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RESUMO

Introdugdo. A leishmaniose visceral (LV) vem se apresentando como grave
problema de saude publica na regido noroeste do Estado de Sé&o Paulo,
desde o final da década de 90 e o flebotomineo Lutzomyia longipalpis,
reconhecido vetor da Leishmania (Leishmania) infantum agente etiol6gico
dessa enfermidade, tem sido encontrado nos diversos municipios com
transmissdo dessa parasitose. Porém, em estudo realizado em 2004/2005
no municipio de Mirandépolis, localizado nesta regido, este diptero foi
encontrado em baixissima frequéncia, e por outro lado, observou-se uma
soro-prevaléncia elevada, para leishmaniose visceral, em caes (60,8%),
sugerindo que a maciga infecgdo na populagéo canina antecedeu ao periodo
deste estudo ou outros mecanismos de transmissdo poderiam estar atuando.
Dentre os possiveis mecanismos de transmissado, os envolvendo carrapatos
e pulgas merecem especial atengdo devido a alta frequéncia e intimidade
com que sado observados nos caes. Objetivo. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a importancia de ixodideos e sifonapteros na transmisséo e
manutengdo da leishmaniose visceral canina (LVC). Método: Dos céaes
recolhidos ao Centro de Controle de Zoonoses do municipio de
Mirandopolis, no periodo de agosto/2007 a maio/2008, depois de
identificados por sexo, idade e condigdo clinica (assintomaticos,
oligossintomaticos ou sintomaticos) e sacrificados de forma humanitaria,
coletou-se sangue, fragmento de linfonodo popliteo e quando presentes,
carrapatos e pulgas. Os ectoparasitos foram entdo separados por grupos

taxondmicos e identificados quanto a espécie, sexo e fase de



desenvolvimento, no caso dos carrapatos. Foi realizado ensaio de
imunoadsorgao ligado a enzima (ELISA) e reagdo da polimerase em cadeia
(PCR) nas amostras obtidas dos cdes e os ectoparasitas deles colhidos
foram submetidos a PCR. Os resultados foram analisados pelos testes
estatisticos: Indice de correlagdo de Pearson e Probit. Resultados: Dos
animais amostrados, 64,22% eram sintomaticos, 28,44%, assintomatico e
7,34%, oligossintomatico. Foram reagentes pelo teste ELISA 78,08% e PCR
82,19%. A extragdo de DNA de todas as amostras, como confirmado por
PCR, foi obtida com sucesso. Todas as pulgas encontradas foram da
espécie Ctenocephalides felis e os carrapatos de Rhipicephalus sanguineus.
Os ectoparasitas coletados dos cdes com resultado negativo, também foram
negativos na PCR. Na investigagdo da infecgdo natural nos ectoparasitas
ndo foi observada a presencga de flagelados nos artropodes dissecados. Dos
60 caes positivos para a LVC, detectou-se DNA de L. (L.) infantum em 48
(sensibilidade de 80%). As correlagdes mais elevadas se deram entre os
resultados dos testes empregados (ELISA e PCR) para detectar a presenca
da leishmaniose nos animais. Houve forte correlagdo entre a presencga L. (L.)
infantum nos caes e a presenca desta leishmania nos carrapatos, segundo
os géneros, no entanto foi menor a correlagdo entre o animal doente e a
pulga, de ambos os sexos. As anadlises estatisticas com o teste Probit
demonstraram que aparentemente, a fémea do carrapato seria o principal
fator de contaminagéo do cao pela L.(L.) infantum e que em pulgas de caes
jovens é esperada a auséncia deste parasita, efeito que tende a desaparecer

em caes mais velhos. Conclusao: Os achados clinicos, o teste ELISA e a



PCR confirmaram a presenga de L.(L.) infanfum em mais de 60% dos
animais analisados. A PCR realizada nos ectoparasitas confirma a presenca
de L. (L.) infantum em carrapatos e pulgas. Na avaliagéo clinica dos caes,
64,22% eram sintomaticos para LVC. As espécies de ectoparasitas e sua
distribuicdo nos cdes do presente estudo sdo semelhantes aquelas
observadas em outros estudos. A analise estatistica Probit atribui grande
importancia para a relagédo existente entre o cdo e o carrapato fémea e a
contaminagdo por L.(L.) infantum. A presengca de flagelados néo foi
evidenciada nas pulgas e carrapatos dissecados. Assim, embora a técnica
de PCR tenha se mostrado sensivel e especifica na deteccdo de DNA de
Leishmania nesses ectoparasitas, esta deteccdo ndo significa
necessariamente que estes artropodes sdo capazes de manter, multiplicar e
transmitir esse protozoario. Portanto, mais estudos sdao necessarios para
demonstrar a competéncia vetorial desses artropodes na transmissdo da

L.(L.) infantum aos cées.



SUMMARY

Introduction. Visceral leishmaniasis (VL) has been reported as a serious
public health problem in the northwestern region of Sédo Paulo state since the
late 90's and the sandfly Lutzomyia longipalpis, a known vector of
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, the etiological agent of this
disease, has been found in several municipalities associated with
transmission of the disease. However, in a study carried out in 2004/2005 in
the city of Mirandépolis located in this region, this insect was found in very
low frequency, and secondly, there was a high prevalence of sera reactive to
visceral leishmaniasis in dogs (60.8%), suggesting that the massive infection
in the canine population preceded the period of this study unless some other
transmission mechanisms were acting. Among the possible mechanisms of
transmission, the involvement of ticks and fleas deserve special attention due
to their high frequency and close contact with dogs. Objective. This study
aimed to evaluate the importance of ticks and fleas in the transmission and
maintenance of canine visceral leishmaniasis (CVL). Method: Of the dogs
captured by the Zoonosis Control Center of the City of Miranddpolis from
August 2007 to May 2008, after identification by sex, age and clinical
condition (asymptomatic, mildly symptomatic and symptomatic) and
humanely euthanized, samples of blood, popliteal lymph node were collected
and when present, ticks and fleas. These ectoparasites were then separated
into taxonomic groups, the species and sex or stages of development of the

ticks were identified. The samples taken from the dogs were submitted to



Enzyme Linked Immunosorbent Assay and the Polimerase Chain Reaction
(PCR). The statistical tests used were Pearson’s correlation Index and Probit.
Results: The rates of animals found to be positive by ELISA and PCR were,
respectively, 78.08% and 82.19%. Of the total of the animals assessed
64.22% were symptomatic, 28.44% asymptomatic and 7.34%
oligosymptomatic. The extraction of DNA from all the samples was confirmed
by successful PCR. All the flea specimens found were Ctenocephalides felis
and the ticks Ripicephalus sanguineus. All theectoparasites collected from
dogs with negative results, were also negative according to the PCR. In the
investigation of natural infection in ectoparasites no flagellates were
observed in the arthropods dissected. Out of the 60 dogs positive for VCL,
the DNA of L. (L.) infantum was found in 48 of them (sensitivity of 80%). The
highest correlation indices occurred between the two tests (ELISA e PCR)
used to detect the presence of leishmania in the animals. A strong correlation
was detected between the presence of L. (L.) infantum in the dogs and the
presence of this parasite by sex in the ticks; however, the correlations were
less evident between the sick animal and both flea sexes. The analysis
showed that, according to Probit, the female tick is apparently the principal
factor of contamination of dogs by Leishmania (L.) infantum chagasi whereas
the probability of finding fleas contaminated by this parasite on young dogs
is negligible, an aspect that is reversed in older dogs. Conclusion: The
clinical findings, the ELISA and PCR confirmed the presence of L. (L.)
infantum in more than 60% of the animals examined. The PCR performed on

ectoparasites confirms the presence of L. (L.) infantum in both ticks and



fleas. As to the clinical evaluation of dogs, 64.22% were symptomatic for
CVL. The species of parasites and their distribution in dogs of this study are
similar to those observed in other studies. The Probit statistical analysis
attaches great importance to the relationship between dog and female tick
and contamination by L. (L.) infantum. The presence of flagellates was not
detected in the fleas and ticks dissected. Thus, although the PCR technique
has been shown to be sensitive and capable of the specific detection of
Leishmania DNA in these ectoparasites, this detection does not necessarily
mean that these arthropods are able to maintain, multiply and transmit this
parasite. Thus, further studies are necessary to demonstrate the vectorial
competence of these arthropods in the transmission of this parasite to the

canine population.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo zoonoses que tém como agentes etioldgicos
cerca de 20 espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania
Ross, 1903, da familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, possuindo
um flagelo e dois genomas: DNA nuclear e DNA cinetoplastideal (kDNA)
(CORTES, 2008)

Conforme estimativas da Organizagdo Mundial de Saude, as
leishmanioses ameagam atualmente 350 milhdes de pessoas em 88 paises
(WHO, 2010). Avalia-se que ocorra 1,5 a 2 milhdes de novos casos de
leishmaniose tegumentar e 500 mil novos casos de leishmaniose visceral
(LV) anualmente no mundo (WHO, 1990; 2010).

Cerca de 60% dos casos de LV ocorrem no subcontinente indiano
(em Bangladesh, india e Nepal), principalmente entre as pessoas mais
pobres nas zonas rurais. Os demais casos ocorrem predominantemente na
Africa Oriental (Etiépia, Quénia e Suddo) e na América Latina (Brasil) (WHO,
2010).

No Brasil, a transmissdo da LV esta presente em inUmeros municipios
das Regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste e recentemente,
diagnosticada na Regiao Sul (CEVS, 2010). Nos ultimos anos, a letalidade
da LV no pais vem aumentando gradativamente, passando de 3,6% no ano
de 1994, para 6,7% em 2003, o que representa um incremento de 85%.

Esse fato vem ocorrendo devido a expansdo da epidemia que tem
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acometido grupos de individuos jovens ou com co-morbidades, ocasionado
numero elevado de ébitos (BRASIL, 2006).

No Estado de Sao Paulo, a LV era conhecida apenas por meio de
diagnéstico de casos, que apoés investigacdo eram identificados como
importados (SAO PAULO - ESTADO, 2006). Porém, no final da década de
90, na cidade de Aragatuba, localizada na regido noroeste do Estado de S&o
Paulo, foram detectados caes com suspeita clinica de leishmaniose visceral
canina (LVC) e que apds exame parasitolégico confirmaram a presenca de
Leishmania sp. Esse fato e a constatagdo da presenga de Lutzomyia
longipalpis, reconhecido vetor do agente etiolégico dessa enfermidade na
América, desencadearam investigacdo epidemiolégica que confirmou a
transmissé@o autéctone da LVC em Aracgatuba e, posteriormente, em outros
municipios da regido (SAO PAULO - ESTADO, 2006).

O municipio de Mirandépolis localizado na regido noroeste do estado
de Sado Paulo e distante cerca de 70 Km de Aragatuba, com populagdo
estimada, em 2009, de 26.761 habitantes e area de 918 km? (IBGE, 2010),
nos ultimos dez anos contabilizou quarenta e sete casos de leishmaniose
visceral em humanos, com trés Obitos, porém no ano de 2009 ndo se
registrou novos casos humanos neste municipio (CVE, 2010).

1.1 Agente Etiolégico

Os parasitas do género Leishmania s&do protozoarios digenéticos,
tendo o seu ciclo de vida dividido entre hospedeiros invertebrados e

vertebrados (PIMENTA et al., 2003).
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Atribui-se a Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937
a maioria dos casos da forma visceral na América. Entretanto, L. (L.)
amazonensis Lainson & Shaw, 1972 foi isolada de medula éssea de caso
humano na Bahia (BARRAL et al., 1986).

Andlises de DNA indicaram que a L.(L.) infantum, espécie
responsavel pela leishmaniose visceral (LV) na Europa e a L.(L.) chagasi
apresentam tanta semelhanga que sé poderiam ser separadas em nivel sub-
especifico. (MAURICIO et al. 1999). Portanto, neste estudo utilizaremos a
nomeclatura L.(L.) infantum que é a mais aceita hoje.

Parte do ciclo de vida da Leishmania nos mamiferos & intracelular e
multiplicam-se sempre dentro do sistema monocitico fagocitario. Essa forma
intracelular do protozoario € ovoide e apresenta um flagelo rudimentar,
sendo denominada amastigota. A fémea do flebotomineo adquire as formas
amastigotas durante o repasto sanglineo em hospedeiro vertebrado
infectado. Essas, no intestino médio do inseto, multiplicam-se por divisdo
binaria e rapidamente se transformam em varias formas extracelulares.
Parte destas se desenvolve em promastigotas metaciclicas, que sao as
formas infectantes (LAINSON & SHAW, 1992; PIMENTA et al., 2003).
Posteriormente, essas formas metaciclicas migram para a parte anterior do
intestino médio, onde se concentram e ficam envolvidas por um gel de
secretado por elas. Neste gel estdo concentradas 75% das formas
promastigotas metaciclicas presentes no inseto, essa mistura de
promastigota e gel promove um bloqueio da probécide do inseto. Quando faz

um novo repasto o inseto tem dificuldade para se alimentar e acaba
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expelindo as formas metaciclicas infectando o novo hospedeiro (ROGERS
et.al., 2002) No vertebrado, as formas infectantes sdo fagocitadas pelos
macréfagos e dentro destes se multiplicam, por divisdo binaria. Assim se
espalham por todo o corpo, principalmente bago, figado, medula 6ssea e
pele. O ciclo se mantém quando outro inseto se alimenta de sangue neste
hospedeiro infectado e num posterior repasto em hospedeiro suscetivel,
transfere a infecgao (LAINSON & SHAW, 1987).

1.2 Hospedeiros vertebrados

Na LV do continente americano, o cdo tem sido apontado como o
mais importante reservatério doméstico, principalmente por sua proximidade
com o homem (DEANE, 1955). Entre os animais silvestres, Cerdocyon
thous, Didelphis albiventris e D. marsupialis sao considerados como
reservatorios de L.(L.) infantum (DEANE, 1955; LAINSON et al.,1990;
SHERLOCK et al., 1984).

Os sinais clinicos classicos da leishmaniose visceral canina (LVC)
sao: lesdes cutaneas acompanhadas principalmente por alopecias
generalizadas ou locais; descamagdes ou eczemas, particularmente no
focinho e orelhas; pelos opacos; pequenas ulceras rasas, localizadas mais
frequentemente nas orelhas, focinho, cauda e articulagdes. Com o avango
da doenga observa-se também aumento do volume dos linfonodos,
onicogrifose, ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal,
vomitos e edemas das patas e hiperqueratose. Na fase final ocorre paresia
das patas posteriores e caquexia, inanigdo e morte (MINISTERIO DA

SAUDE, 2006; COUTINHO, 2003).
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Segundo classificagdo proposta por MANCIANTI et al. (1988) os
estagios clinicos de animais leishmaniose visceral canina (LVC)
compreendem:

Assintomaticos: aqueles animais com auséncia de sinais e sintomas

sugestivos de leishmaniose;

Oligossintomatico: adenopatia linféide, pequena perda de peso e

pélos opacos;

Sintomaticos : alguns ou todos os sinais severos da doenga.

1.3 Vetores

Os vetores da leishmaniose compreendem insetos hematéfagos,
nematoceros, de diferentes géneros e varias espécies da subfamilia
Phlebotominae (Diptera, Psychodidae) (DEDET, 1993). Apresentam portes
reduzidos, cujo comprimento raramente ultrapassa 0,5 cm. Sdo densamente
pilosos e esse aspecto constitui caracteristica geral do grupo (FORATTINI,
1973).

Nas Américas, sdao conhecidas cerca de 500 espécies de
flebotomineos (GALATI 2003), das quais aproximadamente 40 foram
relatadas como possiveis vetores das leishmanioses (PIMENTA et al., 2003).

Entre os inumeros flebotomineos que tém sido incriminados e/ou
comprovados como vetores de Leishmania no Brasil, destaca-se para a
L.(L.) infantum a espécie Lutzomyia longipalpis, como a mais importante;
seguida de Lutzomyia cruzi (GALATI et al., 1997; SANTOS et al., 1998;
PITA-PEREIRA et al.,, 2008) e em Corumba, suspeita-se de Lutzomyia

forattinii (GALATI et al., 1997; PITA-PEREIRA et al., 2008 ).



19

Porém, em areas onde a ocorréncia de flebotomineos nao foi
observada, ou onde s6 se encontra ou predomina a LVC, levanta-se a
suspeita de outras modalidades de transmissdo entre esses animais
(SHERLOCK, 1964). Entre esses possiveis mecanismos destacam-se a
pulga Ctenocephalides felis felis (Bouché, 1835) e o carrapato Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1829) devido a freqiéncia e intensidade com que
ambos ocorrem em caes (COUTINHO et al., 2005).

O papel das pulgas e carrapatos na veiculagdo de doengas ao homem
ou na manutengao de epizootias entre animais é bastante conhecido e pode
ser interpretado em dois niveis: como vetor biolégico ou como hospedeiro
intermediario (FORTES, 1997; LINARDI & GUIMARAES, 2000).

Em trabalho realizado em Belo Horizonte, LINARDI & NAGEN (1973)
observaram que as espécies de ectoparasitos com maior indice de
infestacdo especifico em caes sao: C. felis felis (87%), Pulex irritans
Linnaeus, 1758 (60,28% ) e R. sanguineus (32%).

Além dos vetores reconhecidos de parasitos dos géneros
Trypanosoma e Leishmania, pulgas e carrapatos das espécies C. felis felis
e R. sanguineus ja foram encontradas albergando tripanosomatideos dos
géneros Leptomona sp e Blastocrithidia christophersi, respectivamente
(COUTINHO, 2003).

Recentemente, COUTINHO et al. (2005; 2007), em trabalho com C.
felis felis e R. sanguineus observaram que 1,9% dos esfregagos produzidos
a partir de pulgas dessa espécie retiradas de animais naturalmente

infectados por L. (L.) infantum apresentaram formas promastigotas de
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Leishmania. Os resultados das analises de DNA para Leishmania, obtidos
de ectoparasitos retirados, também, de caes naturalmente infectados por L.
(L.) infantum foram positivos em 29,9% das pulgas e 15,4% dos carrapatos.
Nestes estudos, ainda, foram realizadas inoculagdes por via peritonial e oral
de macerados de pulgas e carrapatos em hamsters, tendo-se como
resultado da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para os macerados de
C. felis felis 77% de animais positivos para a inoculagdo peritonial e 23%
para a via oral. Ja, o teste da PCR de hamsters inoculados com macerado
de R. sanguineus mostrou-se positivo em 81% das inoculagdes peritoniais e
29,4% por via oral. No entanto permaneceu a duvida quanto ao agente
etiologico, pois o PCR poderia dar reagédo cruzada entre Leishmania sp. e
Leptomona sp. Necessitando, portanto de novos estudos para elucidar essas
questdes.

No final da década de 90, foram descritos os primeiros casos de LV
na regido noroeste do Estado de Sdo Paulo, os quais seguem de forma
crescente, até o ano de 2006, totalizando 386 casos, nas regides cobertas
pelas DRS VI Aracatuba, DRS X Bauru, DRS XIV Adamantina (CVE, 2010).

Miranddpolis, municipio pertencente a DRS VI, foi alvo de estudo em
duas oportunidades em 2000 e 2004/05 (KANETO, 2000; ODORIZZI, 20086).
Observou-se uma grande redugdo da densidade de flebotomineos
capturados (de 549 Lu. longipalpis em 2000 para 55 em 2004/05) e um
aumento significativo de caes soro reagentes, de 1,7% em 2000 para 60,8%

em 2005.
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A baixa frequéncia de Lu. longipalpis durante o segundo periodo de
estudo e por outro lado, a prevaléncia elevada da infecgédo canina no
municipio, sugeriram que a maciga infecgdo na populagéo canina antecedeu
ao periodo deste estudo ou outros mecanismos de transmissdo poderiam
estar atuando.

Durante o estudo foi observada a presenga constante de
ectoparasitos nos cdes do municipio, principalmente carrapatos, e pulgas em
menor quantidade. Tais evidéncias suscitaram a hipétese de que ixodideos e
sifonapteros poderiam estar atuando como mecanismos de transmissédo da
L. (L.) infantum entre os cdes ou influenciando nos resultados dos testes
sorolégicos, uma vez que estes artropodes ja foram encontrados parasitados
por tripanosomatideos e poderiam apresentar reagdes falso positivas.

A capacidade de pulgas e carrapatos de transmitirem o agente da LV
quando ingeridos ou inoculados por via peritonial foi demonstrada por
COUTINHO em 2005; 2007, porém permaneceu a duvida quanto aos testes
de imunofluorescéncia indireta (IFAT) e PCR por apresentarem reagéo
cruzada entre Leishmania sp. e Leptomona sp.

Assim, pareceu-nos importante realizar um novo estudo para tentar
elucidar estas duvidas e testar a competéncia vetorial de carrapatos e pulgas

e perpetuacao da infecgéo entre os caes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel de sinfonapteros e ixodideos na manutengdo da
infecgéo por Leishmania (L.) infantum nos caes.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os canideos conforme sua condigéo clinica e quantificar
a prevaléncia da leishmaniose visceral canina nos animais
recolhidos ao Centro de Controle e Zoonose (CCZ) de
Mirandopolis.

2.2.2 |dentificar os sifonapteros e ixodideos na populagéo canina do
CCZ de Mirandépolis, bem como avaliar a densidade e
distribuicdo desses artropodes no corpo dos animais;

2.2.3 Avaliar a prevaléncia de L. (L.) infantum em sifonapteros e
ixodideos retirados dos caes.

2.2.4 Investigar a correlagdo entre a infecgdo pela L. (L.) infantum

nos caes e nos ectoparasitas.
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3 METODO:

3.1 Areade estudo

Os estudos foram realizados no municipio de Mirandépolis, com
extensao territorial de 920 km?, localizado na regido noroeste do Estado de
Séo Paulo, distante 600 km da capital do Estado. A sede municipal situa-se
a 21°08'01” S e 51°06’06” O, em altitude de 429 m acima do nivel do mar
(IBGE, 2010).

O clima é tropical, quente e umido, com inverno seco (tipo Aw,
segundo classificacdo de Koeppen). A precpitagdo total média no periodo
de abril de 1996 a 21/07/2010 foi de 1.544 mm; na estagdo quente e
chuvosa (outubro - abril), as temperaturas médias variaram entre 25,1-27,6
°C, a pecipitagao total média foi de 2020,8 mm e mensal média de 143.7 mm
e no periodo seco e frio (maio — agosto), as temperaturas médias variaram
entre 21,6-23,6 °C, a chuva total média foi de 590 mm e mensal média de

40,1 mm (CIIAGRO, 2010).

3.2 Avaliagao dos caes

Foram coletadas amostras biolégicas e ectoparasitas de céaes
capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio, no
periodo de agosto de 2007 a maio de 2008.

Os animais foram identificados, quanto a idade, sexo e procedéncia. A

seguir, avaliados em relagcdo ao aspecto clinico em trés grupos:
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sintomaticos, oligossintomaticos e assintomaticos conforme classificagéo de
MACIANTI et al. (1988).

Os céaes foram sedados com xilazina e sacrificados com cloreto de
potassio e entdo, realizada a colheita dos ectoparasitos, com o auxilio de
pingas, em toda a extensdo do corpo dos animais. Intensificou-se a busca
nos locais onde sabidamente ocorrem os diferentes ectoparasitos - para os
carrapatos: entre os dedos, na face interna do pavilhdo auricular e nas
axilas; para as pulgas: na regido préxima a cauda e do pescogo.

Apés a retirada dos ectoparasitas, os animais foram necropsiados e
colhidas as amostras de sangue em tubo plastico sem anticoagulante e
fragmentos de linfonodo popliteo que foram acondicionados em tubos
plasticos com solugéo fisiolégica e congelados.

3.2.1 ELISA para pesquisa de IgG anti-leishmania em soro de cdo

As amostras de soro, obtidas apés a coagulagéo e centrifugagcao do
sangue, foram testadas pelo ensaio de imunoadsorgéo ligado a enzima ou
(ELISA) no Laboratério de Patologia de Moléstias Infecciosas da Faculdade
de Medicina da USP.

A determinagédo de IgG anti-leishmania foi realizada utilizando-se
microplacas de poliestireno de fundo plano de 96 pogos que foram
sensibilizadas com um volume de 100yL de antigeno soluvel de
promastigotas de L. (L.) infantum na concentragdo de 10pg/ml de proteina,
em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M; pH 9,5; e incubadas em cémara
umida durante a noite a 4°C. A seguir, as placas foram lavadas trés vezes

com 200ul por pogo de Solugdo Tampéao Fosfato 0,15M; pH 7,2; contendo
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0,05% de Tween-20 (PBS-T). O bloqueio de ligagbes inespecificas foi feito
com solugéo de leite em p6 desnatado (MOLICO®) a 10% em PBS-T (200ul
por pogo) e as placas incubadas em camara umida durante 2 horas a 37°C.

A seguir, as placas foram lavadas novamente trés vezes com PBS-T.
As amostras de soro de leite e de controles positivos e negativos foram
adicionadas a placa, em duplicata, no volume de 100ul por pogo, na diluigao
de 1:400 em PBS-T e incubadas a 37°C durante 1 hora em camara umida.
Apoés uma segunda lavagem por trés vezes com PBS-T, adicionou-se
conjugado anti-lgG de céao ligado a fosfatase alcalina (BETHIL, USA) no
volume de 100ul por pogo (na diluigdo de 1:2000 em PBS-T). As placas
entdo foram incubadas a 37°C, durante 45 minutos em camara umida e
novamente foram lavadas trés vezes com PBS-T.
O revelador contendo o substrato e o cromégeno (1,0 mg/mL de PNPP em
tampao carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,5) foi adicionado no volume de
100pl por pogo e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. E, por
fim, a reagéo foi interrompida com 50ul de NaOH 3M por pogo, sendo a
leitura da absorbancia feita em filtro de 405nm (Multiskan EX da
Labsystems®).
3.3 Identificagdao dos ectoparasitos

Os ectoparasitos coletados foram separados por grupos taxonémicos,
em frascos longos com tampa de borracha.

Os frascos foram levados ao Laboratério de Parasitologia da
Universidade “Julio de Mesquita Filho” UNESP — Aragatuba, onde as pulgas

foram identificadas quanto a espécie ao sexo, utilizando a metodologia de
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LINARDI & GUIMARAES (2000) e os carrapatos, quanto a espécie e ao
estagio de desenvolvimento e no caso dos adultos, quanto ao sexo, segundo
ARAGAO (1936) e depois contados.

3.4 Avaliagdo da infecgdao natural em sifonapteros e ixodideos.

Logo ap6s a captura, sifonapteros e ixodideos foram imobilizados
utilizando-se gelo. As pulgas foram dissecadas segundo a metodologia
descrita por LINARDI & GUIMARAES (2000) e os carrapatos, aquela
utilizada por COUTINHO (2003).

As pulgas foram dissecadas utilizando-se o0 método de imobilizagao
com gelo, insensibilizagdo e abertura da parte posterior do abdémen, com o
auxilio de agulhas e exposigao do intestino, tubos de Malpighi em lamina e
foram coradas por Giemsa.

Os carrapatos, machos e fémeas, adultos, foram colados com “super
bonder™" em placas de Petri com o abdémen voltado para baixo e cobertos
com solugéo salina. Tiveram toda a parte lateral do idiossoma aberta com
estilete entomoldgico rebatendo-se anteriormente a parte superior do
idiossoma para visualizagado do sistema digestorio.

O sistema digestorio de alguns artropodes foi transportado para
lamina de vidro contendo solugédo fisiolégica e coberto com laminula para
investigacao, ao microscopio, da infecgdo natural por flagelados.

Os demais sifonapteros e ixodideos depois de identificados e
separados segundo sexo e/ou estagio de desenvolvimento foram
acondicionados adequadamente em tubos plasticos com tampa e entdo

enviados ao Instituto Adolfo Lutz para analise molecular por PCR, segundo
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protocolo da Dra. Vera L. P. Chioccola para a identificagdao da espécie de

Leishmania.

3.5 Reagdo em cadeia de polimerase

3.5.1 Extragdao de DNA

As amostras de ectoparasitas e linfonodos dos cades foram
processadas conforme protocolo basico de extragdo de DNA descrito por
SAMBROOK et al. (1989) e com as modificagdes previamente descritas por
GOMES et al. (2007).

As amostras foram maceradas e dissolvidas em tampé&o de lise (This-
HCI, 10 mM, pH 8.0; EDTA 10mM; SDS, 0,5%; N-laurilsarcozil, 0,01%;
proteinase K, 100ug/mL) e incubados em banho-Maria a 56°C de uma a
quatro horas, até a lise completa do tecido.

Moléculas de DNA  foram extraidas pelo protocolo
fenol/cloroférmio/isoamil e precipitado com isopropanol. A seguir, as
moléculas de DNA foram dissolvidas em agua pura, apoés lavagem com
etanol a 70% a 10.000g por 10 minutos. A concentragdo de DNA e a
qualidade das extragdes foram verificadas por Nanodrop.

3.5.2PPCR

As reagdes de amplificagdo foram realizadas com auxilio de um kit
(Promega®), conforme instrugdes do fabricante. As amostras de DNA e os
iniciadores apropriados para cada experimento foram adicionados ao kit e
colocados no termociclador. As amostras de DNA foram testadas com um

marcador molecular 150-152, que amplifica um fragmento de 120 pb da
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regido conservada dos minicirculos do kDNA de Leishmania spp (PASSOS
et al., 1999).

A PCR foi composta de um ciclo inicial de desnaturagdo a 95°C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 segundos,
anelamento de 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos.
As reagdes foram finalizadas com um ciclo de extenséo final a 72°C por 5
minutos.

A identificagdo de L. (L.) infantum foi realizada utilizando o marcador
molecular RV1-RV2, que amplifica um fragmento de 145 pb de uma regiao
variavel do minicirculo do kDNA (regido LT1), especifica para o complexo L.
(L.) donovani (Ravel et al., 1995; Gomes et al., 2007).

As amplificagdes foram compostas de um ciclo inicial de desnaturagéo
a 94°C por 5 minutos, seguidas de 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30
segundos, anelamento de 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos. As reagdes foram finalizadas com um ciclo de extensédo a 72°C
por 5 minutos. Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da
reagdo. A cada conjunto de reagdes foi adicionado dois controles negativos,
um contendo apenas agua pura e outro com DNA extraido de amostra
sabidamente negativa para Leishmania spp.; € um controle positivo, uma
amostra sabidamente positiva para L. (L.) infantum.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em géis de
agarose a 2% e corados com brometo de etidio. A seguir, os fragmentos
foram visualizados sob iluminagao ultravioleta. As imagens foram analisadas

por um equipamento Mini Bis Gel Imager and Documentation
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(BioSystematica). Os tamanhos dos fragmentos foram baseados

comparando-se com um marcador de tamanho molecular de 100 bp.
3.6 Testes estatisticos

Uma primeira tentativa para correlacionar as variaveis escolhidas foi
realizada, pelo indice de correlagdo de Pearson (r), que correlaciona todas
as variaveis coletadas umas as outras em pares. A validade dos resultados
deve, todavia, ser apreciada pelo pesquisador caso a caso uma vez que 0
teste nada diz sobre o tamanho das amostras e ndo aborda o problema das
correlagdes espurias.

Além da correlagéo de Pearson procedeu-se ainda o teste Probit para
identificar quais os ectoparasitas, no caso das pulgas conforme o sexo e
para os carrapatos, as fases evolutivas presentes no cdo, que poderiam
contribuir para que os caes fossem infectados. Para tanto foi utilizada a

verséo 3.0 do programa econometric views.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao dos caes

Foram avaliados clinicamente 109 canideos, 70 (64,22%)
sintomaticos, 8 (7,34%) oligossintomaticos e 31 (28,44%) assintomaticos.
Destes, em wuma amostra de 73 caes (17 assintomaticos, 6
oligossintomaticos e 50 sintomaticos), a partir do soro sanguineo, foram
realizados os testes ELISA. Resultaram positivos no teste 78,08% das
amostras. Segundo a condi¢do clinica, foram positivos: assintomaticos
(82,35%), oligossintomaticos (50,0%) e sintomaticos (80,0%). Dentre os que
apresentaram ELISA positivo, 24,56% eram assintomaticos, 5,26%

oligosintomaticos e 70,18% sintomaticos (Tabela I)

Tabela I. Nomero e percentual de caes testados por ELISA, conforme a

classificacao clinica.

ELISA + 14 24,56 3 5,26 40 70,18 57  100,0
ELISA - 3 18,75 3 18,75,0 10 62,50 16  100,0
TOTAL 17 233 6 8,2 50 68,5 73 100,0

Da amostra também formada por 73 caes (22 assintomaticos, 6
oligossintomaticos e 45 sintomaticos) foi feita a PCR com fragmentos de
linfonodo popliteo. Foram positivos na PCR 82,19% das amostras; dentre os

assintomaticos (63,36%), oligossintomaticos (83,3%) e sintomaticos
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(91,11%). Para os que apresentaram PCR positiva, 23,3% eram

assintomaticos, 8,3% oligosintomaticos e 68,4% sintomaticos (Tabela Il)

Tabela II. Numero e percentual de cées testados por PCR conforme a

classificagao clinica.

PCR + 14 233 8,3 41 684 60 1000

PCR - 8 615 1 & 4 4 30,8 13 100,0
TOTAL 22 301 6 8,2 45 61,7 73 100,0

4.2 Avaliagao dos Ectoparasitas.

Todos os caes recolhidos ao CCZ de Mirandépolis, no periodo de estudo,
passaram pela avaliagdo para detecgao da presengca de ectoparasitos,
carrapatos e ou pulgas.

Dos 109 animais avaliados, 30 (27,52%) nao tinham os ectoparasitas sob
investigacao, Dos animais que apresentavam algum ectoparasita, 5 (6,33%)
tinham apenas pulgas, 33 (41,77%), apenas carrapatos e 41 (51,90%), os
dois artrépodes.

Tabela lll - Avaliagédo dos caes quanto a presencga de sifonapteros.

Sim 46 42,20
Nao 63 57,80
Total 109 100,00
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Tabela IV — Avaliagéo dos caes quanto a presencga de ixodideos.

Sim 74 6788

Nao 35 32,12
Total 109 100,00

A prevaléncia de pulgas e carrapatos nos animais com a presencga dos

ectoparasitas pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 - Prevaléncia de artropodes nos caes recolhidos no CCZ de
Mirandépolis — SP. De agosto de 2007 a maio de 2008.

6.33%

51.90%

B pulga Bcarrapato @ pulga+carrapato

Um total de 1.483 carrapatos foram coletados e identificados sendo
720 machos, 414 fémeas da espécie Rhipicephalus sanguineus, além de 29

larvas e 320 ninfas deste ixodideo.
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Todos os sifonapteros coletados foram identificados totalizando 336
individuos, destes 253 eram fémeas e 83 machos da espécie

Ctenocephalides felis felis.

4.3 Avaliagao da infecgao natural em sifonapteros e ixodideos
Apesar das tentativas de visualizagdo de protozoarios nao conseguimos
encontrar em nenhuma das 40 pulgas e dos 20 carrapatos dissecados

qualquer forma de flagelados.

4.4 Resultado das PCR para os Ectoparasitas

Foram submetidas a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para
identificagédo de Leishmania as amostras de ectoparasitas coletados de 73
caes. Na tabela V sdo apresentados os resultados dos testes nos caes
segundo os seus ectoparasitas.

Tabela V —Presenga de Leishmania, detectada pela PCR, em céaes e
seus ectoparasitas.
Cao

Ectoparasitas

PCR Positiva PCR Negativa

PCR positiva 48 0 48
PCR negativa 12 13 25
TOTAL 60 13 73

Sessenta e duas amostras de sifonapteros foram testadas para

Leishmania (L.) infantum, cujos resultados constam tabela VI.

BIBLIOTECA/CIR
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
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Tabela VI — Resultado da PCR para L.(L.) infantum nas amostras de
sifonapteros colhidas dos caes do CCZ de Miranddpolis de agosto de 2007 a
maio de 2008.

L. (L.) infantum

N %
Positiva 20 32,25
Negativa 42 67,75
Total 62 100

Duzentas e oito amostras de carrapatos foram submetidas a PCR para
detecgdo de e L.(L.) infantum, sendo os resultados apresentados na Tabela

VII.

Tabela VIl — Resultado da PCR para L. (L.) infantum das amostras de
ixodideos colhidas em caes do CCZ de Mirandépolis de agosto de 2007 a
maio de 2008.

Ixodideos

Ninfa Larva

N %

Positiva 30 411 562 57,7 23 56,1 0 0 105 50,5

Negativa 43 58,9 38 423 18 439 4 100 103 49,5

Total 73 100 90 100 41 100 4 100 208 100
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Figura 2: Produtos de PCR amplificados analisados por eletroforese em gel
de agarose 2%. As reagdes foram realizadas em DNA extraido de um céao
positivo para leishmaniose (coluna 2) e de carrapatos fémeas retirados do
mesmo cao (coluna 3). A coluna 1 mostra o padrdo de tamanho molecular

de 100 bp.

bp

500-

100-

4.5 Resultados estatisticos
Na analise de correlacao de Pearson, as correlagbes mais elevadas

se deram entre os resultados positivos e os resultados negativos dos testes
empregados para detectar a presenga da leishmaniose nos animais. Assim,

temos:

sorocao Linfantumcao
Sorocao 1
Linfantumcao 05779 1

A correlagao indica que, em média, o cdo soropositivo possui L.(L.)
infantum.
Outro resultado importante € que ha uma forte correlagdo entre a

presenca L.(L.) infantumi no cao e a presenga do mesmo microorganismo
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nos carrapatos, segundo os géneros. Todavia, houve uma menor correlagao

entre o animal doente e a pulga, de ambos os sexos, com L.(L.) infantum.

Caosoro caolinfantumPCR

Pulga L.infantum 0,1271 0.4995
carmachoLinfantum 0,3351 0,3351
carfemealinfantum 0,4266 0,4710
carNinfaLinfantum 0,5505 0,5505

Dado o pequeno numero de larvas de carrapato, ndo foi possivel
obter o indice de correlagdo de Pearson entre elas e os resultados para os
caes, motivo pelo qual, foram omitidos da tabela acima.

Note-se, ainda, que ha elevadas correlagdes entre a Leishmania
detectada e entre os ectoparasitos: o cdo que possui carrapatos machos
infectados com L.(L.) infantum, também possuira carrapatos fémeas com
este parasita; além disto, os cdes com carrapatos fémeas portadoras de

L.(L.) infantum terdo, também, ninfas com o mesmo parasita.

Pulga Carmacho Carfemea
Linfantum Linfantum Linfantum
PulgaLinfantum 1,0000

CarmachoLinfantum 0,1826 1,0000
Carfemealinfantum 0,2626 0.5222 1,0000
NinfaLinfantum 0,0000 0,3118 0,6630

Teste Probit:

Os testes Probit obtidos a partir da versdo 3.0 do programa
econometric views estdo descritos no ANEXO I.

Resumidamente os resultados encontrados com a utilizagdo dessa

ferramenta sdo os que se seguem.
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Probit/caes

Sorologia:

Para os resultados sorolégicos, 0 numero de carrapatos machos por
animal e a relagdo entre o nimero de pulgas fémeas e de pulgas machos
geram efeitos negativos para a contaminagao;

E possivel que, contando com um numero maior de observagdes, se
perceba também um efeito positivo do numero de carrapatos de sexo
feminino sobre a contaminagéo detectada pela sorologia. Com a amostra em
questéao, esta possibilidade foi rejeitada;

PCR:

A contaminagao por L.(L.) infantum da amostra em questéo tende a
ter uma relagéo direta com a idade do animal, havendo um efeito negativo
da probabilidade de contaminagdo em fungdo do numero de carrapatos de
sexo masculino.

Probit/Ectoparasitas

Analisando-se a presenga da L.(L.) infatum, segundo esta mesma
presenga nos ectoparasitos, separados segundo espécie (pulga e carrapato)
e segundo a fase do ciclo de vida (carrapato adulto macho, carrapato adulto
fémea, ninfa e larva), foram obtidos os seguintes resultados:

Pelo pequeno numero de anadlises para L.(L.) infantum em larvas de
carrapatos, o programa econométrico ndo foi capaz de obter estatistica

alguma;
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Aparentemente, a fémea do carrapato € o principal fator de contaminagéo
pela L.(L.) infantum. Os testes feitos para a L.(L.) infantum atribuem grande
importancia para a relagéo existente entre o céo e o carrapato fémea.

Probit / Ixodideos

Comegando pelos carrapatos machos com L.(L.) infantum, tem-se os
resultados abaixo:

Fazendo uso da distribuigdo probit, verifica-se, que a detecgéo, por
PCR, de L.(L.) infantum no grupo de carrapatos machos capturados em um
cao pode ser explicada pela idade do animal em que o grupo foi colhido e
pela propria contaminagao do cao pelo mesmo microorganismo.

Realizando o mesmo exercicio para o caso das fémeas contaminadas
por L.(L.) infantum, tem-se os resultados abaixo:

O que os resultados apresentados indicam é: uma boa adequagao do
modelo e um bom ajustamento aos dados. No entanto, distintamente do
caso dos carrapatos machos, a idade nao parece ser um bom regressor.

Excluindo-se a idade, verifica-se que a presenga de contaminagao por
L.(L.) infantum no grupo de fémeas de carrapato extraidas de cada cao é
dependente da contaminagdo do proprio cdo, independentemente da idade
que possua.

Por outro lado, a presenga de resultados negativos para o PCR para
L.(L.) infantum no cdo reduz substancialmente a probabilidade de
contaminagdo do grupo de carrapato fémea, o que se infere pelo sinal

negativo da variavel C, cujo estimador nao foi rejeitado.
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Probit /Sifonapteros

Para determinar o que, entre as variaveis disponiveis, contribui para que
o grupo de pulgas retirado de determinado cdo tenha resultado positivo em
PCR para L.(L.) infantum, procedeu-se as regressdes de estilo, sendo que a
que melhor respondeu ao parametros esperados foi a seguinte:

A maior idade dos caes contribui para a obtengdo de resultados
negativos para L.(L.) infantum nas pulgas, mas os efeitos tendem a ser cada
vez menores na medida em que a idade avanga. Por fim, a chance de o
grupo de pulgas ter a L. (L.) infantum é fortemente influenciado pela
leishmaniose no cao.

Assim, nos grupos de pulgas extraidos de cdes novos espera-se a
auséncia de L. (L.) infantum, efeito que tende a desaparecer na medida em
que o tempo passa em fungéo de idade2, isto é, o quadrado da idade do
cao. No que respeita ao cdo com L. (L.) infantum.
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5. DISCUSSAO

No Estado de Sao Paulo LVC vem se expandindo desde a sua
primeira notificagdo em 1998. Até 2005 foram notificados casos de LVC em
45 municipios ocorrendo em seis regides administrativas: Aragatuba, Bauru,
Marilia Presidente Prudente, Grande S&do Paulo e Sdo Jo&do da Boa Vista
(SAO PAULO - ESTADO, 2006).

Os caes que foram utilizados nesse estudo sdo procedentes do CCZ
de Mirandopolis, portanto, cdes que sofreram eutanasia ou por solicitagdo
dos proprietarios ou por apresentarem situagdo clinica compativel com a
LVC ou ainda, por ja apresentarem resultado positivo para doencga pela RIFI
em inquérito realizado pela Prefeitura de Mirandopolis.

Essa situagado explica o alto indice de animais positivos tanto no teste
ELISA (78,08%) quanto na PCR (82,19%) como apresentado nos resultados.
No entanto, ODORIZZI, em 2006, encontrou alta prevaléncia de animais
positivos para LVC (60,8%) no municipio de Miranddpolis quando
comparado com os resultados de KANETO em 2001 (1,7%).

Fato semelhante foi observado por SILVA et al. (2001), na regido
metropolitana de Belo Horizonte, onde observou 64,6% de positividade
contra 3,6% estimada pela Secretaria de Saude de Belo Horizonte entre

1994 e 1998.

Com relagdo aos ectoparasitas encontrados (Siphonaptera e Ixodidae)

no presente estudo, foi observado que todos os ixodideos eram da espécie
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R. sanguineus, talvez devido ao fato de que todos os cdes avaliados eram
procedentes de area urbana. Este achado vai de encontro aos de MASSARD
et al. (1981), que ao estudarem as parasitoses de cdes, no periodo 1976 -
1980, no Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Sao Paulo,
verificaram que aqueles que viviam nas dareas urbanas desses estados,
quando parasitados por carrapatos, eram unicamente da espécie R.
sanguineus; e de LABRUNA et al. (2001) que afirma que a espécie em

questao é a mais comum em ambiente urbano.

Os sifonapteros observados, nesse estudo, eram todos da espécie C.

felis felis o que também foi observado por SOARES et al. (2006).

Tanto os cées quanto os ectoparasitas deles colhidos foram testados
pela PCR seguindo o protocolo descrito. Obteve-se com sucesso a extragao
de DNA de todas as amostras como confirmado por PCR de genes de
ectoparasitos. Todas as pulgas e carrapatos, coletados a partir de cdes com
resultado negativo (13), também foram negativas.

Ja para a presenga do protozodrio, considerando os caes positivos
para LVC, fomos capazes de detectar DNA de L. (L.) infantum de
ectoparasitas coletados em 48 de 60 cdes (sensibilidade de 80%). Das
sessenta e duas amostras de sifonapteros submetidas a PCR, 32,3% foram
positivas para L.(L.) infantum e das 208 amostras de carrapatos, 41,1% dos
machos, 57,7% das fémeas, 56,1% das ninfas também apresentaram

resultados positivos.
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Uma primeira tentativa para correlacionar as variaveis escolhidas foi
realizada pelo indice de correlagdo de Pearson (r), que correlaciona todas as
variaveis coletadas umas as outras em pares.

Pelo indice de correlagao de Pearson, as correlagbes mais elevadas
se deram entre os resultados positivos e os resultados negativos, dos testes
empregados para detectar a presenga da leishmaniose nos animais.

Outro resultado importante € que ha uma forte correlagéo entre os
resultados que detectam a presencga de L.(L.) infantum no cdo e a presenca
do mesmo microorganismo nos carrapatos segundo os géneros, sendo
menor a correlagdo entre o animal doente e a pulga, de ambos os sexos,
com a Leishmania.

Estes dados mostram a presenga de L. (L.) infantum em carrapatos e
pulgas, 0 que pode sugerir uma possivel importancia desses ectoparasitas

na manutengdo da LVC entre os caes.

Ao afirmar o encontro de tripanosomatideos em pulgas e carrapatos
deve-se estar ciente da importancia da identificagdo segura das espécies
envolvidas (COUTINHO 2003). Nas primeiras décadas do século XX,
diversos estudos citados por CUNHA (1914) e WENTON (1926) relatam o
encontro de formas de Leishmania em pulgas C. felis felis, e apud
(COUTINHO, 2003), esses autores comprovaram que ocorreu a transmissao,
naturalmente ou experimentalmente da Leishmania entre cées, a partir de
pulgas. No entanto, deve-se considerar a possivel influéncia do recém

descrito Trypanosoma caninum (MADEIRA et al., 2009; PINTO et al., 2010)
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nos resultados de transmissdo experimental realizados no inicio do século

passado.

Mesmo que possamos pensar na probabilidade de erros cometidos na
identificagdo da Leishmania, em fungdo dos recursos presentes naquela
época, ainda assim, segundo COUTINHO (2003), sabe-se que formas de
Leptomonas, Herptomonas e Blastocrithidia nao sao encontradas em

hospedeiros vertebrados, uma vez que apresentam ciclos monoxénicos.

Atualmente com o advento da PCR, que é uma ferramenta de grande
sensibilidade e especificidade no diagnéstico da leishmaniose, uma vez que
pesquisa o DNA do parasito, temos mais seguranga em afirmar a presenga

desse tripanosomatideo em artropodes.

No presente estudo utilizamos a PCR para identificar a presenga de
Leishmania nos carrapatos e pulgas colhidos dos cdes em Mirandépolis. E
obtivemos 32,25% das amostras de pulgas positivas para Leishmania. No
caso dos carrapatos, 50,5% das amostras testadas pela PCR foram
positivas. Alguns estudos ja utilizaram a PCR para identificar a presenca de
Leishmania em flebotomineos (PAIVA et al., 2006, PITA-PEREIRA et al.,
2008; SAVANI et al., 2009), em sifonaptero e ixodideos (COUTINHO et al.,

2005, 2007).

Pulgas da espécie C. felis foram retiradas de cées sabidamente
positivos pelos testes ELISA e RK-39 para LVC por FERREIRA et.al. (2009).
As pulgas, foram maceradas e inoculadas por via peritonial em hamsters.

Quatro meses pos-infecgdo os hamsters foram sacrificados e testados por
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ELISA e PCR. Resultou positivo em 18,1% (4/22) dos testes PCR + ELISA;
45% (10/22) dos PCR; e 9% (2/22) sé ELISA. Tais resultados sugerem,
portanto, a participagéo de pulgas de cao no ciclo da LVC.

A competéncia vetorial de R. sanguineus na transmissdo do agente
da LVC por meio de experimento controlado em laboratério foi avaliada por
PAZ et.al. (2010). Um céo sadio (livre de Leishmania) e dois naturalmente
infectados por Leishmania foram infestados com R. sanguineus nos
diferentes estagios de desenvolvimento. Larvas alimentadas, ninfas
alimentadas ou nao, adultos em jejum e alimentados foram coletadas dos
animais em experimentagéo e investigados para a infecgdo por Leishmania
por microscopia Optica, PCR e cultura do parasita. Formas de Leishmania
nao foram detectadas em nenhum dos 433 esfregacos preparados a partir
de espécimes alimentados, nem em qualquer um dos 118 esfregagos
preparados a partir daqueles em jejum. Todas as amostras de R. sanguineus
que haviam se alimentado em caes infectados foram PCR positiva para
DNA de Leishmania, com a unica exceg¢ao do pool de larvas ingurgitadas.
Em contraste, todos os pools de carrapatos que haviam se alimentado no
cao sadio (livre de Leishmania) foram PCR-negativo. O crescimento de
Leishmania nao foi observado em nenhuma das amostras de carrapatos
inoculadas em meio de cultura. Assim os autores concluem que a
manutengdo e multiplicacdo de Leishmania no carrapato & pouco provavel,
tendo em vista que ndo foram identificados em nenhum dos campos
microscopicos meticulosamente analisados, formas de Leishmania

provenientes de carrapatos ingurgitados.
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No presente estudo, os resultados obtidos sdo semelhantes aos
apresentados por PAZ et.al. (2010), pois as amostras dos ectoparasitas
retiradas dos 13 cdes negativos nos testes empregados foram todas

negativas na PCR.

Outro ponto em comum, diz respeito a ndo observagdo em
microscopia otica da presenga de tripanosomatideos em esfregagos. No
presente estudo, Isso pode ter ocorrido devido a pouca experiéncia para
visualizar as formas ou mesmo a auséncia do protozoario nas amostras. No
entanto, COUTINHO et al. (2005), num total de 39 amostras (6 fémeas, 11
machos e 22 ninfas) de R. sanguineus retirados 21 cdes com sintomas de
LVC, observaram que seis desses carrapatos foram positivos para o género
Leishmania, obtendo uma taxa de infeccdo de 15,4% pela PCR. Porém, em
nenhum dos esfregagos feitos a partir desses carrapatos foi observado
tripanosomatideos. Esse achado pode indicar também a dificuldade na
observagao das formas dos protozoarios em esfregagos obtidos a partir de

carrapatos.

Com a suspeita do papel de R. sanguineus na transmisséo de L. (L.)
infantum para caes, DANTAS-TORRES et al. (2010) inocularam 5 pl
promastigotas de L. infantum (1x10 (6) células/ml) na hemocele dos
carrapatos através da coxa | de quatro fémeas ingurgitadas e em duas
fémeas controles, foi injetado fosfato estéril (PBS), utilizando o mesmo
procedimento. Em seguida, estas fémeas, os ovos e as larvas delas

originados foram testados pelo tempo real de reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR em tempo real) para a presenga de DNA do cinetoplasto
(kDNA) de L. infantum. As fémeas e os ovos foram testados apos o término
do periodo de oviposi¢ao (cerca de 5 semanas pos-inoculagéo) e as larvas
cerca de 4 meses apds a inoculagdo das fémeas. Todas as fémeas
infectadas artificialmente foram positivas para kDNA de L. infantum, assim
como duas amostras de ovos e quatro pools de larvas. Estes resultados
mostraram, pela primeira vez, a passagem transovariana de L. infantum em
R. sanguineus, sugerindo que a transmissao transovariana do protozoario L.

infantum em carrapatos vale a pena ser investigada.

Para determinar o que contribuiu para que os caes da amostra fossem
infectados, quis-se proceder a uma analise de regressdao empregando, para
tanto, o método dos minimos quadrados ordinarios. Tal metodologia
permitiria correlacionar os resultados (positivo ou negativo) com multiplas
variaveis, como o numero de ectoparasitos de cada espécie, de cada género
e de cada fase do ciclo de vida (ninfa, larva ou individuo adulto). O método
dos minimos quadrados ordinarios, no entanto, requer uma dispersdo maior
de resultados do que apenas dois (positivo ou negativo), pois, supbde que
eles possam ser descritos ou assemelhados a uma distribuicdo de tipo

normal.

No caso, sem abrir mdo da analise de regresséo, optou-se por testes
de tipo probit, desenvolvidos na década de 30 do século passado para
identificar, nos Estados Unidos, quais fatores eram determinantes para a

obtengéo de bons resultados com o emprego de pesticidas. Tal teste torna
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desnecessaria a hipétese, presente no dos minimos quadrados ordinarios,
de distribuicdo normal da variavel dependente. Em outras palavras, as
regressdes utilizadas procuraram identificar quais elementos, entre os
colhidos para a pesquisa, contribuiram para que os caes fossem infectados,
sendo considerado infectado o animal cujos resultados dos testes foram

positivos para L.(L.) infantum.

As analises com PROBIT demonstraram que aparentemente, a fémea
do carrapato é o principal agente de contaminagéo pela L.(L.) infantum. Os
testes feitos para a L.(L.) infantum atribuem grande importancia para a
relagédo existente entre o cdo e o carrapato fémea. No entanto, vale salientar
que as fémeas desse artrépode alimentam-se de um maior volume de
sangue, logo sua positividade na PCR deve ser entendida como

consequéncia e nao como causa da positividade do cao.

Outro aspecto que ndo podemos deixar de considerar € o “Grooning”
ou seja a ingestdao de carrapatos ingurgitados, que foi a unica forma de
transmissdo da LVC, até agora demonstrada em hamsters (COUTINHO et
al, 2005), e portanto pode-se inferir que em condigdes naturais, as fémeas
alimentadas recentemente e despreendidas de cédes infectados e
sintomaticos oferecem o maior risco potencial de transmissdo de LVC entre

0s caes.

Essas consideragdes se destacam sobretudo quando se tem presente
as observagbes de DANTAS-TORRES (2010) sobre o fato de que a

transmiss@o transovariana da Leishmania pode estar ocorrendo. Outro
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resultado interessante obtido pela analise Probit & que nos grupos de pulgas
extraidos de caes novos espera-se a auséncia de L. (L.) infantum, efeito que
tende a desaparecer na medida em que o tempo passa em fungao de idade

do céo.

Em algumas areas endémicas no Brasil, a densidade de Lu.
longipalpis nado parecem estar relacionados com os perfis, quer uma
transmissdo de LV humana ou a prevaléncia da LVC (MICHALSKY et al.
2009, MISSAWA, 2007) o que sugere que outros vetores podem estar

envolvidos no ciclo da leishmaniose visceral canina (LVC).

Diante dos resultados obtidos neste estudo e no que foi exposto pelos
pesquisadores citados (FERREIRA et.al., 2009; PAZ et.al. 2010; DANTAS-
TORRES et. al. 2010; COUTINHO et. al. 2005, 2007) ha ainda muita
controvérsia sobre a importancia dos sifonapteros e ixodideos na
manutengéo e transmissédo de LVC entre os cdes. No entanto € importante
relembrar que a epidemiologia da transmissdo da L.(L.) infantum por seu

vetor biolégico Lu. longipalpis também nao esta completamente elucidada.

Portanto, novos estudos devem ser realizados para que se possa
realmente dizer qual é a importancia dos artrépodes acima citados na

transmiss@o e manutengao da LVC.
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CONCLUSAO

e Conforme a avaliagdo clinica dos caes, 64,22% eram
sintomaticos para LVC. Essa proporgdao praticamente se
manteve quando os animais foram avaliados pelos testes
ELISA e PCR.

e O alto indice de animais sintomaticos e positivos nos testes
apresentados pode estar relacionado ao fato de ter sido
utilizada a populagdo de animais recolhidos ao CCZ, com
suspeitas ou confirmacao da doenca.

e A presenga de duas espécies de ectoparasitas: C. felis e R.
sanguineus na amostra canina e a sua distribuigdo nos caes se
assemelham aos achados de outros estudos.

e Neste trabalho foi verificada a presenga de DNA de Leishmania
em carrapatos e pulgas retirados de caes com resultados
positivos para LVC. Por outro lado, em nenhuma das amostras
de ectoparasitas coletados em cdes ndo reagentes ao teste
ELISA ou pela PCR foi detectada a evidéncia da presenga de
Leishmania.

e A analise (Probit) atribui grande importancia para a relagéo
existente entre o cédo e o carrapato fémea e a contaminagao

por L. (L.) infantum.

e As correlagdes (indice de correlagdo de Pearson) mais

elevadas se deram entre os resultados positivos e os
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resultados negativos dos testes empregados, para detectar a

presenca da leishmaniose nos animais.

Ha uma forte correlagdo entre a presenga L. (L.) infantum no
cao e a presenga do mesmo microorganismo nos carrapatos
segundo os géneros, sendo menor a correlagao entre o animal

doente e a pulga, de ambos os sexos, com L. (L.) infantum.

A presenca de flagelados nédo foi evidenciada nas pulgas e
carrapatos dissecados. Assim, embora a técnica de PCR tenha
se mostrado sensivel e especifica na detecgdo de DNA de

Leishmania nesses ectoparasitas, esta detecgéo, ndo significa
necessariamente que estes artrépodes sao capazes de manter,

multiplicar e transmitir esse protozoario.
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ANEXO |

TESTE Probit

Para determinar, entdo, o que contribuiu para que os cées da
amostra fossem infectados, quis-se proceder a uma analise de regressao
empregando, para tanto, o método dos minimos quadrados ordinarios. Tal
metodologia permitiria correlacionar os resultados (positivo ou negativo) com
multiplas variaveis, como o niumero de ectoparasitos de cada espécie, de
cada género e de cada fase do ciclo de vida (ninfa, larva ou individuo
adulto). O método dos minimos quadrados ordinarios, no entanto, requer
uma dispersdo maior de resultados do que apenas dois (positivo ou
negativo), pois, supde que eles possam ser descritos ou assemelhados a
uma distribui¢do de tipo normal.

No caso, sem abrir mao da analise de regressao, optou-se por testes
de tipo probit, desenvolvidos na década de 30 do século passado para
identificar, nos Estados Unidos, quais fatores eram determinantes para a
obtencao de bons resultados com o emprego de pesticidas. Tal teste torna
desnecessaria a hipétese, presente no dos minimos quadrados ordinarios,
de distribuicdo normal da variavel dependente. Em outras palavras, as
regressdes abaixo procuraram identificar quais elementos, entre os colhidos
para a pesquisa, contribuiram para que os caes fossem infectados, sendo
considerado infectado o animal cujos resultados dos testes foram positivos

para L.(L.)infantum
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Iniciando-se pelos resultados para a sorologia, tém-se os quadros

abaixo, obtidos a partir da versdo 3.0 do programa econometric views:

Dependent Variable: CAOSORO

Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 17:37

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 45

Excluded observations: 32 after adjusting endpoints
Convergence achieved after 23 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error  z-Statistic  Prob.
C 0.325370 0.894060 0.363925 0.7159
IDADE 0.030839 0.418982 0.073604 0.9413
IDADE2 0.025299 0.055288 0.457581 0.6473
PMACHO 0.121778 0.185830 0.655319 0.5123
PFEMEA 0.009364 0.055610 0.168391 0.8663
CMACHOS -0.018649 0.014453 -1.290324 0.1969
CFEMEAS 0.036760 0.041833 0.878747 0.3795
LARVAS 9.580448 6053551. 1.58E-06 1.0000
NINFAS -0.000538 0.043489 -0.012380 0.9901
MASCH1 -0.238236 0.564410 -0.422098 0.6730
PULGAS -1.010082 0.881665 -1.145652 0.2519

Mean dependentvar  0.800000  S.D. dependent var  0,40452
S.E. of regression 0.427175  Akaike info criterion ~ 1,297074
Sum squared resid ~ 6.204264 Schwarz criterion 1,738703

Log likelihood -18.18417  Hannan-Quinn criter.  1,461709

Restr. log likelihood -22.51811  Avg. log likelihood -0,40409
LR statistic (10 df) 8.667883 McFadden R-squared 0,192465
Probability(LR stat) ~ 0.563886

Obs with Dep=0 9 Total obs 45
Obs with Dep=1 36

O que a tabela acima indica é o seguinte:
1. a variavel dependente &€ cdosoro, isto é, os resultados positivos e
negativos, para os quais se atribuiram os valores 1 e 0,

respectivamente, para a sorologia;
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dado que o programa econometric views usa a lingua inglesa, a
expressdo em inglés para o método probit de maxima
verossemelhanga € ML — Binary Probit, em que a sigla ML abrevia o
termo Maximum Likelihood;

a data da regressédo acima foi 01/06/2010 e a hora em que ela foi
rodada foi as 17:37;

a quarta linha informa qual foi o tamanho da amostra empregada: 78
animais;

a quinta linha indica quantos elementos da amostra foram incluidos
da regressao: 45; a sexta linha indica quantos foram excluidos: 32.
Isto se deveu a auséncia de informagdes entre as variaveis de alguns
dos individuos. Por exemplo: nem todos os animais em que foram
encontradas pulgas tiveram-nas contadas e separadas segundo o
sexo, o0 que excluiu, no caso, algumas delas. O mesmo problema se
apresentou com outras variaveis e na auséncia de dados o programa
econométrico empregado exclui, para efeito de calculo, os individuos
com informagdes incompletas.

Os resultados das variaveis empregadas serdo discutidas adiante,
cabendo aqui nomea-las e indicar-lhes os significados:

representa a possibilidade de que haja resultados positivos

independentemente das demais variaveis mencionadas;

Idade: é a idade de cada animal usado no experimento;

Idade 2: é a idade ao quadrado. Justifica-se o uso desta variavel se,

dependendo o resultado da idade, tal dependéncia se tornar
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relativamente menor ao longo do tempo, o que pressupde um coeficiente
negativo;
Pmacho: trata-se do numero de pulgas de sexo masculino capturadas em
cada animal;
Pfemea: trata-se do numero de pulgas de sexo feminino capturadas em
cada animal;
Cmachos: trata-se do numero de carrapatos de sexo masculino
capturados em cada animal;
Cfemeas: trata-se do numero de carrapatos de sexo feminino capturados
em cada animal,
Larvas: trata-se do numero de larvas de carrapato capturadas em cada
animal;
Ninfas: trata-se do numero de ninfas de carrapato capturadas em cada
animal;
Masc1: trata-se de variavel binaria em que se atribuiu nimero 1 para os
animais de sexo masculino;
Pulgas: trata-se de outra variavel binaria em que se atribuiu 0 numero 1
para a presencga de pulga no animal e o nhumero zero quando nédo havia o
parasita;

Abaixo dos coeficientes ha as estatisticas apresentadas
automaticamente pelo programa e-views 3.0. Assim:

Mean Dependent Variable indica o valor médio da varidvel dependente

(sorocao) calculada. De fato, para o contexto do presente trabalho, 78% dos

animais apresentaram sorologia positiva. O e-views 3.0, com os coeficientes
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apresentados pela regressdo acima indica 80% de infecgao. A diferenca de
resultados é fruto da prépria regressao, a qual, a partir dos dados e supondo
que o modelo empregado se ajusta bem aos fatos deveria encontrar 80% de
animais infectados;

S.E. of regression indica o erro padrao da regressao calculada. O valor
encontrado sera usado para o calculo da estatistica LR, abaixo explicada.

Sum Squared resid indica a soma dos residuos ao quadrado, dado que
também é usado para o calculo da estatistica LR;

Log Likelihood e Restr. Log likelihood s&do estimadores,
respectivamente, do valor maximo da fungéo de verossimilhanca e do valor
maximo da média da fungdo de maxima verossimilhanga quando os
coeficientes dos estimadores sao supostamente iguais a zero. Séo
necessarios para o calculo da estatistica LR;

LR Statistics & analoga a estatistica F da analise de variancia, a qual
serve para testar a validade conjunta dos estimadores e do proprio modelo;

Probability (LR Statistics) é a probabilidade de rejeitar a hipétese nula
referente a estatistica LR. No caso, considera-se rejeitado o modelo se o
resultado for superior a 0,1.

Ha trés critérios, listados nos resultados, para realizar a escolha entre
modelos concorrentes: Akaike, Hannan-Quin e Scwarz, os quais penalizam
modelos com maior numero de parametros e a maior diferengca entre os
resultados previstos pelo modelo e os efetivamente obtidos. Para os trés,
ndo ha valores especificos de referéncia, sendo considerado o melhor

modelo aquele que, em cada um dos critérios, produzir o menor valor;
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McFadden R-Squared é estatistica que varia entre zero e um e é
semelhante a R2, usado nas regressbes comuns e serve ao proposito de
calcular quanto dos resultados é explicado pelo modelo.

De posse das informagdes sobre cada estatistica e dos resultados,
podemos analisa-los a luz delas:

O modelo acima indicado é ruim porque:

a. a probabilidade de rejeicdo dos estimadores é sempre superior a 19%,
quando o comum é aceitar os estimadores com chance de rejeigéo
inferior a 10%;

b. a estatistica LR indica a rejeigdo global dos estimadores, uma vez que foi
igual a 0,56, sendo o comum a aceitagdo dos modelos com probabilidade
de rejeigao inferior a 10%;

c. os critérios de Akaike, Schwarz e Hannan-Quin deverdao servir de
parametros para a reespecificagdo do modelo, o que sera feito adiante, o

mesmo valendo para o R?>de MacFaden.

Perceba-se que o modelo rejeita todas as variaveis mencionadas como
determinantes dos resultados positivos e negativos para a sorologia.
Evidentemente, quando a rejeicdo é geral, requer-se a reespecificagdo do
modelo porque, por exemplo, a elevada correlagdo entre duas variaveis
pode causar a ma estimagdo dos coeficientes dos regressores. Ademais,

dado o resultado da estatistica LR, é indispensavel reespecifica-lo.
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O procedimento &, a luz da teoria, excluir algumas das variaveis
presentes e incluir outras por ventura ausentes, o que foi feito abaixo:

Dependent Variable: CAOSORO

Method: ML - Binary Probit

Dependent Variable: CAOSORO

Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 17:45

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 45

Excluded observations: 32 after adjusting endpoints

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
C 0.631346 0.843209 0.748742 0.4540
IDADE -0.038280 0.392143 -0.097616  0.9222
IDADE2 0.020055 0.050703 0.395543 0.6924
PMACHO 0.046036 0.122193 0.376749 0.7064
PFEMEA -0.018400 0.046101 -0.399135 0.6898
CMACHOS -0.012231 0.011831 -1.033835 0.3012
CFEMEAS 0.034860 0.038161 0.913515 0.3610
NINFAS 0.013607 0.037094 0.366813 0.7138
MASC1 -0.294478 0.510495 -0.576848 0.5640
Mean dependent var  0,8000 S.D. dependent var 0,40452
S.E. of regression  0,4312 Akaike info criterion 1,31437
Sum squared resid  6,6945 Schwarz criterion 1,67570
Log likelihood -20,5733 Hannan-Quinn criter. 1,44907
Restr. log likelihood -22,5181 Avg. log likelihood -0,45718
LR statistic (8 df)  3,8896 McFadden R-squared 0,08637

Probability(LR stat)  0,8669
Obs with Dep=0 9 Totalobs 45
Obs with Dep=1 36
Excluida as variaveis larvas, a qual apresentou maior probabilidade
de rejeicdo na regressdo anterior, percebe-se uma piora consideravel do
modelo porque a estatistica LR se eleva em comparagdo com a situagéo
anterior e, por outro lado, o R?> de McFadden se torna menor. O significado

destes dois resultados é o seguinte: a probabilidade de rejeigdo global das
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variaveis escolhidas para explicar os resultados da sorologia se torna ainda
maior, a0 mesmo tempo em que a correspondéncia entre os resultados reais
e aqueles previstos pelo modelo se torna menor.

Por fim, perceba-se que a exclusdo da quantidade de larvas
encontrada nos animais, do modelo inicial, altera os coeficientes dos
regressores e a probabilidade de que sejam iguais a zero, mas nenhuma das
probabilidades se tornou inferior a 0,1, o que sugere a rejeigdo de outros
estimadores além do que foi excluido.

Dando seguimento as exclusdes e inclusdes, optou-se por excluir

idade e o quadrado da idade. Os resultados séo os seguintes:
Dependent Variable: CAOSORO
Method: ML - Binary Probit
Date: 06/01/10 Time: 17:49
Sample(adjusted): 1 77
Included observations: 47
Excluded observations: 30 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 4 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
o] 0.969119 0.441696 2.194088 0.0282
PULGAS -0.301558 0.645420 -0.467228 0.6403
PMACHO 0.043025 0.123713 0.347780 0.7280
PFEMEA -0.009343 0.048527 -0.192542 0.8473
CMACHOS -0.005205 0.009731 -0.534828 0.5928
CFEMEAS 0.022583 0.031574 0.715219 0.4745
NINFAS 0.019380 0.038374 0.505041 0.6135
MASC1 -0.250458 0.488675 -0.512525 0.6083
Mean dependent 0.3977

var 0.808511 S.D. dependent var 27
1,2626

S.E. of regression 0.422888 Akaike info criterion 64
1,5775

Sum squared resid 6.974.528 Schwarz criterion 83

Log likelihood -21,67260 Hannan-Quinn criter. 1,3811
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likelihood

LR statistic (7 df)
Probability(LR
stat)
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70
0.4611
-22,95364 Avg. log likelihood 19
0.0558
2,562077 McFadden R-squared 10
0.922351
Obs with Dep=0 9 Total obs 47

Obs with Dep=1 38

A exclusdo das variaveis idade e o0 quadrado da idade nao melhorou o

modelo, apesar da redugdo dos critérios de Akaike, de Schwarz e de

Hannan-Quinn. O unico regressor aceito foi C, o qual responde pelos

resultados da sorologia independentemente de qualquer das demais

variaveis. Dada a baixa qualidade da regressdo, atestada tanto pela

probabilidade LR quanto pelo R? de McFadden, a aceitagdo de C pode ser

considerada espuria, ainda mais a luz das proximas regressoes.

Procendendo, entdo, a exclusdo do numero de pulgas de sexo

masculino e do numero daquelas de sexo feminino, mas mantendo-se o

restante das variaveis, tem-se uma pequena melhora do modelo abaixo:

Dependent Variable: CAOSORO

Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 17:52

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 48

Excluded observations: 29 after adjusting endpoints
Convergence achieved after 5 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives



Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.

Cc 0.841527 0.411385 2.045596 88408
PULGAS -0.420022 0.462504 -0.908148 0.3638
CMACHOS -0.003878 0.009429 -0.411285 0.6809
CFEMEAS 0.024350 0.031910 0.763090 0.4454
NINFAS 0.029091 0.040635 0.715905 0.4740
MASCH1 -0.117625 0.450654 -0.261009 0.7941
Mean dependent var 0.791667 S.D. dependent var 0.410414
S.E. of regression 0.422198 Akaike info criterion 1,208250
Sum squared resid 7,486533 Schwarz criterion 1,442150
Log likelihood -22,99800 Hannan-Quinn criter. 1,296641
Restr. log likelihood -24,56352 Avg. log likelihood -0,479125
LR statistic (5 df) 3,131056 McFadden R-squared 0,063734

Probability(LR stat) 0.679789

Obs with Dep=0 10 Total obs 48
Obs with Dep=1 38

Pelos critérios de Akaike, de Schwarz e de Hannan-Quinn, assim
como pelas estatisticas LR e R? de McFadden, trata-se de um modelo
melhor em comparagdo com os anteriores, mas ndo bom o suficiente para
ser aceito. Substituindo a variavel qualitativa da presenga ou da auséncia de
pulgas, assim como do numero de pulgas de sexo masculino e de pulgas de
sexo feminino pela relagdo entre 0 numero destas por aquelas, isto é,
numero pulgas de sexo feminino encontrada em cada animal dividido pelo
numero de pulgas de sexo masculino em cada animal da amostra, tem-se o
seguinte resultado:

Dependent Variable: CAOSORO

Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 17:54

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 23

Excluded observations: 54 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 6 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.

o] 0.931238 0.816798 1.140108 0.2542
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PFPM -3.331314 1.965115 -1.695226 0.0900
CMACHOS -0.024383 0.016491 -1.478539 0.1393
CFEMEAS 0.181339 0.135060 1.342656 0.1794

NINFAS 0.013362 0.068192 0.195945 0.8447

MASC1 0.989537 0.959535 1.031267 0.3024
Mean dependent var 0.826087 S.D. dependent var  0.387553
S.E. of regression 0.338598 Akaike info criterion  1.098671
Sum squared resid 1.949026 Schwarz criterion  1.394886
Log likelihood -6.634712 Hannan-Quinn criter.  1.173168
Restr. log likelihood -10.62685 Avg. log likelihood -0.288466
LR statistic (5 df) 7.984274 McFadden R-squared 0.375665

Probability(LR stat) 0.157104
Obs with Dep=0 4 Total obs 23
Obs with Dep=1 19
Trata-se do melhor modelo pelos critérios de Akaike, de Schwarz e de
Hannan-Quinn, bem como pelas estatisticas LR e R?> de McFadden, sendo
aceito o regressor da relagdo numérica entre pulgas do sexo feminino e do
sexo masculino, a qual diminuiria o risco de infeccdo detectada pela
sorologia. Ocorre que a regressdao acima contou com um numero muito
restrito de casos (apenas 23) e ainda assim foi rejeitada pela estatistica LR
tendo varios regressores igualmente rejeitados, com destaque para C. Com
as caracteristicas negativas apontadas, ainda é prudente rejeitar o modelo.
Dependent Variable: CAOSORO
Method: ML - Binary Probit
Date: 06/01/10 Time: 17:56
Sample(adjusted): 1 77
Included observations: 23
Excluded observations: 54 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 6 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.

C 1.587148 0.612980 2.589234 0.0096
PFPM -2.626605 1.521977 -1.725785 0.0844
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CMACHOS -0.023963 0.014842 -1.614521 0.1064

CFEMEAS 0.130657 0.110709 1.180185 0.2379
Mean dependent var 0.826087 S.D. dependent var  0.387553
S.E. of regression 0.339963 Akaike info criterion  0.988067
Sum squared resid 2.195917 Schwarz criterion  1.185545
Log likelihood -7.362774 Hannan-Quinn criter.  1.037732
Restr. log likelihood -10.62685 Avg. log likelihood -0.320121
LR statistic (3 df) 6.528149 McFadden R-squared 0.307154

Probability(LR stat) 0.088559
Obs with Dep=0 4 Total obs 23
Obs with Dep=1 19

Trata-se do melhor modelo e o ultimo a ser apresentado, uma vez que
a exclusdo de qualquer uma das variaveis leva a pioras sensiveis. Perceba-
se que sdo os menores valores atribuidos aos critérios de Akaike, de
Schwarz e de Hannan-Quinn, sendo as variaveis globalmente aceitas
segundo a estatistica LR e com R? de McFadden relativamente elevado:
0,30. Note-se, no entanto, que se trata de um modelo rodado com apenas 23
animais, um numero pequeno para que se aceita a suposicdo de
normalidade dos residuos.

Quanto ao significado dos coeficientes, tem-se que a sorologia
positiva € fortemente influenciada por outras variaveis que nao as presentes
no modelo em discussao, o que se infere pela variavel C, sendo a relagéo
numérica entre as pulgas de sexo feminino e de sexo masculino (pfpm) um
elemento fortemente desfavoravel a sorologia positiva, dando-se o mesmo
com a quantidade de carrapatos de sexo masculino por animal (cmachos),
mas com efeitos significativamente menores (perceba-se que os valores

encontrados para os regressores devem ser levados em consideragao de
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maneira relativa, ou seja, uns em comparagdo com os outros contribuindo
para a maior ou menor probabilidade de ocorréncia da sorologia positiva ou
negativa e esta é uma caracteristica dos modelos com distribuigdo probit).
Por fim, o modelo rejeita a hipotese de influéncia na sorologia da
quantidade de carrapatos de sexo feminino (prob. 0,23). Dada a pequena
dimensdo da amostra, & possivel que, com amostras maiores, a
probabilidade de que ocorra sorologia positiva aumente significativamente
com o aumento de carrapatos de sexo feminino.
Passando-se ao teste de PCR para L.(L.) infantum, tem-se o primeiro
modelo da seguinte forma:
Dependent Variable: CAOL.(L.) INFANTUM
Method: Least Squares
Date: 06/01/10 Time: 18:00
Sample(adjusted): 1 77
Included observations: 45
Excluded observations: 32 after adjusting endpoints

Dependent Variable: CAOL.(L.) INFANTUM
Method: Least Squares

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
C 0.586215 0.925017 0.633735 0.5263
IDADE 0.152683 0.431008 0.354245 0.7232
IDADE2 0.007237 0.055534 0.130320 0.8963
PULGAS -0.680409 0.817674 -0.832127 0.4053
PMACHO -0.069666 0.170640 -0.408263 0.6831
PFEMEA 0.106307 0.077018 1.380296 0.1675
CMACHOS -0.026779 0.013132 -2.039230 0.0414
CFEMEAS 0.016473 0.022714 0.725207 0.4683
LARVAS 0.783774 1.244495 0.629793 0.5288
NINFAS -0.027245 0.045529 -0.598404 0.5496
MASC1 -0.651478 0.587977 -1.107999 0.2679
Mean dependent var 0.777778 S.D. dependent var 0.420437
S.E. of regression 0.419740 Akaike info criterion 1.285686
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Sum squared resid 5.990175 Schwarz criterion 1.727314
Log likelihood -17.92793 Hannan-Quinn criter. 1.450321
Restr. log likelihood -23.83678 Avg. log likelihood -0.398398
LR statistic (10 df) 11.81770 McFadden R-squared 0.247888
Probability(LR stat) 0.297443

Obs with Dep=0 10 Total obs 45

Obs with Dep=1 35

A primeira regressao rodada para os caes com resultados positivos e
com resultados negativos para leischmania chagasi mostrou-se mais
promissora do que a primeira regressao para sorologia positiva porque ao
menos uma variavel mostrou ser significativa: o niumero de carrapatos
machos em cada animal (cmachos). Curiosamente, o efeito, se mantida a
variavel em outros modelos, é negativo: a um numero maior de carrapatos
machos corresponde uma probabilidade menor de contaminagdao por
leischmania chagasi.

O modelo, tal como se encontra, & globalmente rejeitado pela
estatistica LR e quase todos os regressores, com exceg¢do do mencionado,
foram rejeitados também, o que requer a reespecificagdo do modelo, como
abaixo foi feito.

Dependent Variable: CAOL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 20:44

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 46

Excluded observations: 31 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 4 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
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Cc 0.106134 0.473442 0.224175 0.8226
IDADE 0.184323 0.105871 1.741009 0.0817
CMACHOS -0.012359 0.008330 -1.483768 0.1379
Mean dependent var  0.760870 S.D. dependent var  0.431266
S.E. of regression  0.418353 Akaike info criterion  1.134421
Sum squared resid  7.525832 Schwarz criterion  1.253680
Log likelihood -23.09167 Hannan-Quinn criter.  1.179096
Restr. log likelihood -25.30347 Avg. log likelihood -0.501993
LR statistic (2 df) 4.423601 McFadden R-squared 0.087411
Probability(LR stat) 0.109503
Obs with Dep=0 16  Total obs 46
Obs with Dep=1 30

Apos varias tentativas de simplificagéo, por excluséo, das variaveis do
primeiro modelo, chegou-se a regressdo acima, a qual ndo rejeita
globalmente os estimadores propostos (estatistica LR = 0,109503) e logra
explicar 8% dos resultados (R? de McFadden).

Com relagdo as variaveis estimadas, ndo se rejeita a hipotese de
nulidade do estimador de C (variavel que procura captar os resultados
supondo-se a nulidade dos demais), bem como a quantidade de carrapatos
machos capturados no animal. Ressalte-se, todavia, que a rejeicdo desta
variavel é dubia e, se nao rejeitada, influencia negativamente a probabilidade
de que o animal seja infectado. Por fim, a idade é, aparentemente,

fundamental para a contaminagao.

Analisando-se a presenga de L.(L.) infantum nos caes segundo esta
mesma presenga nos ectoparasitos, separados segundo espécie (pulga e

carrapato) e segundo a fase do ciclo de vida (carrapato adulto macho,
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carrapato adulto fémea, ninfa e larva), foram obtidos os seguintes
resultados:

1. pelo pequeno numero de analises para L.(L.) infantum em larvas de
carrapatos, o programa econométrico ndo foi capaz de obter
estatistica alguma;

2. excluindo-se a variavel acima mencionada e mantendo-se as demais,
foi obtido o seguinte resultado:

Dependent Variable: CAOL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 20:58

Sample(adjusted): 11 78

Included observations: 21

Excluded observations: 47 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 22 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
C -1.976202 2.107045 -0.937902 0.3483
IDADE 0.767628 0.835424 0.918847 0.3582
IDADE2 -0.074472 0.087071 -0.855305 0.3924
PULGAL.(L.) INFANTUM 8.925288 9041980. 9.87E-07 1.0000
CMACHOL.(L.) INFANTUM 1.728015 1.578949 1.094408 0.2738
Mean dependent var  0.761905  S.D. dependent var 0.436436
S.E. of regression  0.381827  Akaike info criterion 1.092482
Sum squared resid  2.332671  Schwarz criterion 1.341178
Log likelihood -6.471060 Hannan-Quinn criter. 1.146455
Restr. log likelihood -11.52636 Avg. log likelihood -0.308146
LR statistic (5 df)y 10.11060 McFadden R-squared 0.438586

Probability(LR stat) 0.038605

Obs with Dep=0 5 Total obs 21
Obs with Dep=1 16
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A regressao acima sofre de graves problemas, a comegar pelo exiguo
numero de observagdes: apenas 21. Apesar disto, os regressores nao foram
globalmente rejeitados pela estatistica LR, ainda que isto ndo tenha ocorrido
com cada regressor, apesar de o modelo lograr explicar até 43% dos
resultados, conforme o R? de McFadden. Talvez um nimero maior de
elementos pudesse levar a aceitagédo do modelo.

Depurando-o, todavia, chegou-se a algo melhor, como abaixo

indicado:

Dependent Variable: CAOL.(L.) INFANTUM

Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 21:02

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 51

Excluded observations: 26 after adjusting endpoints
Convergence achieved after 3 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
C 0.253347 0.283542 0.893507 0.3716
CFEMEAL.(L.) INFANTUM 1.595249 0.522778 3.051484 0.0023
Mean dependent var  0.823529  S.D. dependent var 0.385013
S.E. of regression 0.343087  Akaike info criterion 0.779526
Sum squared resid  5.767742 Schwarz criterion 0.855284
Log likelihood -17.87792  Hannan-Quinn criter. 0.808475
Restr. log likelihood -23.76596  Avg. log likelihood -0.350547
LR statistic (1df) 11.77609  McFadden R-squared 0.247751

Probability(LR stat) 0.000600
Obs with Dep=0 9 Total obs 51
Obs with Dep=1 42
Com apenas duas variaveis (C — responsavel pela explicagdo dos

resultados na hipotese de nulidade da outra varidavel e cfemea L.(L.)
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infantum — que apresenta os resultados de pcr para as fémeas de carrapato)
logrou-se a aceitagdo da regressado (segundo a estatistica LR) com critérios
melhores em comparagao com o modelo inicial (segundo os critérios de
Akaike, de Schwarz e de Hannan-Quinn) e com um R? de McFadden de
0,247.

Comegando pelos carrapatos machos com leishmania chagasi, tem-

se os resultados abaixo:

Dependent Variable: CMACHOL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 16:38

Sample(adjusted): 11 78

Included observations: 42

Excluded observations: 26 after adjusting endpoints
Convergence achieved after 4 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives

Variable  Coefficient Std. Error  z-Statistic Prob.

C -0,673634 0.670620 -1,004494 0,315100
IDADE  -0,187370 0,107041 -1,750461 0,080000
CAOL.(L.) INFANTUM 1,448556 0,658468 2,199888 0,027800

Mean dependent var 0,380952 S.D. dependent var  0,49151
S.E. of regression 0,463902 Akaike info criterion  1,27317
Sum squared resid 8,393015 Schwarz criterion  1,39729
Log likelihood -23,736610 Hannan-Quinn criter.  1,31867
Restr. log likelihood -27,910190 Avg. log likelihood -0,56516
LR statistic (2 df) 8,347163 McFadden R-squared 0,14954
Probability(LR stat) 0,015397
Obs with Dep=0 26 Total obs 42
Obs with Dep=1 16

Fazendo uso da distribuigdo probit, verifica-se, pelos resultados
acima, que a detecgdo, por pcr, de leishmania chagasi no grupo de

carrapatos machos capturados em um céo (cmachoL.(L.) infantum) pode ser
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explicada pela idade do animal em que o grupo foi colhido e pela propria
contaminagao do cdo pelo mesmo microorganismo.

Note-se que os coeficientes dos regressores (idade = -0,18737 e
caol.(L.) infantum = 1.448556) devem ser analisados relativamente e que
cada qual indica a probabilidade de contaminagdo. Assim, o efeito da
contaminagdo do cao é muito maior (1.58) do que o efeito negativo da idade
que apresenta.

A estatistica LR nao rejeita 0 modelo e a estatistica R* de McFadden
indica que aproxiadamente 15% dos resultados pode ser explicado pelo
modelo.

Por fim, a rejeigdo do regressor C indica que a anulagdo das outras
duas variaveis (L.(L.) infantumcao e idade) leva também a auséncia de
leishmania chagasi entre os carrapatos machos.

Realizando o0 mesmo exercicio para o caso das fémeas contaminadas
por leishmania chagasi, tem-se os resultados abaixo:

Dependent Variable: CFEMEAL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit

Date: 06/01/10 Time: 16:50

Sample(adjusted): 1 77

Included observations: 45

Excluded observations: 32 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 3 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic ~ Prob.
C -1,205316 0,647254 -1,862198 0,0626
IDADE -0,004091 0,089475 -0,045718 0,9635
CAOL.(L.) INFANTUM 1,732687  0,600935 2,883320 0,0039
Mean dependent var  0,577778 S.D. dependent var 0,499495
S.E. of regression  0,450765 Akaike info criterion 1,257617
Sum squared resid  8,533925 Schwarz criterion 1,378061

Log likelihood -25,29638 Hannan-Quinn criter. 1,302517
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Restr. log likelihood -30,64496 Avg. log likelihood -0,562142
LR statistic (2 df) 10,69716 McFadden R-squared 0,174534
Probability(LR stat)  0,004755

Obs with Dep=0 19 Total obs 45
Obs with Dep=1 26

O que os resultados acima indicam é: uma boa adequagé&o do modelo
(probabilidade LR < 0,1) e um bom ajustamento aos dados (R? de McFadden
= 0,1748). No entanto, distintamente do caso dos carrapatos machos, a
idade nao parece ser um bom regressor, ja que a probabilidade de que o
coeficiente encontrado (-0,004091) ndo seja diferente de zero é 0,98.

Dada a necessidade de melhorar o modelo, pode-se ou excluir a
variavel idade ou, ainda, a variavel que responde pela contaminagéo por
leishmania chagasi, detectada por pcr, do cdo. Rodando uma regressao
excluindo-se a contaminagdo do cado e mantendo a idade, tem-se uma piora
consideravel do modelo: ndo apenas a variavel idade continua a ser
rejeitada como, também, cai significativamente o R? de Macfadden (0,0012)
e a probabilidade de rejeicdo do modelo se eleva abruptamente (0,79).

Excluindo-se a variavel idade, todavia, tem-se os resultados abaixo:
Dependent Variable: CFEMEAL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit
Date: 04/30/10 Time: 09:49
Sample(adjusted): 1 77
Included observations: 46
Excluded observations: 31 after adjusting endpoints
Convergence achieved after 3 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.

C -1.335178 0.529781 -2.520246 0.0273
CAOL.(L.) INFANTUM 1.739856 0.572985 3.036479  0.0025

Mean dependent var  0.607843 S.D. dependent var  0.493089
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S.E. of regression 0.439395  Akaike info criterion 1.186934
Sum squared resid  9.460317 Schwarz criterion  1.262692
Log likelihood -28.26681  Hannan-Quinn criter. 1.215883
Restr. log likelihood -34.15486 Avg. log likelihood -0.554251

11.77609 McFadden R- 0.172393
LR statistic (1 df) squared

Probability(LR stat) 0.000600

Obs with Dep=0 20 Total obs 51
Obs with Dep=1 31

Excluindo-se a idade, verifica-se que a presencga de contaminagao por
L.(L.) infantum no grupo de fémeas de carrapato extraidas de cada céo é
dependente da contaminagéo do préprio cao, independentemente da idade
que possua. Por outro lado, a presenga de resultados negativos para o pcr
para L.(L.) infantum no cao (caoL.(L.) infantum = Q) reduz substancialmente
a probabilidade de contaminagdo do grupo de carrapato fémea, o que se
infere pelo sinal negativo da variavel C, cujo estimador nao foi rejeitado.
Procurou-se verificar quais foram os determinantes da contaminagao
de larvas e de ninfas por L.(L.) infantum. O pequeno numero de observagdes
impediu a realizagéo deste exercicio.
Para determinar o que, entre as variaveis disponiveis, contribui para que o
grupo de pulgas retirado de determinado cao tenha resultado positivo em pcr
para leishmania spp, procedeu-se as regressdes de estilo, sendo que a que
melhor respondeu ao parametros esperados foi a seguinte:
Dependent Variable: PULGAL.(L.) INFANTUM
Method: ML - Binary Probit
Date: 06/01/10 Time: 21:33
Sample(adjusted): 1 78
Included observations: 32
Excluded observations: 46 after adjusting endpoints

Convergence achieved after 4 iterations
Covariance matrix computed using second derivatives
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Variable Coefficient Std. Error  z-Statistic Prob.

IDADE -0.868514 0.401797 -2.161573 0.0307

IDADE2 0.099274 0.053148 1.867889 0.0618

CAOL.(L.) INFANTUM 1.634456 0.711588 2.296913 0.0216
Mean dependent var  0.406250 S.D. dependent var 0.498991
S.E. of regression 0.461010  Akaike info criterion 1.304904
Sum squared resid  6.163381 Schwarz criterion 1.442317
Log likelihood -17.87846  Hannan-Quinn criter. 1.350452

Avg. log likelihood -0.558702

Obs with Dep=0 19 Total obs 32
Obs with Dep=1 13

O problema com a regressao acima é a amostra diminuta (32 casos) e
a auséncia de duas estatisticas fundamentais: R?> de McFadden e LR, as
quais indicam, respectivamente, o quanto dos resultados é explicado pelo
modelo e a ndo rejeicdo global dos parametros estimados. Isto se deveu ao
fato de que ha uma forte correlagdo entre a variavel C (ausente do modelo
acima) e a variavel cao L.(L.) infantum. A primeira procura captar a
ocorréncia do evento pulgaleishspp positivo, isto &, a deteccdo de
leishmaniose no grupo de pulgas extraido do cdo quando os demais
parametros sdo nulos. A segunda, por seu turno, € o resultado do pcr para
leishmania chagasi no cao de onde o grupo de pulgas foi coletado.

Apesar da auséncia mencionada, verifica-se a nao-rejeicao das
variaveis idade, idade2 e caoL.(L.) infantum, ou seja, a maior idade dos caes
contribui para a obtengéo de resultados negativos para leishmania chagasi
nas pulgas, mas os efeitos tendem a ser cada vez menores na medida em

que a idade avanga (o que é indicado por idade2). Por fim, a chance de o
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grupo de pulgas ter a leishmania é fortemente influenciado pela leishmania
no cao.

Assim, nos grupos de pulgas extraidos de caes novos espera-se a
auséncia de leishmania, efeito que tende a desaparecer na medida em que o
tempo passa em fungéo de idade2, isto &, o quadrado da idade do c&o. No
que respeita ao cao com leishmania chagasi, a probabilidade de que o grupo
de pulgas dele extraido tenha 0 mesmo microorganismo € positiva e alta em

comparagao com as outras duas variaveis.
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