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RESUMO

Leishmania infantum (chagasi) é transmitida por flebotomineos e causa a leishmaniose
visceral (LV), considerada uma zoonose de grande importancia para a salude publica. O
diagndstico da LV vem enfrentando grandes desafios. Afim de se descobrir testes com alta
sensibilidade e especificidade, principalmente quando trata-se de equinos, ja que para estes
animais ainda ndo existem testes padronizados. Este trabalho tem por objetivo identificar a
infeccdo por Leishmania infantum de equinos no municipio de Araguaina — TO. Para isto
foram coletadas amostras de sangue de 165 equinos, e testados por meio do Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) e do Teste de Aglutinacdo Direta (DAT). Foram testados soros de
165 equinos no teste ELISA, onde 29 animais (17,6%) foram reagentes ao antigeno e 10
(6,1%) indeterminados. Na dilui¢do de corte (1:200) do DAT testaram-se todos 0s positivos
na primeira diluicdo de triagem (1:40) e todos os reagentes e indeterminados no ELISA, em
um total de 61 amostras, encontrando dois equinos positivos (3,3%). Conclui-se a existéncia
de infecgdo por Leishmania infantum dos equinos de Araguaina-TO.

PALAVRAS-CHAVES: Diagnostico, leishmaniose, zoonose, cavalos.



ABSTRACT

Leishmania infantum (chagasi) is transmitted by sandflies and causes visceral leishmaniasis
(VL), considered a zoonosis of great importance for public health. The diagnosis of VL has
been facing great challenges. In order to discover tests with high sensitivity and specificity,
especially when it comes to equines, since for these animals there are still no standardized
tests. This work aims to identify the infection by Leishmania infantum of horses in the
municipality of Araguaina - TO. For this purpose, blood samples of 165 horses were collected
and tested through the Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA) and Direct
Agglutination Test (DAT). Serum of 165 horses were tested in the ELISA, where 29 animals
(17.6%) were antigen-reactive and 10 (6.1%) were undetermined. In the DAT cut-off (1: 200)
all positives in the first dilution of screening (1:40) and all the undetermined reagents in the
ELISA were tested in a total of 61 samples, with two positive equines (3,3%). It is concluded
the existence of infection by Leishmania infantum of horses of Araguaina-TO.

KEYWORDS: Diagnosis, leishmaniasis, zoonosis, horses.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades infecciosas causadas por protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS, 1903) que possuem
como principal forma de transmissdo a picada de fémeas de flebotomineos infectadas
(BATES, 2007; DESJEUX, 1996).

Possuem uma vasta distribuicdo geografica e sdo consideradas de alta complexidade,
pois diversos fatores (bioldgicos, ambientais, ecoldgicos e sociais) influenciam na sua
transmisséo e controle (FERREIRA, 2012). Por estarem presentes nos cinco continentes e em
98 paises (ALVAR et al., 2012; WHO, 2010), foram consideradas zoonoses de grande
relevancia pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2005 (BRASIL, 2005).

Vaérias espécies de Leishmania podem infectar o homem (LAINSON; SHAW, 1998) e,
por isso, diversos quadros clinicos podem ser desencadeados, com manifestacbes em pele,
mucosas e/ou oOrgdos internos (FERREIRA, 2012). Dentre eles, podemos destacar a
Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida no Brasil como calazar, que é considerada a
manifestacdo mais grave e comumente fatal nos casos ndo tratados (WHO, 2010; CORTES,
2008; MURRAY et al., 2005).

Leishmania infantum é o agente causador da LV e o vetor responsavel pela
disseminacdo deste agente no Brasil é a fémea de dipteros da familia Psychodidae, das
espécies Lutzomyia longipalpis, conhecido popularmente como mosquito-palha, birigui ou
tatuquiras (BRASIL, 2006) e Lutzomyia cruzi (ESCOBAR, 2015; SANTOS et al., 1998).

Dentre os hospedeiros, o cdo é o principal reservatério doméstico e a mais importante
fonte de infeccdo, ja que o nimero de casos em cdes é notadamente mais expressivo que no
homem (BRASIL, 2006). Cerqueira et al. (2003) iniciaram a discussdo sobre a participacao
também dos equinos na cadeia epidemioldgica da leishmaniose, uma vez que possuem grande
volume sanguineo e por percorrerem diversas localidades endémicas, através das muitas
atividades as quais sao submetidos.

O diagnostico laboratorial da leishmaniose em equinos ainda é dificil, pois nao
existem testes padronizados especificamente para a espécie, como existem para cées e
humanos (ESCOBAR, 2015). Casos e estudos epidemioldgicos de infeccdo em equinos por
Leishmania sp. vém sendo descritos em diversas localidades no Brasil, como em alguns
municipios da regido Nordeste (BRITO et al., 2012), em Aracatuba — SP (FEITOSA et al.,
2012) e em Uberlandia — MG (OLIVEIRA et al., 2017), bem como em outros paises, como
Portugal (ROLAO et al., 2005), Israel (AHARONSON-RAZ et al., 2015) e Estados Unidos
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(RAMOS-VARA et al., 1996). Esses trabalhos utilizaram técnicas distintas para o diagndstico
e geralmente com Kits comerciais padronizados para outra espécie, geralmente a canina.

Em Araguaina, nenhum trabalho foi conduzido nesse sentido, embora, segundo
registros da Agéncia de Defesa Agropecuaria (ADAPEC/TO) e do Laboratorio de Saude
Publica de Araguaina (LSPA/LACEN) em 2015, respectivamente, apontarem 5214 equinos
registrados no 6rgdo e 133 novos casos de LV humana. Os animais vivem na &rea urbana e
rural da cidade e sdo utilizados em praticas diversas, como tracdo de carrogas, cavalgadas,
reproducéo e atividades esportivas. Cabe dar destaque nessa ultima atividade, que a principal
modalidade praticada é a vaquejada e que, frequentemente, os animais viajam para
competigdes intra e interestaduais, podendo ser disseminadores de diversas enfermidades
guando ndo diagnosticadas, inclusive a leishmaniose.

Frente ao exposto, este trabalho contemplou a avaliacdo de equinos no municipio de
Araguaina — TO (07° 11° 28” S/48° 12’ 26” W) por meio das técnicas de Ensaio
Imunoenzimético (ELISA) e Teste de Aglutinacdo Direta (DAT), bem como correlacionou

alguns fatores de risco com os resultados encontrados.

2. CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

2.1. AGENTE ETIOLOGICO

Protozoarios da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania, incluidos no
complexo Leishmania (Leishmania) donovani sdo os agentes causadores da leishmaniose
visceral (CORTES, 2008; GONTIO; MELO, 2004). No Brasil, Leishmania infantum
(Leishmania chagasi) é o principal agente envolvido (MAURICIO; STOTHARD; MILES,
2000). S&o considerados parasitas intracelulares obrigatdrios, parasitando células do sistema
fagocitico mononuclear (BRASIL, 2006) e reproduzem-se por meio de divisdo binéria, exceto
na fase metaciclica, quando param de se reproduzir e locomovem-se para o es6fago, faringe e
proboscida, para entdo infectar o hospedeiro (ESCOBAR, 2015).

Apresentam duas formas, a promastigota, quando no interior do tubo digestivo do
flebotomineo, e amastigota, quando no organismo do hospedeiro ou do reservatério. A forma
promastigota possui cerca de 10 a 20um de comprimento, 1,5 a 3,0um de largura e um flagelo
que tem a funcdo de permitir a locomogédo pelo intestino do vetor. Em um processo que
perdura de 8 a 20 dias, esta forma passa ainda por duas fases: a fase promastigota prociclica,

que possui forma alongada e flagelo mais curto, e a promastigota metaciclica com forma curta
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e arredondada e flagelo mais longo, sendo essa a forma que infectara o hospedeiro. J& a forma
amastigota tem o formato ovoide ou arredondado e ndo apresenta flagelo aparente
(ESCOBAR, 2015).

2.2. VETOR

Os vetores responsaveis pela transmissdo da doenca sdo os flebotomineos da familia
Psychodidae, espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo essa ultima encontrada
em estudo realizado no Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2006; ESCOBAR, 2015; SANTOS et
al., 1998).

Os flebotomineos sdo pequenos insetos que possuem de 1 a 3mm de comprimento, que
apresentam pelos no corpo, coloracdo que varia de castanho claro a cor de palha e usam como
fonte energética os carboidratos. As fémeas por sua vez ainda necessitam de sangue para a
maturacdo dos ovos. As larvas se desenvolvem em locais Umidos, com bastante matéria
organica e pouca luz (BRASIL, 2006).

Esses insetos sdo considerados holometabolos, ou seja, desenvolvem-se por meio de
metamorfose que se completa em torno de 30 a 40 dias e que compreende a passagem pelas
fases de ovo, larva, pupa, até chegar a fase adulta (BRASIL, 2006; ESCOBAR, 2015)

Sdo ativos ao entardecer e a noite, e durante o dia permanecem inativos, em locais
umidos e protegidos do sol, vento e predadores, (BRASIL, 2006; ESCOBAR, 2015).
Percorrem distancias curtas em cada voo, dai a necessidade de manterem-se proximos dos
hospedeiros (CORTES, 2008).

Inicialmente, eram encontrados em ambientes rurais, porém a partir da década de 80
migraram para a zona urbana e desde entdo estdo em constante migracdo e adaptacédo, pois sdo
encontrados desde ambientes de criacdo de animais como chiqueiros, galinheiros, paiois e
canis, como no interior das residéncias em grandes centros urbanos (BRASIL, 2006). As
principais causas apontadas para isso sd0 0s impactos antropicos sobre o meio ambiente,
resultantes de guerras, migracdes, globalizacdo e aquecimento global. Ocorréncia de casos de
leishmaniose em regiGes ndo endémicas tem sido recorrente, mostrando sua franca expansdo
(SHAW, 2007).

2.3. HOSPEDEIROS/RESERVATORIOS
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Dentre os hospedeiros, 0 cdo é o principal reservatorio doméstico de L. infantum e a
mais importante fonte de infecgdo, tanto em &reas rurais como urbanas (BRASIL, 2006;
GOMES et al., 2007). J& no ambito dos animais silvestres, as raposas (Dusicyonn vetulus e
Cerdocyon thous) e o marsupial (Didelphis albiventris) sdo tidos como 0s principais
reservatorios (BRASIL, 2006).

O céo ganhou este destaque, segundo Palatnik-de-Sousa et al. (2001), devido ao alto
grau de parasitismo na pele do animal infectado e também a grande susceptibilidade dos
mesmos a doenca. Esses fatores facilitam a infeccédo de vetores em areas endémicas e tornam
0 cdo o protagonista na manutencgéo do ciclo da doenca (OLIVA et al., 2006; QUINNELL et
al., 1997).

Por essa razdo, sob condicGes favoraveis de transmissdo, ou seja, elevada densidade
populacional do vetor e de cées, a infeccdo pode se propagar extensivamente e a uma
velocidade imensuravel na populagdo canina (OLIVA et al., 2006; QUINNELL et al., 1997).

Cerqueira et al. (2003) iniciaram a discussdo sobre a participacdo também dos equinos
na cadeia epidemioldgica da leishmaniose, uma vez que possuem grande volume sanguineo e
percorrem diversas localidades endémicas devido as diversas atividades as quais sdo
submetidos, 0 que atrai muitos insetos e facilitaria a infec¢do e propagacdo da enfermidade,
respectivamente. Esses autores concluiram que 0s equinos contribuem certamente para a
proliferagdo dos vetores, aumentando a reprodugdo dos mesmos, a densidade e elevando,

consequentemente, o risco de transmissdo do agente etioldgico.

2.4. RELACAO ENTRE HOSPEDEIRO E A LEISHMANIOSE VISCERAL

Muito tem se debatido sobre a relacdo da leishmaniose visceral canina (LVC) e o risco
de ocorréncia da leishmaniose visceral humana (LVH). Trabalhos realizados por alguns
autores (COURTENAY et al., 2002; DIETZE et al., 1997; MILES et al., 1999) foram precisos
em minimizar essa relacdo, pois demonstraram que a eutanasia de cdes soropositivos em
regides endémicas do Brasil, teve um baixo impacto na reducdo do nimero de casos de LV
humana. Segundo Lemos et al. (2008), mais de dois milhdes de cdes foram examinados entre
0s anos de 2002 e 2007 no Brasil e em torno de 160.000 foram eutanasiados, ndo se
observando, poréem, a reducdo da incidéncia de casos humanos a niveis consideraveis. Este
fato demonstra a necessidade de se reavaliar as medidas de controle da LV, as politicas de
combate & doenca no Brasil (BRAGA et al. 1998; MOREIRA et al. 2004; ROSARIO et al.
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2005), e realizar um levantamento em outras espécies para identificar o papel de cada uma na
cadeia epidemioldgica.

Dentre as possiveis causas levantadas pelos autores sobre a ineficiéncia do controle da
LV, foram destacadas as limitacdes dos testes diagndsticos sorologicos empregados em larga
escala nos inquéritos caninos, a morosidade entre a coleta das amostras dos cées, a anélise das
mesmas € a eutanasia dos cdes infectados (COURTENAY et al., 2002; MOREIRA et al.,
2004; VIEIRA; COELHO, 1998) e, a rapida reposicao de cdes susceptiveis pela sociedade
(MOREIRA et al., 2004)

De forma contréria, pesquisadores (ASHFORD et al., 1998; NUNES et al., 2010)
encontraram associacao entre a eutanasia de céaes e a diminui¢do da incidéncia de LV humana,
desde que realizada rapidamente e associada a outras medidas, como o controle do vetor e 0
tratamento de pessoas infectadas (ASHFORD et al., 1998; BRAGA et al., 1998).

A importancia epidemiolégica dos cdes vem sendo reforcada, uma vez que ha
evidéncias de que a LVC é um fator de risco para LVH (BEVILACQUA et al., 2001). Porém,
deve-se lembrar que outras espécies de mamiferos também ja foram descritas como
hospedeiras (BRANDAO-FILHO et al., 2003), como os felinos (MAIA; CAMPINO, 2011;
SCHUBACH et al., 2004) e os equinos (BARBOSA-SANTOS et al., 1994; MULLER et al.,
2009) e, os registros nestas espécies tem aumentado no mundo todo (SOARES et al., 2013).

Soares et al. (2013) confirmaram a presenca da L. infantum e brasiliensis em equinos
de Belo Horizonte, o que permitiu destacarem a possivel participacdo dessa espécie na cadeia
epidemioldgica desse parasita e concluirem sobre a importancia de se realizar estudos
epidemiol6gicos com o intuito de se determinar o real papel dos cavalos na leishmaniose,
esclarecendo também a caracteristica clinica da doenca na espécie bem como a importancia

dos equinos como reservatorio de diferentes espécies parasitas em areas urbanas endémicas.

2.5. FORMA DE TRANSMISSAO

A transmissdo da leishmaniose acontece por meio do repasto sanguineo, quando a
fémea do flebotomineo infectada pica um hospedeiro susceptivel para maturacdo dos seus
ovos, transmitindo concomitantemente a forma promastigota. A infeccdo do vetor ocorre
guando o mesmo ingere a forma amastigota presente no reservatério (CORTES, 2008;
GONTHNO; MELO, 2004).
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No organismo do hospedeiro, a promastigota é fagocitada pelos macrofagos e neste
momento perde seu flagelo, tornando-se amastigota. No interior da célula, se reproduzem
causando o rompimento deste macrofago e a infeccao de novas células (CORTES, 2008).

A LV é transmitida enquanto houver a presenca do protozoario na pele ou sangue
periférico. Nos cdes, a transmisséo direta entre eles, sem intermedio aparente de um vetor,
vem sendo investigada e confirmada em alguns casos (FERREIRA, 2012). A transmisséo
transplacentéaria (SILVA et al., 2009a; ROSYPAL et al., 2005), venérea (SILVA et al., 2009b)
e via transfusdo sanguinea (FREITAS et al., 2006) ja foram descritas. No entanto, essas vias
alternativas tém pouco valor na historia natural e na epidemiologia da LV canina e necessitam
de estudos mais aprofundados (FERREIRA, 2012)

2.6. DIAGNOSTICO

O diagnostico da leishmaniose é complexo e envolve desde o diagndstico clinico até o
uso de inimeros testes, tais como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), o Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), o Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) e a Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) (GONTIJO; MELO, 2004). Os dois primeiros sdo recomendados pelo
Ministério da Salde para o inquérito epidemioldgico canino (BRASIL, 2006). Sendo assim,
entende-se que existem trés grupos de exames para o diagndéstico de LV, além do diagnoéstico
clinico: o parasitologico, o imunoldgico ou soroldgico e o molecular (DOTTA; LOT; ZAPPA,
2009; SOARES, 2012).

Em relacdo ao diagnostico clinico em cées, pode-se afirmar que é dificil realizar o
mesmo, pois esses animais quando infectados apresentam sinais que sdo comuns a outras
enfermidades como a brucelose, toxoplasmose e babesiose (DOTTA; LOT; ZAPPA, 2009).
Ndo ha sinais patognomonicos e pode-se observar linfoadenomegalia, hiporexia,
coagulopatias, anemia, ictericia, onicogrifose, atrofia da musculatura, emagrecimento
progressivo, alopecia, alteracGes hepaticas, alteracBes renais, lesdes ulcerativas na regido
nasal, lesdes perioculares, lesdes em ponta de orelha, descamacBes cutaneas e dermatose
ulcerativa (SILVA, 2007).

Os sinais clinicos ja relatados em equinos sdo lesbes cutdaneas sem padrdes
caracteristicos definidos, e ndo apresentam sinais sisttmicos como demonstrados em cées
(KOEHLER et al., 2002; MULLER et. al., 2009). Entretanto, equinos expostos a regides

endémicas podem estar infectados por Leishmania infantum mesmo sem nenhuma
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sintomatologia clinica e, ainda apresentar resposta humoral para 0 protozoario
(FERNANDEZ-BELLON et al., 2006).

Os testes bioquimicos podem ser realizados para acompanhamento da evolucdo da
doenca, porém ndo sdo utilizados como meios diagnosticos por apresentarem resultados
inespecificos. Sendo assim, os testes sorolégicos sdo importantes meios diagndsticos
confirmatorios, além de serem menos invasivos que os testes parasitologicos (CORTES et al.,
2007).

Por meio de puncdo de 6rgdos como linfonodos, baco e da medula 6ssea € possivel a
realizacdo do diagndstico parasitoldgico a fim de visualizar o parasito em esfregacos com
corantes bésicos, como Giemsa, Pandtico e Wright (NEVES, 1991). Consegue-se
especificidade de 100%, porém a sensibilidade pode variar, ja que 0s protozoarios ndo se
distribuem homogeneamente pelos tecidos (GONTIJO; MELO, 2004). A sensibilidade é
dependente do grau de parasitemia do individuo, tempo dispendido entre a confeccdo e a
leitura da l&mina e qual o tipo de material obtido, girando em torno de 80% nos cédes que
apresentam sinais e inferior nos animais assintomaticos (BRASIL, 2006).

Gontijo; Melo (2004) afirmaram que pode-se obter sensibilidade de até 98% quando
utilizado aspirado do bago, porém este é um procedimento complicado, por ser muito invasivo
e poder levar a quadros de hemorragia. Souza et al. (2013) recomendaram a pungao aspirativa
da medula 6ssea em substituicdo a puncdo esplénica, justificando ser mais seguro. Nesta
avaliacdo, ao menos duzentos campos no esfregaco da ldamina corada precisam ser analisados
antes que se considere um resultado como negativo.

Diferentes estudos evidenciaram altos indices de sensibilidade e especificidade para a
RIFI em éreas endémicas para a LV (MAIA et al., 2009; MANCIANTI et al., 1995;
METTLER et al., 2005). Este teste pode apresentar sensibilidade variando de 90 a 100% e
especificidade de cerca de 80% para amostras de soro, sendo esta especificidade prejudicada
pela possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas com outras enfermidades causadas por
tripanossomatideos, como por exemplo a doenca de Chagas, leishmaniose tegumentar
(SOUZA et al., 2013), maléaria, esquistossomose e tuberculose (GONTIJO; MELO, 2004).
Para resultados positivos admite-se como ponto de corte a diluicdo 1:80, e nos casos de
positividade em 1:40, o teste deve ser repetido com nova amostra em um prazo de 30 dias
(BRASIL, 2006).

Uma das vantagens da RIFI é que ndo necessita de tanta infraestrutura, sendo
necessario um microscopio de fluorescéncia e o treinamento de pessoal para realiza-la. Por

isso, esta técnica tem sido muito empregada como teste sorologico de eleicdo para o
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diagnostico da leishmaniose visceral canina em diversos municipios brasileiros (BRASIL,
2011b).

Por sua vez o teste ELISA vem sendo empregado para a deteccdo de anticorpos nos
casos em que se deseja realizar levantamento soroepidemiologico com rapidez, praticidade e
de forma pouco onerosa (GONTIJO; MELO, 2004). Com resultados apresentando dilui¢des
fixas ou ainda somente demonstrando-se reagente ou ndo, o ELISA tem sua resposta expressa
em unidades de absorvancia a um raio de luz (BRASIL, 2006). Trata-se de um teste com um
pouco mais de sensibilidade e um pouco menos de especificidade que a RIFI. Devido a sua
sensibilidade é possivel detectar titulos baixos de anticorpos, porém a precisdo na deteccao de
casos subclinicos ou assintomaticos é baixa (GONTIJO; MELO, 2004).

No teste de aglutinacdo direta (DAT), estudos demonstraram sensibilidade de 91 a
100% e especificidade que varia de 72 a 100% (GONTIJO; MELO, 2004). Esta é uma técnica
de féacil execucdo, embora haja a necessidade de padronizacao e de controle de qualidade do
antigeno (SOUZA et al., 2013). Harith et al. (1987) afirma tratar-se de um teste que alem de
ter a facilidade de realizacdo é ainda econémico, por estes motivos recomenda-o para a
finalidade de pesquisas soroepidemioldgicas sobre a leishmaniose visceral.

Por fim, na PCR, varios tipos de tecido podem ser utilizados para esse teste: aspirados
de baco, de medula 6ssea, de linfonodos, sangue total, camada de leucécitos e cultura e
sangue coletado em papel-filtro (GONTIJO; MELO, 2004). Nesse teste, o nivel de
parasitemia do hospedeiro interfere no resultado obtido, o que diminui sua sensibilidade
(SOUZA et al., 2013). A PCR ainda pode sofrer influéncia de aspectos como a area endémica;
0 tipo de amostra; o alvo do DNA utilizado para amplificagdo e 0 modo de extracdo do DNA
(BRASIL, 2006).

Além da finalidade de diagnéstico, a PCR vém sendo utilizada com outros fins, como
acompanhamento do tratamento e estudos epidemioldgicos. Trata-se de uma técnica com boa
sensibilidade, independente da capacidade imunoldgica ou do histérico clinico do paciente.
Porém, vé-se a necessidade de adaptacbes tornando-o mais simples e com melhor custo
operacional, afim de se utilizar em larga escala, pois ainda € um método mais comum em

estudos epidemioldgicos do que no diagnostico de rotina clinica (GONTIJO; MELO, 2004).

2.7. A LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL

O primeiro registro da LV no Brasil data de 1934, quando identificou-se formas
amastigotas em cortes histoldgicos de figado de pacientes que vieram a 6bito sob a suspeita de
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febre amarela (PENNA, 1934). Nesta época, a LV tinha carater essencialmente rural, porém
nos anos 80 houve uma importante modificagcdo neste perfil, uma vez que a doenca atingiu a
periferia de grandes cidades (GONTIJO; MELO, 2004).

Antes desta expansdo, os casos de LV estavam restritos praticamente ao Nordeste
brasileiro, que detinha 90% dos casos (BRASIL, 2011a). Ultimos dados publicados em 2015
pelo Ministério da Saude, apontam a regido Nordeste ainda com o maior nimero de casos,
porém representando 54,91%, o que demonstra uma maior distribuicdo da LV no pais
(BRASIL, 2015).

Os Estados do Tocantins, Mato Grosso do Sul, Para, Minas Gerais e S&o Paulo
contribuiram na década de 90 para expansdo da LV (BRASIL, 2011a), que foi confirmada nos
anos 2000, sendo que em 2009 mais de 1600 municipios brasileiros (compreendendo 27
Estados) tiveram casos autoctones registrados, chegando a ter média anual de 1,9 casos para
cada 100.000 habitantes (BRASIL, 2011a; MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

O programa de controle da LV no Brasil teve inicio nos anos 50 e visava desfazer os
elos epidemioldgicos da cadeia de transmissdo da doenca. No entanto, os procedimentos
adotados foram questionados, uma vez que ndo havia evidéncias de reducao da incidéncia de
LV no pais. Frente a isso, 0 Ministério da Salde e a Fundacdo Nacional da Saide montaram
um comité para reavaliar o programa e dar um melhor direcionamento ao mesmo (COSTA,
VIEIRA, 2001).

As estratégias adotadas pelo comité foram e vem sendo respaldadas em alguns pontos,
sendo: dados publicados na literatura especializada, a falta de padronizacdo dos métodos
diagnosticos para a LV humana e canina, divergéncia entre a eutanasia de cdes soropositivos e
a prevaléncia da infeccdo humana, a necessidade de se comprovar a existéncia de outros
reservatorios e de outras formas de transmissdo em que ndo ha a participacdo do vetor
(FERREIRA, 2012).

O Ministério da Saide em 2015 disponibilizou dados sobre numero de casos
confirmados de LV humana, levantados entre os anos de 1990 e 2015, e estes apontaram um
aumento significativo nesse numero. Nesse levantamento, a regido Norte ocupava o terceiro
lugar, sendo que o estado do Tocantins era o segundo em ocorréncia dentro dessa regi&o. E
importante salientar sobre esses dados, que no ano de 1990, o Tocantins teve apenas sete
casos registrados. Ja em 2015, esse numero chegou a 185 (BRASIL, 2015) o que representa a
franca expansdo da enfermidade no Estado e a necessidade de se rever os protocolos de

controle, os meios diagndsticos e se verificar a existéncia de outros reservatorios.
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De acordo com dados enviados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Araguaina ao
Ministério Publico Estadual, em 2010, Araguaina foi o municipio brasileiro com maior
registro de LV humana (SOARES, 2017).

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de infeccdo por Leishmania infantum em equinos do municipio

de Araguaina — TO.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pesquisar anticorpos anti-Leishmania infantum pela técnica sorologica ELISA nos
equinos do municipio.
- Avaliar a presenca de anticorpos anti-Leishmania infantum pela técnica DAT.

- Realizar inquérito epidemioldgico a fim de detectar possiveis fatores de risco.

4. CAPITULO Il — ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico apresentado a seguir demonstra os resultados encontrados nesta
pesquisa. A formatagdo segue as normas da Revista Ciéncia Animal. Os tdpicos Introducao,
Material e Métodos, Resultados e Discussdo e Referéncias Bibliograficas encontram-se

descritos a sequir.
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SOROEPIDEMIOLOGIA DE LEISHMANIA INFANTUM EM EQUINOS
DE ARAGUAINA, TOCANTINS

RESUMO

Objetivou-se com a presente pesquisa avaliar a ocorréncia de Leishmania infantum em
equideos do municipio de Araguaina, Tocantins, regido Norte do Brasil. Amostras de soro
foram obtidas de 165 equinos clinicamente sadios, mantidos em diversas regides da cidade,
incluindo-se a zona urbana e rural, para se avaliar a presenca de anticorpos contra L. infantum
pela técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e teste de aglutinacdo direta (DAT). Além
disto realizou-se inquérito epidemioldgico visando detectar possiveis fatores de risco (raca,
idade, género e local de moradia) associados com a presenca de anticorpos contra L. infantum.
A soroprevaléncia contra L. infantum no ELISA foi de 17,6% (29/165) e no DAT (1:200) de
3,3% (2/61). Nenhuma das varidveis analisadas apresentou risco significativo na
soroprevaléncia da L. infantum e ndo houve concordancia entre os métodos diagnostico
utilizados pela analise de concordancia Kappa.

Palavras-Chave: cavalo, DAT, ELISA, Leishmaniose.

SOROEPIDEMIOLOGY OF LEISHMANIA INFANTUM IN EQUINES FROM
ARAGUAINA, TOCANTINS

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the occurrence of Leishmania infantum in
equines from Araguaina, Tocantins, North region of Brazil. Serum samples from 164
clinically healthy equine kept in several regions of the city, including the urban and rural
areas, were assessed for the presence of antibodies against L. infantum by using the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and direct agglutination test (DAT). Additionally, an
epidemiological survey was done to evaluate the possible risk factors (age, gender, activity
and place of residence) associated with the presence of antibodies against L. infantum. The
seroprevalence against L. infantum in ELISA was 17.6% (29/165) and in DAT (1: 200) was
3.3% (2/61). None of the analyzed variables presented a significant risk in the seroprevalence
of L. infantum and there was no agreement between the diagnostic methods used by the
Kappa concordance analysis.

Key words: horse, DAT, ELISA, Leishmaniasis.

INTRODUCAO

A leishmaniose € uma importante zoonose, causada por protozoarios do género
Leishmania, tendo, no ciclo urbano, os canideos, roedores e seres humanos como as principais
espécies afetadas. Contudo, outras espécies de mamiferos ja foram alancadas como
hospedeiras de Leishmania (BRANDAO-FILHO et al., 2003), sendo que relatos em animais
domeésticos s6 vem crescendo em todo o mundo (SOARES et al., 2013), incluindo-se nos
equinos (BARBOSA-SANTOS et al., 1994). A identificacio de casos clinicos de
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leishmaniose em animais domésticos, como cées e cavalos, estd se tornando cada vez mais
comum na América do Sul (BARBOSA-SANTOS et al., 1994) e do Norte (RAMOS-VARA
et al., 1996). Contudo, embora tenha havido a identificacdo desses casos, o papel dos equideos
na transmissao da leishmaniose néo foi totalmente esclarecido (TOLEZZANO, 1994).

Devido a sua localizacdo geogréfica no continente sul americano (zona tropical), o
Brasil possui condi¢cbes ambientais favoraveis que beneficiam a adaptacdo de vérias espécies
de artropodes (DANTAS-TORRES, 2009). Consequentemente, as populacdes humanas e
animais estdo expostas a um grande nimero de enfermidades transmitidas por eles, dentre as
quais inclui-se a leishmaniose visceral (LV), cujo principal vetor responsavel pela
disseminacdo é a fémea de dipteros da familia Psychodidae, das espécies Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi (ESCOBAR, 2015; SANTOS et al., 1998), conhecidos
popularmente como mosquito-palha, birigui ou tatuquiras.

A LV é uma enfermidade infecciosa, de carater crénico, que pode se apresentar na
forma assintomaética (silenciosa), considerada uma das sete mais importantes endemias
mundiais e acomete aproximadamente 58.000 pessoas por ano (ALVAR et al.,, 2012,
GONTIJO; MELO, 2004). Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sud&o sdo responséaveis por
90% dos casos de LV do mundo, que acomete comumente as populacfes de baixa renda
(GONTIO; MELO, 2004).

Word Health Organization (2010) destacou essa enfermidade como uma doenca
tropical negligenciada, que estava geralmente associada as zonas rurais e, devido as acdes do
homem (antropogénicas), houve a urbanizacdo da mesma. Dentre essas acbes, pode-se
destacar a degradacdo ambiental, a migracdo rapida e intensa das popula¢des rurais para as
periferias urbanas, onde ndo ha habitacdo adequada e saneamento béasico e, a interacdo
simultanea entre a mobilizacdo de reservatérios silvestres e cdes infectados (SILVA et al.,
1997).

O agente etioldgico da LV € um protozoéario da familia Trypanosomatidae, da espécie
Leishmania infantum (chagasi) (BRASIL, 2006), que quando no interior do vetor se
desenvolve e passa por duas fases, uma promastigota prociclica e uma metaciclica. Essa
ultima, é a forma infectante transmitida ao hospedeiro por picada de fleb6tomos. Ja no
organismo do hospedeiro, ela se modifica para a forma amastigota, que é fagocitada pelos
macrofagos, onde se multiplicam e adentram em novas células. Esta ultima forma é
transmitida novamente ao vetor, iniciando um novo ciclo epidemioldgico (ESCOBAR, 2015).

Além do homem, este protozoario tem como hospedeiros animais domésticos como

cies (principal reservatorio em areas urbanas), gatos e equinos (SA; BERTOLIN, 2015), e



21

temos ainda a raposa (Dusicyonn vetulus e Cerdocyon thous) e o marsupial (Didelphis
albiventris) como principais reservatorios no ambiente silvestre (BRASIL, 2006).

O primeiro caso de leishmaniose em equinos foi relatado na Argentina por Mazza no
ano de 1927 e somente em 1959 um caso foi descrito no Brasil por Alencar, que diagnosticou
a enfermidade em um muar no Estado do Ceard (AGUILAR; RANGEL; DEANE, 1986).
Desde entdo, trabalhos pontuais vém sendo realizados no Brasil (BRITO et al.,, 2012;
FEITOSA et al, 2012; OLIVEIRA et al.,, 2017) e em outros paises, como Israel
(AHARONSON-RAZ et al., 2015), Portugal (ROLAO et al., 2005) e Estados Unidos
(RAMOS-VARA et al., 1996) com o intuito de se verificar a enfermidade nessa espécie.

Diversos métodos de diagndstico sdo empregados para o diagnostico da LV e, embora
ja se tenham muitos avangos nas pesquisas, nenhum dos testes garantem 100% de
sensibilidade e de especificidade (LIMA et al., 2013). A fim de obter-se um padrdo para o
diagnostico da LV equina, que ainda é inexistente, varias técnicas j& empregadas na LV
humana e canina vém sendo testadas com os equinos (ESCOBAR, 2015), porém como nao ha
Kits comerciais para essa espécie, 0 uso de kits padronizados para cdes e humanos podem
fornecer resultados duvidosos.

Embora existam muitos equinos nas areas urbana e periurbana da cidade de
Araguaina, onde estes sdo empregados na tracdo ou na pratica esportiva, nenhum trabalho foi
conduzido com leishmaniose em equinos. Por se tratar de um municipio endémico para a LV
humana e canina, possuir clima que favoreca a proliferacdo do vetor e ndo existir dados sobre
a leishmaniose em equinos, objetivou-se com esse trabalho realizar um levantamento
soroepidemioldgico da Leishmania infantum em equinos de Araguaina - TO, avaliar os
possiveis efeitos da raca, idade, género e local que vivem em relacéo ao risco de ser infectado

e verificar a concordancia entre os dois testes soroldgicos utilizados, DAT e ELISA.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se nesta pesquisa 165 equinos, de ambos 0s sexos, de diferentes racas e idade,
das regides urbana e rural do municipio de Araguaina - TO e clinicamente saudaveis.
Buscava-se ao exame fisico previamente realizado sinais como febre, anorexia, intolerancia
ao exercicio e/ou lesbes de pele. Somente os animais que ndo apresentavam nenhum desses
sinais foram incluidos na pesquisa

Dados bioldgicos como idade, raca e género bem como as informacgdes referentes a

localizacdo da propriedade eram anotados em fichas individuais e posteriormente tabulados.
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Em relacdo a idade, os animais foram distribuidos em dois grupos, jovens (animais com até 3
anos e 11 meses de idade) e adultos (animais acima de 4 anos de idade).

Todos os animais da zona rural e urbana tinham contato com pelo menos um animal
domeéstico de outra espécie, sendo na grande maioria dos casos, cdo e/ou gato.

Para realizacdo desta pesquisa obteve-se a aprovacgdo (n° 23101.00-006990/2016-57)
do Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal do Tocantins (CEUA/UFT).

Obtencéo e processamento das amostras sanguineas

As amostras de sangue eram coletadas por meio da venopuncéo jugular, utilizando-se
0 sistema a vacuo e frascos sem anticoagulante. Imediatamente apds a coleta, os frascos eram
armazenados em caixa isotérmica com gelo reciclavel até a chegada ao laboratorio. Ato
continuo, as amostras eram submetidas a centrifugacdo para a obtencdo do soro, que era

armazenado em tubos do tipo eppendorf e congelados a -20°C até o0 momento da analise.

Analise das amostras (ELISA e DAT)

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania infantum foi realizada por meio do teste de
ELISA especifico para equinos e do Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) com promastigotas
de L. infantum.

O protocolo para a realizacdo do ensaio (ELISA) seguiu as recomendagdes do
fabricante e consistiu em primeiramente diluir 50mL do PBS 20X em 950mL de agua
destilada e acrescentar 0,5ml de Tween 80. Ato continuo, o controle positivo, negativo e
amostras-teste foram diluidos a 1:400 em PBS-Tween 80 e adicionou-se 100 microlitros de
cada diluicdo em orificios sequenciais e especificos da microplaca. Incubou-se entdo a
microplaca por uma hora em estufa a 37°C, em cdmara Umida e em seguida a mesma foi
lavada trés vezes com PBS-Tween 80. Adicionou-se nesse momento 100 microlitros do
conjugado (anti-1gG de equino) diluido e incubou-se por mais uma hora em estufa a 37°C, em
camara Umida. Repetiu-se 0os mesmos procedimentos de lavagem da microplaca citados
anteriormente. Por fim, adicionou-se 100 microlitros por orificio da solucdo de substrato,
envolveu-se a placa em papel aluminio e incubou-a em temperatura ambiente por 45 minutos.
Adicionou-se 50 microlitros por orificio da solucdo de parada da reacdo e fez-se a leitura em
leitor de microplacas de ELISA com filtro de 405 nm.

O indice de corte (IC) ou cut-off foi calculado pela densidade 6ptica do soro controle

negativo multiplicada pelo fator 2,5. Para estabelecer as amostras reagentes, ndo reagentes e



23

indeterminadas, considerou-se 10% para mais ou menos do IC e implantou-se a zona cinzenta,

como mostrado a seguir:

(-10%) (+10%)
nao reagente / IC / reagente
indeterminada

Ja o DAT foi realizado conforme descrito por Harith et al. (1986) com algumas
adaptacdes. Iniciou-se com o cultivo de formas promastigotas de L. infantum em meio RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, até atingir a fase estacionaria de
crescimento. Em seguida, os parasitos foram lavados cinco vezes (5.000 rpm, 5 min, 4°C) em
solugdo de Locke’s composta por 0,15 M de NaCl, 5,6 mM de KCI, 2,1 nM de CaCl,, 2,3 nM
de NaHCOg3 e 5,5mM de glicose. O sedimento foi ressuspendido a 1/20 (peso/volume) em
solugdo de Locke’s contendo 0,4% de tripsina a 4°C ¢ incubado durante 45 min a 37°C.

Os parasitos foram entdo novamente lavados quatro vezes (5.000 rpm, 5 min, 4°C) e
ressuspendidos em formaldeido a 2% em solucdo de Locke’s e a suspensdo mantida a 4°C
overnight. No dia seguinte, os parasitos foram lavados trés vezes com solucdo fisioldgica
(5.000 RPM, 5 min, 4°C) e ressuspendidos em solucdo fisiolégica contendo 0,02%
(peso/volume) de corante Comassie Brilliant Blue (Sigma, Brazil), mantendo-se sob agitacéo
moderada durante 90min. Foram, entdo, centrifugados e lavados trés vezes com solucao
fisiolégica (5.000 RPM, 5 min, 4°C). A concentracdo foi ajustada para 5x10’
promastigotas/ml, como realizado por Lopes et al. (2013), em solucdo fisioldgica contendo
1% de formaldeido. As suspensdes foram estocadas a 4°C em frascos escuros até o uso.

Os soros foram inicialmente diluidos a partir de 1:40, e em outra etapa diluidos em
1:100 e 1:200, em solucdo diluente (solucéo fisiologica contendo 1% de soro fetal bovino e
0,7% de 2mercaptoetanol) em microplacas com pocos em V, que foram incubadas por 1h a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se igual volume da suspensdo de antigeno.
Como controle de aglutinacdo foi utilizada somente solucdo diluente. Soros controles
positivos e negativos humanos foram incluidos na etapa de diluicdo 1:40, por falta de
controles equinos no momento. E na diluicdo de 1:100 e 1:200 utilizou-se 0s mesmos
controles positivos e negativos de equinos utilizados no ELISA.

Essas microplacas foram mantidas a temperatura ambiente, overnight. A avaliacdo do
resultado foi realizada por analise visual, sendo consideradas negativas as amostras nas quais
se observou a formacdo de um ponto no fundo da placa e positivas as amostras onde nao

houve a formacéo do ponto.
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Realizou-se a triagem dos animais com o DAT na diluigdo de 1:40 e o ELISA. Em
uma outra etapa, todos 0s animais positivos e indeterminados em ambos os testes foram
testados novamente com o DAT na diluicdo 1:100 e 1:200. Por ndo existirem ainda testes
padronizados para equinos, utilizou-se o ponto de corte como titulacdo de 1:200, a fim de
maximizar a especificidade e sensibilidade do DAT, conforme descrito por Lopes et al.,
(2013).

Andlise estatistica

As andlises foram obtidas com o auxilio dos softwares Epilnfo 3.5.4 (Center for
Disease Control — CDC, Atlanta, EUA) e OpenEpi (DEAN; SULLIVAN; SOE, 2013).

Para descricdo dos dados foram utilizadas estatisticas de frequéncia absoluta (n) e
relativa (%). O teste do qui-quadrado foi aplicado para a avaliagdo da associacdo entre a
soropositividade e as caracteristicas individuais observadas nos animais e local de moradia. E,
a intensidade da concordéancia entre os dois métodos diagnosticos utilizados foi avaliada pelo

método Kappa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anticorpos anti-Leishmania infantum foram detectados em 17,6% (29/165) das

amostras de soro equino avaliadas pelo método ELISA (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta (FA), relativa (FR) e Intervalo de Confianca (IC) das amostras de equinos obtidas
entre 0s anos de 2016 e 2017 no municipio de Araguaina - TO, testadas para Leishmania infantum pelo teste
Ensaio Imunoenzimético (ELISA).

CLASSIFICACAO/RESULTADO FA (n) FR (%) IC (%)
INDETERMINADO 10 6,1 2,9-10,9
REAGENTE 29 17,6 12,1-24,3
NAO REAGENTE 126 76,4 69,1-82,6
TOTAL 165 100

Essa soroprevaléncia foi maior do que a observada por Truppel et al., (2014) em
equideos do municipio do Parana, que encontraram frequéncia de 11% (25/227), por Feitosa
et al. (2012), em equinos de tracdo da cidade de Aracgatuba-SP que obtiveram 14,59%
(68/466) e por Cardoso; Mendédo; Madeira de Carvalho (2012) em Portugal, avaliando gatos,
que descreveram 2,85% (9/316). Porém, foi inferior a determinada por Mukhtar et al. (2000)
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no Suddo, que verificaram a presenca de anticorpos anti-Leishmania infantum em 69% dos
muares avaliados para leishmaniose visceral. E importante dar enfoque ao fato de que o valor
encontrado nesse estudo foi superior também ao descrito por AMARO (2016), no mesmo
municipio, que registrou 16,2% de prevaléncia para leishmaniose visceral canina, pelo teste
de ELISA, entre os anos de 2007 e 2014.

A presenga de anticorpos anti-Leishmania infantum indica que o sistema imune do
animal teve contato prévio com o protozoario, ou seja, evidencia a presenca do parasita e a
transmissdo do mesmo nas areas de estudo (TRUPPEL et al., 2014). Tal fato permite inferir,
assim como fez Aguillar et al. (1989); Feitosa et al. (2012); Kouam et al. (2010), que os
equinos sdo capazes de se infectar, porém ndo é possivel afirmar ainda qual o real papel da
espécie na transmissdo das leishmanioses, que pode ser de “apenas” servir como fonte de
alimentacdo para os vetores ou participar de fato do ciclo epidemiol6gico da doenca. Estudo
desenvolvido na Espanha por De Colmenares et al. (1995), comprovou que o fleb6tomo
(Phleb6tomus perniciosus) se alimenta do sangue equino e, por isso, ndo se pode excluir o
fato dos equinos participarem da cadeia epidemioldgica da L. infantum.

Independente do papel que sera atribuido a eles em futuro préximo, acredita-se que a
espécie deve ser investigada, pois contribui de uma forma ou outra, seja pela propagacao do
vetor seja da enfermidade.

Embora estudos tenham sugerido que a resposta imune humoral dos equinos a L.
infantum é fraca quando comparada a de caninos (FEITOSA et al., 2012; FERNANDEZ-
BELLON et al., 2006), alguns animais soropositivos da presente pesquisa apresentaram
titulos no ELISA até duas vezes (ou um pouco mais) acima do ponto de corte da reacdo. Esse
fato sugere que, assim como identificado nos cées, percebe-se uma titulacdo elevada, o que
confirmaria a infec¢do (FEITOSA et al., 2012; PALTRINIERI et al., 2010). Por empregar-se
a zona cinzenta que classifica a amostra como indeterminada, ja elucidada no material e
métodos, ndo héa duvidas quanto as amostras classificadas como reagentes. Todas as inseridas
nesse grupo, tiveram titulagdo acima do ponto de corte.

Por outro lado, explica-se a higidez dos animais inseridos na presente pesquisa e
reagente ao ELISA, ao fato da resposta imune celular ser eficaz na espécie analisada
(FEITOSA et al., 2012; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006). Essa caracteristica foi também
observada em muitos cdes e seres humanos saudaveis infectados por L. infantum, que
apresentaram uma resposta imune especifica, sem desenvolverem contudo, sintomas
clinicamente identificaveis (ALVAR; CANAVATE; MOLINA, 2004).
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Ao mesmo tempo que ndo ha evidéncia direta de que o fleb4tomo transmita a
Leishmania para 0s equinos, estudo aponta que o vetor ndo € espécie-especifico
(BONGIORNO et al., 2003), ou seja, em areas endémicas onde 0 equino coabita com cées,
este ficara em exposicdo frequente a L. infantum, desenvolvendo consequentemente resposta
imune humoral e celular, sem manifestar sinais (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006). Todos
0s animais utilizados na presente pesquisa viviam em area endémica e coabitavam com outros
hospedeiros da L. infantum, como o céo e/ou o gato.

Quanto ao DAT, anticorpos anti-Leishmania infantum foram detectados em 3,3%
(2/61) (1:200) das amostras analisadas (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia absoluta (FA), relativa (FR) e Intervalo de Confianca (IC) das amostras de equinos obtidas

entre 0s anos de 2016 e 2017 no municipio de Araguaina - TO, testadas para Leishmania infantum pelo Teste de
Aglutinacéo Direta (DAT) em diferentes diluigdes.

RESULTADO/DILUICAO 1:40 1:100 1:200

POSITIVO

FA (n) 25 4 2

FR (%) 16,7 6,6 33

IC (%) 11,1-23,6 1,8-159 04-11,3
NEGATIVO

FA (n) 125 57 59

FR (%) 83,3 93,4 96,7

IC (%) 76,4-88,9 84,1-98,2 88,7-99,6

Lopes et al. (2013) detectaram frequéncia relativa de positividade de 4% (7/173) em
equinos para L. infantum, sendo que na diluicdo 1:200 esse numero reduziu para 2,86%
(5/173), abaixo do encontrado no estudo em tela. Aharonson-Raz et al. (2015) e Kouam et al.
(2010) pesquisando em lIsrael equideos, obtiveram soroprevaléncia de 1,4% e 0,3%,
respectivamente.

Similarmente Cardoso; Menddo; Madeira de Carvalho (2012) observaram valores
menores que 5% em cdes e Cardoso et al. (2010) de 1,9% em gatos domésticos, ambos
realizados na mesma regido de Portugal.

Cardoso et al. (2010); Fernandez-Bellon (2006); Lopes et al. (2013) e WHO (2010)
explicam essa baixa soropositividade detectada no DAT ao fato de que em areas endémicas a
prevaléncia de infec¢do subclinica em equinos é maior do que a clinica, assim como ja

observado em cées, gatos e humanos.
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A Tabela 3 refere-se aos fatores de risco analisados. Pode-se averiguar que ndo houve
associacédo significativa entre o sexo (P=0.896), idade (P=0,695), raca (P=0.198), local de
moradia (P=0,732) e a soropositividade para leishmaniose visceral no teste de ELISA em
equinos de Araguaina. Apesar da nao correlacdo, na presente investigacdo identificou-se
maior frequéncia em machos (21/154), adultos (102/154), da raga Quarto-de-Milha (12/154),
da zona rural (19/154) de Araguaina-TO.

Tabela 3 — Risco relativo (RR) de equinos do municipio de Araguaina - TO soropositivos para Leishmania
infantum no teste de ELISA.

Fatores de risco FA? FR (%)° RR® IC (95%)° P
Sexo
Macho 113 21 (18,6) 0,942 0,380-2,330 0,896
Fémea 41 8 (19,5) 0,942 0,380-2,330 0,896
Idade
Jovem 58 10 (17,2) 0,844 0,362-1,968 0,695
Adulto 96 19 (19,8) 0,844 0,362-1,968 0,695

Local de Moradia
Zona urbana 49 10 (20,4) 1,161 0,494-2,727 0,732

Zona Rural 105 19 (18,1) 1,161 0,494-2,727 0,732

*Frequéncia absoluta; "Frequéncia relativa; *Risco Relativo (Odds Ratio); ®Intervalo de confianca

Aharonson-Raz et al. (2015) em lIsrael trabalhando com equinos e pelo DAT, Truppel
et al. (2014) avaliando equideos no Estado do Parana pelo teste ELISA, Lopes et al. (2013)
com cavalos pelo método de DAT em area endémica de Portugal e Oliveira et al. (2017)
analisando equideos de Belo Horizonte pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
ndo encontraram também essa correlacéo.

Chama atencdo o fato de ndo existir diferenca entre a zona rural e urbana,
demonstrando a expansdo da leishmaniose para os grandes centros. Cardoso et al., (2010)
também alertaram para tal fato em sua pesquisa. No entanto, a maior frequéncia foi na zona
rural e isso provavelmente estd relacionado a maior taxa de exposi¢do a vetores nesse
ambiente (Cardoso et al., 2010).

A medida Kappa de 0,029 revelou baixa concordancia entre os dois testes, divergindo
do exposto por Cardoso et al., (2010) que ao determinarem um valor kappa de 0,80,
afirmaram a concordancia substancial entre os dois testes (DAT e ELISA) no diagnéstico da

leishmaniose visceral em gatos. Por isso, este resultado indica a necessidade de melhor avaliar
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0s meétodos de diagndstico soroldgico a fim de se identificar o mais sensivel e especifico e,
portanto, mais confiavel para o diagnéstico da enfermidade em equinos.

CONCLUSAO

A taxa de soroprevaléncia encontrada pelo método de ELISA em equinos da zona
rural e urbana de Araguaina sugere que esses animais estavam expostos ao patdgeno e que
poderiam estar em risco de apresentar leishmaniose. Ainda, que fatores analisados ndo tem
associagao como fator de risco para a leishmaniose e, que sdo necessarios mais estudos para
avaliar os métodos diagnosticos da leishmaniose visceral equina. Devido a presenga em areas
endémicas destes animais positivos percebe-se a necessidade de mais estudos para definir o
papel dos equinos no ciclo epidemiolégico da LV, assim como padronizar testes diagnosticos

para esta enfermidade.

REFERENCIAS

AGUILAR, C. M.; RANGEL, E. F., DEANE, L. M. Cutaneous leishmaniasis is frequent in
equines from an endemic area in Rio de Janeiro. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz,
v.81, n.4, p. 471-472, Oct./Dec. 1986.

AGUILLAR, et al. Zoonotic cutaneous leishmaniasis due to Leishmania (Viannia)
braziliensis associated with domestic animals in Venezuela and Brazil. Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 84, n. 1, p. 19-28, 1989.

AHARONSON-RAZ, et al. Low Seroprevalence of Leishmania infantum and Toxoplasma
gondii in the horse population in Israel. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v. 15, n. 12, p.
726-731, 2015.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence. Plos One,
v.7,n.5, p.1-12, 2012.

ALVAR, J.; CANAVATE, C.. MOLINA, R. Canine leishmaniasis. Advances in
Parasitology, v. 57, p. 1-88. 2004.

AMARO, A.Y.G. Situagdo epidemiologica da leishmaniose visceral humana e da infec¢do
canina na zona urbana de Araguaina — TO, 2007 a 2014. 70f. Dissertacdo (Mestrado em
Saude Coletiva) — Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

BARBOSA-SANTOS, et al. Leishmaniasis disseminated by Leishmania braziliensis in a
Mare (Equus cabalus) immunotherapy and chemotherapy assays. Memorias Instituto
Oswald Cruz, Rio de Janeiro, vol.89, n.2, p.217-220, abr./jun, 1994,



29

BONGIORNO, et al. Host preferences of phlebotomine sand flies at a hypoendemic focus of
canine leishmaniasis in central Italy. Acta Tropica, v. 88, p. 109-116, 2003.

BRANDAO-FILHO, et al. Wild and synanthropic hosts of Leishmania (Viannia) braziliensis
in the endemic cutaneous leishmaniasis locality of Amaraji, Pernambuco State, Brazil.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v.97, p.291-296,
2003.

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral.
Editora do Ministério da Saude, Brasilia, 2006.

BRITO, et al. Cutaneous leishmaniasis in northeastern Brazil: a critical appraisal of studies
conducted in State of Pernambuco. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
2012

CARDOSO, L.; MENDAO, C.; MADEIRA DE CARVALHO, L. Prevalence of Dirofilaria
immitis, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi sensu lato, Anaplasma spp. and Leishmania
infantum in apparently healthy and CVBD-suspect dogs in Portugal — a national serological
study. Parasites & Vectores, v.5(62), 2012.

CARDOSO, et al. Low seroprevalence of Leishmania infantum infection in cats from
northern Portugal based on DAT and ELISA. Veterinary Parasitology. v. 174, p. 37-42,
2010.

DANTAS — TORRES, F; Canine leishmaniosis in South America. Parasites & Vectors. v.2
(Suppl 1), 2009.

DEAN, A.G.; SULLIVAN, K.M.; SOE, M.M.. OpenEpi: Open Source Epidemiologic
Statistcs for Public Healthh, Versdo. www.OpenEpi.com, atualizado 06/04/2013.

DE COLMENARES, et al. Identification of blood meals of Phlebotomus perniciosus
(Diptera:Psychodidade) in Spain by a competitive enzyme-linked imunosorbent assay
biotin/avidin method. Journal of Medical Entomology. v. 32, p. 229-233, 1995.

ESCOBAR, T. A. Presenca de Leishmania sp. em equinos de zona urbana de
Uruguaiana, Rio Grande do Sul. 62f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal do Pampa, Uruguaiana, 2015.

FEITOSA, et al. Nota prévia: Estudo soroepidemiolédgico de leishmaniose em equinos na
regido de Aracatuba-SP, Brasil, area endémica para leishmaniose visceral. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, Sdo Paulo, v. 49, n. 6, p. 500-502,
2012.

FERNANDEZ-BELLON, et al. Immune response to Leishmania infantum in healthy horses
in Spain. Veterinary Pathology, v. 135, p. 181-185, 2006.

GONTIO, C.M.F.; MELO, M.N. Leishmaniose Visceral no Brasil: quadro atual, desafios e
perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia., v.7, n.3, p. 338-349, 2004.



30

HARITH, et al. A simple and economical direct agglutination test for serodiagnosis and sero-
epidemiological studies of visceral leishmaniasis. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, v.80, p.583-36, 1986.

KOUAM, et al. Seroepidemiological study of exposure to Toxoplasma, Leishmania,
Echinococcus and Trichinella in equids in Greece and analysis of risk factors. Veterinary
Parasitology, v. 170, n. 1/2, p. 170-175, 2010.

LIMA, C.A. et al. Diagnéstico da leishmaniose visceral canina: uma revisdao. PUBVET,
Londrina, v.7, v. 25, Ed. 248, Art. 1641, Suplemento 1, 2013.

LOPES, et al. Prevalence of antibodies to Leishmania infantum and Toxoplasma gondii in
horses from the north of Portugal. Short report. Parasites & Vectors, v. 6:178. 2013.

MUKHTAR, et al. Detection of antibodies to Leishmania donovani in animals in a kala-azar
endemic region in eastern Sudan: a preliminary report. Transactions of the Royal Society
Tropical Medicine and Hygiene, v. 94, p. 33-36, 2000.

OLIVEIRA, et al. Seroepidemiology of Leishmania spp. in equids from Uberlandia, Minas
Gerais, Brazil. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.47: 05, e20160697, 2017.

PALTRINIERI, et al. Guidelines for diagnosis and clinical classification of leishmaniasis in
dogs. Journal of the American Veterinary Medical Association, v. 236, n. 11, p. 1184-
1191, 2010.

RAMOS-VARA, J.A, et al. Cutaneous leishmaniasis in two horses. Veterinary Pathology.
v.33, p.731-734, 1996.

ROLAO, et al. Equine infection with Leishmania in Portugal. Parasite. v.12, p.183-186,
2005.

SA, R. A;; BERTOLIN, A. O. Diagnéstico situacional das condicbes ambientais nos trés
bairros de maior incidéncia para leishmaniose visceral em Araguaina, Tocantins. Revista
Biociéncias, Taubaté, v. 21, n. 1, p. 56-67, 2015.

SANTOS, et al. Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American visceral
leishmaniasis. Medical and Veterinary Entomology, v.12: p. 315-317, 1998.

SILVA, et al. Leishmaniose visceral (calazar) na ilha de Sdo Luis, Maranh&o, Brasil: evolucao
e perspectivas. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 30, p.359-68,
1997.

SOARES, et al. First evidence of autochthonous cases of Leishmania (Leishmania) infantum
in horse (Equus caballus) in the Americas and mixed infection of Leishmania infantum and
Leishmania (Viannia) braziliensis. Short communication. Veterinary Parasitology. v.197,
p.665— 669, 2013.

TOLEZZANO, J. E. Ecoepidemiological aspects of American cutaneous leishmaniasis in the
State of S&o Paulo, Brazil. Memorias Instituto Oswaldo Cruz, v.89, p.427-434, 1994.



31

TRUPPEL, et al. Can equids be a reservoir of Leishmania braziliensis in endemic areas? Plos
One. v.9, n.4,e.93731, 2014,

World Health Organization (WHO). Control of the leishmaniases, WHO Technical Report
Series 949. Geneva: World Health Organization; 2010.

5. CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel diagnosticar a presenca de anticorpos anti-
Leishmania infantum em equinos do municipio de Araguaina — TO, o que significa que em
algum momento estes animais tiveram contato com o protozodario. Devido a presenca em
areas endémicas destes animais positivos percebe-se a necessidade de mais estudos para
definir o papel dos equinos no ciclo epidemioldgico da LV, assim como padronizar testes

diagnosticos para esta enfermidade.

REFERENCIAS

AHARONSON-RAZ, K. et al.. Low Seroprevalence of Leishmania infantum and Toxoplasma
gondii in the horse population in Israel. Vector Borne Zoonotic Diseases, s. I., v.15, n.12, p.
726-31, 2015.

ALVAR, J. et al.. Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence. Plos One,
v.7,n.5, p.1-12, 2012.

ASHFORD, D. A. et al. Studies on control of visceral leishmaniasis: impact of dog control on
canine and human visceral leishmaniasis in Jacobina, Bahia, Brazil. The American Journal
of Tropical Medicine and Hygiene, Stanford, v. 59, p. 53-57, 1998.

BARBOSA-SANTOS, et al. Leishmaniasis disseminated by Leishmania braziliensis in a
Mare (Equus cabalus) immunotherapy and chemotherapy assays. Memadrias Instituto
Oswald Cruz, Rio de Janeiro, vol.89, n.2, p.217-220, abr./jun, 1994,

BATES, P. A. Transmission of Leishmania metacyclic promastigotes by phlebotomine sand
flies. International Journal for Parasitology, v.37, n.10, p.1097-1106, 2007.

BEVILACQUA, et al. Urbanizacdo da leishmaniose visceral em Belo Horizonte. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v.53, n.1, 2001.

BRANDAO-FILHO, et al. Wild and synanthropic hosts of Leishmania (Viannia) braziliensis
in the endemic cutaneous leishmaniasis locality of Amaraji, Pernambuco State, Brazil.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v.97, p.291-296,
2003.



32

BRAGA, M. D. M. et al. Controle do calazar canino: comparacéo dos resultados de um
programa de eliminacdo répida de cdes sororreagentes por ensaio imuno-enzimatico com
outro de eliminacéo tardia de caes sororreagentes por teste de imunofluorescéncia indireta de
eluato de papel de filtro. Revista Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 31, n. 5, p.
419-424, 1998.

BRASIL, Ministério da Saude. Fundacdo Nacional de Epidemiologia. Nota Técnica.
Vacina Anti-Leishmaniose Visceral Canina — Leishmune®, Brasilia, 2005.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral.
Editora do Ministério da Sadde, Brasilia, 2006.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Manual de recomendacdes para diagnostico, tratamento e
acompanhamento de pacientes com a coinfec¢do Leishmania-HIV. Editora do Ministério
da Saude, Brasilia, 2011a.

BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE. Nota técnica n°48/2011: Esclarecimentos sobre o
diagnostico soroldgico da leishmaniose visceral canina utilizado na rede publica de
saude. Sec. Vig. Saude, Brasilia, 2011b.

BRASIL, Portal da Saide — SUS. Situacédo Epidemildgica / Dados. 2015. Disponivel em:
<http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-
ministerio/principal/secretarias/svs/leishmaniose-visceral-lv>. Acesso em: 05 ago. 2017.

BRITO, et al. Cutaneous leishmaniasis in northeastern Brazil: a critical appraisal of studies
conducted in State of Pernambuco. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Uberaba, v.45, n.4, 2012.

CERQUEIRA, et al. Inoculagéo experimental de Equus asinus com Leishmania
chagasi Cunha & Chagas, 1937. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Uberaba, v.36, n.6, Dec. 2003.

CORTES, et al. A long term experimental study of canine visceral leishmaniasis.
International Journal for Parasitology, n.37, p.683-693. 2007.

CORTES, S. J. C. Diversidade genética da populacéo parasitaria de Leishmania em
Portugal. 2008. 163p. Tese (Doutorado em Ciéncia Biomédicas) - Instituto de Higiene e
Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa, Lisboa, 2008.

COSTA, C.H.N.; VIEIRA, J.B.F. Mudancas no controle de leishmaniose visceral no Brasil.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.34, p.223-8, 2001.

COURTENAY, O.; QUINNELL, R.J.; GARCEZ, L.M. Infectiousness in a cohort of
Brazilian dogs: Why culling fails to control visceral leishmaniasis in areas of high
transmission. Journal Infectious Diseases., v.186, n._, p.1314-1320, 2002.

DESJEUX, P. Leishmaniasis: public health aspects and control. Clinics in Dermatology,
v.14, p.417-423, 1996.


http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/secretarias/svs/leishmaniose-visceral-lv
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/secretarias/svs/leishmaniose-visceral-lv

33

DIETZE, et al. Effect of eliminating seropositive canines on the transmission of visceral
leishmaniasis in Brazil. Clinical Infectious Diseases, v.25, p.1240-1242, 1997.

DOTTA, S.C.N.; LOT, R.F.E.; ZAPPA, V. Métodos de diagnostico da leishmaniose visceral
canina. Revista Cientifica Eletronica De Medicina Veterinria, n.12. jan. 20009.

ESCOBAR, T. A. Presenca de Leishmania sp. em equinos de zona urbana de
Uruguaiana, Rio Grande do Sul. 2015. 62f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal do Pampa, Uruguaiana, 2015.

FEITOSA, et al. Estudo soroepidemioldgico de leishmaniose em equinos na regido de
Aracatuba-SP, Brasil, area endémica para leishmaniose visceral. Brazilian

Journal of Veterinary Research and Animal Science, S&o Paulo, v. 49, n. 6, p. 500-502,
2012.

FERREIRA, S. A. Avaliacdo do potencial de amostras clinicas de coleta ndo invasive
para o diagndstico molecular da leishmaniose visceral canina por PCR. Tese (Doutorado
em Ciéncias Biologicas) — Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2012

FREITAS, et al. Transmission of Leishmania infantum via blood transfusion in dogs:
potential for infection and importance of clinical factors. Veterinary Parasitology, v.137,
p.159-67, 2006.

GOMES, et al. PCR identification of Leishmania in diagnosis and control of canine
leishmaniasis. Veterinary Parasitology, v.144, p. 234-241, 2007.

GONTHNO, C.M.F.; MELO, M.N. Leishmaniose Visceral no Brasil: quadro atual, desafios e
perspectivas. Revista Brasileira Epidemiologia, v.7, n.3, p. 338-349, 2004.

HARITH, et al. Evaluation o f a newly developed direct agglutination test (DAT) for
serodiagnosis and sero-epidemiological studies of visceral leishmaniasis: comparison with
1FAT and ELISA. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene.
v.81, p.603- 606, 1987.

KOEHLER, et al. Cutaneous leishmaniosis in a horse in southernGermany caused by
Leishmania infantum. Veterinary Parasitology. v.109, p.9-17, 2002.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. New Leishmaniasis — The Neotropical Leishmania Species. In:
Microbiology Infections. Ed. Topleys & Wilson’s. 9th ed., chapter 13, p. 241-266, 1998.

LEMOS, et al. Canine visceral leishmaniasis: performance of a rapid diagnostic test (Kalazar
Detect) in dogs with and without signs of the disease. Acta Tropica, v.107, n.2, p.205-7,
2008.

MAIA, et al. Diagnosis of canine leishmaniasis: Conventional and molecular techniques using
different tissues. Veterinary Journal, v.179, n._, p.142-144, 2009.

MAIA, C.; CAMPINO, L. Can domestic cats be considered reservoir hosts of zoonotic
leishmaniasis?. Trends in parasitology, v.27, n.8, p.341-344, 2011.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18565485

34

MAIA-ELKHOURY, A.N.; ALVES, W.A.; SOUSA-GOMES, M.L.; et al. Visceral
leishmaniasis in Brazil: trends and challenges. Cad. Saude Pub., v.24, n._, p.2941-2947,
2008.

MANCIANTI, et al. Comparison between an enzyme-linked immunosorbent assay using a
detergent-soluble Leishmania infantum antigen and indirect immunofluorescence for the
diagnosis of canine leishmaniosis. Veterinary Parasitology, v.59, n.1, p.13-21, 1995.

MAURICIO, I.L., STOHARD, J.R., MILES, M.A. The strange case of Leishmania chagasi.
Parasitology Today, v.16, n.5, p. 188-189, 2000.

METTLER, et al. Evaluation of enzyme-linked immunosorbent assays, an
immunofluorescent-antibody test, and two rapid tests (immunochromatographic- dipstick and
gel tests) for serological diagnosis of symptomatic and asymptomatic Leishmania infections
in dogs. Journal of Clinical Microbiology, v.43, p.5515- 5519, 2005.

MILES, et al. Canine Leishmaniasis in Latin America: control strategies for visceral
leishmaniasis. In: CANINE Leishmaniasis: an update. Proceedings of International
Canine leishmaniasis Forum Barcelona, Spain. (Ed. R. Killick-Kendrick), Wiesbaden:
Hoeschst Roussel Vet., p. 46-53, 1999.

MOREIRA, et al. Assessment of an optimized dog-culling program in the dynamics of canine
Leishmania transmission. Veterinary Parasitology, v.122, n.4, p.245 — 252, 2004.

MULLER, et al. Occurrenceof Leishmania sp. in cutaneous lesions of horses in Central
Europe. Veterinary Parasitology, v.166, p.346-351, 20009.

MURRAY, et al. Advances in leishmaniasis. Lancet, v.366, p.1561-1577, 2005.
NEVES, D. P. Parasitologia Humana. 82 Ed. Ed. Atheneu. p. 55-73, 1991.

NUNES, et al. Relationship between dog culling and incidence of human visceral
leishmaniasis in an endemic area. Veterinary Parasitology. v.170, p.131-133, 2010.

OLIVA, et al. Incidence and time course of Leishmania infantum infections examined by
parasitological, serologic, and nested-PCR techniques in a cohort of naive dogs exposed to
three consecutive transmission seasons. Journal of Clinical Microbiology, v.44, n.4, p.1318-
22,2006

OLIVEIRA, et al. Seroepidemiology of Leishmania spp. in equids from Uberlandia, Minas
Gerais, Brazil. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.47, n.5, 2017.

PALATNICK DE SOUZA, et al. Impact of canine control on the epidemiology of canine and
human visceral leishmaniasis in Brazil. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v.65, p.510-7, 2001.

PENNA, H.A. Leishmaniose visceral no Brasil. Bras Méd.v.48, p.949-50, 1934.



35

QUINNELL, R.J.; COURTENAY, O.; GARCEZ, L.; DYE, C. The epidemiology of canine
leishmaniasis: transmission rates estimated from a cohort study in Amazonian Brazil.
Parasitology, v.115, p.143-56, 1997.

RAMOS-VARA, et al. Cutaneous Leishmaniasis in Two Horses. Veterinary Pathology, s.1.,
v.33, p. 731-734, 1996.

ROLAO, et al. Equine infection with Leishmania in Portugal. Parasite, s.I., v.12, p.183-186,
2005.

ROSARIO, et al. Evaluation of enzyme-linked immunosorbent assay using crude Leishmania
and recombinant antigens as a diagnostic marker for canine visceral leishmaniasis. Memdrias
do Instituto Oswaldo Cruz, n.100, p.197-203. 2005.

ROSS, R. Note on the bodies recently described by Leishman and Donovan. British Medical
Journal, London, v.2, p.1261-1261, 1903.

ROSYPAL, et al. Transplacental transmission of a North American isolate of Leishmania
infantum in a experimentally infected beagle. Journal of Parasitolology, v.91, p.970-972,
2005.

SANTOS, et al. Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American visceral
leishmaniasis. Medical and Veterinary Entomology, v.12, p.315-317, 1998.

SCHUBACH, et al. American cutaneous leishmaniasis in two cats from Rio de Janeiro,
Brazil: first report of natural infection with Leishmania (Viannia) braziliensis. Transactions
of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 98, p. 165-167, 2004.

SHAW, J.J. The leishmaniases - survival and expansion in a changing world. A minireview.
Memadrias Instituto Oswaldo Cruz, v.102, p.541-547, 2007.

SILVA, F. S. Patologia e patogénese da leishmaniose visceral canina. Revista Tropical —
Ciéncias Agrarias e Biologicas, v.1, n.1, p.20, 2007.

SILVA, et al. First report of vertical transmission of Leishmania (Leishmania) infantum in a
naturally infected bitch from Brazil. Veterinary Parasitology, v.166, p.159-162, 2009a.

SILVA, et al. Venereal transmission of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology, v.160, p.55-59, 2009b.

SOARES, D. Aumento de casos de leishmaniose em Araguaina faz MPE reiterar pedido de
urgéncia em acao judicial. Ministério Publico do Tocantins. 2017. Disponivel em:
<https://mpto.mp.br/web/portal/2017/05/12/aumento-de-casos-de-leishmaniose-em-
araguaina-faz-mpe-reiterar-pedido-de-urgencia-em-acao-judicial>. Acesso em: 30 jul. 2017.

SOARES, I. R. Avaliacao clinica e laboratorial de equinos sororreagentes para
Leishmania sp. no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 2012. 133f.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, 2012. Disponivel em:



36

<http://www.bibliotecadigital.ufmg.br/dspace/handle/1843/BUQOS-95ZGQZ>. Acesso em: 01
dez. 2016.

SOARES, et al. First evidence of autochthonous cases of Leishmania (Leishmania) 17
infantum in horse (Equus caballus) in the Americas and mixed infection of Leishmania 18
infantum and Leishmania (Viannia) braziliensis. Veterinary Parasitology, v. 197, n. 3, p. 19
665-669, 2013.

SOUZA, et al. Testes diagnosticos para leishmaniose visceral — Atualidade e perspectivas.
Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinéria, ano XI, n. 21, jul. 2013.

VIEIRA, J.B.; COELHO, G.E. Visceral leishmaniasis or kala-azar: the epidemiological and
control aspects. Revista da Sociedade Brasileira Medicina Tropical. v.31 Supl. 2, p. 85-92,
1998.

World Health Organization (WHO). Control of the leishmaniases, WHO Technical Report
Series 949. Geneva: World Health Organization; 2010.



