreas com
corrego, onde houve relevancia na andlise RIFI/ELISA (p=0,0476). O fleb6tomo tem
predilecdo por ambientes sombrios e imidos (AGUIAR; MEDEIROS, 2003; BRASIL,
2006), comuns em regides com cole¢des de dgua, como ocorre em ambientes de
corrego, sendo estes propicios ao desenvolvimento deste artropode.

5.14. Analise da variavel: assisténcia médico-veterinaria
A leishmaniose é uma doenca de dificil diagnéstico em medicina humana, aonde
existem mais recursos de diagndstico e os médicos sdao mais familarizados com a
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enfermidade (BORGHI et al., 2016). Em medicina veterindria esta realidade nao é
diferente, principalmente quando se trata de equideos, aonde o diagndstico ndo é uma
rotina na clinica dermatoldgica, ficando este ainda, limitado a vida académica. Segundo
Reithinger (2007) o aumento nas notificagdes em humanos se deve também a uma
melhora nos métodos de diagndstico. Tal fato ndo ocorre com equideos, jd& que nao
existe nenhum método padronizado de diagndstico para esses animais, necessitando que
clinicos médicos veterinarios fiquem atentos para a doencga nesta espécie, que ocorre na
maioria das vezes na forma subclinica.

5.15 Analise da variavel: exame clinico dos animais

Foram avaliados: escore corporal, mucosas oral e ocular, presenca de
coagulopatias e dermatopatias cutaneas. Somente teve relevancia estatistica pelo qui-
quadrado quando avaliados em conjunto RIFI/ELISA a varidvel mucosa ocular. O que
foi observado nesses itens de ponto interessante e concordante com a maioria dos
artigos publicados é o estado de saide dos animais, onde a grande maioria ndo
apresentava nenhuma alteracao visivel (FOLLADOR et al., 1999, CERQUEIRA, 2001;
CERQUEIRA et al 2003; VILLALOBOS et al., 2010; SOARES, 2012). Nao houve
associacdo estatistica significativa entre a presenca de dermatopatias e os resultados da
sorologia, entretanto 5,84% (24/411)dos equideos apresentaram algum tipo de
dermatopatia, sendo25% (6/24) foram reagentes aos dois testes de diagnostico.Foi
possivel observar que a maioria dos reagentes em ambos os testes, 90,99% (101/111),
90,09% (100/111) e 81,98% (91/111) apresentavam mucosa oral normocoradas,
mucosas oculares normocoradas e escore corporal dentro da normalidade,
respectivamente.

Levando em consideracdo que animais reagentes aos dois testes sorolégicos
possam ter sido infectados com Leishmania sp, pode-se inferir que os animais sem
lesdes possam ter tido cura espontdnea ou a infeccdo ter sido antiga e a sorologia ter
detectado anticorpos IgG.Na maioria dos relatos de literatura esses animais
desenvolvem leishmaniose cutanea para as duas principais espécies do parasito, L.
braziliensis e L. infantum (VEXENAT et al.,, 1986; FALQUETO et al., 1987;
BARBOSA-SANTOS et al., 1994; RAMOS-VARA, 1996; SOLANO-GALLEGO, et
al., 2003, ROLAO et al, 2005; FERNANDEZ-BELLON, 2006; VEDOVELLO et al.,
2008; LOPES et al., 2013; SOARES et al, 2013; GAMA, 2014). Os animais reagentes
também, em sua grande maioria ndo apresentaram dermatopatia, 94,59% (105/111),
corroborando com os relatos existentes que equideos desenvolvem formas benignas e
cutaneas das leishmanioses e, em sua maioria a cura € espontanea, ndo havendo
necessidade de tratamento com medicamentos. Este fato aumenta a importancia da
doenca em relacdo ao clinico veterindrio, que precisa incluir esta enfermidade no
diagndstico diferencial das dermatopatias (RAMOS-VARA, 1996; SOARES et al.,
2013).

O importante desta andlise € exatamente o carater benigno da leishmaniose em
equideos, uma vez que somente 5,40% (6/111) apresentaram lesdes cutaneas. O que nao
se sabe € se esses animais quando se infectaram desenvolveram lesdes cutaneas e depois
tiveram cura espontanea ou se eles tiveram contato com o parasito, produziram
anticorpos, mas ndo desenvolveram a forma clinica da doenca.

5.16 Analise da variavel: conhecimento sobre a doenca

Esses dados serviram para mostrar que a populacdo sabe que a doenca existe,
entretanto ndo faz ideia dos métodos de prevencdo, uma vez que ndo tem qualquer
conhecimento do modo de transmissao.Como ja foi demonstrado o desconhecimento na
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avaliacdo do uso de repelentes nos animais € no manejo do ambiente aonde eles vivem.
E ainda € muito alta a porcentagem daqueles que desconhecem totalmente a sua
existéncia.

Atualmente, a leishmaniose é uma zoonose negligenciada, e que estd entre as
seis doencas parasitdrias de maior importancia no mundo, perdendo somente para
maldria, quando se refere a mortalidade (WHO, 2016) ainda se encontrar num patamar
de total ignorancia por parte da sociedade e de descaso por parte das autoridades
sanitdrias. Torna-se necessdria uma intervencdo urgente por parte dos Orgados
internacionais de saude para que seja dada importancia devida a leishmaniose e que
politicas publicas, realmente eficazes, se tornem obrigatérias em todos os paises
endémicos, antes que a mesma se torne epidémica.

5.17. Analise das variaveis: pessoas ou animais com lesoes cutineas e diagnéstico
em algum familiar ou animal de estimacao

Uma das respostas em que havia lesdo em pessoa, o equideo também
apresentava lesdo, entretanto este animal foi reagente somente no ELISA. Das respostas
positivas de pessoas com lesdes na familia, 23,08% (3/13) relataram que ja tiveram
parentes positivos para a doenga, e destes 66,67% (2/3) tiveram seus equideos reagentes
nos dois testes de diagndstico.
Em relacio ao diagndstico positivo da doenga, nenhum tutor ji teve animais
diagnosticados com a doenga, mas em relagdo as pessoas, 0,97% (4/411) ja tiveram
algum parente diagnosticado com a enfermidade e, desses 75% (3/4) conheciam a
doenca, mas ndo sabiam como era transmitida e somente 25% (1/4) conhecia a doenca e
sabia sua forma de transmissdo. Isso é um fato bastante relevante, uma vez que os
tutores de equideos ja tiveram o contato proximo com individuos doentes, mas pelo fato
de desconhecerem o modo de transmissio, inevitavelmente também nio conhecem as
medidas de prevencao e controle.
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6 CONCLUSOES

A prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania sp em equideos de tragdo foi
elevada, 27,01%, alertando para a possibilidade de os equideos estarem atuando como
potenciais reservatorios para Leishmania sp. no territério do DF.

Equideos fémeas t€m maiores chances de infeccao por Leishmania sp do que os
machos.

Quanto maior a faixa etdria do equideo, maior é a prevaléncia de IgG anti-
Leishmania sp.

Equideos de tracdo que transitam para fora do DF sdo mais expostos a infeccao
por Leishmania sp.

O uso de inseticida nos equideos e a remocdo mecanica das sujidades do
ambiente diminuem o risco de infeccdo por Leishmania sp, funcionando como fator de
protecao.

Quanto menor o tempo em que o animal fica sob a posse do tutor maior o risco
de infec¢do por Leishmania sp.

Animais com mucosas oculares hipocoradas possuem maiores chances de
estarem infectados por Leishmania sp.

A exposicdo dos animais a ambientes com presencga de cOrregos aumenta o risco
de infec¢do por Leishmania sp.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Uma nova técnica para detec¢do de anticorpos anti-Leishmania para equideosfoi
padronizada a partir das técnicas desenvolvidas por Voller et al. (1976) no ELISA e
Camargo& Rebonato (1969) na RIFIL.

O presente trabalho foi de grande valor para o Distrito Federal, uma vez que
nenhum tipo de inquérito soroepidemioldgico ji havia sido divulgado no Territério com
a espécie animais em questdo, sendo, portanto, o primeiro trabalho que determinou a
soroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania sp em equideos de tracdo. Entretanto,
novas pesquisas devem ser iniciadas na tentativa de elucidar a real importancia dos
equideos na manutengio da leishmaniose em niveis endémicos. E importante que,
futuramente, exames confirmatérios da presenca do parasito nesses animais, como PCR
ou xenodiagndstico, sejam realizados, para se verificar se equideos sdo bons
reservatérios de Leishmania sp., € se eles sdo capazes de infectar flebotomineos. E
importante usar um padrdao ecoldgico integrado para cada espécie de hospedeiro na
manutencao e amplificacdo das diversas espécies de agentes da leishmaniose (ROQUE;
JANSEN, 2014). Deveria ser adotada como prioridade a identificacdo dos fatores que
influenciam na transmissdo aos vetores e na amplificagdo de focos enzodticos, que
constituem risco para transmissao para humanos e, se equideos sdo capazes de participar
ativamente deste processo. Conhecer e compreender os sistemas de reservatdrios, bem
como a importancia do papel dos equideos na manutenciao deste tripanossomatideo na
natureza.Procurar descobrir se equideos infectados sdo capazes de servir como fonte de
infec¢do para os vetores, quais as espécies de Leishmania estdo envolvidas com esses
animais no DF e sua capacidade de transmissibilidade para seres humanos. Conhecer a
fisiopatogenia das leishmanioses em equideos, além de sua participagdo na manutengao
do ciclo nos meios urbano e rural é um desafio para os préximos pesquisadores, bem
como detectar possiveis reacdes cruzadas nos testes soroldgicos comTrypanosoma
evansi, Toxoplasma gondii e Theileria equi, fato ja comprovado em caes com Ehrlichia
canis, Trypanosoma caninum, Toxoplasma gondii e Neospora caninum (SILVA et al.,
2011).

Sdo necessdrios: detectar o parasito, isolar e caracterizar o agente etiologico. Os
testes moleculares fornecem informacdes importantes para o diagndstico conclusivo das
leishmanioses, além de ajudar a elucidar aspectos importantes nos ciclos enzodticos e
zoonoticos das leishmanioses tegumentares (BRANDAO-FILHO; SHAW, 2006). Os
testes sorolégicos apresentam algumas restri¢des, porém os baixos custos e a facilidade
na execucdo sao vantagens para que os mesmos sejam utilizados como métodos de
triagem e de diagndstico em regides onde bidpsia e histologia sdo de dificil ou mesmo
impossivel execu¢ao (BARROSO-FREITAS et al., 2009). Entretanto, os valores obtidos
por essas técnicas devem ser interpretados de forma criteriosa, uma vez que reagdes
cruzadas determinardo falso-positivos, como ocorre na doenga de chagas com humanos
(BRASIL, 2010) e os baixos titulos de anticorpos acarretardo em falso-negativos. E,
quando se trata de equideos € necessdrio um aperfeicoamento desses testes, que foi
realizado no presente trabalho. Sendo assim, estas técnicas sdo excelentes ferramentas
de triagem para as leishmanioses nesses animais, em dreas endémicas para a doenga,
como € o DF, 4rea endémica par leishmaniose em humanos e caes.

Os testes soroldgicos sao dificeis de interpretar, devido diversas varidveis
existentes, como a possibilidade de reagdes cruzadas com outras enfermidades, o
periodo pré patente (PPP) entre o momento da infec¢do e a producdo de anticorpos,
quantidade de individuos imunossuprimidos que nao fazem soroconversdo, queda nos
niveis de anticorpos, populagdo que ndo soroconverte devido a uma resposta inata
eficiente (REITHINGER et al., 2003). Além de poder ocorrer em areas endémicas uma
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positividade maior do que a deteccdo da infec¢do e, essa ser maior que a da doenca
(AGUILAR et al., 1984; DESJEUX, 2004). Apesar de todas essas consideragcdes, os
testes sorologicos ainda s@o a principal ferramenta nos inquéritos soroepidemioldgicos
(REITHINGER et al., 2003).

Ja foram demonstradas que diferentes espécies de mamiferos se infectam com as
espécies de Leishmania. Agora é importante identificar as espécies que possam ser
fontes de infeccdo aos flebotomineos e, que estejam servindo de amplificadores em
focos enzodticos, um risco para seres humanos.Focos estes que sdo especificos e
tempordrios para cada regido estudada. E necessario mudar as diretrizes das pesquisas e
do sistema de vigilancia dos reservatérios selvagens deste parasito, possibilitando
montar estratégias de controle e vigilancia para cada regido, diminuindo com isso a
incidéncia da doenca e sua disseminagao por todo o mundo, através do desenvolvimento
de forma sustentdvel de medidas que sejam realmente efetivas,para que ocorra uma
vigilancia eficaz contra as leishmanioses (ROQUE; JANSEN, 2014).

Com o aumento crescente da urbanizacdo, os padrOes de transmissdao das
leishmanioses estdo cada vez mais alterados,aonde o parasito se adapta facilmente a
novos vetores e hospedeiros. Hoje € correto afirmar que ndo somente os cdes devem
receber aten¢do nos focos envolvendo humanos, pois os demais animais domésticos
provavelmente possuem um papel importante na epidemiologia das leishmanioses.
Funcionam como fonte de infeccdo para os flebotomineos, bem como os atrai para o
ambiente doméstico, servindo como fonte de alimento, colaborando com sua reprodu¢do
e multiplicacdo. Mas para que uma determinada espécie seja incriminada como
reservatorio serd necessdrio saber a prevaléncia da infec¢do na populacdo, a taxa de
repasto sanguineo dos flebotomineos nos individuos e do potencial de infectividade que
os mesmos tém para esses artropodes (SOARES, 2012).

O presente estudo demonstrou que equideos de tragdo do DF apresentaram
niveis de anticorpos sugerindo uma infec¢do peloagente etiologico das leishmanioses e,
essa ainda € uma doenca extremamente negligenciada na clinica veterindria de equinos.
Novos estudos devem ser realizados para a detec¢do das espécies de Leishmania sp. que
circulam entre os equideos de tracio do DF, para melhor entendimento da
epidemiologia da doenga no territério € o papel desses animais na manutencdo do
agente. Doencga na maioria das vezes assintomatica, mas que pode apresentar um curso
auto-limitante e benigno, sendo necessdrio um maior cuidado por parte dos Médicos
Veterindrios em relacdo ao diagnéstico diferencial com outras enfermidades cutaneas.
As leishmanioses ainda representam um desafio para os 6rgdos de Sadde Publica no
Brasil e no Mundo.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA )
DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) voluntario

Eu, Nadia Valesca Biral de Oliveira Peixoto de Mello, Médica Veterinaria,
Mestranda no Curso de Pds-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias, do Instituto de
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, solicito a sua participagao
e autorizagdo para a pesquisa intitulada “Aspectos epidemioldgicos da Leishmaniose em
equideos de tracdo do Distrito Federal, Brasil”, realizada a orientagdo da professora Dra
Isabele da Costa Angelo.O estudo envolve a aplicacdo de questiondrios impressos a
tutores de eqiiideos de tracdo do distrito Federal. Serdo coletadas e analisadas
informacdes referentes a sua escolaridade e local de residéncia, e informacdes referentes
aos habitos de vida de seu animal e possiveis fatores de risco para a ocorréncia de
Leishmaniose. Esse estudo € essencial para que possamos identificar a prevaléncia desta
zoonose em eqiiideos de tracdo e avaliar possiveis fatores de risco para a ocorréncia da
Leishmaniose nesses animais. Sua participacdo consiste em responder o
questiondrio.Possiveis riscos durante a pesquisa, mesmo que minimos, como
constrangimento, emocional ou psicolégico, ou qualquer outro ndo previsto pelos
pesquisadores podem ocorrer. Almejando-se acelerar o processo de coleta de dados
optou-se por excluir a participacdo de menores de idade. Tal exclusdo ndo trard
prejuizos significativos, tendo em vista que o nimero de individuos menores de idade
nessa situacao € extremamente reduzido.

A colaborac¢ao nesse estudo € voluntdria e se vocé decidir ndo participar ou se
quiser desistir de continuar em qualquer momento do estudo, tem absoluta liberdade de
fazé-lo. Os dados coletados serdo publicados de modo a ndo identificar os participantes;
a coleta dos dados terd inicio somente apds a aprovagdo pelo Comité de Etica na
Pesquisa da UFRRIJ. Apesar de ndo ter beneficios diretos em participar da pesquisa,
indiretamente vocé estard contribuindo para a compreensdo do fendmeno estudado e
melhorias em sua aplicacdo na Sadde Publica. Vocé ndo terd nenhum tipo de despesa
por participar deste estudo, bem como ndo receberda nenhum tipo de pagamento por sua
participacdo. Duvidas em relacdo a pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo email do
pesquisador(a) responsdvel (isabeleangelo @ yahoo.com.br).

Ap6s estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre em
participar da pesquisa.

Eu, ’
portador do RG n° , declaro ter sido informado e concordo em
participar, como voluntdrio, na pesquisa intitulada ‘“Aspectos epidemioldgicos da
Leishmaniose em equideos de tracdo do Distrito Federal, Brasil.”. Autorizo a execugdo
do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo.

Voluntario Local e data
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ANEXO B QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
SEMIESTRUTURADO

QUESTIONARIO (N° )

1) Nome completo do Proprietario

2) Endereco/telefone

3) Tipo de residéncia do proprietdrio ( ) madeirite ( ) alvenaria ( ) outros.
Qual
4) ( )Zonarural ( ) Zona urbana

5) Escolaridade: ( ) nunca freqiientou escola ( ) ensino fundamental incompleto ( )

ensino fundamental completo ( ) ensino médio incompleto ( ) ensino médio
completo ( ) ensino superior incompleto ( ) ensino superior completo

6) Trabalha em: ( ) carroga ( ) atividade agricola ( ) comércio ( )outros

7) Vaiamata? ( )Nao ( ) Sim. Quantas vezes por semana e em qual
horario?

8) Nome do animal

9) Endereco de onde o animal vive/coordenadas
10) Animal dorme:
( ) ao lado da casa, a mais de 200 metros
( ) ao lado da casa, a menos de 200 metros
( ) em outro local, com outros animais, currais comunitarios.
( ) em baia individual, na propriedade , a menos de 200 metros
() em baia individual, na propriedade, a mais de 200 metros

11) O local aonde vive o animal € préoximo a drea de mata?
( ) nao
( ) sim, a menos de 200 metros
( ) sim, a mais de 200 metros

12) Pr6ximo ao local onde vive o animal, ha presenca de animais silvestres?
( ) ndo
( ) sim, a menos de 200 metros. Qual(is) animal (is)?
() sim, a mais de 200 metros. Qual(is) animal (is)?

13) Possui outros animais que convivem préximo ao seu?
( ) equideos ( ) bovinos ( ) caes ( ) gatos ( ) galinhas ( ) outros:

14) Aplica algum produto quimico no animal?
( ) ndo () sim, qual? . Qual a freqiiéncia

15) Chama o Veterinério quando?
( ) nunca
( ) somente quando o animal esta doente
( ) somente para vacinar o animal
( ) como rotina
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16) O animal freqiienta ambientes de mata ou locais onde haja acimulo de matéria
organica, com presenca de insetos?

( )ndo
( ) sim. Com que freqiiéncia: didria( ), semanal ( ), mensal( )

17) Utiliza algum método de reduzir insetos no local aonde vive o animal?

( ) ndo
() sim, qual? ( ) inseticida, ( ) vassoura de fogo, ( ) remocdo mecanica
(vassoura e dgua).

18) H4 alguma pessoa em casa com lesdes de pele?

Aspecto:

( ) ndo
( ) sim. Local:

19) H4 algum animal em casa com feridas que ndo cicatrizam?

( ) ndo

() sim, cdo. Local da lesao: Aspecto:

( ) sim, equideo. Local da lesao: Aspecto:

( ) sim, gato. Local da lesao: Aspecto:

20) Ja ouviu falar em Leishmaniose?

( ) ndo
( ) sim e sabe como pega
( ) sim, mas ndo sabe como pega

21) Alguém ou algum animal da casa ja foi diagnosticado com Leishmaniose?

1y
2)

3)
4)
5)
6)

7)
8)
9)

( ) ndo
() sim. Quem:

Dados do Animal

Sexo: () Macho () Fémea Raga: Cor:

Animal nascido na propriedade? () sim () ndo ( )Nao Sabe. Se sim, de onde
veio o animal?

H4é quanto tempo estd com o animal?
O animal ja esteve fora do DF? ( )sim ( )ndo ( )Nao Sabe Se sim, aonde
Escore: ( ) caquético ( ) magro ( )normal ( ) obeso

Idade: ( )<6meses ( )6mesesa2anos( )2aSanos( )5alOanos ( )>
10 anos

Mucosa ocular: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta

Disttrbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias ( )equimoses ( )
outros:
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10) Locais de acesso do animal: ( ) pastagens ( ) cérregos ( ) matas ( )
ambiente urbano

11) Dermatopatias? () ndo ( ) sim.
Local: Aspecto:
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ANEXO C. CURRAL COMUNITARIO DA REAGIAO ADMINISTRATIVA
DO GUARA, DISTRITO FEDERAL, COM ENFASE NARESIDENCIA
DE TUTORES DE EQUIDEOS E ACUMULO DE LIXO.
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ANEXO D. CURRAL COMUNITARIO DA REGIAO ADMINISTRATIVA
DO RECANTO DAS EMAS, DISTRITO FEDERAL COM ENFASE NA
SUA LOCALIZACAO A MENOS DE 200 METROS DE REGIAO DE
MATA E GRANDE QUANTIDADE DE ACUMULO DE LIXO.
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