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RESUMO

Durante muito tempo, a leishmaniose visceral canina (LVC) foi considerada uma
enfermidade endémica das regides Norte e Nordeste do Brasil, enquanto a regido Sul do
pais permanecia indene. Porém, nos altimos anos, varios casos de LVC tém sido
notificados nos estados da regido Sul. O objetivo deste trabalho foi determinar a
soroprevaléncia da LVC em cées, por meio dos testes imunocromatografico (DPP®) e
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e sua correlagdo com as caracteristicas
ambientais, por meio do georreferenciamento, a epidemiologia dos casos positivos, assim
como as lesGes anatomohistopatolégicas de casos diagnosticados no estado de Santa
Catarina nos anos de 2019, 2020 e 2021. Amostras de sangue de cdes (n=1227) foram
coletadas em todas as mesorregifes do estado e submetidas ao teste rapido (DPP®) para
LVC. As amostras positivas foram enviadas ao Lacen (Laboratério Central de Saude
Publica) de Santa Catarina para confirmacao pelo método ELISA. Quatro animais foram
necropsiados e amostras de orgaos foram coletadas e enviadas para analise pela reacédo
em cadeia da polimerase (PCR), imuno-histoquimica e histopatologia. As informaces
obtidas por meio do questionario epidemioldgico forneceram dados que posteriormente
foram submetidos aos métodos estatisticos com suas correlagdes, assim como o endereco
de cada coleta proporcionou a criacdo de mapas utilizando a técnica de
georreferenciamento e a criagdo de mapas de calor (Método de Kernel). Dos 1.227 cées
coletados, 22 (1,8%) foram positivos no teste de triagem DPP® e destes, sete (0,6%)
foram confirmados pelo método ELISA. Correlacdo (P<0,01) foi observada entre
positividade e as variaveis ambiente e sinais clinicos em ambos os testes. De acordo com
o georreferenciamento, ficou evidente que 0s casos positivos em ambas as técnicas,
utilizadas para o diagnostico, se concentraram na regido da Faixa Leste do estado, em
areas de baixas altitudes, com indice pluviométrico médio, de temperatura media mais
elevada e em areas mais populosas e proximas a fragmentos florestais. A PCR, a
histopatologia e a imuno-histoquimica, em consonancia a sorologia, demonstraram-se
eficientes na caracterizacdo dos casos positivos, assim como 0 emprego do
georreferenciamento proporcionou a espacializacdo dos casos e a distribuicdo deles no
Estado.

Palavras-chave: Leishmania spp. Georreferenciamento. Salde Pablica. Zoonose.



ABSTRACT

For a long time, canine visceral leishmaniasis (CVL) was considered an endemic disease
in the North and Northeast regions of Brazil, while the Southern region of the country
remained unaffected. However, in recent years, several cases of CVL have been reported
in the states of the Southern region. The objective of this work was to determine the
seroprevalence of CVL in dogs, through immunochromatographic tests (DPP®) and
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and its correlation with environmental
characteristics, through georeferencing, describing the epidemiology of positive cases, as
well as the histopathological lesions of cases diagnosed in the state of Santa Catarina in
the years 2019, 2020 and 2021. Blood samples from dogs (n=1227) were collected in all
mesoregions of the state and submitted to the rapid test (DPP®) for CVL. The positive
samples were sent to Lacen (Central Public Health Laboratory) in Santa Catarina for
confirmation by the ELISA method. Four animals were necropsied and organ samples
were collected and sent for analysis by polymerase chain reaction (PCR),
immunohistochemistry and histopathology. The information obtained through the
epidemiological questionnaire provided data that were subsequently submitted to
statistical methods with their correlations, as well as the address of each collection
provided the creation of maps using the georeferencing technique and the creation of heat
maps (Kernel Method). Of the 1.227 dogs collected, 22 (1,8%) were positive in the DPP®
screening test and of these, seven (0.6%) were confirmed by the ELISA method.
Correlation (P<0.01) was observed between positivity and the variables environment and
clinical signs in both tests. According to the georeferencing, it was evident that the
positive cases in both techniques, used for the diagnosis, were concentrated in the East
Belt region of the state, in areas of low altitudes, with average rainfall, with higher
average temperature and in more populated areas and close to forest fragments. PCR,
histopathology and immunohistochemistry, in line with serology, proved to be efficient
in the characterization of positive cases, as well as the use of georeferencing provided the
spatialization of cases and their distribution in the State.

Keywords: Leishmania spp. Georeferencing. Public health. Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses formam um complexo de doencas distintas, com
apresentacao visceral, cutanea e mucocutanea, transmitidas por vetores e que
possuem carater endémico em diversas regioes do planeta (HERWALDT, 1999).
A forma visceral da doenca (leishmaniose visceral ou LV) é a mais preocupante
e, sem tratamento, pode ser fatal (DESJEUX, 2004).

Grande parte dos casos de LV ocorrem nos paises da Africa Oriental, na
india e no Brasil. Anualmente, estima-se que ocorram de 50.000 a 90.000 novos
casos da doenga em todo o mundo, onde apenas 25 a 45% séo relatados a OMS,
tornando a LV uma das principais doengas parasitarias com potencial de
provocar surtos e com altas taxas de mortalidade (WHO, 2021).

A doenca é causada por um protozoario intracelular do género
Leishmania (ROSS, 1903), especificamente Leishmania infantum (KUHLS et al.,
2011). Por questbes de nomenclatura, no Novo Mundo a espécie L. chagasi €
considerada sindnimo de L. infantum (OPS/OMS, 2019). Estes protozoarios
possuem ciclo heteroxénico, ou seja, necessitam de dois hospedeiros, sendo um
vertebrado, representado principalmente por canideos silvestres e domésticos,
e de um invertebrado, o inseto vetor (LAINSON, SHAW; LINS, 1969; SCHLEIN,
1993).

Dentre os hospedeiros vertebrados silvestres destacam-se ainda os
mamiferos das ordens Rodentia, Marsupialia e Carnivora (DANTAS-TORRES,
2007), sendo que no ambiente doméstico os cdes atuam como importantes
reservatorios da doenca aos seres humanos (MAIA; CAMPINO, 2018).

O principal vetor envolvido com a transmissao da leishmaniose visceral
no Novo Mundo é Lutzomyia longipalpis (PECH-MAY et al., 2018) e no Brasil,
implicou-se a participagdo de Lutzomyia cruzi (MISSAWA et al., 2011),
Lutzomyia almerio e Lutzomyia salesi (OPS/OMS, 2019).

Estes insetos, denominados flebotomineos, sdo conhecidos por diversos nomes
populares, tais como mosquito palha, birigui, tatuquira, entre outros. Sao
pequenos, medindo em torno de 1 a 3 mm de comprimento, de coloracao clara,
depositam seus ovos em matéria organica, voam em pequenos saltos e

apresentam habitos crepusculares e noturnos (BRASIL, 2014).
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Em relacdo ao ciclo da leishmaniose, no hospedeiro vertebrado o estagio
encontrado é a forma amastigota. Quando realizam o repasto sanguineo em um
animal infectado, os flebotomineos podem ingerir macrofagos repletos destas
formas, que se diferenciam em promastigotas. Em grande quantidade, estas
promastigotas migram para a faringe do flebotomineo e em alguns dias atingem
o hipostbmio. Essa localizacdo impede o flebotomineo de se alimentar
normalmente, o que o obriga a procurar um nimero maior de hospedeiros para
0 repasto sanguineo. As formas promastigotas serdo entdo fagocitadas pelos
macréfagos e carreadas pelo organismo do hospedeiro, que pode gerar o quadro
clinico da doenca (BOWMAN, 2010).

No Brasil, como diagndstico oficial, o Ministério da Saude preconiza o
teste imunocromatogréafico rapido (DPP®) como teste de triagem e 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) como teste confirmatério, sendo que anteriormente se
utiizavam o ELISA como teste de triagem e a RIFI (reacdo de
imunofluorescéncia indireta) como teste confirmatorio (ARRUDA et al., 2016). O
uso de duas técnicas sorologicas associadas tem por objetivo aumentar a
sensibilidade dos testes, ndo indicando necessariamente diminuicdo de eficacia
dos mesmos, até porque os testes sorolégicos sdo considerados excelentes
ferramentas de diagndstico (LEVEQUE et al., 2020).

Algo preocupante e que vem sendo observado nos altimos anos € que a
leishmaniose visceral canina (LVC) tem sofrido mudancas em seus padrdes
epidemioldgicos, se caracterizando como uma doenca em franco processo de
expansdo e urbanizacdo (FIGUEIREDO et al.,, 2010), se ja ndo urbanizada
(MONTEIRO et al., 2005). A ocorréncia de casos humanos e o grande ndmero
de caes positivos em varias cidades de médio e grande porte acendem um alerta
para a alteracdo na natureza de ocorréncia da doenca, que passa do ambiente
silvestre e zonas rurais para os centros urbanos (GONTIJO; MELO, 2004).

Em muitos lugares, os fluxos migratérios e a ocupacdo urbana
desordenada das cidades, associados a construcfes de rodovias e grandes
obras séo fatores que possibilitam a dissemina¢ao da LVC (PATZ et al., 2004),
tais como ocorre nos estados brasileiros do Mato Grosso (MESTRE; FONTES,
2007), Minas Gerais (MENEZES et al., 2015) Sao Paulo (MATSUMOTO;
CASAGRANDE; GUIMARAES, 2013; CARDIM et al., 2016) e Parana
(PASQUALI et al., 2019).
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No estado de Santa Catarina o relato dos primeiros casos autéctones de
LVC ocorreu no ano de 2012 em Floriandpolis (FIGUEIREDO et al., 2012), assim
como o primeiro surto autéctone, no ano de 2013, no mesmo municipio
(STEINDEL et al., 2013). Em relagcéo aos relatos da doenca em humanos no
estado, o primeiro caso autéctone ocorreu em Florianopolis no ano de 2017
(SANTA CATARINA, 2017), comprovando que 0Ss casOos caninos de
leishmaniose visceral precedem os casos humanos (WERNECK et al., 2007).

Diante do cenério da expansao da LV e da LVC no estado de Santa
Catarina, o objetivo deste trabalho foi determinar a soroprevaléncia da LVC em
caes no estado de Santa Catarina, por meio dos testes imunocromatografico
(DPP®), como triagem, e ELISA, como confirmatério, de acordo com o Programa
Nacional de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Além disso,
objetiva-se correlacionar estes dados de soroprevaléncia com as caracteristicas
ambientais, por meio do georreferenciamento, e descrever a epidemiologia e os
achados anatomohistopatologicos dos casos diagnosticados no estado de Santa
Catarina nos anos de 2019, 2020 e 2021.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEISHMANIOSES

De transmissao vetorial, as leishmanioses compreendem um grupo de
doencas infecciosas negligenciadas, sendo frequentemente registradas em
paises pobres onde atingem populagdes mais vulneraveis e com acesso limitado
aos servicos de saude, tal como ocorre nos paises da Africa, Asia e nas
Américas, locais onde se concentram a maioria dos casos (OPS/OMS, 2019).
Em humanos a doenca pode ser dividida em trés formas distintas, a saber:
leishmaniose visceral, cutanea e muco cutanea, podendo ocorrer variagoes
(PEARSON; SOUSA, 1996).

Na forma cutdnea a patologia é determinada tanto pela espécie de
Leishmania infectante, como pelo tipo de resposta inflamatéria e anti-inflamatéria
do sistema imune do hospedeiro, o que leva as diversas formas clinicas
apresentadas (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). Conhecida também
como “ferida oriental”, esta forma de leishmaniose inicia com uma pequena leséo
no local da picada do inseto vetor, podendo aumentar gradualmente de tamanho
até se transformar em um granuloma ou em uma ferida grande, aberta e imida
(ASHFORD, 2000).

Em se tratando da leishmaniose muco cutédnea, a doenca se manifesta
nas mucosas das vias respiratorias como um granuloma que afeta o septo nasal,
podendo atingir a faringe, palato, laringe e labios (MARSDEN, 1986). Suas
lesbes sdo altamente desfigurantes (STRAZZULA et al., 2013), levando a
estigma social e repercussdes psicoldgicas (HANDLER et al., 2015).

A LV, conhecida como “kala-azar’ na india, é considerada uma das
principais causas de morte em paises subdesenvolvidos (GUERIN et al., 2002).
E caracterizada como uma doenca sistémica grave e altamente fatal, caso ndo
seja devidamente diagnosticada e tratada (OPS/OMS, 2019). Segundo Alvar et
al. (2012) mais de 90% dos casos mundiais de leishmaniose visceral ocorrem na
india, Bangladesh, Sudo, Sud&o do Sul, Etiépia e Brasil.

Desta forma, considerando-se que o complexo de doencas das
leishmanioses faz parte do grupo de doencgas tropicais negligenciadas, os
esforcos para medidas de controle, tratamento e formas de prevengdo devem
ser prioridades em programas de saude nos paises mais acometidos (ALVAR;
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YACTAYO; BERN, 2006). Por ser uma doengca que acomete principalmente
populacdes vulneraveis (OKWOR; UZZONA, 2016), a utilizacdo da educacdo em
saude é uma forma de se alcancar a conscientizacdo e, consequentemente, o
controle da doenca (GOUVEIA et al., 2012; TEODORO et al., 2014).

2.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é conhecida desde o ano de 1835, na Grécia, quando foi
denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Em 1869, na india, recebeu o nome de
“Kala-jwar” o qual quer dizer febre negra ou “kala-azar” que significa pele negra,
em virtude do discreto aumento da pigmentacéo epitelial que ocorria durante a
doenca. O agente etiolégico s6 foi descoberto quase que simultaneamente por
Leishman e Donovan em 1903. O cao teve sua importancia como reservatorio
doméstico descrita pela primeira vez por Nicolle, na Tunisia, em 1908
(MARZOCHI et al., 1981).

Mesmo antes de 1835 a doenca ja era conhecida em diversas regides
da india, como uma enfermidade que se espalhou pelos povoados e dizimou
quase que totalmente a populacdo dos locais acometidos. O quadro clinico
geralmente era caracterizado por uma febre com recaidas, emagrecimento
progressivo, hepato e esplenomegalia, além de complicacdes diversas
(SENGUPTA, 1947).

No Brasil, Carlos Chagas, percorrendo o vale do Rio Amazonas,
suspeitou da existéncia da doenca nos anos de 1911 e 1912 por encontrar
pacientes com esplenomegalia sem causa justificada. O primeiro relato da
doenca nas Américas foi feito por Migone, em 1913 em um paciente que teve a
forma letal da doenca em Assuncéo, no Paraguai, mas que contraiu a doenca no
estado do Mato Grosso, no Brasil (CHAGAS et al., 1937).

O pesquisador Evandro Chagas foi o responséavel pela investigacdo de
uma nova doenga descrita pelo patologista Henrique Penna em amostras de
pacientes da regido Norte e Nordeste do Brasil nos anos 30. A partir das
pesquisas sobre leishmanioses, estimulou-se a criacdo de diversos centros de
estudo pelo pais, como o Instituto de Patologia do Norte (IPEN) e Instituto

Evandro Chagas (Belém/Pard), Instituto de Medicina Preventiva do Ceara
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(Fortaleza), Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (Salvador/Bahia), Centro de
Pesquisas René Rachou (Belo Horizonte/Minas Gerais) e o Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes (Recife/Pernambuco) (BENCHIMOL et al., 2019).

Em todo o mundo, a leishmaniose é uma doenca que ainda acomete as
populacdes mais pobres, sendo registrada principalmente em vilas rurais
remotas e com moradias precarias, acometendo as pessoas Com menos acesso
a saude (OKWOR; UZZONA, 2016). Nos paises onde € endémica, a doenca
continua sendo negligenciada cabendo ao setor publico investimentos em
controle e estudos de novas drogas e métodos diagnésticos eficientes, apesar

dos recursos escassos e infraestrutura inadequada (GONTIJO; MELO, 2004).

2.2.1 No ser humano

Leishmaniose visceral € uma doenca zoonética de carater endémico na
América Latina, ocorrendo em 12 paises que abrigam 96% dos casos, entre eles
o Brasil. Nos ultimos anos tem acometido mais frequentemente criancas e
adultos jovens de areas urbanizadas, se sobrepondo, muitas vezes, a individuos
que convivem com o HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (LINDOSO et al.,
2014).

A urbanizacéo da doenca ocorreu devido as constantes modificacbes do
ambiente, tais como pressao econdmica, processos migratorios, éxodo rural e
desmatamento, aliados a pobreza e a adaptacdo do vetor em ambientes
peridomiciliares (UCHOA et al., 2001; SANTOS et al., 2005; BRASIL, 2014).

O quadro clinico inicia com febre irregular, indisposicao e diarreia,
evoluindo para episddios de febre alta, anemia, hepatomegalia e
esplenomegalia, culminando com um quadro caquetizante progressivo. A
caquexia permanece de forma cronica e associada a deficiéncia miocérdica,
congestdo visceral e ascite, podendo evoluir para a morte (CHAGAS et al.,
1938).

O diagndstico é complexo, pois a sintomatologia é semelhante ao que
ocorre em outras doencas, tais como malaria, febre tifoide e tuberculose. As
técnicas diagnosticas mais utilizadas incluem identificacdo do parasita e/ou
deteccdo do DNA em amostras de tecido, cultura in vitro e/ou inoculagdo em

animais e técnicas de imunodiagnéstico (SUNDAR; RAI, 2002).
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Existem medicamentos e candidatos a vacinas disponiveis para tratar ou
prevenir a leishmaniose, porém a maioria das ferramentas terapéuticas nao se
mostra eficiente para erradicar a doenca (GHORBANIE; FARHOUDI, 2018;
SOUSA-PAULA; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2020).

2.2.2 No cao

LV é considerada uma zoonose sendo 0s cdes 0s principais
reservatorios da doenca em meio urbano (BRAGA et al., 1986). Os casos da
doenga em humanos estéo intimamente associados a taxa de infecgéo nos caes.
O controle da doenca canina contribui para a redugéo dos casos em humanos
(BEVILACQUA et al., 2001; COSTA et al., 2020).

Levando-se em consideracdo os ambientes das cidades, cées errantes
ou que vivem em abrigos de animais podem apresentar as maiores prevaléncias
em relacdo aos caes domiciliados (NAVEDA et al., 2006; SHOKRI; FAKHAR;
TESHNIZI, 2017; PARKER et al., 2021). Moreno & Alvar (2002) relatam que caes
de rua podem estar associados a um ciclo “peridoméstico” devido a uma
condicdo de sinantropia progressiva (associagdo com humanos e suas
moradias).

Animais infectados por Leishmania infantum podem apresentar uma
variabilidade enorme de formas clinicas e patologicas, muitas delas
consideradas atipicas, tais como o acometimento do sistema nervoso central
(OLIVEIRA et al.,, 2017), colite crbnica, vasculite, miocardite, osteomielite e
orquiepididimite (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014).

Os cédes podem ser caracterizados como sintomaticos quando
apresentam sinais classicos da doenca, tais como emagrecimento,
linfadenopatia, esplenomegalia, alopecia, apatia, ulceragdes por todo o corpo,
assim como na regido das orelhas e bordas nasais, descamacéo furfuracea da
pele e onicogrifose (MARZOCHI et al., 1985; CIARAMELLA et al., 1997; ASSIS
et al.,, 2010; QUEIROZ et al., 2010; FURTADO et al., 2015). Dentro desta
categoria os animais sao divididos em oligossintomaticos e polissintomaticos. Os
oligossintomaticos séo aqueles que apresentam sinais leves da doenca, tais

como adenopatia linfoide, perda de peso moderada e pelos opacos (MANCIANTI
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et al., 1988). Os polissintoméaticos sdo os cdes com mais de trés sintomas de LV,
tais como alteracdes de pele, esplenomegalia, emagrecimento, linfonodos
hipertréficos, onicogrifose, alteracdes oculares e mucosas palidas (ASSIS et al.,
2010).

E possivel que alguns cdes ndo apresentem nenhum destes sinais,
caracterizando-se como assintomaticos (MANCIANTI et al., 1988; MADEIRA et
al., 2004). A maioria da populacéo canina infectada esta incluida nesta categoria,
0 que representa um problema no que diz respeito ao controle da LV pois estes
animais tém um alto potencial de se tornarem fontes de infecgdo aos
flebotomineos (SILVA et al., 2005; DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDAO-
FILHO, 2006; LEOTE et al., 2021).

E comum também que alguns animais apresentem LVC associada a
outras doencas. Esses quadros podem ocasionar reducéo na resposta imune e
afetar negativamente o diagndstico, progndstico e o tratamento, culminando com
um cenario de progressao e piora do quadro clinico como um todo (BEASLEY et
al., 2021).

Na necropsia de cdes com LV é comum identificar lesGes de pele, tais
como areas alopécicas, Ulceras cutaneas (podendo apresentar bordas
hemorragicas) em orelhas e nariz assim como pescoco e cabec¢a. Segundo Assis
et al. (2010), a pele é o érgao/sistema com maior grau de acometimento e que
apresenta 0s sinais clinicos mais importantes em quadros de leishmaniose
visceral canina (LIMA et al., 2004). Onicogrifose, hepato e esplenomegalia e
nodulos ou areas esbranquicadas em pulmdes, figado e baco também sado
lesGes encontradas em caes com LVC (CIARAMELLA et al., 1997; ASSIS et al.,
2010; LIMA et al., 2019; PICON et al., 2020; MAGALHAES et al., 2021).

A apresentacdo clinica e a evolucdo da leishmaniose nos cédes séo
resultantes de uma série de interacfes complexas entre a resposta imune do
hospedeiro e o parasita, principalmente no que diz respeito aos macréfagos,
sendo estas células cruciais para o desfecho da infeccdo (SANTOS — GOMES
et al., 2002), assim como os linfécitos T e suas citocinas.

Dependendo do tipo de infeccdo parasitaria e dos antecedentes
genéticos do hospedeiro, € possivel que ocorram respostas dos subconjuntos de
células T CD4+ e/ou T CD8+ e por sua vez, os efeitos podem ser divergentes

sobre o parasita, resultando no controle da infeccéo ou na ocorréncia da doenca
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(SHER; COFFMAN, 1992). Esta resposta imune mista é encontrada tanto na LV
quanto na LVC (CARRILLO; MORENO, 2009).

Mosmann et al. (1986) foram os primeiros a relatar a existéncia de dois
grupos funcionais de células T (Thl e Th2) e que essa classificacdo estava
associada a producdo de interferon gama (IFN — y) e interleucina 4 (IL-4),
respectivamente. Em geral, respostas imunes do tipo Thl oferecem resisténcia
ao hospedeiro e respostas do tipo Th2 estédo associadas a progressao da doenca
(SHER; COFFMAN, 1992: MORENO et al., 2012; BARBIERI, 2006; DAYAKAR
et al., 2019).

Os dois tipos de resposta estdo presentes no hospedeiro ao mesmo
tempo. Uma vez no organismo, 0s parasitas conseguem modular os mecanismos
de morte dos macrofagos, estimulando a producdo de IL-4 e fatores
estimuladores da doenca pelas células T, levando a sobrevivéncia do parasita.
De uma forma simples, o paradigma TH-1/TH-2 vai muito além da dicotomia
resolucao/progressao da doenca, pois diversos elementos regulatérios de uma
cadeia muito mais complexa ainda carecem de esclarecimentos (TRIPATHI;
SINGH; NAIK, 2007).

Com relacdo a resposta imune, a deteccdo de anticorpos séricos sugere
exposicao ao agente e a interpretacao desse parametro sugere que niveis baixos
de anticorpos (transitérios) indicam cdes que foram expostos, mas nao
desenvolveram doenca. Ja no caso de cdes com infec¢Bes persistentes,
geralmente observa-se um aumento gradativo dos anticorpos ao longo do tempo.
Niveis elevados de anticorpos geralmente indicam a condicdo de doenca clinica
ou ainda animais persistentemente assintomaticos (BANETH; AROCH, 2008).

E sabido que parasitas do género Leishmania s&o capazes de se evadir
das respostas imunes do hospedeiro, estabelecendo infec¢des crénicas por
meio da reducdo das ac¢des microbicidas de células da imunidade inata, tais
como neutrofilos, macréfagos e células dendriticas, assim como promovem
alteracdes nas vias metabolicas das células imunes inatas que resultam em
cascatas de reac¢des imunoldgicas distintas (VOLPEDO et al., 2021).

Caracteristicas préprias dos cdes podem estar associadas a uma maior
ou menor suscetibilidade a LV. Com relacdo a idade, alguns autores citam que
a doenca € mais comum em animais mais velhos (IDRISSI et al., 2021), outros,

porém, ndo observam esta ligacdo (PEREGO et al., 2014). Em relacdo ao sexo,
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Idrissi et al. (2021) e Miranda et al. (2008) correlacionam uma prevaléncia maior
da doenca em machos por estes apresentarem comportamento errante e

estarem mais disponiveis aos flebotomineos.

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

A LV tem como agente Leishmania infantum, protozoario viscerotrépico
pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e Género
Leishmania (LAINSON; SHAW, 1987). Os registros do agente Leishmania sao
antigos, datando de 2.500 aC com descri¢cGes primitivas da doenca e pesquisas
moleculares que identificaram o agente em material arqueolégico (AKHOUNDI
et al., 2016).

Compreendem organismos unicelulares e com uma estrutura rica em
DNA, o cinetoplasto (HERWALDT, 1999). Estes protozodrios possuem ciclo
heteroxénico, necessitando de dois hospedeiros para completar seu ciclo, sendo
um vertebrado, representado principalmente por canideos silvestres e
domésticos, e de um invertebrado, o inseto vetor (SCHLEIN, 1993).

No ciclo urbano, o céo € o principal reservatorio domeéstico (GONTIJO;
MELO, 2004; VIGODER et al., 2010). Além do céo, diversas espécies de
mamiferos (rodentia, marsupialia, carnivora etc.) podem se infectar por
Leishmania spp. (DANTAS-TORRES, 2007), incluindo canideos silvestres
(SOUZA et al., 2010).

As fémeas de flebotomineos ao se alimentarem do sangue de um
mamifero infectado acabam ingerindo macréfagos contendo as formas
amastigotas de Leishmania (Figura 1, estagio 5). Ap6s o rompimento dos
macrofagos infectados, no trato digestivo anterior, as formas amastigotas se
transformam em formas promastigotas (Figura 1, estagio 7), que se diferenciam
em promastigotas prociclicos, colonizando o es6fago e a faringe do vetor (Figura
1, estagio 8), transformando-se posteriormente em promastigotas metaciclicas.
Apoés este periodo, ao procurarem novo hospedeiro para realizar o repasto
sanguineo, as formas promastigotas metaciclicas séo liberadas junto a saliva do
inseto (Figura 1, estagio 1) (RIBEIRO, 1987; BRASIL, 2014).

Vale ressaltar que a saliva dos flebotomineos contribui de maneira

significativa para o sucesso da alimentag&o destes insetos por meio da inibicdo
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dos mecanismos hemostaticos do hospedeiro, além de conter diversas
substancias farmacologicamente ativas que colaboram para os efeitos
exacerbados de infectividade por Leishmania spp. em hospedeiros mamiferos
(KAMHAWI et al., 2000).

Uma substéncia produzida pelo parasita, conhecida como “gel secretor
de promastigota” (PSG) desempenha um papel fundamental na transmisséo,
uma vez que obstrui o intestino do flebotomineo, forcando-o a regurgitar formas
promastigotas metaciclicas durante a alimentacdo com sangue (BATES;
ROGERS, 2004).

As formas metaciclicas sdo fagocitadas pelo sistema mononuclear
fagocitario presente na pele do hospedeiro definitivo (Figura 1, estagio 2). Uma
vez dentro dos macréfagos, diferenciam-se em amastigotas (Figura 1, estagio 3)
e multiplicam-se até o rompimento dos mesmos, liberando estas formas que
serdo novamente fagocitadas, disseminando-se para outros tecidos ricos em
células do tecido mononuclear fagocitario, tais como linfonodos, figado, baco e
medula éssea (Figura 1, estagio 4) (SCHUSTER; SULLIVAN, 2002; BRASIL,
2014).
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Figura 2 - Ciclo de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de CDC (2017).

Esses parasitas sdo obrigatoriamente intracelulares estando na forma
de amastigota em células fagocitarias mononucleares dos hospedeiros
vertebrados. O parasita € digenético, isso é, necessita de dois hospedeiros
podendo ter duas formas principais: amastigota ou promastigota (LAINSON;
SHAW, 1987).

A forma promastigota € conhecida por possuir um corpo alongado, com
as duas extremidades afiladas, sendo a anterior mais larga, com um nucleo e um
cinetoplasto anterior, do qual parte o0 axonema e seguindo-se o flagelo. Mede em
torno de 20 a 30um e é encontrado no intestino do hospedeiro invertebrado. O
flagelo mede em torno de 30 um de comprimento, que lhe permite a mobilidade
no epitélio intestinal (FORTES, 2004).

A outra forma, amastigota, mede entre 2 e 5um, possui forma

arredondada ou ovalada e flagelo ndo exteriorizado. Ambas as formas se
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multiplicam por fissdo binaria e possuem uma mitocdndria modificada
denominada cinetoplasto (OPS/OMS, 2019).

A taxonomia de Leishmania segue o proposto por Levine et al. (1980) e
pode ser representada de acordo com a seguinte posi¢ao sistematica:

Super-reino Eukaryota; Clado Discoba; Filo Euglenozoa; Classe
Kinetoplastea; Subclasse Metakinetoplastina; Ordem Trypanosomatida; Familia
Trypanosomatidae; Sub-familia Leishmaniinae; Género Leishmania; Sub-
géneros Leishmania e Viannia.

Reino: PROTISTA (HAECKEL, 1866)

Sub-Reino: PROTOZOA (GOLDFUSS, 1817)

Filo: SARCOMASTIGOPHORA (HONIGBERG & BALAMUTH, 1963)

Subfilo: MASTIGOPHORA (DIESING, 1866)

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA (CALKINS, 1909)

Ordem: KINETOPLASTIDA (HONIGBERG, 1963, emend. VICKERMAN,
1976)

Subordem: TRYPANOSOMATINA (KENT, 1880)

Familia: TRYPANOSOMATIDAE (DOFLEIN, 1901 emend. GROBBEN,
1905)

Género: Leishmania (ROSS, 1903).

O género Leishmania é caracterizado por uma grande diversidade
genotipica (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007), podendo ser dividido em 3
subgéneros: L. (Leishmania), L. (Viannia) e L. (Sauroleishmania). Destas, 31
espécies parasitam mamiferos e 20 espécies sdo patogénicas para o homem
(CUPOLILLO; BOITE; PORROZZI, 2014).

A divisdo do género Leishmania nos dois subgéneros Leishmania e
Viannia leva em consideragao o proposto por Lainson e Shaw (1987), referindo-
se ao local de desenvolvimento das formas promastigotas no intestino do vetor.
No subgénero Leishmania, as espécies desenvolvem-se na por¢cdo média e
anterior do intestino dos flebotomineos e no subgénero Viannia as espécies
apresentam longa permanéncia no intestino posterior do vetor, na regido do
piloro. As espécies pertencentes ao subgénero Sauroleishmania sdo conhecidas
como “leishmanias de lagartos”, sem importancia para o ser humano (BATES,
2007).
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O subgénero Leishmania possui distribuicdo no Velho e Novo Mundo,
podendo ocasionar afeccfes cutanea e visceral. O subgénero Viannia € somente
encontrado no Novo Mundo e o subgénero Sauroleishmania € encontrado no
Velho Mundo parasitando répteis/lagartos (BATES, 2007; REAL et al., 2013;
CUPOLILLO, BOITE; PORROZZI, 2014). Na Figura 2 esta representada a
divisdo taxondémica do género Leishmania.

Embora ndo sendo consenso para muitos pesquisadores, estudos
sugerem que as diversas formas clinicas de leishmaniose estdo associadas as
espécies infectantes de Leishmania (MURRAY et al., 2005). Neste sentido, a
identificacdo de genes especificos de determinadas espécies ou que estejam
sob pressao positiva de selecédo pode colaborar para a compreenséao dos fatores
intrinsecos do parasita que influenciam no curso da doenca. Da mesma forma,
fatores que sdo exclusivos ao género Leishmania, mas que também sao
compartilhados por outras espécies, podem servir como potenciais alvos
terapéuticos ou vacinais. A perda de genes e/ou a formacdo de pseudogenes
correspondem aos principais fatores capazes de moldar o genoma de espécies
de Leishmania (PEACOCK et al., 2007).

Nos ultimos anos inUmeras pesquisas tém sido conduzidas com o intuito
de esclarecer a origem de grupos genéticos e diferencas gendmicas (LUKES et
al., 2007; PEACOCK et al., 2007; ASATO et al., 2009; FRAGA et al., 2010). Rioux
e colaboradores (1990) utilizaram analise por isoenzimas para definir os
complexos de espécies dentro dos subgéneros, propondo ao final uma nova
classificacdo do género Leishmania Ross (1903), incluindo Leishmania chagasi
Cunha e Chagas, 1937, como sindnimo de Leishmania infantum Nicole, 1908.

Acreditava-se que Leishmania chagasi era uma nova espécie de
parasito devido a sua incapacidade de provocar experimentalmente a doenca no
cdo domeéstico. Isso a tornou diferente de outro agente ja conhecido na bacia do
Mediterraneo, Leishmania infantum Nicolle, 1908. Passados 50 anos da
descricéo de Leishmania chagasi, todo o género Leishmania sofreu uma reviséo
acurada e finalmente, por meio da utilizacdo de métodos moleculares, foi
concluido que ambos os parasitos eram geneticamente idénticos e que
Leishmania chagasi era sinbnimo de Leishmania infantum (RIOUX et al., 1990;
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000; DANTAS-TORRES, 2006; SILVEIRA;
CORBETT, 2010; KUHLS et al., 2011).
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Figura 3 - Classificacao taxonémica atual das espécies de Leishmania considerando fatores extrinsecos e métodos moleculares e

bioquimicos.
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Fonte: CUPOLILLO, BOITE e PORROZZI (2014).
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O entendimento em relacdo ao genoma permite que pesquisas sejam
realizadas com o intuito de esclarecer duvidas sobre a intensidade dos quadros
clinicos, variabilidade genética das espécies em diferentes regides e até mesmo
resisténcia a medicamentos (DOWNING et al., 2011).

Em se tratando da subespécie Leishmania infantum, pertencente ao
complexo Leishmania donovani e causadora da LV, ficou estabelecido que seu
genoma possui 36 cromossomos (WINCKER et al., 1996). O entendimento em
relacdo ao genoma permite que pesquisas sejam realizadas com o intuito de
esclarecer davidas sobre a intensidade dos quadros clinicos, variabilidade
genética das espécies em diferentes regibes e até mesmo resisténcia a
medicamentos (DOWNING et al., 2011).

Teixeira et al. (2017) compararam as sequéncias genomicas de 20
isolados de L. infantum do nordeste do Brasil com 29 isolados de L. infantum/
donovani do Nepal e da Turquia. Evidéncias de recombinacéo foram detectadas
em 27 dos 36 cromossomos de L. infantum.

Em seu estudo, Carvalho et al. (2020) realizaram um levantamento
relevante sobre a diversidade genética de 30 isolados de Leishmania infantum
no Centro-Norte do Brasil, onde identificaram diversas espécies variantes em
relacéo ao isolado ibérico canino (JPCM5) utilizado como referéncia no trabalho,
0 que demonstra a proximidade entre isolados de L. infantum do Velho e do Novo
Mundo.

Por sua vez Segatto et al. (2012) demonstraram que diferentes isolados
de Leishmania infantum no Brasil sdo geneticamente homogéneos e apresentam
correlacdo com sua origem geografica, assim como Marcili et al. (2020) que,
estudando isolados de L. infantum da regido metropolitana de Sado Paulo, néo
encontraram diferencas entre as sequéncias dos diversos isolados nem de
outras regides do Brasil.

Outros achados enfatizam a teoria de que Leishmania infantum tenha
chegado recentemente as Américas juntamente aos colonizadores europeus, 0
gue vai de encontro aos resultados de baixa diversidade genética encontrados
em isolados no Brasil (KUHLS et al., 2011; BATISTA et al., 2012).

Pasquali et al. (2019) avaliaram a dispersdo de Leishmania infantum
utilizando marcadores moleculares no estado do Parana, obtendo evidéncias de

duas rotas de dispersdo, uma vinda do Paraguai e outra do estado de Santa

32

35



Catarina. A utilizagdo de marcadores moleculares associados a outras
informacdes, principalmente epidemiologicas, aumentam a confiabilidade nos
estudos de dispersédo de Leishmania infantum.

Desta forma, a taxonomia e o padr&o evolutivo dos parasitas Leishmania
spp sao de fundamental importancia para a compreensao das diferencas entre
as espécies, auxiliando na instituicdo de ferramentas diagnésticas e em novos
meétodos de controle (SUNDAR; SINGH, 2018).

2.4 VETOR DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Como vetores no Brasil tém-se insetos fleb6tomos da espécie Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi no estado do Mato Grosso (MISSAWA et al., 2011).
Na Argentina os vetores de Leishmania infantum s&o Lutzomyia longipalpis e
Lutzomyia migonei; na Colédmbia os vetores sdo Lutzomyia longipalpis e
Lutozmyia evansi; no Paraguai o vetor € Lutzomyia longipalpis, assim como no
Uruguai e Bolivia (OPS/OMS, 2019). Lutzomyia longipalpis é altamente
adaptado as habitagdes humanas, o que contribui para sua disseminagdo em
areas rurais e urbanas, sendo relatado em 24 dos 27 estados brasileiros
(SOUSA-PAULA; OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2020).

No entanto, estudos apontam que diversas outras espécies de
flebotomineos apresentam elevada capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia
em ambientes alterados (MARINHO et al., 2008), inclusive ocorrendo em alta
densidade em ambientes artificiais (GOMES; GALATI, 1989), constituindo-se em
potenciais transmissores de diversas espécies de Leishmania (OLIVEIRA et al.,
2010).

Em diversas regides do pais, os flebotomineos sdo conhecidos por
diferentes nomes populares, tais como mosquito palha, birigui, tatuquira, entre
outros. S&o pequenos, medindo em torno de 1 a 3 mm de comprimento, de
coloracgédo clara, depositam seus ovos em matéria organica, voam em pequenos
saltos e apresentam habitos crepusculares e noturnos (BRASIL, 2014).

Fatores climaticos, tais como umidade, precipitacdo e temperatura,
podem influenciar no comportamento dos flebotomineos (RUTLEDGE;
ELLENWOOD, 1975; AGUIAR; SOUCASAUX, 1984; BARATA et al., 2004).
Porém, Mota et al. (2019) relatam que os fatores bioclimaticos ndo interferiram

na densidade populacional destes insetos. A presenca de seres humanos e
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animais contribuem para uma maior concentragédo desses insetos nos ambientes
antropicos (domicilio e peridomicilio) (TEODORO et al., 1993).

No sul do Brasil, no estado do Rio Grande do Sul foi registrado o primeiro
relato de Lutzomyia longipalpis no municipio de S&o Borja no ano de 2008
(SOUZA; SANTOS; FILHO, 2009) e no Parana no municipio de Foz do Iguagu
no ano de 2012 (SANTOS; FERREIRA; JUNIOR, 2012).

Em Santa Catarina, area considerada indene para LVC até 2012
(FIGUEIREDO et al., 2012), segundo dados do Setor de Entomologia da DIVE
(Diretoria em Vigilancia Epidemiolégica), no municipio de Florianopolis as
espécies mais encontradas no periodo de 2014 a 2015 foram Migonemyia
migonei, Nyssomyia neivai e Pintomyia fischeri. A sazonalidade avaliada durante
diferentes periodos, compreendidos entre 2010 e 2015, revelou que 0s meses
de dezembro, janeiro e fevereiro apresentaram maior frequéncia de capturas
(DIVE, 2015).

Na regido sul de Santa Catarina, nos anos de 2015 e 2016, um estudo
realizado nos municipios de Cricidma, Tubardo e Imarui obteve 4.200 insetos de
diferentes ambientes, sendo que destes, sete exemplares eram da subfamilia
Phlebotominae pertencentes as espécies Nyssomyia neivai e Pintomyia fisheri.
Nenhuma amostra foi positiva para Leishmania (VARIZA et al., 2021).

Ainda em SC, na regiéo serrana, Ledo (2021) ndo detectou a ocorréncia
de flebotomineos nas &reas urbana e periurbana do municipio de Lages. Zuchi
et al. (2022) montando armadilhas luminosas do tipo CDC no municipio de
Concdérdia, no oeste do estado, no ano de 2021 identificaram M. migonei, P.
fischeri, P. monticola, Psathyromyia serie lanei, Brumptomyia carvalheiroi e
Brumptomyia sp.

A infeccéo por Leishmania infantum em Lutzomyia neivai foi confirmada
em estudos abordando a possibilidade desta espécie ser transmissora de LV em
Florianépolis, teoria esta reforcada pelo fato de ainda ndo haver registros da
presenca de Lutzomyia longipalpis neste municipio (DIAS et al., 2013). Da
mesma forma, a infeccéo por Leishmania infantum foi identificada em Lutzomyia
neivai e Lutzomyia sallesi no estado de Minas Gerais (SARAIVA et al., 2009) e
em Lutzomyia cruzi e Lutzomyia forattinii no municipio de Corumbé, Mato Grosso
do Sul, Brasil (PITA-PEREIRA et al., 2008).
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A infeccdo por Leishmania infantum também j& foi demonstrada em
Lutzomyia migonei (GUIMARAES et al., 2016), Nyssomyia whitmani e
Migonemyia migonei (MOYA et al., 2015) na Argentina (SALOMON et al., 2010).
No estado de Pernambuco, Brasil, Lutzomyia migonei também ja teve a infeccao
por Leishmania infantum comprovada (CARVALHO et al., 2010). No estado do
Rio de Janeiro, sugere-se que Lutzomyia migonei esteja envolvido na cadeia de
transmissao da leishmaniose visceral em areas com auséncia de Lutzomyia
longipalpis (SOUZA et al., 2003), assim como Pintomyia fischeri em Porto Alegre
(REGO et al., 2019) e na Grande S&o Paulo (GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

Killick-Kendrick (1990) ressaltam, porém, que ndo basta apenas detectar
o DNA de Leishmania nas espécies de flebotomineos estudadas e passar a
incrimina-las como espécies transmissoras. Devem ser interpretadas,
conjuntamente, caracteristicas como antropofilia, presenca do parasita por
tempo suficiente no organismo do vetor, registro do parasita tanto no vetor
guanto no hospedeiro simultaneamente, alimentacdo regular do vetor no
reservatério hospedeiro e capacidade de reproduzir a transmissdo

experimentalmente.

2.5 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Devido ao papel que os cdes desempenham no ciclo zoondtico da
leishmaniose visceral, é imprescindivel que métodos diagnosticos sejam
empregados de maneira eficiente nestes animais. Recomenda-se a combinagéo
de diferentes métodos para detectar a infeccdo, que sejam de fécil
empregabilidade a campo, acessiveis aos laboratorios e que utilizem amostras
gue possam ser coletadas de forma minimamente invasiva (ASSIS et al., 2010;
REGINA-SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Para determinar a presenca e a magnitude da doenca em uma regiao, a
combinacdo dos diagnésticos epidemiolégico, clinico e laboratorial é
imprescindivel (DA SILVA et al., 2006; QUEIROZ et al., 2010).

Assim, estudos de cunho epidemioldgico sdo importantes para
determinar as variaveis de transmissibilidade da leishmaniose visceral, o que

implica nas medidas de controle empregadas posteriormente, principalmente em
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se tratando de areas novas para o registro da doenca (JULIAO et al., 2007;
LARA-SILVA et al., 2015).

Em areas endémicas, a infeccéo na populacéo canina é generalizada e
a taxa de caes assintomaticos € muito maior do que a fragdo da populacdo que
apresenta sinais da doenca, sugerindo que a infeccdo se espalha de forma
rapida entre os cades quando as condicbes ambientais para a transmissdo sao
ideais (BANETH et al., 2008).

No Brasil, a vigilancia epidemiolégica é um dos componentes do
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV), compreendendo o
monitoramento entomoldgico e a vigilancia de casos humanos e caninos. E por
meio desta analise epidemiolégica que os profissionais de saude poderdo
identificar e classificar as diferentes areas de transmisséo e a partir delas, instituir
as recomendacdes propostas para a vigilancia, monitoramento e controle da
doenca (BRASIL, 2014).

O diagndstico clinico da LVC é bastante complexo podendo ser
confundindo com outras enfermidades, devido a auséncia de sinais clinicos
patognoméOnicos. Os sinais mais comuns sao alteracdes cutaneas,
linfadenomegalia local ou generalizada, perda de peso, esplenomegalia,
hepatomegalia, onicogrifose e apatia (MAIA; CAMPINO, 2008).

No estudo de Baneth et al. (2008), as lesGes de pele estiveram presentes
em 81 a 89% dos casos e eram caracterizadas por dermatite esfoliativa,
ulcerativa, nodular e/ou pustular, associadas ao aumento dos linfonodos, que
estavam presentes em 62 a 90% dos casos.

Novamente € importante ressaltar que cerca de 60 a 80% dos animais
que vivem em &areas endémicas podem ter contato com o parasita e ndo
desenvolver a doenca, apresentando quadro assintomatico (ALVAR et al., 1994).
Em alguns cées, esta forma da doenca pode durar anos, dependendo do estado
imunolégico do animal e da intensidade da infeccdo. Estes animais
assintomaticos apresentam formas amastigotas de Leishmania spp. nos
macrofagos da derme, servindo de fonte de infeccéo para novos insetos vetores
(SILVA, 2007).

Devido as caracteristicas divergentes associadas ao quadro clinico, a
leishmaniose pode ser utilizada como exemplo de doenca em que infeccdo nao

€ exatamente proporcional a doenca clinica, tornando a LVC um desafio
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diagndéstico para médicos veterinarios e agentes de salude publica tanto em
areas endémicas quanto em locais onde a doenca importada se mostra
preocupante (BANETH; AROCH, 2008).

Para o diagnostico laboratorial, algumas técnicas podem ser
empregadas, tais como imunohistoquimica em fragmentos de tecidos, exame
parasitologico por meio de puncdes de érgaos (linfonodo e medula), diagnostico
molecular baseado na técnica de PCR (polymerase chain reaction) e exames
sorolégicos utilizando o ELISA, reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
imunocromatografia (GOMES et al., 2008; FARIA; ANDRADE, 2012).

Muitas das ferramentas de diagndstico utilizadas atualmente para
detectar LVC estdo sofrendo alteracdes para permitir a identificacdo e
quantificacdo da infeccdo independente da apresentacdo de sintomas, assim
como 0s ensaios sorologicos e moleculares estao sofrendo adaptacdes para se
adequarem as condicbes de campo (ARRUDA et al., 2013; SCHUBACH;
FIGUEIREDO; ROMERO, 2014; DUTHIE; LISON; COURTENAY, 2018).

Em cades que apresentem lesdes cutaneas papulares/nodulares ou
linfoadenomegalia, 0 método de puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) deve
ser realizado. Esta técnica permite tanto a visualizacdo de formas amastigotas
de Leishmania no interior de macréfagos quanto amastigotas dispersas no fundo
da lamina devido ao rompimento das células. Nao necessariamente o
diagnostico de LVC deve ser descartado se ndo houver a deteccdo destas
formas, o que indica a utilizacdo de técnicas com maior sensibilidade analitica e
diagnéstica, tais como a técnica de PCR (PALTRINIERI et al., 2016).

Na histopatologia dos 6rgéos, as lesdes incluem alteragdes renais, como
glomerulonefrites ocasionadas por deposicdo de imunocomplexos (WILSON et
al., 2017) e alteracdes hepdticas caracterizadas por inflamacdo granulomatosa
e fibrose (TOPLU; AYDOGAN, 2011; MARQUES et al., 2018; LIMA et al., 2019).

A pele pode apresentar reacfes inflamatorias cronicas (granulomas),
independentemente do local em que foi coletada, mas variando de acordo com
o estado clinico do animal, tendo correlacdo positiva entre o nivel de parasitismo
e a capacidade de infeccdo para os flebotomineos em cdes (MANNA et al., 2004;
XAVIER et al., 2006; VERCOSA et al., 2008). Travi et al. (2001) no entanto

observaram que a correlacdo entre a presenca do parasita na derme e a
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potencial transmissdo ao vetor € baixa ou inexistente, citando ainda que o
parasitismo da pele ocorre como um evento tardio durante o curso da doenca.

Tafuri et al. (2001) relatam que um céo sintomatico com diversas lesbes
classicas e com confirmacéo de formas amastigotas de Leishmania em diversos
orgaos nao apresentou formas parasitarias na pele. Furtado et al. (2015) também
relatam baixas taxas de deteccao de L. infantum em amostras de pele utilizadas
em seu estudo, 0 que, segundo estes autores, pode estar associada a menor
frequéncia de infecgdo ativa nesse tecido.

No baco as lesbes incluem hiperplasia nodular associada a processos
inflamatorios crénicos (granulomas) (TRYPHONAS et al., 1977; FREITAS; LIMA;
NUNES-PINHEIRO, 2017) e periesplenite com ruptura da arquitetura e
comprometimento do 6rgédo (CIARAMELLA et al., 1997; SANTANA et al., 2008;
LIMA et al., 2014). LesBes em diferentes segmentos intestinais também s&o
relatadas (PINTO et al., 2015; DA SILVA et al., 2020), assim como altera¢des na
microarquitetura do timo. No figado, observam-se granulomas intralobulares
associados a inflamacao crénica (ASSIS et al., 2010; MADEIRA et al., 2016).
Nos linfonodos € possivel observar linfadenite granulomatosa com infiltrados de
macrofagos, linfocitos e neutroéfilos (LIMA et al., 2004; COSTA et al., 2008).

A imunohistoquimica € uma técnica de diagnostico direto que se baseia
na detecc¢éo dos parasitas em formas amastigotas em cortes de tecidos corados,
como linfonodos, figado, baco, rins, pele, medula éssea, intestino, pulmdes e
glandulas adrenais (TOPLU; AYDOGAN, 2011; MENEZES et al., 2016;
MAGALHAES et al., 2021). Diversos autores apontam uma maior sensibilidade
em relacdo a técnica histopatol6gica, principalmente quando aplicada em tecidos
que nao possuem uma alta carga parasitaria (KENNER et al., 1999; XAVIER et
al., 2006; MOREIRA et al., 2007; TAFURI et al., 2004; TASCA et al., 2009).
Ordeix et al. (2005) e Xavier et al. (2006) indicam uma menor sensibilidade em
relacdo a técnica de PCR.

O método de cultivo constitui-se em uma ferramenta diagndstica
importante e a0 mesmo tempo desafiadora, pois contribui para o estudo dos
parasitas a partir da compreensao da fisiologia, do comportamento, crescimento,
metabolismo, assim como o0s diversos e complexos estagios de

desenvolvimento. Ndo é um método simples de executar, pois exige
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conhecimento acerca das condi¢cdes que cada parasita necessita para poder
crescer (AHMED, 2014).

Para a execucdo deste método, sdo necessarios meios que devem
fornecer condicbes semelhantes ao que ocorre no inseto vetor, ou seja, as
amastigotas viaveis devem se diferenciar em promastigotas e se reproduzir. Os
principais meios utilizados incluem o meio bifasico, o meio Novy e MacNeal
modificado por Nicolle (NNN) e o meio Drosophila de Schneider enriquecido com
soro fetal bovino (REIMAO et al., 2020).

O primeiro registro de tentativa de cultivo de Leishmania spp. foi com o
meio Novy, McNeal e Nicole (NNN) no ano de 1904 (NOVY; McNEAL, 1904) e
posteriormente modificado por Nicole em 1908 (NICOLE, 1908).

Os métodos moleculares sdo reconhecidos por serem confiaveis na
deteccdo de DNA de Leishmania em amostras clinicas IKONOMOPOULOS et
al., 2003). Em comparacdo com outras técnicas, a técnica de PCR pode
demonstrar superioridade em diagnosticar leishmaniose visceral canina em
amostras provenientes de diversos tecidos do organismo (XAVIER et al., 2006).

Dentre as técnicas moleculares de diagndstico, destacam-se a PCR
convencional (SINGH, DEY; SIVAKUMAR, 2005), Nested-PCR (PCR aninhado),
PCR Multiplex, PCR em tempo real ou gPCR, NASBA (amplificacdo baseada em
sequéncia de &cido nucleico), OC-PCR (PCR por oligo-cromatografia), RAPD-
PCR (DNA polimérfico amplificado aleatoriamente), AFLP (Polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado), LAMP (Amplificacdo isotérmica
mediada por loop) e MLEE (Eletroforese de enzima multilocus), dentre outros
(THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Esta diversidade de técnicas dificulta uma
padronizacao para o0 uso no Servico de Saude Publica.

O uso da PCR convencional sugere apenas dois valores possiveis, ou
seja, se 0 cao € positivo ou negativo para parasitas de Leishmania, sem
quantificar a carga parasitaria (SUNDAR; SINGH, 2018). Com o emprego da
técnica de gPCR é possivel avaliar a eficacia do tratamento e a progresao da
doenca, principalmente em areas endémicas onde grande parte dos cées esta
exposta, mas somente uma pequena porcentagem desenvolve a doenca clinica
(FRANCINO et al., 2006).

N&o existe um consenso entre 0s pesquisadores sobre qual a melhor

amostra a ser coletada. Manna et al. (2004), Solano-Gallego et al. (2011) e Reis
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et al. (2013) citam como melhores as amostras de pele, enquanto Paparcone et
al. (2013) e Travi et al. (2018) as de medula 0ssea e linfonodos e Solca et al.
(2014) citam o sangue e o baco.

Queiroz et al. (2010) enfatizam que a técnica de PCR é extremamente
eficaz no diagndstico de LVC e ressaltam que a mesma poderia ser empregada
como técnica de eleicdo. Porém, a PCR se mostra de dificil aplicabilidade pratica,
ndo condiz com a realidade da rotina de muitos laboratorios e ainda ndo € uma
técnica padronizada pelo Ministério da Saude no Brasil.

Dentre as técnicas laboratoriais os testes sorolégicos sao rotineiramente
utilizados para o diagnostico da LVC devido a sua facilidade de aplicacdo em
amostras de soro ou plasma. Apesar da técnica de PCR ser mais sensivel, sua
implementacéo depende de uma infraestrutura minima, muitas vezes limitada a
laboratérios de referéncia e de pesquisa, 0 que torna a sorologia um elemento
chave no auxilio do diagndstico (LEVEQUE et al., 2020).

Dentre o0s testes soroldgicos destacam-se o0s testes de
imunofluorescéncia de anticorpos, ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA), de imunocromatografia, de aglutinagdo direta, western blot e de
aglutinacdo em latex (ASFARAM et al., 2018).

O ELISA é um método simples e sensivel, utiliza placas com pocos
revestidos com antigenos de interesse onde serdo ligados os anticorpos da
amostra testada (ENGVALL; PERLMANN, 1972). No Brasil o método ELISA é
utilizado como teste confirmatorio no protocolo de diagnéstico da LVC (BRASIL,
2011).

A sensibilidade e a especificidade em diferentes modalidades de testes
podem variar de acordo com o tipo de antigeno utilizado (LEVEQUE et al., 2020),
ou ainda com o curso da doenca, sendo mais baixa no inicio da infeccéo
aumentando gradativamente (QUINNELL et al., 2001). No estudo de Porrozzi et
al. (2007), a utilizacdo de antigenos recombinantes aumentou a especificidade
se comparado ao uso de antigenos brutos, que forneceram 87% de
especificidade, enquanto antigenos quiméricos recombinantes atingiram 79 a
96% de sensibilidade para LVC e especificidade que variaram de 96 a 100%,
dependendo do painel de controle negativo utilizado. O uso conjunto dos trés

antigenos recombinantes do estudo alcancou uma sensibilidade geral de 100%,
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o que demonstra a possibilidade de um teste diagnéstico com melhor
desempenho.

Embora apresente resultados satisfatorios, estudos tém demonstrado
divergéncias em inquéritos sorolégicos colocando em duvida a acuracia da
sorologia em detectar animais positivos sintomaticos e assintomaticos (ROCHA
et al., 2020) ou ainda provocando reacdes cruzadas em testes de leishmaniose
provenientes de cdes com infec¢des ocasionadas por outros agentes patologicos
(COUTO et al., 2010; MIRO et al., 2013; ZANETTE et al., 2013; RIBOLDI et al.,
2018). Krawczak et al. (2015), no entanto, reiteram que talvez ndo seja
exatamente uma reatividade cruzada entre Leishmania infantum e outros
patdgenos (como por exemplo Ehrlichia canis e Babesia canis vogeli) mas sim,
uma coinfeccéo casual.

Em 2011, por meio de Nota Técnica, o Ministério da Salude substituiu o
protocolo de diagnéstico da LVC, excluindo o uso da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) como teste confirmatorio. Atualmente utiliza-
se o Teste Imunocromatogréfico DPP® (Dual Path Plataform, Bio-Manguinhos)
(ANEXO [) como teste de triagem e o ELISA (Kit EIE Leishmaniose Visceral
Canina — Bio-Manguinhos) para confirmacgéo dos casos (BRASIL, 2011) (ANEXO
II). O Ministério da Saude recomenda que somente as amostras que foram
positivas no DPP® sejam confirmadas pelo método ELISA (Leishmania major -
like-Elisa - EIE Leishmaniose Visceral Canina, Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio de
Janeiro, Brasil) (FUJIMORI et al., 2021). A utilizacdo de testes combinados em
série, como utilizado pelo Ministério, melhoram a acuracia diagnostica (ARRUDA
et al., 2016).

A utilizacdo de um ELISA com antigeno recombinante, utilizando
proteinas mais especificas produzidas em escala industrial, pode detectar
infeccbes mais precoces do que o protocolo ELISA atualmente utilizado pelo
Ministério da Saude (SCALONE et al.,, 2002; PORROZZI et al., 2007;
SANTAREM et al.,, 2010; VENTURIN et al., 2015; RAMIREZ et al., 2020;
FUJIMORI et al., 2021).

O teste soroldgico pela técnica de imunocromatografia € uma ferramenta
largamente utiilizada pelo Programa de Controle da Leishmaniose Visceral do
Ministério da Saude. O DPP® foi desenvolvido com o intuito de facilitar o
diagnoéstico da LVC a campo, contribuindo para melhorar o diagnéstico e tendo
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efeitos positivos no controle da doenca (SCHUBACH; FIGUEIREDO; ROMERO,
2014; FRAGA et al., 2016; LARSON et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2018).

Validado no Brasil, o teste DPP® (TR-DPP®-Bio-Manguinhos)
apresenta sensibilidade e especificidade de 83% e 73%, respectivamente. Utiliza
uma combinac@o de proteina A conjugada com particulas de ouro coloidal e
antigenos recombinantes K28 de Leishmania, que detecta anticorpos
especificos, podendo ser realizado utilizando-se soro, plasma ou sangue total, 0
que facilita sua execug¢do a campo contribuindo para melhorar o diagnéstico e
tendo efeitos positivos no controle da doenca (SCHUBACH; FIGUEIREDO;
ROMERO, 2014).

O kit DPP® (Figura 3) € produzido pela Fiocruz (Unidade Bio-
Manguinhos, Rio de Janeiro, Brasil), é descartavel e pronto para o uso. Consiste
em um cassete de plastico, contendo duas membranas de nitrocelulose que
estdo conectadas em formato de “T”, permitindo a deposi¢cdo da amostra de teste
e 0 reagente para a deteccdo de anticorpos. O teste requer uma amostra de
apenas 5uL de soro, plasma ou sangue total e de duas gotas da substancia
tampdo, que ja esta incluida no kit. Existem duas bandas para intepretacéo, uma
de teste e outra de controle. Na auséncia de anticorpos especificos, nhenhuma
banda é visivel. Em casos considerados negativos, ha o aparecimento de uma
linha vermelha e em casos positivos, o surgimento de duas linhas vermelhas. O
tempo necessario para se proceder a leitura é de 15 minutos (GRIMALDI et al.,
2012).
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Figura 4 - Dispositivo de teste DPP® (Dual Path Platform) Bio-Manguinhos

A - ". ."‘ ok . .- .‘.

i

Fonte: Propria do autor (2022).

Anteriormente, este teste utilizava agentes recombinantes especificos
K26/K39 (GRIMALDI et al., 2012). Porém, a rK28, uma proteina quimeérica
recombinante com mudltiplos epitopos (FRAGA et al., 2016), resultou da fusdo
entre sequéncias especificas de antigenos K9, K26 e K39, sugerindo seu uso no
sorodiagnadstico de leishmaniose visceral canina e humana por apresentar niveis
muito altos de sensibilidade e especificidade (BOARINO et al., 2005), sendo essa
possibilidade confirmada no estudo de Pattabhi et al. (2010).

Coura-Vital et al. (2014) relataram que o atual protocolo utilizando DPP®
e ELISA detectou maior prevaléncia e incidéncia de céaes infectados do que o
protocolo que anteriormente utilizava ELISA e RIFI. Outro ponto positivo sobre a
utilizagdo do DPP® como teste de triagem a campo seria a diminuicdo da
demanda por exames (ELISA) nos LACENs (Laboratérios Centrais de Saude
Publica), uma vez que somente cdes positivos no DPP® terdo amostras
encaminhadas para o teste ELISA, diminuindo a realizacdo de exames de
bancada pelos laboratérios. Estes autores sugeriram a utilizacdo do DPP como
teste confirmatoério e o ELISA como teste de triagem, isso devido a capacidade
do DPP® em garantir resultados verdadeiramente positivos, por ter menor custo
e apresentar resultados mais rapidos, o que também é enfatizado por Laurenti
et al. (2014). Mendonca et al. (2017) relataram uma menor propor¢ao de falso-
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negativos com a utilizacdo de TR DPP® ou seja, poucos caes infectados
permaneceriam nas areas de risco, confirmando sua escolha como teste de
triagem padréo em relacéo ao ELISA/RIFI.

Conforme visto, o ideal € que os protocolos para diagnostico de LVC
devem ser avaliados conjuntamente, com uma abordagem mais ampla

associando-se a epidemiologia com técnicas clinicas e laboratoriais.

2.6 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

No Brasil os padrbes epidemiolégicos de transmissao da LV tém sofrido
mudancas nas ultimas décadas. Inicialmente, apresentava-se em areas rurais e
periurbanas, mas devido a alguns fatores, tais como a urbanizacdo e a
destruicdo de ecotopos silvestres, oferta de fontes alimentares humanas e a
presenca de animais domeésticos, arborizacdo abundante, mas condicdes
sanitarias com o acumulo de lixo e a presenca de abrigos de animais silvestres
dentro do perimetro urbano, possibilitaram a domiciliacdo do vetor Lutzomyia
longipalpis, levando a expanséo para as areas urbanas de cidades de médio e
grande porte (MESTRE; FONTES, 2007; BRASIL, 2014).

A dispersdo para regides consideradas indenes segue padrdes de
distribuicdo espacial e de concentracdo semelhantes aos fluxos migratérios da
populacdo, associados pelo desenvolvimento social, industrial e turistico
(REBELO et al., 2010), seguindo os corredores de circula¢do. A introducdo de
cées infectados em determinadas areas pode estar associada a migracédo, uma
vez que estes animais, muitas vezes, sao trazidos infectados da regido de
origem, contribuindo para a infec¢éo dos flebotomineos presentes em areas de
desmatamento recente e em zonas periurbanas (MESTRE; FONTES, 2007;
THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

O estado de Sao Paulo € um bom exemplo da rapida disseminacao da
leishmaniose visceral humana e canina. A construcdo da rodovia Marechal
Rondon e do gasoduto Bolivia-Brasil sdo fatores que coincidiram com o aumento
no numero de casos da doenga nos ultimos anos, muito por conta do fluxo de
humanos, cédes e vetores infectados (CARRANZA-TAMAYO et al., 2010;
CARDIM et al., 2013; CASANOVA et al., 2015; SEVA et al., 2017).
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Em um estudo na regido do extremo oeste do Parana foram identificadas
trés possiveis rotas de disseminacéo da LVC no centro-sul do Brasil. A primeira
delas seria a disperséo da Bolivia para os estados de Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Sdo Paulo por meio da implantagdo do gasoduto Bolivia-Brasil no
periodo de 1998 a 2005. Em segundo, a dispersdo do Paraguai para o Brasil na
regiao da triplice fronteira (Foz do Iguacu e Santa Terezinha de Itaipu) durante o
periodo de 2012 e em terceiro, o surgimento de um novo cluster de Leishmania
infantum no oeste do estado de Santa Catarina e sua dispersao para o sul do
estado do Parana, especificamente no municipio de Pato Branco apés 2013
(PASQUALLI et al., 2019). Acredita-se que a introducéo da LVC no estado do Rio
Grande do Sul tenha ocorrido no municipio de Uruguaiana na fronteira com o
municipio de Paso de Los Libres na Argentina no ano de 2009 (MONTEIRO et
al., 2010).

No estado do Parana a doenca tem sido identificada normalmente de
forma al6ctone (THOMAZ-SOCCOL et al., 2009), mas o que tem chamado a
atencao sao os casos ocorridos na regiao de Foz do Iguacu (THOMAZ-SOCCOL
et al.,, 2017; THOMAZ-SOCCOL et al., 2018; DIAS et al.,, 2020). No mesmo
municipio teve-se o primeiro registro de Lutzomyia longipalpis no estado,
ocorrido no ano de 2012, onde foram capturados 40 exemplares, reforcando a
distribuicdo geografica do vetor e da doenca neste estado (SANTOS;
FERREIRA; JUNIOR, 2012).

No Rio Grande do Sul, o primeiro diagnostico de LVC em Santa Maria
ocorreu em 1985. Anos depois, em 1998, Pocai et al. (1998) relataram a doenca
em cinco caes por meio de exame post-mortem, no mesmo municipio. Em Séo
Borja no ano de 2008 foi descrita pela primeira vez no estado do Rio Grande do
Sul a ocorréncia de exemplares de Lutzomyia longipalpis (SOUZA; SANTOS;
FILHO, 2009). Em Porto Alegre houve o relato de um caso canino caracterizado
como autoctone em 2016 (BIANCHI et al., 2016), além de que na regido
metropolitana, especificamente nos municipios de Canoas, Novo Hamburgo e
Sao Leopoldo, identificou-se uma prevaléncia de 4% de LVC nesta que €
considerada area indene (RIBOLDI et al., 2018). O municipio de Uruguaiana é
considerado area endémica para transmissdo de LVC com presenca de cées
positivos em todos os bairros (ESCOBAR et al., 2018; ESCOBAR et al., 2019).
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No estado de Santa Catarina o relato dos primeiros casos autéctones de
LVC ocorreu no ano de 2012 em Floriandpolis (FIGUEIREDO et al., 2012), assim
como o primeiro surto autéctone, no ano de 2013, no mesmo municipio
(STEINDEL et al., 2013). Nesse sentido, Pacheco et al. (2013) realizaram um
estudo sorolégico em 491 caes utilizando os testes ELISA e RIFI. Os resultados
apontaram uma possivel disperséo urbana de Leishmania spp. em Floriandpolis.
Apesar de ndo haver a confirmacdo da espécie de Leishmania envolvida, os
autores enfatizam a necessidade de uma investigacao epidemioldgica minuciosa
com o intuito de prevenir o avango urbano da doenca.

Em 2014, um estudo piloto foi realizado nos municipios de Sado Miguel
do Oeste e Descanso, regido do extremo oeste catarinense, com o intuito de
predizer a soroprevaléncia de LVC. Os resultados demonstraram que dos 252
cdes pesquisados, 41 foram positivos pelo ensaio ELISA, 43 pelo método de RIFI
(titulo > 40) e 55 por PCR. Os dados obtidos confirmaram a presenca da doenca
nestes municipios e demonstraram a possivel ocorréncia de um surto da doenca
em caes com o envolvimento de humanos em casos futuros (MAZIERO et al.,
2014).

Pinto et al. (2022) identificaram os primeiros casos positivos de LVC na
regido do meio-oeste de Santa Catarina, onde de 126 caes avaliados, 16,7%
foram positivos no teste ELISA, 11,9% na RIFI e 7,1% apresentaram
amplificac@o especifica para Leishmania infantum na técnica de PCR.

Conforme Ledo (2021), em Lages, regido serrana de SC, do ano de 2018
a 2020 foram registrados seis casos de cdes sororreagentes, todos importados
do Tocantins, Paraiba e/ou Distrito Federal (CCZ/Lages).

Diante deste cenario preocupante, diversos fatores podem estar
associados a expansao geografica da LVC no Brasil, tais como a dificuldade na
eliminacao dos reservatérios, entraves financeiros e sociais para a instituicdo de
medidas de controle, diversidades epidemioldgicas das areas afetadas e a
insuficiéncia nas estratégias de controle dos vetores ja reconhecidos e daqueles
ainda suspeitos (SILVA; MADEIRA; FIGUEIREDO, 2015).

2.7 CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Nas Américas, as medidas estratégicas para o controle da LVC sao de

extrema importancia no intuito de se reduzir os casos em humanos. Estas
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medidas incluem a notificacdo de casos e a vigilancia ativa por meio de inquéritos
sorologicos de reservatorios, analise de risco e eutanasia dos animais infectados
(OPAS, 2009).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio do Programa Nacional de
Controle da Leishmaniose Visceral visa o controle da enfermidade em humanos.
Para tanto, preconiza acbes de vigilancia epidemiolégica envolvendo o
monitoramento entomoldgico (fleb6tomos), vigilancia dos casos caninos e
humanos, além de medidas preventivas e de controle, incluindo o diagndstico e
tratamento precoce de casos humanos, pulverizacdo com inseticidas de efeito
residual, acdes de educacdo em saude, além da eutanasia de animais
sororreagentes (BRASIL, 2014).

O tratamento humano para LV dispde de um aparato terapéutico limitado
pois algumas drogas apresentam resisténcia e toxicidade elevada, sendo os
antimoniatos pentavalentes os principais medicamentos utilizados para a terapia
de LV no mundo (GUERIN et al., 2002). Apesar de liberado em condi¢cdes
especificas, o tratamento em cdes ndo é considerado medida de controle
(BRASIL, 2014). A Portaria Interministerial n°® 1.426 de 11 de julho de 2008, que
regulamenta o tratamento de cées, também proibe o tratamento da LVC com
produtos de uso em humanos ou néo registrados no MAPA (BRASIL, 2008).

Neste sentido, o Ministério da Saude, por meio de Nota Informativa n°
34 de 2016, emitiu parecer sobre a Nota Técnica Conjunta n° 001/2016 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), autorizando o
registro do produto Milteforan®, da empresa Virbac Saude Animal, para o
tratamento de caes com LVC. O documento esclarece que o tratamento de cées
com LVC nédo se caracteriza como medida de saude publica para o controle da
doenca, sendo esta uma escolha individual de cada proprietario. Porém, o
tratamento ndo exime o tutor da responsabilidade de acompanhamento médico
veterinario periddico de seu animal, além do uso concomitante de outras
estratégias de controle (BRASIL, 2016).

E comprovado que o tratamento apenas reduz os sinais clinicos e néo
promove cura parasitolégica, 0 que torna estes animais uma fonte de infecgéo
permanente (OPS/OMS, 2019).

Outro fator desfavoravel ao tratamento € que a maioria das drogas

utilizadas para tratar LV ou LVC possuem custos inacessiveis para a maioria da
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populacdo (SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018), como € o caso da
miltefosina, que além do custo ndo tem eficacia comprovada (ANDRADE et al.,
2011). Nesse sentido, ha um comprometimento na instituicdo desta alternativa
de controle (LOISEAU; POMEL; CROFT, 2020), o que estimula o uso de diversas
combinacdes de farmacos sem, necessariamente, terem resultados efetivos
(MANNA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018). Isso se reflete em diferentes praticas
de tratamento que correspondem as condi¢cfes socioeconémicas e culturais de
cada regidao (MARTY; ROSENTHAL, 2002).

Ha evidéncias de que a terapia em caes com farmacos de utilizacédo
humana acabe por aumentar o risco de geracdo de cepas resistentes a estes
farmacos, recomendando-se a proibicdo do uso em cées de drogas de registro
para uso humano (OPAS, 2009). Nesse sentido, duas inferéncias se fazem
necessarias do ponto de vista epidemiolégico em relacdo ao tratamento:
primeiro, que pode levar a resisténcia aos medicamentos utilizados e segundo,
que favorece a recorréncia da transmissao pois ndo ha cura (SLAPPENDEL;
TESKE, 1997; RIERA et al., 1999; MORENO; ALVAR, 2002).

Aos proprietarios de cées que realizam o tratamento, recomenda-se
reduzir ao maximo o contato dos animais com o0s vetores (principalmente nos
horarios do amanhecer e anoitecer), utilizacdo de repelentes tais como coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% e a utilizagdo de vacinas, apesar de sua
efetividade ndo ser comprovada no controle da doengca nos animais e muito
menos na reducao da incidéncia da doenca em humanos (OPS/OMS, 2019).

Outra forma de controle da LVC seria a utilizacdo de vacinas. Esta
pratica iniciou no século XX. No primeiro processo, apenas para humanos, os
agentes causadores da leishmaniose eram colocados diretamente sobre a pele
de um individuo saudavel a fim de que se criasse resisténcia a doenca,
procedimento conhecido como leishmanizacao, protegendo-o no futuro. Ja na
segunda geracdo tem-se utilizado alvos especificos, como proteinas
recombinantes e poliproteinas, demonstrando resultados promissores (EVANS;
KEDZIERSKI, 2012; SINGH; SUNDAR, 2012).

A técnica de edicdo de genoma CRISPR é uma dessas técnicas e
demonstra ser possivel desenvolver cepas atenuadas mais seguras

de Leishmania, capazes de induzir imunidade protetora em uma etapa de
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leishmanizacdo de segunda geragdo especifica para humanos (PACHECO-
FERNANDEZ et al., 2021).

Apesar dos avancos cientificos e tecnoldgicos, as vacinas contra a
leishmaniose ainda precisam ser melhoradas até que se crie uma vacina
universal e efetiva. Porém, um dos maiores problemas se encontra na alta
variedade genética do parasita, além da grande dificuldade de se encontrar
marcadores de resisténcia nos pacientes curados e a falta de sistemas praticos
de desafio infeccioso simulando a infeccéo natural para uma melhor avaliagéo
da vacina (GRADONI, 2015).

Somam-se ainda outros fatores limitantes tais como 0 custo de
desenvolvimento, o conhecimento insuficiente das respostas imunoldgicas
necessarias a protecdo e o baixo investimento em pesquisas por parte dos
governos em nacdes severamente afetadas (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).

Outra forma de controle diz respeito ao uso de inseticidas para controlar
as formas adultas do vetor, uma vez que o0s locais de criadouros sao
desconhecidos (GONTIJO; MELO, 2004). Este método de controle é
considerado eficaz, uma vez que, aplicado no interior de residéncias e abrigos
de animais, reduz o numero de flebotomineos e por consequéncia, as taxas de
transmissao da LV (GUERIN et al., 2002).

Pelo fato de a LV se tratar de uma doenca que pode se apresentar de
formas diferentes de um céo para outro, onde a cura parasitolégica ndo ocorre e
as recidivas clinicas séo frequentes, presume-se que a vacinag¢ao dos animais
suscetiveis (embora discutivel) associada ao uso de inseticidas topicos
corresponde a forma mais eficaz de prevencéo e controle da doenca (MIRO et
al., 2008; RIBEIRO et al., 2018), quando ainda ndo a eutanasia.

Em relacéo a prevencao, no que diz respeito as politicas publicas, o uso
de coleiras impregnadas com inseticida demonstra ser o melhor método, pois
afeta diretamente a forca de infec¢cdo e o contato vetor-cdo, além de ter facil
aceitacdo e aplicacéo por parte da populacdo (SEVA et al., 2016).

2.8 GEORREFERENCIAMENTO
Os Sistemas de Informacdes Geograficas (SIGs) tém fundamental
importancia na area da saude, pois é por meio destas técnicas e suas derivacdes

gue é possivel identificar padrdes espaciais de acordo com a ocorréncia de
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doencas e organizar, a partir disso, medidas em saude publica (MATSUMOTO;
GUIMARAES, 2014).

Caracteristicas ambientais tais como o tipo de cobertura vegetal e do
solo, grau de urbanizacédo, temperatura na superficie terrestre e estilo de moradia
sdo variaveis que podem ser utilizadas nestes estudos (ALMEIDA; WERNECK;
RESENDES, 2014; ABRANTES et al., 2018).

O emprego de bases cartograficas, tais como do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) permite a construcdo de mapas em
camadas com informagOes diversas que podem incluir ambiente, vetor e
reservatorio. Desta forma, € possivel estabelecer padrdes de distribuicdo dos
indicadores, permitindo a correlacdo entre os setores estudados, como por
exemplo, &reas com ocorréncia de infeccdo humana, areas com prevaléncia de
infeccdo canina e regides com potencial de risco para ocorréncia da doenca
(CAMARGO-NEVES et al., 2001).

Além de mapas de bases pré-estabelecidas, é possivel utilizar bancos
de imagens de satélites e por meio de aplicativos fazer a segmentacao e
classificagao por algoritmos, criando objetos em diferentes escalas, de acordo
com padrées de forma, cor e homogeneidade, correlacionando-os entre si
(FIGUEIREDO et al., 2017).

Com a criagdo de mapas tematicos, em conjunto com espacializacao de
amostras de dados coletados a campo, outras ferramentas de andlise e
estatistica também podem ser empregadas para avaliar as rotas de
disseminacdo da doenca. Um exemplo seria a analise espacial Kernel e razao
Kernel, que permite obter a distribuicdo de casos, incidéncia e mortalidade,
assim como meétodos que permitem avaliar a dispersdo espago-temporal
(CARDIM et al., 2016).

N&o menos importante sdo os modelos de previsdo, que por meio da
analise de diferentes probabilidades permitem direcionar para areas especificas
medidas de controle mais eficientes (ALMEIDA; WERNECK, 2014).

Diversos estudos em diferentes regides do Brasil empregaram modelos
de andlise espago-temporal para determinar rotas de dispersdo, padrées de
evolugdo para casos humanos e animais e ferramentas que permitiram avaliar
as expansoes geograficas no processo de urbanizacédo da LV (BEVILACQUA et
al., 2001; LUZ et al., 2001; CARDIM et al., 2013; MATSUMOTO; CASAGRANDE;
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GUIMARAES, 2013; MATSUMOTO:; GUIMARAES, 2014; SILVA; MADEIRA;
FIGUEIREDO, 2015; CARDIM et al., 2016; SEVA et al., 2017; SILVA et al.,
2017). Vale ressaltar que os aspectos diagnésticos devem ser considerados
quando da comparac¢ado de mapas tematicos de séries temporais, levando-se em
consideracao a variacao nos critérios diagnosticos da infeccdo canina ao longo
do tempo (TEIXEIRA; SILVA; ROMERO, 2021).

De acordo com Correia et al. (2007) a aplicacdo de técnicas de
geoprocessamento pode contribuir para o entendimento do processo de
urbanizacdo da leishmaniose visceral, processo este que muitas vezes esta
associado as condicdes precéarias de moradia e as alteracdes ambientais. Estas
ferramentas podem auxiliar na criacdo de estudos prospectivos para fatores de
risco em endemias urbanas e consequentemente na instituicio de medidas

preventivas em saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Determinar a prevaléncia sorologica de LVC em cées no estado de Santa

Catarina.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a prevaléncia da LVC, por meio de inquérito sorolégico, utilizando as
técnicas do teste imunocromatografico rapido em plataforma de duplo percurso

(Dual Path Platform — DPP®) e Ensaio Imunoenzimatico (EIE).

- Estabelecer os indices de ocorréncia por regido no Estado de Santa Catarina.

- Confirmar o diagnéstico sorolégico de caes positivos por meio de técnicas
moleculares (PCR), parasitolégicas (imuno-histoquimica) e histopatologica para

confirmacéo e descricao das lesdes.

- Georreferenciar os casos e ndo casos com a elaboracdo de mapas para a

espacializacdo da doenca

- Utilizar a técnica do indice de Kernel para avaliacdo da intensidade da doenca
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa teve aprovacgido pelo Comisséo de Etica no Uso Animal
(CEUA) do CAV/UDESC, sob protocolo numero 3537040719 (ID 001022), em
13/09/20109.

4.1 AMOSTRAS

As amostras de sangue canino foram coletadas por conveniéncia e de
maneira aleatoria em todas as seis mesorregides do Estado de Santa Catarina
(Figura 4), localizado no Sul do Brasil, no periodo de maio 2019 a maio 2021, de
animais provenientes de UVZs (Unidade de Vigilancia de Zoonoses), de abrigos
ou domiciliados, desde que tivessem um tutor responsavel para assinar o termo
de consentimento. Devido a facilidade de coleta e o apoio dos setores de
Vigilancia  Epidemiolégica dos  municipios, as amostras foram

predominantemente de animais de abrigo ou de rua.

Figura 5 - Mesorregides do Estado de Santa Catarina.
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A coleta foi realizada por venopuncao cefalica ou jugular, com agulhas
descartaveis 21G. 4 mL de sangue foram acondicionados em tubos sem
anticoagulante com ativador de coagulo para obtencdo de soro. As amostras
foram armazenadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel a 10 °C até a
separacdo do soro por centrifugagdo a 2000 g por 10 minutos, sendo
armazenados a - 20 °C para posterior submissdo aos testes diagnosticos. Os
testes de triagem (DPP®) eram realizados no mesmo dia, poucas horas apos as
coletas.

O principal critério de inclusdo se baseou nos cades que eram
domiciliados em Santa Catarina no momento da coleta, sendo excluidos do
estudo os cées que nao residiam em Santa Catarina, cdes com idade inferior a
seis meses de idade, agressivos, cadelas prenhes, caes que néo tinham um tutor
para assinar o termo de consentimento para coleta (ANEXO llI), assim como

amostras insuficientes e com soro hemolisado.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

Para a execucdo do projeto foram colhidas amostras sanguineas de
caes nas seis mesorregides de Santa Catarina (Oeste, Norte, Vale do Itajai,
Serrana, Grande Florianépolis e Sul), de forma a abranger todo o Estado.

Santa Catarina pertence a regido Sul do Brasil, situando-se entre os
paralelos de 25° 57°26” e 29° 29'04” de latitude sul e os meridianos de 48° 21°'39”
e 53° 50’15” de longitude oeste de Greenwich. Seu territdrio corresponde a
16,61% da Regido Sul e 1,11% da area total do Brasil, possuindo uma éarea total
de 95.913km2 (POTTER et al., 2004), contendo 295 municipios e em torno de 7
milhdes de habitantes. O bioma predominante é a Mata Atlantica, sendo o Estado
gue detém o maior percentual de cobertura florestal remanescente deste bioma
no Brasil (SFB, 2018).

Segundo a classificacdo de Képpen, o Estado possui clima mesotérmico
Uumido, sem estacdo seca, incluindo dois subtipos, Cfa e Cfb. Cfa corresponde
ao clima subtropical, com verbes quentes, geadas pouco frequentes, com
tendéncia a concentrar as chuvas nos meses de verdo e sem estacdo seca
definida. Cfb caracteriza-se por clima temperado propriamente dito, com verdes
frescos, temperatura média no més mais quente abaixo de 22°C e sem estacao
seca definida (PANDOLFO et al., 2002).
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4.3 ESTIMATIVA DA POPULAQAO E AMOSTRAGEM

Para a obtencdo do nimero de amostras, a populacao canina do Estado
foi estimada com base no Guia para Manejo de Populacdo Canina da WHO
(World Health Organization), que estabelece uma propor¢cdo de céaes por
habitante em 1:10 (WHO, 1990). Levando em consideragdo a populacao
estimada do Estado de Santa Catarina em 2018 (7.188.538 pessoas) (FECAM,
2019), pressupde-se uma populacéo de 718.853 cdes.

Em relacdo a prevaléncia admitiu-se um valor de 15%, levando-se em
consideracéo que o Estado de Santa Catarina foi classificado como indene até
2010. Segundo reviséo de Arruda et al. (2013), as prevaléncias de LVC no Brasil
podem variar de 1 a 67%. Em uma analise realizada com 1.400 amostras
provenientes de areas endémicas em quatro Estados brasileiros, o pesquisador
obteve a prevaléncia de aproximadamente 7%. A amostragem total minima foi
constituida de 1225 animais acrescentados mais dois, com erro admitido de 2%
e nivel de significancia de 95%.

O célculo para a obtencédo da amostragem foi baseado na férmula abaixo
(Figura 5).

Figura 6 - Férmula para obtengcédo do nimero de amostras em uma populacéo
considerada infinita.

Varidvel qualitativa

Populagdo infinita n=

(Zu/Z - Jp- q)z
E

Legenda: n=tamanho da amostra; Za=valor critico para o grau de confianca desejado 1,96
(95%); E=erro padrao (admitiu-se um erro padrao de 2%); p=proporcao de resultados favoraveis
da variavel na populagdo; q=proporcéo dos resultados desfavoraveis na populacéo (q=1-p).

Fonte: FONTELLES, (2010).

4.4 REALIZACAO DOS TESTES DE TRIAGEM DPP® E CONFIRMACAO PELO
METODO ELISA

Todas as amostras (n= 1227) foram analisadas pelo teste rapido DPP®
(Dual Path Platform) que, de acordo com o protocolo do Ministério da Saude, é

o teste de triagem. Estes testes foram gentilmente cedidos pela Fiocruz Parana,
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Instituto Carlos Chagas (ICC), de Curitiba. O procedimento seguiu as
recomendacdes do fabricante (ANEXO 1).

Para sua realizacdo eram adicionados 5uL de soro no poco #1
denominado “Amostra + Tampao”, seguido da adi¢do de duas gotas da solucéo
tampdao. Aguardavam-se cinco minutos e quatro gotas de solugcédo tampao eram
adicionadas ao poco #2 denominado “Tampé&o”, com a leitura dos resultados
ocorrendo apds 15 minutos.

Em animais positivos verificava-se a marcagdo de duas linhas
vermelhas, uma na area de Teste (T) e outra na area Controle (C). Em animais
negativos, apenas uma linha vermelha era visivel, na area de Controle (C)
(Figura 6).

Figura 7 - Teste DPP positivo (A) e negativo (B).

A BB B B

Fonte: Propria do autor (2022).

As amostras positivas ao teste DPP® foram encaminhadas ao LACEN
(Laboratério Central de Saude Publica) em Floriandpolis, Santa Catarina, para
realizacdo do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para confirmac&o. O protocolo
utilizado pelo LACEN seguiu as recomendacdes do fabricante (ANEXO Il -
Ministério da Saude, Bio-Manguinhos), estando de acordo com Arruda et al.
(2016) e Lira et al. (2006).

As amostras foram diluidas (PBS, pH 7,2) a 1:20, em duplicatas, com a
positividade sendo determinada pela padronizagéo do teste. A linha de corte
entre amostras consideradas positivas (reativas) e negativas (ndo reativas) foi

calculada tendo-se como base a média de leitura dos soros negativos mais dois
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desvios padrdo. No LACEN, todas as amostras eram novamente submetidas ao
teste DPP® antes da realizacdo do método ELISA.
No presente estudo, foram consideradas positivas as amostras

reagentes ao DPP e confirmadas pelo ELISA.

4.5 REALIZACAO DE NECROPSIA, TECNICAS DE PCR, HISTOPATOLOGIA
E IMUNO-HISTOQUIMICA DOS CASOS POSITIVOS

Trés cdes que tiveram amostras coletadas para as técnicas soroldgicas
(DPP® + ELISA) apresentaram sorologia reagente para LV e, de acordo com as
medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2014),
foram submetidos a eutanasia de acordo com os procedimentos previstos nha
Resolucédo n.° 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria. Um quarto animal, de Rio do Sul, também positivo no teste DPP®
mas nao no ELISA, morreu de causas naturais devido a evolucdo do quadro
clinico.

Estes animais foram identificados como canino 1 (municipio de Cocal do
Sul), canino 2 (municipio de Palhoca), canino 3 (municipio de Rio do Sul) e
canino 4 (municipio de Orleans).

Todos os quatro animais foram necropsiados e amostras de 6rgaos
(figado, baco, linfonodo popliteo e pele) foram coletadas e submetidas as
técnicas de PCR, imuno-histoquimica e histopatologia (H&E convencional). A
técnica de PCR foi gentilmente desenvolvida pelo Laboratério de Biologia Celular
do Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ, Parana, Curitiba.

Para a realizacdo da técnica de PCR o DNA foi extraido de fragmento
de leséo utilizando-se o “kit” DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®), na plataforma
semiautomatizada de extracdo de &cidos nucleicos Qiacube (Qiagen®),
seguindo as recomendacfes do fabricante. O DNA purificado foi identificado e
estocado a -20°C. A quantificacdo de DNA por fluorimetria € uma técnica que
permite a quantificacdo de DNA utilizando corantes fluorescentes, que séo
detectados pela plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) quando
utilizado o “kit” Qubit® dsDNA HS Assay, seguindo as instrugdes do fabricante.
Para a quantificacao, inicialmente foram estabelecidas curvas de concentracao

de DNA utilizando os dois padrdes do “kit”, sendo que um representou 0 menor
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ponto da curva (padréo 1) e o outro o maior (padrao 2). A solugéo de trabalho foi
preparada em um microtubo, utilizando-se 199 pL de tampao Qubit e 1 yL de
reagente Qubit para cada amostra. Para a preparacdo dos padrées da curva
(padréo 1 e padréo 2) foram adicionados 190 uL da solu¢do de trabalho e 10 yL
do padrdo 1 ou 2, respectivamente, sendo as preparacdes homogeneizadas e
incubadas a temperatura ambiente por dois minutos. Para a quantificacdo das
amostras, foram adicionados 199 uL da solugao de trabalho e 1 uL da amostra
de DNA a ser quantificada e incubada a temperatura ambiente por dois minutos.
Apébs a leitura no fluorimetro, a concentracdo de DNA em nanogramas por
microlitro (ng/uL) foi definida através da curva-padrdo, sendo os valores
registrados. Apos a extracdo, as amostras foram amplificadas utilizando sondas
de hidrélise (sistema TagMan®) na plataforma StepOne™ (Applied
Biosystems®, by Thermo Fischer Scientific®, MA, EUA). Cada amostra foi
testada em triplicata.

A sonda de hidrélise (TagMan® MGB) e o PCR foram desenhados
visando as regides conservadas do KDNA de L. infantum. Os Iniciadores LEISH-
1 (5- AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3) e LEISH-2 (5'-
ACCCCCAGTTTCCCGCC?) e a sonda de hidrolise (FAM-
5AAAAATGGGTGCAGAAAT- 3- NFQ -MGB) utilizados foram descritos
anteriormente no protocolo de Francino e colaboradores (2006). O volume final
da reacéo foi de 25 pL, 5 pL de amostra e 20 pL de mix contendo 12,5 pL de
Universal Mastermix (Applied Biosystems®, by Thermo Fischer Scientific®, MA,
EUA), 1,5 yL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2 a 900 nM e 2,5 yL da sonda a
200 nM e 2 uL de agua ultrapura. O protocolo dos ciclos foi: 1 ciclo de 50° C por
2 minutos, 1 ciclo de 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de 95° C por 15 segundos
e de 60° C por 1 minuto. A reacéo foi realizada em placa de 48 pocos (Applied
Biosystems®, by Thermo Fischer Scientific®, MA, EUA) que foi vedada com filme
adesivo (Applied Biosystems®, by Thermo Fischer Scientific®, MA, EUA) apés a
pipetagem da reacdo. Para a quantificagdo, em cada placa foi utilizada uma
curva padrao confeccionada com cultura de L. infantum representando os pontos
de 2.500, 250, 25, 2,5, 0,25 Equivalente genémico (gEq) de L. infantum/reacao
de gqPCR (SOLCA et al., 2014; CAMPOS, et al., 2017). Em cada amplificacéo
foram usados controles positivos e negativos e o threshold determinado foi de

0,1 para todas as amostras, pela determinacéo do ponto em que a fluorescéncia
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emitida ultrapassou o limite considerado negativo. O limite para a obteng&o dos
resultados detectaveis foi fixado em 37 ciclos. As amostras que apresentaram
sinal de fluorescéncia ap0s o ciclo 37 foram consideradas indetectaveis.

As técnicas de histopatologia e imuno-histoquimica foram gentilmente
desenvolvidas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domeésticos do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Fragmentos de baco, figado, linfonodo popliteo, pele
(com ou sem lesBes) e medula 6ssea obtidos na necropsia foram armazenados
a -20°C, para a PCR, ou formalina tamponada a 10% (sem conservantes), para
a histopatologia e Imunohistoquimica (IHQ) até o processamento.

Para a histopatologia, a técnica empregada (BOECHAT et al., 2016)
constituia coloracdo convencional por Hematoxilina e Eosina, de acordo com
Mayer (1903). Os fragmentos de tecidos foram acondicionados em tubos de
polipropileno com volume de 1,5 mL, contendo formalina tamponada a 10%.
Esses fragmentos foram desidratados e emblocados em parafina. Cortes
histolégicos de 5um obtidos dos blocos de parafina foram corados com
hematoxilina-eosina (HE) para posterior observacdo em microscopio 6ptico. O
diagnéstico definitivo foi realizado pela visualizacdo de formas amastigotas de
Leishmania spp. As formas amastigotas possuem formato ovalado ou
arredondado, contendo um nucleo e um cinetoplasto, podendo ser visualizadas
no interior de macréfagos ou livres. Na histopatologia (HP), o nucleo e o
cinetoplasto se coram de azul escuro e o citoplasma é fracamente eosinofilico
(GENARO, 1995). O exame das laminas foi realizado em microscépio 6ptico em
grande aumento (1000 X).

Para IHQ foi empregada a técnica descrita por Magalhdes (2021). As
etapas envolvem obtencdo da amostra biologica, fixacdo, processamento,
microtomia, recuperacdo antigénica, bloqueio de substancias endoégenas,
aplicacdo de anticorpos e cromdgenos, andlise histologica, interpretacdo e
diagnodstico. Didaticamente, essas etapas sao divididas em fases. A fase pré-
analitica se relaciona com a amostra em sua origem e ao processamento do
material tecidual a fim de garantir a qualidade da amostra para o exame. A
fixacdo do tecido é uma etapa crucial da técnica e visa garantir sensibilidade
suficiente dos reagentes para a marcacdo imuno-histoquimica e anélise dos

resultados. Um maior ou um menor tempo de exposi¢cao da amostra ao fixador,
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por exemplo, pode afetar a reacdo antigénica. Ja a fase analitica, engloba a
escolha de anticorpos primarios e o sistema de visualizacdo. A recuperacéo
antigénica pode ser obtida por diferentes métodos e uma escolha adequada
depende do tempo de fixagcdo, do tipo de fixador e da natureza do antigeno e do
anticorpo. A sensibilidade da reag&o imunologica pode depender principalmente
do método escolhido, o que torna fundamental a especializacéo do laboratorio e
a padronizacdo dos procedimentos para que esta sensibilidade seja a maior
possivel. Na fase poés-analitica, € dada a correlacdo e a interpretacdo dos
resultados imuno-histoquimicos com a clinica do paciente. Nessa fase, a
experiéncia do patologista, ao escolher os reagentes e anticorpos utilizados e o
respectivo método padronizado, é importantissima para a quantificacdo dos
resultados. O exame imuno-histoquimico € um método pratico que ao ser
realizado com profissionais capacitados, torna-se uma ferramenta diagndstica
poderosa (ALVES et al., 1999).

4.6 GEORREFERENCIAMENTO

Os dados epidemioldgicos obtidos dos questionarios foram digitalizados
em planilhas do programa Microsoft Excel®, versdao 2108 e posteriormente
inseridas em um Sistema de Informacdo Geografica, o software livre QGIS®
versao 3.16 Hannover LTR, de 2020.

Para a obtencado das coordenadas geograficas de latitude e longitude de
cada endereco foi utilizado o servico de pesquisa gratuito Google Maps®, da
empresa Google.

Para a criacdo dos mapas foi necessario usar arquivos de “shapefiles” de
municipios e rodovias do Estado de Santa Catarina, disponibilizados pelo IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) e inseri-los no QGIS®. As coletas
com coordenadas foram entédo importadas no QGIS® para a criacdo dos mapas
de distribuicéo das coletas, localizacdo dos casos e intensidade de infecgéao ou
indice de Kernel, também conhecido como mapa de calor.

4.7 CORRELACOES EPIDEMIOLOGICAS

Um Inquérito epidemiolégico foi aplicado aos tutores durante as coletas

de sangue abordando questbes referentes ao ambiente, historico de vacinagéo,
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uso de métodos repelentes, dentre outras (ANEXO 1V), além da coordenada
geografica em cada ponto de coleta.

Como incremento as correlacdes epidemioldgicas foram solicitados ao
Laboratorio de Entomologia Médica da DIVE de Florianépolis, os dados de
captura de flebotomineos em Santa Catarina durante os anos de estudo (2019,

2020 e 2021). Os dados foram cedidos em planilhas no formato Microsoft Excel.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos questionarios epidemiolégicos e dos testes
sorolégicos (ELISA e DPP) analisados em planilhas Microsoft Excel ®, utilizando
o software Sigma Plot 11 verséo 23.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA).
Em geral, foi utilizado teste de Qui-quadrado para comparagao dos percentuais
das variaveis. Para comparacdo entre médias pareadas foi utilizado teste t de
Student para dados pareados. Os dados foram apresentados como percentuais
ou média (+ EPM) e a significancia estatistica foi estabelecida em P< 0,05.

As analises estatisticas do presente estudo foram realizadas de maneira

independente para os resultados do DPP e do ELISA, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REATIVIDADE AO TESTE DPP®, ELISA E CORRELACOES
EPIDEMIOLOGICAS

No periodo de estudo foram coletadas 1.227 amostras de sangue de
cédes, distribuidos nas seis mesorregides do Estado de Santa Catarina. Para

cada mesorregido, a distribuicdo amostral ficou de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicdo amostral de acordo com as seis mesorregifes do Estado
de Santa Catarina.

Mesorregiao NUumero de amostras
Regiéo sul 210

Regido da Grande Floriandpolis 196

Regido Norte 233

Regido Planalto 74

Regido Oeste 208

Regido do Vale do Itajai 306

Total 1227

Fonte: Proprio do autor (2022).

No entanto, para melhor explanacdo dos resultados estatisticos, optou-
se por unir as seis mesorregides em trés regides gerais, a saber a regido da
Faixa Leste (Grande Florianépolis, Vale do Itajai, Sul e Norte), a regidao do
Planalto e regido do Oeste. E esta divisdo que consta no Quadro 3, nas Tabelas
1 e 2 e na discusséao dos resultados.

Em cada mesorregido, o critério para a inclusdo dos municipios na coleta
das amostras foi baseado na rota das principais rodovias estaduais e federais
(Figura 7). Estudos demonstraram que a disseminacdo dos casos de

leishmaniose visceral no Estado de Sdo Paulo seguiu o eixo da rodovia Marechal
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Candido Rondon, pois vetor e hospedeiro estdo em constante movimento
(MATSUMOTO; CASAGRANDE; GUIMARAES, 2013; CADIM et al., 2016).

Figura 8 - Mapa das principais rodovias que cruzam o estado de Santa Catarina.
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Fonte: Propria do autor (2022).

Além da disseminacéo estar associada ao fluxo das rodovias, Luz et al.
(2001) e Silva et al. (2017) citam que a doenca progride em areas nao rurais,
com alta densidade populacional, salientado a importancia da urbaniza¢cdo no
processo da doenca.

Por meio deste principio, os municipios que sao cortados e/ou que ficam
préximos as principais rodovias federais e estaduais foram selecionados para a
amostragem. A populacéo de cada um desses municipios foi dividida pelo total
da populacéo de todos os municipios considerados para coleta.

Os municipios e coletas por regido ficaram de acordo com a Figura 8 e

a distribuicdo de caes para coleta ficou de acordo com o Quadro 2.
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Figura 9 - Mapa de Santa Catarina destacando os municipios em que ocorreram
coletas de sangue e as principais rodovias do Estado.

MUNICIPIOS DE COLETAS E PRINCIPAIS RODOVIAS

53°0'W
T

26°30'S

51°0'W
T

28°30'S

[ Municipios de coleta
1 Municipios de SC

Rodovias Federais (BR) "= 280

— 101

— Rodovias Estaduais (SC) w116

— 153

— 163

282
376
470
— 480

49°0'W
T

1
53°0W

L
S1°0'W

Fonte: Propria do autor (2022).

1
49°0'W

26°30'S

28°30'S

Mapa de Localizagao

T T
70°W 40°W

Brasil .

Mapa de Santa Catarina
Coordenadas Geograficas
Sistema de Referéncia SIRGAS 2000
Base de dados Rodovidrios - IBGE
0 50 100 km

I

Quadro 2: Distribuicdo amostral de acordo com os municipios do Estado de

Santa Catarina.

Municipios N° de animais
Araquari 8
Ararangua 55
Balneéario Camboria 71
Barra Velha 15
Biguacgu 17
Blumenau 184
Bom Retiro 3
Campo Eré 4
Campos Novos 10
Canoinhas 13
Chapeco 99
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Concoérdia 34

Curitibanos 11
Dionisio Cerqueira 7
Florianopolis 126
Imbituba 36
Itapiranga 8
Jaraguéa do Sul 40
Joacaba 14
Joinville 132
Lages 43
Mafra 13
Orleans 21
Passo de Torres 7
Paulo Lopes 6
Porto Uniédo 8
Rancho Queimado 1
Rio do sul 36
Santo Amaro da Imperatriz 43
Séo Bento do Sul 19
Sao Joaquim 7
Sao Miguel do Oeste 19
Tijucas 9
Tubaréo 85
Xanxeré 23
Total 1227

Fonte: Propria do autor (2020).

Das 1.227 amostras, 1,8% (n=22) foram reagentes ao teste de triagem
(DPP®) e 0,6% (n=7) foram reagentes ao teste confirmatorio ELISA. Em se
tratando dos 22 animais positivos no teste DPP®, 32,0% (n=7) tiveram resultado
confirmado para Leishmania infantum pelo método ELISA realizado pelo
LACEN/SC. Um céao foi positivo no DPP® e ndo confirmou no ELISA, porém,

teve resultado reagente para DNA de L. infantum na técnica de PCR. Assim,
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foram considerados positivos, pelo protocolo do Ministério da Saude
(DPP®+ELISA), apenas sete animais.

Os valores de 1,8% (n=22/1227) de positivos ao teste de triagem (DPP®)
e de 0,6% (n=7/1227) no ELISA estdo dentro do esperado, uma vez que boa
parte das coletas foi realizada em areas consideradas indenes. Seva et al. (2021)
encontraram ao longo de trés anos uma prevaléncia média de 10,8% em areas
consideradas ndo endémicas no estado de Sao Paulo, valor superior ao
observado no presente estudo.

Teixeira et al. (2019) citam 15,4% de positividade no DPP®, com as
coletas realizadas em cées assintomaticos de area endémica. Estes autores
salientam a importancia de testes soroldgicos sensiveis, principalmente em
areas de potencial dispersao para LVC.

Apesar de Figueiredo et al. (2018) enfatizarem que o resultado do teste
DPP® é proporcionalmente correlacionado com a sintomatologia dos caes, estes
autores encontraram resultados satisfatérios na aplicacdo do DPP®, inclusive
em animais assintomaticos e confirmaram a utilizacdo deste teste para inquéritos
sorologicos. Laurenti et al. (2014) também obtiveram bons resultados com a
utilizacdo do DPP® como teste soroldgico para LVC, detectando em iguais
propor¢cdes animais sintomaticos e assintomaticos, aumentando as
probabilidades de diagnosticar cdes verdadeiramente infectados em areas
endémicas, diminuindo as taxas de eutanasia por resultados falso positivos.

Na Tabela 1 esta representada a correlacdo entre a porcentagem de

animais positivos no DPP® e no ELISA de acordo com as variaveis estudadas.
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Tabela 1 Porcentagem das variaveis de acordo com os testes DPP® e ELISA para leishmaniose

visceral canina no Estado de Santa Catarina, 2022.

Variaveis

Total de animais

Positivos DPP

Positivos Elisa

9 n ol N g2
n (1227) % 22) % 7 %

Macho 560 45,6 12 2,1 4 10,5
Sexo

Fémea 667 54,4 10 1,5 3 158

Jovem 673 54,8 13 1,9 5 135
Idade Adulto 481 39,2 9 1,9 2 111

Idoso 73 5,9 0 0,0 0 0,0

Faixa Leste 911 74,2 22 2,4 7 12,3
Regido Planalto 108 8,8 0 0,0 0 0,0

Oeste 208 17 0 0,0 0 0,0

Adotado 1161 94,6 21 1,8 5 91
Procedéncia

Comprado 66 54 1 15 2 100,0
Vacina para Nao 1208 98,5 22 1,8 7 12,3
LvC Sim 19 15 0 0,0 0 00
Coleira Nao 1196 97,5 21 1,8 6 10,7
repelente Sim 31 2,5 1 3,2 1 100,0

Casa/apartamento 735 59,9 7 1,0 3 18,8
Ambiente Canil/criadouro 58 4.7 3 52 3 750

Abrigo de animais 434 35,4 12 2,8 1 27

Animal de rua 242 19,7 7 2,9 0 0,0
Habito Dentro e forade casa 214 17,4 2 0,9 2 100,0

Fora de casa 771 62,8 13 1,7 5 11,1

N&o 471 38,4 3 0,6 3 75,0
Acesso arua

Sim 756 61,6 19 2,5 4 75

Assintomatico 1165 94,9 14 1,2 1 21
Sinais Oligossintomatico 52 42 3 58 2 50,0
Clinicos

Polissintoméatico 10 0,8 5 50,0 4 80,0

! Relacdo entre animais positivos no DPP e o total de animais de determinada
variavel especifica.
2 Relacdo entre animais positivos no ELISA e o total de animais de determinada
variavel especifica dentre os positivos no DPP
Fonte: Propria do autor (2022).
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De acordo com os resultados obtidos, dos 22 cées positivos ao teste de
triagem (DPP®), apenas sete apresentaram resultado confirmatério no ELISA
para LVC, o que corresponde a 0,6% do total de animais avaliados. Mettler et al.
(2005) enfatizam que uma alta especificidade é desejavel para confirmacéo de
casos suspeitos, enquanto alta sensibilidade é melhor empregada em programas
de vigilancia ou na testagem de caes provenientes de areas endémicas.

Entretanto, Laurenti et al. (2014) citam que o ELISA de Bio-Manguinhos
apresentou especificidade baixa (77,8%) muito por conta da reatividade cruzada
com outros patégenos.

Nesse contexto, Zanette et al. (2013) citam que a presenca de outros
agentes infecciosos (Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis, Toxoplasma gondii,
Neospora caninum e Babesia canis) pode estar associada a reatividade cruzada
em testes sorologicos para deteccdo de LVC, porém Krawczak et al. (2015)
reiteram que talvez estes resultados ndo sejam necessariamente uma
reatividade cruzada entre Leishmania infantum e outros agentes, mas sim,
decorrentes de coinfecc¢des.

Riboldi et al. (2018) ndo descartam a possibilidade de coinfeccdes por
Anaplasma spp. ou resultados falso positivos para LVC em seu estudo na regiao
metropolitana de Porto Alegre (RS), assim como Mir6 et al. (2013) e Couto et al.
(2010) em seus estudos, ambos realizados na Espanha. Esses quadros de
coinfeccao nao so interferem de maneira negativa no diagnéstico, como também
podem provocar delecées no quadro imune do animal, um progndstico pior e
dificuldades no tratamento, o que culmina com um cenario de progresséo e
consequente piora do quadro clinico (BEASLEY et al., 2021).

Estas supostas coinfeccfes poderiam explicar os resultados da maior
sensibilidade do DPP vista neste estudo, ndo necessariamente interferindo de
maneira negativa na especificidade do método ELISA. Infelizmente, a coinfec¢do
com outros patdgenos nao foi avaliada neste estudo. Novamente, Teixeira et al.
(2019) enfatizam que a baixa especificidade dos testes para o diagndéstico de
LVC néo é tdo preocupante quanto a baixa sensibilidade, uma vez que os
problemas de especificidade podem estar relacionados a erros de classificacao
causados por imperfeicdes nos padrées de referéncia dos testes, como visto em

outros estudos.
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Ainda que neste estudo apenas uma coleta tenha sido feita, sugere-se
gue os cédes que foram positivos somente no DPP® possam estar inseridos na
condicdo de cédes com “sorologia divergente’, ou seja, cdes DPP® positivo e
ELISA negativo, ou que estdo na zona cinza e que soroconvertem no ELISA
tempos depois. Resultados indicam que estes caes positivos somente no teste
DPP® podem ser tao infecciosos quanto os animais positivos também no teste
confirmatorio ELISA, ndo podendo ser descartada a hipotese de soroconverséo
por novas infecgdes por Leishmania, uma vez que podem permanecer na area
de transmissao e se infectar tempos depois (ROCHA et al., 2020). Por este
motivo foi recomendado aos proprietarios destes animais o uso de coleiras
repelentes e a retestagem seis meses depois por parte da Vigilancia
Epidemiol6gica do municipio de origem do céo. Infelizmente essas ac¢des nédo
foram acompanhadas e posteriormente atestadas neste estudo.

Paltrinieri et al. (2010) apontam que a soroconversdo pode ocorrer em
meédia cinco meses apoés a infeccdo, variando entre um a 22 meses. Ja Solano-
Gallego et al. (2005) enfatizam que a soroconverséo ocorre muito tempo depois
da infec¢ao natural ou nunca, em alguns cées.

No presente estudo, 0 maior nimero de cées positivos no DPP® ocorreu
em janeiro de 2021 no municipio de Blumenau, no Alto Vale do Itajai, onde de
184 amostras, 7 foram positivas mas nenhuma foi confirmada pelo método
ELISA. Uma explicacdo baseia-se no que citam Rocha et al. (2020) onde, em
seu trabalho, citam que uma maior prevaléncia de LVC, 9,6%, foi observada
durante periodos de maior infestacdo de carrapatos nos animais, ou seja, €
provavel que os patégenos transmitidos pelos carrapatos tenham interferido no
diagnostico de LVC. Greiner e Gardner (2000) reforcam que em testes
sorologicos, resultados falso-positivos podem ser induzidos por componentes
nao alvos, tais como anticorpos provenientes de outras infec¢des.

Todas as amostras positivas eram retestadas pelo método DPP® no
LACEN e os resultados considerados nesta pesquisa se baseiam nestes laudos.

No Quadro 3 estéo representados a relagcdo de municipios e 0s casos
positivos e negativos no DPP® e no ELISA, além das técnicas de PCR,

histopatologia e imuno-histoquimica.
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Quadro 3 - Numeros de casos positivos e negativos no DPP® e no Elisa nos municipios
do Estado de Santa Catarina (N=1227), assim como casos positivos nas
técnicas de PCR, histopatologia e imuno-histoquimica.

. L N° de DPP ELISA | Histopatoldgico | Imunohistoquimica| PCR

Regiéo Municipios animais | - T " ; " - " :
Tubaréo 85 1 84 |0 |1 * * * * 0|1
Orleans 21 2 19|12 1|0 1 1 1 1 210
Passo de Torres 7 0 7 L * *
Paulo Lopes 6 0 6 * | % * * * * * *
Tijucas 9 2 7 2 * * * * * *
Ararangua 55 1 54 | * | 1 * * * * * *
Jaragué do Sul 40 0 40 | * | * * * * * * *
Florianépolis 126 5 122 | 2 |3 * * * * * *
Imbituba 36 0 36 | * | * * * * * * | *

Faixa (Rgigicrzgdo 1 0 OO * * * * R

Leste |Santo Amaro da 43 3 w0 | 3lo 1 0 1 0 L | o
Imperatriz
Barra Velha 15 0 5 | * | * * * * * * *
Biguacu 17 0 17 | * | * * * * * * N
Blumenau 184 7 177 * | 7 * * * * * *
Araquari 8 0 8 o * * * * * *
Sdo Bento do 19 0 19 | * | * R R . . . .
Sul
Joinville 132 0 |132 ]| * | * * * * * " "
Balneéri_q 1 0 21 | % | R . . . . .
Camboriu
Rio do Sul 36 1 35 |0 |1 1 0 1 0 11]0
Bom Retiro 3 0 3 * * * *
S&o Joaquim 7 0 7 * | ¥ * * * * * *
Lages 43 0 43 * * * * * * * *
Mafra 13 0 13 * * * * * * * *

Planalto | curitibanos 11 o | 11 | * | * * * x . x| =

Campos Novos 10 0 10 * * * * * * * *
Canoinhas 13 0 13 * * * * * * * *
Porto Unido 8 0 8 I * * * * * *
Joacaba 14 0 14 | * | * * * * * * *
gée(;teMlguel do 19 0 19 | * | * R R . . . .
Xanxeré 23 0 23 * * * * * * * *
Itapiranga 8 0 8 * * * * * * * *

Oeste ———
D|on|S|q 7 0 - . . R R . . . .
Cerqueira
Chapeco 99 0 99 | * | * * * * * * *
Concordia 34 0 34 | * | * * * * * * *
Campo Eré 4 0 4 * * * * * * * *

Fonte: Prépria do autor (2022).
*= ndo realizado
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Na Tabela 2 estdo dispostas as correlacdes estatisticas entre a positividade dos
testes DPP® e ELISA e as variaveis epidemioldgicas (sexo, idade, regido do estado,
procedéncia, vacinacado, uso de coleira impregnada com deltametrina, ambiente, habito,

acesso a rua e sinais clinicos) obtidas por meio da aplicacédo do questionario.
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Tabela 2 - Correlagfes estatisticas das variaveis de acordo com os testes DPP® e ELISA para
leishmaniose visceral canina no Estado de Santa Catarina, 2022.

To_tal Qel Positivos no DPP Positivos no Elisa
animais
Tabela 2 — variaveis
n 9 02 o3 n - o0 o3
(1227) %o n(22) % 0% p 7) i %% p
Macho 560 456 12 2,1 545 P - 4 0,7 57,1 P -
Sexo 0,397 0,540
Fémea 667 54,4 10 1,5 455 ' 3 04 42,9 '
Jovem 673 54,8 13 1,9 59,1 5 0,7 71,4
p = p =
Idade Adulto 481 39,2 09 1,9 40,9 0.491 2 0,4 28,6 0.614
Idoso 73 59 00 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Faixa Leste 911 74,2 22 2,4 100,0 7 0,8 100,0
- p = p =
Regiéo Planalto 108 8,8 00 0,0 0,0 0,021 0 00 0,0 0,295
Oeste 208 17 00 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Procedén- Adotado 1161 946 21 1,8 95,5 P - 5 0,4 71,4 D -
cia Comprado 66 54 01 15 45 081 5 309 - ogg 0527
Vacina Nao 1208 98,5 22 1,8 100,0 P -7 0,6 100,0 D -
paralVC g 19 15 00 00 00 9938 o 00 00 0,739
Coleira Nao 1196 975 21 1,8 95,5 P - 6 0,5 85,7 D -
repelente g, 31 25 1 32 45 9543 1 35 143 0047
Casa/apartamento 735 59,9 07 1,0 318 3 04 42,9
. . . p = p =
Ambiente Canil/criadouro 58 47 03 52 13,6 0,011 3 52 42,9 0,001
Abrigo de animais 434 354 12 28 545 1 0,2 14,3
Animal de rua 242 19,7 07 29 31,8 0 0,0 0,0
L p = p =
Habito Dentro e forade casa 214 17,4 02 0,9 9,1 0.272 2 0,9 28,6 0.373
Fora de casa 771 62,8 13 1,7 59,1 5 0,6 71,4
Acesso a Nao 471 38,4 03 0,6 13,6 D - 3 0,6 42,9 D -
rua Sim 756 616 19 25 864 0016 4, o5 577 0807
Assintomatico 1165 949 14 1,2 63,6 1 0,1 14,3
Sinais . . - p = p =
Clinicos Oligossintomético 52 42 03 58 13,6 0,001 2 3,8 28,6 0,001
Polissintomatico 10 0,8 05 50,0 22,7 4 40,0 571

Fonte: Propria do autor (2022).
INUmero total de animais testados (positivos e negativos).
°Relacéo entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais de sua

categoria.

3Relacédo entre os animais positivos dentro de uma categoria e o total de animais

positivos. p>0,05.
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Dos 1227 animais testados, 45,6% eram machos e 54,4% eram fémeas.
Dentre os positivos ao DPP, 2,1% eram machos e 1,5% eram fémeas. N&o houve
associacao significativa com os testes. Um maior numero de machos positivos pode
estar associado, segundo Idrissi et al. (2021) e Miranda et al. (2008), ao
comportamento errante desta categoria, ficando estes mais disponiveis aos
flebotomineos (ou outros patdgenos).

Na variavel regido, dos 1227 animais, 74,2% eram provenientes da Faixa Leste,
8,8% eram do Planalto e 17% eram da regido Oeste. Neste caso, houve associacao
significativa (Tabela 2) entre as regides (p = 0,001) e resultados positivos no DPP. A
regido da Faixa Leste concentrou todos 0s 22 casos positivos ao DPP® e, mesmo
sem correlacédo, também no ELISA.

Um maior nimero de amostras foi coletado na regido da Faixa Leste do
Estado por conta do critério para selecdo da populacdo e da amostra, ou seja,
municipios mais populosos tiveram mais cdes coletados. Observa-se, portanto, que
0S casos positivos ao teste DPP® restringem-se as mesorregides Vale do lItajai,
Grande Floriandpolis e Sul (que no presente estudo foram agrupadas na regido da
Faixa Leste).

Os casos confirmados pelo método ELISA seguem basicamente os mesmos
padrdes, sendo provenientes das mesorregifes da Grande Floriandpolis e Sul. Para
uma melhor visualizacdo, a ferramenta de Georreferenciamento foi utilizada de forma
a espacializar os resultados obtidos. Levou-se em considerag&o o curso das principais
rodovias do estado com posterior correlacdo dos dados epidemioldgicos do estudo,
além da utilizacdo do indice de Kernel para dimensionar a intensidade dos fenémenos.

Na Figura 9 estéo representados os mapas com as coletas analisadas pelos
métodos DPP® e ELISA, de acordo com as principais rodovias que cruzam Santa
Catarina. Percebe-se que os casos positivos no DPP® e ELISA se concentraram na
regido da Faixa Leste do Estado.
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Figura 10 - Representacdo dos locais de coleta, cidades com casos positivos no
DPP® e no ELISA de acordo com as principais rodovias do estado
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Fonte: Propria do autor (2022).

Nas Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15 estéo representados os mapas onde foi
empregado o método de Georreferenciamento e o indice de Kernel de acordo com os
resultados analisados e as correlacdes ambientais. Novamente, a intensidade dos
fendmenos representados pelo mapa de calor confirma uma maior concentracao dos
casos positivos tanto no teste DPP® quanto no teste confirmatério ELISA na regido

da Faixa Leste do estado.
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Figura 11 - Representacao utilizando o método de Kernel para as coletas positivas ao

método DPP® no estado
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Figura 12 - Representacao utilizando o método de Kernel para as coletas positivas ao

método ELISA no estado.

MAPA DE KERNEL DOS CASOS POSITIVOS ELISA

53°0'W

51°0'W

49°0'W
T

26°30'S
T

28°30'S

> Casos Positivos DPP
. Casos Positivos ELISA
[ Municipios de SC

® (Casos Negativos DPP  Mapa de Kernel (75 km)

4,80
0,0

Casos Positivos ELISA

/

26°30'S

28°30'S

1
49°0'W

1
53°0'W

1
51°0'W

Fonte: Propria do autor (2022).

Mapa de Localizagdo

T T
70°W 40°W
L r\}/z’r‘«\\ &

Brasil .

Mapa de Santa Catarina
Coordenadas Geogréficas
Sistema de Referéncia SIRGAS 2000
0 50 100 km

|

79



Figura 13 - Representacao utilizando o método de Georreferenciamento para a
altimetria no estado de Santa Catarina no ano de 2020 e correlagdo com
0s casos DPP e ELISA positivos.
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Figura 14 - Representacao utilizando o método de Georreferenciamento para a
pluviometria no Estado de Santa Catarina no ano de 2020 e correlacao
com os casos DPP e ELISA positivos.
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Figura 15 - Representacdo utilizando o método de Georreferenciamento para
temperatura média no Estado de Santa Catarina no ano de 2020

correlacdo com os casos DPP e ELISA positivos.
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Figura 16 - Representacédo utilizando o método de Georreferenciamento para uso e
cobertura do solo no Estado de Santa Catarina no ano de 2020 e
correlagdo com os casos DPP e ELISA positivos.
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Por meio da observacgao dos resultados, permite-se supor que 0s casos de
LVC em Santa Catarina ocorrem em maior grau na Faixa Leste do Estado, em areas
de baixas altitudes, com indice pluviométrico médio, de temperatura média mais
elevada e em areas mais populosas e proximas a fragmentos florestais. Isso pode
estar associado as condi¢cdes socioeconbmicas e ambientais, tais como maiores
fluxos de pessoas e presenca da maior rodovia do estado (BR 101) que liga Santa
Catarina ao restante do Brasil, além de umidade, precipitacdo e temperaturas, que
podem favorecer a atividade dos flebotomineos.

O emprego de ferramentas que permitem a espacializacdo dos casos, bem
como a associac¢ao a fatores de risco ambientais, pode ajudar as autoridades de saude

publica no planejamento e instituicdo de medidas de prevencéo e controle em areas
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vulneraveis, evitando a disseminacdo da doenca e surtos futuros (PRESTES-
CARNEIRO et al., 2019).

Barata et al. (2004) relataram correlagdo significativa entre precipitacao,
umidade e numero de flebotomineos coletados em seu estudo, no estado de Minas
Gerais. Rutledge e Ellenwood (1975) sugerem que os padrbes de chuvas agem
modificando as condicfes de reproducdo dos flebotomineos, interferindo em sua
sazonalidade, assim como a densidade populacional tende a diminuir nos meses mais
frios e secos e aumentar nos meses mais quentes e umidos (AGUIAR; SOUCASAUX,
1984), o que pode aumentar o risco de transmissédo de Leishmania spp. aos animais
domésticos e ao proprio ser humano (TEODORO et al., 1993).

Hakkour et al (2020) citam que a urbanizagéo e, principalmente, os fatores
ambientais tais como umidade, altitude, temperatura e vegetacao, demonstraram forte
associacdo com a ocorréncia da doenca em seu estudo, desenvolvido no Marrocos.

Ximenes et al. (2007) relataram correlacdes positivas entre a degradacéo
ambiental litoranea, crescimento urbano desordenado, ocorréncia de insetos vetores
e condi¢cbes de saude humana sobre a incidéncia das leishmanioses tegumentar e
visceral americanas em Natal, no Rio Grande do Norte, area de litoral do nordeste
brasileiro. Da mesma forma, Da Silva et al (2017) enfatizam que a persisténcia da
doenca em mesorregides ao Norte do estado de Minas Gerais pode estar associada
aos fatores socioeconémicos e ambientais.

Além disso, estudos apontam que diversas espécies de flebotomineos
apresentam alta capacidade de adaptacéo e sobrevivéncia em ambientes alterados
(MARINHO et al., 2008), inclusive ocorrendo em alta densidade em ambientes
artificiais (GOMES; GALATI, 1989), caracterizando-se como importantes agentes
transmissores de diferentes espécies de Leishmania (OLIVEIRA et al., 2010).

Outro fator preponderante € que Santa Catarina possui um litoral muito visado
por turistas de outros estados e paises. Milhares de pessoas visitam a capital
Floriandpolis todos os anos durante a temporada de verdo, muitas vezes vindo de
areas endémicas e ndo endémicas e conjuntamente trazem seus caes para passarem
0s meses de férias (dezembro a fevereiro). Esses deslocamentos podem ter facilitado
a introducdo do parasita no estado e inclusive, sua disseminagcdo para outros
municipios além de Florianopolis (STEINDEL et al., 2013).

A introducéo de cées infectados em determinadas areas pode estar associada

a migracdo, uma vez que estes animais, muitas vezes, sdo trazidos infectados da
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regido de origem, contribuindo para a infeccéo dos flebotomineos presentes em areas
de desmatamento recente e em zonas periurbanas (MESTRE; FONTES, 2007
THOMAZ-SOCCOL et al., 2009). O turismo, muitas vezes desenvolvido sem
planejamento, pode predispor a aproximacdo de flebotomineos com as habitacdes
rurais e urbanas, muito por conta da degradacédo ambiental que desequilibra os ciclos
enzodticos de determinadas infec¢des, como é o caso da leishmaniose (REBELO et
al., 2010).

Na regido Oeste do Estado de Santa Catarina, alguns estudos ja
demonstraram a ocorréncia de casos positivos confirmados de LVC. E o caso de um
estudo realizado em Séao Miguel do Oeste e Descanso, no extremo Oeste do Estado,
onde os dados obtidos confirmaram a presenca da doenca nestes municipios e
demonstraram a possivel ocorréncia de um surto da doengca em cdes com o
envolvimento de humanos em casos futuros (MAZIERO et al., 2014).

No Meio-Oeste, Pinto et al. (2022) identificaram os primeiros casos positivos
de LVC, onde de 126 cées avaliados, 16,7% foram positivos no teste ELISA, 11,9%
na RIFI e 7,1% apresentaram amplificacdo especifica para Leishmania infantum na
técnica de PCR.

Devido a proximidade de Santa Catarina com o Estado do Parana e por
possuir rotas rodoviarias diretas de ligacdo, a situacdo epidemiolégica de LVC é
relevante para ambos os Estados. Neste sentido, em um estudo na regidao do extremo
Oeste do Parana foram identificadas trés possiveis rotas de disseminacao da LVC no
Centro-Sul do Brasil. Uma delas reporta-se ao surgimento de um novo cluster de
Leishmania infantum no Oeste do Estado de Santa Catarina e sua disperséo para o
sul do Estado do Parana, especificamente no municipio de Pato Branco apés 2013
(PASQUALI et al., 2019).

A regido da triplice fronteira (Brasil, Argentina e Paraguai) no Estado do
Parand, apresentou nos ultimos anos crescente aumento no numero de casos de LV
humana e canina autdctones, tornando esta regido importante fonte da doenca para
0S municipios, Estados e paises vizinhos (THOMAZ-SOCCOL et al., 2018). Neste
sentido, as caracteristicas epidemiolégicas envolvendo vetores e hospedeiros tornam
a regidao do extremo Oeste do Parana endémica para LVC, sugerindo um cenario
preocupante. Os sistemas de vigilancia de fronteiras sdo essenciais para atuar no
combate desta doenca silenciosa para outras regides (THOMAZ-SOCCOL et al.,
2017).
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No quesito uso de coleira repelente, os resultados do teste ELISA
apresentaram correlacdo (P<0,01) (Tabela 2), sendo que dos sete animais positivos
no teste de ELISA, seis animais (85,7%) nao utilizavam coleira. Alguns autores citam
que a vacinacao contra LV (apesar de discutivel) e o uso de coleiras repelentes
correspondem as formas mais eficazes de prevencéo e controle da doenca (MIRO et
al., 2008; RIBEIRO et al., 2018).

Inclusive, em se tratando de politicas publicas, o uso de coleiras impregnadas
com inseticida demonstra ser o melhor método de prevengéo, pois age diretamente
sob a forca de infeccdo e o contato vetor-cdo, além de ter facil aplicacdo e melhor
aceitacdo por parte da populacéo (SEVA et al., 2016).

Dos 22 animais positivos no DPP®, doze animais eram provenientes de abrigo
(54,5%), trés animais eram de canil/criadouro (13,6%) e sete de casa/apartamento
(31,8%). Para essa variavel os testes de DPP® e ELISA apresentaram associacéo (p
=0,0001). No caso do DPP, dos animais positivos, 54,5% eram de abrigo. Animais de
abrigo, por suas condicfes de vida, sdo normalmente mais expostos as infec¢cdes em
geral. Entretanto, no caso do ELISA, embora correlagéo tenha sido evidenciada, os
resultados, contraditoriamente, indicam maior proporcéo de positivos entre os animais
de casa/apartamento ou de canil/criadouro, que representam 42,9% dos positivos,
para ambos os tipos de ambiente (Tabela 2).

Em relagéo a variavel acesso a rua, dos 1227 animais testados, 38,4% n&o
tinham acesso a rua e 61,6% tinham acesso a rua. Trés animais que ndo tinham
acesso a rua foram positivos no DPP® (0,6%) e 19 animais com acesso a rua foram
positivos no mesmo teste (2,5%). Foi verificada correlagéo entre resultado positivo ao
DPP e 0 acesso a rua, com 86,4% dos positivos nessa técnica tendo acesso a rua
(Tabela 2).

Muitos dos animais dos quais foi coletado sangue eram de abrigo ou em
situacdo de rua. Isso se deve ao fato de que os Setores de Vigilancia Epidemioldgica
dos municipios nos auxiliaram na obtencdo de contatos para as coletas, que muitas
vezes eram de animais cujos tutores recolhiam e abrigavam caes em suas casas ou
em ONGs (Organizacbes Nado Governamentais). Também foram realizadas coletas
em UVZs (Unidade de Vigilancia em Zoonoses), assim como em caes domiciliados,
em maior quantidade.

Naveda et al. (2006) relacionam o livre transito e a auséncia de moradia a uma

maior exposicdo aos vetores e a outros animais infectados, sendo estes cées
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considerados potenciais fontes de disseminacdo tanto de LVC quanto de outras
doencas para os seres humanos.

Shokri, Fakhar e Teshnizi (2017) encontraram 10% de prevaléncia em caes
errantes contra 6% em cdes que possuiam tutores no Ird, assim como Parker et al.
(2021) que relataram uma soroprevaléncia de 38,6% em caes abandonados contra
20,1% em caes domésticos em Posadas, provincia de Misiones, Argentina. Mir¢ et al.
(2013) encontraram soropositividade significativamente maior para Leishmania
infantum em cées que viviam ao ar livre.

Em relacdo a procedéncia dos caes positivos no ELISA do presente estudo,
um havia sido encontrado abandonado em um municipio do Sul do estado com lesbes
de pele e foi adotado, ndo sendo possivel saber qual sua real procedéncia. Um
segundo céo positivo era proveniente da regido Oeste de Santa Catarina, mas ja fazia
dois anos que residia no sul do Estado. Outro céo, este de Floriandpolis, era de um
abrigo municipal e os quatro animais restantes, todos da regido da Grande
Floriandpolis, possuiam historico de residéncia desde o nascimento.

Analisando estas informacdes, € possivel perceber que alguns animais vieram
ou poderiam ter vindo de outras areas do Estado ou até mesmo de outros Estados ou
paises, o que segundo alguns autores caracteriza-se como uma situacdo problematica
para o controle da doenca. Os fenbmenos migratérios que facilitam a chegada de cées
infectados em é&reas indenes (CARRANZA-TAMAYO et al., 2010), aliados ao fato de
que alguns proprietarios sdo contrarios a eutanasia e acabam transferindo seus
animais positivos para areas distantes onde ndo ocorre a doenca, favorecem a
dispersédo da LVC e colaboram com o processo preocupante de expansao atualmente
observado (FIGUEIREDO et al., 2012).

Quanto aos sinais clinicos, 94,9% foram considerados assintomaticos e destes,
14 animais (1,2%) foram positivos no DPP®. 4,2% foram caracterizados como
oligossintométicos e destes, trés (5,8%) foram positivos no DPP®. Cinco animais
(0,8%) foram considerados polissintoméaticos, sendo que destes, cinco (50%) foram
positivos no DPP®. Essa variavel apresentou correlacéo (p = 0,001) com os resultados
positivos tanto no DPP quanto no ELISA. Dos caes positivos ao DPP, 63,6% eram
assintomaticos e dos sete animais positivos no ELISA, um animal (0,1%) era
assintomatico, dois animais (3,8%) eram oligossintomaticos e quatro animais (40,0%)
eram polissintomaticos (Tabela 2). Nas Figuras 16, 17, 18 e 19 estao representados

alguns caes com quadro clinico para LVC.
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Figura 17 - Animal 3 apresentando caquexia, alopecia, onicogrifose e lesdes de pele
em diversos graus (Rio do Sul).
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Fonte: Propria do autor (2022).

Figura 18 - Animal 2 apresentando descamacao furfurdcea da pele e emagrecimento

(Palhoca).
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Fonte: Propria do autor (2022).
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Figura 19 - Animal 1 apresentando lesdes de pele e onicogrifose (Cocal do Sul).
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Fonte: Propria do autor (2022).

Figura 20 - Animal 4 apresentando descamacéo furfurdcea da pele (Orleans).
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Fonte: Propria do autor (2022).

Sobre os sinais clinicos apresentados, os cées foram classificados, de acordo
com o proposto por Queiroz et al. (2010) e Assis et al. (2010), em assintomaticos (sem
sinais clinicos), oligossintomaticos (até trés sinais clinicos ou comprometimento de até
trés Orgados) e polissintomaticos (mais de trés sinais clinicos ou com mais de trés
orgaos acometidos). Leote et al. (2021) encontraram 85% de animais assintomaticos
em pesquisa realizada no Sul de Santa Catarina, nos municipios de Tubardo e
Criciima.

Os animais considerados sintomaticos apresentam emagrecimento,

linfadenopatia, esplenomegalia, alopecia, apatia, ulceracdes por todo o corpo, assim
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como na regido das orelhas e bordas nasais, descamacao furfuracea da pele e
onicogrifose (MARZOCHI et al., 1985; CIARAMELLA et al., 1997; FURTADO et al.,
2015), sendo que muitas vezes a pele pode corresponder ao sistema com maior grau
de acometimento (ASSIS et al., 2010) e detendo os sinais clinicos mais importantes
em quadros de leishmaniose visceral canina (LIMA et al., 2004). Em nossos
resultados, quadros de alopecia, dermatite esfoliativa e Ulceras de pele foram os sinais
clinicos mais encontrados, seguidos de emagrecimento, alteracdes oftalmicas e
linfoadenomegalia.

Outra classificacdo diz respeito aos cades identificados como
oligossintomaticos, que sdo aqueles que apresentam sinais leves da doenca, tais
como adenopatia linfoide, perda de peso moderada e pelos opacos (MANCIANTI et
al., 1988).

Os animais assintomaticos sédo considerados um problema no que diz respeito
ao controle da LV pois tém um alto potencial de se tornarem fontes de infec¢cdo aos
flebotomineos, além de que estes animais assintomaticos sdo a maioria na populacao
(SILVA et al., 2005; DANTAS-TORRES; BRITO; BRANDAO-FILHO, 2006).

Um dos cées avaliados em nossa pesquisa apresentava quadro clinico
compativel com LVC (polissintomatico), reagindo ao DPP® mas néo confirmando no
ELISA. Este mesmo cdo morreu devido ao estado grave ao qual se encontrava e
amostras de érgaos foram enviadas para realizacdo de PCR, imunohistoquimica e
histopatologia, onde houve confirmacao da doenca. Uma possivel explicacdo para a
nao reatividade ao ELISA pode estar associada a um atraso entre a infeccdo e a
soroconversdo, além de que uma fracdo de cdes podem ser infectados e nunca
soroconverterem devido a resposta imune inata, conforme Dye et al. (1993).

Quinnell et al. (2001) relataram que em seu estudo a sensibilidade da
sorologia variou durante o curso da doenca, sendo mais baixa no momento da
infeccdo e alta (93-100%) depois disso. A possibilidade de um falso-negativo neste
caso também ndo pode ser afirmada, jA que para este resultado é preciso
imunossupressao (MANNA et al., 2004), o que novamente ndo explica a positividade
ao teste DPP®. Sugere-se, portanto, que possa ter ocorrido algum viés com o teste
ELISA empregado pelo LACEN, levando-se em consideracdo as condi¢bes de
laboratorio, armazenamento e partida dos testes.

Nas técnicas de histopatologia (HE) e imuno-histoquimica o animal

apresentou lesbes que confirmaram a infecgéo por L. infantum. Tragando um paralelo
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entre estes resultados e a ndo reacdo ao ELISA, Assis et al. (2010) citam que 85,0%
dos tecidos positivos pela HE e pela imuno-histoquimica pertenciam a cdes com altos
titulos de anticorpos, o que novamente ndo explica o ELISA negativo neste caso.

Nesse sentido, Riboldi et al. (2018), na regidao metropolitana de Porto Alegre,
encontraram alguns resultados semelhantes, onde algumas amostras consideradas
positivas no DPP®, mas negativas no ELISA, também foram confirmadas por PCR em
tempo real. Eles citam o que Laurenti et al. (2014) j& abordaram anteriormente, de que
o ELISA Bio-Manguinhos em seu estudo apresentou uma boa sensibilidade (90,6%),
porém uma baixa especificidade (77,8%), podendo este resultado estar relacionado
ao tipo de antigeno utilizado no teste. Arruda et al. (2016) encontraram, isoladamente,
sensibilidade de 91,8% e especificidade de 83,4% no método ELISA Bio-Manguinhos.
Coura-Vital et al. (2013) enfatizam que os testes moleculares podem detectar a
infeccdo antes da soroconversédo, sugerindo que caes positivos ha PCR devem ser
monitorados sorologicamente.

Nas variaveis idade (jovem, adulto e idoso), procedéncia (adotado ou
comprado), vacina (sim ou ndo) e habito (animal de rua, dentro e fora de casa e fora
de casa) os resultados tanto para DPP® quanto para ELISA ndo apresentaram

correlacBes estatisticas.

5.2 ANATOMOPATOLOGIA, TECNICAS DE PCR, HISTOPATOLOGIA E IMUNO-
HISTOQUIMICA DOS CASOS POSITIVOS

Ao todo, dos sete caes positivos para Leishmania infantum no teste
confirmatdrio (ELISA), trés foram submetidos a eutanésia. Um céo nao teve resultado
confirmado no ELISA, mas acabou morrendo devido a gravidade do quadro clinico.
Este cao foi submetido a necropsia e teve amostras coletadas para a técnica da PCR,
obtendo resultados positivo para LVC. No Quadro 4 sdo descritas as lesdes de

necropsia dos quatro animais.
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Quadro 4 - Descricao das lesGes de necropsia de 4 cées positivos nas técnicas

DPP®/ELISA.

Caninos

Exame externo

Exame interno

Canino 1

Possuia lesbes de escaras, na extremidade
das orelhas, e que sangravam com facilidade,
dermatite esfoliativa periocular e, no focinho,
ulceracdes cutaneas e escaras por todo o
corpo, aumento dos linfonodos superficiais,
membranas mucosas palidas e onicogrifose.

Esplenomegalia com
evidenciagdo da polpa
branca, além de éareas
esbranquicadas

coalescentes no figado.

Canino 2

Apresentava-se com baixo escore corporal,
dermatite furfuracea por todo o corpo,
aumento dos linfonodos superficiais, palidez
de mucosas e onicogrifose.

Auséncia de lesodes.

Canino 3

Apresentava-se caquético, com lesdes de
escaras nas orelhas que sangravam
facilmente, Ulceras na regidao do focinho e
face, rarefacdo pilosa, palidez de mucosas,
escaras por todo o corpo (especialmente na
cabeca) e onicogrifose

Auséncia de lesodes.

Canino 4

Apresentava-se apenas com dermatite
esfoliativa de grau leve pelo corpo.

Auséncia de lesodes.

Fonte: Propria do autor (2022).

Para a técnica de histopatologia foram coletadas amostras de 6rgaos, tais

como figado, baco, medula 6ssea, pele e linfonodo popliteo, acondicionados em

formalina tamponada a 10% e encaminhados ao Laboratdrio de Pesquisa Clinica em

Dermatozoonoses em Animais Domésticos do Instituto Nacional de Infectologia

Evandro Chagas, FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Um dos caes (canino 4) ndo apresentou

alteracdes nas técnicas de histopatologia e imunohistoquimica. Os resultados dos

animais positivos para estas técnicas constam no Quadro 5. Fotomicrografias das

lesBes histopatologicas e marcacdes imunohistoquimicas constam na Figura 20.
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Quadro 5 - Resultados das técnicas de Histopatologia e Imunohistoquimica dos cédes positivos para LVC.

Canino 1

Canino 2

Canino 3

Histopatologia

Hepatite linfo-histiocitaria, peri-centrolobular e
peri-portal discreta, com infiltrado inflamatério
constituido por linfécitos e macréfagos,

Hepatite granulomatosa discreta, peri-

centrolobular e peri-portal. Infiltrado inflamatério

constituido por macréfagos, havendo linfécitos

Morfologia tecidual
comprometida.

Figado havendo também plasmocitos e plas_momtos. MultlApIos .granulomas
organizados no parénguima.
: . Figado negativo para formas amastigotas de | Negativo para formas amastigotas de Morfologia tecidual
Imunohistoquimica ! . ; ) )
Leishmania spp. Leishmania spp. comprometida
. . Esplenite granulomatosa, moderada multifocal, . . : Morfologia tecidual
Histopatologia . o . Morfologia tecidual comprometida. :
com granulomas organizados no parénquima. comprometida.
Baco
. . Positivo para formas amastigotas de . . . Morfologia tecidual
Imunohistoquimica . . Morfologia tecidual comprometida. X
Leishmania spp. comprometida.
Dermatite e paniculite
. granulomatosas, difusas e
. Dermatite granulomatosa moderada e '
Dermatite granulomatosa acentuada, . . X acentuadas. Infiltrado
. . . ) multifocal, principalmente perivascular. ; . o
perivascular e perianexial. Infiltrado : ; . o inflamat6rio constituido por
; pa - . Infiltrado inflamatorio constituido por . X
. . inflamatorio  constituido por macrofagos, . . o macrofagos, havendo muitos
Histopatologia . . L macrofagos, havendo plasmécitos e linfécitos s PP
havendo muitos plasmécitos e linfocitos, com . : plasmdcitos e linfocitos.

Pele formas amastigotas de Leishmania s no | €M fmenor nUmero. Formas amastigotas de Abundantes formas amastigotas
. : 9 Pp- Leishmania spp. observadas no citoplasma de . . 9
interior de macroéfagos. . de Leishmania spp. observadas

macrofagos. : .
no citoplasma de macrofagos na
derme e tecido subcutaneo.
. - Positiva para formas amastigotas de Negativo para formas amastigotas de Positivo para formas amastigotas
Imunohistoquimica ; . : ) . i
Leishmania spp. Leishmania spp. de Leishmania spp.
. . Linfoadenite granulomatosa
Linfoadenite granulomatosa acentuada e .
. . i acentuada e difusa, acometendo
difusa, acometendo a capsula, regides . . )
) . . . . a capsula, regides cortical,
cortical, paracortical e medular. Infiltrado Linfoadenite granulomatosa acentuada e :
. . ) - S . . . .N . paracortical e medular. Formas
. Histopatologia inflamatorio constituido por macréfagos, difusa, acometendo a capsula, regides cortical, X ; .
Linfonodo . e T ) amastigotas de Leishmania spp.
. havendo muitos plasmacitos e linfocitos. paracortical e medular. .
popliteo observadas no citoplasma de

Formas amastigotas de Leishmania spp.
observadas no citoplasma de macréfagos

macrofagos, em meio ao
infiltrado inflamatdrio.

Imunohistoquimica

Positivo para formas amastigotas de
Leishmania spp.

Positivo para formas amastigotas de
Leishmania spp.

Positivo para formas amastigotas
abundantes de Leishmania spp.,

Fonte: Propria do autor (2022).
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Figura 21 - Fotomicrografias de baco, figado e linfonodo nas técnicas de histopatologia
e imuno-histoquimica de caes positivos para LVC.
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Fonte: Prépria do autor (2022).
Legenda: A= Baco, formas amastigotas no interior de macrofagos — seta (Hematoxilina
e eosina). B = Figado — Infiltrado peri-portal contendo formas amastigotas no interior
de macrofagos — seta (Hematoxilina e eosina). C = Linfonodo — formas amastigotas
no interior de macrofagos (seta) (Hematoxilina e eosina) D = Linfonodo -
Imunomarcacdo de formas amastigotas no interior de macréfagos (imuno-
histoquimica).
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Destes cées foram coletadas amostras de orgaos, tais como figado, baco,
pele, linfonodo popliteo e medula 6ssea e encaminhados ao Laboratorio de Biologia
Celular do Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ, Parana, Curitiba para realizacdo da
técnica de PCR. Todos os animais tiveram ao menos um 0Orgéo positivo, ou seja,
houve amplificacdo do DNA de Leishmania infantum. No Quadro 6 estdo

representados os cées e seus respectivos resultados para a técnica de PCR.

Quadro 6: Resultado da técnica de PCR para Leishmania infantum em 4 caes

positivos nas técnicas DPP/ELISA.

Animal - Procedéncia | Org&os positivos Org&os negativos

Canino 1 — Cocal do Sul | Baco, figado, pele, X
fragmento de medula
0ssea e linfonodo

Canino 2 — Palhoca Baco, figado, pele, X
fragmento de medula

6ssea e linfonodo

Canino 3 — Rio do Sul Baco, figado, pele, X
fragmento de medula

6ssea e linfonodo

Canino 4 — Orleans Baco, pele, fragmento Figado
de medula Oéssea e

linfonodo

Fonte: Propria do autor (2021).

Dos 6rgaos coletados na necropsia e enviados para PCR, a pele de todos os
cées avaliados encontrava-se positiva para L. infantum. Isso € um fator importante a
ser considerado quanto a possivel transmissibilidade da doenca a vetores
encontrados no ambiente. Vercosa et al. (2008) encontraram correlacao positiva entre
o nivel de parasitismo da pele e a capacidade de infec¢ao para os flebotomineos em
cades (MANNA et al., 2004), ao contrario de Travi et al. (2001) que observaram que a
correlacdo entre a presenca do parasita na pele e a potencial transmisséo ao vetor é

baixa ou inexistente.
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Alguns autores citam que o parasitismo da pele ocorre como um evento tardio
durante o curso da doenca (TRAVI et al., 2001). Tafuri et al. (2001) relatam que um
cdo sintomético ndo apresentou formas parasitarias ao exame da pele, mesmo
apresentando diversas lesdes classicas e com confirmacao de formas amastigotas de
Leishmania spp. em varios 6rgaos. Furtado et al. (2015) encontraram em seu estudo
baixas taxas de deteccdo de Leishmania spp. na pele. Os autores associam estes
resultados & menor frequéncia de infeccdo ativa por este parasita neste tipo de tecido.

No entanto, Manna et al. (2004) salientam que a biopsia de pele para
realizacdo de PCR pode ser considerada um bom método de diagnostico a campo,
em comparacdo com o aspirado de linfonodos que, em cédes saudaveis, pode ser
considerado invasivo e inviavel. Em concordancia, Paparcone et al. (2013) citam que
no caso de cdes assintomaticos ou que nao estejam em estagios mais avancados da
doenca, a aspiracdo de linfonodos pode ser dificil devido ao ndo aumento destes
orgaos, apesar de que o tecido dos linfonodos é similarmente rico em parasitas assim
como a medula 6ssea e o0 baco.

Os métodos ideais para a instituicdo do diagndstico seriam as biopsias por
puncédo de medula 6ssea e linfonodos (TRAVI et al., 2018), contudo, o carater invasivo
gue demanda sua obtencéo se reflete em uma limitacdo para seu uso (SOLANO-
GALLEGO, et al., 2011). Nesse sentido, Paparcone et al. (2013) desenvolveram uma
técnica de coleta de medula 6ssea esternal que se mostrou promissora no diagnostico
de LVC.

Em resumo, Reis et al. (2013) atentam para a questdo de que ndo ha um
consenso sobre o melhor método ou tipo de amostra para uso em diagndstico
molecular de larga escala em areas endémicas para LVC. Estes pesquisadores
defendem o uso de amostras de pele submetidas a técnica de gqPCR como o melhor
método diagnadstico, isso pelo fato de serem de facil obtencdo e menos invasivas se
comparadas as amostras de baco.

Nos quatro cdes que foram submetidos a necropsia no presente estudo,
durante o exame externo, em todos foi observado ao menos um grau de lesdo de pele.
Na maioria das vezes caracterizada por dermatite esfoliativa e ulceragdes, algumas
sangrando com facilidade. Estes achados concordam com os de Assis et al. (2010),
gue encontraram variados graus de alteracdes cutaneas nas categorias de cées
oligossintomaticos e polissintomaticos avaliados em seu estudo. As ulceras eram na

maioria das vezes localizadas nas extremidades das orelhas, o que esta de acordo
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com Ciaramella et al. (1997). Além das lesbes de pele, nos cées necropsiados, a
onicogrifose foi um achado presente em trés dos quatro animais, achado este também
encontrado no estudo de Furtado et al. (2015).

Apenas um cdo apresentou lesbes no exame interno macroscopico,
caracterizadas por areas esbranquicadas no figado e evidenciagéo da polpa branca
do baco. Ciaramella et al. (1997) enfatizam que o comprometimento do baco € uma
alteracdo comum em cédes com LV, e as areas esbranquicadas no figado também
foram relatadas por Assis et al. (2010). Lima et al. (2019) enfatizam que cédes com
infeccdo ativa por L. infantum apresentam uma maior frequéncia de alteracdes
inflamatorias no figado.

Amostras de 6rgaos de todos os quatro cdes foram submetidas a histopatologia
convencional por HE e imuno-histoquimica. @ No histopatolégico as lesbes
basicamente eram caracterizadas por hepatite linfo-histiocitaria, com infiltrado
inflamatorio de linfocitos e macrofagos, além de hepatite granulomatosa com multiplos
granulomas organizados no parénquima.

Achados semelhantes foram descritos por Lima et al. (2019), onde foram
encontrados granulomas no parénquima hepatico em 16 de 20 cées estudados. No
trabalho de Madeira et al. (2016), 90% dos cdes apresentaram granulomas
intralobulares. Segundo os autores, estas formacdes estdo associadas a inflamacéo
cronica e a colagenogénese hepatica aumentada devido a presenca dos parasitas no
figado.

No baco, as lesGes consistiam em esplenite granulomatosa com granulomas
organizados no parénquima. Este padrdo lesional é semelhante ao encontrado por
Santana et al. (2008), que enfatizam a perda da arquitetura esplénica com
desorganizacdo do tecido linfoide. Este quadro de acometimento esplénico é
proporcionalmente maior de acordo com a gravidade do quadro clinico (LIMA et al.,
2014).

Na pele, um quadro de dermatite/paniculite granulomatosa acentuada difusa
com infiltrado de macroéfagos, linfocitos e plasmacitos foi prevalente em todas as
amostras. Estes resultados corroboram aqueles relatados por Vergosa et al. (2008)
onde o infiltrado inflamatério era constituido principalmente por linfécitos e
macrofagos, além da presenca de granulomas.

Linfadenite granulomatosa acentuada difusa acometendo a capsula, regiao

paracortical e medular foi evidenciada em todas as amostras de linfonodos popliteos,
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indo de encontro ao relatado por Lima et al. (2004) e Costa et al. (2008), que citam
qgue os linfonodos mais frequentemente acometidos sdo os linfonodos cervicais e
popliteos, com infiltrados de macréfagos, linfocitos e neutrofilos ocasionais com areas
medulares preenchidas com infiltrado de células plasmaticas, linfocitos e macrofagos,
respectivamente.

Em todos os cées as amostras continham macréfagos com citoplasma repleto
de abundantes formas amastigotas de Leishmania spp., achados estes que
corroboram com Toplu e Aydogan (2011).

Na técnica de imuno-histoquimica, trés caes apresentaram resultados
negativos no figado e um c&o nao teve a técnica realizada devido ao congelamento e
consequente comprometimento da morfologia tecidual. A pele foi positiva em dois
cdes e negativa em dois. O baco foi positivo em um cao e o linfonodo popliteo foi
positivo em trés caes (Quadro 5). Esses achados condizem com o relatado por Tafuri
et al. (2004), onde citam imunomarcacfes de formas amastigotas em amostras de
figado e baco, assim como Toplu e Aydogan (2011) que relataram imunomarcacdes
em macréfagos da pele, baco, figado, linfonodos e medula éssea.

Queiroz et al. (2010) sugerem a utilizacao da técnica de imuno-histoquimica
nas situacées em que se deseja confirmar a sorologia, principalmente nos casos em
que 0s caes se apresentam assintomaticos ou oligossintomaticos (TASCA et al.,
2009). Neste sentido, diversos autores reforcam a importancia da imuno-histoquimica
como método auxiliar no diagnostico da LVC (ASSIS et al., 2010; MENEZES et al.,
2016; MAGALHAES et al., 2021).

5.3 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS E DO AMBIENTE ONDE FORAM
REALIZADAS AS COLETAS

Os céaes selecionados para participarem do projeto eram provenientes de
diversas regides do Estado, assim como em cada municipio eram coletados animais
de diferentes ambientes, desde aqueles recolhidos da rua e que estavam alocados
em abrigos até animais domiciliados e que viviam no interior de casas e apartamentos.

Muitas vezes a totalidade de amostras de determinado municipio era obtida
em abrigos, pois os cdes eram recolhidos de diversos pontos da regido. A exemplo
disso era a situacdo de muitos cdes que eram resgatados das proximidades de

grandes rodovias, considerados pontos estratégicos para abandono de animais.
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Foram coletadas amostras de sangue de cées de areas litoraneas assim como
de animais de regides mais altas do Estado, como no planalto, onde as temperaturas
sdo amenas em grande parte do ano. Nos municipios do interior do Estado, amostras
foram coletadas de cédes que residiam em &reas rurais, tendo livre acesso as matas e
contato com outros animais. Na regido do Extremo Oeste também foram obtidas
amostras, inclusive em areas proximas as fronteiras com a Argentina, Rio Grande do
Sul e Parana.

Em grande parte, o estudo obteve amostras de areas consideradas nao
endémicas para a doenca, exceto por Florianopolis que € considerada area endémica
para LVC.

5.4 FLEBOTOMINEOS

De acordo com os dados do Laboratério de Entomologia Médica da DIVE,
foram montadas armadilhas nos municipios de Florian6polis e Monte Castelo no ano
de 2019, onde a espécie com maior niumero de coletas em Monte Castelo foi
Nyssomyia neivai e, em Floriandpolis, Pintomyia fischeri. No ano de 2020,
Florianopolis foi o Unico municipio com armadilhas montadas e as espécies
encontradas foram P. fischeri e Migonemyia migonei. Em 2021, os municipios de Rio
do Sul e Pouso Redondo tiveram coletas realizadas e as espécies mais capturadas
foram N. neivai e P. fischeri. O baixo nimero de coletas realizadas é reflexo da néo
obrigatoriedade de levantamento da fauna de flebotomineos, pois Santa Catarina &
considerada area nao endémica para LVC.

Em consonancia a estes achados tém-se os resultados de Ledo (2021) que,
no periodo compreendido entre agosto de 2019 e julho de 2020, investigou a
ocorréncia de flebotomineos do municipio de Lages, com o uso de armadilhas
luminosas do tipo CDC e como resultado ndo encontrou nenhum espécime durante o
periodo de estudo.

Da mesma forma, Zuchi et al. (2022) desenvolveram uma pesquisa de
mestrado muito semelhante, montando armadilhas luminosas do tipo CDC no
municipio de Concoérdia, no Oeste do Estado, no ano de 2021. Os resultados apontam
a identificagdo de M. migonei, P. fischeri, P. monticola, Psathyromyia serie lanei,

Brumptomyia carvalheiroi e Brumptomyia sp.
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De acordo com os dados obtidos do Setor de Entomologia da DIVE, percebe-
se que P. fischeri foi a espécie com maior niumero de exemplares coletados,
principalmente em Florianopolis, area endémica para LVC, mas ainda sem registros
de L. longipalpis (DIAS et al., 2013). Similarmente, no estado do Rio Grande do Sul
no ano de 2015, foram capturados exemplares de P. fischeri infectados por L.
infantum em um bairro de Porto Alegre, supondo ser esta a espécie vetora neste
municipio, devido & auséncia de L. longipalpis (REGO et al., 2019), assim como
Galvis-Ovallos et al. (2017) que sugerem ser P. fischeri o potencial vetor de LVC na
Grande Sao Paulo.

Em SC, a espécie N. neivai teve exemplares capturados nos municipios de
Monte Castelo e Rio do Sul. Esta espécie é bem distribuida no Estado, preferindo
areas de clima mais seco e frio, de acordo com Marcondes, Lozovei e Vilela (1998).

Em estudo realizado por Variza et al. (2021), nos anos de 2015 a 2016 foram
capturados sete exemplares da subfamilia Phlebotominae das espécies N. neivai e P.
fisheri, nos municipios de Criciima, Tubardo e Imarui, todos na regido Sul do Estado
de Santa Catarina. Imarui apresentou o maior indice de prevaléncia para a subfamilia
Phlebotominae, (quatro exemplares de N. neivai e um exemplar de P. fisheri). No
entanto, nenhuma amostra foi positiva para Leishmania spp.

A infeccédo por L. infantum em L. neivai foi confirmada em estudos abordando
a possibilidade desta espécie ser a transmissora de LV em Floriandpolis, teoria esta
reforcada pelo fato de ainda ndo haver registros da presenca de L. longipalpis neste
municipio (DIAS et al., 2013). Da mesma forma, a infec¢cdo por L. infantum foi
identificada em L. neivai no estado de Minas Gerais (SARAIVA et al., 2009).

M. migonei foi outra espécie capturada durante o ano de 2020 no municipio
de Florian6polis pela DIVE e em Concordia no ano de 2021, onde também foi
capturada a espécie P. serie lanei (ZUCHI et al., 2022). Na Argentina (MOYA et al.,
2015) e no estado de Pernambuco, Brasil (CARVALHO et al., 2010) ja foram relatados
exemplares de M. migonei infectados por L. infantum. No estado do Rio de Janeiro,
sugere-se que L. migonei esteja envolvido na cadeia de transmissao da leishmaniose

visceral em areas com auséncia de L. longipalpis.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas envolvendo inquéritos soroldgicos reforcam a possibilidade de
se aperfeicoar as acdes de controle da leishmaniose visceral canina, mas
metodologias de suporte devem ser buscadas para que o controle da doenca seja
efetivo. Essas medidas incluem a participacdo de clinicas veterinarias para o
monitoramento da LVC, a necessidade de acompanhamento e notificacdo obrigatoria
dos casos, além de campanhas de conscientizacdo e mobilizacéo dos profissionais
da salde e populacdo em torno do impacto desta importante zoonose (JULIAO et al.,
2007).

Da mesma forma, estudos envolvendo caracterizacao clinica, biologica e
epidemioldgica sao de extrema importancia para a instituicdo de estratégias de acao
e prevencdo contra a leishmaniose visceral, principalmente aqueles direcionados a
compreensao de quais espécies de vetores sdo encontradas, seu comportamento e
as medidas de vigilancia e controle que podem ser adotadas (VARIZA et al., 2021).

Por fim, a associacao entre profissionais da clinica médica e do servico publico
podem refletir em beneficios para a salde publica. Essas associa¢cdes de nédo
somente profissionais da mesma categoria, mas de grupos multidisciplinares, séo

necessarias e devem ser estimuladas (BEVILACQUA et al., 2001).
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8 CONCLUSOES

- Os casos positivos de LVC, no presente estudo, estéo restritos a Faixa Leste
do Estado, em areas de baixas altitudes, com indice pluviométrico médio, de
temperatura média mais elevada e em areas mais populosas e proximas a fragmentos

florestais.
- Os casos positivos de LVC exibem associagdo com o curso da BR 101.

- A soroprevaléncia de LVC no Estado de Santa Catarina pode ser

considerada baixa.

- A utilizac&do de outras ferramentas diagndsticas em associacao a sorologia
mostrou-se de grande importancia na caracterizacdo do status de infeccdo dos

animais.

- O uso das técnicas de Georreferenciamento e do indice de Kernel
proporcionou a espacializacdo dos casos e uma interpretacao didatica da intensidade

da doenca.
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TR DPPOLEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos
(USO VETERINARIO)

TESTE RAPIDO QUALITATIVO PARA A DETECGAO DE ANTICORPOS DE CAO PARA Leishmania
(material fornecido para 20 reagoes)

INDICAGAO DE USO
omwmmwmw-wmmﬂmémmdewmmmmmﬁm
de uso Unico para detecgio, em cdes, de anticorpos especificos para Leishmania, em soro, plasma

ou sangue total venoso.
OusteéusadoparaodlagndsucodeMemmmmmmmawummm_

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos ¢ indicado para uso por profissionais de
sadde de acorde com as instrugdes fornecidas.

INFORMAGOES TECNICAS

Alcishmaniose & causada por um protozodrio parasita do género Leishmania. Essa doenga é endémica
em 88 paises, totalizando 350 milhdes de pessoas. A Leishynania esté presente em dreas desde a
floresta tropical das Américas do Sul e Central aos desertos no Oeste da Asia, com mais de 90 % de
todos os casos de leishmaniose visceral (LV) ocorridos em Bangladesh, Nepal, fndia, Sudao e Brasil.
Ha cerca de 500,000 novos casos anuais de leishmaniose visceral humana'?, Entre os anos de 1984
a 1999, 37.294 novos casos de LV humana foram relatados pelo Ministério da Satde’.

ALV, algumas vezes referida como Kalazar é uma doenga cronica e potencialmente letal se ndo tratada
antes do aparecimento de sintomas, Sinais clinicos da doenga Incluem indisposicdo, anemia, febre,
perda de peso e inchago no bago, figado e ganglios linfaticos’.

A infecgdo pode ser prevenida evitando-se a picada de flebotomineos através de protetores como
vestudrio, repelentes ou inseticidas. Tratamentos para LV sdo muito dificeis e geralmente requerem o
uso de antimbnio pentavalente ou estibogluconato de sédio’.

ALV éuma na qual os canideos tém sido implicados como importantes reservatdrios para o
parasita®®. A transmissdo aos humanos ocorre pela picada do flebétomo fémea Infectado. Programas

de controles para LV incluem a eutandsia de caes infectados Identificados através de teste sorolégico.

Este procedimento tem pravado ser uma importante etapa do controle empregado no Brasil’.

Virios ensaios como a imunofluorescéncia, hemaglutinacao, PCR e ELISA encontram-se atualmente em

uso para este diagndstico® %’ e os antigenos recombinantes 530 ferramentas apropriadas para melhorar
os métodos de diagndstico soroldgico atuais para leishmaniose visceral canina (WaQ).

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos é um ensaio de triagem,

imunocromatografico, que emprega uma combinagdo Unica de antigenos recombinantes especificos

para a detecgdo de anticorpos especificos para Leishmania, em cdes. E répido, simples e fcil de usar

e pode ser armazenado a temperatura amblente 2°Ca30°Q).

PRINCIPIO DO TESTE

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina — Bio-Manguinhos emprega uma combinagdo de proteina
Acon)ugedaapank\ﬂasdewocddddeanﬁootposespedﬁcosdaamosuapmwmania. Em
seqOéncia, reage com antigenos recombinantes de Leishmania chagasi ligad a uma membrana
(fase sélida).

A amostra é aplicada a0 pogo #1 (AMOSTRA + TAMPAO), seguida pela adigio do tamp3o de
corrida. O tampdo propicia o fluxo lateral promavendo a ligagao dos anticorpos 20s antigenos. Apésa
migragéo da amostra e do tamp3o ao longo do suporte de teste, deve-se adicionar tampao de cormida
20 pogo # 2 (TAMPAO). O conjugado se liga aos anticorpos especificos para Leishmania produzindo
umalhha(mnlron)méreadoTESTEm.NnaméndadeamlcorpospamLe:‘sImnlaalﬂhl
(roxa/rosa) néo sparece na éres do TESTE (T). Em ambos 0s casos, a amostra continua a migrar 20
longo da membrana produzindo uma linha (raxa/rosa) na drea de CONTROLE (Q), o que demonstra
o func » adequado dos reagent

.

MATERIAL FORNECIDO

Suportes DPP® contendo Proteinas Recombinantes K28 de Leishmania
Chagasi e a Proteina A Conjugada ao Ouro Coloidal, adsorvidos em 20 suportes
Membranas de Nitrocelulose.

01 frasco (6 mL)

Algas Coletoras Descartévels (5 ul) 20 algas
Lancetas Descartivels 20 lancetas
Manual de Instrugio de Uso 01 unidade

MATERIAL COMPLEMENTAR NAO FORNECIDO

- Cronometro ou relégio

- Microplpetador calibrado para 5 uL (como alternativa & aiga coletora)
- Luvas descartéveis

- Recipiente seguro para descarte de material biolégico

- Alcool 70 %

- —a— -_— - —————
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CONSERVAGAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL

O TR DPP* Leshmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos deve ser armazenado entre 2 'C e 30 °C. Recomenda-
se a consenvagao do kit em geladeira somente em locais onde a temperatura ambiente ultrapasse 30 "C. Nio
congele 0 kit 0u 08 Seus componentes. Os suportes de teste devem permanecer lacrados até o momento de
sus utilizagéo. O tampdo de comda deve ser mantido em seu reciplente original. Caso o kit seja guardado sob
refrigeragéo assegurar-se de que todos os componentes estejam & temperatura ambiente no momento de sua
utilzagéo.

CUIDADOS E PRECAUGOES

Somente para uso em diagndstico in vitro.

Somente Para uso veterinano,

Este conjunto diagnastico contem produltos biolégicos e quimicos podendo representar uma fonte de risco. Ao
manusear este CONUNLO, ebserve as precaugoes de biosseguranga necessdrias,

A qualidade dos resultados obtidas com este conjunto diagnéstico depende do cumprimento das Boas Préticas
de Laboratorio, tals como:

- O teste deve ser realizado apenas por profissionals de saide segundo as Instrugdes contidas neste manual;
- N&o realizar mais de 5 testes por vez. Esta conduta reduz falhas no procedimento do teste, bem como na
interpretagao dos resultados,

- As ar d ser homogencizadas antes do uso;

- As amostras de sangue nao testadas imediatamente apés a coleta devem ser refrigeradas entre 2 °C ¢ 8 °C,
podendo ser usadas em até 3 dias;

- Amostras de soro ou plasma podem ser conservadas entre 2 “C ¢ 8 °C por 3 dias apds a coleta, até que sejam
utilizadas no teste. Caso a realizagdo do teste ndo sefa possivel dentro deste periodo, as am d ser
congeladas (-20 "C ou abaixo);

- Equipamentos de protegio individual (EPI), tals como luvas descartdvels, dculos e jaleco, devem ser utilizados
em lodas as ctapas de realizagao do leste;

- Os testes nunca devem ser ulllizados apos a data de validade;

- Componentes de kits de lotes diferentes nunca devem ser misturados;

- Alntegridade dos comp es do kit sempre deve ser verificada. Em especial, assegurar-se de que a embalagem

dos suportes esteja Intacta. Caso algum dos comp ites do kit der tre irregularidade, separe o kit evitando
que seja utilizado e entre em contato com o SAC de Bio-Manguinhos;
- Nunca fracionar os kits,

- Néo pingar sangue dirctamente no suporte de teste. Utiizar sempre a alga coletora fomecida no kit, segundo
as orientagdes abalxo (ver Procedimento do Teste);

- Cuidado 20 adicionar a amostra: a alga deve ser mantida em posigao vertical e a amostra deve ser aplicada a0
centro do orificio ou pogo # | (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste;

- Cuidado ao adicionar o tampéo de corrida: o frasco deve ser mantido em posigdo vertical e apenas duas gotas
do liquido devem ser dispensadas ao pogo # | (AMOSTRA + TAMPAO) do suporte de teste onde se encontra
8 amostra;

- Aguardar cinco minutos e somente apés o desaparecimento das cores das linhas T (TESTE) e C (CONTROLE)
adicianar quatro gotas do tampao de corrida ao pogo # 2 (TAMPAO);

ATENGAO: Alguns resultados reagentes podem aparecer em menos de 10 minutos, mas séo necessérios 10
minutos para detectar um resultado ndo-reagente. Ler os resultados em amblente bem iluminado. Nao ler os
resultados apés 25 minutos da adigo do tampéo de corrida ao pogo # 2 (TAMPAOQ).

- Apbs o uso, suportes, ponteiras, lancetas, algas coletoras e luvas devem ser descartadas em dgua sanitéria ou
em solugao de hipoclorito de sédlo a 2,5 % como material biolégico potencialmente Infeccioso.

COLETA DE AMOSTRA

ATENCAO: para o perfeito funcionamento do teste, usar 5 L. de amostra e segulr as instrugbes de procedimento
do teste.

O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos pode ser realizado com amostra de soro, plasma
Ou sangue total venoso.

Sangue total

Utilizar a lanceta para obter sangue a partir da orelha, patas ou rabo do animal, Para teste imediato utilizar 25
algas coletoras.

Sangue Total Venoso

Coletar o sangue assepticamente nos tubos contendo EDTA, heparina ou citrato de sédio. Certifique-se que
© tubo de sangue foi bem misturado antes da amostragem. Siga comretamente o procedimento do teste-

Sorp

Obtido do sangue total coletado assepticamente por pungio de veia com um tubo limpo sem anticoagulante-

D"""°W’e¢°lgdaratempqmmmu. Centrifugar o sangue a 2000 rpm, durante 10 minutos, 3
a ambiente. Separar o soro do codgulo para evitar hemdlise.

Plasma

c*‘"”"ﬂ*Wmmwwmmm.mwugmzommwmnumMmammmm
€ separar o plasma sobrenadante.
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PROCEDIMENTOS PARA REALIZAGAO DO TESTE RAPIDO TR Dpp* LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA - BIO-MANGUINHOS

1. Cettifique-se que a nmostta o ser testada estejs b lemperalura smblente. Caso estefa reftigerada oy
congelada, permitle que a mesima alcance a temperatumn smblente antes de ser testada,

2.Retirar 0 namero necesstrlo de componentes do TR DPP*
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA BIO-MANGUINHOS ¢ colocs-
lev sobre uma superlice plana. Caso o kit enha sido guardado sob

teliigeracao, cenifique-se de que os componentes do kit estejam
a lemperaturs amblente no momento do uso,

3.Retirar o suporte de teste do envelope laminado e Idenufics-lo com o nome do animal ou nGmero
de identificagdo, além do nimero do lote do kit de onde o suporte fol retirado.

AVerficor o Integeldade de 1odos o5 componentes ¢ a existéneia
de 2 (duas) linhos na Janele de teste do suporte, sendo | (uma) de
cor azul ¢ | (uma) de cor verde, Caso uma ou mals dessas linhas
eslefo ausente, separat o suponte de teste para que néo sefn usado
¢ comunicar o ocorrido ao SAC de Blo-Manguinhos, Em sequida,
utliizar um novo suporte de teste Para continuer o procedimento,

5.Encostar a alga coletora de 5 ul na amostra & ser lestada,
permitindo que a alga sefa preenchida com a amostra,
Altemativamente, podem-se utilizar microplpetas autométicas,
callbradas ¢ ojustadas para 5 pl..

6. Segurar a alga coletora na posicio vertical e locar na érea
de splicagio da amostra, pogo # 1 (AMOSTRA + TAMPAO)
do suporte para liberar 5 pL de amostra, Certifique-se de que a
emostra de sangue total, soro ou plasma migrou/escorreu da alga
Para o local do teste.

7. Virar o frasco de ampéo e manter na posigéo vertical (sem
Inclinar) sobre o pogo # 1 (MOSTRA + TAMPAO). Adicionar 2

(duas) gotas de tampso, lentamente, a0 pogo # 1| (AMOSTRA +
TAMPAD),

8. Aguardar 5 (cinco) minutos. Apts esse tempo, a linha azul

(TESTE) ¢ verde (CONTROLE) da Janela devem ter desaparecido,
€aso conlrério, descartar o suporte de tesle ¢ repelir o

Procedimento desde o Inicio usando um novo suporte.

Tope e A it R
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D.WuofmmdeMeanompodqaomd(mMm)
sobre o pogo # 2 (TAMPAQ). Adicionar 4 (qualro) gotas de tampéo,
lentamente, a0 pogo # 2 (TAMPAQ).

10.Delxar o teste correr por 10 (dez) minutos a temperatura ambiente, Caso ndo haja migragao apés
3 (trés) minutos, descartar o teste,

11.Leitura do Teste - Nao ler os resultados apds 25 minutos da adicio do tampao de corrida ao pogo
# 2 (TAMPAO).

Leitura Visual

Colocar o suporte sobre uma superficie plana e em local bem lluminado. O operador deve se posicionar
de forma a manter uma distancia de 30 a 50 cm entre o suporte de teste e seus olhos. Observar a
presenqa de linhas e anotar no protocolo de testes.

ATENGAO: Ap6s a leitura, descartar o suporte, a alga e a lanceta utilizados no teste em um reciplente
para descarte de materiais de risco biolGgico.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Os resultados sdo interpretados visualmente. Em caso de dividas na interpretagdo do teste, separar o
suporte e fazer contato com o SAC de Bio-Manguinhos.

Resultado NAO REAGENTE
Um resultado ndo reagente ¢ indicado por uma linha roxa/rosa na drea de CONTROLE (C) e nenhuma
linha na drea de TESTE (T). Este resultado sugere a auséncia de anticorpos para Leishmania na amostra
& ndo exclui a possibilidade de infecg@o por Leishmania.
Ausénclade  Presenga de
Linha Teste  Linha Controle

TC
Resultado REAGENTE
A detecgdo de duas linhas roxa/rosa, uma na area de CONTROLE (C) e outra na drea de TESTE (),
indica um resultado reagente. A intensidade da linha na érea de TESTE (T) varia de claro a muito escuro
conforme a concentragdo de anticorpos especificos. Assim, a linha na drea de TESTE (T) pode ter
aparéncia diferente da linha na area de CONTROLE (C). Isto ndo invalida o teste. Um teste reagente
significa que anticorpos para Leishmania foram detectados.

ATENGAO: Um resultado reagente deve ser confirmado conforme recomendagoes do Ministério

da Sadde.
Area Teste Llnha Controle

-
Resultado INVALIDO
Uma linha raxa/rosa deve sempre aparecer na drea de CONTROLE (C), Independente da presenga ou
nio de linha na drea de TESTE (T). Caso uma linha roxa/rosa nao seja visive! na drea de CONTROLE(Q).
o teste deve ser considerado invélido. Um resultado knvalldo ndo pode ser Interpretado. Separar 0
material e fazer contato com o SAC de Blo-Manguinhos. Repetir o procedimento de leste com um

| |
TE

novo suporte de teste.
AreaTeste  Area Controle AreaToeste  Area Controle
L b w:.ué’}
i | “ %
’ Emm—-rm(
1 TC 2
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; CONFIRMAGAO DE DESEMPENHO DO TESTE

Ao término do teste, uma linha roxa/rosa aparccerd na drea de CONTROLE (C), tanto nes amostras negatlvas
| quanto nas positivas. Esta linha serve de controle Interno, confirmando o desempenho adequado do teste,

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

-O TR DPP* LelshmanlochIscemICmIm-BbMungmhosdcvcseruulwlocomwo.phsmouum
Lotal venoso.

Outros tipos de amostras de sangue coletadas em tubos contendo antl-coagulantes que néo cliratos, heparing
ou EDTA, podem gerar resultados inadequados. Para amostras de soro, coletar sangue sem anticoagulante,

- O TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos deve ser utilizado segundo as Instrugdes contidos
neste manual visando 3 obtengdo de resultados adequados,

- Proceda a leitura do teste em, no maximo, 25 minutos,

- Somente abra o envelope contendo o suporte de teste no momento de sua ulllizagéo.

- Um resultado reagente indica a presenca de anticorpos para Lelshmania na amostra testada.

- Um resultado ndo reativo ndo exclui a possibilidade de exposicio A Lefshmania ou Infecgao por Letshmanla.
Uma resposta humoral a uma exposigéo recente pode levar alguns meses até atingir nivels detectivels.

- Um animal Infectado com Leishmania que estefa recebendo algum lipo de medicamento pode produzie
resultado falso negativo.

iNDICES DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Os indices de sensibilidade e especificidade do TR DPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos foram
determinados pela avaliagdo da capacidade de detectar anticorpos especificos para Letshmanta em amostras
clinicas (sangue, soro e plasma) de caes, Usando como referéncia o teste parasitolégico de 62 cées, o TR DPP*
Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos apresentou sensibilidade de 100 % (sangue), 100 % (soro) ¢
entre 92.9 % - 100 % (plasma) e especificidade entre 87.5% -91.7 % (sangue), 875 % - 91.7 % (sor0) ¢ 87.5 %
-89.6 % (plasma).

Quando comparado ao Teste EIE Leishmaniose Visceral Canina — Blo-Manguinhos , para 77 amostras de caes,
0 TRDPP* Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos apresentou uma sensibilidade entre 89.7 % - 96.6 %
(sangue), 89.7 % - 93.1 % (sor0) € 89.7 % - 100 % (plasma) e uma especificidade entre 97.9 % - 100 % (sangue),
93.8%-97.9% (soro) e 95.8 % - 97.9 % (plasma),

REPRODUTIBILIDADE, REPETITIVIDADE E ESTABILIDADE
As boas préticas de fabricagéo ¢ laboratorials, associadas a simplicidade e rapidez na utillzagéo do TR DPP*
Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos garantem sua reprodutibilidade, repetitividade e estabilidade,

podendo ser utilizado como método seguro e eficaz na detecgao de anticorpos especificos para s evidenciagso
da Infecgao por Leishmania.
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Insttuto de Tecnologla em Imunoblolégicos | Bio-Manguinhos | FIOCRUZ
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ANEXO I
ESPECIFICACOES DO FABRICANTE — TESTE ELISA (BIO-MANGUINHOS)

il oo TR D LEISHMANIOSE
gt EIE - LEISHMANIOSE

7 Bio-Manguinhos

VISCERAL CANINA
Bio-Manguinhos

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

Tel.: (21) 3882.9393
FAX: (21) 2561.0277
SAC: 0800.210.310
www.bio.fiocruz.br

Ensaio Imunoenzimatico (EIE) para Leishmaniose Canina
MODELO DE PROTOCOLO
EIE - LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA- Bio-Manguinhos Lote: Validade:
ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DIAGNOSTICO EIE N2: Data:
DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA .
(material fomecido para 384 reagoes) Disposicao das amostras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PRINCIPIO DO TESTE:

Este ensaio consiste na reagao de soros de caes com antigenos
soltveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura
“in vitro”, que sao previamente adsorvidos nas cavidades
de microplacas/strips (fase sdlida). A seguir adicionam-se,
devidamente diluidos, os soros controle do teste e as amostras
a serem analisadas, que possuindo anticorpos especificos, vao
se fixar aos antigenos. Na etapa seguinte, ao se adicionar uma
anti-imunoglobulina de cao marcada com a enzima peroxidase,
esta se ligara aos anticorpos caso estejam presentes.

Para evidenciacao da reacao, utiliza-se uma substancia cromégena
(tetrametilbenzidina-TMB) que pela acao da peroxidase com o
peroxido de hidrogénio forma um composto de coloragao azul
turquesa que ao adicionar-se o acido sulftrico que interrompe
areacao, passa a apresentar uma coloragao amarela, em caso
positivo (reagente). Nas cavidades que nao houver anticorpos
especificos, ndo havera desenvolvimento de cor o que caracteriza
uma reagao negativa (nao reagente).

ESQUEMA DO TESTE:
Reacao Positiva

T O MMOO @ >

T O M"TMmOO @ >

Caleulo do Cut-Off: (amostras colhidas em Papel Filtro)
Co= XCNx 3

compr o L

Antigeno + amostra+ conjugado + substrato =  reagdo Técnico Responsavel:
Observacoes:

fase
sdlida
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Ensaio Imunoenzimatico (EIE) para Leishmaniose
Visceral Canina

MODELO DE PROTOCOLO
Lote: Validad:
EIE No: Data:
Disposicao das as
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
c
o
E
F
G
H

Densidade ética das amostras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
8
c
[}
E
F
G
H

Calculo do Cut-Off: (amostras de soro)
CO=XCNx2

CO=

Técnico Resp avel.
Observacoes:

4 EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos

- Sistema de vacuo com pente de lavagem, pipeta Pasteur
adaptada ou lavador automatico de microplacas.

- Hipoclorito de sddio a 2,5% ou agua sanitaria.

- Espectrofotdmetro para leitura de microplacas, equipado
com filtro de 450 nm.

- Balanca semi-analitica.

- Caso utilize amostras em papel de filtro: picotador de 6mm e
agitador rotacional

CONSEHVAQ;\O E ESTOCAGEM DO MATERIAL:

Manter a -20°C: R-08, R-09, R-10, R-11.
Manter entre 2° e 8°C: R-01, R-02, R-03, R-04, R-05, R-06 e
R-07.

Todos os componentes do teste devem ser guardados nas
temperaturas indicadas desde o ato do recebimento do conjunto,

permanecendo estaveis pela validade definida na caixa principal
do kit.

Obs.: a temperatura de transporte, com bobinas de gelo
reciclavel, permite que o conjunto se mantenha em condicoes
adequadas durante 24 a 36 horas.

CUIDADOS E PFIECAUQf)ES:

Este conjunto diagnostico contém produtos biologicos e
quimicos, podendo representar uma fonte de infecgao. Portanto,
ao manusear qualquer um dos reagentes desse conjunto, observe
as precaucoes de biosseguranga necessarias.

A qualidade dos resultados obtidos com este conjunto
diagnoéstico depende do cumprimento as boas praticas de
laboratdrio, tais como:

- as amostras, assim como os controles podem conter agentes
infecciosos e devemn ser manipulados com cuidado;

- homogeneizar as amostras e controles antes de usar;

EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos 3

Reacao Negativa

S|+ 0 ]+ p =
igeno + amostra + conjugado + = auséncia de colorag
negativa

MATERIAL FORNECIDO:
Identificacao Componentes Apresentacao
R-01 Diluente de Amostra/

Conjugado [5X] 2Fr45mL
R-02 Lecitina de leite 1saco10g
R-03 Tampao de Lavagem [20X] 2 Fr. 60 mL
R-04 Diluente do Substrato 1 Fr. 60 mL
R-05 Cromégeno (TMB) 1F.0,7mL
R-06 Substrato (H,0,) 1Fr.02mL
R-07 Acido Sulfirico 2M 1 Fr. 30 mL
R-08 Controle Positivo 1 Fr. 0,25 mL
R-09 Controle Negativo 1 Fr. 0,25 mL
R-10 Conjugado 1Fr04mL
R-11 Molduras ¢/ 6 strips

duplas sensibilizadas 4 molduras

Folhas Adesivas 8 folhas

Manual de Instrucoes de Uso

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:

- Agua destilada.

- Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc).

- Micropipetadores multicanal e monocanal ajustaveis e ponteiras.
- Luvas descartaveis.

- Barquetes.
- Estufa a 37°C.

EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos 17

Licenciado no Min. da Agricultura sob o n°® 8968/04, em 22/09/2004.
Resp. Téc. Méd. Vet.: Adenauer Cruz Teixeira| CRMV-RJ n® 1.359

ASSISTENCIA AOS USUARIOS:

Orientacoes técnicas adicionais a respeito deste produto poderao
ser obtidas junto a:

Bio-Manguinhos/Fundagao Oswaldo Cruz

CNPJ 33.781.055/0015-30

Departamento de Reativos para Diagnéstico

Av. Brasil, 4365 - CEP: 21040-900 - Rio de Janeiro - RJ

Tel: (21) 3882.9393 Fax: (21) 2561.0277

SAC: 0800.210.310

www.bio.fiocruz.br

edicao: setembro de 2008
BM_014_08Bk
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controle negativo, na "E” e “F" somente o diluente de amostra/
conjugado (sem soro) que servira de controle do conjugado. Nos
outros orificios, distribuir 100 uL. das amostras testes, ja diluidas
nos respectivos orificios correspondentes (seguir protocolo).
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CP= Controle Positivo CN=Controle Negativo 58=8em Soro

4 - Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por
30 minutos.

5 - Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampao € sujeito a cristalizagao, neste caso, coloque
em banho-maria a 37°C até a dissolugao dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiliza sistema de vacuo com
pente de lavagem ou pipeta Pasteur:

n® strips duplas n¢ reacoes R-03 H,O dest.
1 até 16 2mbL 38 mL
2 até 32 3mL 57 mL
3 até 48 4 ml 76 mL
4 até 64 5mlL 95 mL
5 até 80 7mL 133 mL
6 até 96 8 ml 152 mL

EIE - Leishmaniose Visceral Canina - Bio-Manguinhos 5

- utilizar equipamento de protegao individual (EPI), tais como
luvas descartaveis, jaleco e protetor facial em todas as etapas
do teste.

- desprezar ponteiras, luvas, pipetas de vidro, frascos, placas
usadas etc. em solugao de hipoclorito de sodio a 2,5% ou agua
sanitaria;

- nunca misturar componentes de lotes diferentes;

- para evitar interferéncias, nunca tocar com os dedos a parte
de cima das strips;

- cada strip so pode ser utilizada uma tnica vez;

- solucoes contendo TMB e/ou peroxidase sao irritantes para pele
€ mucosas e nao devem entrar em contato com metais;

- ndo usar os reativos apés sua data de validade;

- utilizar frascos e vidrarias rigorosamente limpos, pois residucs de
detergentes e/ou substancias oxidantes poderao interferir na reacao

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS DE SORO:
1 - Preparo do diluente de amostras/conjugado:

n®strips  n®reacées R-01(5X) R-02 H_,0 destilada

duplas (pesar)
1 até 16 3mL 03g 12mL
2 até 32 6 mL 06g 24 mL
3 até 48 8mL 08g 32mL
4 até 64 10 mL 1g 40 mL
5 até 80 12 mL 1.2g 48 mL
6 até 96 14mL 1,4g 56mL

2 - Diluir em tubos 5 uL dos controles e das amostras de soros
de caes a serem analisadas, previamente homogeneizadas, em
500 pL do diluente de amostra /conjugado (1:100).

3 - Distribuir 100 uL. dos controles ja diluidos da seguinte forma:
na coluna 1 fileira "A” e “B” 0 controle positivo, na “C" e "D" o
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Leishmaniose Visceral, e ainda para Projetos de Pesquisa
realizados por Instituicées Pablicas do Pais.
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Obs.2:mantendo-se as Amostras na “faixa cinza”, apds a
repeticao, recomendamos a utilizacao de outras metodologias
para confirmacao deste resultado, que devera ser designado
como indeterminado.

CO

AMOSTRAS NAO REATIVAS A | AMOSTRAS REATIVAS

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores (densidade dtica)
estiverem na faixa descrita abaixo:

Controle Positivo > 0,500 densidade otica
Controle Negativo > 0,050 < 0,120 densidade otica

Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO DO TESTE

Estudos preliminares de padronizacao do teste foram realizados
por Bio-Manguinhos em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz
(IAL-SP). Foram identificados 130 caes com suspeita clinica de
LVA dos quais foram coletadas amostras de soro e amostras
coletadas em papel de filtro. Estas amostras foram testadas
tanto na IFl quanto no ELISA. Para os calculos de sensibilidade
e especificidade a IFl foi considerado o teste padrao (“"Gold
Standard”), e os seguintes indices foram encontrados: Sensibi-
lidade para amostras de soro dos caes: 94,54% e especificidade
de 91,76%. Ja para as amostras coletadas em papel de filtro
os indices de sensibilidade e especificidade foram de 79,45% e
90,24/% respectivamente.

DISPONIBILIDADE

Este produto destina-se prioritariamente para atendimento
das demandas dos Programas Publicos de controle da
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b) volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:

n® strips duplas n® placas R-03 H,O dest.
até 3 12 20 ml 380 mL
até 6 1 25mL 475 mL
até 9 1172 30mL 570 mL
até 12 2 35mL 665 mL
até 15 2172 40 mL 760 mL
até 18 3 45 mL 855 mL
até 21 312 50 mL 950 mL
até 24 4 55 mL 1045 mL

6 - Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o contetido
e lavar 6 vezes com tampao de lavagem (200 pl/orificio).
Aguardar 30 a 60 segundos entre cada lavagem.
7 - Diluir o conjugado no diluente de amostra/conjugado,
preparado anteriormente. Preparo do conjugado:

n® strips duplas n° reacoes R-01 diluido R-10
1 até 16 SmL Sul
2 até 32 S5mlL 5uL
3 até 48 10mL 10uL
4 até 64 10 mL 10 uL
5 até 80 15mL 15 ulL
6 até 96 15mL 15 ul
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n° strips duplas  n°reacoes  R-04 R-05 R-06

1 até 16 2.5 mL 25 ul 5ul

2 até 32 4mL 40 ul 8uL

3 até 48 6mL 60 ul 12 uL

4 até 64 8mL 80 ul 16 uL

5 até 80 10mL 100 ul. 20 pL

6 até 96 12mL 120 L 24 ul

12 - Distribuir 100 L do substrato rapidamente em todos os
orificios.

13 - Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante
30 minutos

14 - Bloquear a reagéo adicionando 50 uL de acido sulfarico 2M
em todos os orificios. Em seguida, proceder a leitura.

LEITURA:

Ligar o Espectrofotometro para microplacas, equipado com filtro
de 450nm para leitura e sem a utilizacao de filtro de referéncia
(620-630nm). Apés alguns minutos para estabilizagao do feixe
de luz, zerar o aparelho no ar (sem a microplaca) e em seguida,
iniciar a leitura da microplaca de teste.

Obs.: caso aleitura seja feita com filtro de 450nm tendo como
referéncia outro de 620-630nm, todas as densidades oticas
(DO) ficarao abaixo do esperado, prejudicando o calculo do
cut-off e causando a ocorréncia de resultados falso-positivos
no ensaio.

- Caleulo do Cut-Off: CO = X CNx 2

CO = Cut-Off

X CN = Média da densidade ética dos orificios do
Controle Negativo

Obs.: o operador devera observar os controles do teste,
considerando que a DO obtida para o controle do conjugado

8 - Homogeneizar bem e distribuir 100 ul. da diluigao do
conjugado em cada orificio dos “strips”.

9 - Selar e incubar os “strips” conforme descrito no item 4 e
aspirar e lavar conforme descrito no item 6.

10 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso,
preferencialmente em frasco escuro.

11 - Preparo do substrato:
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15 - Distribuir 100 uL do substrato rapidamente em todos os
orificios.

16 - Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante
30 minutos

17 - Bloquear a reagao adicionando 50 uL de acido sulftrico 2M
em todos os orificios. Em seguida, proceder a leitura.

LEITURA:

Ligar o Espectrofotometro para microplacas, equipado comfiltro
de 450nm, e apos alguns minutos para estabilizacao do feixe de
luz, zerar o aparelho no ar e iniciar a leitura.

- Céleulo do Cut-Off: CO = X CNx 3
CO = Cut-Off

X CN = Média da densidade ética dos orificios do

Controle Negativo
Obs.: o operador devera observar os controles do teste,
considerando que a DO obtida para o controle do conjugado
(SS) nao podera ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negativo.

RESULTADOS

Amostras reagentes = As que apresentarem densidade otica
igual ou superior ao Cut-Off.

Amostras nao reagentes = As que apresentarem densidade
dtica inferior ao Cut-Off.

Obs.1: recomendamos a repeticao das amostras que
apresentarem densidade dtica na “faixa cinza”, considerada
neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Off e o valor obtido
com a multiplicacao deste por 1,2.
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n® strips duplas n® placas R-03 H,O dest.
até 3 1/2 20 ml 380 mL
até 6 1 25 mL 475 mlL
até 9 112 30 mL 570 mL
até 12 2 35mL 665 mL
até 15 212 40 mL 760 mlL
até 18 3 45 mL 855 mL
até 21 312 50 mL 950 mlL
até 24 4 55 mL 1045 ml

9 - Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o contetido
e lavar 6 vezes com tampao de lavagem (200 pL /orificio).
Aguarde 30 a 60 segundos entre cada lavagem.

10 - Preparo do conjugado:

n® strips duplas nreagoes  R-01 diluido R-10
1 até 16 5mL 5ul
2 até 32 5mL 5 ul
3 até 48 10 mL 10 ul
4 até 64 10 mL 10 ul
5 até 80 15 mL 15 uplL
6 até 96 15 mL 15 ul

11 - Homogeneizar bem e distribuir 100 pL da diluicao do
conjugado em cada orificio dos “strips”.

12 - Selar e incubar os "strips” conforme descrito no item 7 e
aspirar e lavar conforme descrito no item 9.

13 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso,
preferencialmente em frasco escuro.

14 - Preparo do substrato:

n® strips duplas ~ n” reagoes  R-04 R-05 R-06
1 até 16 2,5 mL 25 ul S5ul
2 até 32 4mlL 40 pL 8ul
3 até 48 6mL 60 uL 12 ul
4 até 64 BmL 80 puL 16 ul
5 até 80 10mL 100 uL 20 uL
6 até 96 12mL 120 pl 24 ul
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n? strips  n°reacoes R-01(5X) R-02 H,0 destilada
duplas (pesar)

1 até 16 3mL 03g 12 mL

2 até 32 6mlL 06g 24 mL

3 até 48 8 mL 08g 32 mL

4 até 64 10 mL 1g 40 mL

5 até 80 12 mbL 12g 48 mlL
6 até 96 14mL l4g 56mL

2 — Em tubos previamente descontaminados, limpos e secos,
colocar 2 picotes (6mm) de cada amostra coletada em papel de
filtro Whatman n°1 ou 1 picote (6 mm) para papel filtro Klabin
80, nos tubos correspondentes,

3 - Adicionar 400 uL. de diluente de amostra/conjugado por tubo,
para as amostras coletadas em papel Whatman n°1 ou 500 L
para amostras coletadas em papel Klabin 80.

4 - Colocar a estante de tubos em agitador rotacional para eluir
as amostras coletadas em papel de filtro. Deixar os tubos em
leve agitacao por 1 hora.

5 — Diluir em tubos, 5 uL dos soros controle positivo e negativo,
previamente homogeneizados, em 500 pL do diluente de
amostra/conjugado (1:100).

6 - Distribuir 100 uL. dos controles e das amostras eluidas da
seguinte forma: na coluna 1 fileira "A” e “B" o soro controle
positivo, na “C” e “D" o controle negativo, na "E" e “F"
somente o diluente de amostra/conjugado (sem soro) que
servira de controle do conjugado. Nos outros orificios, distribuir
100 uL das amostras teste ja eluidas, nos respectivos orificios
correspondentes (seguir protocolo).
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(SS) nao podera ser superior a 1,5 x DO obtida para o soro
controle negativo.

RESULTADOS

Amostras reagentes = As que apresentarem densidade otica
igual ou superior ao Cut-Off.

Amostras nao reagentes = As que apresentarem densidade
dtica inferior ao Cut-Off.

Obs. 1: recomendamos a repeticao das amostras que
apresentarem densidade 6tica na “faixa cinza”, considerada
neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Off e o valor obtido
com a multiplicagao deste por 1,2.

Obs. 2: mantendo-se as Amostras na “faixa cinza”, apos a
repetigao, recomendamos a utilizagao de outras metodologias
para confirmacao deste resultado, que devera ser designado

como indeterminado.
cO

AMOSTRAS NAQO REATIVAS AMOSTRAS REATIVAS

VALIDAGAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores da densidade otica
estiveremn na faixa descrita a seguir:

- Controle Positivo: =0,500 de DO
- Controle Negative: >0,050 <0,120 de DO
Repetir o ensaio se os valores citados estiverem fora do limite.

PROCEDIMENTO DO TESTE PARA AMOSTRAS COLHIDAS
EM PAPEL FILTRO:

1 - Preparo do diluente de amostras/conjugado:
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CP= controle Positivo  CN= Controle Negativo SS= Sem Soro

7 - Selar os “strips” com a folha adesiva e incubar a 37°C por
30 minutos.
8 - Preparo do tampao de lavagem:

Obs.: este tampao € sujeito a cristalizacdo, neste caso, coloque
em banho-maria a 37°C até a dissolucao dos cristais.

a) volumes necessarios quando se utiliza sistema de vacuo com
pente de lavagem ou pipeta Pasteur:

n® strips dupl: n® reag R-03 H,O dest.
1 até 16 2mL 38 mL
2 até 32 3mL 57 mL
3 até 48 4mL 76 mL
4 até 64 5mL 95 mL
5 até 80 7mL 133 mL
6 até 96 8mL 152 mL

b) volumes necessarios quando se utiliza lavadores automaticos:
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

L O

em UDESC
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEPSH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Leishmaniose visceral canina: Soroprevaléncia e georreferenciamento no estado de
Santa Catarina, Brasil.

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que fara a avaliagao da
da prevaléncia sorologica de leishmaniose visceral canina no estado de Santa Catarina.
Sera realizada coleta de sangue por meio de puncao da veia jugular/cefalica dos animais
amostrados. O material sera devidamente identificado, acondicionado e transportado ao
laboratorio para analise. As informacdes obtidas através dessa pesquisa serao
confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagao. Os dados nao serao
divulgados de forma a possibilitar sua identificagao. Os riscos deste procedimento sao
minimos, nao envolvendo risco ao animal.

Sua identidade sera preservada, havendo apenas a necessidade de fornecer o endereco
do animal, sendo este identificado através de numero de protocolo e ficha clinica.

Os beneficios serao o conhecimento da prevaléncia da infeccao por Leishmania
infantum em caes no estado de Santa Catarina e identificagao de possiveis fatores de
risco para a doenga. Estas sao informagdes importantes para a implementagao de
medidas de prevencao que implicam em melhorias na sanidade dos cées. Os exames nao
terao custo.

Solicitamos vossa autorizagao para coleta de sangue bem como o uso destes dados para
a produgao de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade sera mantida através de
nao identificagao do seu nome.

Agradecemos a vossa participagao.

Pessoa contato: Prof. Anderson Barbosa de Moura- (pesquisador responsavel). Niunero
do telefone: 49 3289 9316. Doutoranda Camila Zomer Spindola — Numero de telefone —
48 99688 7878.

Endereco: Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias do CAV/UDESC
Av. Luis de Camoes, 2090 — Bairro Conta Dinheiro — Lages, SC.
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Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e, que recebi de
forma clara e objetiva todas as explicagdes pertinentes ao projeto e, que todos os dados
a meu respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigoes dos
experimentos/procedimentos serdo feitos em meu animal.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso

(Localidade)

Assinatura
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ANEXO IV
QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Lo UDESC
UNIVERSIDADE
. DO ESTADO DE
SANTA CATARINA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

DOUTORADO EM PARASITOLOGIA VETERINARIA | N° DA AMOSTRA:

s . ) | DATA: [ /
1. IDENTIFICACAO DA CLINICA E/OU PROPRIETARIO

NOME:

ENDERECO:

TELEFONE:

2. IDENTIFICACAO DO ANIMAL
NOME: IDADE:

ENDERECO: SEXO:( )M ( )F

3. HISTORIA CLINICA

PROCEDENCIA: ( ) ADOTADO ( )COMPRADO

VACINACAO PARA LEISHMANIOSE: ( )SIM () NAO

COLEIRA (OU OUTRA FORMA) CONTROLE MOSQUITOS ( )SIM ( )NAO

4. TIPO DE HABITACAO

AMBIENTE EM QUE O ANIMAL VIVE:

() QUINTAL ( ) APARTAMENTO ( )CASA
( ) CANIL/CRIADOURO ( ) ABRIGO DE ANIMAIS
HABITOS DO ANIMAL:

() VIVE APENAS NO INTERIOR DA RESIDENCIA () ANIMAL DE RUA

() VIVE APENAS NO EXTERIOR DA CASA

POSSUI ACESSO A RUA? ( )SIM ( )NAO

5. PRESENCA DE SINAIS CLINICOS

( )PERDA DE APETITE () EMAGRECIMENTO

() CAQUEXIA () ONICOGRIFOSE

(" yALOPECIA () ALTERACOES OFTALMICAS
( )EDEMA DE MEMBROS () HEPATOMEGALIA

() LINFADENOPATIA () ESPLENOMEGALIA

() OUTROS QUAL?

() SINTOMATICO ( ) OLIGOSINTOMATICO ( )ASSINTOMATICO

OBSERVACOES PERTINENTES:
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