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RESUMO

A relacdo entre o homem e os animais tem se estreitado contribuindo para o
surgimento de doencas conhecidas como zoonoses. Os cdes ainda sao o0s
animas domeésticos que mais se fazem presentes no ambito domiciliar,
contribuindo para a ocorréncia de zoonoses. Dentre estas doencas as
causadas por parasitos gastrintestinais e por protozoarios como Toxoplasma
gondii e Neospora caninum, se destacam. Outra importante zoonose,
amplamente difundida no Brasil, é a leishmaniose, causada pelo protozoario do
género Leishmania, que incluem varias espécies, manifestando-se na forma
visceral ou tegumentar e que tem como principal reservatério os céaes, que
participam na manutencéo do ciclo do parasito. A cidade de Manaus, capital do
estado do Amazonas, é a maior cidade da regido norte e, apesar da
importancia do municipio, praticamente nada se sabe sobre a epidemiologia de
agentes zoondticos, tanto em humanos como em animais. O objetivo do
presente estudo foi determinar a prevaléncia de parasitos gastrintestinais em
fezes de cdes domiciliados e a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii, anti-N.
caninum e anti-Leishmania spp. no soro desses caes e realizar o diagnéstico
molecular de Leishmania infantum, no coagulo sanguineo, bem como avaliar os
fatores de risco associados a ocorréncia desses patdgenos na area estudada.
Para tanto 401 amostras de fezes e 154 amostras de soro foram obtidas de
cdes das seis zonas do municipio e analisadas por técnicas
coproparasitolégicas e pesquisa de anticorpos séricos, respectivamente. Do
coagulo sanguineo pesquisou-se, pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase,
DNA de L. infantum. Os animais eram de ambos 0s sexos e com idade que
variou de 45 dias a 12 anos. No momento das coletas um questionario
epidemioldgico foi feito com os tutores. A prevaléncia de caes positivos a
parasitos gastrintestinais foi de 4% (IC 95% = 2,1% - 5,9%) com prevaléncia de
2% para Ancylostoma spp, 0,25% para Toxocara canis e 0,25% para
Strongyloides stercoralis. A prevaléncia de protozoarios foi de 1,0% para
Giardia spp, 0,25% para Cystosisospora spp e 0,25% para Cryptosporidium
spp. A pesquisa de anticorpos para T. gondii e N. caninum, realizados pela

Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, encontrou, respectivamente, 19



(12,3%; IC 95% = 7,1% - 17,5%) e 3 (1,9%; IC 95% = 0,4% - 5,6%) caes
reagentes. De todas as varidveis pesquisada somente cdes que mantem
contato com outros caes apresentaram associacdo (p< 0,05) com a presenca
de anticorpos contra T. gondii. A pesquisa de anticorpos para Leishmania spp
foi realizada utilizando a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
detectou 32 (20,8% - IC 95% = 14,4% - 27,2%) animais positivos. DNA de
Leishmania infantum foi detectado 60 (39.0% - 95% ClI = 31.3% - 46%)
amostras pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) indicando a circulacéo
desse agente em caes da cidade de Manaus, recomendando-se estudos para

isolamento desse parasito.

Palavras-chave: Parasitos Gastrintestinais; Toxoplasma gondii; Neospora

caninum; Leishmania spp.; Cao; Manaus.



ABSTRACT

The relationship between man and animals has become closer, contributing to
the emergence of diseases known as zoonoses. Dogs are still the domestic
animals that are most present in the home environment, contributing to the
occurrence of zoonoses. Among these diseases, those caused by
gastrointestinal parasites and by protozoa such as Toxoplasma gondii and
Neospora caninum, stand out. Another important zoonosis, widely spread in
Brazil, is leishmaniasis, caused by the protozoan of the genus Leishmania,
which includes several species, manifesting in the visceral or integumentary
form and whose main reservoir is dogs, which participate in the maintenance of
the parasite's cycle. The city of Manaus, capital of the state of Amazonas, is the
largest city in the northern region and, despite the importance of the city,
practically nothing is known about the epidemiology of zoonotic agents, both in
humans and animals. The aim of the present study was to determine the
prevalence of gastrointestinal parasites in feces of domesticated dogs and the
occurrence of anti-T. gondii, anti-N. caninum and anti-Leishmania spp. in the
serum of these dogs and perform the molecular diagnosis of Leishmania
infantum, in the blood clot, as well as evaluate the risk factors associated with
the occurrence of these pathogens in the studied area. For this purpose, 401
fecal samples and 154 serum samples were obtained from dogs from the six
areas of the city and analyzed by coproparasitological techniques and serum
antibody testing, respectively. From the blood clot, DNA of L. infantum was
investigated by Polymerase Chain Reaction. The animals were of both sexes
and aged between 45 days and 12 years. At the time of collections, an
epidemiological questionnaire was made with the tutors. The prevalence of
positive dogs for gastrointestinal parasites was 4% (Cl 95% = 2,1% - 5,9%) with
prevalence values of 2% for Ancylostoma spp, 0.25% for Toxocara canis and
0.25% for Strongyloides stercoralis. The prevalence of protozoa was 1.0% for
Giardia spp, 0.25% for Cystosisospora spp and 0.25% for Cryptosporidium spp.
The occurrence of antibodies to T. gondii and N. caninum, analyzed by the
Indirect Fluorescence Antibody Test, was, respectively, 12.3% (19; Cl 95% =
7.1% - 17.5%) and 1.9% (3; Cl 95% = 0.4% - 5.6%). Of all variables analyzed,



only dogs that maintain contact with other dogs were associated (p < 0.05) with
the presence of antibodies against T. gondii. The investigation of antibodies to
Leishmania spp was carried out using the immunofluorescent antibody assay
(IFAT) and 32 (20.8% - 95% CI = 14.4% - 27.2%) animals were positives.
Leishmania infantum DNA was detected in 60 (39.0% - 95% CI = 31.3% - 46%)
using polymerase chain reaction indicating the circulation of this agent in dogs
in the city of Manaus, recommending studies to isolate this parasite.

Keywords: Gastrointestinal parasites; Toxoplasma gondii; Neospora caninum;

Leishamnia spp.; Dog; Manaus.
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1. INTRODUCAO

Devido ao estreitamento da reilagcdo homem/animal, faz-se necessario
conhecer e avaliar o impacto que essa relacdo pode causar no tangente a
saude humana e animal. Os animais, principalmente os domésticos, podem se
tornar fonte de infeccdo de importantes agentes zoondticos de origem
parasitaria, bacteriana e fungica (FIALHO, 2019).

Os cées sao, dentre os animais domésticos, 0s que possuem maior
interacdo com o ser humano. Estima-se que aproximadamente 44,3% da
populacdo brasileira possua um ou mais cédes domiciliados (SCHNEIDER,
2018). Entretanto, apesar dessa participacdo ativa no ambito familiar, alguns
tutores deixam a desejar no que diz respeito a0 manejo e aos cuidados
sanitarios oferecidos aos seus animais, fazendo com que haja maior
probabilidade de surgimento de doencgas. No Brasil, além da alta taxa de cées
errantes, cerca de 30 milhdes (OMS, 2019), existem também os problemas de
saneamento basico, bastante precario em varias regides, contribuindo para o
aparecimento de doencas nos animais domeésticos e nos humanos (JUNIOR &
BARBOSA, 2013).

1.1. Parasitos gastrintestinais

As parasitoses sdo as causadoras das principais doencas que
acometem o trato gastrintestinal, tanto do homem quanto dos animais,
ocasionando distarbios gastrentéricos e quadros de diarréia, desidratacao e
perda de peso (CAVALINI & ZAPPA, 2011). Estes disturbios tendem a diminuir
a imunidade do hospedeiro fazendo com que o individuo apresente, inclusive,
baixo desenvolvimento. Dentre essas parasitoses, nos cées, destacam-se as
zoonoticas de origem gastrentéricas, causadas por protozoarios do género
Giardia spp e Cryptosporidium spp e por nematoides ancilostomatideos e
ascarideos (FUNADA et al., 2007).

A giardiase é uma parasitose intestinal, distribuida em todo mundo e de
ampla importancia zoonotica, tendo como formas infectantes os cistos e 0s
trofozoitos e que pode ser adquirida atraves da ingestdo de alimentos ou agua
contaminados pelos cistos, eliminados nas fezes (OLIVEIRA et al., 2010).

Acomete, principalmente, animais imunossuprimidos ou jovens, sem predile¢céo
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por racas e sexo (CAVALINI & ZAPPA, 2011). Devido a importancia da
veiculacdo hidrica deste agente, ambientes com saneamento bésico precario
sdo altamente propicios para a propagacdo do protozoario (GENNARI et al.,
1999).

A criptosporidiose, doenca causada pelo protozoario Cryptosporidium
spp., € prevalente em varios paises e considerada negligenciada pela
Organizacdo Mundial de Saude (SAVIOLI, 2006). Cryptosporidium pode levar a
diarréia em humanos e animais, inclusive os caes. As espécies predominantes
de infeccédo sao C. hominis e C. parvum em humanos e C. canis em cées. No
entanto, C. canis pode infectar humanos imunocomprometidos (ITOH et al.,
2019).

Ferramentas de diagndstico molecular colaboraram muito para a
compreensao da transmissao desses importantes protozoarios zoonéticos,
considerados os de maior importancia dentre os que utilizam a via hidrica de
transmissao. Estas ferramentas permitiram identificar a relagédo entre o parasita
e os diferentes hospedeiros indicando as espécies de Cryptosporidium e o0s
assemblages de Giardia melhor adaptados ao homem e aos hospedeiros
animais (XIAO & FENG, 2017).

Dentre os nematdides que infectam os cdes o ascarideo, Toxocara
canis e, 0 ancilostomatideo, Ancylostoma caninum, agente etiolégico da Larva
Migrans Visceral e Larva Migrans Cutanea, respectivamente, sdo zoonoses de
ampla ocorréncia no Brasil e no mundo (VASCONCELOS et al., 2006).

Estudos de ocorréncia de parasitos gastrintestinais em caes no Brasil
foram realizados em vérias regides sendo 0s nematoides mais prevalentes
Ancylostoma caninum e Toxocara canis e 0s protozoarios Giardia spp,
Cryptosporidium spp e Cystoisospora spp (VASCONCELOS et al.,, 2006;
FUNADA et al., 2007; KLIMPEL et al.,, 2010; FERREIRA et al., 2013;
FERREIRA et al., 2016).

Labruna et al. (2006) realizaram um dos poucos estudos de prevaléncia
de parasitos gastrintestinais em cées domiciliados da regido norte do Brasil, no
Estado de Ronddnia. Das 95 amostras examinadas o parasito mais prevalente
foi Ancylostoma spp. (73,7%), seguido por Toxocara canis (18,9%), Giardia

spp. (8,4%) e Cryptosporidium parvum (2,1%).
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Outros agentes parasitarios sdo também frequentemente descritos em
cades, como Trichuris vulpis, Dipylidium caninum e Strongyloides stercoralis
estes parasitos também ja descritos infectando humanos (GENNARI et al.,
2001; MARQUEZ-NAVARRO et al., 2012).

Na cidade de Manaus, Pereira Junior e Barbosa (2013) examinaram
amostras de fezes de 80 cédes errantes do municipio e, em todas as amostras,
helmintos ou protozoérios estavam presentes, com maior prevaléncia (85%)
para Ancylostoma spp. No mesmo municipio, um estudo realizado com cées
domiciliados e errantes encontrou 29,4% (10/34) de cées positivos;
Ancylostoma spp., Trichuris vulpis e Toxocara spp. foram os helmintos mais
prevalentes e Cystoisospora spp. e Giardia spp. 0s protozoarios de maior
prevaléncia (PEREIRA et al., 2012).

1.2. Toxoplasma gondii

A toxoplasmose é uma importante zoonose, comum em todo o mundo
e de elevada prevaléncia em humanos e animais no Brasil (DUBEY et al.,
2012). Os felideos sdo os Unicos animais que excretam oocistos de T. gondii
pelas fezes, hospedeiros definitivos do parasito, e mais de 350 espécies de
mamiferos e aves ja foram descritas como hospedeiros intermediarios
(DUBEY, 2010). Um gato pode excretar milhdes de oocistos que, ho ambiente,
tornam-se infectantes e podem permanecer vidveis por meses no meio externo,
dependendo da umidade e da temperatura (DUBEY, 2010). Animais e o
homem podem se infectar ingerindo alimentos ou dgua contaminados com
oocistos ou pelo consumo de cistos teciduais de T. gondii, presentes em carnes
cruas ou mal cozidas, de animais infectados pelo coccidio. H4 ainda uma
importante forma de infec¢cdo, a transplacentaria, que ocorre, em especial,
quando a méae se infecta durante a gestacdo e as formas de multiplicacéo
rapida do parasito, os taquizoitos, atingem o feto (DUBEY, 2010).

Caes reagentes a anticorpos contra T. gondii ja foram descritos em
praticamente todos os estados brasileiros (DUBEY et al., 2012) e, no estado do
Amazonas, ha um unico estudo, de 1980, no qual a ocorréncia de anticorpos

contra T. gondii foi avaliada em cées errantes da cidade de Manaus, pelo teste
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de hemaglutinacdo, com ocorréncia de 68%, com 13 dos 19 caes examinados
reagentes (FERRARONI e MARZOCHI, 1980).

Revisao sobre toxoplasmose no Brasil (DUBEY et al.,, 2012), com
estudos de 1968 a 2012, bem como revisdo mais recente sobre toxoplasmose
canina (DUBEY et al., 2020) apresenta dados de ocorréncia de anticorpos em
cdes domiciliados, errantes, urbanos e rurais brasileiros, com ocorréncia de
3,1% a 91% nos cdes domiciliados. Entretanto, devido as diferentes
metodologias e pontos de cortes empregados, comparacdes devem ser feitas
com cuidado. Na ultima revisdo de Dubey et al. (2020), 42 novos estudos sobre
ocorréncia de T. gondii em cées do Brasil foram descritos, entretanto nenhum

estudo foi realizado no estado do Amazonas (DUBEY et al., 2020).

1.3. Neospora caninum

O coccidio Apicomplexa Neospora caninum, causador da neosporose,
€ considerado, em algumas regides do mundo, como o principal responsavel
por abortos em bovinos e em caes, especialmente nos neonatos, podendo
causar doenca neuromuscular (DUBEY et al., 2007). Morfologicamente é um
coccidio semelhante ao T. gondii, porém diferentes biologicamente, além de
ndo ser considerado um agente zoonético. Apesar de anticorpos contra N.
caninum ja terem sido encontrados em humanos, o parasita ndo foi detectado
em tecidos humanos (TRANAS et al., 1999).

N. caninum tem como hospedeiro definitivo os canideos domeésticos e
alguns géneros de canideos selvagens, como 0s coiotes e lobos cinzentos e
varios animais de sangue quente como hospedeiros intermediarios. Os
canideos eliminam oocistos ndo esporulados em suas fezes que, via alimentos
e agua, podem infectar uma série de outras espécies animais. Nos bovinos a
infeccdo em fémeas gestantes, dependendo da fase da gestacdo na qual
ocorra a infec¢do, pode causar abortos ou nascimento de bezerros saudaveis,
entretanto ja infectados pelo parasito (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Os taquizoitos (na fase aguda da doenca), os bradizoitos (presentes
nos cistos teciduais) e 0s esporozoitos (nos oocistos) sdo o0s trés estagios

infecciosos do N. caninum. Os taquizoitos e os bradizoitos ocorrem nos tecidos
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nos hospedeiros intermediarios e 0s oocistos sdo excretados pelos canideos
através das fezes (CERQUEIRA- CEZAR et al., 2017).

Estudos realizados no Brasil ttm mostrado que contato entre caes e
bovinos € um fator de risco para a infeccdo dos cdes pelo N. caninum
(FERNANDES et al.,, 2004; PLUGGE et al., 2008; CUNHA et al., 2008;
SICUPIRA et al.,, 2012). Entretanto em um estudo sobre a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum em caes da microrregido da serra de Botucatu, em
Sao Paulo, observou-se uma maior ocorréncia nos cdes do meio urbano
(MORAES et al., 2008).

Em um estudo realizado na regido amazonica, com amostras dos
estados de Mato Grosso e Tocantins, com cdes de aldeias indigenas,
observou-se ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum de 9,8%, com 32 dos
325 caes examinados positivos (MINERVINO et al., 2012). No estado do
Par4, também regido norte brasileira, cdes do meio urbano e ndo domiciliados
e cdes do meio rural, foram examinados para anticorpos contra N. caninum,
com 14% e 11,1% de positividade, respectivamente; diferenca significativa ndo
foi observada entre os cées que viviam no meio urbano e rural (VALADAS et
al., 2010).

1.4. Leishmania spp

As leishmanioses, reconhecidas como antropozoonoses, sdo de ampla
distribuicdo mundial e causadas pelo protozoério Leishmania. Por incluir varias
espécies, manifestam-se de duas formas: visceral e tegumentar. O agente tem
como principal vetor espécies variadas de dipteros que se alimentam de
sangue, conhecidos como flebotomineos (MARCONDES & ROSSI, 2013).
Sendo considerado o principal reservatério doméstico, os cées possuem
participagdo na manutencéo do ciclo da doenca, compondo relagdo na cadeia
de transmissao da leishmaniose visceral (COSTA, 2020).

A leishmaniose visceral, considerada de maior importancia em saude
publica, é também a que apresenta a maior ocorréncia em canideos (FEITOSA
et al., 2000). Entretanto o estado do Amazonas € considerado regido endémica
para leishmaniose tegumentar americana em seres humanos e, em 2011,

apresentou uma incidéncia de 64,5 casos por 100.000 habitantes (SINAM,
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2011). De 90 pacientes atendidos com lesGes cutaneas em uma Unidade
Bésica de Saude, localizada na cidade de Rio Preto da Eva, interior do
Amazonas, todos foram positivos para leishmaniose tegumentar com descricéo
de espécies variadas identificadas no estudo (FIGUEIRA et al., 2014).

Reis et al. (2011) analisaram 600 cdes nas seis zonas urbanas da
cidade de Manaus, utilizando de variados métodos de diagndstico e 12,5%
apresentaram-se soro reativos, constatando que h& circulacdo de cdaes
infectados por Leishmania (Viannia) spp. em Manaus, participando no ciclo da
leishmaniose tegumentar no Amazonas. Entretanto ndo ha descricdo de cées
ou humanos infectados pela forma visceral no municipio até o presente
momento, apesar do muito baixo nimero de pesquisas nesse sentido.

O diagnostico das Leishmanioses sdo motivos de muitos estudos numa
tentativa de obter um método de alta sensibilidade e especificidade. CatLeish-
PCR é uma ferramenta recente e que pode ser usada para o diagnostico de
leishmaniose visceral por ser uma ferramenta que supera 0s problemas
recorrentes de baixa sensibilidade que as metodologias de visualizac&o direta
apresentam e supera ainda os exames de baixa especificidade e concordancia
entre 0os métodos sorolégicos que sdo geralmente recomendados para o
diagndstico dessa doenca (SILVA et al., 2019).

1.5. Municipio de Manaus, Amazonas

Um estudo do Instituto Trata Brasil (OLIVEIRA et al., 2018) descreve a
Regido Norte como a que possui 0 saneamento basico mais precéario de todo o
Brasil, favorecendo uma série de doencas, entre elas as parasitoses em humanos
e em animais. Entretanto, dentre os Estados dessa regido o Atlas de
Desenvolvimento Humano do Brasil de 2010
(http://www.atlasbrasil.org.br/2013/pt/perfil_uf/amazonas) aponta o Estado do
Amazonas com um IDH (indice de Desenvolvimento Humano) de 0,674, o mais
alto dentre os Estados da regido norte e o 18° dentre os 26 Estados brasileiros.

A cidade de Manaus, regido conhecida pela Zona Franca, se tornou
atrativa pelas oportunidades de trabalho na regifio. E o municipio mais

populoso, com 2.219.580 habitantes e 0 mais rico da Amazénia, entretanto com
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graves problemas sociais e de infraestrutura (IBGE, 2021), com um IDH de
0,737 sendo o maior dentre os 62 municipios do estado (IBGE, 2021).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS, 2015), no Estado do
Amazonas havia cerca de 1.051.000 animais, sendo 727 mil cdes e 43% desses
animais eram domiciliados. Na capital, Manaus, estima-se que existam 205.771
caes domiciliados. No tangente a populacdo de cdes errantes, ndo existem dados
quantitativos, frente a dificuldade de monitoramentos dos animais, pois o servico de
microchipagem e outros servigos publicos veterinarios s6 sdo possiveis mediante a

presenca de um tutor responsavel e identificado (SEMSA, 2017).

2. JUSTIFICATIVA

Estudos realizados em Manaus, com parasitoses gastrintestinais de
humanos, encontraram, em algumas regibes do municipio, 100% de
positividade para parasitos intestinais, sendo 30,7% para helmintos e 69,3%
para protozoarios (CRUZ et al., 2015). Estudos realizados com cées tiveram
um enfoque em caes errantes ou utilizando amostras de fezes de cées levados
para tratamentos em clinicas veterinarias, ndo abrangendo todas as zonas do
municipio (PEREIRA et al., 2012; PEREIRA JUNIOR et al., 2013). Em relacéo
ao controle das verminoses humanas, Labruna et al. (2006) recomendam que
um rigoroso controle das verminoses canina deva ser associado aos
programas de controle dessas doengcas em humanos, sugerindo estudos em
conjunto para o melhor conhecimento da epidemiologia desses agentes nas
diferentes regibes do pais. Vale ressaltar que uma grande quantidade de
farmacos utilizados no controle de parasitas intestinais de cées, ndo sédo de
amplo espectro, com grande parte deles agindo somente sobre helmintos nas
doses recomendadas, e estes séo justamente os medicamentos mais utilizados
para tratamento e prevencao dessas infec¢des, entretanto uma boa parte dos
agentes parasitarios ndo é afetada por tais medicamentos (FERREIRA et al.,
2016).

Toxoplasma gondii e Neospora caninum, ambos infectam cées e o
primeiro representa uma importante zoonose, porém nao ha estudos recentes
nessa espécie no Estado do Amazonas e, associado aos parasitos

gastrintestinais, ndo tem merecido a mesma aten¢do que vem sendo dada em
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outras regides do pais, onde ha muito mais informacdes e possibilidades de
introducdo de métodos de controle. Da mesma forma, as infeccdes descritas
em cées por Leishmania spp no Estado, sdo a forma tegumentar (GUERRA et
al., 2007). Reis et al. (2011) descreveram dois casos de cdes do mesmo estado
infectados por L. infantum, entretanto foram considerados casos importados.

Devido ao aumento populacional da cidade de Manaus, a expanséo de
habitacbes e aproximacdo com a mata, além de relacdo da populagcdo com
animais domeésticos, como os caes, fez-se necessario expandir o0 conhecimento
acerca de importantes doencgas zoongticas, de origem parasitarias, presentes
nos caes domiciliados do municipio.

Considerando que existem poucos estudos sobre esse tema em caes
na regido norte, inclusive na capital do Amazonas, o estudo pretende
preencher parte dessa lacuna e avaliar a ocorréncia de parasitos
gastrintestinais e de anticorpos contra T. gondii, N. caninum e Leishmania spp,

além de possiveis fatores de risco para as infecgdes.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo, realizado com cédes domiciliados do municipio de

Manaus, Amazonas, teve por objetivos:

Avaliar a prevaléncia de parasitos gastrintestinais em amostras fecais e
determinar associacdes entre a presenca dos parasitos e a idade, o sexo e
a zona da residéncia do cao;

Avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em amostras de
soros e determinar associacdes com a idade, o sexo, a zona da residéncia
do céo, o tipo de alimentacéo, contato com gatos, contato com outros caes
e frequentar a rua;

Avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em amostras de
soro e determinar associagbes com a idade, 0 sexo, a zona de residéncia
do cdo, o tipo de alimentac&o, contato com outros caes e frequentar a rua;
Avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania spp., a deteccao
molecular de Leishmania infantum e determinar associacées com a zona de
residéncia do cédo, sexo, idade, raca, se tem acesso a rua e contato com

outros caes.
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Santo Amaro, sob o
numero 020/2020.

4.1. Local de Coleta e Calculo Amostral

O estudo foi conduzido na cidade de Manaus, capital do estado do
Amazonas. O municipio de Manaus compreende cerca de 11.401 km? de area
e uma estimativa de 2.219.580 habitantes e tem como coordenadas
geograficas 3°6'6.98"S e 60°1'30"W (IBGE,2021). Se localiza na parte central
da bacia Amazénica, na margem esquerda do Rio Negro, o clima de Manaus é
considerado tropical umido de moncdo (RIBEIRO,1991), com temperatura
média anual de 27°C e indice pluviométrico em torno de 2.300 milimetros
anuais (SILVA, 2012).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNE, 2015), no Estado do
Amazonas havia cerca de 727 mil caes, sendo 43% domiciliados e na capital,
Manaus, estima-se que exista 205.771 caes domiciliados.

O numero de amostras de fezes de cades domiciliados que deveria ser
obtida no estudo para avaliacdo da prevaléncia de parasitos gastrintestinais foi
definido com a formula para amostras aleatoérias simples (THRUSFIELD, 2007),

esp esp

d2

oz i-pr,)

em que n = ndmero minimo de animais, Z = 1,96 (valor para o nivel de
confianca de 95%), P = prevaléncia esperada de 50% (maximizacdo da
amostra) e d = erro amostral de 5%. Feito o calculo o numero amostral foi de
384 cées. Foram coletadas amostras de fezes de 401 cées domiciliados da
zona urbana na cidade de Manaus. Desse total, os tutores permitiram a coleta
de sangue de 144 (35,9%) animais e de 10 céaes foi possivel coletar apenas
amostra de sangue, somando um total de 401 amostras de fezes e 154 de

sangue.
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As coletas foram feitas nas residéncias, de forma a cobrir toda a cidade
que € dividida em seis zonas: Norte (ZN), Sul (ZS), Centro Sul (ZCS), Leste
(ZL), Oeste (ZO) e Centro Oeste (ZCO). A Figura 1 ilustra as zonas do

municipio de Manaus.

Figura 1 - Divisdo administrativa da cidade de Manaus/AM, com divisao
por zonas, local de obtencéo das amostras de fezes e sangue de caes

domiciliados. Fonte: https://www.arcgis.com/apps/mapviewer/index.html

A Tabela 1 apresenta o numero de amostras de fezes e sangue obtidos

para as variaveis: idade, sexo, possuir ou ndo racga definida e zonas da cidade.

4.2. Coleta de Amostras

Anteriormente e durante o periodo de coletas foi feita divulgagdo a
respeito da pesquisa e do material que seria coletado. Essa divulgacéo foi
realizada utilizando midias sociais e, assim, foi possivel a coleta de total de
amostras necessarias, num periodo de 11 semanas, de janeiro a marco de
2021.

A coleta era previamente agendada e foi solicitado ao tutor que
somente coletasse as fezes no dia agendado, a fim de entrega-las frescas. Um
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membro da equipe fazia as coletas pessoalmente e, nesse momento, também
realizava o questionario (Figura 2) com as informacgfes sobre o animal, o tutor
e sobre as variaveis que seriam estudadas (Anexo 1). Também nesse
momento foram obtidas autorizacfes dos tutores e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido para cada um dos cades amostrados (Anexo
2).

Tabela 1 — Numero de amostras de fezes e sangue coletadas dos caes

segundo o sexo, a idade e a zona de residéncia na cidade de Manaus, AM.

Variaveis Fezes Sangue

No. amostras (%) No. amostras (%)

N=401 N=154
Sexo Macho 152 (37,9) 59 (38,3)
Fémea 249 (62,1) 95 (61,6)
Idade 0 -12 meses 69 (17,2) 25 (16,2)
>12 meses 332 (82,7) 129 (83,7)
Zona Norte 71 (17,7) 40 (25,9)
Sul 67 (16,7) 13 (8,44)
Centro-sul 63 (15,7) 20 (12,9)
Leste 69 (17,2) 31 (20,1)
Oeste 67 (16,7) 29 (18,8)
Centro-oeste 64 (15,9) 21 (13,6)
TOTAL 401 (100) 154 (100)

N = nimero total de amostras

Quando permitido, amostras de sangue (n=154) foram coletadas da
veia jugular ou cefalica (Figura 3). Esse material foi acondicionado em tubo
com gel separador (BD SST™ |l Vacutainer®) e, posteriormente, centrifugado a
700 x g por 10min., separados em soro e coagulo e ambos armazenados em

tubos de tipo Eppendorf®, separadamente e mantidos a 18°C negativos.
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As fezes, coletadas de forma individual logo apés os animais
defecarem, foram conservadas em solug¢do de dicromato de potassio (2,5%) e

acondicionadas sob refrigeracao (5°C) para posterior analise.

Figura 2 — Coleta de fezes de cédes da cidade de Manaus e aplicacéo de
guestionario com tutores. Fonte: Imagem do autor (2021)

Figura 3 — Coleta de sangue de caes da cidade de Manaus. Fonte:
Imagem do autor (2021)
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4.3. Técnicas Coproparasitologicas
As amostras de fezes foram examinadas por dois métodos de
flutuacdo, método de Willis e Faust (1938), realizado com sulfato de zinco a
33% (d = 1,18 g/cm®) e de Ogassawara et al. (1986), realizado com solucéo de
sacarose (d = 1,203 g/cm®). Também foi realizada a técnica de centrifugo-
sedimentacdo em &gua éter segundo Ferreira et al. (1962). A amostra foi
considerada positiva quando formas parasitarias eram encontradas em

qualquer uma das técnicas realizadas (Figura 4).

Figura 4 — Preparacdo de amostras de fezes para realizagcdo das
técnicas coproparasitolégicas.
Fonte: Imagem do autor/colaborador (2021)

4.4. Técnicas Soroldgicas
4.4.1. Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros foram analisados pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para deteccdo de anticorpos contra T. gondii e N. caninum de acordo
com Camargo (1974). Foi utilizado o conjugado anti-cdo IgG (Sigma®, USA)
obtido em coelho, marcado com isotiocianato de fluoresceina diluido em 1:600,
em solugéo de tampéo fosfato (PBS) pH 7,2 contendo azul de Evans a 0,01%.

Para anticorpos anti-T. gondii taquizoitos da cepa RH foram usados
como antigenos e utilizou-se um ponto de corte de 16 (LOPES et al., 2011).
Para N. caninum taquizoitos da cepa NC-1, mantidos em cultura de células,
foram usados como antigenos e o ponto de corte foi de 50 (DE SOUZA et al.,

2002). Em cada lamina soros controles, positivos e negativos, foram
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adicionados. As amostras de soro reagentes foram tituladas na base dois até a
obtenc¢é&o da ultima diluicdo positiva.

Para L. infantum as laminas foram previamente preparadas com formas
promastigotas integras de L. infantum. Para a revelacdo da reacao primaria foi
empregado um conjugado anti-lgG de céo, marcado com Isotiocianato de
fluoresceina (Bethyl Lab. Inc., EUA), acrescido de Azul de Evans 1% (Sigma
Aldrich, EUA). Apdés as sucessivas etapas de incubacgéo, lavagem e secagem,
a lamina foi coberta com glicerina e sobreposta por uma laminula. A leitura foi
realizada em microscopio de fluorescéncia, com ponto de corte estabelecido na
diluicdo de 1:40 (OLIVEIRA et al., 2008, MELO et al., 2017). Soros
provenientes de amostras sabidamente positivas e negativas foram usados

como controles da reacéo.

4.5. Reacéo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para o diagnoéstico molecular de Leishmania infantum foi realizada a
extracdo do DNA das amostras de coagulos de sangue, utilizando o kit de
extracdo PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®, Carisbad, USA)
seguindo as instrucbes do fabricante e posterior quantificacdo em
espectrofotometria para atestar a eficiéncia da extracao.

Para a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) um procedimento
especifico foi utilizado a partir da seguinte mistura de reacdo: 100ng de DNA
gendmico, 100ng de cada "primer" e 20uL de solugdo mix GreenTaq (Sinapse,
USA). Os ciclos de amplificacdo e as temperaturas de anelamento foram
definidos de acordo com os ‘"primers" empregados: CatLeishF (5
GACAACGGCACCGTCGGCGCCAAAATAAAAG 3) e CatLeishR (5
CAGTACGGCGGTTTCGCTTGTCTGTTGAAGC 3) com etapas de
desnaturacao a 94°C por 01 minuto, de anelamento a 64°C por 01 minuto e de
extensao da fita a 72°C por 45 segundos repetidos por 34 ciclos que amplificam
um fragmento de 223pb de gene de catepsina L-like (SILVA et al., 2019). Os
produtos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose (1,5%) seguidos de revelacdo em transiluminador e luz ultravioleta.
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4.6. Analise Estatistica
As analises de associagdo entre a positividade dos caes para parasitos
intestinais, anticorpos contra T. gondii, N. caninum e Leishmania spp (RIFI),
bem como presenca de DNA de L. infantum (PCR) e as variaveis: zona de
residéncia, sexo, raca, idade dos animais, acesso as ruas, contatos com outros
cées e contato com gatos foram feitas com os testes de qui-quadrado, exato de
Fisher ou teste G. O nivel de significancia foi 5%. As analises foram efetuadas

no ambiente R (R Core Team, 2020) e interface RStudio.

5. RESULTADOS

5.1. Exame Coproparasitolégico

Das amostras de fezes obtidas das seis zonas do municipio, valores
bem proximos foram coletados entre cada regido com um minimo de 63
amostras na regido CS a um méaximo de 71 amostras na regiao N.

A prevaléncia de cées positivos a parasitos gastrintestinais foi de 4%
(IC 95% = 2,1% - 5,9%). Dentre os protozodrios encontrados, Giardia spp foi 0
de maior prevaléncia (1,0%) seguido por Cystoisospora spp. e Cryptosporidium
spp. com 0,25% de positividade (Figura 5). Entre os helmintos, Ancylostoma
spp apresentou uma prevaléncia de 2% e Toxocara canis e Strongyloides
stercoralis de 0,25% (Tabela 2).

Dos 16 cées positivos, 16 apresentaram infeccdo por pelo menos um
tipo de parasito e ndo foi observada associacdo significativa entre a presenca
dos parasitos gastrintestinais e as variaveis analisadas (p >0,05).

Figura 5 — Imagem microscépica de amostras positivas para A) Giardia
spp.; B) Cryptosporidium spp.; C) Ancylostoma spp.
Fonte: Imagem do autor/colaborador (2021)

A B c' - =
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5.2. Sorologia para T. gondii e N. caninum
Em relacdo a amostras testadas para anticorpos anti-T. gondii, a
ocorréncia foi de 12,3% (IC 95% = 7.1% - 17.5%)) com 19 das 154 amostras
analisadas reagentes pela RIFI, com titulos de anticorpos de: 16 (n=5), 32
(n=9), 64 (n=1), 128 (n=2), 256 (n=1) e 512 (n=1). Todas as amostras da ZS
foram negativas e nas outras zonas os valores de ocorréncia variaram de 5,0%
a 25,8%, respectivamente nas ZCS e ZL.

Dentre as variaveis analisadas somente contato com outros céaes
apresentou associagcdo com a ocorréncia de anticorpos contra T. gondii (p
<0,05).

Para anticorpos contra N. caninum, trés caes apresentaram
positividade sendo um da ZL, um da ZO e um da ZCS, com valor de ocorréncia
de 1,9% (IC 95% = 0,4% - 5,6%). Os valores dos titulos de anticorpos anti-N.
caninum foram: 800 (n=1), 200 (n=1) e 100 (n=1). Nenhuma das variaveis
analisadas apresentou associacdo com a presenca de caes soropositivos para
N. caninum (p >0,05). Os valores de ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii e

anti-N. caninum e as variaveis estudadas encontram-se na Tabela 3.

5.3. Sorologia para Leishmania spp.

Pela RIFI foi possivel detectar 32 amostras positivas a anticorpos anti-
Leishmania spp., com ocorréncia de 28% (IC 95% = 14,4% - 27,2%). Quando
avaliado pela RIFI cdes que saem as ruas apresentaram mais chances de
infectar. Outra variavel significativa foi a zona de residéncia do cédo, com
ocorréncias mais altas observadas nas ZN, ZS e ZO que foram semelhantes
entre si. A ZO, com ocorréncia de 20,7% foi semelhante a ZL e a ZCO, com

valores de 9,6% e 9,5% respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 2 — Amostras de fezes positivas e parasitos encontrados, por regido de residéncia dos cées, no municipio de Manaus, AM.

REGIAO Total de  Ancylostoma Toxocara  Strongyloides Giardia Cystoisospora Cryptosporidium
Amostras spp (%) canis (%)  stercoralis (%) duodenalis spp (%) spp (%)
(%) (%)
NORTE 71 (17,7) 1(,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
SUL 67 (16,7) 0 (0,0) 1(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,4) 1(1,4)
LESTE 69 (17,2) 1(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(2,9) 0 (0,0) 0 (0,0)
OESTE 67 (16,7) 1(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0)
CENTRO 64 (15,9) 2(3,1) 0 (0,0) 1(1,5) 1(1,4) 0 (0,0) 0 (0,0)
OESTE
CENTRO 63 (15,7) 34,7 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
SUL
TOTAL 401 (100,0) 8 (2,0) 1 (0,25) 1 (0,25) 4 (1) 1 (0,25) 1 (0,25)
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Tabela 3 — Ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora

caninum por variavel analisada.

No. de . 0
Variaveis caes (%) No. de positivos (%)
T. gondii N. caninum
Sexo
Macho 59 (38.3) 9 (15.2) 2 (3.4)
Fémea 95 (61.6) 10 (10.5) 1(1,0)
Idade
0-12 meses 25 (16.2) 3(12.0) 0 (0.0)
>12 meses 129 (83.8) 16 (12.4) 3(2,3)
Raca
Definida 55 (35.7) 4 (7.3) 0 (0.0)
N&o definida 99 (64.2) 15 (15.1) 3 (20.0)
Alimentacéao
Comercial 131 (85.0) 14 (10.7) 3(21.4)
Mista 23 (15.0) 5(21.7) 0 (0.0)
Contato com a rua
Sim 23 (15.0) 4 (17.4) 0 (0.0)
N&o 131 (85.0) 15 (11.5) 3 (20.0)
Contato com
outros caes*
Sim 87 (56.5) 18 (20.7) 3(9.1)
N&o 67 (43.5) 1(1.5) 0 (0.0)
Contato com
gatos
Sim 87 (56.5) 11 (12.6) 0 (0.0)
N&o 67 (43.5) 8 (11.9) 0 (0.0)
Residéncia (Zona)
Norte 40 (25.9) 4 (10.0) 0 (0.0)
Sul 13 (8.4) 0 (0.0) 0 (0.0)
Leste 31 (20.1) 8 (25.8) 1(3.2)
Oeste 29 (18.8) 6 (20.7) 1(3.4)
Centro oeste 21 (13.6) 2 (9.5) 0 (0.0)
Centro sul 20 (13.0) 1(5.0) 1(5.0)
TOTAL 154 (100) 19 (12.3) 3(1.9

*Associagdo com ocorréncia de anticorpos séricos para T. gondi
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5.4. PCR para Leishmania infantum

PCR para pesquisa de DNA de L. infantum detectou animais positivos
em todas as zonas estudadas, com 60 (39%; IC 95% = 31,3% - 46,7%) caes
positivos (Tabela 4).

Das variaveis analisadas (acesso a rua, contato com outros caes, sexo,
idade, raca e zona de residéncia), animais com acesso a rua e que mantem
contato com outros cdes apresentaram associacao (p <0.05) de DNA do
parasito (PCR). A zona de residéncia do cao apresentou associagao (p < 0,05)
com os resultados da PCR. A ZN e a ZCS apresentaram as maiores
frequéncias, com valores de 57,5% e 60,0%, respectivamente, e foram
semelhantes entre si e semelhantes a ZS (30,8%). A ZS também foi
semelhante as outras zonas (ZL, ZO e ZCO) que apresentaram frequéncias
estatisticamente iguais, com ocorréncia de 25,8%; 27,6% e 23,8%,

respectivamente.
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Tabela 4 — NUumero de cées positivos para anticorpos anti-Leishmania spp.
pela técnica de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e niumero de
amostras positivas para DNA de Leishamnia infantum pela Reacédo em Cadeia

pela Polimerase (PCR).

L No. .. 0
Variaveis Examinado (%) No. Positivos (%)
PCR RIFI
Sexo
Machos 59 (38,3) 28 (47,5) 8 (13,5)
Fémeas 95 (61,6) 32 (33,7) 24 (25,3)
Idade
0-12 m 25 (16,2) 12 (48,0) 3(12,0)
>12m 129 (83,8) 48 (37,2) 29 (22,4)
Raca
Definida 55 (35,7) 27 (49,1) 8 (14,5)
SRD 99 (64,2) 33 (33,3) 24 (24,2)
Sai arua*
SIM 18 (11,6) 16 (88,9) 10 (55,5)
N&o 136 (88,3) 44 (32,4) 22 (16,2)
QOutros caes#
Sim 87 (56,4) 54 (62,1) 17 (19,5)
N&o 67 (43,5) 6 (8,9) 15 (22,4)
Residéncia
Zona**
N 40 (25,9) 23 (57,5)*¢ 16 (40)2
S 13 (8,44) 4 (30,8)°° 5 (38,46)*°
L 31 (20,0) 8 (25,8)° 3(9,6)*¢
O 29 (18,8) 8 (27,6)° 6 (20,68)*"°
cO 21 (13,6) 5 (23,8)° 2 (9,52)°
CS 20 (12,9) 12 (60,0)° 0 (0)°
TOTAL 154 (100,0) 60 (39,0) 32 (20,8)

N — norte, S — sul, L — leste, O — oeste, CO — centro-oeste, CS — centro-sul,
n = total de amostras.

* Diferenca estatistica (p <0,05) entre as frequéncias em ambas as técnicas.
# Diferenca estatistica (p <0,05) entre as frequéncias na PCR.

** Diferenga estatistica entre as frequéncias na PCR e RIFI. Na mesma coluna,
frequéncias com letras minusculas sobrescritas diferentes indicam diferenca
estatistica (p <0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Parasitos Gastrintestinais

Os cées utilizados no presente estudo eram todos domiciliados, assim
os resultados representam esta categoria de animais e comparagées com caes
de abrigos e ferais devem ser feitas com atencg&o. A prevaléncia foi baixa para
todos os parasitos gastrintestinais quando comparados com valores
encontrados em cées domiciliados e errantes do mesmo municipio (PEREIRA
et al.,, 2012; PEREIRA JUNIOR et al.,, 2013) e de outras regifes do pais
(FUNADA et al., 2007; FERREIRA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016; LIMA et
al., 2021). Entretanto o helminto e o protozoario mais prevalentes, Ancylostoma
spp. e Giardia duodenalis, respectivamente, também vem ocorrendo com alta
frequéncia em diferentes regides do Brasil, sendo o nematoide e o protozoario
de maior prevaléncia (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002; LEITE et al., 2004;
ALVES et al., 2005; LABRUNA et al., 2006; FUNADA et al., 2007; FERREIRA
et al., 2016; LIMA et al., 2021). Nos estudos realizados em Manaus
Ancylostoma spp também foi o parasito mais frequentemente encontrado
(PEREIRA et al., 2012; PEREIRA JUNIOR et al., 2013), tanto em cées errantes
como domiciliados.

Parasitas do género Ancylostoma spp., Giardia duodenalis e Toxocara
spp. sdo 0s mais relevantes parasitas no tangente ao potencial zoondtico,
entretanto, pela alta prevaléncia destes parasitos em caes no Brasil, o
conhecimento da real importancia desses agentes em humanos, ainda € pouco
conhecido (NUNES et al., 2000; MURADIAN et al., 2005; COELHO et al., 2017)
e merece maior atencao,

Na cidade de Manaus, o rio Negro, que banha a cidade, ainda conta
com varios cursos de agua de menor porte, denominados igarapés, que
perpassam em todo o municipio e que causam enchentes nos periodos de
maior chuva, comumente entre os meses de dezembro a maio, periodo das
coletas de amostras do presente estudo. Essa caracteristica pode estar
diluindo as formas parasitarias presentes no ambiente, entretanto, estudos com
maior nimero de animais e com cédes ndo domiciliados, devem ser feitos nos

diferentes periodos do ano para melhor avaliar se as enchentes frequentes que
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ocorrem no municipio podem apresentar alguma influéncia na contaminacao
ambiental pelas formas infectantes dos parasitos gastrintestinais.

Nenhuma das variaveis estudadas apresentou associacdo com
infeccdo pelos parasitos gastrintestinais, provavelmente devido a pequena
quantidade de cées positivos, entretanto, por serem 0s mais prevalentes
parasitos com potencial zoonético, novos estudos devem ser realizados no

municipio, com cées sob diferentes manejos e com humanos.

6.2. Toxoplasma gondii e Neospora caninum

Os resultados indicam que cdes do municipio de Manaus estédo
expostos a infeccdo por N. caninum e T. gondii. A soropositividade para T.
gondii apresentou associacdo com cées que conviviam com outros caes ou que
tinham contato com cées, 0s quais apresentaram uma ocorréncia mais de dez
vezes superior a encontrada em cées que ndo mantinham esse contato.

Apesar de os valores de ocorréncia serem muito maiores para caes
qgue se alimentam de racdes comerciais associadas com alimentacédo caseira
em comparacgao com a alimentacgéo exclusivamente caseira, esta diferenca ndo
foi significativa (p >0,05). Os cées que frequentam as ruas também foram mais
reativos do que 0s cdes que nao tém contato com as ruas, porém essa
diferenca também foi considerada néao significativa (p >0,05).

Com excecdo da ZS, uma das zonas mais desenvolvidos da cidade,
em todas as demais areas, caes reativos a anticorpos anti-T. gondii foram
encontrados. Vale ressaltar que o sistema de enchentes e secas, que
constantemente ocorre no rio Negro e nos igarapés que cortam praticamente
toda a cidade, provavelmente possa estar diluindo a contaminacdo ambiental
por oocistos e, portanto, a exposicdo dos animais. No entanto, o efeito real
dessas mudancas entre os periodos de seca e inundacao, sobre estas formas
parasitarias, ndo foi estudado e merece maior atencao.

A ocorréncia de T. gondii, encontrada entre os caes do presente
estudo, foi menor (12,3%; IC 95% = 7.1% - 17.5%) do que a taxa de 68%
encontrada anteriormente por Ferraroni e Marzochi (1980) na mesma cidade,
no entanto, poucos caes foram examinados na primeira avaliacao e foi utilizado

teste de diagnostico diferente.
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Na regido amazolnica, estudos de ocorréncia de anticorpos anti-T.
gondii em caes também apresentaram taxas superiores aos resultados do
presente estudo, com 61,6% em Labrea - AM, municipio que fica a 700 Km ao
sul de Manaus (BASANO et al., 2016), 76,5% em Rond6nia (CANON-FRANCO
et al., 2004), 69,8% e 38% no Para (VALADAS et al.,2010, da PAZ et al.,
2019). Porém, apesar de todos os estudos terem sido realizados na regido
Amazo0nica, esta possui caracteristicas ambientais diversas, bem como o perfil
dos cées utilizados nos diferentes estudos ndo podem ser comparados.

Esta é a primeira descricdo de cdes soropositivos para N. caninum no
estado do Amazonas. A ocorréncia de anticorpos séricos de 1,9% (IC 95% =
0,4% - 5,6%) para N. caninum, encontrada em cées neste estudo, foi inferior a
relatada para cées da regido amazoénica, estados de Mato Grosso e Tocantins,
com prevaléncia de 9,8% (MINERVINO et al.,, 2012). Na mesma regido, no
estado do Para, caes de rua da area urbana apresentaram uma ocorréncia de
14% a anticorpos anti-N. caninum (VALADAS et al., 2010) e, em caes
domiciliados em Rondbnia, mas que frequentavam as ruas, a prevaléncia foi de
8,3% (CANON-FRANCO et al., 2003).

No presente estudo, nenhum dos cées apresentou sinais clinicos de
disturbios neuroldgicos e nenhuma das variaveis estudadas associacdo com
cées reativos a anticorpos contra N. caninum.

Os cées sdo considerados sentinelas da contaminacdo ambiental,
especialmente por T. gondii. Dados sobre toxoplasmose humana em Manaus
sdo muito raros e antigos. Ferraroni et al. (1980) descreveram valores de
70,6% em individuos de apenas uma regido da cidade e encontraram valores
muito altos em comparacdo com a ocorréncia do presente trabalho. Devido a
importancia da toxoplasmose em humanos e, por ter sido encontrado caes
domiciliados positivos neste estudo, recomenda-se que um levantamento
epidemioldgico seja feito nos humanos do municipio.

Em relacdo a N. caninum, uma vez que uma propor¢cdo de caes
apresentou evidéncias de exposicdo, a neosporose deve ser considerada
quanto ao diagnéstico diferencial de disturbios neurolégicos em cées do

municipio.
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6.3. Leishmania spp.

No Amazonas, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é
considerada uma doenca endémica e possui registros em praticamente todos
0s municipios do estado (CHAGAS, 2018). Devido a mudangas ambientais que
ocorreram com frequéncia na regido no decorrer de seu desenvolvimento, com
abertura de estradas, extracfes de matérias primas, exploracdo de madeira e
principalmente a expansdo das areas urbanas, mudancas na dinamica da
populacdo de vetores e reservatorios, que participam na transmissdo de
doencas infecciosas ocorreram na regiao (REIS et al., 2013).

Sao oito as espécies ja catalogadas de leishmania no Brasil, que
causam a enfermidade na forma tegumentar em humanos: Leishmania (V)
braziliensis, Leishmania (V) guyanensis, Leishmania (V) lainsoni, Leishmania
(L) amazonenses, Le. (V) shawi, Le. (V) naiffi e Le. (V) lindenbergi, além da
causadora na forma visceral denominada de Leishmania (L) chagasi (SANTOS,
2019).

A espécie que mais ocorre em casos de LTA em humanos sao:
Leishmania (V.) guyanensis limita-se ao norte da Bacia Amazoénica (Amapa,
Roraima, Amazonas e Pard) e estende-se pelas Guianas, sendo encontrada
principalmente nas florestas de terra firme. Além disso, ja foram identificados
varios animas silvestres como hospedeiros naturais, como exemplo: a
preguica, o tamandud, marsupiais e roedores (REIS & FRANCO, 2010). Os
vetores sdo Lutzomya anduzei, Lutzomyia whitmani e o principal vetor,
Lutzomyia umbratilis (MS, 2006).

Entre 1999 a 2001, registros apontados pela FUNASA, mostraram
cerca de 22.066 casos de LTA no Amazonas, sendo a maior parte desse
registro no municipio de Manaus e no Rio Preto da Eva. Aproximadamente ha
100 casos novos por ano registrados, provenientes no municipio de Manaus
(GUERRA et al., 2007).

No presente estudo 32 (20,8%) dos animais apresentaram anticorpos
anti- Leishmania spp. pela RIFI, entretanto como n&o foi feito o isolamento dos
parasitos a avaliagcdo da técnica soroldgica empregada ndo pdde ser avaliada.
Reis et al. (2008), pesquisando LTA em caes de Manaus, encontraram

soropositividade para anticorpos anti-Leishmania spp. em 12,5% (75/600) pela
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técnica de ELISA (Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica) e 3,5% (21/600) pela
técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

No presente estudo, quando as ocorréncias foram analisadas pela
RIFI, associacédo foi encontrada em cdes que frequentam as ruas com mais
chances de estarem infectados. Estudo sobre fatores de risco para LV Canina
realizado no municipio de Panorama, S&o Paulo, utilizando um modelo de
regressao logistica obteve, como fatores de risco: cdes ndo castrados, cées
com acesso livre a rua, cdes que dormem fora de casa, familias com renda
inferior a trés salarios-minimos, ter vegetacdo proximo do domicilio, ndo ter
vidro na janela, ter vasos com plantas e aquisicdo de um cao no ultimo ano
(VILLEGAS, 2015). No presente estudo apesar da avaliacdo de um numero
muito menor de variaveis, algumas dessas, como frequentar as ruas (quando
avaliado pela RIFI e PCR) e contato com outros caes (quando avaliado pela
PCR) além da regido de residéncia (PCR e RIFI) foram varidveis de risco para
a infeccao por Leishmania.

Pela RIFI, as maiores ocorréncias de caes positivos a anticorpos anti
Leishmania spp, foram encontradas na ZN e na ZS, com valores
estatisticamente semelhantes. Ja para a PCR, a ZN e a ZCS foram as de maior
ocorréncia e também semelhantes entre si.

A zona considerada a mais carente do municipio € a ZL, porém
atualmente devido ao crescimento desordenado da cidade, a ZN e ZO tém
concentrado maiores quantidades de invasdes sem nenhuma ou pouca
estrutura de saneamento basico e uma serie de problemas de infraestrutura
(BARBOSA, 2004). A caréncia de infraestrutura de saneamento basico
associada ao aumento do nimero de humanos positivos para LV foi observada
também em estudos realizados em outras regides do pais, fatores de risco para
LV em humanos de Campo Grande, MS, encontraram que a transmissédo da
doenca e os fatores de riscos estao associados as altas densidades humana e
canina e precaria infraestrutura de saneamento basico. (MARGONARI et al.,
2006; TELES, 2015).

Silva et al. (2014) destacam que a avaliacdo comparativa entre varios
meétodos de diagndstico para Leishmaniose deve empregar mais de um teste
diagnéstico para identificar adequadamente cdes com LVC e, por esse motivo,

€ de suma importancia a combinagéo de métodos diferentes. Nesse sentido, no
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presente estudo foi realizado a identificacdo do DNA do parasito em coagulo
sanguineo utilizando o marcador CatLeish-PCR, por essa técnica 60 (39%)
cées foram positivos para L. infantum uma vez que esse marcador possui alta
especificidade e ndo permite a ocorréncia de reacdo cruzada com outras
espécies de Leishmania da forma tegumentar (SILVA et al., 2019).

Os achados da PCR com marcador especifico indicaram a presenca da
L. infantum no municipio, onde também ja foram descritos possiveis vetores do
parasito (SANTOS, 2019).

Infeccéo por LV em cdes em Manaus ja foram descritas, entretanto em
cdes originarios de outras regides da Amazonia, sugerindo-se de ndo serem
casos autoctones (LAINSON et al., 1987). Rolim (2011) relata casos de cées
positivos em Manaus oriundos de Mato Grosso e de Minas Gerais, regifes
consideradas endémicas para LV.

Esta € a primeira descricdo de cdes com infeccdo autéctone pela L.
infantum em Manaus e futuros estudos, com o isolamento do parasito, devem
ser feitos para a confirmacéo dos achados do presente estudo.

Desde os anos 90, os estados do Para e do Tocantins, ambos na
regido Norte, além do Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste) e Minas
Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de maneira significativa
nas estatisticas da LV no Brasil (Ministério da Saude, 2001). Apesar de o
estado do Amazonas ser considerado silencioso para LV, € passivel de
vulnerabilidade devido ao fluxo migratério e, principalmente, devido as
ocorréncias de casos em estados vizinhos (REIS, 2011). Vale também ressaltar
gue nao existem estudos recentes, apesar das alteracdes ambientais terem se
mantido altas.

Levantamento entomoldgico para reconhecimento de vetores da LV
nao identificou o vetor, apesar de que existe a presenca de outras espécies
que podem estar envolvidas na transmissdo da doenca (BARBOSA et al.,
2008), como € o caso da Migonemyia migonei, vetor de L. braziliensis (LT) no
Brasil e que ja foi encontrada na regido Amazénica e segundo Santos (2019)
pode estar participando do ciclo de transmissédo da L. infantum chagasi, tanto
no Brasil quanto na Argentina. Nogueira et al. (2016) constataram que M.
migonei foi capaz de sustentar a infeccdo de duas linhagens de L.

amazonensis, demostrando que este vetor pode ser suscetivel a diferentes
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espécies e linhagens de Leishmania, reforcando os achados do presente

estudo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, realizado com caes domiciliados do
Municipio de Manaus, permitiram concluir que: Houveram infec¢cdo por
parasitos gastrintestinais nos caes utilizados e o parasito de maior prevaléncia
foi Ancylostoma spp., agente zoonaotico da larva migrans cutdnea em humanos.
Os cées apresentarem- se reagentes a anticorpos anti-Toxoplasma gondii e
caes que convivem com outros caes apresentaram associagdo com a infeccéo
pelo coccidio. Além disso, os cées foram reagentes ao coccidio Neospora
caninum, entretanto nenhuma das variaveis estudadas apresentou associacao
com a presenca de anticorpos contra o protozoario. Alguns cdes também
apresentaram anticorpos anti-Leishmania spp. e aqueles que tem acesso as
ruas e contato com outros cdes apresentaram associacdo com a presenca
desses anticorpos. Cabe destacar que o DNA para Leishmania infantum
chagasi foi descrito em cées do municipio pela primeira vez. Colaborando
assim, na atualizacdo de dados para a cidade de Manaus, bem como
revelando a importancia de mais estudos e atencéo a Saude Unica no que diz
respeito a parasitos de origem gastrintestinais, T. gondii , N. caninum e L.

infatum spp.
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ANEXOS

Anexo 1

QUESTIONARIO

Animal No.

1. Endereco
Nome do Proprietario -
Clinica -
Residéncia -
Fone -
E-mail —

Clinica de Coleta -

2. Animal
Nome —
Idade —
Sexo —
Raca —
3. Acessoasruas-  sim( ) ndo ()
4. Alimentacao - caseira () comercial () mista ()
5. Contato com outros animais ndo ( ) sim( )
Quiais —
6. Vacinas sim( ) ndo ()
7. Vermifugos sim( ) ndo ()
Qual -
Ultima dose -
OBSERVACOES -
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DATA -

Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que i
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo OCORRENCIA DE
Toxoplasma gondii E DE PARASITOS INTESTINAIS EM FEZES DE CAES DA
CIDADE DE MANAUS, AMAZONAS. Eu discuti com os responsaveis pelo
projeto sobre a minha decisédo de permitir a participacdo do meu animal nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo o0s propoésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
esta participacdo é isenta de despesas e que tenho garantido o respeito a
meus direitos legais. Concordo voluntariamente em permitir a participagdo do
céo, , da raca
neste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter
adquirido.

_______________________ Data [
Assinatura do sujeito de pesquisa
Nome:
Identificacdo:
_______________________ - Data I

Assinatura da testemunha
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste participante para a participacdo neste estudo,
conforme preconiza a Resolugcdo CNS 466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3 a
6.

Solange Maria Gennari

Doutora em Ciéncias - Professor Titular

Programa de P6s-Graduacao Stricto Sensu em Medicina e Bem-Estar Animal - UNISA
Data:

Hevila Gabrieli Nascimento de Campos

P6s-Graduanda do Programa de Pds-Graduagéo Stricto Sensu em Medicina e Bem-
Estar Animal - UNISA

Data:
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Anexo 3

CARTA DE INFORMAGAO

PROJETO: OCORRENCIA DE Toxoplasma gondii E DE PARASITOS INTESTINAIS
EM FEZES DE CAES DA CIDADE DE MANAUS, AMAZONAS

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua participagao livre e
voluntaria no projeto OCORRENCIA DE Toxoplasma gondii E DE PARASITOS
INTESTINAIS EM FEZES DE CAES DA CIDADE DE MANAUS, AMAZONAS, do
Programa de POs-Graduacdo Stricto Sensu em Medicina e Bem-Estar Animal da
Universidade Santo Amaro - UNISA, que serd realizado por HEVILA GABRELI
NASCIMENTO DE CAMPOS, aluna de mestrado em Medicina Veterinaria sob
orientacdo da Profa. Dra. SOLANGE M. GENNARI, responsével pelo estudo.

O objetivo dessa pesquisa é determinar a ocorréncia de parasitas gastrintestinais em
caes domiciliados do municipio de Manaus, Amazonas e analisar possiveis fatores de
risco para as infecgoes.

Uma Unica amostra de fezes sera colhida de cada animal. Solicitaremos que vocé
obtenha a amostra de fezes e a leve a clinica veterinaria que esta colaborando com o
estudo. Também iremos solicitar uma amostra de sangue que sera coletada pelo
veterinario quando da consulta do animal. Estes procedimentos ndo oferecem riscos
aos animais, que sofrerdo um pequeno desconforto somente no momento da
contencao para colheita de sangue.

Trata-se de um estudo sobre a presenga de importantes parasitas intestinais e
teciduais, alguns deles zoondticos. Nao ha dados sobre a ocorréncia desses parasitas
no municipio de Manaus, tornando esse estudo bastante importante. Nos
comprometemos a enviar os resultados dos exames, a vocé, tutor do animal, e ao
colega médico veterinario da clinica colaboradora, em, no maximo, até trés meses pos
coletas.

Todas as informacfes fornecidas por vocé terdo privacidade garantida pelo
pesquisador responsavel, mesmo quando o0s resultados desta pesquisa forem
divulgados em qualquer forma.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responséaveis

pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas ou informacdes
sobre os resultados parciais da mesma.
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A pesquisadora responsavel, Profa. Dra. SOLANGE M GENNARI, pode ser
encontrada no endereco: Rua Prof. Eneias de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias,
Sao Paulo, SP — Tel: (11) 2141-8687 ou pelo e-mail da pos-graduanda Hevila Gabrieli
Nascimento de Campos (email: hevilagabrieli@gmail.com). Caso haja alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340,
Jardim das Imbuias, SP — Tel.: (11) 2141-8687.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de qualquer
beneficio que vocé tenha obtido junto a Instituicdo, antes, durante ou apds o periodo
deste estudo. Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo os exames que serdo feitos com os materiais coletados. Também
ndo ha compensacédo financeira relacionada a participacdo neste estudo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Uma via deste Termo de Consentimento ficard& em poder do tutor
participante.

Manaus,

Solange M. Gennari Hevila Gabrieli N. de Campos
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