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RESUMO GERAL

A rapida expansdo da Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil, especialmente na
regido Sul, levanta a hipétese de que no extremo-oeste de Santa Catarina, haveria
transmissdo autéctone do parasito responsavel pela doenca. Para atingir o objetivo
geral foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania infantum e de DNA de
Leishmania (Leishmania) infantum em cées que agiriam como sinalizadores da
possivel presenca do ciclo do parasito na regido. Duas técnicas sorologicas (Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI e Ensaio Imunoenzimatico - ELISA) e pesquisa
de DNA do parasito por técnica molecular (Reac¢do em Cadeia da Polimerase - PCR)
foram empregadas. Dentre os 252 cées estudados, 43 (17,1%) foram
sororreagentes por RIFI, 50 (19,8%) por ELISA e 55 (21,8%) apresentaram
amplificacdo de fragmento de DNA especifico para L.(L.) infantum, por PCR, usando
primers RV1 e RV2. Do total 48 animais (19,0%) foram positivos por dois métodos
(sorolégico e molecular) e 42 (16,7%) apresentaram sinais clinicos compativeis com
LV. A analise dos dados revelou que o diagnoéstico positivo foi estatisticamente
associado com raga e idade (p<0,05) dos animais. O indice Kappa apresentou
correlagdo muito boa entre os testes ELISA e RIFI (0,618), ELISA e PCR (0,627) e
excelente entre RIFI e PCR (0,849). A dispersdo do processo endémico-zoonético
vem se fazendo de modo progressivo de cidade a cidade, acompanhando as
rodovias, em consequéncia do aumento da mobilidade das populagdes, atingindo
regides indenes, constituindo novos circuitos de producdo da doenca. Este estudo
piloto confirma a ocorréncia de LV canina na regido do extremo-oeste de Santa
Catarina, caracterizando novo foco da doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Cées. Diagnostico.



ABSTRACT

The rapid expansion of Visceral Leishmaniosis (VL) in Brazil, especially in the South,
raises the hypothesis that in the far western of Santa Catarina, would autochthonous
transmission of the parasite. To achieve the overall goal for antibodies anti-
Leishmania infantum and DNA of Leishmania (Leishmania) infantum in dogs that
would act as indicators of the possible presence of the parasite cycle in the region
was held. Two serological techniques (Indirect Immunofluorescent Antibody Test —
IFAT and Enzyme-linked Immunosorbent Assay - ELISA) and search for parasite
DNA by molecular techniques (Polymerase Chain Reaction - PCR) were used. Of the
252 dogs studied, 43 (17.1%) were seropositive by IFAT; 50 (19.8%) by ELISA and
55 (21.8%) showed amplification of DNA specific fragment for L (L.) Infantum, by
PCR, using RV1 and RV2 primers. Of the total 48 animals (19.0%) were positive for
both methods (serological and molecular) and 42 (16.7%) showed clinical signs
compatible with VL. Data analysis revealed that the positive diagnosis was
statistically associated with breed and age animals (p = 0.05). The Kappa index
showed very good correlation between the ELISA and IFAT (0.618), PCR and ELISA
(0.627) and excellent correlation between IFAT and PCR (0.849). The process
dispersion-endemic zoonotic has been doing progressively from town to town,
following the road as a result of increased mobility of populations, reaching
unaffected areas, forming new circuits producing the disease. This pilot study
confirms the occurrence of canine VL in the western region of Santa Catarina,
featuring new outbreak.

Keywords: Visceral Leishmaniosis. Dogs. Diagnosis.



FIGURA 1 -

FIGURA 2-

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

FIGURA 6 -

FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

FIGURA 6 -

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

SITUACAO DA ENDEMICIDADE DE LEISHMANIOSE VISCERAL

NO MUNDO EM 2012......coviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseees e 22
EXPANSAO DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL (1983 —
2010) ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 24
INCIDENCIA DE LEISHMANIOSE VISCERAL  (100.000
HABITANTES) NO BRASIL E REGIOES (1980 A 2011)............. 25
MAPA DAS AREAS COM TRANSMISSAO DE LV NO BRASIL
NO PERIODO DE 2009 A 2011 .....ouvveeeeeeeeereereeereseeeeseeeseenes 25
LETALIDADE DA LV NO BRASIL NO PERIODO DE 2000 A
2009 ...t e ettt ettt ettt 28

ALTERACOES CLINICAS OBSERVADAS NOS ANIMAIS COM
LEISHMANIOSE VISCERAL DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE
SANTA CATARINA, BRASIL. (A). CAO APRESENTANDO
EMAGRECIMENTO, DESIDRATACAO, APATIA, ALOPECIA E
LESOES PELO CORPO (B).CAO DESIDRATADO E APATICO
(C). CAO APRESENTANDO ONICOGRIFOSE. (D). CAO COM
EMAGRECIMENTO ACENTUADO .......cooooviieeeieeeeeeeeee e, 34

CAPITULO Il

LOCALIZACAO GEOGRAFICA DA AREA DE ESTUDO PARA
OCORRENCIA DE LEISHMANIOSE VISCERAL NA REGIAO
EXTREMO-OESTE DO ESTADO DE SANTA CATARINA, SUL
DO BRASIL (EM VERMELHO) .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeee 77
PRESENCA DE OUTROS ANIMAIS NAS PROPRIEDADES DA
REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL,
2012 - 2004, 87
PRESENCA DE MATERIAL ORGANICO NO QUINTAL NAS
PROPRIEDADES DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA
CATARINA, BRASIL, 2012 - 2014 ......coiiieeeieeeeeee e 87
DESTINO DO ESGOTO DAS PROPRIEDADES DA REGIAO
EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012 -
2004, 88
DESTINO DO LIXO DAS RESIDENCIAS DA REGIAO
EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012 -
2004 .. e 88
ALTERACOES CLINICAS OBSERVADAS NOS ANIMAIS COM
LEISHMANIOSE VISCERAL DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE



FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA 9 -

FIGURA 10 -

FIGURA 11 -

FIGURA 12 -

SANTA CATARINA, BRASIL. (A). CAO APRESENTANDO
LINFONODO AUMENTADO. (B). CAO APRESENTANDO
ANOREXIA, DESIDRATACAO, APATIA, ALOPECIA E LESOES
PELO CORPO. (C). CAO COM LESOES DE FACE E ORELHA.
(D). CAO APRESENTANDO EMAGRECIMENTO ACENTUADO

LOCAL DA LESAO DE PELE ENCONTRADA NOS CAES DA
REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL,
2012 = 2004 oot 90
PERCENTUAL DE CAES POSITIVOS PARA LEISHMANIOSE
VISCERAL DE ACORDO COM OS TESTES SOROLOGICOS
(RIFI E ELISA) E MOLECULAR (PCR) NA REGIAO EXTREMO-
OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL. c..oooveeeeiieeeeeeeeeeeee, 91
PREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA DE 252
CAES DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA,
CONTRA O SORO DE ANIMAIS CONSIDERADOS SADIOS
(NEGATIVO) E INFECTADOS (POSITIVO) — CURVA ROC. A
LINHA  HORIZONTAL REPRESENTA O  “CUT-OFF”
(FORNECIDO PELA CURVA ROC). AS FORMAS
GEOMETRICAS REPRESENTAM O RESULTADO DE UM
INDIVIDUO. ...ttt 91
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (1,5%) MOSTRANDO
O PERFIL DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DO DNA PELA
TECNICA DE PCR USANDO OS INICIADORES RV1 E RV2 DE
AMOSTRAS REFERENCIA DE L. INFANTUM E AMOSTRAS DE
SANGUE DE ANIMAIS DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE
SANTA CATARINA. 1 - MARCADOR MOLECULAR DE 100PB
(INVITROGEN®); 2 - AMOSTRA REFERENCIA L. INFANTUM; 3
— SMO81; 4 — SMO86; 5 — SMO168; 6 —- CONTROLE NEGATIVO
USANDO SANGUE DE CAO LIVRE DA INFECCAO; 7 -
CONTROLE NEGATIVO SEM DNA ....oeoeieoeeeeeeeee e 93
REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS RESULTADOS DA
DISTRIBUICAO DE LEISHMANIOSE VISCERAL NA
POPULACAO CANINA DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE
SANTA CATARINA. O PICO DA PIRAMIDE SE REFERE AOS
CAES AMOSTRADOS COM SINAIS CLINICOS DA DOENCA.
CAES SOROPOSITIVOS REPRESENTAM A SEGUNDA
FRACAO. MAIS FREQUENTE QUE CAES COM A DOENCA
CLINICA E SOROPOSITIVOS FORAM OS CAES
DIAGNOSTICADOS PELA PCR ...ttt 99
REPRESENTACAO DOS RESULTADOS DA DISTRIBUICAO DE
LEISHMANIOSE VISCERAL NA POPULACAO CANINA EM
REGIAO COM FOCO ENDEMICO. O TOPO DA PIRAMIDE



CONSISTE NOS CAES COM SINAIS CLINICOS DA DOENCA.
CAES SOROPOSITIVOS SEM SINAIS DA DOENCA
REPRESENTAM A SEGUNDA FRACAO. A TERCEIRA FRACAO
INCLUI ANIMAIS ASSINTOMATICOS PCR POSITIVOS, MAS
SORONEGATIVOS INFECTADOS, E A QUARTA FRACAO
INCLUI CAES QUE SAO SORONEGATIVOS E NAO RETEM O
PARASITO ..ot 99



TABELA 1 -

TABELA 2 -

TABELA 3 -

TABELA 4 -

TABELAS -

TABELAG -

TABELA 1 -

TABELA 2 -
TABELA 3 -

TABELA 4 -
TABELAS -

TABELAG -

LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

TAXA DE INCIDENCIA DE NOVOS CASOS DE LEISHMANIOSE
VISCERAL (CASOS POR 100.000 HABITANTES) POR REGIAO

DO BRASIL NO PERIODO DE 2004 A 2012.........ccccceeveeueerennne. 26
CASOS CONFIRMADOS DE LV HUMANA SEGUNDO REGIAO
DO BRASIL NO ANO DE 2013......cooiiiiiiiiieeeeeceeeeeii e 26

TAXA DE OCORRENCIA DE NOVOS CASOS (CASOS POR
100.000 HABITANTES) DA LV POR UNIDADE FEDERADA
SEGUNDO LOCAL DE RESIDENCIA NO PERIODO DE 2004 A

TAXA DE OCORRENCIA DE CASOS CONFIRMADOS
NOTIFICADOS DE LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA
SEGUNDO UNIDADE FEDERADA NA REGIAO SUL DO BRASIL
NO PERIODO DE 2010 A 2013 ..ccoveeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS METODOS
DIAGNOSTICOS PARA A DETECCAO DE L. infantum EM

ESTUDO DA OCORRENCIA DE LV CANINA COM
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA, AUTORES, PREVALENCIA,
SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DAS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO NO BRASIL E NO MUNDO ...ooooveviiieeeeeeen, 51

CAPITULO Il

AMPLIFICACAO DE DNA DE L. infantum PARA OS
INICIADORES RVIF E RV2R......oiiieieeeoeeeeeeeeeeeeeeeee s 82
INTERPRETACAO DOS VALORES DO iNDICE KAPPA ........... 82
INDICES PARA AFERICAO DOS RESULTADOS DO TESTE DE
ELISA/PCR COMPARANDO COM O TESTE DE REFERENCIA
DE RIFI ..ottt 83
ALGORITMO PARA CONSIDERAR UM ANIMAL POSITIVO .....84
ASPECTOS  EPIDEMIOLOGICOS DA  LEISHMANIOSE
VISCERAL EM CAES E DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE
SANTA CATARINA, BRASIL, 2012-2014 ....o.veveeereeererreeeenn. 85
SINAIS CLINICOS MAIS FREQUENTES OBSERVADOS NOS
CAES COM SOROLOGIA E/OU PCR POSITIVA (S) NA REGIAO
EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL ................ 89



TABELA 7 -

TABELA 8 -

TABELA 9 -

TABELA 10 -

TABELA 11 -

TABELA 12 -

NUMERO E PERCENTUAL DE ANIMAIS POSITIVOS PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL SEGUNDO OS METODOS
SOROLOGICO (RIFI E ELISA) E MOLECULAR (PCR) E
RELACAO COM A FORMA CLINICA DA REGIAO EXTREMO-
OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012 - 2014. .............. 90
ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE INTRA-ENSAIO PARA O
TESTE ELISA (ANTI-LeiShmania) ...........cccccveeveeriiiieieseeeveanns 92
ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE INTER-ENSAIO PARA O
TESTE ELISA (ANTI-Leishmania) ..........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 92
ANALISE DE CONCORDANCIA ENTRE AS TECNICAS
MOLECULAR E SOROLOGICA, CUJO DESEMPENHO FOI
ESTABELECIDO COM BASE NA COMPARAGCAO A TECNICA
DE REFERENCIA = RIF]...uei ettt eeee e, 93
ANALISE DOS DADOS DE DESEMPENHO DO TESTE DE
ELISA COM BASE NOS CALCULOS GERADOS PELA CURVA
ROC oot 94
ANALISE DE CONCORDANCIA KAPPA ENTRE AS TECNICAS
RIFL, ELISA E PCR ..ottt ettt 94



LISTA DE ABREVIATURAS

CCS Coracao-Cérebro-Sangue

DNA Acido Desoxirribonucleico

dNTP Deoxinucleotideos Trifosfato

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
ELISA Ensaio Imunoenziméatico

Kda Kilodalton

LTA Leishmaniose Tegumentar Americana
LVA Leishmaniose Visceral Americana

LV Leishmaniose visceral

MgCl, Cloreto de Magnésio

NNN Meio de cultura Novy-McNeal-Nicolle
OPD Ortophenilenediamina

pb Pares de bases

PBS Solucéo de fosfato tamponada

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
gPCR Reacao em Cadeia da Polimerase em tempo real quantitativa
RIFI Reacgé&o de Imunofluorescéncia Indireta
RNA Acido Ribonucléico

RNAse Ribonuclease

RPM Rotacdes por minuto

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

TE Tris-EDTA

WHO World Health Organization (OMS)



SUMARIO

(LR ERI0] 51U 07X 0 J T 15

CAPITULO | = ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E DIAGNOSTICO DA

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: UMA REVISAO......coccoioiieeeeeeeeeeeeeeeeen 18
RESUMO ...ttt ettt ettt et e e e et e et e et e et e et e e e et et e e e e eenes 18
AB ST RA C T .ottt ettt et ettt rt ettt 19
1 INTRODUGAO ...ttt ettt 20
2 MATERIAL E METODOS ....oeeoeeeeeeeeee oottt ettt ettt 21
B EPIDEMIOLOGIA ... ettt ettt 22
4 ASPECTOS CLINICOS DA LV CANINA .. .ottt 32
5 DIAGNOSTICO ..o ettt e et ettt et e e ee s 35
5.1 DIAGNOSTICO CLINICO ...ttt ettt 37
5.2 METODOS PARASITOLOGICOS E CULTURAS ...t 37
5.3 METODOS SOROLOGICOS ...t re e v 39
5.3.1 Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI.........ccccovvviiiiiiii e, 41
5.3.2 Ensaio IMunoenzimatico - ELISA ... 42
5.3.3 Testes IMuUNoCromatografiCOS .......cceiiiiiiiiiiiice e 44
5.4 TECNICAS MOLECULARES ..ottt 46
B CONCLUSAOD ...ttt ettt 53
7 REFERENCIAS . ..ottt 54

NO EXTREMO-OESTE DO ESTADO DE SANTA CATARINA, BRASIL .............. 69
RESUMO . ...ttt et e e e et et e et e e et e e e e eee e 69
A B ST RA CT ..ttt ettt e ettt ettt 70
L INTRODUGAOD ...ttt nenn, 71
2 OBJIETIVOS ...ttt e ettt e e vt et 73
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ot 73
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ..o oot 73
I WISy [ =T Y7 USRS 74
A HIPOTESES ...ttt et ettt ettt e e e et et e et e et e e e e e ree e 76
5 MATERIAL E METODOS ..ottt 77
5.1 AREA DE ESTUDO ...ttt ettt et r e et v e 77
5.2 ASPECTOS ETICOS ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e, 78
5.3 POPULACAO CANINA ESTUDADA .......coiiuiiieeie e eeeeee e 78
5.4 AVALIACAO CLINICA ..ottt 79
5.5 OBTENCAO DO ANTIGENO SOLUVEL PARA ELISA.......ccccovivieeeieeeeneen 79
5.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) w...ooiviiiiiee e 79
5.6.1 Avaliagao do ponto de corte (“cut Off”).....ceeviiiiiii 80

5.7 OBTENCAO DO ANTIGENO PARA RIFL......ccoiiiieeiieeeeeeeeee e, 80



5.8 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) .ccccvveiiieieieciene, 81

5.9 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) .....oovviviiiiiieieeeeeeeee e 81
5.10 INDICE KAPPA ...ttt ettt et r e vt vt r e 82
5.11 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 83
5.12 ALGORITMO PARA CONSIDERAR UM ANIMAL POSITIVO......ccocveeveveeenn.. 84
B RESULTADOS . ..ottt ettt e e e e e et e e e ee e e e e aas 85
T DISCUSSAOQ ..ottt ettt e ettt re et 95
B CONCLUSODES ...ttt e e, 107
O PERSPECTIVAS ..ottt ettt et e e et e e et e re e e eee e, 108
10 REFERENCIAS. ..ot e et e et e et e e e e e e ee e eeeeeee e, 109
ANEXOS ..ot 117

APENDICES ..o e e, 130



15

1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémica grave, de carater
zoonGtico, constituindo importante problema de salde publica, uma vez que é
frequentemente fatal se ndo tratada em tempo e adequadamente (PALATNIK-DE-
SOUSA; DAY, 2011).

A doenca é considerada uma das seis doencas mais importantes no mundo
causadas por protozoérios, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2001,
2010). A LV possui ampla distribuicdo mundial e registro de casos em todos os
continentes, a exce¢do da Oceania (BRASIL, 2010b). Sado aproximadamente 500 mil
casos por ano, resultando em uma incidéncia anual de 50 mil mortes decorrentes da
LV em todo o mundo. Entre as doencas tropicais, a mortalidade da LV so é superada
em numeros pela maléria. Atualmente é considerada endémica em 98 paises e mais
de 90% dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Suddo e Etiopia (DEN
BOER et al., 2011; ALVAR et al., 2012).

No Brasil, a LV é endémica em varios municipios, apresentando mudancas
importantes no padrao de transmissé&o. Inicialmente o ciclo do parasito predominava
em ambientes silvestres e areas rurais. Mais recentemente passou a ser endémica
em centros urbanos. As maiores taxas de infeccdo eram registradas no Nordeste.
Porém, a doenca expandiu-se para as regifes periurbanas ou urbanas de outras
regibes e atualmente cerca de 50% dos casos ocorrem fora da regido Nordeste e ja
atinge as cinco regides brasileiras (BRASIL, 2010b).

A regido Sul do Brasil era considerada indene para esta parasitose, mas com
casos aléctones, vindos de outras regiées endémicas como Mato Grosso e estado
de Sao Paulo. No estado do Parana, pesquisa sobre vetores realizada em 46
localidades distribuidas em 37 municipios do Parana, no periodo de marco de 2004
a novembro de 2005, ndo observou o vetor especifico (Lutzomia longipalpis) (SILVA
et al., 2008). De acordo com Thomaz-Soccol et al. (2009), casos aléctones de LV
canina, indicando animais com sinais clinicos compativeis, foram encontrados nos
anos 2000 a 2008 no Parana, com isolamento e identificacdo do parasito,
comprovando tratar-se de L. infantum. Pelo fato da LV ser uma zoonose e ter o cao
doméstico como o principal reservatério, os casos diagnosticados em areas néao
endémicas devem ter avaliacdo epidemiologica e vetorial, pois a migracdo de

animais portadores do parasito pode disseminar a doenca para outras regioes,
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desde que encontrem ecoétopo adequado e vetor especifico (THOMAZ-SOCCOL et
al., 2009). No ano de 2013, casos autoctones de LV canina foram registrados na
cidade de Foz do Iguacu, na fronteira com Argentina e Paraguai (DIAS et al., 2013),
comprovando tratar-se de L. infantum e com confirmacgdo da presenca do vetor Lu.
longipalpis (SANTOS; FERREIRA; BISETTO-JUNIOR, 2012; DIAS et al., 2013).

Em 2008, no Rio Grande do Sul foram registrados os primeiros casos de LV
canina na cidade de S&o Borja, fronteira com a Argentina. Na mesma cidade
ocorreram 0s primeiros casos em humanos em 2009 (BRASIL, 2010a). Segundo o
Ministério da Saude, até 2010, haviam sido identificados sete municipios do Rio
Grande do Sul com a presenca do vetor (Lu. longipalpis), todos localizados na
fronteira com a Argentina (Barra do Quarai, Uruguaiana, Itaqui, S&o Borja,
Garruchos, Pirap6 e Porto Xavier). Também foram registrados 11 municipios com a
presenca de caes sorologicamente positivos para L. infantum, sem isolamento do
parasito, sendo que cinco dessas cidades fazem fronteira com o territério argentino
(Barra do Quarai, Uruguaiana, Itaqui, Sdo Borja e Porto Xavier) (BRASIL, 2010a).

Santa Catarina era um estado considerado indene para LV até recentemente,
com registros em Florianopolis de casos autéctones de LV canina (FIGUEIREDO et
al., 2012; STEINDEL et al., 2013), no entanto a presenca do vetor Lu. longipalpis
ainda néo foi confirmada no estado.

Os municipios do extremo-oeste de Santa Catarina fazem fronteira com a
Argentina e também estdo muito proximos ao Rio Grande do Sul, portanto, é de
suma importancia a investigacdo, bem como a vigilancia para os casos de LV
canina, uma vez que a presenca dessa doenca em cées, geralmente, antecede o
seu aparecimento em humanos.

A regido do extremo-oeste de Santa Catarina localiza-se em um ambiente
rural, com grandes extensfes de matas e presenca de animais silvestres,
principalmente proximos a fronteira com o pais argentino. E importante salientar que
€ comum na regido a pratica de caga com cades, o que pode ser o fator
desencadeante para um surto da doencga, uma vez que na Argentina tem sido
registrados focos de LV préoximos a divisa (SALOMON et al., 2008; CRUZ et al.,
2010).

Considerando-se 0 aumento do niamero de casos de LV na regido Sul do
Brasil, a relevancia da doenca, a possibilidade de identificacdo e vigilancia dos

possiveis caes afetados e a falta de dados epidemiolégicos referentes a LV canina
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na regido do extremo-oeste de Santa Catarina, foi realizado o presente trabalho. O
objetivo principal foi de investigar a ocorréncia de L. infantum em caes da regido,
que atuariam como sinalizadores da possivel presenca do ciclo do parasito,
representando risco para humanos. Este trabalho serd apresentado em dois
capitulos. No primeiro sera feito uma revisdo da literatura e o segundo apresentara
dados de levantamento sorolégico e molecular obtidos no extremo-oeste de Santa

Catarina.
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CAPITULO | = ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E DI@GNC')STICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: UMA REVISAO

RESUMO

Dada a relevancia da leishmaniose visceral canina, objetiva-se neste capitulo
contruir uma reviséo de literatura abordando aspectos epidemiologicos da doenca,
formas clinicas em cées e o diagndstico de LV canina, além de discutir vantagens e
desvantagens dos métodos analiticos. A pesquisa bibliografica foi construida com
base na andlise de artigos oriundos das bases eletronicas SciELO (Scientific Library
Eletronic) e PUBMED, além de livros texto da area.

Palavras-chave: Epidemiologia. Leishmaniose visceral canina. Diagndstico.
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EPIDEMIOLOGICAL, CLINICAL ASPECTS AND DIAGNOSIS OF CANINE
VISCERAL LEISHMANIASIS: A REVIEW

ABSTRACT

Given the importance of canine visceral leishmaniasis, the objective is to build in this
chapter a literature review epidemiological aspects of the disease, clinical forms in
dogs and the diagnosis of canine VL, and discusses advantages and disadvantages
of analytical methods. The literature was built based on the analysis of articles from
the electronic databases SciELO (Scientific Electronic Library) and PubMed, and
textbooks in the area.

Keywords: Epidemiology. Canine visceral leishmaniasis. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania que apresentam uma alta taxa de incidéncia no mundo, inclusive
no Brasil. Os cées sdo considerados reservatérios domésticos importantes no ciclo
infeccioso da leishmaniose visceral.

No cdo, as manifestacfes clinicas estdo associadas, inicialmente, ao tipo de
resposta imunolégica desenvolvida. A partir da suspeita clinica, a confirmacéao do
diagnostico da LV é feita por exames parasitolégicos, imunolégicos e moleculares. O
diagnostico clinico da LV canina é dificil de ser realizado devido a variedade de
sintomas. Além disso, 0s animais podem permanecer assintomaticos por toda a vida
ou desenvolver sintomas apos periodos que variam de trés meses a alguns anos.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo compreende realizar uma revisdo
de literatura acerca da LV canina abordando os métodos de diagndstico da patologia
e também os aspectos clinicos e epidemiolégicos, que séo indispensaveis na

construcdo da hipotese diagndstica e na conduta de medidas de controle.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa bibliogréafica foi fundamentada e desenvolvida a partir da analise
de artigos cientificos obtidos nas bases de dados Scientific Eletronic Library Online
(SciELO), PUBMED e livros-texto da area.

Buscou-se construir uma revisdo de literatura acerca das principais
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da LV canina, tendo como principio e

direcionamento a apresentacéo da patologia com énfase em seu diagnostico.
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3 EPIDEMIOLOGIA

A distribuicdo geografica da LV possui intima relacgdo com movimentos
populacionais, disponibilidade de reservatérios, modificagbes ambientais, baixa
condicdo econdmica da populagdo e distribuicdo geogréfica do vetor (DANTAS-
TORRES, 2006; ABRANTES, SILVEIRA, 2009; COSTA, 2011). A doenca vem se
apresentando como um crescente e grave problema de saude publica no Brasil, pela
franca expansdo geogréfica em decorréncia de alteracdes no ambiente natural
(BARATA, et al., 2005; BRASIL, 2005; OLIVEIRA, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), anualmente, cerca de 12
milhdes de pessoas se infectam com Leishmania sp. e 350 milhdes estdo expostas
aos riscos de infecgcéo. A cada ano, ocorrem 1,5 a 2,0 milhdes de novos casos com
59 mil ébitos. A leishmaniose esta entre as endemias consideradas prioritarias no
mundo (WHO, 2010).

Os numeros de casos de LV até o ano de 2012 em todo o mundo s&o
apresentados na Figura 1. A situacao € de alerta devido a alta prevaléncia de LV em
determinadas regibes e registro de novos casos em regides onde ela ndo era

encontrada.

NUmero de novos casos de LV reportados em 2012: 2 /}
- 000
B 500-999
= 100-499 [0 Sem casos autoctones relatados
£ <100 [T N&o avaliado
CJo 1 Nao aplicado

Figura 1 — Situac&o da endemicidade de leishmaniose visceral no mundo em 2012.
Fonte: WHO, Leishmaniosis: Status of endemicity of visceral leishmaniosis, worldwide, 2012. Disponivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniosis_VL_2013.png?ua=1. Acesso em: 01 fev. 2014.
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A india é o pais mais afetado pela LV, juntamente com Bangladesh e Nepal,
sendo responséavel por cerca de 60% de todos os casos notificados no mundo. Além
disso, 190 milhdes de pessoas encontram-se em risco de infeccdo nessa area
(SUNDAR et al., 2008).

Na Europa a LV canina concentra-se principalmente nos paises do Mar
Mediterraneo (ltalia, Franca, Portugal e Espanha). Estudos realizados nestas regides
demonstram uma prevaléncia de aproximadamente 20% em cées domésticos (FISA
et al., 1999; CARDOSO et al., 2004; SOBRINO et al., 2008; MARTY et al., 2009). De
forma global, a soroprevaléncia canina na regido mediterranea, assim como no
oriente médio, oscila entre valores de 10 a 37% (MOHAMMADIHA et al., 2013). Em
Portugal, um pais onde a doenca se disseminou principalmente nos ultimos 20 anos,
em alguns locais atingiu indice de prevaléncia acima de 20% (CORTES et al., 2012).

Nas Ameéricas, a LV é descrita desde o México até o norte da Argentina,
atingindo paises como Guatemala, Honduras, Nicardgua, Col6bmbia, Venezuela,
Brasil, Argentina e Paraguai (SILVA et al., 2008; SALOMON et al., 2008; CRUZ et
al., 2010, DANTAS-TORRES et al., 2012; ALVAR et al.,, 2012). A doenca ja foi
descrita em 12 paises da América Latina, sendo que 90% dos casos ocorrem no
Brasil (COURA, 2005, BRASIL, 2006). A adaptacdo dos vetores da Leishmania em
areas onde néo existiam, tem contribuido para modificar a distribuicdo da doenca na
América Latina. Desta forma, destacam-se o0s paises do Mercosul, antes
considerados indenes para LV e cuja principal forma clinica era a leishmaniose
tegumentar americana (LTA). Neste cenario, destaque é dado para a situagao
epidemioldgica da LV na Argentina, pais em que os casos da doenca comecaram a
surgir em 2005 e vem crescendo nos ultimos anos, com aumento gradativo de
Obitos, comprovando a grande expansdo e urbanizacdo da doenca (SALOMON et
al., 2008; SALOMON et al., 2009).

No Brasil, até meados da década de 80, a LV tinha carater eminentemente
rural e ocorria principalmente em municipios com baixo indice de desenvolvimento
humano (IDH). Nas ultimas décadas houve significativa modificagcdo deste perfil
epidemiologico com a expansdo e urbanizacdo da doenca, demonstrando varias
alteracbes na sua cadeia epidemiolégica (BRASIL, 2006, 2010b). A LV esta se
disseminando para grandes centros urbanos em decorréncia das modificaces
sécio-ambientais e da migracdo populacional em busca de melhores condi¢cdes
sécio-econdmicas (DANTAS-TORRES, 2006; CERBINO-NETO; WERNECK;
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COSTA, 2009; HARHAY et al., 2011; DANTAS-TORRES et al., 2012). Novos casos
da doenca estdo sendo gradualmente registrados em regides onde ela nédo era
encontrada (SILVA et al.,, 2008; CUNHA et al.,, 2012; BARATA et al.,, 2013;
TEIXEIRA et al., 2013). Isso se deve, em parte, a alta capacidade adaptativa do
vetor Lu. longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005).

Segundo o Ministério da Saude, na década de 90, cerca de 90% dos casos
notificados de LV ocorreram no Nordeste. Todavia, como o percentual de casos vem
aumentando em outras regides, o Nordeste passou a representar de 83% em 2000
para 45% em 2008. As regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste passaram de 17%
para 48% (BRASIL, 2010b).

A franca expanséo da doenca no inicio da década de 80 no Nordeste permitiu
sua disseminacdo para outras regides do pais como o Sudeste e Centro-oeste. No
inicio do século XXI (anos 2000) os primeiros casos al6ctones de LV passam a ser
notificados na regido Sul do pais (Figuras 2 e 3).

1995 - 2000

"
P

1989 - 1994 2001 - 2010

Figura 2 - Expanséo da leishmaniose visceral no Brasil (1983 — 2010). Fonte: Sinan/SVS/MS, 2011b.
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Figura 3 - Incidéncia de leishmaniose visceral (100.000 habitantes) no Brasil e Regifes (1980 a
2011). Fonte: Sinan/SVS/MS, 2011b.

Dados recentes de LV em areas com transmissdo no Brasil ja assinalam
casos autécnes de LV, no Rio Grande do Sul, fronteira com a Argentina sendo
possivel observar que todas as regifes do pais apresentam incidéncia da doenca
(BRASIL, 2011b). Os fatores que favorecem a urbanizacdo da LV sao
principalmente, a reducdo dos investimentos em saude e educacdo e falhas nas
acoes de controle da doenca (CERBINO-NETO; WERNECK; COSTA, 2009;
COURA-VITAL et al., 2011).
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Figura 4 - Mapa das areas com transmisséo de LV no Brasil, no periodo de 2009 a 2011. Fonte:
Sinan/SVS/MS, 2011b.

Atualmente, a doenca atinge as cinco regides brasileiras, estando presente

em 26 das 27 unidades federadas (UF). Ainda os casos estdo mais concentrados na
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regido Nordeste, seguida pelas regides Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul
(BRASIL, 2014) (Tabelas 1 e 2). Entre os anos de 2004 e 2012 o estado de Minas
Gerais foi 0 que apresentou maior percentual de novos casos da doenca (13,79%),
corroborando com as pesquisas que indicam novos focos de doenca nas regides
antes ndo acometidas pela LV (Tabela 3).

Inimeros fatores podem ter contribuido para a dispersédo geografica da LV no
Brasil, entre eles o movimento de cédes entre areas endémicas e ndo endémicas, e
mudancas na ecologia do vetor. O vetor da LV esta disseminado pelo Brasil e
encontra-se adaptado para colonizar o meio ambiente modificado pelo homem. Isso
significa que a introducdo de cées infectados em é&reas ndo endémicas, onde
existam potenciais vetores, podem resultar em um novo foco da doenca (THOMAZ-
SOCCOL, 2009; DANTAS- TORRES, 2009).

TABELA 1 - TAXA DE OCORRENCIA DE NOVOS CASOS DE LEISHMANIOSE
VISCERAL (CASOS POR 100.000 HABITANTES) POR REGIAO DO BRASIL NO
PERIODO DE 2004 A 2012.

Regido Novos casos Percentual (%)
Regido Nordeste 15827 50,7
Regido Norte 6301 20,2
Regido Sudeste 6292 20,1
Regiao Centro-Oeste 2789 8,9
Regiao Sul 43 0,1
Total 31252 100

FONTE: MS/SVS. Indicadores de morbidade — Leishmaniose Visceral. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?idb2012/d0205.def. Acesso: 02 abril de 2014.

TABELA 2 - CASOS CONFIRMADOS DE LV HUMANA SEGUNDO REGIAO DO
BRASIL NO ANO DE 2013.

Regiéo Casos confirmados Percentual (%)
Regido Nordeste 679 48,0
Regido Norte 299 21,1
Regido Sudeste 258 18,2
Regiao Centro-Oeste 177 12,6
Regiao Sul 2 0,1
Total 1415 100

FONTE: MS/SVS. Indicadores de morbidade — Leishmaniose Visceral. Disponivel em: http://dtr2004.
saude.gov.br/sinanweb/tabnet/tabnet?sinannet/leishvi/bases/leishvbrnet.def.Acesso: 02 abril de 2014.
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TABELA 3 - TAXA DE OCORRENCIA DE NOVOS CASOS (CASOS POR 100.000
HABITANTES) DA LV POR UNIDADE FEDERADA SEGUNDO LOCAL DE
RESIDENCIA NO PERIODO DE 2004 A 2012.

Unidade Federada Novos casos Percentual (%)

Rondoénia 9 0,03
Amazonas 9 0,03
Roraima 79 0,25
Para 3191 10,21
Amapa 4 0,01
Tocantins 3009 9,63
Maranhao 4089 13,09
Piaui 2024 6,48
Ceara 4182 13,37
Rio Grande do Norte 683 2,19
Paraiba 280 0,90
Pernambuco 694 2,22
Alagoas 354 1,13
Sergipe 453 1,45
Bahia 3068 9,82
Minas Gerais 4311 13,79
Espirito Santo 28 0,09
Rio de Janeiro 29 0,09
Sao Paulo 1924 6,15
Parana 22 0,07
Santa Catarina 8 0,03
Rio Grande do Sul 13 0,04
Mato Grosso do Sul 2030 6,50
Mato Grosso 382 1,22
Goias 277 0,89
Distrito Federal 100 0,32
Total 31252 100

FONTE: Indicadores de morbidade de Leishmaniose Visceral. Disponivel em: http://tabnet.datasus.
gov.br/cgi/tabcgi.exe?idb2012/d0205.def. Acesso: 02 abril de 2014.

No periodo de 2003 a 2009, a média anual de casos de LV registrados no
pais foi de 34.583. No Brasil até 2009, a transmisséao autéctone de LV foi registrada
em mais de 1.600 municipios, com incidéncia média anual de 1,9 casos/100.000
habitantes (BRASIL, 2010a). A letalidade subiu de 3,1% em 2000, para 5,5% em
2008, o que representou aumento de 61,8% (Figura 5). A letalidade média dos
altimos anos foi de 6,3%, atingindo principalmente criancas com menos de 1 ano e
com 50 anos ou mais de idade (BRASIL, 2009).
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Figura 5 - Letalidade da LV no Brasil no periodo de 2000 a 2009. Fonte: BRASIL, 2011b

No Brasil, até o ano de 2008, as areas de transmissdo estavam em outras
unidades federadas, ndo ocorrendo na regido Sul. No entanto, houve os primeiros
casos autoctones da doenca registrados no Rio Grande do Sul, primeiramente em
cées (2008), com registro concomitante do vetor (2008) e no ano seguinte em
humanos (2009), passando o estado do Rio Grande do Sul a ser area de
transmissao autoctone desse agravo (Secretaria Estadual de Saude do Estado do
Rio Grande do Sul, 2009; DEBONI; BARBOSA; RAMOS, 2011; TEIXEIRA et al.,
2013). No estado de Santa Catarina, foram registrados apenas casos de LV em caes
na regido de Floriandpolis (FIGUEIREDO et al., 2012; STEINDEL et al., 2013), sem
no entanto, ter registro do vetor. No estado do Parana cédes com sinais clinicos
compativeis com LV foram descritos, infectados por L. infantum, mas, sendo
aléctones (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009). Apenas recentemente, o parasito foi
isolado em cdes com transmissédo autéctone no estado do Parana (DIAS et al.,
2013). Segundo o Ministério de Saude foram registrados 12 casos de LV em
humanos (BRASIL, 2012) (Tabela 4). Todavia, segundo a Secretaria de Saude do
estado do Parana todos seriam casos aloctones, ndo tendo sido ainda registrado

nenhum caso de LV em humanos com transmissao local.
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TABELA 4 - TAXA DE OCORRENCIA DE CASOS CONFIRMADOS NOTIFICADOS
DE LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA SEGUNDO UNIDADE FEDERADA NA
REGIAO SUL DO BRASIL NO PERIODO DE 2010 A 2013.

) NUmero de novos casos detectados durante o ano
Unidade Federada

2010 2011 2012 2013
Parana 5 2 5 -
Santa Catarina - 2 2 -
Rio Grande do Sul 2 2 - 2
Total 7 6 7 2

FONTE: MS/SVS. Indicadores de morbidade de Leishmaniose Visceral. Disponivel em:
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/tabnet?sinannet/leishvi/bases/leishvbrnet.def. Acesso em
02 abril de 2014.

Com relacdo a LV nos paises vizinhos, que fazem fronteira com o pais,
destaque € dado para o Paraguai e Argentina. Em 2000, foi identificado o primeiro
caso humano autéctone de LV em Assuncdo, Paraguai. Nos anos seguintes foram
identificados casos humanos, inUmeros casos caninos e confirmou-se a presenca do
vetor Lu. longipalpis no Paraguai (CANESSE, 2000; COUSINO, 2006). Também hé&
relatos prévios de casos autéctones de LV em algumas provincias argentinas como
Corrientes e Misiones. No entanto, a doenca ndo era considerada endémica e
também n&o haviam casos humanos descritos no Sul do Brasil. Mais tarde, em
2006, houve um surto de LV na Argentina, com a notificacdo do primeiro caso
autoctone na cidade de Posadas, (Misiones) em uma crianca de oito anos
(SALOMON et al., 2008). Desde entdo, varios casos humanos foram notificados no
norte da Argentina e nas provincias argentinas que fazem fronteira com o Brasil
(Corrientes e Misiones), inclusive com a ocorréncia de 6bitos (DESCHUTTER et al.,
2009; BARRIO et al., 2012; GOULD et al., 2013).

De acordo com o Ministério da Saude da Argentina, existe em Santo Tomé
(Corrientes), fronteira com o municipio brasileiro de S&o Borja, no Rio Grande do Sul
intensa transmissao de L. infantum, e em Monte Caseros, na mesma provincia, ha
transmissdo moderada. Além disso, mais sete localidades estédo classificadas como
vulneraveis, sendo seis na provincia de Corrientes (Alvear, La Cruz, Curuzu, Bella
Vista, Paso dos Libres e Sdo Caetano) e uma em Misiones (Puerto Iguazu)
(BRASIL, 2010a). Segundo o Ministério da Saude da Argentina, o primeiro caso
canino da doenca registrado em Santo Tomé (Corrientes), fronteira com o municipio

brasileiro de S&o Borja, ocorreu em outubro de 2008, ou seja, um més antes do
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registro do primeiro caso canino no municipio brasileiro (BRASIL, 2010a). A partir
dessa data, os primeiros casos autoctones de LV canina foram registrados no Rio
Grande do Sul (fronteira com a Argentina) (TARTAROTTI et al., 2011, TEIXEIRA et
al. 2013).

Do ponto de vista epidemiolégico, as mudancas ambientais como
aquecimento global, tempestades, crescimento demogréfico e o deslocamento de
animais e seres humanos sdo fatores que contribuem para a modificacdo da
distribuicdo biogeogréfica das leishmanioses, assim como para a incorporacdo de
novos hospedeiros (SOLANO-GALLEGO et al., 2007). Em grande parte dos locais
onde existe elevada transmissao de LV, tanto humana quanto canina, as condi¢des
sécio-econdmicas da populacdo sdo precérias. Uma rapida e desorganizada
urbanizacdo nas periferias das cidades com habitacGes inadequadas, auséncia de
estrutura sanitaria, aglomerado populacional, presenca de potenciais criadouros de
flebotomineos em quintais e presenca de animais domésticos nas residéncias séo
fatores que favorecem a expansdo da doenca. Mais ainda, a reducdo dos
investimentos em salude e educacdo, e falhas nas acdes de controle da doenca
auxiliam na urbanizacdo da LV (CESSE et al., 2001; CERBINO-NETO; WERNECK;
COSTA, 2009; COURA VITAL et al., 2011).

No entanto, as principais condicbes de transmissibilidade da LV estéo
correlacionadas a adaptacdo do vetor aos ambientes modificados pelo homem e a
presenca de fontes de infeccdo. Nesse contexto, o cdo doméstico € considerado o
principal reservatério do parasito e um fator de risco para a ocorréncia de LV em
humanos (CESSE et al., 2001; MORENO et al., 2005; BORGES et al., 2009). No
Nordeste do Brasil, foi constatado que 67% dos pacientes humanos com LV
possuiam animais em casa quando adoeceram (CESSE et al., 2001). A presenca de
matéria organica favorece a atracdo e a manutencdo do vetor no ambiente
(FELICIANGELI, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005). A presenca dos caes pode
duplicar o risco da doenca nos seres humanos, em casas com animais portadores
de LV a chance dos moradores se infectarem foi cerca de cinco vezes maior do que
naquelas habitacbes com animais nao infectados (FAYE et al., 2011). A presenca de
mata ou de muita vegetacao nas proximidades das residéncias também pode ser um
fator de risco para a ocorréncia de leishmaniose visceral canina (BARBOSA et al.,
2010; BIGELI; OLIVEIRA JUNIOR.; TELES, 2012). A auséncia de rede de esgoto e

a coleta de lixo inadequada também podem estar associadas a manutencdo da
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infeccdo por L. infantum em areas urbanas, pois tornam o ambiente propicio ao
desenvolvimento de formas imaturas e a manutencdo do vetor no ambiente
(ALMEIDA; MENDONCA; SOUSA, 2010; FERNANDEZ et al., 2010; BIGELI;
OLIVEIRA JUNIOR.; TELES, 2012).



32

4 ASPECTOS CLINICOS DA LV CANINA

Com base nos sinais clinicos, a LV canina pode ser classificada em trés
formas:

1- assintomética - com auséncia de sinais clinicos sugestivos de infec¢ao por

Leishmania (BRASIL, 2006);

2- oligossintomatica - cujos hospedeiros apresentam alguns sinais clinicos
como, por exemplo, moderada perda de peso, lesbes de pele e/ou pelo
opaco (BRASIL, 2006);

3- sintomética - com varios sinais patognoménicos da doenca j& aparentes,
incluindo onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite, paresia dos
membros posteriores (MANCIANTI et al., 1988; BRASIL, 2006).

Os sinais clinicos iniciais da LV canina s&o: enfartamento do linfonodo,
conjuntivite, dermatites, pelagem opaca, hipertermia e edema de patas
(FERNANDEZ-COTRINA et al., 2013). Os outros sinais mais observados s&o: perda
de peso, anemia, lesdes cutaneas (alopecia, eczema furfuraceo, lesdes ulcerativas e
hiperqueratose), onicogrifose, hepato-esplenomegalia, embora ndo necessariamente
estejam presentes em todos os animais (LINHARES et al., 2005; BANETH et al.,
2008; REIS et al., 2009). Em estagios mais avancados, observa-se também paresia
das patas posteriores, caquexia, inanicdo, evoluindo para a morte (BRASIL, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007). Ainda, a doenca pode estar associada a infec¢oes
bacterianas, o que torna o caso mais grave (COSTA, 2011; CORTES et al. 2012).

Embora o parasito ocasione normalmente uma doenga sistémica cronica,
dependendo das diferencas na infeccdo e imunocompeténcia do hospedeiro a
evolucao pode ser aguda e grave, levando a morte do animal (CAMPOS-PONCE et
al., 2005). Mas, as intensidades dos sinais ndo dependem unicamente de fatores
relacionados ao parasito e podem estar relacionados com a idade, a genética,
imunidade e o estado nutricional que sao fatores determinantes na expressao da
enfermidade no organismo animal (DAVIES et al.,, 2000). Os sinais geralmente
tornam-se evidentes em um periodo que pode variar de trés meses a varios anos
(IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007). A LV canina é um exemplo de disfuncao
imunologica especifica resultante do parasitismo do Sistema Fagocitico
Mononuclear (SFM) por Leishmania. Produz um amplo espectro de manifestagées

clinicas e imunoldgicas especialmente em céaes que sado 0s reservatorios do parasito
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(CAMPOS-PONCE et a., 2005; CHAPPUIS et al.,, 2007; TAVARES et al., 2009;
DANTAS-TORRES et al., 2012).

A importancia do céo na epidemiologia da doenca néo esta apenas no fato do
mesmo apresentar altas prevaléncias de infeccdo quando comparadas a espécie
humana, mas também pelo elevado nimero de animais assintométicos, que pode
chegar a 80% da populacéo infectada (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006;
BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al., 2010). Dessa forma, a investigacéo e a
avaliacdo dos caes assintomaticos sdo de fundamental importancia, uma vez que
esses servem de fonte de infeccdo para o vetor e, muitas vezes, deixam de ser
identificados numa populacdo devido a auséncia de sinais, ou ainda, em funcéao de
resultados falso-negativos nos exames sorolégicos convencionais devido aos baixos
titulos ou auséncia de anticorpos (CARDOSO et al., 2007; BANETH et al., 2008).

Em alguns cées a grande variedade de sinais clinicos da doenca aparece
logo apos a infecgdo. Porém, em muitos animais a infecgdo segue seu curso de
forma assintomatica, permanecendo clinicamente inaparente por longos periodos.
No primeiro caso, os caes desenvolvem imunidade humoral, podem ser identificados
por sorologia, mas s&o incapazes de desenvolver uma imunidade celular efetiva
para controlar o agente patogénico. Por outro lado, os caes que nao exibem sinais
da doenca podem permanecer desta forma por anos ou por toda a vida. No entanto,
estudos sugerem que a apresentacdo de sinais clinicos pode estar relacionada com
a imunodepressao apés algum tempo de infeccdo (BANETH et al., 2008; DANTAS-
TORRES et al., 2012).

O desenvolvimento de sintomas inespecificos e, muitas vezes, tardios
contribui para o subdiagndstico da doenca e permite a transmissao do parasito pelo
vetor Lu. longipalpis para cdes e humanos no ambiente doméstico. A alta
prevaléncia de caes assintomaticos sugere que estes animais mantenham o ciclo de
transmissdo de L. infantum na mesma propor¢cdo, ou até superior aos caes
sintomaticos. Apesar de existirem discordancias entre autores no que diz respeito a
importancia epidemiolégica de cdes assintomaticos, recentemente foi comprovado
gue caes assintomaticos sao altamente competentes para estabelecer a infeccdo em
flebotomineos, demonstrando o seu papel na manutencdo do ciclo epidemiolégico
do parasito (LAURENTI et al., 2013).

Animais sintomaticos geralmente estdo relacionados com elevados niveis de

anticorpos e parasitismo tecidual, sdo caes com maior susceptibilidade e, portanto,
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uma apresentacao clinica - laboratorial mais grave da doenca (REIS et al., 2006;
ALVES et al., 2009).

Figura 6 - Alteracgdes clinicas observadas nos animais com leishmaniose visceral da regido extremo-
oeste de Santa Catarina, Brasil. (A). Cdo apresentando emagrecimento, desidratacdo, apatia,
alopecia e les@es pelo corpo (B).Cao desidratado e apatico (C). Cao apresentando onicogrifose. (D).
Cao com emagrecimento acentuado. Fonte: o autor.

Quanto aos biomarcadores de progresséo clinica na LV, segundo Coura-Vital
et al. (2011) durante a infeccdo pelo protozoario, o organismo hospedeiro fica
exposto a uma série de antigenos derivados do parasito, respondendo a estes por
meio de mecanismos multiplos de imunidade celular e humoral.

Para Ferrer (1999), o estado clinico do cdo esta diretamente relacionado ao
tipo de resposta imunoldgica celular que controla a infecgédo, ou humoral, quando se
desenvolve uma doenca lenta e progressiva. A presenca da resposta humoral esta
relacionada com a doenca clinica, enquanto a resposta celular tem sido identificada
em animais assintomaticos (MORENO; ALVAR, 2002). Estes dois processos
distintos dependem de fatores inerentes do parasito como a linhagem e aqueles
referentes ao hospedeiro vertebrado como a constituicdo genética, estado nutricional
e imunitario e tém sido apontados como parametros importantes capazes de

influenciar a evolugéo do quadro clinico da LV (QUINNELL et al., 2003).
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5 DIAGNOSTICO

O processo de controle pela ortotanasia de cées infectados requer métodos de
diagnéstico seguros e confiaveis. Entretanto, o desempenho insatisfatorio dos
métodos de diagndstico da LV canina tem subestimado o numero de cées
infectados, o que dificulta o controle da doenga. Existe atualmente uma grande
variedade de métodos para diagnostico da LV em cdes que empregam diversos
antigenos. Porém, ainda ndo esta disponivel um antigeno altamente especifico e
que seja empregado com um meétodo de facil execugdo. Por essa razdo, o
diagnostico correto da LV canina ainda € um desafio, apesar dos progressos
observados no desenvolvimento de varios métodos (MAIA; CAMPINO, 2008).

A complexidade do diagnostico da LV canina de deve a caracteristica
sistémica da doenca, sua gama de sinais clinicos inespecificos e os custos dos
exames. A associacdo de diferentes metodologias e a observagéo dos sinais clinicos
€ recomendada para a obtencdo do diagndstico mais seguro. Um teste de
diagnostico eficaz, além de ser capaz de confirmar uma suspeita clinica em um
Unico paciente, deve detectar a infeccdo em caes assintoméaticos, ter alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, deve ser simples, de facil
execucdo, de baixo custo, viavel em laboratérios regionais ou adaptaveis para
condicbes de campo. Idealmente, ele deve detectar todos os cées infectados,
utilizando preferencialmente, métodos de coleta de amostras bioldgicas nao
invasivas (MAIA; CAMPINO, 2008). No Brasil, o diagnostico da LV canina € um
grande problema para os servigos publicos de saude, principalmente devido a trés
fatores: variedade de sinais clinicos e semelhanca com outras doencas, alteracdes
histopatoldgicas inespecificas e inexisténcia de um teste diagnostico aplicavel 100%
especifico e sensivel (BRASIL, 2006). Quanto aos metodos disponiveis para o
diagnoéstico, esses ainda ndo apresentam a eficacia e aplicabilidade desejadas,
embora avangos promissores tenham sido alcancados com os estudos de novas
técnicas.

De acordo com Courtenay et al. (2002), para o melhor controle da LV canina é
necessario o0 emprego de testes diagnosticos com maior acuracia, que sejam
capazes de identificar todos os animais que sao fonte de infeccdo para o vetor,

reduzindo efetivamente a transmissao do parasito pelos flebotomineos.
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Segundo Dourado et al. (2007), métodos de diagndstico precisos para LV
canina (elevadas sensibilidade e especificidade), de facil realizacao e interpretacao,
que fornecam resultados rapidos, que independam de infra-estrutura laboratorial e
de profissionais especializados, tém sido cada vez mais desejados. Ressaltam, no
entanto, que a sensibilidade e a especificidade de qualquer técnica diagndstica sao
passiveis de altera¢cbes durante o curso de uma infecgéo.

Atualmente, estdo disponiveis para o diagndstico, os exames clinicos, a
epidemiologia e os testes laboratoriais diretos e indiretos como: cultura do parasito
em meios artificiais, citologia, sorologia, e métodos moleculares, cada um
apresentando 0s seus pontos positivos, mas também os negativos.

Para determinar o exame laboratorial mais adequado € importante que se
conheca a area provavel de transmissdo, o método a ser utilizado, as suas
limitagBes e a sua interpretacéo clinica (BRASIL, 2006). Fatores importantes devem
ser considerados na escolha do teste diagndstico para LV canina, como a evolucéo
do quadro clinico dos cdaes infectados, os antigenos e a subclasse da
imunoglobulina a ser utilizada na realizacdo do exame imunoldgico
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

A sensibilidade desses testes € bastante discutivel, n&o havendo
concordancia entre testes parasitolégicos, imunohistolégicos e os soroldgicos.
Atribui-se essa discordancia a incapacidade dos testes soroldgicos detectarem
anticorpos nas varias fases da doenca. Tal fato apresenta sérias consequéncias,
pois implica na morte de animais (CABRERA et al.,, 2003). A sensibilidade e a
especificidade da sorologia também dependem do tipo de antigeno empregado
(espécie ou forma evolutiva do parasito) e de outros fatores como tempo de
incubacéo ou tipo de microplacas utilizadas (REITHINGER et al., 2002).

De uma forma geral, a utilizacdo da sorologia pode ser questionavel, uma vez
gque animais saudaveis podem ser soropositivos e animais infectados
ocasionalmente se tornam soronegativos, dificultando o uso destas técnicas. A
sorologia mostra que animais infectados desenvolvem resposta especifica de
anticorpos, e a proporcédo de soroconversao entre animais com infeccéo clinica ou
subclinica é desconhecida (CABRAL, 2007). Segundo Ferrer (2002), animais
doentes desenvolvem principalmente resposta imune humoral e produzem altos
titulos de 1gG anti-Leishmania. A soroconversdo ocorre aproximadamente trés

meses apos a infeccdo e os titulos permanecem elevados por pelo menos dois anos.
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Contudo, a permanéncia de animais falso negativos no ambiente pode comprometer
a eficacia do programa de controle da LV, contribuindo para a manutencéo de focos
da doenca, e consequentemente, tornando-se fontes de infeccdo para o vetor que
transmite o parasito para pessoas e outros caes (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

De acordo com Coura-Vital et al. (2011), os métodos diagndsticos utilizados
em &reas endémicas subestimam o numero de cées infectados, reforcando a
hipétese de que um numero consideravel de cées positivos ndo € detectado nos
inquéritos sorologicos e permanecem como reservatorios, possivelmente interferindo
no controle da LV em ambiente urbano.

Estes fatos sugerem a necessidade de testes mais confiaveis, capazes de
identificar a infeccdo em todas as fases da doenca, ou o emprego de uma
associacdo de métodos diagnésticos (COURA-VITAL et al., 2011).

5.1 DIAGNOSTICO CLINICO

Em areas endémicas o diagnadstico clinico da LV canina é dificultado pelo fato
dos sinais ndo serem patognoménicos da doenca. Desta forma o diagndstico clinico
isoladamente, ndo € suficiente para identificar um cédo infectado, tornando a
utilizacdo de exames laboratoriais de extrema importancia para confirmacao
diagnéstica (BRASIL, 2006; CAMARGO; LANGONI, 2006; FREITAS et al., 2012).

5.2 METODOS PARASITOLOGICOS E CULTURAS

A busca microscépica das formas amastigostas ou promastigostas (obtidas
em cultivos) permanece como o padrdo ouro no diagndstico da LV por ser altamante
especifico (SRIVASTAVA et al., 2011). Podem ser obtidas em distensao de aspirado
de drgaos/tecidos infectados como linfonodo, medula 6ssea, pele e sangue, que
podem ser corados por Giemsa ou Leishman (BRASIL, 2006; LAURENTI, 2009).

As técnicas de distensdo e aposicao (imprint) sdo metodos simples, porém
requerem profissional capacitado e com experiéncia (CALVOPINA; ARMIJOS;
HASHIGUCHI, 2004; MOHAMMADIHA et al., 2013). A especificidade do método é
de aproximadamente 100%, e a sensibilidade depende da densidade parasitaria, do
tipo de material biolégico examinado e do numero de campos microscopicos

observados, uma vez que o resultado positivo € dado pela observacao direta de
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formas amastigotas (GONTIJO; MELO, 2004). Em cées sintomaticos a sensibilidade
€ de aproximadamente 80%, porém, menos sensivel em animais assintomaticos
(BRASIL, 2006).

Os aspirados de medula e linfonodos sdo os mais usados para diagnosticar a
LV canina. Mas esses métodos podem gerar resultados falso negativos devido ao
baixo numero de parasitos contidos nas amostras, especialmente em cées
assintomaticos (GOMES et al., 2008).

Segundo Calvopina, Armijos e Hashiguchi (2004), a sensibilidade de um
exame direto de esfregaco sanguineo é de cerca de 45%, jA de acordo com
Montalvo et al. (2012), os valores da sensibilidade variam de 50 a 70% no velho
mundo e 15 a 30% no novo mundo (MONTALVO et al., 2012). De acordo com
SRIVASTAVA et al. (2011), os esfregacos do bago possuem a melhor sensibilidade,
variando entre 93-98%, ja os de medula éssea e linfonodo tém menor sensibilidade
com 52-85% e 52-58%, respectivamente. No entanto, a técnica de aspirado de baco
€ de alto risco, podendo levar o animal a 6bito.

Barrouin-Melo et al. (2006), utilizando a técnica parasitologica, identificaram
amastigotas de Leishmania em 83% de 180 cdes soropositivos e 23% de 26
soronegativos. E importante relembrar que o método parasitologico apresenta
limitacbes tendo em vista a variacdo na intensidade do parasitismo, como por
dificuldades técnicas e operacionais que possam interferir na obtencdo do material,
ndo sendo qualificados para uso em inquéritos caninos (GONTIJO; MELO, 2004;
LEAL, 2009). Embora alguns desses procedimentos, oferecam a vantagem da
simplicidade, sdo métodos invasivos, podendo representar riscos para o animal e
também impraticaveis em programas de saude publica que avalia grande nimero de
animais e devem ser avaliados em curto espaco de tempo.

Apesar do diagnostico parasitologico realizado a partir de amostras de pele
ser considerado como de boa acuréacia, a utilizacdo de apenas amostras de pele
para a realizacdo dos exames parasitologicos pode permitir que animais infectados
ndo sejam detectados, o que levaria a uma subestimacdo da prevaléncia real de
infeccdo da populacdo canina, considerando que a especificidade seria préxima de
100%. O uso de um padrédo de referéncia incapaz de detectar todos os animais
infectados pode resultar em uma subestimacdo da especificidade dos modelos

testados, pois amostras com resultados falso negativos no padrdao de referéncia
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utilizado poderiam ser detectados como positivos pelos modelos preditivos
(MADEIRA et al., 2004; BRASIL, 2006).

O isolamento do parasito pode ser realizado em meios de cultura como o
NNN (Novy-McNeal-Nicole), Brain Heart infusion (BHI) e Schneider (Schneider's
Drosophila Medium). O isolamento do parasito em cultura também depende da
amostra obtida, necessita um profissional experiente e instalacdes apropriadas, o
resultando em alto custo, além de ser uma técnica demorada. O cultivo do parasito
ainda pode apresentar variacbes de sensibilidade e pode ocorrer contaminacéo
microbiologica do material (CALVOPINA; ARMIJOS; HASHIGUCHI, 2004;
MOHAMMADIHA et al., 2013). Isso torna o0 método pouco requisitado para o
diagnéstico clinico, sendo utilizada apenas em laboratérios de pesquisa
(SRIVASTAVA et al., 2011). Mas seria um método fundamental em campanhas de
controle de reservatorios, por sua especificidade. Além disso, permite a identificacédo
e caracterizacdo da espécie por meios de estudos isoenziméticos ou moleculares
(MONTALVO et al., 2012). E, diferentemente da Europa, onde a Unica espécie de
Leishmania encontrada nos cdes é a L. infantum, na América do Sul os cdes séo
parasitados por diversas outras espécies de Leishmania, causadoras de
leishmaniose na forma cutanea, que epidemiologicamente precisam ser
caracterizadas (DANTAS-TORRES et al., 2012).

5.3 METODOS SOROLOGICOS

No Brasil, a ortotanasia de cées infectados é recomendada pelo Ministério da
Saude como medida de controle da LV, por isso um diagndéstico de baixo custo e
alta confiabilidade é necessario para a triagem desses reservatorios. Com a intencao
de evitar o uso de métodos invasivos e considerando que a resposta humoral na LV
canina é geralmente muito intensa, com altos niveis de imunoglobulinas, o
diagnoéstico passou a ser focado em métodos sorologicos (GOMES et al., 2008).
Assim, diversos métodos sorolégicos foram desenvolvidos e sdo bastante utilizados
para o diagndstico canino.

A LV é caracterizada por uma marcada estimulacéo policlonal de linfocitos B,
0 que resulta na grande producao de imunoglobulinas. Sendo assim, a deteccao de
anticorpos circulantes anti-Leishmania por meio dos meéetodos soroldgicos tem seu

uso facilitado por serem menos invasivos e mais praticos (GONTIJO; MELO, 2004).
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A deteccdo de altos niveis de anticorpos especificos anti-Leishmania no soro esta
associado com o parasitismo elevado, indicando fonte de infeccédo para o vetor
(MADEIRA et al., 2009; TASCA et al.,, 2009; BANETH, 2010). Baixos niveis de
anticorpos podem ser transitérios e 0s mesmos podem ser detectados em cédes que
foram expostos. Todavia, a presenca de anticorpo ndo necessariamente indica
infeccdo. Havendo necessidade de confirmar ou infirmar a presenca do parasito por
outros métodos diagndsticos, como exame parasitolégico ou a técnica de Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR) (BANETH, 2010).

O uso de sorologia no diagnostico rotineiro da doenca € praticado por sua
facilidade de execucédo e boa sensibilidade (MOHAMMADIHA et al., 2013). Entre os
métodos soroldgicos existentes para o diagnostico da LV canina, destacam-se:
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI); Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), e
0s testes rapidos imunocromatograficos (DA SILVA et al., 2010; PAVLI; MALTEZOU,
2010; MONTALVO et al., 2012; MOHAMMADIHA et al., 2013). Estes métodos seréo
analisados individualmente nos itens 5.3.1 a 5.3.3.

Os métodos diagndsticos utilizados em inquéritos epidemiolégicos devem
possuir alta sensibilidade e especificidade, pois exames com alta sensibilidade
permitem detectar o maior nimero de cées infectados, evitando a permanéncia de
animais positivos na populacdo. Pode-se também evitar que cdes nédo infectados
com o parasito sejam ortotanasiados (ALVES; BEVILACQUA, 2004).

A hemaglutinacdo, teste desenvolvido na década de 1980 por Tomizawa
(REIS, 1999), permite a detec¢do de imunoglobulinas contra uma grande variedade
de parasitos, dentre eles parasitos do género Leishmania. Esse método, também
denominado de Direct Agglutination Test (DAT) esta disponivel para o diangostico
de LV canina. A técnica utiliza promastigotas integras, é simples de ser executado e
apresenta baixo custo, o que o torna ideal para uso em laboratério e em campo;
entretanto, a padronizacdo da técnica e o controle de qualidade do antigeno séo
bastante complexos (GONTIGO; MELO, 2004). Alguns pesquisadores obtém
elevadas sensibilidades ao utilizar essa técnica, mas os valores de especificidade
frequentemente sao baixos (CHAPPUIS et al., 2003).

Apesar da grande variedade de testes desenvolvidos, as técnicas RIFI e
ELISA ainda sdo as mais empregadas nos inquéritos epidemiol6gicos caninos.
Provavelmente por reunirem uma seérie de vantagens como facilidade na execucéo,

rapidez, baixo custo e adequadas sensibilidade e especificidade (MAIA et al., 2009).



41

A principal desvantagem dos testes soroldgicos é a possibilidade de ocorrer
reacbes cruzadas com outras patologias, inclusive diferentes espécies de
Leishmania (inclusive aquelas responsaveis por causar leishmaniose tegumentar)
(IKEDA; FEITOSA, 2006; LUCIANO et al., 2009; LOPES et al., 2011). Da mesma
forma, os testes soroldgicos sdo incapazes de detectar cdes infectados antes da
soroconversédo e amostras de animais imunocomprometidos podem n&o responder
fielmente aos testes (MOHAMMADIHA et al., 2013).

No Brasil, o Ministério da Saude e Secretarias de Saude possuem um
Programa de Vigilancia e Controle da LV canina que adotam os métodos
diagnésticos sorolégicos: ELISA como triagem inicial dos cées suspeitos e RIFI
como teste confirmatdrio independente da presenca de sinais clinicos nos caes.
Entretanto, o programa gradativamente deixou de realizar o método RIFI, passando
a utilizar um teste rapido imunocromatografico como prova de triagem e ELISA como
teste confirmatoério (BRASIL, 2011a).

Falhas nesses resultados podem causar a eliminacdo de um numero
desconhecido de animais nao infectados, e, por outro lado, ndo detectar casos
positivos. O que € visivel entre as duas rotinas diagndsticas, € que para um
diagnéstico confiavel da LV canina, ndo se deve utilizar apenas uma técnica, e sim a
combinacdo de metodologias (MAIA; CAMPINO, 2008). Devendo-se procurar O

maximo de suporte laboratorial para obter conclusdes precisas.

5.3.1 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI

A Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta comecou a ser utilizada a partir da
década de 1960 (DUXBURY; SADUN, 1964), é uma metodologia considerada como
padrdao ouro do diagndstico soroldgico, utilizando como antigeno, promastigotas de
varias espécies do género Leishmania fixadas em lamina para microscopia.

O primeiro passo, para a realizacdo da técnica de RIFI ocorre quando os
antigenos fixados em lamina sdo recobertos com diluicbes de soros caninos a serem
testados e soros controles. Logo apods a primeira incubacédo, realizam-se varias
lavagens. Em uma etapa subsequente, o complexo antigeno-anticorpo é recoberto
pela adicdo de anti-imunoglobulina canina conjugada (anticorpo anti-lgG de céo
conjugado) marcada com isotiocianato de fluoresceina. ApGs a segunda incubacgéo e

novas lavagens, as laminas sdo montadas com glicerina tamponada e recoberto por
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laminula. Nesta etapa a reacdo entre o antigeno fixado e o anticorpo presente nas
amostras € visualizada em microscopio equipado com luz fluorescente. O resultado
€ considerado positivo quando os parasitos exibem fluorescéncia verde homogéneo
em todo contorno das formas promastigotas (OLIVEIRA et al., 2005; BRASIL, 2006;
MAIA; CAMPINO, 2008; MIRO et al., 2008; LEAL, 2009). O titulo corresponde a
maior diluicdo do soro onde se verifica a emissao de fluorescéncia e o limiar de
positividade ou “cut-off” para distinguir resultados positivos e negativos varia entre
1:40 e 1:60 (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

A imunofluorescéncia é um dos testes mais sensiveis. No entanto, um
resultado negativo ndo exclui que o animal esteja infectado, uma vez que ha animais
gue demoram algum tempo para desenvolver a resposta humoral e atingir titulos de
anticorpos considerados positivos (LUCIANO et al.,, 2009; LOPES et al., 2011,
SILVA et al., 2011). Assim, em animais clinicamente suspeitos ou com resultados
duvidosos deve-se repetir o teste apdés 4 a 6 semanas ou recorrer a outro tipo de
teste (BRASIL, 2006; MOHAMMADIHA et al., 2013). A sensibilidade da técnica varia
de 83 a 100% e sua especificidade é de aproximadamente 80% para amostras de
soro (ALMEIDA; JESUS; SOUSA-ATTA, 2005; LIRA, 2005). Figueiredo et al. (2010),
em estudo conduzido do Rio de Janeiro com 305 cées, encontraram sensibilidade e
especificidade na imunofluorescéncia (ponto de corte 1:40) de 100% e 65,5%.

A RIFI € uma técnica util em inquéritos soroepidemioldgicos, na pratica clinica
e no seguimento do tratamento. No entanto, apresenta varias limitacdes como
requerer alto nivel de habilidade e experiéncia técnica, instalacées laboratoriais
adequadas e diluicbes de soro seriadas, o que a torna trabalhosa (MAIA; CAMPINO,
2008). Ainda assim, a técnica de imunofluorescéncia é indicada como referéncia
pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) para o diagndéstico soroldgico da
LV canina (GRADONI; GRAMICCIA, 2000), sendo o teste de elei¢do para inquéritos
epidemioldgicos, por apresentar sensibilidade e especificidade adequadas (ALVES;
BEVILACQUA, 2004; FRAGA et al., 2012).

5.3.2 Ensaio Imunoenzimético - ELISA

A partir da década de 1970 (ENGVALL; PERLMANN, 1971) iniciou-se o0 uso
dos testes imunoenzimaticos (ELISA - Enzyme Linked Imunosorbent Assay), assim

como suas variagdes. Consiste em uma reag¢ao imunoenzimatica para detecgcéao de
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imunoglobulinas especificas no soro, utilizando como antigeno extratos soluveis de
promastigota ou amastigota do parasito. Esse antigeno é adsorvido em microplacas
e o0s soros diluidos (controle do teste e das amostras) sdo adicionados
posteriormente. A presenca de anticorpos especificos no soro vao se fixar aos
antigenos. A visualizacdo da reacdo ocorre, quando adicionada uma anti-
imunoglobulina de cdo marcada com a enzima peroxidase e cromdgeno, que se
ligara aos anticorpos especificos (caso estejam presentes) e gera uma reacao de cor
que podera ser medida por espectrofotometria. O resultado considerado soro
reagente é aquele que apresente o valor da absorbancia igual ou superior ao ponto
de corte (“cut-off”) estabelecido pelo laboratério que realiza o teste (BRASIL, 2006).

Lima et al. (2010), comparando o desempenho de diferentes técnicas de
diagnéstico em cées sintomaticos para LV, obtiveram sensibilidade e especificidade
para a técnica ELISA de 100% e 91,2%, respectivamente. Figueiredo et al. (2010),
em estudo desenvolvido do Rio de Janeiro com 305 animais, também encontraram
resultados semelhantes de sensibilidade e especificidade da técnica, 100% e 96,6%,
respectivamente.

O teste ELISA é bastante util para analises de laboratério, possibilitando
avaliar grande quantidade de amostras em pouco tempo (leitor automatizado),
sendo, por isso, um teste mais rapido e de facil execucdo quando comparado a RIFI
(CAMARGO; LANGONI, 2006; MAIA; CAMPINO, 2008). O teste ELISA permite
detectar baixos titulos de anticorpos e é acurado na identificacdo de casos
assintomaticos (CANDIDO et al., 2008). E facilmente adaptado para uso com
diversos antigenos desde extrato bruto do parasito quanto antigenos purificados,
como os recombinantes. Tem boa sensibilidade e especificidade e as possiveis
reacdes cruzadas podem ser minimizadas pelo uso desses antigenos purificados
(DOURADO et al., 2007; MAIA; CAMPINO, 2008; LEAL, 2009).

Segundo Mettler et al. (2005), o teste ELISA tem sido capaz de detectar
anticorpos em animais com e sem sinais clinicos, enquanto a RIFI detecta
anticorpos, na maioria, em animais com manifestacdes clinicas aparentes. Parte das
dificuldades diz respeito a sensibilidade e especificidade dos atuais testes
sorologicos utilizados na rotina laboratorial (RIFI e ELISA) para caracterizar infeccéo
e doenca, além da possibilidade de ocorrer rea¢cbes cruzadas com outros parasitos
(LOPES et al., 2011; MONTALVO et al., 2012).
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5.3.3 Testes Imunocromatogréficos

A imunocromatografia foi desenvolvida na década de 1990 quando foram
reunidas as técnicas imunoenzimaticas com a cromatografia (DOURADO et al.,
2007). A partir dai, varios testes imunocromatograficos foram desenvolvidos,
utilizando como antigenos proteinas recombinantes e também proteinas extraidas
de bactérias, que fazem parte dos reagentes marcadores dos testes para o
diagnéstico da LV humana (CHAPPUIS et al., 2006; WELCH; ANDERSON; LITWIN,
2008) e canina (REITHINGER et al., 2002; BISUGO et al., 2007; LIMA et al., 2010).
A grande maioria dos testes imunocromatograficos emprega antigenos de
Leishmania de diferentes fontes adsorvidos em membranas de nitrocelulose e
anticorpos monoclonais anti-lgG de cdo (GRADONI, 2002). A presenca de
anticorpos anti-rk26 ou rk39 indicam infeccdo (BISUGO et al., 2007).

Dentre as novas tecnologias empregadas para a determinacéo qualitativa de
anticorpos para antigenos recombinantes de L. infantum existem os seguintes
testes: Kalazar DetectTM Rapid Test (Kalazar DetectR In Bios International Seattle,
WA,USA), DiaMed IT-LEISHR (DiaMed AG Cresiersur Morat, Suica, distribuido pela
DiaMed Latino America S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) e o Dual Path
Platform (DPP®, Chembio Diagnostics, Biomanguinhos/Fiocruz) (FUNED, 2010).

Para o diagnostico sorologico da LV canina destaca-se o teste rapido Dual
Path Platform (TR-DPP - Leishmaniose Visceral Canina), patenteado pela Chembio
Diagnostics e desenvolvido pelo Instituto Biomanguinhos/Fiocruz (FUNED, 2010).
Trata-se de um ensaio imunocromatografico qualitativo de triagem para deteccéo de
anticorpos anti-Leishmania que emprega a proteina recombinante K39 (rK39) como
antigeno. Esta proteina € o produto de um gene clonado a partir de L. infantum e
que contém uma repeticdo de 39 aminoacidos conservados entre as espeécies
viscerotropicas de Leishmania. Se houver a presenca de anticorpos anti-Leishmania
na amostra testada, estes reagirdo com 0s antigenos recombinantes, e em
sequéncia se ligardo a combinacdo de proteina A e ouro coloidal, fornecendo o
resultado positivo por meio de reacéo de cor.

Para o diagnostico da LV canina, o antigeno rK39 foi avaliado em ensaios
imunocromatogréficos realizados com amostras de caes provenientes do Municipio
de Capitdo Enéas, estado de Minas Gerais, apresentando sensibilidade que variou
entre 72 e 77% e especificidade que variou entre 61 e 75% (REITHINGER et al.,
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2002). Outro estudo conduzido também em Minas Gerais forneceu melhores
resultados, com sensibilidade entre 94 e 96% e especificidade de 100%, em teste
realizado em 50 amostras de soro canino (COSTA et al., 2003).

Em 2012, Grimaldi et al. avaliam o teste r4pido DPP®, e observam
especificidade de 96%. Com relagdo a sensibilidade, os autores obtiveram valores
de 98% para cédes sintomaticos e 47% para assintomaticos. Os autores mostram a
necessidade de testes mais sensiveis para deteccdo de maior nimero de animais
infectados. Outros estudos com testes imunocromatograficos que utilizam o antigeno
recombinante rK39 em cées apresentaram sensibilidade de 72-97% e especificidade
de 61-100% (BISUGO et al., 2007; LEMOS et al., 2008; LIMA et al., 2010).

Em estudo encomendado pelo Ministério da Saude, o teste rapido
imunocromatogréfico de plataforma de duplo percurso (DPP®), em uma populacao
cuja prevaléncia de infeccéo era de 7,0%, apresentou uma sensibilidade de 91% e
especificidade de 70% (LIMA-JUNIOR, 2012). Neste mesmo estudo observou-se
como o melhor cenario diagnéstico, tanto do ponto de vista de qualidade quanto de
praticidade, o protocolo utilizando o teste rapido DPP® para triagem nos inquéritos
caninos para LV e o ELISA como teste confirmatério, levando o Ministério da Saude
a substituir a partir do ano de 2012 o protocolo diagndstico anteriormente utilizado
(BRASIL, 2011a).

As principais vantagens e facilidades dos testes imunocromatograficos séo o
baixo custo, a rapidez, simplicidade e praticidade, poder ser realizado a partir de
uma pequena amostra de sangue total, ser dotado de elevada sensibilidade, n&o
exigir equipamentos laboratoriais especificos, especializacdo tecnoldgica e ainda
permitir que a execucao seja feita na frente do proprietario do animal (LIMA et al.,
2010; BIO-MANGUINHOS, 2011; GRIMALDI et al., 2012). Queiroz Junior (2011)
refere que o uso do DPP® pode ser um recurso para obtencdo de resultados mais
eficientes, precisos e confiaveis no diagnostico da LV canina. De acordo com Lima-
Junior (2012), apesar de suas vantagens, este novo protocolo diagndéstico ainda néo
solucionard o problema enfrentado com a demora no controle dos animais
infectados, principalmente em areas remotas, onde ha a necessidade de se enviar
as amostras para a realizacdo do exame confirmatério em laboratorios de referéncia,
localizados em outros municipios.

Neste contexto, o desenvolvimento de um sistema de predicdo para LV

canina, combinando informacdes clinicas com o resultado do teste rapido poderia
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contribuir para a melhoria do diagnéstico da LV canina em areas endémicas,
aumentando a acuracia e a agilidade diagnostica em campo. Adicionalmente,
permitiria identificar uma parcela importante de cédes com maior potencial de
infectividade, promovendo um impacto significativo na reducdo da transmissao
(LIMA-JUNIOR, 2012).

5.4 TECNICAS MOLECULARES

ApoGs a década de 1980, foram desenvolvidas diversas técnicas de biologia
molecular para detectar e identificar parasitos do género Leishmania, sem a
necessidade de se isolar o parasito em cultura (GONTIGO; MELO, 2004).

A técnica baseia-se na amplificacdo in vitro de sequéncias de nucleotideos
especificas presentes no parasito, sendo um método bastante sensivel e especifico
para detectar quantidades minimas de DNA de Leishmania spp. em ampla variedade
de amostras clinicas (SILVA et al., 2008; DANTAS-TORRES et al., 2012). E
importante observar as condi¢cbes ideais de concentragdo dos componentes da
reacao, pois ndo existe um protocolo padrao que possa ser usado para todas as
amplificacdes.

A procura por um novo teste padrdo ouro no diagndstico da LV canina tem
sido estimulada pela chegada de métodos moleculares altamente sensiveis e
especificos. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € a técnica que mais vem
sendo utilizada em trabalhos sobre diagnostico da LV (SOLANO-GALLEGO et al.,
2001; GOMES et al., 2007), demonstrando bons resultados em estudos com cées,
flebotomineos e humanos (SILVA et al.,, 2008). No entanto, para realizacdo de
estudos epidemiolégicos de larga escala, a colheita de material de medula 6ssea ou
aspirado de ganglio ndo é uma técnica simples de executar. A sensibilidade e a
especificidade da técnica dependem de inumeros fatores como a escolha dos
primers, a quantidade de DNA amplificado, o protocolo de extracdo de DNA, e da
origem da amostra que serd analisada (LACHAUD et al., 2002; BANETH; AROCH,
2008). A maioria dos estudos mostra que a técnica apresenta elevada sensibilidade
(acima de 90%) e especificidade diagndstica de até 100% (LACHAUD et al., 2002;
DISCH et al., 2003; IKEDA-FEITOSA et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Em amostras de sangue, apesar da vantagem de ter uma coleta menos

invasiva, a sensibilidade mostra-se inferior aquela obtida com outros tecidos. A
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vantagem do uso de sangue como amostra € que sua extragdo se torna menos
invasiva (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). No entanto, a carga parasitaria neste
tecido tende a ser menor, além de conter certos inibidores de PCR que podem afetar
a sensibilidade da técnica (REITHINGER et al., 2002).

Resultados variaveis e conflitantes com relacdo a sensibilidade da PCR
podem ser observados em diferentes amostras biolégicas de cées. A distribuicdo
heterogénea dos parasitos em cada tecido, devido ao tropismo da cepa e também a
resposta imune local, pode explicar tais variagbes. Quinell et al. (2001)
demonstraram, em estudo longitudinal com caes naturalmente infectados, que a
sensibilidade da PCR era mais elevada logo apdés a infeccdo; posteriormente,
declinou & metade. A pele tem sido um dos tecidos mais utilizados e apresenta como
vantagens, além do alto parasitismo, a facilidade de obtencdo e a distribuicdo
homogénea de parasitos independente da regido do corpo na qual foi coletada.

Comparando métodos diagndésticos em um grupo de cdes naturalmente
infectados, Assis et al. (2010), concluiram que a PCR foi o teste mais sensivel e
preciso no diagnostico da LV canina, confirmando o resultado positivo pelas outras
técnicas e detectando DNA do parasito nos tecidos (linfonodo, bago e figado) em
100% dos negativos. Os dados de Moreira et al. (2007), também corroboram estes
resultados. Por outro lado, Sassaki et al. (2011), encontraram melhor resultado em
animais infectados utilizando a RIFI, seguido da PCR de aspirado de linfonodo.

Uma vantagem da técnica de PCR € na identificacdo e caracterizacdo das
espécies de Leishmania, assim como na deteccdo do DNA do parasito antes da
soroconversao (PEREIRA et al., 2008; SZARGIKI et al., 2009). Dessa forma, tem-se
observado em &rea endémica, alta prevaléncia de animais assintomaticos
soronegativos, apresentando resultados moleculares positivos (SOLANO-GALLEGO
et al., 2001; LACHAUD et al., 2002; BRASIL, 2003). No inicio da infec¢éo, antes da
soroconversdo e/ou desenvolvimento de sintomas, a PCR mostra-se mais sensivel
que a sorologia; com a progressdo da doenca had uma elevacdo nos titulos de
anticorpos e os testes soroldgicos tém sua sensibilidade aumentada (QUINNELL et
al.,, 2001). Em casos suspeitos, mas em que as técnicas sorolégicas ou a
observacdo direta do parasita sdo inconclusivas, indica-se a PCR (MANNA et al.,
2007). Porém, ndo se sabe se 0s animais soronegativos e PCR positivos sao
imunologicamente resistentes ou ainda vao desenvolver a doenca. No entanto,

pode-se afirmar que tiveram contato com o parasito (COURA-VITAL et al., 2011).
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Segundo Solano-Gallego et al. (2001), a aplicacdo conjunta da técnica de
PCR e testes sorologicos permitem melhor discriminar a extensdo da infeccéo
subclinica da LV canina em areas endémicas, bem como estimar o numero de caes
gue sera alvo das medidas de controle. Os autores reforcam ainda, que a presenca
de DNA de Leishmania no sangue ou outros tecidos de animais clinicamente
saudaveis que vivem em areas endémicas indica a presenca de cdes com a
infeccdo, mas que eles poderdo nunca vir a desenvolver a doencga clinica. Em
contraste, um titulo de anticorpos elevado pode indicar que um céo infectado pode
desenvolver uma infecgdo generalizada e futura doenca clinica.

A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar o
protozoario envolvido, e o fato de poder ser aplicada em varias amostras clinicas ao
mesmo tempo sdo vantagens indiscutiveis da PCR em relacdo aos métodos de
diagndstico tradicionais, tornando-a uma técnica promissora para o diagnéstico da
LV (DENIAU et al., 2003).

Dentre as mais sofisticadas técnicas para o diagnéstico da LV, destacam-se
além da PCR convencional, a nested PCR e a PCR em tempo real quantitativa
(gPCR) (GOMES et al., 2008; MAIA et al., 2009). Mohammadiha et al. (2013) afirmam
que o DAT e a qPCR, sdo dois testes adequados para o diagnéstico de animais
assintomaticos infectados com L. infantum. Oportunamente, a gPCR possibilita andlise
quantitativa do resultado, o que € Util para distin¢gao da infecgao.

A gPCR vem ganhando espac¢o entre as técnicas de diagndstico de LV,
permitindo o monitoramento das amplificacdes das sequéncias especificas de DNA
durante o decorrer da reacao e possibilitando a eliminacédo da etapa laboriosa pos-
amplificacéo (preparo do gel para eletroforese), necessaria para visualizar o produto
amplificado na PCR convencional (MAIA; CAMPINO, 2008; PAIVA-CAVALCANTI,
REGIS-DA-SILVA; GOMES, 2010; MOHAMMADIHA et al., 2013).

Testes moleculares baseado na PCR conhecidamente possuem bons indices
de sensibilidade e especificidade para o diagnéstico (CALVOPINA; ARMIJOS;
HASHIGUCHI, 2004; DANTAS-TORRES et al., 2012). Contudo, a gPCR proporciona
valores de sensibilidade e especificidade proximos a 98% e 83%, respectivamente,
sendo capaz de detectar a infeccao em 99% dos animais assintomaticos. Além
disso, tem como vantagem a possibilidade de produzir resultados rapidamente,
reduzindo as chances de contaminacédo laboratorial e obtencdo de resultados falso
positivos (MOHAMMADIHA et al., 2013). Os resultados da gPCR tornam-se
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extremamente importantes quando se busca um diagndstico sensivel e répido,

particularmente em casos onde os diagnosticos sorologicos sdo duvidosos. Assim,

pode-se observar inimeras vantagens da gPCR em relacdo a PCR convencional,

incluindo, rapidez na obtencdo dos resultados e reprodutibilidade (GOMES et al.,

2008). Infelizmente, o custo elevado dos métodos moleculares ndo permite que

sejam realizados de forma rotineira, por requerer laboratérios bem equipados e
habilidade técnica impar (BRASIL, 2006).

Na tabela 5 sdo relatados trabalhos que usam diferentes técncias para o

diagndstico de LV canina com vantagens e desvantagens de cada uma delas.

TABELA 5 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS METODOS DIAGNOSTICOS
PARA A DETECCAO DE L. infantum EM CAES.

TECNICA DE
DIAGNOSTICO VANTAGENS DESVANTAGENS AUTOR, ANO
Sorologia (RIFI/ e Determinacéo dos niveis e N&o detecta a presenca MADEIRA et al.,
ELISA) de anticorpos, essencial atual de Leishmania 2009
para o diagndstico e ¢ Reac0es cruzadas MAIA et al., 2009
estabelecimento de e Desempenho e acuracia do BANETH, 2010
prognaostico “cut-off” dependem do PALTRINIERI et al.,
¢ Altos niveis de anticorpos laboratdrio 2010
na presenca de sinais « Diferencas entre MONTALVO et al.,
clinicos compativeis e/ou laboratérios e 2012
anormalidades clinico- padronizacdo néo
patoldgicas sao adequada das técnicas
conclusivas para
leishmaniose clinica
Imunocromato- e Resultado rapido e Promove resultado PALTRINIERI et al.,
grafia (Testes ¢ Independe de infra- positivo ou negativo 2010
Rapidos) estrutura laboratorial e Sensibilidade e SRIVASTAVA,
desempenho variaveis 2011
com risco de falso SOLANO-
negativos GALLENO et al.,
e Um resultado positivo 2011
precisa ser futuramente COURA-VITAL et
avaliado por sorologia al., 2014
guantitativa
Citologia/ ¢ Permite deteccéo e Baixa sensibilidade para a GOMES et al.,
Histopatologia direta do parasita e o deteccdo de amastigotas de 2008
tipo de achado Leishmania em tecidos e MAIA; CAMPINO
patolégico: fluidos do corpo et al., 2008
- Achado patoldgico ¢ Requer outro teste PALTRINIERI et
suspeito de infeccdo diagndstico como al., 2010
- Permite excluséo de imunohistoquimica e/ou GRAMICCIA et
outros diagnésticos PCR onde parasitas ndo al., 2011
diferenciais sao visualizados SOLANO-
- Répido e nao invasivo ¢ Nao revela o estado GALLENO et al.,
(citologia) imunoloégico 2011

o Necessita expertise
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TABELA 5 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS METODOS DIAGNOSTICOS
PARA A DETECCAO DE L. infantum EM CAES - continuacéo.

PCR

e Permite deteccéo de

DNA Leishmania |
e Alta sensibilidade

(KDNA) e

especificidade

Possibilidade de resultados
falso positivos devido a
contaminacdo do DNA
Diferentes padroniza¢des
em diferentes laboratérios
N&o revela o estado
imunolégico

N&o pode ser apresentada
como uma Unica técnica de
diagnostico para a
confirmacéo da doenca,
pois o resultado positivo
confirma a infecgéo por
Leishmania, mas ndo a
doenca

e |IKEDA; FEITOSA,
2006

e SOLANO-
GALLENO et al.,
2011

¢ MOHAMMADIHA
et al., 2013

Parasitologia /
Cultura

e Permite o isolamento
do parasita de

Leishmania
¢ Facilita a identificacdo
isoenzimatica do

parasita

Técnica de diagndstico
laboriosa

Pode levar um més para
expressar o resultado
Aplicacéo apenas em
pesquisas laboratoriais

e SRIVASTAVA et
al., 2011

e MONTALVO et
al., 2012

A tabela 6 apresenta estudos da ocorréncia de LV canina com distribuicdo

geografica nos diferentes continentes do mundo e nas diferentes regides do Brasil,

mostrando a prevaléncia encontrada pelas principais ténicas utilizadas nos ultimos

anos e alguns dados de sensibilidade e especificidade correspondentes a cada

pesquisa realizada.

TABELA 6 - ESTUDO DA OCORRENCIA DE LV CANINA COM DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA, AUTORES, PREVALENCIA, SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO NO BRASIL E NO MUNDO.

PAIS, . SENSIB./
CONTINEN. CIDADE TECNICA PREVAL. ESPECIF. AUTOR, ANO.
VELHO MUNDO
Portugal, ELISA 33,2% SOUSA et al,, 2011
Nordeste DAT 20,9%
Europa Espanha, RIFI 20% BALLART et al.,
Catalonia ELISA 29,7% 2013
Western Blot 37,9%
Imunocromato- 22,1%
grafia
Palestina, ELISA 7,5% HAMARSHEH et al.,
Asi West Bank PCR 11,5% 2012
sia Cultura 1,5%
Ird, Ardabil DAT 50,4% BARATI et al., 2013
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TABELA 6 - ESTUDO DA OCORREANCIA DE LV CANINA COM DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA, AUTORES, PREVALENCIA, SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO NO BRASIL E NO MUNDO - continuagéo.

NOVO MUNDO
o Argentina, Imunocromato-  38,5% CRUZ etal., 2010
Américado  posadas grafia
Sul RIFI 39,2%
PCR 47,3%
Brasil
Brasil, Bahia ELISA 6,7% OLIVEIRA et al., 2010
RIFI 3,2%
Brasil, Bahia ELISA 14,8% SILVA et al., 2010
Regido
Nordeste Brasil, Parasitologia 7,9% SCHUBACH, 2011
Fortaleza
Brasil, RIFI 29,3% DANTAS-TORRES et
Pernambuco al., 2012
Brasil, RIFI 67% BARBOSA et al., 2010
Regiéo Maranhéo
Norte Brasil, RIFI 47,8% FELIPE et al., 2011
Maranhao
Brasil, PCR 59,3% BIGELI; OLIVEIRA
Tocantins JUNIOR; TELES, 2012
Brasil, Riode  ELISA 10,7% FIGUEIREDO et al.,
Janeiro RIFI 10% 2009
Brasil, Sdo ELISA 45,2% 100/91,2% LIMAetal., 2010
Paulo Imunocromato- 41,3% 91,5/94,7%
grafia
Brasil, Rio de RIFI 36,4% 100/ 65,5% FIGUEIREDO et al.,
Janeiro ELISA 6,2% 100/96,6% 2010
Regiédo -
Brasil, Minas ELISA 15,9% COURA-VITAL et al,,
Sudeste k
Gerais PCR-RFLP 24, 7% 2011
Brasil, Rio de ELISA 17% 100/ 92% SILVA et al., 2013
Janeiro RIFI 10% 60 / 96%
DPP 17% 93/ 92%
Brasil, Minas ELISA + RIFI 10,6% BORGES et al., 2014

Gerais
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TABELA 6 - ESTUDO DA OCORREANCIA DE LV CANINA COM DISTRIBUICAO
GEOGRAFICA, AUTORES, PREVALENCIA, SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE
DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO NO BRASIL E NO MUNDO - continuagéo.

Brasil, Minas Imunocromato- 3,8% CASTRO-JUNIOR et
Gerais grafia al., 2014
Brasil, Goias RIFI 9,3% AZEVEDO et al., 2011
Brasil, Mato ELISA 65,0% CUNHA et al., 2012
Grosso do Sul  RIFI 80,0%
0,
Regi&o PCR 47 5%
Centro-oeste
Brasil, Mato RIFI 22,1% ALMEIDA et al., 2012
Grosso
Brasil, Mato PCR 14,6% ALMEIDA et al., 2013
Grosso
Brasil, Santa ELISA + RIFI 6,9% CORREA et al., 2011
Catarina
Brasil, Santa ELISA + RIFI 5,3% PACHECO et al., 2013
Catarina
N Brasil, Santa ELISA + RIFI 1,4% STEINDEL et al., 2013
Regido Sul  Catarina
Brasil, Parana  RIFI 3,1% DIAS et al., 2013
Imunocromato- 6,3%
grafia
ELISA 48,3%
Brasil, Rio Imunocromato-  2,1% TEIXEIRA et al., 2013

Grande do Sul

grafia
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a LV canina pode ser considerada como um grave problema
de salde publica, que esta em franca expansdo, 0 que representa um grande
desafio para os profissionais da saude.

A LV canina estava inicialmente associada a areas rurais, mas em
decorréncia das diversas mudancas no ambiente, como o0 desmatamento das
regides peri-urbanas, a urbanizacdo progressiva e desordenada e 0 processo
intenso de migracdo, tem ocorrido uma maior distribuicdo da doenca para além das
areas endémicas, fazendo com que a patologia apresente, hoje, um novo modelo de
distribuicdo eco-epidemioldgico, tendo, atualmente, grande importancia no contexto
epidemioldgico das principais areas urbanas do Brasil e do mundo.

No entanto, o conhecimento cientifico desenvolvido até entdo sobre a
tematica ndo condiz com a sua real importancia. Muitos desafios devem ser
superados no controle da doenca. Sao necessarios mais estudos para a formulacéo
de novas drogas, regimes terapéuticos e protocolos de manejo clinico, com énfase
ao desenvolvimento cientifico, tecnoldégico e em inovacdo em saulde. Entretanto,
mais do que a producéo cientifica em si, é necessario um compromisso social de
todos para evitar que a LV canina se estabeleca definitivamente como um agravo

irreparavel no cotidiano brasileiro.
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CAPITULO Il - FOCO RURAL-URBANO DE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
NO EXTREMO-OESTE DO ESTADO DE SANTA CATARINA, BRASIL

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de leishmaniose visceral em caes
da regido extremo-oeste de Santa Catarina, como sinalizadores da possivel
presenca do ciclo do parasito. Avaliagdo clinica, Reag¢do de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) foram utilizados para a investigacdo epidemiologica. Dentre os 252 cées
estudados, 43 foram positivos por RIFI, 50 por ELISA e 55 foram por PCR. Do total,
48 animais foram positivos por dois métodos (sorolégico e molecular), destes 19
(39,6%) apresentaram sinais clinicos compativeis com leishmaniose visceral, 35
(72,9%) eram de area rural e 13 (27,1%) de area urbana. A andlise dos dados
revelou que o diagnostico positivo foi estatisticamente associado com
sintomatologia, raga e idade (p<0,05). O indice Kappa apresentou correlagdo muito
boa entre ELISA e RIFI (0,618), ELISA e PCR (0,627) e excelente entre RIFI e PCR
(0,849). Este estudo preliminar confirma a presenca de L. infantum nos municipios
de Sédo Miguel do Oeste e Descanso na regido do extremo-oeste de Santa Catarina,
indicando a ocorréncia de casos autéctones, mostrando a possibilidade ndo apenas
de foco de LV canina como também para o aparecimento de casos humanos no
futuro. As caracteristicas do ciclo epidemiolégico da LV nesta regido devem ser
determinadas. Um estudo filogenético oferecera importantes informacdes sobre
como o parasito chegou nessa regido de fronteira com a Argentina ou os estados do
Parana e Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Leishmania infantum. Cées. Diagnoéstico. Sorologia. PCR
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RURAL-URBAN FOCUS OF CANINE VISCERAL LEISHMANIOSIS IN THE FAR
WESTERN REGION OF SANTA CATARINA STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the occurrence of visceral leishmaniosos in
dogs in the far western region of Santa Catarina State, as indicators of the possible
presence of the parasite cycle. Clinic examination, Indirect Immunofluorescent
Antibody Test (IFAT), Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) and
Polymerase Chain Reaction (PCR) were used for epidemiological investigation.
Among the 252 dogs surveyed, 43 were positive by IFAT, 50 by ELISA assay and 55
were positive by PCR. From the 48 positive dogs for VL by both serological and
molecular methods, 19 (39.6%) presented clinical symptoms of leishmaniosis, 35
(72.9%) were from rural areas and 13 (27.1%) from urban areas. Data analysis
revealed that positive diagnosis was statistically associated with symptomatology,
breed and age (p<0.05). Kappa statistic showed very good correlation between
ELISA and IFAT (0.618), ELISA and PCR (0.627) and excellent between IFAT and
PCR (0.849). This preliminary study confirms that the presence of L. infantum in the
municipalities of Sdo Miguel do Oeste and Descanso in the western region of Santa
Catarina State means the occurrence of an outbreak is possible, as is the
appearance of human cases in the future. The characteristics of the epidemiological
cycle of VL in this region remain to be determined. A phylogeny study will provide
important information regarding whether the parasite arrived in this region from
neighboring Argentina or the States of Parana or Rio Grande do Sul.

Keywords: Leishmania infantum. Dogs. Diagnosis. Serology. PCR.
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1 INTRODUCAO

Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca cronica causada por Leishmania
(Leishmania) infantum Nicolle, 1908 e que na auséncia de tratamento resulta em
casos fatais. E uma zoonose que tem como reservatério o cdo doméstico (DANTAS-
TORRES, 2006; CORTES et al., 2012).

Indmeros estudos epidemiolégicos tém mostrado o rapido crescimento da
doenca no mundo e no Brasil (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; MORENO; ALVAR,
2002; ALVAR et al., 2004; MAIA-ELKHOURY et al., 2008; MARCONDES; ROSSI,
2013). No Brasil, as migragdes humanas e de animais, a pobreza na regido
perifiérica de grandes centros, a construcdo de usinas hidroelétricas e gasodutos,
vém alterando o padrdo de distribuicdo geogréafica da LV humana e canina. Dados
revelam que no periodo de 1980 a 2005 foram registrados 59.129 casos no pais,
sendo 83% na regido Nordeste. No entanto, gradativamente o parasito chegou a
outras regides, especialmente Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008; MARCONDES; ROSSI, 2013). Os fatores de risco para LV
no Brasil podem variar de uma &rea a outra dependendo do perfil de cada regido. A
ocorréncia de epidemia de LV em area urbana de grandes cidades brasileiras, como
Sao Luis (MA), Teresina (PI), Fortaleza (CE), Aracaju (SE), Rio de Janeiro (RJ), Belo
Horizonte (MG) e Aracatuba (SP), demonstrou a mudanca do perfil epidemiolégico
da doenca, como influéncia do processo migratério do campo para as grandes
cidades. Em outras regides, como Santarém (PA), Russas (CE), Jacobina (BA), Trés
Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (MS) o calazar atinge bairros de
periferia que guardam certas caracteristicas rurais (MARCONDES; ROSSI, 2013).

Mais recentemente, foi registrada a ocorréncia de LV na regido Sul do Brasil
(TARTAROTTI et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2012; STEINDEL et al., 2013; DIAS
et al. 2013; TEIXEIRA et al., 2013). Paises vizinhos da regido Sul do Brasil, como
Paraguai e Argentina, ja vém assinalando o agente patogénico em caes e humanos
além de registrar o vetor Lu. longipalpis (CANESE et al., 2000; SALOMON et al.,
2008; CRUZ et al., 2010; ALVAR et al., 2012; BARRIO et al., 2012; SANTINI et al.,
2012; BRAVO, et al., 2013; GOULD et al., 2013). O alerta sobre LV na regido Sul do
Brasil se faz necessario. Além de praticas comuns entre paises de fronteira, a
atividade de caca com cdes no pais argentino € um exercicio comum na regiao

extremo-oeste de Santa Catarina. Estes sao fatores que poderiam desencadear um
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surto da doenca, uma vez que a Argentina e Paraguai tém registrado muitos focos
de LV préximo a divisa (CANESE, 2000; COUSINO, 2006; SALOMON et al., 2008;
CRUZ et al., 2010; BRAVO et al., 2013).

Neste contexto € importante realizar pesquisa de L. infantum em cédes como
sinalizadores assim como a vigilancia dos casos de LV, uma vez que a presenca
dessa doenca nos animais, geralmente, tem precedido a ocorréncia de casos
humanos (MARZOCHI et al., 2009).

Resumindo, considerando que a investigacao de L. infantum deve se basear
em um diagnéstico confiavel e que os protocolos empregados para diagndéstico de
LV canina apresentem eficacia desejada foi utilizada a combinacdo de diagndstico
sorolégico e molecular, no intuito de encontrar o maior nimero de animais
verdadeiramente positivos. A partir deste dado primario, sera necessario seguir com
pesquisa da presenca do vetor, estudo filogenético e desenvolvimento de programas
de vigilancia e controle da infec¢édo na regido estudada.



73

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a soroprevaléncia e deteccdo de DNA de L. infantum em cées da
regido extremo-oeste de Santa Catarina, como sinalizadores da possivel presenca

do parasito e a participacdo desses animais na manutencédo do ciclo do parasito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania na populacdo
amostrada por técnica de Ensaio Imunoenzimético - ELISA;

e Investigar a prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania em cédes daquela
regido, utilizando a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI;

e Determinar a prevaléncia da infeccdo na populacdo canina amostrada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR;

e Comparar qualitativa e quantitativamente os métodos empregados no
diagnéstico de LV canina.

e Relacionar as variaveis: sexo, raca, faixa etaria e classificacdo clinica
associadas a prevaléncia para L. infantum.

e Avaliar os sinais clinicos observados nos caes positivos para LV.
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3 JUSTIFICATIVA

Leishmaniose visceral (LV) é considerada uma das seis doencas endémicas
de maior importancia no mundo. Possui ampla distribuicdo e registro de casos em
todos os continentes, a exce¢do da Oceania (BRASIL, 2010b). A doenca atinge as
cinco regides brasileiras sendo que 0s casos estdo mais concentrados na regiao
Nordeste, seguida pelas regides Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul (BRASIL,
2014).

Varios estudos epidemiologicos destacam o cdo como principal reservatorio
de L. infantum e é fundamental avaliar a prevaléncia da LV canina em areas
endémicas e ndo endémicas, uma vez que é crescente a disseminacao e difusdo da
doenca (FREHSE et al., 2010). Um exemplo disso pdde ser observado na regido
Sul do Brasil, considerada area indene, passa a ter casos autéctones de LV canina
nas cidades de Séo Borja no Rio Grande do Sul (TARTAROTTI et al., 2011,
TEIXEIRA et al. 2013), Foz do Iguagu no Parana (fronteira com a Argentina e
Paraguai) e Floriandpolis, capital de Santa Catarina que assinalaram recentemente
casos autéctones de LV canina, além da comprovacdo da presenca do vetor Lu.
Longipalpis, nestas regibes (FIGUEIREDO et al., 2012; SANTOS; FERREIRA,;
BISETTO-JUNIOR, 2012; DIAS et al., 2013; STEINDEL et al., 2013).

A regido do extremo-oeste de Santa Catarina localiza-se em um ambiente
rural, com grandes extensbes de matas e presenca de animais silvestres. Faz
fronteira com paises e estados que apresentam casos de LV canina, como o Rio
Grande do Sul, Parana, Paraguai e Argentina.

Em funcéo disso questiona-se:

e Haveria L. infantum nos cdes da regido extremo-oeste do estado de Santa

Catarina?

e Os métodos de diagnostico empregados determinaram a real prevaléncia de

L. infantum, com indices de sensibilidade e especificidade das técnicas

empregadas verdadeiros?

e Os animais, se positivos, apresentariam sinais clinicos compativeis com as
caracteristicas do desenvolvimento da doenca nos caes?
e As diferentes variaveis como sexo, idade, sinais clinicos e habitat seriam

significativas para a ocorréncia ou nao de LV nesses caes?
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Considerando-se a ocorréncia de casos de LV na regiao Sul do Brasil, a
relevancia da doenca, a possibilidade de identificacdo e vigilancia dos possiveis
cées afetados e a falta de dados epidemioldgicos referentes a LV na regido extremo-
oeste de Santa Catarina, 0 presente estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia de LV em cées da regidao, como sinalizadores da possivel presenca do
parasito. E para atingir os objetivos foi realizado levantamento sorologico (ELISA e

RIFI) e pesquisa de DNA do parasito por técnica molecular (PCR).
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4 HIPOTESES

1. Os cades que vivem em éarea rural, na presenca de outros animais, na
proximidade das matas (proximidade ao vetor), da raca veadeiro, SGo mais
susceptiveis a infec¢ao por Leishmania infantum.

2. Os animais positivos apresentam sinais e sintomas compativeis com LV.

3. O diagnéstico de LV canina deve apresentar boa sensibilidade e
especificidade, portanto, as técnicas “in house” sdo confiaveis e detectam o
namero real de cdes parasitados.

4. A ocorréncia de L. infantum em cées da regido é esperada pela proximidade
com areas de transmissao e pela presenca de cdes com sinais e sintomas

compativeis com LV.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AREA DE ESTUDO

O estudo foi conduzido nos municipios de Sao Miguel do Oeste e de
Descanso, latitude aproximada de 26° 43' 31" e longitude de 53° 31' 05". Os
municipios estao localizados muito proximos as fronteiras do Parana, Rio Grande do
Sul e Argentina. O clima é subtropical umido, a temperatura média anual é de 18 -
20 °C e a média anual de precipitagbes variam de 2000 mm a 2400 mm (PLANO
DIRETOR MUNICIPAL, 2009) (Figura 1).
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Figura 1 - Localizacédo geografica da area de estudo para ocorréncia de leishmaniose visceral na
regido extremo-oeste do estado de Santa Catarina, Sul do Brasil (em vermelho). Fonte: Adaptado
(Google Earth).

A regido do extremo-oeste do estado de Santa Catarina tem sua vegetacao
predominante constituida por mata caducifdlia, cujos remanescentes sao
observados no vale do Rio das Antas, integradas as atividades agricolas e
vegetacbes secundarias e floresta ombrofila mista (mata de araucéria).
Considerando a geomorfologia, destacam-se altitudes maximas de 600 a 680 metros
nos arredores do rio das Antas e no extremo-leste do municipio e minimas de 280
metros (PLANO DIRETOR MUNICIPAL, 2009).
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Atualmente, a agropecuaria e atividades afins sdo as principais caracteristicas
da economia de S&o Miguel do Oeste e Descanso, o que nao é diferente dos demais
municipios da regido. A soja, o milho, a mandioca e o fumo sdo 0s principais
produtos produzidos nos municipios. Ja o efetivo de rebanho mais significativo € o
de galinaceos, seguido do rebanho de suinos e bovinos. Outros produtos de origem
animal também fazem parte da producgéo rural, como leite, mel e ovos. Embora
ainda com pouca expressividade, pode-se dizer que a regido produz uma gama de
produtos que pode caracterizar uma diversificacdo na producdo agricola. Outro
aspecto observado é que embora a producdo de bovinos ndo seja a mais importante
na economia municipal, a area destinada a pastagens é muito superior a destinada
as matas e florestas, sO ficando atrds da area destinada as lavouras (PLANO
DIRETOR MUNICIPAL, 2009).

5.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Positivo (UP) pelo protocolo numero 112/2012. As
coletas foram realizadas respeitando-se os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

foi assinado pelos proprietarios dos animais (Anexo 1).

5.3 POPULACAO CANINA ESTUDADA

Amostras de sangue de 252 cades foram coletadas por puncdo da veia
braquial ou jugular, o soro foi separado e estocado a -20 °C até seu emprego em
exame soroldgico. O sangue para realizacéo da técnica de PCR foi coletado em tubo
com EDTA e apés centrifugacéo foi separada a camada leucocitaria para extracao
de DNA a ser usado para a técncia de PCR.

Um registro de dados dos animais foi feito com: nome, raga, sexo, idade, local
de origem, antecedentes clinicos e presenca de sinais clinicos compativeis com LV.
Ainda, continha informacgdes da propriedade quanto a presenca de matas, presenca
de outros animais, matéria organica, depdsitos de agua, esgoto e lixo préximos as

moradias (Apéndice 2). Foram eliminados da amostragem cédes com menos de seis
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meses, fémeas prenhas e aqueles cujos proprietarios ndo autorizaram a coleta de
sangue.
Os cdaes pesquisados para LV foram amostrados de forma aleatéria em areas

rural e urbana.
5.4 AVALIACAO CLINICA

Os caes foram avaliados clinicamente por médico veterinario adotando-se a
classificacdo de Abranches et al. (1991) modificada por Molina et al. (1994).

Foram observadas e avaliadas as caracteristicas tipicas de cédes com LV,
dentre elas, alteracbes de pele, linfoadenopatia, emagrecimento, onicogrifose e

anorexia.
5.5 OBTENCAO DO ANTIGENO SOLUVEL PARA ELISA

Para obtencdo do antigeno, promastigotas de cepas referéncia de Leishmania
infantum (MHOM/FR/71/LRM75), foram cultivadas em meio de crescimento bifasico
NNN (Novy-McNeal-Nicolle) e mantidas a 24°C e repicadas a cada sete dias. ApOs
multiplicagcdo as formas promastigotas foram recolhidas da fase exponencial de
crescimento e lavadas com salina esterilizada (0,9% e 0,3%) e PBS pH 7,2 e
recuperadas por centrifugacdo a 4°C. Em seguida foram suspensas até obter
concentracdo de 10’ promastigotas/mL para producdo de antigenos para o teste
ELISA. A producdo de antigeno para o teste ELISA foi realizada conforme descrito
por Castro, Thomaz-Soccol, Augur (2003) e Szargiki et al. (2009) (Anexo 3).

5.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Conforme Castro, Thomaz-Soccol, Augur (2003) e Szargiki et al. (2009), as
amostras de soros de caes foram analisadas em microplacas de 96-pocos de alta
adesdao, sensibilizadas com 500 ng/uL de proteina em 100 pyL tampdao carbonato
bicarbonato 0,05M, pH 9,6 por poco e mantidas overnight a 4°C. Apés a reacao, a
placa foi bloqueada com solucdo de caseina 2% em PBS. Os soros foram diluidos
1:100 e adicionados em cada poco e incubados a 37°C por 1h. As placas foram

lavadas quatro vezes e incubadas com conjugado-peroxidase imunoglobulina G anti-
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cdo (Sigma) diluido a 1: 2500. A reacao foi revelada usando peréxido de hidrogénio
e orto-fenileno diamino e interrompida com 20 uL de acido sulfdrico a 2% por poco.

A absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro a 492 nm (Anexo 7).
5.6.1 Avaliacdo do ponto de corte (“cut-off”)

Ap6s a padronizagédo final do teste de ELISA, a partir das absorbéancias
obtidas, uma abordagem foi adotada para a determinacédo do ponto de corte (“cut-
off’) e definicdo dos soros positivos e negativos. Amostras positivas (n=40) e
negativas (n=40) de cdes da cidade de Foz do Iguacu (PR) foram usadas para
estabelecimento do ponto de corte, ficando determinado em 0,210.

Apés a classificagdo de cada soro como sendo positivo ou negativo foi
possivel estimar indices de qualidade como sensibilidade e especificidade. O ponto
de corte para otimizacdo da sensibilidade e especificidade do teste ELISA foi
determinado usando a analise Receiver Operating Characteristic (ROC) (METZ,
1978; ZWEING; CAMPBELL, 1993). A curva ROC é uma ferramenta estatistica
avancada para avaliacdo e comparacao dos resultados de testes diagndsticos. Este
programa possibilita a avaliacdo da acuracia global através da Area sob a Curva
ROC (Area Under Curve - AUC) e o estudo da sensibilidade e especificidade com
varios pontos de corte. Os dados geram uma tabela onde cada ponto de corte
impacta na sensibilidade e especificidade. As informa¢des geradas subsidiam a
identificacdo do ponto de corte ideal.

Os célculos dos valores preditivos positivos e negativos foram realizados
considerando-se a estimativa de prevaléncia da doenca na populacdo de individuos
com suspeita da doenca (19,8%).

A andlise estatistica foi realizada usando o Software Estatistico MedCalc
(versdo 13.2.0). O intervalo de confianca (IC) foi de 95% e areas acima da curva
(AUCs) foram comparadas. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos

positivos e negativos do ELISA e seus respectivos IC de 95% foram determinados.

5.7 OBTENCAO DO ANTIGENO PARA RIFI

O preparo dos antigenos seguiu os protocolos conforme Castro (2001), com
adaptacdes (Anexo 4). As formas promastigotas aqui usadas foram de L. infantum
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obtida apds cultivo em meio CCS. Depois da recuperacao das formas promastigotas,
por centrifugacédo, as mesmas foram reconstituidas com PBS pH 7,2 submetidas a
temperatura de 55°C por oito minutos, em banho-maria para desfazer rosetas de
promastigotas existentes. Procedeu-se em seguida a contagem das formas
promastigotas, para o calculo da diluicdo final do produto. Uma vez estabelecida a
diluicdo 6tima do antigeno, o mesmo foi dividido em aliquotas e armazenado a 4°C.

5.8 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Conforme Castro (2001), para RIFI, a padronizacdo da técnica foi alcancada
com progressivas diluicbes de soros positivos e negativos usados como controles
(1:20 a 1:320) contra progressivas diluicbes do conjugado (1:50 a 1:200), em 5
laminas. Os soros amostrados foram testados em diluicdo de 1:40. O conjugado IgG
(isotiocianato de fluoresceina — Sigma) foi usado na diluicdo de 1:150 em solucéo de
PBSAE (PBS — Azul de Evans) 0,004% para uma triagem prévia.

Todos os testes foram realizados em duplicata, sendo que a cada série de
amostras controles negativos e positivos foram adicionados nas laminas,
observando a ocorréncia de algum tipo de n&o-conformidade ou contaminacdo. As
amostras foram mantidas sob abrigo de luz e umidade até a leitura, evitando
degradacdo. As laminas foram lidas usando microscépio para imunofluorescéncia
(lampada HBO 200 e filtro BG 12) no aumento de 400X (Anexo 5).

5.9 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O DNA foi extraido da camada leucocitaria do sangue dos cdes usando a
tradicional técnica de fenol-cloroformio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) (Anexo 8).
Apos a precipitagdo com etanol, o DNA foi ressuspendido em 50 yL de agua ultra-
pura e incubado com RNAse A (10 mg/mL) a 37°C por uma hora e estocado a -20°C.
Para amplificar os 145 pares de base da regido conservada do fragmento de DNA
de L. infantum, os primers RV1F (5- CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3') e RV2R
(5'- CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3') foram usados (LACHAUD et al., 2002). A
PCR foi realizada em volume final de 25 uL contendo 5 uL of DNA, 1x buffer, 0,2 mM
dNTPs, 3 mM MgCI2, 0,16 pmol de cada primer (F e R), 2 U Taqg polimerase e 4gua

para completar o volume final. As condi¢des da reacdo estao descritas na Tabela 1.
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TABELA 1 - AMPLIFICACAO DE DNA DE L. infantum PARA OS INICIADORES
RV1F E RV2R.

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 94 °C 5 min. 1
Desnaturacéo 94 °C 30s. 35
Hibridacéo 59 °C 30s. 35
Extensado 72°C 30s. 35
Extensdo final 72 °C 10 min. 1

Apo6s amplificacdo 5 puL de produto da PCR foi analisado por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, visualizado por UV e
fotografado (Anexo 9).

DNA de cultura de L. infantum foi usado como controle positivo em cada
amplificacéo e eletroforese. E DNA de céo nao infectado, bem como a ndo adicdo de
DNA, foram usados como controles negativos da técnica. Todos os procedimentos
de extracdo de DNA foram realizados em ambientes separados para evitar possivel

contaminagao.

5.10 INDICE KAPPA

Os calculos do indice Kappa, para avaliacdo da concordancia entre os
resultados obtidos nos testes de ELISA, RIFI e PCR, foi realizado pelo Software
Estatistico MedCalc (versdo 13.2.0). A interpretacdo do indice foi realizada segundo
Pereira (1995) (Tabela 2).

TABELA 2 - INTERPRETACAO DOS VALORES DO INDICE KAPPA.

Valor de Kappa Correlagéo
< 0,00 Ausente
0,00 a 0,20 Ruim
0,21 a 0,40 Fraca
0,41 a 0,60 Regular
0,61 a 0,80 Boa
0,81 a 0,99 Otima
1,00 Perfeita

Fonte: PEREIRA (1995)
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5.11 ANALISE ESTATISTICA

O percentual de LV canina foi calculado de acordo com a férmula: n° de cées
positivos dividido pela populacdo amostrada vezes cem. O teste Qui-Quadrado (x?)
foi usado para comparar a prevaléncia dos resultados obtidos de sexo, idade, raca,
sinais clinicos e local de origem. O indice Kappa foi usado para verificar a
concordancia entre os métodos de diagnostico (dar referéncia). As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

Para o célculo que atesta a validade dos resultados obtidos por sorologia, o
diagnostico de positividade foi estabelecido por comparacdo face a um teste
considerado como de referéncia para a doenca. No caso da LV canina optou-se pelo
teste de RIFI porque vem sendo utilizado ha muito tempo, com bons resultados.

Na tabela 3, sdo mostrados os calculos para estabelecer os percentuais de
sensibilidade, especificidade, valor de predicdo positivo (VPP), valor de predicéo

negativo (VPN) entre as técnicas, usando como referéncia o teste de RIFI.

TABELA 3 - INDICES PARA AFERICAO DOS RESULTADOS DO TESTE DE
ELISA/IPCR COMPARANDO COM O TESTE DE REFERENCIA DE RIFI.

RIFI (referéncia)

ELISA/PCR Positivo Negativo Total

Positivo A B A+B

Negativo C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D

Onde: Sensibilidade = A/(A+C)
Especificidade = D/(B+D)
Valor de predicéo positivo = A/(A+B)
Valor de predicao negativo = D/(C+D)
Acuracia = A+D/(A+B+C+D)
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5.12 ALGORITIMO PARA CONSIDERAR UM ANIMAL POSITIVO

Para um animal ser considerado infectado ele tera que apresentar dois ou

mais testes positivos (Tabela 4).

TABELA 4 - ALGORITMO PARA CONSIDERAR UM ANIMAL POSITIVO

TECNICA . -
DIAGNOSTICO ACAO
RIFI ELISA PCR
P P P Positivo - .
" Notificar Secretaria
P P N Positivo . ,
" Municipal de Saude para
P N P Positivo medidas de controle
N P P Positivo
N N P Negativo Acompanhamento clinico
N P N Negativo para soroconversao ou
P N N Negativo deteccdo do DNA
N N N Negativo Descartar o caso

Fonte: o autor.
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6 RESULTADOS

A maioria dos cédes (74,7%) vive em area rural, com matas e florestas muito
préximas as moradias. Também foi comum a presenca de outros animais (gambas,
roedores, cavalos e muares) e matéria organica na area peridomociliar, decorrente
do acumulo de folhas e frutos.

Oitenta e trés por cento dos cées estudados nao tinham raca definida, 59,5%
eram machos, 74,5% com idade entre 2 a 6 anos, 86,5% eram nascidos naquela
regido e ndo estiveram em outros locais ha pelo menos dois anos (Tabela 5).

Uma diferenca estatisticamente significativa foi observada com relagcdo ao
maior numero de caes positivos da raca veadeiro e idade de 7 a 10 anos (p<0,05).
Isso indica que caes da raca veadeiro, conhecidos pela atividade de caca estdo mais
susceptiveis ao contato com o vetor, por viver ou habitar frequentemente matas e
florestas. Caes positivos com idade mais avancada indicam mais tempo expostos ao
risco de picada do vetor e a diminuicdo da imunidade, que por sua vez aumentam as

chances de se infectar com o parasito.

TABELA 5 - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM
CAES E DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012-
2014.

) 0 ] 0,
Condi¢gbes ambientais Numero (%) de  Namero (%) de

residéncias caes positivos
Local daresidéncia
Area rural 56 (74,7) 35(72,9)
Area urbana 19 (25,3) 13 (27,1)
Presenca de mata proximo da residéncia
Mata ciliar 05 (6,7) 01(2,1)
Mata nativa 37 (49,3) 25 (52,1)
Reflorestamento 15 (20,0) 12 (25,0)
Reflorestamento + mata nativa 14 (18,7) 10 (20,8)
Sem florestas 04 (5,3) 00 (0,0)
Presenca de outros animais
Sim 71 (94,7) 48 (100,0)
N&ao 04 (5,3) 00 (0,0)
Presenca de matéria organica no quintal
Sim 73 (97,3) 48 (100,0)

N&o 02 (2,7) 00 (0,0)
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TABELA 5 — ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM
CAES E DA REGIAO EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012-
2014 — continuacao.

L ~ Numero (%) Numero (%) de
Caracteristicas dos caes ~ .
total caes positivos
Raca
Sem raga definida 208 (82,5) 35(72,9)
Fila Brasileiro 17 (6,7) 00 (0,0)
Veadeiro 11 (4,4) 10 (20,8)*
Outras 16 (6,4) 03 (6,3)
Idade
Até 1 ano 38 (15,1) 04 (8,3)
2 a6 anos 188 (74,6) 23 (47,9)
7 a 10 anos 21 (8,3) 15 (31,3)*
Mais que 10 anos 05 (2,0) 06 (12,5)
Sexo
Macho 150 (59,5) 27 (56,3)
Fémea 102 (40,5) 21 (43,8)
Caes cacadores
Sim 25 (9,9) 15 (31,2)
N&o 234 (90,1) 32 (68,8)
*p <0,05

Dentre todos os proprietarios entrevistados, nenhum relatou conhecer o vetor
conhecido como mosquito palha ou birigui. Ainda, a presengca do mosquito néo foi
constatada, sendo que o Unico tipo de controle contra insetos nas residéncias é o
uso de repelentes elétricos usados somente durante a noite para dormir.

De acordo a andlise das condicbes ambientais, foi possivel observar que a
grande maioria dos cées investigados (94,7%) vive ou convive com outros animais

na propriedade, destacando-se os muares e roedores (Figura 2).
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Muares | o 0
Ratazanas || G 0.6
Animais silvestres || EGNIGINIGIGIGGGG 203"
Ratos silvestres || GTGKNNNEEEEGE 0.3
Gamba |GGG 0.0%
Outros (aves, suinos, cordeiros) || GG 36.0%
Sem animais || 5,3%
Camundongos [} 4,0%
Equinos [} 4,0%

Figura 2 - Presenca de outros animais nas propriedades da regido extremo-oeste de Santa Catarina,
Brasil, 2012-2014.

Quase que a totalidade das propriedades (97,3%), apresenta quintais com
depdsito de matéria organica, principalmente acumulo de folhas e frutos decorrentes
da atividade agricola, cultivo de jardim, horta e pomar. Uma parcela menor de
proprietarios confirma também, a presenca de residuos sdélidos como lixo e entulhos,
gerados em decorréncia de reformas, ou mesmo pelo simples acumulo de material

nao mais utilizado (Figura 3).

Horta | oG 6%
pomar NG o2 /%
Jardim |G co0.5%
Folhas e frutos amontoados || N 56.0%
Lixo e entulhos | 27.0%

Sem material organico | 3,0%

Figura 3 - Presenca de material orgénico no quintal nas propriedades da regido extremo-oeste de
Santa Catarina, Brasil, 2012-2014.

Uma analise com base nos resultados do destino do esgoto domeéstico
revelou que a grande maioria (90,7%) das propriedades conta com o sistema de
eliminacdo dos residuos domeésticos (agua da pia da cozinha, vaso sanitario,

lavagem de roupas, agua do banho) por meio da fossa séptica. Uma pequena
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parcela utiliza como meio de eliminacdo desse tipo de residuo os rios e cOrregos, a

rede publica ou despejam a céu aberto (Figura 4).

1.3%  4,0%

0,
4,0% @ Rede publica

@ Rio/cOrrego
20, 7% BCéu aberto

OFossa

Figura 4 - Destino do esgoto das propriedades da regido extremo-oeste de Santa Catarina, Brasil,
2012-2014.

Os resultados referentes ao destino do lixo doméstico mostraram que a
maioria (62%) das propriedades usa destino alternativo para eliminagdo do lixo
(incineracéo, adubo organico e reciclagem), ainda outra parcela conta com o sistema
de coleta publica e a minoria acumula os residuos no quintal ou joga em aterro

sanitario (Figura 5).

B Quintal

5,0% o
9,0% B Aterro sanitario

24 0% OColeta publica

62,0% OOutros (incinerag&o,
reciclagem, adubo
organico)

Figura 5 - Destino do lixo das residéncias da regido extremo-oeste de Santa Catarina, Brasil, 2012-
2014.

Dos 48 cées positivos por ambos os métodos sorologico e molecular, 19
(39,6%) apresentavam sinais clinicos compativeis com LV. As manifestacfes
clinicas mais comuns observadas foram as alteracdes de pele (alopécia, lesdes
ulcerativas e hiperqueratose), desidratacdo, perda de peso, onicogrifose,

linfoadenopatia e anorexia (Tabela 6 e Figura 6).
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TABELA 6 - SINAIS CLINICOS MAIS FREQUENTES OBSERVADOS NOS CAES
COM SOROLOGIA E/OU PCR POSITIVA (S) NA REGIAO EXTREMO-OESTE DE
SANTA CATARINA, BRASIL.

Sinal clinico N° de animais positivos (%)
AlteracOes de pele 15 (31,2)
Desidratacao 14 (29,2)
Perda de peso 13 (27,1)
Onicogrifose 12 (25,0)
Linfoadenopatia 10 (20,8)
Anorexia 6 (12,5)

Figura 6 - Alteragdes clinicas observadas nos animais com leishmaniose visceral da regido extremo-
oeste de Santa Catarina, Brasil. (A). Cao apresentando linfonodo aumentado. (B). Cao apresentando
anorexia, desidratacdo, apatia, alopecia e lesdes pelo corpo. (C). Cao com lesdes de face e orelha.
(D). Céo apresentando emagrecimento acentuado. Fonte: o autor.

A presenca de lesGes de pele € um achado clinico comum de LV nos cées.
No total de animais estudados foi possivel encontrar essa caracteristica clinica em
32 (12,7%) caes, sendo que o local mais acometido foi a regido dos membros,

seguido de abddmen e cabeca (Figura 7).
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Membros | -c %
Abdomen | - 0%
orelha | - o
Focinho | - oo
Outros | © 29

Figura 7 - Local da lesdo de pele encontrada nos cées da regido extremo-oeste de Santa Catarina,
Brasil, 2012-2014.

A andlise estatistica revelou que o diagndstico positivo esta estatisticamente
associado com a raca e a idade (p<0.05) dos caes.

No presente estudo, entre 0s animais sintomaticos o método de ELISA foi o
gue apresentou maior positividade (46,4%). Entre os assintomaticos, a PCR foi a

técnica mais eficiente na deteccao de cdes sem sintomatologia (63,6%) (Tabela 7).

TABELA 7 - NUMERO E PERCENTUAL DE ANIMAIS POSITIVOS PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL SEGUNDO OS METODOS SOROLOGICO (RIFI E
ELISA) E MOLECULAR (PCR) E RELACAO COM A FORMA CLINICA DA REGIAO
EXTREMO-OESTE DE SANTA CATARINA, BRASIL, 2012-2014.

Forma clinica Método NUumero de positivos % de positividade
Sintomatico ELISA 19 46,4
RIFI 17 39,6
PCR 20 36,3
Assintomatico ELISA 22 53,6
RIFI 26 60,4
PCR 35 63,6

Os métodos soroldgicos permitiram identificar 43/252 caes positivos no RIFI e
50/252 no ELISA, na PCR 55/252 animais foram positivos para LV (Figura 8).
Quarenta e oito caes (19,0%) foram positivos para LV em pelo menos dois métodos

soroldgico e/ou molecular. Cento e noventa e sete cées foram negativos.
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Figura 8 - Percentual de caes positivos para leishmaniose visceral de acordo com os testes
soroldgicos (RIFI e ELISA) e molecular (PCR) na regido extremo-oeste de Santa Catarina, Brasil.

A prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania de 252 cées frente ao soro de
animais sadios (Negativo) e possivelmente infectados (Positivo) sdo apresentados

na Figura 9 (ponto de corte fornecido pela curva ROC).
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Figura 9 — Prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania de 252 cées da regido extremo-oeste de Santa
Catarina, contra o soro de animais considerados sadios (Negativo) e infectados (Positivo) — Curva
ROC. A linha horizontal representa o “cut-off” (fornecido pela curva ROC). As formas geométricas
representam o resultado de um individuo.
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Na analise da repetibilidade intra-ensaio os valores das densidades Opticas
das amostras testadas em duplicata em uma mesma placa, para a deteccdo de
anticorpos IgG anti-Leishmania, estao ilustrados na tabela 8.

TABELA 8 - ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE INTRA-ENSAIO PARA O TESTE
ELISA (ANTI-Leishmania).

Amostras Absorbancia Média Desvio- Coef|c.|en~te
padréo de variagao
0,838 0,897
117 2 o
0,774 0,790 0,825 0,05 6%
0,193 0,200
2 187 1 o
> 0,174 0,182 0.18 0.0 5%

Na analise da repetibilidade inter-ensaio, os valores obtidos das densidades
Opticas obtidos na deteccdo de anticorpos IgG anti-Leishmania, estéo ilustrados na
tabela 9.

TABELA 9 - ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE INTER-ENSAIO PARA O TESTE
ELISA (ANTI-Leishmania).

ELISA (absorbéancia)

Amostras Maximo Média Minimo Desvio- Coeflc_lenNte de
padréo variagao
|
Controle 0,181 0,160 0,120 0,03 15%
negativo
Controle 1,407 1,173 0,94 0.14 10%
pOSItIVO

A técnica de PCR permitiu amplificar fragmentos de 145 pb, o que caracteriza
L. infantum (Figura 10).
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) mostrando o perfil dos produtos de amplificacédo
do DNA pela técnica de PCR usando os iniciadores RV1 e RV2 de amostras referéncia de L. infantum
e amostras de sangue de animais da regido extremo-oeste de Santa Catarina. 1 - Marcador molecular
de 100pb (Invitrogen®); 2 - Amostra referéncia L. infantum; 3 — SMO81; 4 — SM0O86; 5 — SMO168; 6 —
Controle negativo usando sangue de cao livre da infec¢éo; 7 - Controle negativo sem DNA.

A comparacao dos resultados do teste sorologico (ELISA) e molecular (PCR),
apresentando como referéncia as analises encontradas pela técnica de RIFI, é

mostrada na Tabela 10.

TABELA 10 - ANALISE DE CONCORDANCIA ENTRE AS TECNICAS
MOLECULAR E SOROI:C)GICA, CUJO DESEMPENHO FOI ESTABELECIDO COM
BASE NA COMPARACAO A TECNICA DE REFERENCIA - RIFI.

RIFI (referéncia)
Sensib. Especif. VPP VPN Acurécia

Teste (%) (%) (%) (%) (%) Valor p
ELISA 73,2 94.8 73,2 94,8 91,3 <0,0001"
PCR 100,0 94,3 82,9 100,0 95,2 <0,0001

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; valor *p <0.05

A analise dos dados de desempenho do teste de ELISA com base nos
calculos gerados pela curva ROC revela maiores valores de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivo e negativo. Além disso, a area sob a
curva (AUC) foi significativamente maior que 0,5 indicando que a técnica avaliada

discrimina bem os resultados positivos e negativos (Tabela 11).
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TABELA 11 - ANALISE DOS DADOS DE DESEMPENHO DO TESTE DE ELISA
COM BASE NOS CALCULOS GERADOS PELA CURVA ROC.

Curva ROC
Sensib. Especif. VPP VPN
Teste (%) (%) (%) (%) AUC Valor p
ELISA 95,0 97,5 90,4 98,7 0,958 <0,0001"

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; AUC: Area sob a curva; Valor *p <0.05

Em relacéo a analise de concordancia Kappa, os calculos determinados pelo

Software Estatistico MedCalc (verséao 13.2.0) revelaram:

TABELA 12 - ANALISE DE CONCORDANCIA KAPPA ENTRE AS TECNICAS RIFI,
ELISA E PCR.

Testes Valor de Kappa Correlacéo
RIFI X ELISA 0,618 Boa
ELISA X PCR 0,627 Boa

RIFI X PCR 0,849 Otima

Dentre as técnicas realizadas, PCR foi a que apresentou maior sensibilidade
(100%) e ELISA, pela determinagéo da curva ROC, maior especificidade (97,5%).

Na analise da comparacdo entre os testes aplicados, a PCR apresentou
melhor desempenho cujo valor Kappa foi de 0,849 significando uma 6tima

concordancia entre a mesma e a técnica de referéncia — RIFI.
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7 DISCUSSAO

O extremo-oeste de Santa Catarina, anteriormente considerada area indene,
foi avaliado em relacdo as condicdes de risco para LV para os caes e,
consequentemente, para o homem. Na analise preliminar escolheu-se trabalhar com
cdes como possiveis marcadores da presenca do parasito. Foi realizado um estudo
epidemioldgico empregando as técnicas de RIFI, ELISA e PCR para a pesquisa de
LV canina. A escolha destas técnicas deu-se por elas permitirem determinar a

prevaléncia do parasito em cées sintomaticos e assintomaticos.

Hipotese 1. Os cdes que vivem em area rural, na presenca de outros animais,
na proximidade das matas (proximidade ao vetor), da raca veadeiro, sdo mais

susceptiveis a infeccdo por Leishmania infantum.

Hipdtese 1 aceita, pois analisando a ocorréncia de L. infantum nos animais
da regido, foi possivel verificar a presenca de fatores de risco. No presente estudo
foi possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa, com maior nimero
de cées positivos para a raca de caes veadeiros e animais com idade de 7 a 10 anos
(p<0,05). Isso indica que os caes dessa raga especifica, conhecidos pela atividade
de caca estdo mais suscetiveis ao contato com o vetor por viverem ou habitarem em
matas e florestas. Caes positivos com idade mais avancada indicam mais tempo
expostos ao risco de picada e a diminuicdo da imunidade, que por sua vez
aumentam as chances de adquirir o parasito.

Inidmeros estudos indicam que o risco de infeccdo em cées por LV tende a
aumentar com a idade uma vez a exposicdo a picada do vetor aumenta devido a
maior periodo de susceptibilidade a transmissdo (ABRANCHES et al., 1991; FISA et
al., 1999; MOHEBALI et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2009; GALVEZ et al.,
2010; ALONSO et al.,, 2010; KALAYOU et al.,, 2011; SOUSA et al., 2011).
Corroborando, estudos epidemioldgicos realizados na Espanha e no Ird, revelaram
gue o maior percentual de prevaléncia para LV € observado em cdes com mais de
seis anos de idade (BALLART et al.,, 2013; BARATI et al.,, 2013). Galvez et al.
(2010), estudando a correlagéo entre idade e a soropositividade, evidenciaram uma
distribuicdo bimodal com um pico de positividade nos cédes mais jovens (1-2 anos) e

um segundo, mais evidente, com pico acerca dos cdes mais velhos (7-8 anos).
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Em relacdo ao sexo dos animais amostrados néo foi encontrada diferenca
significativa. O sexo ndo tem sido considerado como importante fator de risco para
LV canina (FRANCA-SILVA et al., 2003; RONDON et al., 2008).

Quanto a maior positividade em cdes da raca veadeiro, nenhuma outra
pesquisa com esse achado epidemiolégico foi encontrada. A maioria dos estudos
descreve que a raca dos cdes ndo é significativa nem determinante para o
desenvolvimento da infeccdo por Leishmania sp. (ALMEIDA et al., 2009). E
importante destacar que a grande variedade de racas em diferentes regifes dificulta
uma homogeneidade nos resultados. O que de fato € comprovado, é que animais
que vivem no peridomicilio, proximos as matas e florestas tendem a ficar mais
susceptiveis, e a raca veadeiro, conhecidos pela atividade de caca, tem essa
caracteristica rural e, portanto, foram os mais acometidos pelo parasito L. infantum
entre os animais investigados na presente pesquisa.

De acordo com os dados obtidos pelo questionario epidemioldgico, foi
possivel observar que a grande maioria das propriedades com cdes amostrados,
localizava-se nas areas rurais dos municipios, ressaltando que 72,9% dos animais
com diagndstico positivo estavam localizadas em regido rural muito préxima as
matas e florestas.

A presenca de mata ou de muita vegetacdo nas proximidades das residéncias
pode ser um fator de risco para a ocorréncia de LV canina (BARBOSA et al., 2010;
BIGELI; OLIVEIRA JUNIOR; TELES, 2012). Esta associacdo pode ser explicada
pelas condicBes necessarias para proliferacdo do vetor Lu. longipalpis, sendo mais
abundante em areas arborizadas do que em areas urbanas e periurbanas
(LAINSON; RANGEL, 2005). No litoral do Rio de Janeiro, foi observada uma
correlacdo direta entre morar na proximidade da mata e a ocorréncia de casos
caninos (SILVA et al., 2005). De maneira semelhante, também ja foi verificada uma
associacao entre a proximidade com areas com cobertura vegetal e a ocorréncia de
casos humanos de LV (GLORIA, 2006).

Considerando a origem dos animais, estudo desenvolvido no Mato Grosso
revelou que animais que viviam em ambiente rural apresentavam risco 1,9 vezes
maior de adquirir a infeccdo dos que aqueles em ambiente urbano. Segundo os
autores, fatores relacionados aos habitos dos animais, tais como o livre acesso a rua
e funcdo de guarda, foram considerados indicadores para ocorréncia de infeccédo por
Leishmania sp. (ALMEIDA et al., 2012). Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, a
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abertura de avenidas acompanhando os cursos dos coOrregos e a derrubada da
vegetacdo para construcdo de casas populares foram fatores de mudanca do
ambiente que podem ter contribuido para o aumento da densidade do vetor L.
longipalpis e da introducdo do parasito naguela cidade (FURLAN, 2010). O aumento
da ocorréncia de surtos urbanos de LV e a expansdo geografica da doenga podem
ser explicados por varios fatores, e nesse contexto o ambiente desempenha
importante papel na dindmica de transmissdode L. infantum. O desmatamento é um
fator preponderante, uma vez que reduz a disponibilidade de fonte alimentar para os
flebotomineos, expondo o cdo e o homem, que passam a ser as fontes mais
acessiveis (MARCONDES; ROSSI, 2013).

Neste contexto, segundo Almeida et al. (2012), a presenca de atividade
agricola também contribuiu para a ocorréncia da infec¢cdo por LV. Oliveira et al.
(2010), observaram que a maioria dos animais com diagndstico positivo para LV
vivem fora de casa, no ambiente rural. Esses achados indicam mais uma vez que a
LV é uma zoonose predominantemente em zona rural e rural-urbana e que o
convivio com outros animais aumenta expressivamente o risco de infec¢édo canina.

Historicamente, a LV tem sua origem no ambiente rural, onde o padréo
epidemioldgico facilitava a circulacdo do agente transmissor. As construcdes
localizadas nas bordas das matas possibilitavam a adaptacdo dos vetores no
peridomicilio. A construcdo de casas préximas as reservas (menos de 100 m)
permite a passagem do vetor do foco primario para o foco secundario, ou seja, a
transmissdo para o homem quando este adentrava a floresta ndo € mais a Unica
maneira do homem contrair o parasito (BORGES et al., 2009).

A atividade agricola é a principal fonte de renda na regido do extremo-oeste
catarinense. A economia da regido gira em torno do cultivo de graos (milho, pipoca,
Soja, feijao), gado de leite, aviarios e suinocultura. Toda essa caracteristica agricola
gera um acumulo significativo de matéria organica, promovendo o aparecimento de
roedores e animais silvestres no entorno das propriedades. Assim como ocorre a
migracdo desses reservatorios de LV para habitats mais proximos aos cées e aos
humanos, também ocorre a colonizacdo dos flebotomineos no peridomicilio que,
eventualmente, podem dar continuidade ao ciclo de transmisséo do parasito. Essas
condi¢cbes tendem a expor mais o animal ao vetor e, portanto apresentam alto risco
de infeccdo quando comparados aos animais de companhia que vive dentro de casa
(DANTAS-TORRES, 2009; ALMEIDA et al., 2012; COURA-VITAL et al., 2014). No
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nordeste do Brasil, foi constatado que 67% dos pacientes humanos com LV
possuiam animais em casa quando adoeceram, incluindo caes e animais de médio e
grande porte (CESSE et al., 2001). A criacdo de animais pode piorar as condigbes
sanitarias locais devido a producao de residuos organicos, o que favorece a atracao
e a manutencao do vetor no ambiente (FELICIANGELI, 2004; LAINSON; RANGEL,
2005).

Para Souza et al. (2006), a coabitacdo de cédes com cavalos e muares
mostrou estar associada com o aumento na prevaléncia de LV. Belo et al. (2013),
reportam que a presenca de aves € um fator associado com a infeccdo por
Leishmania, no ambiente doméstico. Esta bem estabelecido que as aves domésticas
atuam de forma expressiva no acumulo de matéria organica e servem de fonte de
alimento para o vetor (OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo Borges et al. (2009), a distribuicdo da LV na area urbana de Belo
Horizonte (Minas Gerais), tem correlagcdo com a presenca de roedores, passaros,
patos e galinhas em 4,18; 1,81; 1,57; e 1,47 vezes, respectivamente. Para 0s
proprietarios de cdes, o0 aumento no risco de contrair LV é equivalente a 2,17 vezes
e esté relacionado ao numero de cées no domicilio. O risco de contrair LV é maior
1,87 vezes para moradores com um cdo e 3,36 vezes para moradores com dois
cées, quando comparados a pessoas que ndo possuem esses animais (BORGES et
al., 2009).

Hip6tese 2. Os animais positivos apresentam sinais e sintomas compativeis
com LV.

HipOtese 2 aceita. De 252 céaes investigados, 16,7% apresentaram sinais
clinicos de LV, 17,1% e 19,8% apresentaram sorologia positiva, para RIFI e ELISA,
respectivamente e 21,8% foram positivos quando testados por PCR. Os resultados
das trés técncias comportam-se de forma similar como a proposta por Solano-
Galleno et al. (2001) (Figuras 11 e 12).
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Doenca clinica (16,7%)

Sorologia: RIFI (17,1%) e
ELISA (19,8%)

PCR (21,8%)

Figura 11 - Representacdo esquemética dos resultados da distribuicdo de leishmaniose visceral na
populagdo canina da regido extremo-oeste de Santa Catarina. O pico da piramide se refere aos caes
amostrados com sinais clinicos da doenca. Cées soropositivos representam a segunda fracdo. Mais
frequente que cées com a doenca clinica e soropositivos foram os cdes diagnosticados pela PCR.

A maior parcela de cédes positivos foram diagnosticados pela técnica
molecular (PCR), logo a seguir 0s animais soropositivos que somam a segunda
maior parcela e, a menor proporcao se refere aos animais que apresentaram sinais
clinicos compativeis com LV.

Numa pesquisa com 100 cdes na llha de Mallorca na Espanha, Solano-
Galleno et al. (2001) encontraram resultados semelhantes aos da presente pesquisa
onde a menor parcela de animais (13%) apresenta doenca clinica aparente, 26%
foram soroporeagentes e representando o0 maior numero de casos, 63%
diagnosticados positivos pela deteccdo de DNA de Leishmania quando testados por
PCR (Figura 12).

Doenca clinica (13%)

Sorologia: ELISA (26%)

PCR (63%)

Negativos

Figura 12 - Representacdo dos resultados da distribuicdo de leishmaniose visceral na populagéo
canina em regido com foco endémico. O topo da piramide consiste nos caes com sinais clinicos da
doenca. Cées soropositivos sem sinais da doenga representam a segunda fragdo. A terceira fracao
inclui animais assintomaticos PCR positivos, mas soronegativos infectados, e a quarta fragdo inclui
cédes que sdo soronegativos e ndo retém o parasito. Fonte: SOLANO-GALLENO et al., 2001.
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Estudos sobre a infeccédo por L. infantum em cées, revelam que a prevaléncia
da parasitose € alta em areas endémicas (20 a 40%), porém a prevaléncia da
doenca clinica ocorre entre 3 a 10%, demonstrando que a maioria dos céaes
infectados ndo desenvolve sinais clinicos, o que dificulta o diagndstico e,
consequentemente o controle da LV (BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al.,
2010).

A prevaléncia de L. infantum e anticorpos anti-Leishmania pode variar de
acordo com a regido geografica, pressdo parasitaria e o método de diagndstico
utilizado (BARBOSA et al., 2010; COURA-VITAL et al., 2011; FELIPE et al., 2011).

Estudos usando como técnica de diagndstico a PCR em areas endémicas tém
confirmado que a prevaléncia de infeccdo em cdes é muito maior do que a
proporcao de animais que efetivamente desenvolve a doenca (SOLANO-GALLENO
et al., 2001; ALVAR et al., 2004).

A diferenca entre as prevaléncias de animais positivos por PCR em nossa
pesquisa (21,8%) e no estudo de Solano-Galleno et al. (2001) (63%), pode ser
explicada pela presséo parasitaria naquele pais que € endémico enquanto que na
regido do extremo-oeste o ciclo do parasito pode estar se estabelecendo nos
altimos anos. Também houve diferenca na amostra biolégica usada para realizacédo
da técnica. Em nossa pesquisa foi usada camada leucocitaria de sangue periférico,
enquanto que os autores utilizaram diferentes tecidos, como pele, conjuntiva e
medula 6ssea, que sdo amostras bioldégicas mais indicadas para pesquisa do DNA
de L. infantum, por apresentarem melhores resultados quanto a sensibilidade da
técnica.

Amostras de sangue periférico, para pesquisa de DNA de Leishmania, apesar
da vantagem de ser menos invasiva, muitas vezes, pode apresentar sensibilidade
inferior aquela obtida com outros tecidos. A carga parasitaria tende a ser menor,
além de conter certos inibidores de PCR que podem afetar a sensibilidade da
técnica (REITHINGER et al.,, 2002). Na presente pesquisa a técnica de PCR foi a
que apresentou maior numero de animais positivos com valor de sensibilidade de
100% e especificidade de 94,3%.

Resultados variaveis e conflitantes com relacdo a sensibilidade da PCR
podem ser observados em diferentes amostras bioldgicas caninas. A distribuicéo

heterogénea dos parasitos em cada tecido, devido ao tropismo da cepa e também a
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resposta imune local, pode explicar tais variagcbes. Quinell et al. (2001)
demonstraram, em estudo longitudinal com caes naturalmente infectados, que a
sensibilidade da PCR era mais elevada logo ap0s a infeccdo; posteriormente,
declina a metade. A pele tem sido um dos tecidos mais utilizados e apresenta como
vantagens, a facilidade de obtencdo, a distribuicio homogénea de parasitos,
independente da regido do corpo na qual foi coletada além do alto parasitismo.

Na Grécia, de 73 caes clinicamente saudaveis, 12,3% foram positivos para LV
usando a sorologia e 63% diagnosticados por PCR (LEONTIDES et al., 2002).

Estudos em &reas endémicas tém mostrado que a histéria natural de infeccéo
dos cédes pode envolver dois diferentes caminhos (QUINNELL et al., 2001; OLIVA et
al., 2006). Em alguns caes a severidade dos sinais clinicos, aparece logo apés a
infeccdo. Confirmando a hipétese de que animais com doenca clinica sédo incapazes
de desenvolver a efetiva resposta imune celular, embora eles tenham uma forte,
mas ineficaz resposta humoral (BARBIERI, 2006). E outros animais permanecem
infectados por um longo periodo (anos ou a vida toda), sendo capazes de evitar o
aparecimento e desenvolvimento de lesGes e a doenca clinica. No entanto, esses
animais clinicamente saudaveis, quando acometidos por alguma doenca
imunossupressora, ou quando h& necessidade de administracdo de drogas
imunossupressoras, pode levar a ativacao da infeccdo latente e, consequentemente,
o desenvolvimento dos sinais clinicos.

Esses dois conceitos esclarecem que a infeccdo clinica de LV canina é
somente o topo do iceberg em areas endémicas, e a maioria da populagédo que esta
exposta, comeca a infeccdo sem apresentar clinica evidente da doenca ou soro com
anticorpos anti-Leishmania (BANETH et al., 2008).

No modelo comportamental da LV canina, foi assumido que caes
assintomaticos ndo sao infectantes para o vetor. No entanto, alguns estudos
mostram que a infectividade dos cédes apresentando L. infantum nédo é
exclusivamente associada com o estagio sintomatico da doenca. Segundo Molina et
al. (1994) trés de cinco cédes assintomaticos, mas soropositivos, transmitiram o
parasito para o vetor. Os resultados encontrados por Solano-Galleno et al. (2001),
também apoiam a hipotese que cdes assintomaticos podem ser considerados
infectantes para os flebotomineos. A pesquisa mostrou que 54% dos caes saudaveis
vivendo em éarea onde L. infantum é endémica, devem ser considerados portadores

assintomaticos do parasito.
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Hipotese 3. O diagndstico de LV canina deve apresentar boa sensibilidade e
especificidade, portanto, as técnicas “in house” sdo confiaveis e detectam o

numero real de caes parasitados.

Hipdtese 3 aceita. Em uma primeira andlise, ao comparar entre si as técnicas
de diagnéstico usadas neste trabalho, tendo como padréo ouro o teste de RIFI,
foram determinadas as sensibilidades e especificidades das técncias ELISA e PCR.

A avaliacdo metodoldgica do nivel de corte entre reacao positiva e negativa
para o teste ELISA usando a curva ROC foi fundamental. A analise revelou dados
importantes, proporcionando melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade. A
sensibilidade calculada com auxilio da curva ROC foi de 95,0% e o calculo utilizando
o teste de RIFI como referéncia apresentou sensibilidade de 73,2%, demonstrando
que a aplicacdo da metodologia é importante para detectar os individuos
verdadeiramente positivos.

A mesma situacdo pode ser evidenciada quando sdo analisados os valores de
especificidade calculados com auxilio da curva ROC, o teste de ELISA apresenta
valores maiores de 97,5% e o célculo utilizando o teste de RIFI como referéncia a
especificidade foi de 94,8%. A diferenca entre os resultados de espeficificidade é
menor, no entanto a aplicacdo da metodologia ROC ainda assim é importante para
detectar o maior nimero de animais infectados. Portanto, verificou-se que a técnica
de ELISA, em ambas as analises, apresenta alta especificidade e consegue detectar
maior numero de animais com infec¢ao ativa, subclinica ou inaparente.

A maioria dos estudos relacionados a deteccdo da Leishmaniose visam o
diagnéstico da forma canina da doenca, especialmente para LV e nestes observa-se
que as sensibilidades e especificidades encontradas pelo teste ELISA foram
respectivamente 100% e 98% (PORROZI et al.,, 2007), 88 e 95% (FARIA et al.,
2011), 76 a 100% (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos realizados por Figueiredo et al. (2010) e Silva et al. (2013) mostraram
positividade de 6,2% e 17% no teste de ELISA, com sensibilidade de 100% e
especificidade de 96,6% e 92%, respectivamente.

A técnica de imunofluorescéncia permitiu detectar anticorpos anti-Leishmania
em 17,1% dos cées. Essa técnica foi empregada no estudo da prevaléncia da LV
canina na maioria dos trabalhos no Brasil (FRANCA-SILVA et al, 2003;
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FIGUEIREDO et al., 2010; ALMEIDA et al., 2012; FRAGA et al., 2012; SILVA et al.,
2013). Estes autores relatam prevaléncia que variaram de 9,7% a 36,4%. Usando
RIFI como método de diagnostico, Almeida et al. (2012), encontraram 22,1% dos
cées estudados positivos para LV na cidade de Cuiaba, em Mato Grosso.

Na presente pesquisa, a técnica de PCR detectou DNA do parasito em 21,8%
dos cées, com sensibilidade e especificidade de 100% e 94,3%, respectivamente,
corroborando com os resultados encontrados por Manna et al. (2004). Testes
moleculares baseados na PCR, conhecidamente possuem bons indices de
sensibilidade (acima de 90%) e especificidade para o diagndstico de até 100%
(LACHAUD et al., 2002; DISCH et al., 2003; CALVOPINA; ARMIJOS; HASHIGUCHI,
2004; IKEDA-FEITOSA et al.,, 2006; SOLANO-GALLEGO et al.,, 2011; DANTAS-
TORRES et al., 2012).

Lachaud et al. (2002) relatam que dentre os seis pares de primers avaliados
em seu trabalho, RV1/RV2 possuem resultados de facil interpretacdo, apresentam
raros artefatos na corrida do gel de agarose e os consideram como primers
extremamente sensiveis capazes de detectar individuos assintomaticas.

De maneira geral, a PCR é mais eficiente para detectar estagios iniciais da
infeccdo, até mesmo antes da soroconversdo, ao contrario das técnicas sorologicas
que sdo mais eficientes para os estagios mais avancados da infec¢do, quando as
IgGs ja foram produzidas e sao facilmente detectaveis (QUINEL et al., 2001; IKEDA;
FEITOSA, 2006; OLIVA et al., 2006).

Segundo Fakhar et al. (2008), devido a grande quantidade de coépias
apresentadas pelo minicirculo do cinetoplasto, € de se esperar que uma PCR
utilizando os primers RV1/RV2 seja mais sensivel até mesmo do que uma Nested-
PCR utilizando microsatélites de copia Unica, porque os multiplos minicirculos
podem estar presentes na amostra utilizada para a PCR mesmo apos diversas
diluicdes.

Assis et al. (2010), comparando métodos diagnosticos em um grupo de caes
naturalmente infectados, concluiram que a PCR foi o teste que apresentou maior
positividade para o diagnoéstico definitvo da doenca, quando o0s testes
parasitologicos e sorolégicos ndo foram capazes de detectar caes positivos para LV
canina. Os dados de Moreira et al. (2007), também corroboram estes resultados.
Ikeda e Feitosa (2006) ao avaliarem a técnica de PCR observaram sensibilidade de

88% logo apos a infeccdo, declinando nos meses seguintes. E a sensibilidade da
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sorologia foi baixa no inicio da infeccdo (41%), mas alta (93-100%) nas fases
subsequentes. Isso demonstra que durante infecgfes naturais, varios métodos
devem ser utilizados, tendo em vista que uma Unica técnica ndo pode identificar
todos os animais infectados (IKEDA; FEITOSA, 2006).

Neste estudo, a prevaléncia por sorologia e/ou técnica molecular foi de
19,0%. No Rio Grande do Sul, um inquérito sorolégico canino no municipio de S&o
Borja revelou, até o final de 2010, prevaléncia de 22,5% para LV. J4 na cidade de
Uruguaiana, no mesmo estado a prevaléncia encontrada foi de 14%. Em Porto
Alegre, a prevaléncia, até 2010, era de 4,1% em 72 amostras (TARTAROTTI et al.,
2011). Em 2013, outro estudo realizado na capital gaucha, avaliando a prevaléncia
de LV em 140 cées por teste imunocromatografico (TR-DPP), revelou que 2,1% dos
cées apresentaram positividade (TEIXEIRA et al., 2013). O total de amostras
sorolégicas caninas analisadas pelo Laboratério Central de Saude Publica do
estado do Rio Grande do Sul (IPB-LACEN/RS), no periodo de 2009 a 2010, foi de
5.430, com 20,8% de cdaes sororreagentes, distribuidos em 34 municipios
(TARTAROTTI et al., 2011).

No Parand, estudo realizado por Dias et al. (2013) na cidade de Foz do
Iguacu, revelou prevaléncia de LV canina de 31% e 7,2% para ELISA e RIFI,
respectivamente.

Esses dados de prevaléncia de LV canina nos estados do Rio Grande do Sul
e Parana revelam que a maioria dos casos nesses estados sdo registrados em
municipios de fronteira com o pais argentino, logo também, muito proximos a divisa
com o Paraguai. Isso indica a relacdo de transmisséo entre essas regides (argentina
e paraguaia) com focos de LV e as cidades brasileiras de fronteira. Dessa forma, ao
encontrarmos caes positivos para L. infantum na regido extremo-oeste do estado de
Santa Catarina, confirma nossa hipotese inicial, mostrando a distribuicdo acelerada
do vetor e consequentemente do parasito para regides consideradas indenes em
fronteira com regides endémicas.

Em Assuncao, no Paraguai, os indices de LV canina saltaram de 3,1% para
11,8% entre 1997 e 1999, com casos humanos encontrados na mesma area em
2003 e 2004. Em Posadas (Misiones) na Argentina, area endémica para LV, Cruz et
al. (2010) obtiveram prevaléncia 57,3% em céaes diagnosticados por sorologia e/ou
PCR.



105

Em nosso estudo, dos 48 (19,0%) caes positivos por sorologia e/ou técnica
molecular para L. infantum, 19 (39,6%) apresentavam sinais clinicos compativeis
com LV. A presente pesquisa confirma a presenca de caes positivos para LV e
corrobora com os achados clinicos de outros autores (ALMEIDA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; CUNHA et al., 2012; FERNANDEZ-COTRINA et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2013; BALLART et al., 2013). Do total 59,2% dos cées eram
assintomaticos, mas com sorologia ou PCR positivos, dados que corroboram com a
literatura (MADEIRA et al., 2004; DANTAS-TORRES, 2006; RONDON, et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; CUNHA, et al., 2012; STEINDEL, et
al., 2013) e contribuem para a hipétese de que animais assintomaticos atuam como
reservatorios do parasito, e sdo importante fonte de infec¢éo para os flebotomineos
(CARDOSO; MENDAO; CARVALHO, 2012; MOHAMMADIHA et al., 2013). A
presenca de 50 a 70% de cées assintomaticos, potencialmente infectantes para o
vetor, denota a importancia dos inquéritos sorolégicos caninos para que se
antecipem as acdes profilaticas, jA que 0s casos caninos precedem ou estao
relacionados com a infeccdo em seres humanos (MADEIRA et al., 2004). Segundo
Michalsky et al. (2007) a capacidade dos reservatoérios infectarem flebotomineos é
maior para 0s cdes sintomaticos (28%) que os assintomaticos (5,4%). Porém, em
recente estudo na cidade de Florian6polis em onze cées diagnosticados com LV,
90,9%, incluindo quatro animais assintomaticos, apresentaram elevado parasitismo
(STEINDEL et al., 2013), mostrando que em condi¢cdes favoraveis (alta densidade

do vetor), cdes assintomaticos podem contribuir para a transmisséo do parasito.

Hipotese 4. A ocorréncia de L. infantum em cées da regido é esperada pela
proximidade com areas de transmissao e pela presenca de cdes com sinais e

sintomas compativeis com LV.

HipGtese 4 aceita pelo encontro de animais positivos na area de estudo,
prevalentemente pela proximidade com areas de transmissao de L. infantum. Todos
os casos de LV canina foram avaliados epidemiologicamente com levantamento da
procedéncia dos animais e tempo de residéncia. Verificou-se que 0s caes positivos
para L. infantum eram procedentes das areas de residéncia e adoeceram ali, sendo,
portanto, em sua maioria, casos autoctones. A ocorréncia de animais positivos na

regido extremo-oeste de Santa Catarina, deve ter o diagndstico confirmado por
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isolamento do parasito e/ou captura do flebotomineo. Pelo fato da LV ser uma
zoonose e ter o cdo doméstico como o principal reservatorio, 0S casos
diagnosticados devem ter avaliacdo epidemioldgica e vetorial, pois a migracao
desses animais pode disseminar a doenca para outras regides, desde que
encontrem ecotopo adequado e vetor especifico.

Considerando a importancia zoondtica, a alta letalidade e a disseminagdo da
LV no Brasil e paises vizinhos, a avaliacdo de animais suspeitos procedentes de
areas ou regides com casos da doenca, torna-se importante para a saude publica,
uma vez que esta zoonose e seus vetores apresentam alto potencial de
disseminacdo e adaptacdo, principalmente em areas que apresentam crescimento
urbano, mudancas climaticas, desmatamento e mas condi¢cdes socio-econdémicas,
evidenciados em quase todo o pais (BRASIL, 2006).

Na regido extremo-oeste de Santa Catarina, o papel do cdo na manutencgao
do ciclo da Leishmania, se destaca como um elo entre os ciclos silvestre e rural-
urbano, servindo como um amplificador do ecossistema da LV nesta area.

Em resumo a presente pesquisa conseguiu identificar na regido extremo-
oeste de Santa Catarina, um grande numero de animais com L. infantum,
confirmando o diagnéstico por diferentes técnicas. Essa pesquisa preliminar revela a
possibilidade ndo apenas de foco de LV canina, mas também a possibilidade de
aparecimento de casos humanos no futuro. E uma necessidade epidemioldgica
investigar, conhecer e avaliar os casos caninos positivos, a fim de evitar que esses
animais permanecam no ambiente doméstico como fonte de infeccéo para o vetor.

O conhecimento sobre a prevaléncia e os fatores de riscos na epidemiologia
da LV canina na regido extremo-oeste de Santa Catarina, considerando sua
proximidade com regifes com focos da doenca, sera de grande valia, contribuindo
para uma definicdo de estratégias para o controle da doenca naquela regido. Torna-
se necessario a implantacdo de uma politica de vigilancia, com integracdo de
informacdo entre os O6rgdos da area de saude (Municipal, Estadual e Federal) e
investigacdo epidemioldgica de todos 0s casos caninos para a prevencao e controle

da LV na area.
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8 CONCLUSOES

Com base no conjunto de dados obtidos no presente estudo foi possivel

concluir que:

e Os caes desempenham importante papel como sinalizadores na LV, em
funcdo da susceptibilidade da espécie ao parasito, da resposta frente ao
patbgeno e principalmente pelo relevante risco a saude publica, por sua
proximidade com os humanos.

e Caracteristicas fisicas do cdo (idade e raca) e comportamento (habitat rural-
urbano, presenca de matas e outros animais, livre acesso a rua, funcdo de
guarda), sdo alguns dos fatores de risco associados a infeccao.

e As técnicas sorologicas convencionais (RIFI 17,1% e ELISA 19,8%)
subestimam o numero de caes infectados.

e As técnicas moleculares (PCR 21,8%) sao mais acuradas na identificacdo do
parasito em caes assintomaticos. Entretanto, € necessaria a automacao desta
técnica, para que possam ser empregadas em larga escala.

e Através da analise de concordancia do indice Kappa, os melhores resultados
obtidos foram entre as técnicas de PCR e RIFI (0,849), seguido por ELISA e
PCR (0,627) e, por fim, ELISA e RIFI (0,618).

e Este estudo preliminar relata a primeira pesquisa e confirma a presenca de L.
infantum nos municipios de Sdo Miguel do Oeste e Descanso na regido do
extremo-oeste do estado de Santa Catarina, mostrando a possibilidade néo
apenas de foco de LV canina como também para a possibilidade do

aparecimento de casos humanos no futuro.



108

9 PERSPECTIVAS

e Estudo parasitolégico poderé ser realizado, no intuito de isolar o parasito para
sua correta identificagéo.

e Um estudo filogenético oferecera importantes informagdes sobre como o
parasito chegou nessa regiéo de fronteira com a Argentina ou os estados do
Parana e Rio Grande do Sul.

e Estudo entomoldgico para encontro de Lu. longipalpis.

e Retomada dos testes de ELISA e RIFI como métodos preconizados pelo
Ministério da Saude para diagndéstico de LV canina.

e Acdes de vigilancia e controle da LV canina normatizadas no Brasil estdo
centradas no diagndstico precoce, vigilancia e monitoramento canino com
eutanasia de cdes com diagnostico sorolégico ou parasitolégico positivos,
vigilancia entomoldgica, saneamento ambiental, controle quimico com
inseticida de efeito residual.

e Medidas preventivas direcionadas ao homem, ao vetor e ao céo, devem ser

aplicadas a fim de evitar novos casos caninos e futuros casos humanas.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

B, , permito a participacdo do
meu animal no estudo denominado Real Time PCR para diagnostico de
Leishmania infantum em cdes de S&o Miguel do Oeste — SC. Os pesquisadores envolvidos
me deram ciéncia que houve um aumento do niumero de casos de Leishmaniose visceral
(LV) na regido Sul do Brasil, da relevancia da doenca, a possibilidade de identificacdo e
vigilancia dos possiveis cdes afetados e a falta de dados epidemioldgicos referentes a
leishmaniose visceral canina (LVC) na regido do extremo-oeste de Santa Catarina.

A participacdo do meu animal no estudo serd no sentido de serem observadas
algumas caracteristicas tipicas da doenca, como emagrecimento, crescimento exagerado
das unhas, lesdes ou feridas na pele, ainda sera necessério coletar sangue do animal para
pesquisa da doen¢a no material biol6gico colhido.

Fui alertado de que a pesquisa podera trazer alguns beneficios, tais como informacoées
importantes sobre a identificacdo de LVC no extremo-oeste de Santa Catarina, resultando
em dados importantes para a epidemiologia futura da doenca nessa localidade.

Recebi, por outro lado, o0s esclarecimentos necessarios sobre o0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo para o meu animal. A participagdo nesta
pesquisa ndo traz complicacdes legais, ndo sendo observados riscos ao animal, apenas
algum desconforto no momento da coleta sanguinea. Os procedimentos adotados nesta
pesquisa obedecem aos Principios Eticos na Experimentacdo Animal segundo o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), Lei Federal 11794, de 08 de outubro de
2008 e a Lei Estadual 11977, de 25 de agosto de 2008.

Estou ciente de que 0 meu animal sera atendido, respeitado e receberd os cuidados
necessarios, como qualquer outro elemento submetido da mesma forma a procedimentos
onde n&o estejam sendo utilizados para fins de pesquisa.

Também fui informado de que posso recusar que meu animal participe do estudo, ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, do porque desejar
sair da pesquisa, nao sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia do meu animal.

Estou ciente de que néo terei nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago pela participagdo no meu animal.

As pesquisadoras envolvidas com o referido projeto sdo Neli Maziero e Vanete
Thomaz Soccol, ambas, vinculadas a Universidade Positivo, e com elas poderei manter
contato pelos telefones (49) 99986256 e (41)99565001.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre
acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
conseqiéncias, enfim, tudo 0 que eu queira saber antes, durante e depois da participacdo
da pesquisa com 0 meu animal.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor do projeto e compreendido a natureza e o
objetivo do referido estudo, manifesto meu livre consentimento em permitir a participacdo do
meu animal.

S&o Miguel do Oeste,
Nome e assinatura do proprietario do animal da pesquisa

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador(es) responsavel(responsaveis)
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ANEXO 2

PROTOCOLO: Preparo dos meios de cultivo

a) Meio NNN (Novy-McNeal-Nicolle)

Reagente Quantidade
Bacto agar 6,259
NacCl 3,759
Agua destilada 1000 mL
Sangue de coelho 10 %

Preparo: Diluir o sal e o agar em agua destilada e aquecer em banho-maria, manter
em ebulicdo durante cinco minutos, sob agitacao. Distribuir em frascos erlenmeyer,
fechados e autoclavar por 15 minutos a 121 °C. Em cabine de fluxo laminar adicionar
o sangue de coelho (10%) ao meio resfriado a 50°C, homogeneizar. Deixar solidificar
em temperatura ambiente por duas horas. Manter o meio sob regrigeracao a 4°C até
seu uso.

O sangue de coelho é obtido por punc¢éo cardiaca e colocado em frasco erlenmeyer

cotendo citrato de s6dio a 10% (como conservante e anticoagulante).

b) Meio CCS (Coracao-Cérebro-Sangue)

Reagente Quantidade
Brain Heart Infusion Agar 52¢g

Agua destilada 1000 mL
Sangue de coelho 10%

Preparo: Em um recipiente de vidro € colocado os reagentes e em seguida o meio é
diluido em agua destilada e levado ao fogo em banho-maria até a fusdo do agar. Os

passos seguintes sdo idénticos aos descritos no preparo do meio NNN.

c) Solucéo tampao fosfato (PBS-Phosphate Buffered Solution)

Reagente Quantidade
NacCl 8,77 g
Na2H PO4. 2H20 1,92 ¢

Na H2 PO4 0,399
Agua destilada 1000 mL

Preparo: Hidratar os sais e homogeneizar a solu¢cdo em agitador magnético até a

sua completa dissolugéo. Ajustar o pH para 7,2 e esterilizar por filtrag&o.
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ANEXO 3

PROTOCOLO: Producéo de antigeno para o teste ELISA

O preparo dos antigenos seguiu os protocolos conforme Castro, Thomaz-
Soccol, Augur (2003) e Szargiki et al. (2009).

a) Promastigotas de cepas referéncia de Leishmania infantum
(MHOM/FR/71/LRM75), foram cultivadas em meio de crescimento bifasico NNN
(Novy-McNeal-Nicolle) e mantidas em estufa a 24°C e repicadas a cada sete dias.

b) Apdés multiplicacdo as formas promastigotas foram recolhidas da fase
exponencial de crescimento e lavadas com salina esterilizada (0,9% e 0,3%) e PBS
pH 7.2 e recuperadas por centrifugacao a 4°C.

c) Em seguida foram suspensas até obter concentracdo de 10’
promastigotas/mL.

d) Contagem de promastigotas:

- De uma aliquota do concentrado, foi preparada uma diluicdo 1/10 com
solucdo PBS pH 7,2. Em Camara de Neubauer depositou-se 20 pL desta suspensédo
diluida 1/10 em formol 2%.

- Para a obtencdo do numero de parasitas por mililitro de antigeno, foram
contados os quatro quadrantes externos fazendo uma média, multiplicando o valor
por 10.000 e pelo fator de diluicdo (10). A diluicdo final foi ajustada de modo a obter-

se um ndmero ideal de promastigotas, em torno de 10" mL.
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ANEXO 4

PROTOCOLO: Producéao de antigeno para RIFI

O preparo dos antigenos seguiu os protocolos conforme Castro 2001, com
adaptacoes.

Formas promastigota de L. infantum foram cultivadas a 24 °C por sete dias
em meio nutritivo CCS (Coracao-Cérebro-Sangue).

a) Recolher a fase liquida do cultivo e filtrar em gaze esterilizada lavando com
solucado salina fisiolégica a 0,85%, para eliminar restos de meio. Centrifugar por 20
minutos em centrifuga a 4°C.

b) Desprezar o sobrenadante e lavar com solucdo salina (sucessivamente
0,3% e 0,85%) até a lise das hemaceas e remocédo da hemoglobina de coelho.

c) Lavar duas vezes com Solucdo PBS pH 7.2 e centrifugar em centrifuga
refrigerada por 20 minutos.

d) Acrescentar ao sedimento, 10 mL de PBS pH 7.2. Para inativacdo dos
protozoarios e como forma de conservagdo, a ressuspensdo foi mergulhada em
banho-maria a 55°C por oito minutos.

e) Contagem de promastigotas:

- De uma aliquota do concentrado, foi preparada uma diluicdo 1/10 com
solucédo PBS pH 7.2. Em Camara de Neubauer depositou-se 20 uL desta suspenséo
diluida 1/10 em formol 2%.

- Para a obtencdo do numero de parasitas por mililitro de antigeno, foram
contados os quatro quadrantes externos fazendo uma média, multiplicando o valor
por 10.000 e pelo fator de diluicdo (10). A diluicdo final foi ajustada de modo a obter-

se um nmero ideal de promastigotas, em torno de 10" mL.
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ANEXO 5

PROTOCOLO: Reacéao de Imunofluorescéncia Indireta

Preparo das laminas:

Sensibilizar a lamina com antigeno (20 uL/po¢o);

Deixar sedimentar por 15 minutos;

Armazenar a lamina em estufa a 37 °C por 1 a 2h;

Guardar as laminas prontas em caixas de vidro apropriadas e envolvé-las em papel
de aluminio.

Armazenar em freezer (-20 °C) até sua utilizacao.

Procedimento:

a) Retirar as laminas do freezer; e secar com auxilio de ventilador;

b) Diluir os soros em solucdo PBS pH 7.2;

c) Adicionar 10 uL de cada diluicdo dos soros, e dos controles, na lamina,
registrando a posicao de cada uma conforme a marcacao na lamina;

d) Colocar a lamina em camara Gmida e incubar a 37 °C por 60 min.;

e) Depositar as laminas, em posicao vertical, em 3 banhos de PBS por 10 min.;

f) Enxaguar com agua destilada;

g) Secar com auxilio de ventilador;

h) Fazer uma solucdo de PBSAE (PBS — Azul de Evans) 0,004%

i) Colocar 10 uL do conjugado (diluido em PBSAE) em cada poco

j) Repetir os passos d, e, f, g;

k) Depositar solugéo de glicerina 10% sobre as laminas,

[) Cobrir com laminula (mantendo sob abrigo de luz e umidade até a leitura).

Leitura em microscopio para imunofluorescéncia (lampada HBO 200 e filtro BG 12)

em aumento de 400x.
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ANEXO 6

PROTOCOLO: Solucgbes para o teste Ensaio Imunoenzimatico

a) Coating Buffer (tamp&o carbonato 0,005M)

Solucéo |I:
Reagente Quantidade
Na,COs3 11 g
Agua deionizada 200 mL
Solucéo Il:
Reagente Quantidade
Na HCO; 42 g
Agua deionizada 1000 mL

Acertar pH para 9.6 adicionando a solucdo A em B

b) Solucdo de Lavagem

Reagente Quantidade
NacCl 9¢

Tween 20 0,5mL
Agua destilada 1000 mL

c) Solucéo de Bloqueio da placa

Caseina 2% em PBS* (dissolver com aquecimento)
0,05% de Tween 20

d) PBS 0,05M com 0,15M de NacCl, pH 7,4*

Solucéo |I:
Reagente Quantidade
Na,HPO,4.H,0 719
NaCl 8,89
Agua destilada 1000 mL
Solucao Il:
Reagente Quantidade
NaH2PO4 1,4 g
NacCl 1,88 ¢

Agua destilada 200 mL
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Acertar o pH para 7.4 adicionando a solucédo B em A.

e)Tampao de incubacgédo (a partir da solugcdo de Bloqueio)

Reagente Quantidade
Solucéo de blogueio 62,5 mL
Tween 20 0,25 mL
PBSpH 7.4 500 mL

Aliquotar em volumes de 10 mL e congelar.

f) Tampao citrato pH 5.0

Reagente Quantidade
Na,HPO, (ou 13,4g Na;HPO,.7H,0) 7,10 g
Acido citrico 519¢
Agua destilada 1000 mL

g) Solucao de acido sulfarico a 2%

Reagente Quantidade
HzSO4 19 mL

Agua destilada 41 mL
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ANEXO 7

PROTOCOLO: Ensaio Imunoenzimatico

Procedimento:

a) Sensibilizagao da placa:

- Diluir o antigeno na concentracéao desejada em coating buffer.

- Sensibilizar a placa de microtitulacdo por pipetar 100 yL da solucdo do antigeno
em cada cavidade da placa;

- Cobrir a placa e incubar overnight a 4 °C.

b) Bloqueio:

- Remover a solucao de antigeno e lavar a placa 2 vezes com solucdo de lavagem
- Aplicar a solugéo de bloqueio em toda a placa

- Cobrir e incubar por uma hora a 37 °C;

- Lavar 2 vezes com a solucéo de lavagem para retirada da proteina que nao fixou.

c) Adicdo dos soros:

- As amostras de soros sdo descongeladas e diluidas em solugdo tampédo de
incubacédo a temperatura ambiente;

- Adicionar a placa 100 pL, conforme padronizacéo;

- Cobrir e incubar a 37 °C por uma hora.

- Remover a solucéo de anticorpo e lavar a placa 4 vezes com solucéo de lavagem.

d) Adicao do Conjugado:

- Diluir o conjugado em solu¢éo tampéao de incubacdo em temperatura ambiente.

- Adicionar em toda a placa (exceto a coluna controle),

- Cobrir e incubar a 37 °C por uma hora.

- Em seguida, lavar 4 vezes com a solucao de lavagem para remocéao das particulas

nao ligadas.

e) Substrato:
- As pastilhas de OPD séao diluidas em tampéao citrato, no momento do uso e ao
abrigo da luz.

- Em seguida adiciona-se 2 uL de peréxido de hidrogénio a 30%.
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- O substrato é aplicado na placa toda;

- Incubar por 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente.

f) Interrupcéo da reacgao:
- Adicionar cuidadosamente 20 pL/poco de uma solucdo de acido sulfarico a 2%, em

toda a placa.

g) Leitura
- A placa € imediatamente levada ao Leitor de ELISA, onde é feita a leitura do
espectro de cor, com ajuste para comprimento de onda de 492 mm.

- Os resultados sao anotados em protocolo para posterior andlise.
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ANEXO 8

PROTOCOLO: Técnica de extracdo de DNA de sangue pelo método de

fenolcloroformio, adaptado de Sambrook e Russel (2001).

. De 500 uL de sangue foi extraido o DNA, adicionados 500 pyL de TE Tris-HCI 10
Mm, EDTA 1.0 Mm, pH 8.0) e centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos.

. No material precipitado, adicionou-se 300 uL de tampéao de Lise (Tris-HCI 10 Mm,
EDTA 1.0 Mm pH 8.0), 100 pL de SDS (duodecil sulfato de sédio) a 5% e 10 pL
de proteinase K (20 mg.mL™).

. Apo6s agitacdo, a mistura foi incubada a 56 °C por 5 horas e, logo apds ocorreu a
inativacdo da proteinase por 5 minutos a 90 °C, bem como adicdo de 5 uL de
RNAse, incubando em banho-maria por mais 1 hora e 30 minutos a 37 °C.

. Em seguida, adicionou-se uma solucdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1) e também cloroférmio puro.

. Por conseguinte, o material lisado foi precipitado com acetato de sédio 3M 10% e
alcool etilico absoluto gelado.

. Seguiu-se com centrifugacdo da amostra, recuperando e lavando o precipitado
com 300 pL de etanol 70%.

. O DNA foi precipitado novamente e secado em estufa a 37 °C até secarem por
completo.

. O DNA obtido foi ressuspenso em 100 yL de tampéo TE (Tris-HCI 10 Mm, EDTA
1.0 Mm, pH 8.0), permanecendo a 4 °C overnight.

. Apos foram feitas aliquotas para as analises, sendo que o restante foi mantido a -

80 °C como solucgéao estoque.
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ANEXO 9

PROTOCOLO: Eletroforese em Gel de Agarose

Montagem do aparato de eletroforese:

1.

Em bancada, colocar a cuba de eletroforese contendo suporte para verter o
gel, pentes e dispositivo delimitador de suporte, fonte de energia e fios de
corrente;

Conectar os fios de corrente a fonte;

Colocar os dispositivos delimitadores da bandeja;

Colocar o pente.

Preparo do gel de agarose:

1.

Para deteccao de produtos de PCR utilizar agarose a 1,5%. A cuba para
eletroforese empregada comporta um volume de 30 ml de solucéo e para
preparar um gel 1,5%, deve-se pesar 0,45 g de agarose;

Medir em proveta 30 ml de TAE 1X;

3. Transferir a agarose para erlenmeyer e verter o contetido da proveta para o

erlenmeyer;

Agitar a mistura e dissolver em microondas até fusdo da agarose.

Preparo da cuba de eletroforese com o gel de agarose e corrida:

1.

o bk~ 0N

»

Deixar esfriar a solucao de agarose até 55 °C;

Deixar a solucéo solidificar;

Colocar o tampao de eletroforese apenas o suficiente para cobrir o gel;
Remover o pente;

Sobre um pedaco de parafilme, misturar as amostras como 0,2 volumes de
tampéo de amostra;

Aplicar a mistura para dentro da canaleta;

Apos aplicacdo das amostras, fechar a tampa da cuba e conectar a ela os fios
de corrente;

Ligar a fonte na voltagem desejada, neste caso 60 V. O DNA ir4 migrar para o

polo positivo (Anodo), indicado pela cor vermelha.
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Coloracdo de DNA em gel de agarose:

1. Colocar o gel em recipiente contendo brometo de etidio a 0,5 mg/mL em
suficiente quantidade para cobrir o gel por 20 minutos em temperatura
ambiente;

2. Transferir o gel para recipiente contendo agua destilada por
aproximadamente 2 minutos;

2. Visualizar o gel sob luz ultravioleta;

3. Fotografar o gel.
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APENDICES
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APENDICE 1

Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina

N° SEXO ELISA RIFI PCR
1 M 0,080  1:40 P
2 F 0,481 - N
3 M 0,140 - N
4 F 0,096 - N
5 M 0,078 - N
6 F 0,102 - N
7 F 0,132  1:40 =
8 F 0,270  1:40 P
9 M 0,206 - N
10 F 0,112 - N
11 F 0,164 - N
12 F 0,056 - N
13 M 0,168 - N
14 M 0,143 - N
15 M 0,181 - N
16 M 0,099 - N
17 M 0,166 - N
18 M 0,151 - N
19 F 0,203 - N
20 F 0,200 - N
21 M 0,177 - N
22 M 0,201 - N
23 F 0,336 1:40 P
24 M 0,089 - N
25 F 0,109 - N
26 F 0,086 - N
27 M 0,121 - N
28 M 0,085 - N
29 M 0,080 - N
30 M 0,100 - N
31 F 0,148 - N
32 M 0,204  1:40 P
33 F 0,136 - N
34 F 0,165 - P
35 M 0,125 - N
36 M 0,307  1:40 P
37 M 0,132 - P
38 M 0,100 - N
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —

continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
39 M 0,108 1:40 P
40 M 0,131 - N
41 M 0,208 - N
42 F 0,115 - N
43 F 0,093 - N
44 M 0,114 - N
45 F 0,130 - N
46 M 0,185 - N
47 F 0,251 1:40 P
48 F 0,098 - N
49 M 0,202 - N
50 F 0,204 - N
51 F 0,161 - N
52 F 0,208 - N
53 M 0,203 - N
54 F 0,102 - N
55 M 0,309 1:40 P
56 M 0,111 - N
57 M 0,187 1:40 P
58 M 0,243 - N
59 F 0,530 1:40 P
60 F 0,141 - N
61 M 0,204 - N
62 M 0,818 1:40 P
63 F 0,201 - N
64 F 0,204 - N
65 F 0,177 - N
66 F 0,126 - N
67 F 0,135 - N
68 F 0,299 - N
69 F 0,207 - N
70 M 0,201 - N
71 F 0,372 1:40 P
72 F 0,207 - N
73 F 0,176 - N
74 M 0,566 1:40 P
75 M 0,558 1:40 P
76 F 0,164 - N
77 M 0,208 - N
78 M 0,172 - N
79 F 0,184 - N
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —

continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
80 M 0,251 1:40 P
81 F 0,656 1:40 P
82 M 0,198 - N
83 F 0,207 - N
84 M 0,157 - N
85 M 0,198 - N
86 M 0,486 1:40 P
87 M 0,199 - N
88 F 0,204 - N
89 F 0,153 - N
90 M 0,107 - N
91 F 0,588 1:40 P
92 M 0,181 - N
93 M 0,113 - N
94 M 0,178 - N
95 M 0,179 - N
96 M 0,201 - N
97 M 0,117 - N
98 F 0,147 - N
99 F 0,191 - N
100 M 0,207 - N
101 M 0,247 - N
102 M 0,111 - N
103 M 0,207 - N
104 M 0,188 - N
105 M 0,174 - N
106 M 0,334 - N
107 F 0,209 - N
108 M 0,113 - N
109 F 0,209 - N
110 F 0,146 - N
111 M 0,094 - N
112 M 0,200 - N
113 M 0,136 - N
114 M 0,155 - N
115 F 0,140 - N
116 F 0,203 - N
117 M 0,823 1:40 P
118 F 0,202 - N
119 F 0,200 - N
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —

continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
120 M 0,145 - N
121 F 0,123 - N
122 F 0,350 1:40 P
123 M 0,191 1:40 P
124 F 0,178 - N
125 F 0,181 - N
126 F 0,143 - N
127 F 0,117 - N
128 M 0,113 - N
129 M 0,195 1:40 P
130 F 0,394 1:40 P
131 F 0,352 1:40 P
132 M 0,195 - N
133 M 0,195 - N
134 M 0,203 1:40 P
135 F 0,258 1:40 P
136 F 0,122 1:40 P
137 M 0,241 1:40 P
138 M 0,119 - N
139 M 0,161 - N
140 M 0,191 - N
141 M 0,169 - N
142 F 0,189 - N
143 M 0,172 - N
144 F 0,207 - N
145 M 0,209 - N
146 M 0,172 - N
147 F 0,800 1:40 P
148 F 0,200 - N
149 M 0,172 - N
150 M 0,189 - N
151 M 0,209 - N
152 M 0,183 - N
153 M 0,163 - N
154 M 0,201 - N
155 M 0,209 - N
156 M 0,129 - N
157 F 0,144 - N
158 F 0,194 - N
159 F 0,133 - N
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —
continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
160 F 0,191 - N
161 F 0,184 - N
162 M 0,762 - P
163 F 0,452 - N
164 F 0,230 - N
165 M 0,514 - N
166 M 0,555 1:40 P
167 M 0,339 - N
168 M 0,616 1:40 P
169 F 0,476 - P
170 F 0,519 1:40 P
171 M 0,201 - N
172 M 0,137 - N
173 M 0,189 - N
174 M 0,134 - N
175 M 0,207 - N
176 M 0,125 - N
177 M 0,198 - N
178 M 0,511 - P
179 F 0,131 - N
180 M 0,244 - N
181 M 0,198 - N
182 F 0,164 - N
183 F 0,557 1:40 P
184 M 0,197 - N
185 F 0,198 - N
186 M 0,144 - N
187 M 0,112 - N
188 M 0,127 - N
189 M 0,247 - N
190 M 0,162 - N
191 M 0,203 - N
192 M 0,217 - N
193 M 0,137 - N
194 M 0,178 - N
195 M 0,190 - N
196 M 0,325 1:40 P
197 M 0,209 - N
198 F 0,161 - N
199 M 0,070 - N
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —
continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
200 F 0,096 - N
201 F 0,113 - N
202 F 0,125 - N
203 M 0,123 - N
204 M 0,131 - N
205 M 0,099 - N
206 M 0,123 - N
207 M 0,137 - N
208 M 0,178 - N
209 M 0,136 - N
210 M 0,093 - N
211 M 0,079 - N
212 M 0,158 - N
213 M 0,110 - N
214 M 0,102 - N
215 M 0,077 - N
216 M 0,085 - N
217 F 0,128 - N
218 F 0,164 - N
219 M 0,160 - N
220 M 0,171 - N
221 M 0,108 - N
222 M 0,147 - N
223 M 0,149 - N
224 M 0,144 - N
225 M 0,082 - N
226 F 0,101 - P
227 M 0,104 1:40 P
228 M 0,185 - P
229 F 0,196 - N
230 F 0,147 - N
231 M 0,087 - P
232 M 0,270 1:40 P
233 M 0,197 1:40 P
234 M 0,188 - N
235 F 0,326 1:40 P
236 M 0,203 - N
237 M 0,361 1:40 P
238 M 0,174 - P
239 M 0,298 - P
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Tabela 1. Caes amostrados da regido do extremo-oeste de Santa Catarina —
continuacao

N° SEXO ELISA RIFI PCR
240 F 0,150 - N
241 M 0,170 - N
242 M 0,247 - N
243 M 0,177 - N
244 M 0,207 - N
245 M 0,207 - N
246 F 0,156 - N
247 F 0,154 - N
248 F 0,372 1:40 P
249 F 0,196 - P
250 M 0,248 1:40 P
251 F 0,462 1:40 P
252 F 0,265 - P
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APENDICE 2

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1. IDENTIFICACAO:
Nome do proprietério:
Endereco:

Rua:

Bairro:

Cidade:

Fone:

2. DADOS DA RESIDENCIA:
2.1 Local daresidéncia:
() 1. zona urbana

( ) 2.zonarural

2.2 Conhece mosquito palha ou birigui ou cangalhinha ou flebotomineos?

2.3. Verificou presenca de mosquito palha ou birigui?
( ) 1.ausente

( ) 2.pouco

( ) 3.muito

2.4. Se existe quando comecgou a perceber a presenca deles?

2.5. Faz algum tipo de controle:
() ltela

( ) 2.repelente de contato

( ) 3.protetor “elétrico”

( )outros:

2.6 Presenca de bosques naresidéncia ou préximo dela:
() 1.sim () 2.ndo Qual?

( ) 1. mata ciliar

( ) 2. mata nativa

( ) 3. reflorestamento

( ) outros:

2.7 Distancia da moradia:

()1 ate 300 m

() 2.de 300a500m

( ) 3. mais de 500 m Area aproximada: m

2.8 Presenca de outros animais:
( )1.sim ( ) 2.ndo Quais?

( ) 1. macacos

( ) 2. equinos

( ) 3. muares

() 4. animais silvestres

( )5.gamba

( ) 6. ratazanas



7. camundongo
8. ratos silvestres

(
(
(

N N N

9 Presenca de material orgéanico no quintal:
)1l.sim ( )2.ndo Qual?

) 1. horta

)

2

(

(

( .

( ) 3.jardim
( )4 lixo

( ) 5. folhas e frutos amontoados

( ) 6. entulhos

( ) outros:

.10 Destino do esgoto domeéstico:
1. rede publica

2. fossa

3. céu aberto

4. rio/corregos

2
()
()
()
()

2.11 Destino do lixo:
( ) 1. coleta publica
( ) 2. terreno baldio
( ) 3. quintal

( ) outros:

2.12 Presenca de depdsitos de agua:
( ) 1. pocas d’agua

() 2. véarzea

( ) 3. alagadicos

( ) 4. vasilhames com agua

( ) 5. pneus com agua

( ) outros:

A area alagadica demora para secar?
() l.sim () 2.ndo Quanto tempo?

3. DADOS CLINICOS DO MORADOR
3.1 Ja ouviram falar de leishmaniose visceral?

3.2 Algum morador apresenta lesao ?
() 1.sim () 2.nd&o Quantos? Qual o tipo?
( ) 1. Figado aumentado

( ) 2. Febre

( ) 3. Emagrecimento rapido

( ) outros:

Tem leséo de pele ulcerada? Qual o local da lesédo?

E quanto tempo tem a lesao? Qual a caracteristica da leséo?

Tem diagnéstico? () 1.sim ( ) 2.ndo Qual?
Fez tratamento? ( ) 1.sim ( ) 2.n&o Qual?
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4. DADOS DO CAO

Nome do animal:

Raca:

Sexo:

Idade:

Peso:

Este cao veio ou esteve em outra cidade?

( ) 1.sim ( )2.ndo Qual? Ha quanto tempo?

4.1 Apresenta algum sinal clinico de doenca?
)1l.sim ( ) 2.ndo Qual?
) 1. febre

) 2. desidratacao

) 3. prostracao

) 4. diarreia

) 5. anorexia

) 6. perda de peso

) 7. unhas grandes

) 8. alteracfes de pele

) 9. linfoadenopatia

) 10. aumento de ganglios

) outros:

NN AN NN AN NN NN NN

4.2 Cao apresenta leséo de pele?

( ) 1.Sim. ( ) 2.Nado Quantotempo?
Qual o tipo?

( ) 1. ulcerada

( ) 2. nodular

( ) outros:

Qual o local da lesao:
( ) 1. orelha

( ) 2. bolsa escrotal

( ) 3. focinho

( ) 4. perivulvar
( ) 5. perianal

( ) 6. membros

() 7. abdébmen

( ) outros locais:

Caracteristica da leséo:

Tem diagnostico? ( ) 1.sim () 2.ndo Qual?
Fez tratamento? ( ) 1.sim ( ) 2.ndo  Qual?
Quanto tempo?

Data da coleta:
Material: ( ) sangue ( )puncao ( )esfregaco ( ) outro:

ELISA: PCR: RIFI:
( ) 1. Reagente ( ) 1. Positivo ( ) 1. Reagente titulo:
() 2. Nao reagente ( ) 2. Negativo ( ) 2. Nao reagente
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The aim of this work was to investigate the occurrence of canine visceral leishmaniosis
(CVL) in the far western region of Santa Catarina State, bordering Argentina and Parana
State, southern Brazil, where in recent years, VL has been recorded in both dogs and humans.

Accepted 4 June 2014 Clinical signs, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), indirect immunofluorescent

antibody test (IFAT) and polymerase chain reaction (PCR) were used for Leishmania investi-
Keywords: gation. Among the 252 dogs surveyed, 41 were positive by ELISA assay, 43 in IFAT (titer > 40),
I[.)e;sl;mama infantum and 55 by PCR. From the 48 positive for VL by both serological and molecular methods, 19
Diaggnosis (39.6%) presented clinical symptoms of leishmaniosis, 35 (72.9%) were from rural areas, and
serology 13 (27.1%) were from urban areas. This pilot study confirms the occurrence of VL among

PCR dogs in the far western region of Santa Catarina, southern Brazil, with high risk of CVL
outbreaks and presenting a threat to humans.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Short report

Visceral leishmaniosis (VL), caused by Leishmania (Leish-
mania) infantum Nicolle 1908, is a chronic zoonosis in
which domestic dogs are a known reservoir (Cortes et al.,
2012). Several epidemiological studies have shown the
growing spread of the disease worldwide and in Brazil
(Solano-Gallego et al., 2001; Moreno and Alvar, 2002; Alvar
et al., 2004; Maia-Elkhoury et al., 2008). According to the
Brazilian Health Ministry, between 1980 and 2005, a total
of 59,129 human cases were recorded and 82.5% of these
occurred in the northeastern region. However, the parasite

* Corresponding author. Tel.: +55 41 33613272/+55 41 33173483;
fax: +55 41 33613272/+55 4132662042.
E-mail address: vanetesoccol@gmail.com (V. Thomaz-Soccol).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.06.005
0304-4017/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

gradually spread to other regions of the country, partic-
ularly to the States of Minas Gerais, Sao Paulo, and Mato
Grosso (Maia-Elkhoury et al., 2008). More recently, out-
breaks of CVL have been recorded in southern Brazil (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, and Parana State), Paraguay,
and principally in Argentina (Salomon et al., 2008; Cruz
et al., 2010; Deboni et al., 2011; Dias et al., 2013; Steindel
et al., 2013). It is important to highlight that hunting with
dogs is a common practice in Argentina, which may be a
triggering factor for disease outbreak, because the country
has recorded outbreaks of CVL near the border of the states
of Rio Grande do Sul and Parana (Salomon et al., 2008; Cruz
et al,, 2010). Given this context, surveillance of CVL cases
is important because canine infection precedes the disease
in humans (Marzochi et al., 2009).

Thus, this study aimed to investigate VL occurrence
among dogs in the far western region of Santa Catarina

Please cite this article in press as: Maziero, N., et al., Rural-urban focus of canine visceral leishmaniosis in the far western
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State, Brazil. The study was conducted in the municipalities
of Sao Miguel do Oeste and Descanso, latitude 26°43'31”
and longitude 53°31’05”. The climate is humid subtropi-
cal (Képpen-Geiger: Cfa; Peel et al., 2007) with an average
annual temperature varying between 18 and 20°C and
annual mean rainfall varying from 2000 mm to 2400 mm
(PDM, 2009).

The study was approved by the Animal Research Ethics
Committee (CEUA) under protocol number 112/2012.
The minimum number of sera was calculated assum-
ing 5% prevalence, 95% confidence interval, and 5%
precision (Thrusfield, 2004). The dogs used in the VL
survey were randomly sampled in rural and urban
areas.

Blood samples from 252 dogs were collected by jugular
venipuncture, and sera were separated and stored at —20°C
until use. Identification data from dogs (name, breed, sex,
age, origin, clinical history, and presence of clinical signs) as
well as the presence of forest, sylvatic or domestic animals,
organic matter, water reservoirs, and sewage and garbage
near the dwelling were recorded.

Three different approaches were used for VL diagno-
sis: enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), indirect
fluorescent antibody test (IFAT) and polymerase chainreac-
tion (PCR).

Promastigotes of the reference strain L. infantum
MHOM/FR/71/LRM75 grown at 24°C in biphasic media
brain-heart infusion broth (BHIB) were harvested from the
exponential phase of growth and washed by centrifuga-
tion at 4 °C with sterile saline (0.9% and 0.3%) and PBS pH
7.2 and resuspended to a concentration of 107 promastig-
otes/mL. IFAT and ELISA antigen production processes were
conducted as described by Castro et al. (2003) and Szargiki
et al. (2009).

For ELISA, the sera samples were analyzed in 96-well
flat-bottomed microtiter plates (high binding) sensitized
with 500 ng/p.L of protein diluted in coating buffer pH 9.6
and maintained overnight at 4°C. After blocking with 2%
casein in PBS, sera diluted 1:100 were added to each well
and incubated at 37 °C for 1 h. The plates were then washed
six times and incubated with rabbit peroxidase-conjugated
1:2500 anti-dog immunoglobulin G (IgG) antibody (Sigma).
The reaction was revealed using hydrogen peroxide and
ortho-phenylenediamine (OPD) and stopped with 20 L of
2% sulfuric acid per well. Absorbance was determined in
a spectrophotometer at 492 nm. A cutoff point for optimal
sensitivity and specificity in ELISA tests was determined
using receiver operating characteristic (ROC) curve analy-
sis (Metz, 1978; Zweig and Campbell, 1993). The statistical
analyses were performed using MedCalc Statistical Soft-
ware (version 13.2.0).

For the IFAT assay, standardization of the technique was
achieved with progressive dilutions of positive and neg-
ative control serum (1:20 to 1:320) against progressive
dilutions of the conjugate (1:50 to 1:200), on five slides.
The serum samples were screened in 1:40 dilution. The
reactive sera were serially titrated up to a 1:640 dilution.
The IgG conjugate (fluorescein isothiocyanate - Sigma) was
used at 1:150 dilutions in 10% Evans Blue, from the previ-
ous titration. Each series of serum samples was run with
positive and negative controls. The slides were analyzed

using fluorescence microscopy (HBO 200 bulb and BG 12
filter).

DNA was extracted from the leukocyte layer of blood
using the standard phenol-chloroform method (Sambrook
and Russel, 2001). After ethanol precipitation, DNA was
resuspended in 50 pL ultra-pure water, incubated with
RNAse A (10mg/mL) at 37°C for 1h, and stored at —20°C
until PCR realization. To amplify the 145 pb of the con-
served region of the L. infantum DNA fragment, the primers
RV1F and RV2R were used (Lachaud et al., 2002). The PCR
was performed at a final volume of 25 L containing 5 L of
DNA, 1x buffer, 0.2 mM dNTPs, 3 mM MgCI2, 0.16 pmol of
each primer (F and R), 2 U Taq polymerase (Invitrogen), and
water up to the final volume. The reaction condition con-
sisted of an initial denaturation at 94 °C for 5 min. This was
followed by 35 cycles at 94 °C for 305, 59°C for 30s, and
72°C for 30's and a final extension at 72 °C for 10 min. PCR
product was analyzed by electrophoresis on 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide and visualized under
UV. L. infantum DNA was used as a positive control, and
DNA from uninfected dogs, as well as the addition of no
DNA, were used as negative controls of the assay. All DNA
extraction procedures were performed in separate rooms
to prevent contamination.

Prevalence was calculated according to the formula:
number of positive dogs/sampled population. The Chi
square test (x2) was used to compare prevalence rates
among sex, age, breed, clinical signs, and place of origin.
A p value of <0.05 was the criterion for significance.

Among the 252 dogs investigated, 74.7% were from
rural areas with forests close to the home, the presence
of other mammalians (opossums, rodents, horses and don-
keys), and, in most cases, the presence of organic matter in
the peridomiciliary area or close by. Concerning the canine
population studied, 82.5% had no definite breed, 59.5% were
male, 74.5% were aged 2 to 6 years old, and 86.5% were
native to the region and had not been in another state
for at least two years (Table 1). A statistically significant
difference was observed, with a greater number of pos-
itive dogs among deer-hound breeds and those aged 7
to 10 years old (p <0.05). This indicates that deer-hound
breeds, known for hunting activity, are more suscepti-
ble to exposure to the vector because they live in woods
and forests. More positive results among older dogs indi-
cate a greater period at risk of being bitten and decreased
immunity, which increases the chances of acquiring the
disease.

For the ELISA method, the diagnostic performance was
sensitivity of 100% (CI95%: 91.4-100%), specificity of 99.3%
(CI95%: 97.4-99.9), area under the ROC curve (AUC): 0.999,
Youden index: 0.993, p<0.0001, likelihood ratio of a pos-
itive test (LR+): 135 and a negative (LR-): 0. Of the total
serum samples surveyed, 41/252 were positive. Forty-three
dogs were positive by IFAT assay, with 43 showing titers
of 1/40, 33 with 1:80 and 25 > 1:160. Fifty-five dogs were
positive by PCR, 63.6% were asymptomatic (Table 2). Forty-
eight dogs were positive for VL by both serological and
molecular methods. The remaining 197 dogs were neg-
ative. Data analysis revealed that positive diagnosis was
statistically associated with the symptomatology, breed,
and age (p <0.05) of the dogs.
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Table 1
Epidemiological data and characteristics of the dogs studied.

Environmental Number (%) total Number (%)
conditions residences positive dogs
Location of residence
Rural area 56(74.7) 35(72.9)
Urban area 19(25.3) 13(27.1)

Presence of forest close
to the residence

Riparian forest 5(6.7) 1(2.1)

Native forest 37(49.3) 25(52.1)

Reforestation 15(20.0) 12(25.0)

Reforesta- 14(18.7) 10(20.8)

tion + native

forest

No forests 4(5.3) 0(0.0)
Presence of forest

within 300 m of the

residence

Presence 27(36.0) 17(35.4)

Absence 48(64.0) 31(64.6)
Presence of other

animals

Presence 71(94.7) 48(100.0)

Absence 4(5.3) 0(0.0)
Presence of organic

matter in the yard

Presence 73(97.3) 48(100.0)

Absence 2(2.7) 0(0.0)

Dog characteristics Number (%)
Breed

No defined breed 208(82.5) 35(72.9)

Fila Brasileiro 17(6.7) 0(0.0)

Veadeiro Brasileiro 11(4.4) 10(20.8)

Others 16(6.3) 3(6.3)
Age

Up to 1 year old 38(15.1) 4(8.3)

2 to 6 years old 188(74.6) 23(47.9)

7 to 10 years old 21(8.3) 15(31.3)

Over 10 years old 5(2.0) 6(12.5)
Sex

Male 150(59.5) 27(56.3)

Female 102(40.5) 21(43.8)
Hunting dogs

Yes 25(9.9) 15(31.2)

No 234(90.1) 33(68.8)

Among the 48 dogs positive by both serological and
molecular methods, 19 (39.6%) presented clinical signs of
VL. The most common clinical manifestations observed
were skin alterations in 31.2% (alopecia, ulcerative lesions,
and hyperkeratosis), weight loss (27.1%), onychogrypho-
sis (25.0%), lymphadenopathy (20.8%), or anorexia (12.5%).
Visceral leishmaniosis in dogs can exhibit a large spectrum
of clinical presentations with variable degrees of severity

Table 2

Number and percentage of dogs positive for visceral leishmaniosis follow-
ing serological (IFAT and ELISA) and molecular (PCR) tests and relationship
with clinical presentation.

Clinical form Method Number of % of positivity
positive dogs

ELISA 19 46.4
Symptomatic IFAT 17 39.6

PCR 20 36.3

ELISA 22 53.6
Asymptomatic IFAT 26 60.4

PCR 35 63.6

(Dantas-Torres, 2006; Rondon et al., 2008; Baneth et al.,
2008; Cunha et al., 2012).

In our study, an average of 59.2% of positive dogs were
asymptomatic (Table 2). These results were supported by
other works (Dantas-Torres, 2006; Rondon et al., 2008;
Cunha et al., 2012; Steindel et al., 2013), confirming that
asymptomatic dogs act as parasite reservoirs, playing an
important role in the maintenance of the parasite trans-
mission cycle (Cardoso et al., 2012; Mohammadiha et al.,
2013). The capacity to infect phlebotomines is higher
for symptomatic (28%) than asymptomatic dogs (5.4%)
(Michalsky et al., 2007). In a recent study in Florianopo-
lis of 11 dogs with VL, 90.9%, including four asymptomatic
dogs, presented high skin parasitism, as demonstrated by
histopathology (Steindel et al., 2013). Therefore, under
favorable conditions (higher sandfly density), asymp-
tomatic dogs can contribute to parasite transmission, and
the infection can spread and infect humans.

In summary, this work shows that of the 252 dogs inves-
tigated, 16.7% of them presented clinical signs of VL, 21%
presented positive serology (ELISA +IFAT), and 21.8% were
positive when tested by PCR. These results are supported by
other studies in molecular epidemiology. For example, in
Spain, 13% of dogs apparently presented clinical disease;
26% were seropositive and 63% were positive when PCR
was used as a diagnostic technique (Solano-Gallego et al.,
2001). In Greece, 12.3% of dogs presented anti-Leishmania
antibodies and 63% were positive using the molecular
technique (Leontides et al., 2002). This preliminary study
confirms that the presence of CVL in the municipalities of
Sdo Miguel do Oeste and Descanso in the western region of
Santa Catarina State means the occurrence of an outbreak is
possible, as is the appearance of human cases in the future.
The characteristics of the epidemiological cycle of VL in this
region remain to be determined. A phylogeny study will
provide important information regarding whether the par-
asite arrived in this region from neighboring Argentina or
the States of Parana or Rio Grande do Sul.
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